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УВОД 

 

1.1. Карцином дојке 

 

1.1.1. Епидемиологија 

Године 2010. у свету је регистровано око 1,4 милиона нових случајева болести и преко 

450.000 смртних исхода са дијагнозом карцинома дојке. Епидемијски талас ове болести 

погађа и развијене и земље у развоју. Та расподела, када је у питању број оболелих,  је 

2010. године била готово равномерна, док је број смртних исхода у земљама у развоју био 

за око 40% већи. Студије оптерећења женске популације малигним болестима, показале су 

да је карцином дојке најзначајнији узрок болести када су у питању малигни тумори код 

жена, како на глобалном нивоу тако и у нашој земљи. Целоживотни ризик, односно 

кумулативна вероватноћа оболевања од карцинома дојке, износи око 12,4%, односно једна 

од 8 жена може очекивати да ће током свог живота оболети од ове болести.  Карцином 

дојке у великом броју земаља чини око 25% свих малигних болести женске популације, у 

најразвијенијим земљама чак 28%, док у структури морталитета учествује са око 14-15%. 

У Србији, 26% свих оболелих и 17,5% свих умрлих жена због малигних тумора имају 

дијагнозу карцинома дојке. Просечна стандардизована стопа инциденције карцинома 

дојке у централној Србији у периоду 1999-2009. године износила је 60,8/100.000, а 

морталитетна стопа 20,2/100.000. Сличне вредности инциденције и морталитета од 

карцинома дојке региструју се и у Војводини. У земљама Европске уније просечна 

годишња инциденција карцинома дојке се креће у распону од 57/100.000 (Грчка) до 

145/100.000 (Белгија), а морталитетна стопа од 18,4/100.000 (Шпанија) до 31,1/100.000 

(Ирска).  Географска дистрибуција карцинома дојке на глобалном нивоу није равномерна. 

Подручја у којима се региструје највиша учесталост болести су западна Европа, северна 

Америка, Аустралија, Нови Зеланд и неке земље јужне Америке (Аргентина), што се 

приписује вишој преваленцији познатих фактора ризика за ову болест у поменутим 

регионима. Европска популација је такође поларизована у погледу учесталости карцинома 

дојке. Највише стопе инциденције региструју се у западној и северној Европи, док су 

стопе у јужној и источној Европи значајно ниже. Недавно објављена систематска анализа 

оболевања и умирања од карцинома дојке која је укључивала податке регистара за рак из 
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187 земаља (укључујући и Србију), показала је да учесталост болести на глобалном нивоу 

континуирано расте већ 630 година и да тај пораст износи 3,1% годишње, док морталитет 

варира. Анализа кретања инциденције карцинома дојке у западноевропским земљама 

показала је трендове драматичног пораста, посебно код жена старијих од 50 година, што 

се делом приписује чешћем и ранијем откривању болести, односно ефектима 

организованог скринига, али и ефектима демографске транзиције, који воде повећању 

броја жена у ризику од болести. Када је у питању морталитет од карцинома дојке, 

евидентан је тренд опадања у САД и развијеним земљама. У Европи, кретање морталитета 

од карцинома дојке последњих деценија има различите тенденције, односно, креће се од 

смањења за 30% у Енглеској до повећања од 25% у Естонији. Осим контибуције у 

повећању инциденције, нарочито у старијим узрасним групама, евидентан је и учинак 

скринига у снижавању морталитета од карцинома дојке. 

 

1.1.2. Инвазивни и in situ карцином дојке 

Највећи број малигних обољења дојке припада аденокарциномима који су заступљени у 

95% свих карцинома дојке (1). Инвазивни дуктални карцином (IDC) дојке је најчешћа 

форма инвазивних карцинома дојке са учесталошћу од 55% у односу на све 

дијагностиковане карциноме дојке (2). Карциноми дојке настају од истог сегмента 

терминалног канала лобуларне јединице (енгл. Terminal duct lobular unit, TDLU). 

Типизација инвазивних карцинома дојке као и њихове хистолошке варијанте су добро 

познате и описане. Генерално, карциноми дојке су подељени на in situ и инвазивне 

карциноме. In situ карциноми дојке представљају неинвазивну, потенцијално малигну 

интрадукталну пролиферацију епителних ћелија ограничену на дуктусе и лобулусе. 

Инвазивна или инфилтративна форма карцинома дојке се односи на малигну, абнормалну, 

пролиферацију неопластичних ћелија и урастање у стромално ткиво карцинома дојке и 

околне структуре. Инвазивна и in situ форма карцинома дојке се даље на основу свог 

порекла класификују у дуктлане и лобуларне карциноме дојке. 

1.1.3. Инвазивни дуктални карцином (IDC) 

Представља карцином дојке ког карактерише малигна дуктална пролиферација уз 

инвазију стромалног туморског ткива уз присуство или одсуство поља DCIS. Дијагноза се 

поставља на основу подтипа IDC а ређе на основу типа и градуса DCIS. IDC су 
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класификовани на велики број различитих хистолошких типова у складу са различитим 

критеријумима укључујући тип ћелија (као код апокриног карцинома), количину, тип и 

локализацију секреције (као код муцинозног карцинома), архитектонику ткива (као код 

папиларног, тубуларног и микропапиларног карцинома) и имунохистохемијски профил 

(као код неуроендокриних карцинома). 

IDC је хетерогена група тумора класификована на основу хистолошких и цитолошких 

карактеристика јер показују мноштво морфолошких варијација. Неки од њих показују 

своје особености и понашање због чега се класификују као посебна подврста, док око 75% 

свих IDC не показују морфолошке особености и не класификују се у посебне подвсрете 

већ припадају категорији тип без посебних карактеристика (NOS - not otherwise specified). 

Други аутори чешће користе термин „без посебног типа“ (NST - no special type) чиме се 

означавају тумори који се не могу класификовати а јасно се раздвајају од група тумора 

које су међународно прихваћене (3). 

 

Класични IDC NST 

Ова подгрупа IDC је најчешћа и обухвата око 40 до 75% свих инвазивних карцинома дојке 

у публикованим серијама (4).  

Обухвата широк спектар морфолошких варијација и биолошког понашања попут 

величине тумора, градуса, односа тумора и строме и типа ивица. Ови тумори показју 

хетероген тип раста укључујући дифизне листове, гнезда, каблове или у виду 

појединачних ћелија дукталне диференцијације.  

Подручја некрозе и калцификација су присутна у више од 60% ових карцинома.  

Стромално ткиво може бити различито заступљено од потпуног одсуства до богате обилне 

строме (5). 

Тубуларни карцином 

Представља ретку групу добродиферентованих тумора са добром прогнозом и 

заступљеношћу од 2% у односу на све IDC у публикованим серијама. Најчешће се јавља 

код старијих пацијенткиња и нису праћени метастазама у регионалним лимфним 

чворовима. 
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Крибриформни карцином  

Овај карцином је ретка форма царцинома дојке повезана са добром прогнозом. 

Карактеристична је за старије пацијенте у старосној доби од 53 до 58 година и њена 

учесталост је око 0,8% - 3,5% свих царцинома дојке. 

 

Муцинозни карцином 

Муцинозни карцином такође представља ретку форму карцинома дојке повезану са 

добром прогнозом и карактеристичну за жене старије од 60 година и најчешће се јавља у 

постменопаузи. Јављају се у 2% случајева у односу на све дијагностиковабне инвазивне 

карциноме дојке. Поред термина муцинозни карцином често се називају и желатинозни, 

колоидни, мукусни и мукоидни карцином. 

 

Медуларни карцином 

Медуларни карциноми су ретка, посебна подгрупа добро диферентованих карцинома 

дојке  и анапластичне морфологије, кога карајктерише боља прогноза и исход у односу на 

IDC. Најчешће се јавља код жена старијих од 50 година и карактеристични су за носиоце 

BRCA1 мутације (6). У највећем броју студија, учлесталост овог типа царцинома износи 

до 5% али је у студијама показана и инциденце од 7% (7). 

 

Инвазивни папиларни карцином 

Овај карцином је веома радак хистолошки тип царцинома дојке са прогнозом бољом у 

односу на класичну форму IDC. Најчешће се јавља код жена у постменопаузи и знатно је 

чешћи код жена у популацији белаца. Инциденца им је од 1% до 2% у групи 

дијагностикованих инвазивних карцинома дојке (5).  

Према WHO класификацији тумора дојке, малигни интрадуктални папиларне лезије 

укључују три ентитета попут: интрадуктални папиларни карцином, инкапсулирани 

папиларни карцином и солидну форму папиларног карцинома (3). 

 

Микропапиларни карцином 

Микропапиларни карциноми дојке су као посебна подргрупа IDC и са другачијим 

биолошким понашењем препознати релативно скоро. Учесталост микропапиларног 
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инвазивног карцинома дојке је око 2% у групи инвазивних карцинома дојке иако је 

микропапиларна диференцијација присутна у готово 3% до 6% конвенционалних IDC.  

Карактеристични су за исту животну доб као и класични IDC NST (5) уз знатно лошији 

клинички исход и преживљавање. поред тога ови тумори су праћени високом стопом 

локалних рецидива док се позитивни аксиларни лимфни чворови налазе у готово 70% 

случајева (8). 

 

Апокрини карцином 

Апокрини карциноми су ретка варијанта карцинома дојке и јављају се у 1% до 4% свих 

карцинома дојке. Карактерише их апокрина диференцијација не мање од 90% туморских 

ћелија. Апокрини карциноми припадају групи тумора високог грдауса са изузетно лошом 

прогнозом. Међутим, укупно преживљавање код ових тумора се значајно не разликује у 

односу на друге подтипове карцинома дојке високог градуса (9). 

 

Неуроендокрини тумори 

Неуроендокрини карциноми дојке су заступљени у око 2% свих карцинома дојке. 

Показују морфолошке и имунохистохемијске карактеристике сличне неуроендокриним 

туморима (NET) гастроинтестиналног тракта и плућа и више од 50% туморских ћелија 

показује имунохистохемијску позитивност на маркере неуроендокрне диференцијације. 

Конвенционални инвазивни карциноми и неке посебне варијанте показују фокалну 

неуроендокрину диференцијацију. Најчешће се јављају у постменопаузалних жена (10). 

 

Метпластични карцином  

Метпластични карцином дојке је агресивна форма инвазивног карцинома дојке у којој 

доминира метаплстична компонента (сквамозна, вретансто ћелијска, и мезенхимална). 

Јављају се у мање од 1% свих инвазивних карцинома дојке, код жена у постменопаузи, 

просечне старости од 55 година и ретко метастазирају у аксиларне лимфне чворове. 

Групиши се у неколико епителних и мешовитих епително-мезенхималних субтипова у 

зависности од типа и количине метапластичног ткива унутар тумора. 
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Карциноми богати липидима 

Веома ретка форма посебних карцинома дојке са ициденцом мањом од 1% до 1,6% у 

којима већина неопластичних ћелија (90%) има обилну цитоплазму богату неутралним 

липидима. Јавља се у старосној доби од 33 до 81 године. Данас, не постоје јасне назнаке да 

ова група тумора представља биолошки агресивну форму карцинома (10). 

 

Секреторни или јувенилни карцином  

Секретотни тумори су веома ретки тумори, ниског градуса и јављају се у 0,15% свих 

карцинома дојке. Јављају се у свим узрастима почев од дечијег доба, адолесцената до жена 

у старијем животном добу. Код старијих себа ови тумори имају агресиван ток и понашање 

за разлику од тумора који се јављају код деце и адолесцената и имају добру прогнозу (10 ). 

 

Онкоцитични карцином  

Представља веома ретку варијанту карцинома дојке са неколико објављених случајева у 

доступној литератури јер је у неким случајевима погрешно дијагностикован као апокрини 

карцином. Средња вредност животне доби у којој се јавља износи 66 године. Онкоцитичне 

ћелије сачињавају више од 70% туморског ткива што је услов за дијагнозу онкоцитичног 

карцинома (10).  

 

Аденоидноцистични карцином  

Веома ретка варијанта карцинома дојке, ниског градуса повезана за добро прогнозом. 

Јавља се у 0,1% свих карцинома дојке у животној доби од 25 до 80 година али се чешће 

срећу код жена у постменопаузи (7). Могу да метастазирају у аксиларне лимфне чворове. 

Удаљене метастазе су забележене у 10% свих случајева и најчешће настају у плућима (11).  

 

Карцином ацинарних ћелија 

Веома ретка форма карцинома дојке која се јавља код жена старости од 35 до 80 година 

(средња вредност 56 година). 
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1.1.4. Клиничко-патолошки прогностички параметри 

 

Хистолошки градус 

Хистолошки градус карцинома дојке означава  хистолошку диференцијацију тј степен 

сличности са нормалним ткивом. Сразмеран је степену ткивне и ћелијске атипије.  

Код хистолошког градуса I, тумор граде тубуларне формације, без израженог ћелијског и 

једарног полиморфизма, са једном митозом на једном пољу великог микроскопског 

увеличања. Хистолошки градус II подразумева нтермедијарни архитектурни налаз и 

интермедијски полиморфизам, са највише две митозе. Хистолошки градус III чине 

туморске  плаже, острва и низови малигних ћелија, са израженом ћелијском и једарном 

атипијом, а број митоза је већи од 3. 

Највећи напредак у хистолошком градирању је направио Nottingham–Bloom–Richardson 

систем (12,13) као модификација Scarff-Bloom-Richards-ovog modela, (14, 15) 

обједињујући хистолошки, нуклеарни и митотски градус. Ова класификација је присутна и 

данас у Консензусу патолога Америке и препорукама WHO (16). 

 

Нуклеарни градус 

Уочивши да изглед једра у малигној ћелији не прати увек степен диференцијације, уведен 

је опис једара као критеријум за хистолошку диференцијацију. Временом се показало да 

изглед једра даје бољу клиничку корелацију и има већу прогностичку вредност, због чега 

се дефинишу параметри за нуклеарно градирање: 

 

 

Нуклеарни градус I  - Једра су унифромна, правилног облика, једарце 

неприметно, митозе ретке 

Нуклеарни градус II - Интермедијарна микроскопска слика једара 

Нуклеарни градус III - Једра су неправлног облика и величине, једарце 

наглашено, хроматин кондензован, митозе бројне. 
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Митостски индекс 

Сразмеран је пролиферативној активности тумора тј. брзини туморског раста (17). Поред 

прогностичког, има велики и дијагностички значај у микроскопској анализи филодних и 

глатко-мишићних тумора дојке. 

Baak (18) јасно хистоморфолошки дефинише ћелију у митози кроз одсуство једарне 

мембране, екстензију нуклеарног материјала ка периферији све до формирања деобног 

вретена и поделе нуклеарног материјала на два дела.  

Други корак праве Elston и Ellis (12) повећавајући број анализираних микроскопских поља 

на 10. 

Митотски индекс Број митоза Број поља увеличања 

I >5 10 

II 5-9 10 

III <10 10 

 

Класично одређивање митотског индекса бројањем митоза потиснуто је савременим  

методама прецизног одређивања пролиферативне активности, тј фракције раста тумора 

(којој припадају све ћелије тумора које се не налазе у Go и G1 фази ћелијског циклуса) и 

имунухистохемијском применом имунохистохемијских антитела у одређивању 

пролиферативног индекса  карцинома дојке (Ki-67, MIB1). 

 

Инвазија лимфних и крвних судова и перинеурална инвазија 

Инвазија лимфних и крвних судова представљају важне прогностичке параметре, 

указујући индиректно на степен туморске агресивности. Перинеурална инвазија нема 

мањи значај од лимфне инвазије; у омотачу нерава, перинеуријуму, налазе се лимфни 

судови које инвадирају малигне ћелије. 

 

Стромална-мононуклеарна реакција 

Стромална мононуклеарна реакција представља одраз антитуморског имунског одговора и 

означава интензитет запаљенске мононуклеарне леукоцитне инфилтрације у строми 

тумора и око њега. 
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Стадијум туморске болести 

Стадијум туморске болести означава фазу развоја тумора  и његовог ширења. Постоје 2 

главна система за одређивање стадијума туморске болести; један је представљен од стране 

UICC (кроз TNM класификацију) и други од AJCC (19). Оба се заснивају на одређивању 

категорија које ће указати на степен локалне, регионалне и системске екстензије болести у 

тренутку примарног третмана, а то су: макроскопске особине тумора (величина, 

локализација), захваћеност  регионалних лимфних нодуса и процена постојања 

метастатске болести. Одређени стадијум туморске болести представља строги индикатор 

прогнозе (20). 

 

Нодални статус 

Нодални статус, као индикатор присуства метастаза у регионалним лимфним чворовима, 

независан је прогностички параметар и представља N категорију у TNM класификацији. 

Основни критеријум за процену статуса је 6 или више нодуса пронађених у оперативном 

материјалу. 

 

Имунохистохемијски прогностички и предиктивни фактори 

Рецептор за естроген је вероватно најјачи индивидуални предиктивни факор пронађен 

код карцинома дојке. Око 60% оболелих жена млађих од 50, а чак 80% старијих од 50 

година, поседује ER+ тумор, што има значајну терапијску импликацију (21). Веома је 

важан у процесу карциногенезе, због чега инхибиција ER, циљном ендокрином терапијом, 

коришћењем слабих естрогених агониста (селективни модулатори ER) или индиректном 

блокадом конверзије андрогена у естроген (инхибитори ароматазе), представља главни 

облик адјувантне и терапије метастаског карцинома дојке (22,23). ER+ и/или PR+ 

карциноми дојке имају знатно нижи морталитетни ризик у односу на ER- и/или PR-, и 

зависни су од других клиничко патолошких карактеристика (24). 

Употреба антиестрогена, чије су мете ER, in vitro и in vivo,  открила је широк спектар 

ефеката на нормално и туморско ткиво дојке: пролиферацију ћелија, преживљавање, 

диференцијацију и ангиогенезу. Међутим, за већину ових ефеката се мисли да су 

посредовани везивањем за ER, што доводи до активације рецептора као траскрипционог 

фактора који затим регулише експресију разних специфичних  таргет гена. То су гени који 



Утицај сигналног пута IL-33/IL-33R на развој некрозе код карцинома дојке 

 

12 
 

кодирају протеине укључене у DNA синтезу,контролу ћелијског циклуса (Ciklin D1,c-myc), 

преживљавање ћелије (Bcl-2/BclXL), гени који кодирају полипептидне фактора раста и 

њихове рецепторе (EGF, IGF-1, и њихове рецепторе), друге рецепторе (PR), протеазе 

(катепсин D,  колагеназе, ангиогенетске факторе раста (VEGF) и многе друге протеине 

(25,26). 

Биолошки и клинички ефекти прогестерона су посредовани преко прогестерона. 

Експресија PR је маркер добре прогнозе, корелирајући са добром диференцијацијом 

тумора. Утицај прогестерона на развој и прогресију карцинома дојке, и поред великих 

истраживачких напора, ипак остаје контроверзан. Нејасноће постоје због чињенице да је  

физиологија хумане дојке компликована и нема еквивалентног животињског модела, и 

друго, трансформисане ћелије су другачије регулисане него нормалне, при чему изоформе 

прогестерона и ПР имају различит утицај на ове ћелије.  

Око 50% тумора је ER+ и PR +, док је мање од 5% ER- и PR +. Више клиничких студија је 

потврдило да је ниво експресије PR, у корелацији са бољим одговором на тамоксифен и 

дужим генералним преживљавањем (27). Користећи имунохистохемијски дуални метод са 

PRb и RRα антителима, нађено је повећање нивоа PR у пролиферативним болестима без 

атипије, повезано са одржавањем компарабилних нивоа PRβ и PRα. Значајна 

предоминантност једне изоформе је примећена тек код дукталних инвазивних карцинома. 

У половини испитаних случајева, PRα је доминирао у односу на PRβ (28). 

Ови подаци су важни, јер су PR изоформе функционално различите и различито 

инхибирају ER-посредовану транскрипцију при чему PRα има јаче ЕR- транс репресорске 

особине него PRβ (29). То значи да PRα/PRβ  статус  тумора може утицати на исход 

ендокрине терапије која циља ER. Тамоксифен-третирани пацијенти са вишим PRα/PRβ 

односима су имали значајно лошије преживљавање без болести него они са нижим 

односом, и он је био ефекат великог PRα, а не ниског PRβ нивоа (30). 

Her-2 је официјално име HUGO Gene Nomenclature комитета, за v-erb-b2 (еритробластозис 

леукемија вирусни онкоген). У литератури се користи више назива за овај ген  NEU, NGL, 

TKR1, HER-2, c-erb B2, HER-2/neu, при чему се најчешће употребљава термин  Her-2 (31). 

Веома је важан за ћелијску диференцијацију, адхезију и мотилитет (32). 

Прогностички значај овер експресије Her-2 је први пут објављен 1987. године и ова рана 

истраживања су показала да је Her-2 ген  амплификован у 15-30% карцинома дојке (33, 34) 
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Новије студије Ellis-а (35) и Schmidt-a (36) ограничавају се на вредности од 18 и 20%. 

Прекомерна експресија је повезана са клиничким током и има предиктивни значај за 

различите системске терапије (37, 38). Her-2+ карцином дојке је агресивна форма болести, 

коју карактерише већи ризик од реалапса након иницијалне терапије (39-41). Данас, 

одређивање Her-2 статуса представља стандардну процедуру у дијагностици карцинома 

дојке, како при постављању дијагнозе тако и при релапсу (41,42). Адјувантна терапија 

трастузумаб-ом (Herceptin®) за око 50% редукује ризик од релапса, и данас представља 

стандард за све пацијенткиње са раним и узнапредовалим, Her2+  карциномом дојке (43, 

44). 

p53 је антионкоген или тумор супресорски ген, који кодира синтезу протеина са 

есенцијалном улогом у негативној регулацији преласка ћелијског циклуса из  G1 у S фазу. 

Мутације p53 гена стимулишу раст ћелија и учествију у прогресији тумора због губитка 

супресорне активности p53 wild типа  и због кооперације са активираним онкогенима. 

Wild тип p53 се везује за DNK и тако инхибира пролиферацију ћелија, док мутирани 

протеин мења своју конфигурацију а његов афинитет везивања за DNK је знатно смањен. 

p53 протеин има врло кратак полуживот и због тога се нормално не нагомилава у ћелијама 

и не може се дијагностиковати IHC техникама. Насупрот овоме, мутације p53 резултују у 

одговарајућем измењеном и нефункционалном нуклеарном протеину који је стабилан, са 

знатно продуженим полуживотом. Овај се протеин наговилава у туморским ћелијама и 

може се доказати IHC методама. Иницијалне студије, користећи IHC , покушале су да 

расветле улогу мутираног p53 гена у прогнози карцинома дојке преко детекције  

акумулираног p53 протеина. У мета анализи  више од 9000 оболелих, прогностички и 

предиктивни значај се слабо испољио (45). Међутим, користећи метод секвенционирања 

DNK и мета анализом 6000 пацијената из више од 25 студија, добијен је велики 

прогностички значај p53 мутација (46). Ове и касније студије потврђују да p53 мутације 

преносе краће укупно преживљавање и краћи период без болести, а њихов ефекат је 

завистан од других ризичних фактора. Нека истраживања показују да је p53 мутација 

најнеповољнији прогностички индикатор релапса и укупног преживљавања. Да ли је 

прогностички значај свих типова мутација исти, још увек је предмет бројних дебата. 

Borresen (47) сматра, да пацијенти са мутацијама у цинк-везујућим доменима L2 и L3, 

имају лошију прогнозу од пацијената са другим типовима мутација. Касније, више аутора 
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потврђује став,  да пацијенти са  мутацијама које оштућују DNK или цинк-везивање, 

испољавају агресивнији фенотип са краћим преживљавањем. Прогноза болести је лошија 

и када су мутације присутне у конзервираним регионима 2 и 5, у односу на 

неконзервиране регионе (48). Новији радови, углавном су усмерени ка детерминисању 

улоге различитих мутација у прогнози карцинома дојке и предикцији одговара 

специфичних типова ађувантних терапија. Нађено ја да ађувантне системске терапије, 

посебно тамоxифен, имају мали значај за пацијенте са p53 мутираним туморима (48). 

Такође примена неоадјувантних протокола са доxорубицин-ом, 5- флуороурацил-ом и 

митомyцин-ом, код локално одмаклих карцинома дојке, са специфичним мутацијама 

прекидања цинк-везујућих домена, корелира са примарном резистенцијом на ове лекове 

(49,50). Нешто бољи одговор се добија применом FEC протокола (флуороурацил, 

епирубицин, cyclophosphamide), али не и применом пацлитаxел-а (51) Све ове студије 

указују на клинички значај p53 анализе примарних тумора, што може помоћи у 

предвиђању одговора на специфични вид терапије. 

 

1.5. Некроза  

Пре неколико деценија, откривање нових образаца ћелијске смрти довело је до појаве 

концепта апоптозе. Апоптоза је сматрана процесом који је уређен јасним морфолошким и 

биохемијским догађајима док је некроза посматрана као неуређен (или случајан) облик 

ћелијске смрти. Морфолошки, некроза је сасвим другачији од апоптозе. Током апоптозе 

ћелија се скупља, једра кондензују да би се ћелија на крају распала и формирала 

апоптотична тела. За разлику од апоптозе ћелије прво бубре, плазма мембрана колабира и 

ћелије брзо лизирају. Биохемијске одлике апоптозе, као што је активација специфичних 

протеаза (каспазе) и фрагментација DNK обично се не срећу код некрозе. Међутим, 

побољшање метода диференцијације апоптозе и некрозе открила да има много примера 

када се могу наћи неке биохемијске и морфолошке карактеристике оба начина ћелијске 

смрти у истој ћелији. Ово указује да постоји широк спектар програма самоубилачке смрти 

у ћелијама док су некроза и апоптоза крајности тог спектра (52). Поред тога, током 

последње деценије некротично ћелијска смрт привлачи много више пажње и сада је многи 

истраживачи посматрају као један од видова програмиране ћелијске смрти заједно са 

апоптозо и аутофагијом (52-55). Најчешћи тестови за мерење некрозе ин витро су процена 
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пермеабилности ћелијске плазма мембрани специјалним бојењењем (трипан плаво) и 

пропушрање цитосолних ензима (лактат дехидрогеназа, креатин киназе). Процена некрозе 

је могућа и мерењем митохондријалне активности ћелија која није специфична за некрозу 

веж се среће и код апоптозе и аутофагије.  

Важно је поменути да in vitro апоптоза као и аутофагија условљава пермеабилизацију 

плазма мембране ("секундарна некроза") што није детектовано ин виво током апоптозе јер 

апоптотичне ћелије фагоцитују макрофаги и околне ћелије пре него што је интегритет 

њихове плазма мембране нарушен. 

Осим тога, секундарна некроза може да настане услед поремећаја митотске активности 

као  последица неповратног оштећења DNA. Убијање ћелија у екстремним условима попут 

ниске и високе температуре као и киселинама узрокује нерегулисане процесе разарања 

ћелијских мембрана и цитосола. На основу овога се претпостављало да је смрт ћелије, које 

је праћено брзим нарушавањем плазма мембране, структура цитоплазме и једра, пасиван и 

нерегулисан процес. Међутим, такав закључак је занемарио многе појаве и сазнања у 

којима је некротична ћелијска смрт регулисан процес, активиран специфичним 

физиолошким и патолошким стањима. Нека стања која активирају некрозу може 

активирати смрт ћелије апоптозом и аутофагијом у зависности од интензитета стимулуса 

и врсте ћелија. Међу најчешћим условима активације некрозе су исхемија и хипоксија, 

које могу да се симулирају in vitro лишавањем кисеоника, глукозе и других хранљивих 

материја. Хипоксија и исхемија се јављају у току туморског раста услед неадекватне 

васкуларне подпоре. Главни узрок некрозе под овим условима је недостатак енергије и да 

би преживеле неопходно је да повећају или смање потрошњу енергије. Будући да у 

одсуству кисеоника и храњивих материја ћелије имају ограничене могућности за 

повећање ATP-a једини начин да се избегне некроза је да ћелије смање потрошњу ATP-a. 

(56). Надаље, LKB1, серин-треонин киназа која је често мутирана у туморима је важан 

фактор за активност AMP-om активираних киназа и преживљавање ћелија тумора услед 

одсуства глукозе (57). Недавно је описан још један модел адаптације како се спречила 

некроза словљена хипоксијом. Ginouves и аутори су показали да се стање акутне 

хипоксије (1% О2) стабилизује помоћу хипоксијом индукованих фактора (HIF i 

HIF2α), кључних за протекцију од некрозе индуковане хипоксијом. У стањима хроничне 

хипоксије (која траје више од 3 дана) ови фактори су деградирани (58). Поједине 
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компоненте имуног система су способне да индукују некрозу активацијом TNF, FAS и 

TRAIL рецептора. Активација FAS рецептора применом анти-FAS лиганда изазива некрозу 

заједно са апоптозом док активација CD47 рецептора у лимфоидним ћелијама индукује 

само некрозу (59). Различити видови терапије у малигним обољењима могу да изазову 

некрозу у туморским ћелијама. У ове лекове спадају DNA алкализујући лекови попут 

MNNG (60), арсениктриоксид (61), фотодинамска терапија (62) и тамоксифен (63, 64). 

Resveratrol (65) и неке компоненте традиционалне Кинеске медицине попут хонокиола 

(66) и шиконина (67) имају потенцијал да изазову смерт туморских ћелија некрозом. 

Најважније, отпорност ћелија на апоптозу не спречава убијање туморских ћелија овим 

супстанцијама. Сходно томе, инхибитори каспазе нису спречили некрозу BCR-ABL 

позитивних хуманих ћелија леукемије које су третиране инхибитором протеин киназе, 

иматинибом (Gleevec). Занимљиво је да актиномицин D, UV зрачење и цисплатина 

изазивају апоптозу у младим хуманим фибробластима док у зрелим изазивају некрозу што 

је очигледно повезано са немогућношћу стабилизације p53 тумор супресор гена (68). 

Постоји неколико кључних догађаја током иницијације и прогресије карцинома и 

сузбијање апоптозе спада међу најважније (69). Много онкогени могу да активирају 

програм апоптозе док ћелије царцинома инактивирају тумор супресоре који су укључени у 

апоптозу попут p53 или Bax протеин или експримирају инхибитоте апоптозе попут Bcl-2 и 

Bcl-x протеина. Током раста тумора ин виво, туморске ћелије бивају изложене хипоксији и 

сходно томе нападнуте цитотоксинима из имунског система тако да превенција апоптозе 

штити туморске ћелије о дове неповољне средине и промовише туморогенезу. Налази тих 

студија имају клинички значај јер су показале да ћелије које су отпорне на апоптозу могу 

бити респонсибилне на терапију лековима који изазивају смрт туморских ћелија некрозом.  

Dinnen и сарадници су показали да p53 C терминални 22-аа пептид везан за 17-аа пептиде 

из Drosophila antennapedia-e може индуковати селективну некрозу у p53 мутираним 

туморским ћелијама простате (70). Друге студије су показале да аутофагија има важну 

улогу у заштити туморских ћелија у исхемичним стањима. Показано је да ћелије отпорне 

на апоптозу умиру некрозом само ако је онемогућен процес аутофагије (71). Хистошке 

анализе су показале да је некроза појава која укључује велику популацију ћелија за 

разлику од апоптозе којом су захваћене појединачне ћелије. Овај тип ћелијске деструкције 

је условљен комбинацијом узрока: токсичношћу неких фактора које ослобађају 
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некротичне ћелије (нпр. ROS, NOS) и уништавају околне ћелије, супресијом фагоцитозе 

преко ROS и слабом мобилизацијом макрофага. За разлику од апоптозе у којој се садржај 

ћелија изолује а пре фагоцитозе, некротичне ћелије представљају моћне запаљенске и 

имунолошке стимулансе. Опсежне студије смрти туморских ћелија су током последње 

деценије извели неколико закључака о повезаности три главна начина смрти: апоптозе, 

некрозе и аутофагије. За неопластичне ћелије хематопоетског порекла, апоптоза је 

преовлађујући облик ћелијске смрти ин витро и ин виво, што се подудара са високом 

апоптотичком осетљивошћу одговарајућих нормалних ћелија попут тимоцита, лимфоцити 

итд. 

Зрачна и хемиотерапија у клинички релевантним дозама убијају туморске ћелије претежно 

апоптозом док се некроза јавља само у случајевима када је апоптоза блокирана нпр 

инхибиторима каспазе или прекомерном експресијом анти-апоптоточких протеина Bcl-2 

фамилије. За ову врсту карцинома, инхибитори Bcl 2 протеина могу бити обећавајући 

начин за повећање осетљивости и ефикасности терапије. 

Код карциноме дојке и простате апоптоза се ретко може наћи, ин виво, током развоја 

тумора или као последица хемиотерапије. У ин витро условима може бити изазвана уз 

примену високих доза (недостижних у клиници) радијације и лекова. Сходно томе, већина 

нормалних епителних ћелија су такође релативно отпорне на апоптозу. Шта више, не 

постоји зависност између осетљивости тумора на апоптозу и његовог одговора на 

терапију. Као пример, висока експресија Bcl 2 протеина у неким солидним туморима, 

парадоскално, корелира са бољом прогнозом (72, 73) док није утврђена корелација између 

сензитивности тумора на терапију и експресије других про- и анти-апоптотичних чланова 

BH3 породице. Истовремено, некроза у солидним туморима је детектована прилично 

често посебно након приемене терапије или током раста тумора. Како конвенционалне 

дозе лекова и радијације у терапији карцинома не индукују директно некрозу сматра се да 

она настаје као последица поремећаја у пролиферативној активности туморских ћелија 

(смрт ћелија након ћелијске деобе са иреверзибилним оштећењима у DNA) Најчешћи 

узрок некрозе током развоја тумора је очигледно неадекватна снабдевеност кисеоником и 

хранљивим састојцима (метаболички стрес) туморских ћелија које показују брз раст. 

Студије су показале повезаност између апоптозе, аутофагије и некрозе током развоја 

тумора (74,75). Утврђено је да трансформисане епителне ћелије са супримираном 
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апоптозом могу преживети недостатак енергије ин витро и ин виво активирањем 

аутофагије и способношћу да на овај начин обезбеде есенцијалне хранљиве материје. 

Међутим, ако је аутофагија ћелија отпорних на апоптозу онемогућена, што се често 

дешава у туморима (нпр, активацијом AKT-mTOR сигнални пут), ове ћелије умиру 

некрозом (76). Према томе, аутофагија има важну улогу у превенцији некрозе током 

туморског раста. Парадоксално, упркос високом нивоу некрозе, ћелије карцинома са 

поремећајем апоптозе су биолошки агресивнији и показују бржи раст. Један од разлога за 

то је то што аутофагија ублажава оштећење DNA и геномску нестабилност која настаје 

током метаболичког стреса ин витро и ин виво (77). Анеуплоидија је једна од најважнији 

карактеристика биолошки агресивних форми карцинома и убрзава прогресију тумора 

новим мутацијама које промовишу инвазивност и метастазирање. Још један од могућих 

разлога због кога је некроза повезана са прогресијом карцинома је хронично запаљење 

узроковано некрозом ћелија. Инфламаторне форме карцинома посебно дојке, 

представљају најагресивније туморе што сугерише да запаљенске ћелије које инфилтришу 

тумор у покушају да убију туморске ћелије ослобађају цитокине који потпомажу 

преживљавање туморскикх ћелија (78). У складу са овим TNF, IL-6, TGF β и неки други 

цитокини имају промотивну улогу у прогресији тумора (79). С друге стране, недавне 

студије из јасно показују да исход антиканцерогене хемотерапије и радиотерапије не 

зависи само од способности ових агенаса да директно убијају ћелије, већ и на њихову 

способност да стимулишу имунски одговор (80-82).  

Регресија тумора после третмана са доксорубицином или γ-зрачењем зависи од Т 

посредованог имунског одговора  који је озбиљно угрожен у имунодефицејентних 

мишева. Утврђено је да ослобађање HMGB1 из умирућих туморских ћелија и његова 

интеракција са TLR4 рецептором на ћелијама које презентују антиген (APC) је важно за 

супресију анти-туморских Т лимфоцита in vivo (83-85). Студије које су проучавале 

ослобађање HMGB1 који је специфичан маркер за некрозу показале су да је овај модел 

смрти неопходан за регресију тумора (86). Тренутни подаци указују да некроза туморских 

ћелија може играти двоструку улогу: ако настаје након терапије рака, може представљати 

добар терапијски одговор услед елиминације ћелија и активације имуног одговора. С 

друге стране, некроза која се јавља током развоја тумора је одлика агресивније форме 
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тумора коју карактерише бржи раст тумора услед стимулаторне улоге инфламације на 

раст тумора и генома нестабилности туморских ћелија. 

 

1.6. Ангиогенеза 

Ангиогенеза је у физиолошким условима, углавном ограничена на зарастање рана и 

репродукцију. Поред тога, ангиогенеза је саставни део честих патолошких стања и 

болести попут малигних болести, диабетеса, псоријазе и реуматоидног артритиса (87). 

Како би покренуо неоваскуларизацију, тумор мења свој фенотип како би био способан да 

иницира овај процес. Докази добијени из анмалних сридија показали су да тумори у 

различитим стадијума показују различите фенотипе а да се стицање проангиогеног 

фенотипа јавља у раним туморским стадијумима и да је брзина његовог настанка 

условљена прогресијом тумора (88, 89). Анализе на узрцима хуманог диспластичног ткива 

су показале ангиогени потенцијал у више од 30% узорака док је у око 3% фенотип 

одговарао по својим карактеристикама неизмењеном ткиву дојке (90-92). Интересантно је 

да нормално ткиво дојке у блиyини малигне промене индукује ангиогенезу у знатно већој 

мери него пто је то случај у нормалном ткиву дојке што намеће закључак да се фенотип 

ћелија као и проангиогени потенцијал мења пре настанка малигне промене (93). Анализом 

MVD као параметра за процену ангиогенезе показано је да бенигне лезије са високом MVD 

показују повећан ризик за настанак карцинома дојке. Такође, показано је да 

квантификација ангиогенезе у in situ лезијама може да укаже на могућност њихове 

прогресије у инвазивни карцином (94,  95) да предвиди терапијски одговор на неке видове 

лечења карцинома (96-100), корелира са настанаком микрометастаза у коштаној сржи 

(101) и преживљавањем (102, 103). Иако различити типови тумора користе различите 

генетске путеве да успоставе васкуларну мрежу, улога онкогена и тумор супресор гена је 

неоспорна у фентипској су трансформацији и иницијацији ангиогенезе. На ово указују 

студије које су показале да Ras, myc, raf, c-erbB-2, c-jun и src трансформисане ћелије 

показују снажан проангиогени фенотип (104-107). Међутим новонастали крвни судови 

показују повећану пропустљивост, испрекидан и обрнут ток (108). Резултат овако 

насталих крвних судова је да и поред већег броја васкуларних структура, допремање 

кисеоника је у знатној мери сиромашније него што је то реч у нормалном ткиву. Ово 
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доводи до хипоксије и стреса у микросредини који имају снажне ефекте на билогију 

тумора и резистентности на терапију (109).  

 

Хипоксија је патофизиолошка последица структурно и функционално поремећене 

микроциркулације (109) и представља једну од особина солидних тумора. Као одговор на 

хипоксију, тумори одговарају продукцијом и ослобађањем хипоксијом индукованог 

фактора (HIF) (110). HIF одговор је посредован транскрипционим фактором HIF-1α и 

конститутивно експресијом HIF-1β. Оверекспресија HIF-1α је идентификована у многим 

туморима са улогом у брзини раста тумора и промоцији метастатског потенцијала ових 

царцинома. У карциномима дојке, заступљеност HIF-1α позитивних ћелија се повећава са 

клиничким стадијумом и повезана је са лошом прогнозом (111-114). Поред HIF-1α, 

идентификоване су и друге изоформе овог протеина попут HIF-2α и HIF-3α (115, 116). 

Улога ових изоформи је сложена и неки докази указују да они у каснијим фазама 

антагонизују експреију гена индукованих хипоксијом. Занимљиво је да HIF-1α и HIF-2α 

активирају различите сетове гена индукованих хипоксијом (117), укључујући оне који су 

укључени у гликолизе, преживљавање и пролиферацију ћелија (118). Клиничка 

релевантност за карцином дојке није позната јер постоје само ограничени подаци о улози 

HIF изоформи. У карциномима дојке познато је да се HIF-2α  експримира у туморским 

ћелијама (119) и тумор асоцираним макрофагима (TAMs) (120). HIF-2α позитивни TAM су 

повезани са туморском васкуларизацијом сугеришучи да хипокисјом индуковане групе 

TAM и HIF-2α позитивни TAM промовишу настанак проангиогеног туморског фенотипа 

(120). Према томе, одговор на хипоксију преко HIF протеина може бити један од важних 

механизама којим настаје васкуларно ремоделирање у ткиву карцинома.  

Механизми неоваскуларизације 

 

Иако је ангиогенеза важан механизам у неоваскуларизације тумора, неколико других 

механизама помоћу којих тумори успостављају снабдевање крвљу су такође 

идентификовани што укључује васкуларно ремоделирање, васкулогенезу, васкуларну 

мимикрију и гломерулоидну ангиогенезу. Сваки од ових механизама може имати значај у 

одређеном типу тумора или у одређеној фази еволуције тумора али је релативни значај 

сваког у хуманим туморима још увек непознат. Међутим, ангиогенеза и васкуларно 
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ремоделирање вероватно представљају главне механизме у васкуларизацији рака дојке са 

доказима да васкуларна мимикрија може додатно играти улогу улогу у инфламаторном 

карциному дојке. Стицање ових биолошких сазнања ће имати све важнију улогу са 

напредком индивидуализованог начина лечења Поред MVD која се користи као сурогат за 

ангиогенезу, многи други параметри неоваскуларизације тумора су такође истражени 

укључујући факторе ангиогене експресије, адхезионе молекуле, сазревање и 

пролиферацију ендотелних ћелија (121). Сва ова мнерења укључујући и процену MVD су 

повезана са бројним проблемима (122) и адекватно не дају информације о протоку крви 

унутар тумора који је променљив услед шантовања, стазе и обрнутог протока унутар 

туморске васкулатуре  (123).  

Ангиогенеза је стварање нових крвних судова из постојеће васкулатуре. Састоји се од 

више координисаних, условљених и независних корака. Ангиогени програм захтева 

деградацију базалне мембране, миграцију ендотелних ћелија и инвазију екстрацелуларног 

матрикса, са пролиферацијом ендотелијалних ћелија и формирањем лумена капилара пре 

сазревање и стабилизације нове васкулатуре. Завршни кораци захтевају инхибицију даље 

пролиферације ендотелних ћелија, реконституцију базалне мембране, као и спајање и 

организацију ендотелних ћелија ћелија у нове луминалне просторе. 

За разлику од животињских модела у којима се ендотелне ћелије деле 30 до 40 пута брже у 

крвним судовима тумора, без обзира на врсту тумора, брзину раста или величину,у 

поређењу са нормалним ткивом, пролиферација ендотелних ћелија у хуманим туморима је 

релативно ретка. Последица овог налаза је да васкуларно ремоделирање представља 

доминантан механизам у успостављању неоваскуларизације у карциному дојке (124- 126). 

То се може догодити кроз различите процесе, укључујући коптирање којим тумори 

преузимају постојећу васкулатуру. Овакав механизам је присутна у раној фази развоја 

тумора мозга, у којима се постојећи крвни судови користе у одсуству ангиогенетског 

одговора (127-128). Сигнални путеви који се активирају преко тие2-ангиопоетина и VEGF-

a регулишу ове механизме васкуларизације тумора. 

На тај начин, у неким случајевима тумори могу да перзистирају као „паразити“ 

обављајући све неопходне метаболичке процесе, иако немају довољно развијену 

фиброваскуларну строму. Интусусцепција колона тумора такође може бити још један од 

механизама којим тумори могу да обезбеде васкуларну подршку. Овај процес је брз и 
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независан од пролиферације ћелија а зависи од уметања туморских ћелија у постојеће 

крвне судове делећи их у два или више лумена. (129, 130). Овај механизам представља 

један од видова ремоделирања и могући доминантан начин којим тумори обезбеђују 

подршку. 

Васкулогенеза је de novo генерација крвних судова која настаје из прогенитора 

ендотелних ћелија као код ембриона. У животињским моделима је показано да се 

циркулишући прекурсори ендотелних ћелија унутар тумора диференцирају у ендотелне 

ћелије и побољашавају неоваскуларизацију тумора кроз комбинацију васкулогенезе и 

конвенционалну ангиогенезу (131-134). У зависности од врсте тумора и модела постоји 

разлика у заступљеност васкулогенезе као кључног механизма неоваскуларизације (до 

90%). У ортотопским моделима чине <5% док  у хуманим туморима удео васкулогенезе је 

имао просек од 4,9% (у распону од 1-12%) (135, 136). Постоје докази који указују да је 

овај процес васкуларизације тумора чешће и значајан у почетном развоју тумора услед 

инхибиције матичних ћелија или мобилизације ендотелних прекурсора (137).  

Ипак, још увек се разматра могућа улога паракриног дејства ендотелних ћелија које 

настају из коштане сржи у функцији подршке туморској васкулогенези (138). Опречни 

резултати студија могу настати као последица замене прегиниториа ендотелних ћелија 

које потичу из коштане сржи са ендотелним ћелијама тумора (139). Регулација овог 

процеса је регулисана снажним ангиогеним фактором VEGF који мобилише 

прекурсорексе ћелије из коштане сржи али постоје неки подаци који указују да 

задржавање ових матичних ћелија захтева додатне факторе као што је стромални изведени 

фактор 1 (stromal-derived factor 1) (140). Стромални изведени фактор 1 је такође 

хипоксијом индукован преко HIF протеина (141). Анализе ткива карцинома дојке су  

показале да се васкулогенеза јавља у инфламаторном карциному дојке (142). 

Гломерулоидна тела која су карактеристична за глиобластоме такође су уочена у 

инвазивним карциномима дојке (143). То су веома сложени васкуларни агрегати који 

подсећају на гломеруле бубрега и састоје се од мреже крвних судова који су различито 

постављени. Њихово присуство је повезан са значајно краћим преживљавањем у 

карциномима дојке и других локализација (144). Њихова формација је у вези са VEGF, не 

само зато што је битан за њихову индукцију већ и за одржавање ових (145). Исто је 

примећено у анималним моделима дојке код којих је учињена трансфекција са VEGF 
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(146). Овај тип неоваскуларизације тумора такође може представљати вид васкуларног 

ремоделирања уместо класичне ангиогенезе (147). 

Васкуларни мимикрија је неоваскуларизација која је у великој мери заступљена у 

меланомима ока и тумора јајника (148), али је описана и у карциномима дојке (149). 

Делимично облагање капиларне површине туморским ћелијама је познато дуги низ година 

(150) и недавно је доказана у животињским моедила коришћенјем напредних техника 

(151), али је васкуларна мимикрија дефинисана као комплетна капиларна мрежа сачињена 

од туморских ћелија   пре него од ендотелних ћелија крвних судова (152,153). Важно је 

препознати ову врсту неоваскуларизације због терапијског значаја, јер васкуларна 

мимикрија као доминантан механизам у туморима не може да одговори на 

конвенционалне антиангиогене лекове.  

Којим год механизном тумори обезбеђује васкуларну подршку увек су ангажовани слични 

регулаторн  фкактори (мада се неки у већој меро користе у поједином процесима). 

Присуство хуморалног медијатора туморске ангиогенезе је предложено пре више од 60 

година, али то је тек 1968.године показано да тумор индуковани фактор може изазвати 

раст капилара. (154, 155). Folkman и сарадници (156) су описали први ангиогени кактор 

назван туморски негиогени кактор након чега је откривен велики број други ангиогених 

промотера и инхибитора (157, 158). Многи показују плејотропно дејство и њихова улога у 

различитим хуманим карциномима и данас није сасвим разјашњена. Међутим, неколико 

важних ангиогених сигналних путева учествује у неоваскуларизацији хуманих тумора. 

Промотери и инхибитори ангиогенезе који леже у основи успостављања снабдевања 

тумора крвљу  потичу из туморских ћелија и/или других елемената тумора. Туморске 

ћелије могу регрутовати инфламаторне ћелије као што су макрофаги и мастоцити, који су 

богати извори проангиогених фактора и цитокина или могу изазвати ослобађање фактора 

раста и њихових рецептора из екстрацелуларног матрикса путем деградације 

протеазе.Епителне и ендотелне ћелије тумора могу да активирају тромбоците, који су 

богат извор ангиогенских фактора и често су повишени код малигнитета. Инвазивни и in 

situ карциноми дојке експримирају многе проангиоегене факторе укљулујући VEGF, FGF 

1. FGF 2, PDGF, TGF β1, тимидин фосфорилазу, пјејотропин и адреномедулин (159-161). 

Међутим, сваки од ових фактора се експримира у различитој фази туморског раста и 

прогресије. Тимидин фосфорилаза се експримира у  ин ситу (162) и T1 карциномима дојке 
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(163), док се VEGF експримира у свим туморским стадијумима. Вероватно, карциноми 

дојке вероватно показују различите ангиогенетске профиле што ће изискивати коришћење 

другачијег спектра антиангиогених агенаса. 

Студије су показале да VEGF породица игра главну улогу у већини хуманих карцинома 

(164). Овој породици припадају VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D и PDGF и 

представљају полyпептиде који се јављају у више изоформи и формирају хомодимере и 

хетеродимере. Везују се високим афинитетом за рецепторе тирозин киназе на ендотелним 

ћелијама и то Flt-1 (VEGF receptor [VEGFR]1), KDR (VEGFR2) и Flt-4 (VEGFR3), који су 

одговорни за иницирање унутарћелијске сигнализације. Активација рецептора резултира 

различитим екектима тако да активација VEGFR1 промовише диференцијацију и 

васкуларно одржавање, VEGFR2 индукује пролиферацију ендотелних ћелија и васкуларну 

пропустљивост док активација VEGFR3 стимулише лимфангиогенезу. Додатна регулација 

се обавља кроз изоформе специфичних рецептора неуропилина 1 и неуропилина 2. 

Неуропилини не везују само три класе који су укључени у раст аксона већ и неке 

изоформе VEGF-а тако да функционишу као корецептори промовишући везивање VEGF-а 

за VEGFR2  (165). Даља модулација се обавља протеолитичким процесирањем и/или 

хепарином који није само неопходсан за везивање VEGF-а и FGF-а. Овај комплексни 

сигнални пут омогућава VEGF-у да испољи велики број ефеката укључујући повећање 

васкуларне пропустљивости, пролиферацијеу и преживљавање ендотелних ћелија као и 

формирање лумена новонасталих крвних судова.  Иако је експеwсија VEGF-а 

карактеристична углавном за ендотелне ћелије овај фактор експримирају и неке запаљснке 

ћелије попут макрофага као и самих ћелија тумора. VEGF-А се експримира у ћелијама 

тумора плућа, мозга и гастроинтестиналног и урогениталног тракта као и у ин ситу лезија 

и инвазивном карциному дојке (166). У неким студијама експресија VEGF-а је повезана са 

MVD и прогнозом потенцирајући значај VEGF-а у хуманим малигним болестима.   VEGF  

се ослобађа као одговор на хипоксију и његов промотер је један од гена који се активира 

као одговор на ниску концентрацију кисеоника и изазива трансформацију која је неоходна 

за даљу ангиогенезу (проангиогени фенотип). Међутим, улога од стране других чланова 

породице у хуманим болестима није још увек сасвм јасна  јер тумори који нису у стању да 

експримирају VEGF-А могу другим члановима ове породице да индукују повећање 

васкуларизације у ткиву   
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VEGF-B, VEGF-C и VEGF-D се такође експримирају у карциномима дојке са значајном 

повезаношћу са метастазама у лимфним чворовима, прогнозом и лимфатичном густином у 

туморском ткиву (167-174). Ово може бити важно из два разлога. Сваки од ових фактора 

може помоћу тумору у снабдевању крвљу и омогућити трансформацију у проангиогени 

фенотип. Ово сугерише да ангиогена терапија мора бити усмерена на већи број мета из 

породице VEGF-a. Друго многи од ових проангиогених фактора имају синергистичко 

дејство са другим факторима (нпр, VEGF A и FGF 2), што је показано ин витро. 

Иако постоје многе антиангиогене мете већина лекова је усмерена на блокаду сигналног 

пута који активира VEGF због његове круцијалне улоге у патолошкој ангиогенези и 

његовог утицаја на ендотелне ћелије. Терапијом се могу „гађати“ лиганди и рецептори 

(екстрацелуларни и интрацелуларни крајеви тирозин киназе) и на тај начин се инхибирају 

фактори који последично промовишу синтезу и ослобађање VEGF-а. 

Ангионегенеза представља формирање нових крвних судова из постојеће 

микроваскуларне мреже и од есенцијалне је важности за многе физилошке и патолошке 

процесе попут исхране туморског ткива и исхемичне прогресије карцинома. Овај сложени 

процес је укључен у ремоделирање екстрацелуларног матрикса и пролиферацију и 

миграцију ендотелних ћелија (175). Васкуларизација је неопходна за туморски раст и 

метастазираје (176). Када допремање крви није адекватно у туморском ткиво, туморске 

ћелије умиру апоптозом/некрозом. Ендоглин (CD105) је помоћни протеин 

трансформишућег фактора бета и његова експресија је регулисана пролиферативном 

активношћу ендотелних ћелија. Из тог разлога, ендоглин представља адекватан маркер за 

проучавање туморске ангиогенезе и неоваскуларизације.  Улога ендоглина као 

потенцијалног дијагностичког, прогностичког и терапијког маркера је проучавана у 

великом броју студија (177) Ендоглин је помоћни корецептор за TGF-β i плејотропни 

цитокин који регулише ћелијску пролиферацију, диференцијацију, миграцију и 

адхезивност (178-181). TGF-β сигнализација се обавља преко хетеродимерског, 

рецепторског серин/тирозин комплекса TGF-β рецептор тип 1 (TGF-βR1) и TGF-βR2. TGF-

β1 функционише као туморски супресор али и као индуктор инфламације и као такав 

промовише ослобађање ангиогених фактора из запаљенских ћелија in vivo (182). Ендоглин 

се везује за TGF-β1 и β3 који су структурно повезани са активним TGF-βR2 (183,184). На 

овај начин се активирају цитоплазматске киназе TGF-βR, фосфорилација TGF-βR1 и 
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последично смањење SMAD сигналних протеина (185). С обзиром на дистрибуцију у 

ткиву и познату фукционалну повезаност са TGF-β, ендоглин обавља значајну улогу у 

процесу ангиогенезе. Описане су две изоформе ендоглина L и S, које се међусобно 

разликују у дужини унутарћелијског домена, дистрибуцији у ткиву и степену 

фосфорилације. L-ендоглин се састоји од 47 аминокиселина, показује висок степен 

фосфорилације и експримира се претежно у ендотелним ћелијама док се S-ендоглин 

састоји од само 14 аминокиселина. (186,187). Обе форме су фосфориловане јер су 

саставни део актвног TGF-β рецептора типа 2 (TGF-βR2) (188,189) Солубилна форма 

ендоглина је такође идентификована у серуму пацијената са карциномом као и код 

здравих испитаника (190). Повишен ниво ендоглина је пронађен код пацијената са 

метстатским меланом као и код пацијената са карциномом дојке код којих постоји 

повећан ризик за настанак удаљених метстаза (191, 192). Улога ендоглина у ангиогенези је 

расветљена студијом на knockout мишевима која је показала да недостатак овог гена 

узрокује смрт мишева услед васкуларних дефеката, посебно примитивног васкуларног 

плексуса у жуманчаној кеси (193). Утврђена је и повезаност између нивоа експресије 

ендоглина и маркера ћелијаксе пролиферације попут cyclin-A и Ki-67 (194). Са друге 

стране, инхибиција ендоглина у HUVEC у in vitro условима инхибира ангиогенезу (195). У 

складу са чињеницом да хипоксија индукује ангиогенезу (196), потврђено је да је 

активност промотера за ендоглин, mRNA као и ниво самог протеина повећана услед 

присуства хипоксијом индукованог фактора типа 1 (HIF-1) (197). In vivo и in vitro студије 

су потврдиле да поред активности ендоглина, хипоксија појачава активност сигналног 

пута ALK-1 (198). Јаче имунохистохемијско бојење применом анти-CD105 моноклонских 

антитела је присутно у ендотелним ћелијама новонасталих крвних судова, као што је то 

случај у туморској неоваскуларизацији у поређењу са ендотелним ћелијама у 

неизмењеном ткиву (199-201). CD31 моноклонско антитело показује имунореактивност 

истог степена у ендотелним ћелијама неизмењеног као и карциномом захваћеног ткива 

дебелог црева док је код примене анти-CD105 моноклонских антитела имунореактивност 

знатно израженија у ткиву карцинома односу на неизмењено ткиво дебелог црева (202). 

На анималном моделу карцинома плућа индукованом LLC1 туморском линијом показано 

је да мишеви који су суфицијентни са ендоглин показују спорији туморски раст и мањи 

степен ангиогенезе у односу на контролну групу мишева, чиме је у још једном моделу 
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потврђена значајна улога ендоглина у ангиогенези (177). Овај налаз је изазвао 

интересовање за студије које истражују улогу ендоглина у дијагностици, прогнози и 

терапији тумора. Интратуморска микроваскузларна густина, квантификована 

имунохистохемсијском методом има прогностички значај и повећана MVD у туморима 

корелира са краћим укупним преживљавањем (203-206). Иако већина студија потврђује 

овај став постоје студије које нису у складу са овом тврдњом (207). Највероватноје ове 

разлике настају као последица различитих метода бојења као и примене различитих 

панендотелних ћелијских маркера. Стандардизација начина бојења и квантификације би у 

значајној мери хомогенизовала резултате студија с тим што је примена адекватних 

ћелијских маркера главни предуслов (208). Akagi и сарадници су у својој студији показали 

постепено увећање MVD, мерену применом анти-ендоглина, од колоректалних дисплазија 

ниског до високог градуса као и од дисплазије високог градуса до карцинома дебелог 

црева (209). MVD квантификована анти-ендоглином је показала негативну корелацију са 

прогнозом болести код пацијената са астроцитомом и глиобластомом док пан-ендотелни 

маркер CD31 није показао прогностички значај (210, 211). Слично овоме код пацијаната са 

неситноћелијским карциномом плућа, хепатоцелуларним и карциномом дојке постоји 

обрнута повезаност између MVD мерене ендоглином и укупног прећживљавања, док 

примена CD34 антитела није показала значајну разлику у преживљавању (212-215). Поред 

тога, MVD одређена анти-ендоглином је показала већу повезаност са VEGF-om за разлику 

од MVD одређиване са анти-CD34 mAb и анти-CD31 (216, 217). Код пацијената са 

карциномом простате експресија CD105 позитивно корелира са Gleason скором док 

постоји такође значајна позитивна корелација са стадијумом тумора код 

сквамоцелуларних карцинома усне дупље (218, 219). Имунохистохемисјко бојење 

ендоглином се показало ка сензитивније у обележавању капилара у карциномима грлића 

материце и као значајнији маркер у предикцији метастатски измењених лимфних чворова 

у односу на фактор VIII (220). Експресија ендоглина поред наведеног значајно корелира и 

са експресијом Ki67 у глиобластомима (221) али не и код аденома хипофизе (222). 

Изузетно је важно напоменути да нису све студије потврдиле прогностички значај MVD 

одређиване применом анти-ендоглина. (223). Ипак, узимајући у обзир све досадашње 

студије на туморима различитих локализација може се рећи да је ендоглин значајно 

супериорни маркер за прогнозу малигних болести у односу на традиционалне маркере 
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ендотелних ћелија као  што су CD31, CD34 и фактор VIII. Посебно су интересантни 

резултати студија које су показала да пацијенти са метастатским карциномом дојке и 

дебелог црева показују значајно већу концентрацију серумског ендоглина него контролне 

групе (224-226). Поред тога, примена хемиотерапије редукује серумске вредности овог 

маркера (225). Узевши све заједно, може се закључити да серумска концентрација 

ендоглина може играти значајну улогу у дискриминацији пацијената са узнапредовалим 

малигним болестима као и пацијената са повећаним ризиком за развој удаљених 

метастаза. Поред тога, може бити примењен у склопу редовног праћења пацијената након 

хемиотерапије (227). 
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1.2. IL-33 

 

Главни циљ овог истраживања је да се испита улога и значај IL-33/ST2 сигналног пута у 

процесима некрозе и ангиогенезе карцинома дојке. Зато у уводном делу се детаљно 

објашњава грађа и функција ST2 молекула и IL-33, као и биолошки ефекти IL-33/ST2 

сигналног пута у онкогенези. 

 

1.2. 1. Грађа  

IL-33 је члан IL-1 фамилије цитокина. Идентификован је 2005. године, када су Schmitz и 

сарадници анализирајући чланове IL-1 фамилије цитокина открили лиганд за ST2L. Тада је 

показано да када се ST2L веже за рецепторски комплекс изазива се Th2 имунски одговор, 

што је супротно осталим члановима ове фамилије (IL-1 и IL-18) који поспешују Th1 

имунски одговор. Детаљније студије у вези са овим цитокином су указале на сличност IL-

33 и нуклеарног фактора венула са високим ендотелом (енгл. Nuclear factor of high 

endothelial venules, NF-HEV), који је пак повезан са регулацијом транскрипције 

истовремено функционишући као цитокин и као нуклеарни транскрипциони фактор. IL-33 

се конститутивно експримира у многим ткивима (плућа, мозак, кожа, кичмена мождина), 

при чему су његови главни извори фибробласти, ендотелне и епителне ћелије. 

Овај цитокин је локализован у једру. Састоји се од N терминалног домена, који је 

одговоран за његову једарну локализацију и С терминалног домена који је сличан IL-1 

преко кога се овај цитокин везује за свој рецептор. N терминални домен IL-33 садржи 

везујући мотив који гради H2A-H2B димер на нуклеозомалној површини и поспешује 

формирање хроматина. 

Различита обрада mRNA у ST2 гену генерише три изоформе ST2 протеина:  

 трансмембрански протеин (ST2L) 

 секретовану-солубилну и 

 варијанту форму (ST2V). 

Студије које су проучавале улогу ST2L у имунском систему показале су да многе ћелије 

имунског система (макрофаги, мастоцити, Т лимфоцити) експримирају овај рецептор. IL-

33 се везује за ST2L који је члан суперфаилије Toll like рецептора. Овако повезани граде 

хетеродимерски комплекс на коме је експримиран IL-1R помоћни протеин. Преко 
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помоћног протеина тј. преко његовог TIR домена преноси се сигнал који активира MyD88 

и покреће транскрипцију нуклеарних фактора (NF-kB, IRAK-1/4, MAP киназе), што као 

крајњу последицу има продукцију проинфламацијских медијатора. Поред тога, 

сигнализација путем ST2L промовише развој Th2 лимфоцита и поларизацију имунског 

одговора у Th2 правцу секрецијом IL-4, IL-5 и IL-13. sST2 се понаша као рецептор “мамац” 

са улогом да инактивира IL-33, док функција ST2V још увек је неразјашњена а сама 

изоформа рецепта је присутна најчешће у гастроинтестиналном тракту у људи. 

 

1.2.2. Функција 

Највећи број студија до данас је усмерен на проучавање улоге IL-33 у карциномима са 

знатно мање сазнања о улози ST2 рецептора. IL-33 има двоструку улогу. Прва функција 

IL-33 је класична улога цитокина коју остварује фомирањем комплекса IL-33/ST2L, док 

друга улога је улога транскрипционог фактора. Највећи број истраживања је фокусиран на 

улогу IL-33/ST2 сигналног пута у хроничним обољењима. Обзиром на значај инфламације 

у развоју карцинома, новије студије проучавају улогу овог сигналног пута у 

карциногенези. Показано је да серумска концентрација IL-33 је повећана у пацијената са 

малигним обољењима, као што су карцином желуца, плућа и хепатоцелуларни карцином. 

Такође, потврђене су повишене вредности sST2 у серуму пацијената са метастатским 

карциномом дојке и хепатоцелуларним карциномом. Jovanović et al. су показали да 

активацијом IL-33/ST2 сигналног пута се инхибира антитуморски имунски одговор, 

последично убрзавајући развој удаљених метастаза. Насупрот томе, Fang et al. су указали 

на значајну улогу овог сигналног пута у инвазивности и метастазирања туморских ћелија. 

Док, инхибиција IL-33 у глиомима и карциному дебелог црева  успорава туморски раст, 

миграцију и формирање колонија in vitro, а in vivo за резултата има мањи карцином.  

У 19. веку Вирхов је први претпоставио да инфламација у туморима је повезана са 

неопластичним растом. Бројне студије су подупреле ову хипотезу, да хронична 

инфламација за крајњи резултат има карцином. IL-33 је повезан са инфламацијом која се 

одиграва у карциномима. 

IL-33 се може експримирати у нормалном епителу, али исто тако се може детектовати 

епителним ћелија добро диферентованог карцинома. Док, експресија овог цитокина је 

редукована у слабодиферентованим туморским ћелијама. IL-33 је високо експримиран у 
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фибробластима стромалног ткива карцинома. Показано је да IL-33 има важну улогу у 

иницијацији развоја карцинома. Овај цитокин има улогу у процесу фиброзе и хроничних 

инфламацијских обољења. Процес фиброзе карактерише прекомерни раст ожиљног ткива 

састављен од компоненти екстрацелуларног матрикса (колаген, хијаулоронска киселина, 

фибронектин, протеогликани) на месту оштећења ткива. Фиброза која је узрокована 

хроничним запаљењем укључује различите стимулусе као што су инфекција, аутоимунски 

одговор, алергија и туморгенеза. Главни ћелијски играчи су фибробласти и 

миофибробласти који су првенстваено ћелије које продукују колаген. Показано је да се IL-

33 у фибробластима срца ослобађа услед биомеханичког оптерећења, док у 

фибробластима коже и синовији код хуманог реуматоидног артритиса и у мишјем моделу 

се ослобађа услед дејства проинфламацијских цитокина. У обољењима јетре, која као 

једну од последица има фиброзу, IL-33 ослобађају стелатне ћелије. У ткиву изолованом од 

пацијената са инфламацијском болести црева IL-33 доминатно експримирају 

миофибробласти. Yanaba и сарадници су показали да серумска концентрација IL-33 је 

повећана у пацијената оболелих од системске склерозе и повезана је тешким обликом 

плућне фиброзе. Субкутана администрација IL-33 изазива кутану фиброзу. Такође, овај 

цитокин промовише повреде плућа које су изазване блеомицином, као и фиброзу изазвану 

алтернативно активираним макрофагима.  

Развојем тумора покреће се имунски одговор на туморе. Имунски одговор тип 1 се 

карактерише Th1 ћелијама које продукују IFN-γ,  цитотоксичним Т лимфоцитима, NK и 

NKT ћелијама и овај одговор представља кључну компоненту имуснког одговора на 

туморе. Присуство компоненти имунског одговора тип 1 представља повољан 

прогностички знак. Познато је да Th1 и CD8+ T лимфоцити који инфилтришу тумор нису 

у стању да одговоре на локалне и системске механизме имунске супресије како у 

анималним моделима тако и у људи.  

Туморски антигени могу бити ослобођени због хиперпролиферације ћелија тумора, као и 

саме ћелијске смрти. Туморске ћелије развијају снажне механизме за избегавања имунског 

одговора, тако што смањују одашиљање штетног сигнала. Недостатак штетног сигнала 

као што је IL-33 у туморској средини је главни механизам туморске имунске толеранције и 

један од важних неуспеха тренутне имунотерапије у канцера. Упркос експресији IL-33 у 
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стромалним ћелијама карцинома велики број студија показује да IL-33 је редукован у 

многим епителним ћелијама.  

IL-33 се ескпримира у нормалном ткиву дојке и његова експресија је редукована у DCIS 

дојке, што представља рани преинвазивни стадијум у настанку инвазивне форме овог 

карцинома. Kretschmer и сардници су потврдили да је експресија IL-33 редукована у 

карциному дојке. Присуство метастаза у лимфним чворовима карлице представља лош 

прогностички фактор у раном стадијуму пацијенткиња са карцином грлића материце. 

Овакви резултати су указивали да експресија IL-33 у туморским ћелијама N- пацијенткиња 

у поређењу са N+ мања, сугеришући да са експресијом IL-33 опада и прогресија малигне 

болести. У другој студији је детектовано значајно мање IL-33 у ендотелним и епителним 

ћелијама цервикса у тешким облицима цервикалне интраепителне дисплазије. Такође, 

потврђена је ниска експресија IL-33 у карциному дојке високог градуса у односу на 

карциноме ниског градуса. У Her2+ мишјим туморима дојке екресија IL-33 је мања у 

поређењу на експресију у преканцерозним лезијама. Код пацијената са колоректалним 

карциномом код којих је присутна мутација на p53 експресија IL-33 је значајно мања.  

 

1.2.3. Улога и значај IL-33 и ST2 у имунском одговору 

IL-33 може да модулира функцију свих ћелија које експримирају ST2 рецептор. Показано 

је да ST2 молекул се специфично експримира на Т лимфоцитима и представља важан 

ефекторски молекул Th2 имунског одговора. Делујући на наивне Т лимфоците, IL-33 

подстиче диференцјацију Th2 лимфоцита, чак и у одсуству IL-4. Стимулација ефекторских 

Th2 лимфоцита, IL-33 подстиче продукцију IL-4, IL-5 и IL-13, као и хемотаксу Th2 

лимфоцита.  

Недавно је показано да NKT ћелије експримирају ST2 рецептор. Иако је очекивано да 

изазове поларизацију Т лимфоцита у Th2 смеру. Третман  IL-33 изазвао је продукцију Th1 

и Th2 цитокина. IL-33 је снажан активатор мастоцита, базофила и еозинофила. 

Администрација IL-33 у мастоцитима изазива продукцију IL-5, IL-13, гранулоцитно-

моноцитног фактора стимулације раста колоније (енгл. GM-CЅF) и TNF-α. IL-33 такође, 

подстиче и сазревање, као и преживљавање ових ћелија у инфламираном ткиву. 

Базофилни гранулоцити након стимулације овим цитокином секретују друге цитокине (IL-

4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-13, GM-CЅF). Уз то, IL-33 функционише као хемоатрактант базофила. 
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Еозинофилни гранулоцити третирани IL-33 појачано стварају IL-8 и имају продужен 

животни век.  

IL-33 активира ћелије које презентују антиген (енгл. Antigen presenting cells, APC). 

Примена IL-33 појачава поларизацију алтернативно активираних макрофага и стимулише 

продукцију ССL17 и ССL24 хемокина. Група аутора је показала да IL-33 подстиче развој 

дендритских ћелија. Ове ћелије добијене након стимулације IL-33 су фенотипски 

функционално незреле са смањеним капацитетом наивних Т лимфоцита, али са 

могућношћу поларизације имунског одговора у Th2 смеру.  

Обзиром да је ST2 експримиран на готово свим ћелијама имунског система, као и у 

многим ткивима и органима, IL-33/ ST2 сигнални пут важну улогу у патогенези многих 

болести, тако што подстиче Th2, а истовремено супримира Th1/Th17 имунски одговор.  

 

1.3. МИШЈИ МОДЕЛ ТУМОРА ДОЈКЕ 

1. 3.1. Експериментални модел карцинома дојке изазван 4T1 ћелијском линијом  

4Т1 туморску линију су изоловали Miller и сарадници из спонтано насталог тумора дојке у 

BALB/c мишу (228, 229). Представља анимални модел који одговара IV стадијуму хуманог 

карцинома дојке. Инокулација туморским ћелијама је могућа дирекнтним убризгавањем 

(ињекцијом) у масно јастуче млечне жлезде, интравенски у репну вену, артеријски 

катетеризацијом десне каротиде или ињекцијом у леву преткомору срца. Убризгавањем у 

ткиво дојке туморске ћелије расту брзо, формирајући примарни тумор који се 

карактерише способношћу брзог метастатског ширења. Секундарни депозити у удаљеним 

органима настају у периоду од 3 до 6 и то превасходно у плућима, јетри, костима и мозгу 

(230-233). 4T1 индуковани тумори примарно али не и искључиво метастазирају 

хематогеним путем. Студије у којима су туморске ћелије детектоване у удаљеним као и у 

лимфним чворовима у близини примарног тумора су потврдиле да 4T1 линија метастазира 

лимфогеним путем (231, 234). Експериментални подаци прикупљени проучавањем 4T1 

индукованих карцинома дојке показали су да се туморске ћелије знатно чешће налазе у 

крви (38/58 мишева) екперименталних животиња него у дренирајућим лимфним 

чворовима (12/58) (231).  

Анализом животиња и органа у различитим временским пресецима утврђено је да 4T1 

туморска линија прво метастазира у плућа (од 7 до 14 дана након инокулације, зависно од 
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броја инокулисаних ћелија) док се у јетри секундарни депозити појављују касније (од 

21.до 28.дана након инокулације).   

Метстатски тумори у мозгу се детектују након 35.дана од инокулације (235). Пут 

метастатског ширења започиње од примарног тумора, а након тога највероватније преко 

плућа и дренирајућих лимфних чворова до јетре и мозга (231, 235). 

Метастазе које настају од 4T1 индукованог тумора дојке показују дистрибуцију сличну 

хуманом карциному дојке. Поред тога, употреба ове ћелијске линије је последњих година 

посебно добила на значају јер је једна од ретких коју карактерише способност спонтаног 

метастазирања у кости (236, 237). Интравенска апликација 4T1 туморске линије показује 

исту дистрибуцију метастаских промена уз значајно краће време за њихову детекцију. 

Овакав метастатски потенцијал као и брз раст примарног тумора чине 4T1 индуковани 

карцином дојке одличним моделом за проучавање раста и метастазирање тумора. Са друге 

стране, обзиром да је 4T1 модел синген са BALB/c мишевима овај модел се користи и за 

испитивање улоге имунског система у расту и метастазирању тумора (235). 

Гени се различито експримирају у 4T1 ћелијама и категорисани су у зависности од 

ћелијске локализације и функције. Значајан број ових гена има улогу у ћелијској 

адхезивности, миграцији, ангиогенези, модификацији екстрацелуларног матрикса, 

функцији цитоскелета, пролиферацији ћелија, апоптози и преживљавању, ћелијском 

метаболизму, запаљењу и имунском одговору (235). Забележена је и експресија неких 

транскрипционих фактора и гена који учествују у модификацији хроматина. Појачана је 

експресија гена који кодирају међућелијске спојеве/везе (Cldn3, Cldn4, Cldn7 и Tjp2), 

адхерине (Cdh1 и Vil1), фокалне адхезије (Itga3, Itga6 и Lama5) и спојне филаменте (Krt1-

18 и Krt2-7) што указује да 4T1 линија има више епителних карактеристика него не-

метастатске линије тумора дојке.  Повећана експресија матрикс-протеиназа (Mmp3, Mmp9 

и Mmp13), урокиназног активатора плазминогена (Plau) и секретованих инхибитора 

протеаза (Serpina3g, Serpin2 и Lcn2)  указује на појачану способност ремоделирања 

екстраћелијског матрикса (енгл. ECM). Од сигналних путева који су активирани у 4T1 

ћелијској линији најизраженији је Jak/Stat сигнални пут на шта указује појачана 

експресија Jak и Stat молекула и смањена експресија Socs1 (инхибитора Jak/Stat сигналног 

пута. 4T1 ћелијска линија карцинома дојке показује значајно смањење нивоа CDK2-

асоцираног протеина 1, p53 протеина и инхибитора циклин зависне киназе p21 (Cdkn1a) и 
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циклина G (Ccng1). Ове промене убрзавају почетну фазу ћелијског циклуса (G1 → S) и 

инхибирају одговор ћелије на оштећење DNK. Супротно овоме, експресија Gadd45 је 

повећана. Gadd45 је регулисан хипоксијом и смањењем глукозе као и p53. Повећана 

експресија појединих гена је осетљива на хипоксију и/или смањење глукозе (Pfkfb3, Vegfc, 

Flt1 и Trib3), што указује да повећана експресија Gadd45 настаје услед ових фактора и да 

4T1 ћелијска линија чак и под оптималним условима егyистира у стању стреса или псеудо-

стреса (235). 
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ЦИЉ СТУДИЈЕ 

 

 

Основни циљ планираног истраживања је испитивање улоге осовине IL-33/IL-33R у 

биологији туморске некрозе и неоангиогенезе тумора дојке. 

 

У складу са основним циљем постављени су следећи експериментални задаци: 

 

 У мишјем моделу тумора дојке, испитати ефекат делеције гена за IL-33R на: 

1. Величину поља некрозе 

2. Експресију IL33 и VEGF-а током раста тумора 

 

 У хуманим туморима дојке, испитати: 

1. Експресију IL33, IL-33R и VEGF-а и микроваскуларну густину и њихову 

међусобну повезаност 

2. Експресију IL33, IL-33R и VEGF-а у односу на присуство некрозе у тумору 

3. Повезаност експресије IL33 и IL-33R у туморским и стромалним ћелијама 

4. Повезаност некрозе и експресије IL-33 и IL-33R са стандардним пато-хистолошким 

параметрима (величина тумора, хистолошки градус, инвазија лимфних и крвних судова, 

нодални статус, мононуклеарна инфилтрација). 

 

ОСНОВНЕ ХИПОТЕЗЕ ИСТРАЖИВАЧКОГ РАДА 

 

1. IL-33/IL-33R осовина превенира туморску некрозу и стимулише ангиогенезу. 

2. Делеција гена за IL-33R  смањује експресију IL-33 у туморским ћелијама. 

3. Експресија IL-33 и IL-33R у позитивној је корелацији са експресијом VEGF-а. 

4. Експресија IL-33 и IL-33R у туморским ћелијама је у негативној корелацији са 

експресијом истих белега у ћелијама туморске строме. 
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МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 

Истраживање је спроведено у Центру за патологију, Клиничког центра Крагујевац и 

Центру за молекулску медицину и истраживање матичних ћелија, Факултета медицинских 

наука Универзитета у Крагујевцу, у периоду од јуна 2012.године до августа 2015.године.  

Експерименталне животиње које су коришћене у студији су добијале људску бригу и сви 

експерименти су одобрени и вођени у складу са водичем Етичког комитета за животиње, 

Факултета медицинских наука, Универзитета у Крагујевцу. Пацјенти који су укључени у 

студију су потписали информисани пристанак и одобрили коришћење ткивних узорака у 

научноистраживачке сврхе. Истраживачки пројекат је одобрио Етички комитет, 

Клиничког центра Крагујевац, као непрофитну клиничку студију. Протокол је спроведен у 

складу са важећом регулативом Добре клиничке праксе (GCP, енгл. Good Clinicall Practice) 

и Хелсиншке деклерације.  

Лабораторијске животиње 

Ова студија је изведена на мишевима чистог BALB/c соја („wild type“, IL-33R
+/+

, WT) и 

мишевима истог соја са циљаном делецијом гена за IL-33R („knock out“ или IL-33R
-/-

 

BALB/c) женског пола, старости од 6 до 8 недеља, телесне тежине од 15 до 20g. IL-33R
-/-

 

мишеви добијени су из Центра за биомедицинска истраживања Универзитета у Глазгову, 

љубазношћу проф. др Liew-a (FY, Glasgow Biomedical Research Centre, United Kingdom), 

док су WT мишеви уступљени са Института за медицинска истраживања 

Војномедицинске академије (ВМА) у Београду. Све животиње одгајане су под 

стандардним условима у виваријумима Центра за молекулску медицину и истраживање 

матичних ћелија Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу. 

Поступак добијања knock out мишева 

Knock out мишеви поседују један или више нефункционалних гена. Представљају најбољи 

анимални модел за проучавање гена чија функционалност још увек није довољно 

разјашењена или је сасвим непозната. Методологија стварања knock out мишева се заснива 

на уношењу путем вектора страног, нефункционалног, хомологог гена у ембрионалне 

матичне ћелије са циљем хомологе рекомбинације и замене функционалног гена 
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нефукционалним. У току хомологе рекомбинације долази до замене гена између пара 

хомологих секвенци два молекула DNK које имају сличне или идентичне нуклеотиде 

(238,239) 

У даљем поступку бирају се само ћелије у којима се одиграла жељена рекомбинација. 

Вектор садржи и два додатна гена за контролу рекомбинације (240,241): 

1. Neo ген, носилац резистенције на неомицин 

2. TK ген, ген за вирусну тимидин киназу 

Вектор се убацује у културу ћелија гајених у медијуму који садржи неомицин, као и 

ганцикловир или FIAU (енгл. 1-(29-deoxy-29-fluoro-1-β-D-arabinofuranosyl)-5-iodo-uracil) 

који се под утицајем тимидин киназе метаболишу у токсични продукт. Нео ген се увек 

уграђује у геном ћелије, док се TK ген исказује само када се не догоди хомолога 

рекомбинација. Ћелије резистентне на неомицин, а са активним TK геном биће уништене 

помоћу ганцикловира или FIAU. Међутим, преживеће све ћелије у којима се одиграла 

хомолога рекомбинација јер ће бити резистентне и на неомицин и на ганцикловир или 

FIAU (240, 241). 

BALB/c мишеви са циљаном делецијом гена за IL-33R 

Хомозиготни IL-33R
-/-

 мишеви дизајнирани су у лабораторији проф.др Mekenzija (Medical 

Research Council Labaratory of Molecular Biology, Cambridge, United Kingdom) векторским 

искључивањем T1/ST2 гена. Вектор је тако конструисан да унесе ген одговоран за 

резистентност на неомицин између дефинисаних места: XbaI на четвртом и BamHI на 

петом егзону T1/ST2 гена и на тај начин уклони већи део четвртог и петог егзона. Вектор 

има 5,1kb (кило-базних) парова који обезбеђују 5’ хомологију и 2kb пара који обезбеђују 

3’ хомологију са ендогеним T1/ST2 геном. Хомологи крајеви направљени су PCR 

техником (engl. Polymerase Chain Reaction), коришћемкем Pfu turbo полимеразе 

(Stratagene). Хомологни 5’ крај инсертованог гена добијен је помоћу нуклеотида: 5’-AGT-

GCATCTAGAGATACTGATGAGGCACC и 5’-CTTCTTTCTAGAT-

TATTCAAGTTGGGGC-TATTAAAAGAAGCC, а хомологни 3’ крај помоћу нуклеотида: 

5’-CCACCGGATCCT-TCACAGTTGAAGGTAAGCTCTTGGCTTCAACAAGGG и 5’-

GGAAGGAAAAAAGC-GGCCGCGATCTCGCTCCACAGAGATGAGGAACGGCC. Вектор 
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је линеаризован и инсертован у E14.1 ембрионалне матичне ћелије (Alberts et al.2007). Од 

1600 Г418-резистентних клонова потврђених Southern анализом помоћу пробе A, свега 5 је 

имало коректно инсертован ген. Proba A је направљена PCR техником, помоћу прајмера: 

5’-TACGTAACCTCCCA-TGTGCAGTCCTTGCTGCC и 5’-

GTCACATCACAGGCATGAGGG. Хибридизацијом са пробом за секвенцу резистентну на 

неомицин потврђена је величина инсертованог сегмента као и присуство само једне 

инсерције. Затим су, у циљу стварања химера, две од третираних ембрионалних матичних 

ћелија убризгане у 3,5 дана старе бластоците добијене из BALB/c мишева. Овако добијени 

мишеви укрштени су са BALB/c мишевима у генотип ембрионалних матичних ћелија је 

преношен на потомство. Хомозиготи за нефункционалан T1/ST2 ген добијени су у 

наредним генерацијама инцестим спаривањем хетерозигота. 

У овако добијеним IL-33R
-/-

 мишевима није детектована разлика у броју ћелија крви у 

односу на IL-33R
+/+

 мишеве. Уз то, анализиране су и субпопулације лимфоцита у тимусу, 

слезини, лимфним чворовима, и показано је да нема разлике у укупном броју лимфоцита, 

као и у односу CD4
+
/CD8

+
 ћелија код IL-33R

-/-
 и IL-33R

+/+
 мишева (242). 

Ћелијска линија мишијег тумора дојке 4T1 

У експерименталном моделу користили смо 4T1, ћелијску линију мишјег тумора дојке 

(American Type Culture Collection, Manassas, ATCC, VA, USA; CRL-2539). 

Ова линија је добијена из спонтаног насталог тумора дојке у BALB/c мишу (234, 243). 

Представља анимални модел за проучавање IV стадијума карцинома дојке. Ћелије се могу 

инокулисати директно у масно јастуче млечне жлезде (инјекцијом), интравенски у 

латералну репну вену, артеријски хируршком катетеризацијом десне каротидне артерије 

или инјекцијом у леву преткомору срца. Након убризгавања директно у ткиво дојке, 4T1 

ћелије расту брзо, формирајући примарни тумор и дају хематогене метастазе у плућима, 

јетри, костима и мозгу у периоду од 3 до 6 недеља након инокулације (228, 231, 234, 236.) 

Индукција примарног тумора дојке 

Туморске ћелије 4T1 су култивисане у комплетном DMEM медијуму (Dulbecco’s Modified 

Eagles Medium) који садржи: 4,5g/l глукозе, 10% феталног бовиног серума (FBS), 2mmol/l 



Утицај сигналног пута IL-33/IL-33R на развој некрозе код карцинома дојке 

 

40 
 

L-глутамина, 1mmol/ml натријум пирувата, 10mmol/l HEPES-a, 100U/l пеницилина, 

100mg/ml стрептомицина и 1mmol/l мешаних неесенцијалних аминокиселина (Sigma-

Aldrich Chemie, St. Louis, MO, USA). Како је најлабилнија компонента комплетног 

медијума аминокиселина L-глутамин, која је потребна већини ћелија сисара и има 

полуживот од приближно 3 недеље, медијум који се користи дуже од 3 недеље, прављен је 

без глутамина, а глутамин чуван као замрзнут, концентрован шток, додаван је пре 

употребе медијума (0,1-0,6g/l). 

Ћелије извађене из контејнера са течним азотом су брзо одмрзаване у воденом купатилу 

(37
o
C, не дуже од два минута). Додавањем 9ml комплетног медијума и центрифугирањем 

на 350G 10 минута, уклоњен је крио-протективни медијум. Крио протективни медијум 

јесте комплетан медијум за раст ћелија са додатком 5% DMSO. Након одливања 

супернатанта ћелије су ресуспендоване у 1ml комплетног медијума, шребачене у фласк за 

култивацију и инкубиране у атмосфери 5% CO2, засићеној воденом паром на температури 

од 37
o
C. Пре употребе, комплетан медијум је инкубиран најмање 15 минута, да би се 

стабилизовала pH вредност. Ћелије су култивисане у посудама за културу ћелија – T25 

фласкови (BD Falcon) у стриктно асептичним условима. Просечно време дуплирања броја 

ћелија износи од 24 до 48
h
. 

Субконфлуентне ћелије, у логаритамској фази раста, подигнуте су из фласка 

краткотрајним третирањем трипсином (0,25% трипсин са хелатором 0,02% EDTA који су 

растворени у PBS-u (енгл. Phosphate Buffered Saline; PBS, PAA Laboratories GmbH)). 

Ћелије су затим опране у комплетном медијуму, да би FBS инактивисао трипсин и 

спречио оштећење ћелија. Ћелије су додатно пране у PBS-у, без FBS-а, пре употребе у 

сваком in vivo експерименту. Проценат живих ћелија одређиван је виталним бојењем 

трипан плавим, а у експерименталном раду су коришћене само суспензије ћелија са 

вијабилношћу већом од 95%. Трипан плаво је боја која служи за разликовање мртвих и 

живих ћелија јер улази искључиво у ћелије са са наришеним интегритетом ћелијске 

мембране, док живе ћелије са очуваном ћелијском мембраном остају необојене (244). 

Различити истраживачи, у експерименталном раду су користили различити број 

туморских ћелија 4T1 за индукцију болести, који се кретао од 1x10
3
 до 1x10

6
 (230). У свим 
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експериментима овог истраживања коришћемо је 5x10
4
 туморских ћелија за индукцију 

тумора (245-247) 

Малигне ћелије 4T1 (5x10
4
) су ресуспендоване у 50μl PBS-а и убризгаване су инсулинским 

системом (шприц и игла 21G) директно у масно јастуче млечне жлезде број 4. 

Жртвовање, одвајање ткивног материјала и верификација индукованог тумора. 

Мишице су жртвоване 29-ог и 36-ог дана од инокулације, цервикалном дислокацијом, 

након чега је изоловано туморско ткиво. Присуство тумора верификовано је 

микроскопирањем препарата добијених сечењем узорака ткива, укалупљених у парафин, а 

затим бојених стандардним H&E бојењем. Да би се пратила временска зависност и 

утврдила разлика у експресији IL-33 у туморском ткиву између WT и IL-33R
-/-

 групе, 

мишеви су жртвовани сваког трећег дана након појаве палпабилног тумора. 

Процена раста тумора у мишијем моделу тумора дојке 

Раст примарног тумора је праћен свакодневно, регистровањем палпабилног тумора а 

његова величина је одређивана морфометријски, коришћењем нонијуса. Након жртвовања 

мишева и екстирпације тумора применом аналитичке ваге одређивана је маса тумора као и 

запремина тумора на основу формуле (245-247): 

       
   највећи пречник        најмањи пречник 

 
 

Фиксација ткива и бојење хематоксилином и еозином (H&E) 

У рутинској обради препарата, узорци ткива су фиксирани у 10% неутралном, 

пуферисаном раствору формалина, у току 24 часа, на собној температури. Након 

моделирања, ткивни узорци су пласирани у одговарајуће касете које су монтиране у 

ткивни процесор (Leica TP 1020, Leica Biosystems, Nussloch, Germany). Даље, узорци су у 

ткивном процесору дехидратисани потапањем кроз серију алкохола растуће 

концентрације, просветљавани у ксилолу и прожимани парафинским воском на следећи 

начин: два пута у 86%-тном етанолу у трајању од по 1,5
h
; два пута у 96%-тном етанолу у 

трајању од по 1,5
h
; три пута у апсолутном алкохолу у трајању од по 1,5

h
; три пута у 

ксилолу у трајању од по 1,5
h
 и потопљени три пута у парафински восак чија је 
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температура од 58-60ºC у трајању од по 1,5
h
. Након процедуре у тквном процесору у 

трајању од 16
h
, ткивни узорци су разливани и калупљени у парафинске блокове. Попречни 

серијски пресеци дебљине 5 μm сечени су на ротационом микротому (Leica RM 2135, 

Leica Biosystems, Nussloch, Germany), пласирани у водено купатило (Leica HI 1210, Leica 

Biosystems, Nussloch, Germany) на темеператури од 40ºC до 45ºC и на крају монтирани на 

плочице.  

Након сушења у трајању од 30 минута уследило је бојење ткивних пресека, методом 

хематоскилин-еозин. Плочице са ткивним пресецима су загрејане у термостату на 

температури од 58
o
C у трајању од 60 минута. Рехидратација је постигнута потапањем 

ткивних пресека исечака у серију опадајућих концентрација алкохола и то следећим 

редом: 10 минута у апсолутном алкохолу, 10 минута у 96%-тном алкохолу, затим 1 минут 

у 86%-тном алкохолу, након чега су исечци испирани 5 минута у дестилованој води. 

Након испирања плочице са ткивним исечцима потопљене су 4 минута у Mayer-ов 

хематоксилин (Hematoksilin M, HEMM-OT-1L, BioGnost S, Zagreb, Croatia). Потом су 

ткивни исечци испирани 1 минут у текућој води и најзад бојени алкохолним еозионом у 

трајању од 3 минута (Eozin Y 1% vodeni, EOY-10-OT-1L, BioGnost, Zagreb, Croatia). Након 

бојења уследила је дехидратација исечака потапањем у серију растућух концентрација 

алкохола: најпре 1 минут у 86%-тном алкохолу, затим 10 минута у 96%-тном алкохолу и 

на крају 10 минута у апосолутном алкохолу. Након бојења и дехидратације  уследио је 

поступак просветљавања када су исечци потопљени 10 минута у мешавину ксилола и 

алкохола у односу 1:1, а затим два пута по 10 минута само у ксилолу. На овако обојене 

ткивне пресеке на крају смо наносили Канада балзам (Canada balsam, Centrohem, Београд, 

Србија) и прекрили их покровним стаклима. Овако припремељени ткивни исечци су након 

24-часовног сушења, анализирани светлосним микроскопом (x100, x200, x400). 

Фотографисање ткивних пресека и аквизиција слика 

Ткивни пресеци индукованих тумора дојке, бојени H&E методом, фотографисани су 

дигиталном камером (Axiocam ICc1, Carl Zeiss, Oberkochen, Baden-Württemberg, Germany) 

појединачним фотографијама у маниру „црва“ применом микроскопског увећања 200x и 

AxioVision softver-а (AxioVision v.4.8.2.0, Carl Zeiss Microscopy GmbH, München, 

Germany). Слике су снимљене у резолуцији од 1536x2048 пиксела и сачуване на хард 
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диск-у, у TIFF формату. Просветљивање фотографија је учињено непосредно након 

фотографисања и укључивала је примену опције Automatic White Balance која је 

калибрисана на основу референтних параметара произвођача. За потребе софтверске 

анализе коришћене су фотографије високе резолуције. 

 

Компјутерска квантификација некрозе у туморском ткиву 

У нашој студији је коришћен алгоритам за полуаутоматску анализу који одређује 

пропорцију туморског ткива захваћеног некрозом у односу на целокупни пресек 

туморског ткива. Овим алгоритмом се однос броја туморских ћелија захваћених некрозом 

и укупног броја туморских ћелија процењује као однос површине туморског ткива 

захваћеног некрозом и укупне површине препарата. На овај начин се избегава потреба да 

се тачно раздвоје појединачне ћелије. На основу начињених фотографија, применом 

софтверског пакета Adobe Photoshop CS6 (Adobe Systems Incorporated, San Jose, CA, USA), 

за сваки тумор посебно генерисали смо мозаик. Фотографије добијене на овај начин 

представљале су целокупни пресек туморског ткива који је анализиран применом 

софтвера Image Pro Plus (Image Pro Plus v.6.0.0.206, Media Cybernetics, Inc., Rockville, MD, 

USA). Први корак у анализи слике је корекција слике на основу корекционе слике камере 

уклањањем остатака позадине чије су карактеристике уочене у RGB колор-простору. 

Наиме, чињеница да G компонента позадине на сликама има знатно већу вредност од G 

компоненте самог препарата омогућава одабир погодног прага који обезбеђује прецизно 

раздвајање позадине од самог препарата. Као резултат, добија се монохроматска слика са 

означеним регионом препарата. У другом кораку одредили смо регију од интереса (ROI) 

(зелена линија), тј туморско ткиво у односу на позадину (плави пиксели). Некрозу смо 

квантификовали одабиром нијанси боја које одговарају ткиву захваћеном некрозом. 

Приказани резултати представљали су проценат ткива захваћеног некрозом (црвени 

пиксели) у односу на површину целокупног туморског ткива (жути пиксели). 

 

Испитивана популација 

У студију су укључени ткивни узорци 40 пацијенткиња са инвазивним дукталним 

карциномом дојке које су оперативно лечене (мастектомија) у Клиници за хирургију 
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Клиничког центра Крагујевац, у периоду од 2003 до 2005 а којима је дијагноза 

верификована у Центру за патоанатомску дијагностику Клиничког центра Крагујевац. 

Класификација тумора је учињена према критеријумима UICC (енгл. The Union for 

International Cancer Control)- TNM, а градирање према класификацији WHO (engl. World 

Health Organization). У студију су укључене пацијенткиње са карциномима дојке, који су 

на основу величине класификовани у T2 и T3 стадијум. Сви карциноми дојке су затим 

подељени на две групе: са детектованом и без детектоване некрозе у туморском ткиву. 

Након фиксације и рутинске обраде оперативног ткивног материјала, микроскопском 

анализом H&E обојених препарата постављана је патохистолошка дијагноза, као и 

стандардна имунохистохемијска анализа. 

Поред дијагнозе, микроскопски преглед је укључивао одређивање стандардних и 

нестандардних параметара тј особина тумора. Хистопатолошки извештај садржи податке о 

патолошком стадијуму болести (pTNM) базиран на величини тумора и присуству 

метастаза у регионалним лимфним нодусима, хистолошком типу и степену 

диференцијације тумора, нуклеарном градусу и митотском индексу, присуству стромалне 

мононуклеарне реакције, екстензивне некрозе у тумору, дезмоплазије и перидукталне 

еластозе, постојању лимфне, васкуларне и перинеуралне инвазије, конфигурацији  

туморског руба, стању ресекционих маргина, одсуству или присуству  других патолошких 

лезија и преканцерозних стања у тумору. 

Постоперативно, пацијенткинјње са карциномом дојке, су праћене у оквиру Конзилијума 

за патологију дојке, Клиничког Центра Крагујевац, чиме је одређивана далјља ађувантна 

терапија, обавлјљане прве две године тромесечне, а затим шестомесечне контроле и  на 

којима су у случају релапса болести, отфиниране секундарна и терцијарна терапија. 

Преживлјљаванјње је додатно праћено кроз телефонски контакт са пацијенткињама и 

повремено, увидом у матичну књигу умрлих.  

Искључујући критеријуми за одабир испитаница су старост изнад 65 година, жене којима 

је дијагностикована или су раније лечене од малигне болести, други хистолшки типови 

карцинома дојке, пацијенткинјње са интермедијарним c-erbB-2 потврђеним након 

ретестиранјња имунохистохемијском методом. 
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Имунохистохемијски метод бојења ткивних исечака калупљених у парафин 

Ткиво је 24 часа фиксирано у 10%-тном неутралном, пуферизованом формалину и 

калупљено у парафин. Резови дебљине 4-5 μм, су монтирани на посебне високо 

адхерентне плочице SuperFrost® и сушени на температури од 56ºC у току 1 сата. За 

детекцију ER i PR рецептора примењена су моноклонска хумана антитела (DAKO, 

Denmark) и високо сензитивна, специфична стрептавидин-биотин имунохистохемијска 

метода (LSAB+ / HRP,DAKO, Denmark), у којој је стрептавидин обележен пероксидазом, а 

као хромоген је коришћен 3,3-диаминобензидин. У току бојења, истовремено су тестирани 

и познати негативни и позитивни ткивни узорци, а један ткивни пресек из испитиваног 

парафинског калупа, тестиран је реагенсом који је замењивао примарно антиестрогенско и 

антипрогестеронско антитело. 

Процедура је подразумевала поступке демаскирања антигена, блокирања ендогене 

пероксидазе, инкубирања препарата са примарним антисерумом и поступак извођења IHC 

методе LSAB+/HRP. Nакон депарафинизације и рехидрације ткивних пресека вршено је 

демаскирање антигена одговарајућим поступцима. Формалдехид у току фиксације,  као и 

парафин у току калупљења, изазивају конфигурацијске промене протеина у ткиву 

формирањем интермолекуларних веза. Дуготрајна формалинска фиксација може да 

маскира антигене и умањи ефекат специфичног бојења. Стога се поступком демаскирања 

антигена постиже обнављање примарне конфигурације антигена, уклањањем нежељених 

интермолекуларних веза. Демаскирање антигена вршило се високом температуром у 

микроталасној пећници Molиnex Compact, у 0,1M цитратном пуферу, pH 6,0, na 800W, у 

трајању од 21 минут. Након демаскирања антигена је уследило блокирање ендогене 

пероксидазе, 3% воденим раствором H2О2 у трајању од 10 минута, а затим је наношено 

примарно антитело,са инкубацијом од 1
h
 на собној температури, у влажној комори. 

DAKO LSAB+ kit, у коме је стрептавидин обележен пероксидазом (HRP) или алкалном 

фосфатазом (AP), базира се на обележеној стрептавидин биотин (SAB) методи, али 

користи високо рафинирану авидин-биотин комплексну тростепену технику, у којој 

биотинизирано секундарно антитело реагује са неколико стрептавидинских молекула 

коњугованих пероксидазом. Ради се о екстремно осетљивој  и прилагодљивој IHC методи, 

која је у поређењу са ABC методом сензитивнија чак 8 пута. С обзиром да се у киту налази 
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појачан систем стварања сигнала за детекцију антигена присутних у ниским 

концентрацијама, тј. систем који омогућава повећање интензитета бојења као 

компензацију за низак титар примарног антитела, оптимално разблажење примарног 

антитела је до 20 пута веће него у класичној пероксидаза-антипероксидаза (PAP) техници, 

тј. неколико пута веће него у класичној ABC или SAB техници. 

Поступак извођења LSAB+/HRP састоји се у инкубирању, прво са биотинизираним 

везујућим антителом, а затим са стрептавидином обележеним пероксидазом. Поступак се 

завршава инкубацијом пресека у мешавини супстрат-хромогена (H2O2 и 3-amиno-9-etиl-

karbazol у N,N,-диметилформамиду; AEC+ Substrate-Chromogen kit, Cat. No. K3469, 

DAKO-Denmark), 5 минута на собној температури. 

Као општи растварач антисерума и средство за испирање између различитих корака у току 

имунохистохемијске процедуре бојења коришћен је 0,1M фосфатни пуфер pH 7,4. Nа 

крају исечци су бојени Mayer-овим хематоксилином. 

Имунохистохемијски метод бојења смрзнутих ткивних исечака 

Препарати са замрзнутим исечцима ткива, обележени писачем за стакло, преносили су се 

брзо, да се не би отопили, у расхлађени ацетон (чува се заједно са препаратима у 

замрзивачу на -20°C), где су остављани по 2 минута ради фиксирања. Препарати су 

опрани 3 пута по 5 минута у PBS-у (Phosphate-Buffered Saline-PBS, pH-7.2). Блокирање 

ендогене пероксидазе је извршено десетоминутним потапањем у 0.3% раствор хидрогена 

у PBS-u, а затим су поново испрани 3 пута по 2 минута у PBS-у. Примарна антитела су 

након растварања у PBS-у наношена на исечке. Плочице су инкубиране у влажној комори 

1
h
, на собној температури. Препарати су затим опрани 3 пута по 2 минута у PBS-у и на 

њих су нанешена, предходно растворена у PBS -у, секундарна антитела. Поново је вршена 

инкубација у влажној комори 30 минута на собној температури, а затим је следило 

испирање, 3 пута по 2 минута у PBS -у. Streptavidin-Horseradish Peroxidase, предходно 

припремљен у одговарајућој концентрацији у PBS –у, је у оквиру следећег корака 

наношена на плочице, након чега је поновљена инкубација у влажној комори од 30 минута 

на собној температури и, затим су плочице опране 3 пута по 2 минута у PBS -у. Завршно, 

након наношења припремљеног раствора DAB супстрата (diaminobenzidine tetrachloride/ 
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chromogen substrate) у одговарајућој концентрацији на исечке, плочице су инкубиране 5 

минута у влажној комори на собној температури, или колико је било потребно да се добије 

жељени интензитет боје (ако је реакција успешна, боја се запажа већ после десатак 

секунди). Препарати су испрани 3 пута по 2 минута у дестилованој води и на исечке је 

наношен раствор Mayer-овог  хематоксилина (контрастно или помоћно бојење). Следило 

је поновно испирање водом са чесме, потапање у кисели алкохол 5 минута и испирање 

дестилованом водом. На крају, у киветама растућих концентрација алкохола (95%, 100%) 

препарати су дехидрирани и испирани три пута у ксилолу. Околина ткива на плочицама је 

осушена папирном ватом, након чега је  стављано по кап канада-балзама и исечци су 

прекривани  покровним стаклом. 

Контрола квалитета и специфичности имунохистохемијског бојења  

Сва имунохистохемијска бојења изведена су уз контролу квалитета и специфичности 

бојења, применом позитивних и негативних контрола према стандардним пропозицијама 

UK NEQAS-а (UK National External Quality Assessment for Immunocytochemistry).  

Као позитивна контрола за тестирање датим антителима коришћени су раније вишеструко 

тестирани ткивни узорци и сигурно садрже испитиване антигене. Припремани су на исти 

начин као и испитивани узорци у овом истраживању. Као негативна контрола у току 

имунохистохемијског бојења послужили су узорци ткива третирани индиферентним 

пуфером који нема афинитет везивања за анализиране антигене. 

 

Позитивне контроле за дата антитела 

Estrogene receptor α Карцином дојке 

Progesterone receptor Карцином дојке 
HER2 Карцином дојке 
p53 Protein Карцином дојке 

VEGF Карцином дојке 

CD105 Плацента 

IL33 Кожа 

IL-33R Кожа 
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Име 

антитела 
Произвођач Кат.број Реактивност Клон Разблажење 

IL-33R 
Thermo Scientific, 

Waltham, MA, USA 

PA5-

20077 
Human polyclonal 1:500 

IL-33 

Santa Cruz 

Biotechnology, 

Santa Cruz, CA, 

USA 

sc-98660 
Human 

Mouse 
polyclonal 1:200 

VEGF 

Thermo Scientific, 

Waltham, MA, USA 

RB-9031-

P0 
Human polyclonal 1:100 

Abcam, Cambridge, 

UK 
ab46154 Mouse polyclonal 1:120 

CD105 
Thermo Scientific, 

Waltham, MA, USA 

RB-9291-

R7 
Human polyclonal RTU 

Estrogene 

receptor α 

Dako,Gloustrup, 

Danmark 
IR065760 Human 1D5 RTU 

Progesterone 

receptor 

Dako,Gloustrup, 

Danmark 
IR06861 Human  PgR 636 RTU 

HER2 
Dako,Gloustrup, 

Danmark 
A0485 Human polyclonal 1:1200 

p53 Protein 
Dako,Gloustrup, 

Danmark 
M7001 Human DO-7 1:50 

RTU – Ready To Use 

 

 

 

% имунореактивних једара Интензитет имунореактивног бојења 

0 = нема једарног бојења 0 = нема једарног бојења 

1 = >од 1% обојених једара 1 = слаб интензитет бојења једара 

2 = 1-10% обојених једара  2 = умерен интензитет бојења 

3 = 11-33% обојених једара  3 = веома интензивно бојење 

4 = 34-66% обојених једара  

5 = 67-100% обојених једара  
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HER-2 статус Оцена Присутност мембранске експресије 

негативан 0 Није присутна 

негативан 1+  < или > од 10% ћелија, слабог интензитета, 

дисконтинуирано  

неодређен 

(бордерлине) 

2+  > од 10% ћелија, слабог и умереног 

интензитета, континуирано 

позитиван 3+  <  од 10% ћелија, јаког интензитета, 

континуирано 

 

Очитавање имунохистохемјске експресије IL-33, IL-33R, p53 и VEGF-а у мишијем и 

хуманом ткиву тумора дојке 

Имунохистохемијска експресија p53, VEGF, IL-33 и IL-33R је одређивана 

семиквантитативно од стране два истраживача. Експресија p53 и VEGF-а је 

квантификована само у подручју инвазивног карцинома. Позитивност на p53 протеин је 

очитавана и анализирана на основу Alred скора тј збир појединачних скорова за проценат 

и интензитет бојења туморских ћелија са једарном експресијом овог протеин. Експресија 

VEGF-а је процењивана на основу критеријума за скоровање који су предложили Rydén и 

сардници (248) за интерпретацију овог белега у инвазивном карциному дојке. Очитавано 

је искључиво цитоплазматско бојење туморских ћелија и имуносхистохемијски скор је 

одређиван на основу процента туморских ћелија које су биле позитивне на VEGF. Скала 

за оцењивање експресије се кретала у опсегу од 0 до 5: 0=одсуство имунохистохемијске 

реакције; 1=≤1% позитивних ћелија; 2 = 1–10% позитивних ћелија; 3 = 10–50% позитивних 

ћелија; 4 = 50-90% позитивних ћелија и 5 ≥ 90% позитивних ћелија. Имунохистохемијска 

експресија IL-33 и IL-33R је независно квантификована у туморским и стромалним 

ћелијама и приказивана као проценат позитивних ћелија у односу на укупан број 

еваулираних ћелија. У зависности од израчунате „cut off“ вредности за процентуалну 

заступљеност стромалних ћелија позитивних на IL-33 и IL-33R у односу на некрозу, сви 

тумори су подељени на две групе и анализирани као карциноми са ниском и високом 

експресијом. Проценат имунохистохемијске експресије је одређиван бројањем ћелија у 5 

различитих микроскопских поља на увеличању x400. 
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Еваулација микроваскуларне густине (MVD) у карциномомима хуманог порекла 

Микроваскуларна густина (MVD) је процењивана имунохистохемијском методом, 

применом анти-CD105 антитела и употребом светлосног микроскопа (Axioskop 40, Carl 

Zeiss, Oberkochen, Baden-Württemberg, Germany). Појединачне ендотелне ћелије или 

кластери позитивни на CD105 детектовани су као крвни судови. Присуство крвних ћелија 

или фибрина без детектованих ендотелних ћелија нису анализирани као микроваскуларни 

елементи као ни крвни судови са мишићним зидом. Све плочице су првобитно 

анализиране на микроскопским увеличањима 40x и 100x. На овај начин су одређивана три 

„жаришта“ (енг. „hot spots“) тј. поља са највећом микроваскуларном концентрацијом, а 

затим су ова поља фотографисана на 200x увеличању применом дигиталне камере 

(Axiocam ICc1, Carl Zeiss, Oberkochen, Baden-Württemberg, Germany). Независно, два 

истраживача су применом софтвера (AxioVision v.4.8.2.0, Carl Zeiss Microscopy GmbH, 

München, Germany) спровела анализу генерисаних фотографија и утврдили број 

микроваскуларних структура у претходно одабрана три „жаришта“. MVD 

(микроваскуларне структуре/HPF) је израчунавана према критеријумима које су поставили 

Weidner и сарадници (249) тј као средња вредност појединачних MVD у три одабрана 

микроскопска фокуса. 

Прогностички индекси у хуманом карциному дојке 

Nottingham-ov прогностички индекс 

Публикован је 1982.године (250) а допуњен 10 година касније (250) након чега је у већини 

установа ушао у праксу као рутински одређиван прогностички фактор.
 
Израчунава се 

преко формуле: 

NPI = 0,2 x величина тумора(cm) + градус(1-3) + нодални статус (1-3) 

Код хистолошког градуса, добра диференцијација  тумора добија 1 бод, средња 2 и слаба 3 

бода. Нодални статус се такође класификује у три групе; прва група је без метастаза у 

лимфним чворовима (1 бод), 2 добијају ако је захваћено од 1-3 нодуса, а 3 ако су 

метастатски депозити присутни у више од 4 лимфна нодуса. Добијене вредности се 

распоређују у три прогностичке групе; добру (скор мањи од 3,4) интермедијерну (3,4-5,4) 

и лошу (скор већи од 5,4). Што је NPI већи, утолико је прогноза лошија (251). 
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Имунохистохемијски прогностички индекс 

У новије време, као резултат имунохистохемијске детекције и мерења експресије, 

различити онкогени, сами или у комбинацији са другим факторима, користе се за 

формирање IHPI (252). Формира се на следећи начин: сваком p53 или HER-2 позитивном 

тумору се додељује 1 бод, а  негативним туморима приписује се 0. Тумори са експресијом 

естрогених и прогестеронских рецептора добијају 0 бодова, а без ове експресије 1. На тај 

начин тумори могу добити од 0-4 поена, и према њиховом броју сврставају се у 3 

прогностичке групе: прва група је са добром прогнозом (0-1 бод ), друга са 

интермедијерном (2) и трећа група са лошом прогнозом (3-4).  

Снага студије и величина узорка 

Снага студије за истраживање на мишевима је израчунавана на основу студије Јовановића 

и сарадника (246) где је као примарна зависна исходишна варијабла узета експресија 

CD31, а као примарни независни узрочни фактор – апликација рекомбинатног IL-33. 

Експресија CD31 је приказана као број ендотелних ћелија у примарном тумору 

(нумеричка континуирана варијабла) тако да је претпостављена статистички значајна 

корелација ова два параметра слабе до умерене јачине, ради добијања што већег узорка. 

Средња вредност броја ендотелних ћелија позитивних на CD31 у групи која је третирана 

рекомбинантним IL-33 била је 30,80 ± 30%, а код групе која није третирана IL-33 10,57 ± 

30%. За израчунавање величине узорка користили смо двострани независни t тест, жељену 

снагу студије 1-β=0,99 (99%), вероватноћу грешке I типа (α) 0,05 i претпоставку да ће обе 

групе садржати подједнак број експерименталних животиња. На основу задатих 

параметара израчунали смо да је неопходно да укупан узорак садржи 14 

експерименталних животиња, односно по 7 у свакој групи (n1 = n2 = 6,0491 ≈ 7). 

Прорачун величине узорка је заснован на претпоставци да постоји повезаност између 

некрозе и експресије IL-33 у туморском ткиву. Као примарна, зависна исходишна 

варијабла је узета експресија IL-33, а као примарни независни, узрочни фактор – 

присуство некрозе у туморском ткиву. Вредности експресије се изражавају у процентима 

(нумеричка континуирана варијабла) тако да је, на основу досадашњих студија, 

претпостављена статистички значајна корелација ова два параметра слабе до умерене 

јачине, ради добијања што већег узорка (што је мања корелација, потребан је већи узорак). 
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Величина узорка ће бити израчуната на основу разлике у експресији IL-33 у туморским 

ћелијама у зависности од хистолошког градуса инвазивног дукталног карцинома дојке, 

приказаној у студији Liu и сарадника (253), где је средња вредност процентуалне 

експресије туморског IL-33 у групи карцинома са хистолошким градусом I и II била 87,33 

± 18,70, а код градуса III била је 58,64 ± 41,96. За израчунавање величине узорка узето је 

да ће се користити двострани независни t-тест, да је жељена снага студије 1-β=0,80 (80%), 

вероватноћа грешке I типа (α) 0,027 и да обе групе имају подједнак број испитаница. 

Применом комерцијалног програма G*Power v.3.0.10 утврдили смо да је за за дате 

критеријуме неопходан узорак од 42 испитанице, односно 21 болесница по групи (n1 = n2 = 

20,62275 ≈ 21). 

Статистичка обрада података 

Статистичка обрада резултата извршена је помоћу комерцијалног програмског пакета 

ЅPЅЅ (SPSS v.20.0, ЅPЅЅ Inc., Chicago, IL). У анализи добијених резултата најпре је 

коришћена дескриптивна статистика за опис општих карактеристика узорка: апсолутни 

бројеви и пропорције (фреквенције, проценти), мере централне тенденције (аритметичке 

средине) и мере варијабилитета (стандардна девијација). Нормалност расподеле 

евалуирана је тестом Kolmogorov-Smirnov. За поређење средњих вредности променљиве 

двеју популација коришћен је независни t тест и Mann-Whitney-јев тест. За поређење 

средњих вредности променљиве више популација коришћена је анализа варијанси 

(ANOVA) и Kruskal-Wallis-ов тест. Испитивање зависности две описне променљиве 

реализовано је помоћу χ
2
 теста и Fisher-овог теста. Зависности две нумеричке променљиве 

испитивана је помоћу Pirson-овог и Spearman-овог коефицијента корелације. Испитивање 

утицаја више променљивих на бинарну променљиву урађено је помоћу мултиваријантне 

бинарне логистичке регресије. Могућност да нека променљива буде маркер испитивана је 

помоћу криве оперативне карактеристике примаоца (енгл. Receiver operating characteristic 

curve, ROC curve), при чему су, за погодно утврђен cut-off, одређивани сензитивност и 

специфичност. Одређивањем сензитивности и специфичности теста за поједине онкогене 

дат је ниво поузданости ових анализа. Процена функције преживљавања је утврђена 

методом Kaplan-Meier-a, а Log-rank тест је коришћен за поређење скала. Статистичке 

анализе су урађене са интервалом поверења од 95%. За статистички  значајну разлику у 
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добијеним вредностима сматра се када је p<0,05, док је статистички веома значајна 

разлика када је p<0,01.  
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РЕЗУЛТАТИ 

 

Делеција гена за IL-33R успорава раст примарног 4T1 тумора и повећава поље 

туморске некрозе 

 

Ћелије из културе 4T1 тумора (5x10
4
) су убризгане у четврту млечну жлезду IL-33R

-/-
 и IL-

33R
+/+ 

BALB/c мишева, а појављивање тумора је дневно праћено палпацијом. Након појаве 

палпабилног тумора мерен је његов раст док су пречник, маса тумора као и укупан 

волумен одеђивани 29-ог и 36-ог дана експеримента, односно приликом жртвовања 

животиња. 

Код IL-33R
-/-

 мишева палпабилни тумор се појављује касније, тако да је средња вредност 

времена протеклог од инокулације туморских ћелија до појаве палпабилног тумора 

значајно већа код IL-33R
-/-

 него код IL-33R
+/+

 мишева (Графикон 1).  

 

 

 

Графикон 1. Одсуство гена за IL-33R успорава појаву палпабилног тумора. IL-33R
-/-

 (n=24) и IL-33R
+/+

 

(n=24) мишевима су тумори индуковани апликацијом ћелијске линије 4T1 BALB/c мишијег карцинома 

дојке. Малигне ћелије 4T1 (5x10
4
) су ресуспендоване у 50μl PBS-а и директно убризгане у масно јастуче 4. 

млечне жлезде мишице. Појава тумора је утврђивана свакодневном палпацијом код сваког миша 

појединачно. Време потребно да се код IL-33
-/-

 мишева појави палпабилни тумор је продужено у односу на 

мишеве који експримирају IL-33R (6,5 ± 0,6 vs. 8,4 ± 0,4 дана; p<0,05). Резултат је приказан као аритметичка 

средина ± SEM. Статистичка значајност је одређивана Students’ T тестом.  
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Графикон 2. Делеција гена за IL-33R успорава раст примарног тумора код мишева. Након појаве 

палпабилног тумора, пречник тумора је одређиван свакодневим мерењем нонијусом код IL33
-/-

 (n=24) и 

IL33
+/+

 (n=24) мишева. Просечна вредност пречника тумора код IL-33R
+/+

 мишева је током мерења била већа 

али је статистички значајна разлика утврђена 36. дана након инокулације (9,81 ± 0,63 vs. 12,68 ± 0,59; 

p<0,05). Резултат је приказан као аритметичка средина ± SEM. Статистичка значајност је одређивана 

Students’ T тестом. 

Мерењем различитих параметара величине тумора (пречник, запремина и маса) и 

применом Mann Whitney-јевог теста утврдили смо да постој статистички значајна разлика 

у величини тумора између IL-33R
-/-

 и IL-33R
+/+

 мишева, који су жртвовани 36-ог дана. 

Пречник тумора након екстирпације, је већи у IL-33R
+/+

 мишева (16,45 ± 1,34) у односу на 

IL-33R
-/-

 (11,77 ± 1,78) (p=0,0001) (Графикон 3А). Показана је и статистички значајна 

разлика између пречника тумора у групи IL-33R
+/+

 мишева који су жртвовани 29-ог (9,88 ± 

1,22) и 36-ог дана (16,45 ± 1,34) (p=0,0002) (Графикон 3А). У групи IL-33R
-/-

 мишева 

нисмо забележили ову разлику (p>0,05) (Графикон 3А).  

Запремина тумора након екстирпације, 36. дана експеримента, је већа у IL-33R
+/+

 мишева 

(571,05
 
± 112,11) у односу на IL-33R

-/-
 (278,30

 
± 91,41) (p=0,0002) (Графикон 3Б).  

Забележен је статистички значајан пораст у запремини примарног тумора у групи IL-

33R
+/+

 мишева од 29. до 36. дана експеримента (154,56
 
± 38,13 vs. 571,05

 
± 112,11; 

p=0,0006), али не и у групи IL-33R
-/-

 мишева (p>0,05) (Графикон 3Б). 
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Маса тумора након екстирпације, је већа у IL-33R
+/+

 мишева (1,19 ± 0,23) у односу на IL-

33R
-/-

 (0,52 ± 0,16) (p=0,0006) (Графикон 3В).  

Забележен је статистички значајан пораст у маси примарног тумора у групи IL-33R
+/+

 

мишева од 29. до 36. дана експеримента (0,34 ± 0,10 vs. 1,19 ± 0,23; p=0,0003), али не и у 

групи IL-33R
-/-

 мишева (p>0,05) (Графикон 3Б) 

Применом Mann Whitney-јевог теста утврдили смо да постоји статистички значајна 

разлика у средњој вредности процентуалне заступљености некрозе између IL-33R
-/- 

(33,49 

± 1,96) и IL-33R
+/+

 мишева (24,81 ± 3,1) (p=0,027), жртвованих 36-ог дана (Графикон 3Г). 

Такође, утврдили смо статистички значајну разлику у некрозу у групи IL-33R
-/-

 између 

мишева који су жртвовани 29-ог (19,54 ± 4,26) и 36-ог (33,49 ± 1,96) дана (p=0,010) 

(Графикон 3Г). Иста статистички значајна разлика је примећена и у групи IL-33R
+/+

 

мишева који су жртвовани 29-ог (16,91 ± 1,95) и 36-ог дана (24,81 ± 3,1) (p=0,040) 

(Графикон 3Г). Међутим, разлика  између средњих вредности у процентуалној 

заступљености некрозе у туморском ткиву је била знатно већа у групи IL-33R
-/-

 (13,95%) у 

односу на групу IL-33R
+/+

 мишева (7,9%) (Графикон 3Г). 
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Графикон 3. Делеција гена за IL-33R успорава раст примарног тумора и појачава некрозу у 4T1 

индукованом тумору дојке.  IL-33
-/-

 (n=24) и IL-33R
+/+

 (n=24) мишеви су жртвовани 29-ог и 36-ог дана 

након инокуације. А. Након екстирпације тумора, нонијусом је мерен највећи пречник тумора. Средња 

вредност пречника тумора је била значајно већа код IL-33R
+/+

 мишева 36-ог дана (p=0,0001).  Ова разлика 

није утврђена након жртвовања мишева 29-ог дана (p>0,050). Код IL-33R
+/+

 мишева забележена је и 

статистички значајна разлика у пречнику тумора између мишева који су жртвовани 29-ог и 36-ог дана 

(p=0,0002) супротно групи IL-33R
-/-

 мишева (p>0,05). Б. Запремина тумора је одређивана применом формуле 

L x W
2
/2, где L представља највећи а W најмањи пречник тумора. Средња вредност запремине тумора је била 

значајно већа код IL-33R
+/+

 мишева 36-ог дана (p=0,0002).  Ова разлика није утврђена након жртвовања 

мишева 29-ог дана (p>0,05). Код IL-33R
+/+

 мишева забележена је и статистички значајна разлика у 

запремини тумора између мишева који су жртвовани 29-ог и 36-ог дана (p=0,0006) супротно групи IL-33R
-/-

 

мишева (p>0,05). В. Маса тумора је одређивана применом аналитичке ваге. У складу са другим параметрима 

величине тумора, просечна маса тумора је била значајно већа код IL-33R
+/+

 мишева 36-ог дана (p=0,0006). 

Ова разлика није утврђена након жртвовања мишева 29-ог дана (p>0,05). Код IL-33R
+/+

 мишева забележена 

је и статистички значајна разлика у маси тумора између мишева који су жртвовани 29-ог и 36-ог дана 

(p=0,0003), што није регистровано у групи IL-33R
-/-

 мишева (p>0,05). Г. Средња вредност процентуалне 

захваћености туморског ткива некрозом је била значајно већа код IL-33R
-/-

 мишева 36-ог дана (p=0,027). Ова 

разлика није утврђена након жртвовања мишева 29-ог дана (p>0,05). Такође, у обе групе мишева забележена 

је и статистички значајна разлика у туморској некрози између мишева који су жртвовани 29-ог и 36-ог дана 

(IL-33R
-/-

 p=0,010; IL-33R
+/+

 p=0,040). Резултат је приказан као аритметичка средина ± SEM. Статистичка 

значајност је одређивана Students’ T тестом. 
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Слика 1: Одсуство гена за IL-33R је праћен мањим примарним тумором уз значајно повећање 

туморске некрозе. IL-33
-/-

 (n=24) и IL-33R
+/+

 (n=24) мишеви су жртвовани 29-ог и 36-ог дана након 

инокуације. Ткивни пресеци индукованих тумора дојке бојених H&E су фотографисани појединачним 

фотографијама у маниру „црва“ применом микроскопског увећања 200x. На основу начињених фотографија, 

применом софтверског пакета Adobe Photoshop CS6, за сваки тумор посебно генерисан је мозаик. 

Фотографије добијене на овај начин представљале су целокупни пресек туморског ткива који је даље 

анализиран применом софтверског пакета Image Pro Plus (v. 6.0.0.206). У првом кораку одређивана је регија 

од интереса (ROI), тј туморско ткиво у односу на позадину. Некроза у примарном карциному дојке (црвени 

пиксели) је квантификована одабиром нијанси боја које одговарају ткиву захваћеном некрозом и приказана 

као процентуална вредност у односу на укупну површину туморског ткива (ROI). 

 

Присуство некрозе у примарном тумору је детектовано микроскопском анализом ткивних 

пресека примарног тумора, бојених хематоксилин-еозин методом, након жртвовања 
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животиња 29-ог и 36-ог дана експеримента. Насупрот споријем расту примарних тумора 

код IL-33R
-/-

 мишева, код IL-33R
+/+

 животиња смо забележили бржи раст тумора и мање 

поље некрозе у туморском ткиву (Графикон 2, Слика 1). 

Спорији раст тумора код IL-33R
-/- 

мишева праћен значајно већим степеном туморске 

некрозе у односу на туморе индуковане у IL-33R
+/+

 животиња. 

Даљом статистичком анализом испитали смо повезаност између параметара величине 

тумора и процента некрозом захваћеног туморског ткива. Прво смо испитали повезаност 

некрозе и дијаметра тумора на целокупном узорку (код IL-33R
-/-

 и IL-33R
+/+

 мишева 

жртвованих 29-ог и 36-ог дана експеримента). Применом Speraman-овог коефицијента 

корелације утврдили смо јаку позитивну корелацију између пречника тумора и процента 

некрозе у карциномима дојке (r=0,554; p=0,003) (Графикон 4A).  

А 

 

Б 

 
В 

 
 

Графикон 4. Повезаност величине тумора и некрозе у 4Т1 индукованом тумору дојке. Анализом 

параметара величине тумора, на целом узорку (n=48), утврђена је  статистички значајна позитивна 

корелација између пречника (r=0,554; p=0,003), масе (r=0,514; p=0,006) и запремине тумора (r=0,474; 

p=0,012) са процентуалном заступљеношћу некрозе у примарнoм 4Т1 тумору дојке. Статистичка значајност 

је одређивана применом Sperman-овог коефицијента корелације. 
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Анализа повезаности величине некрозе и масе тумора је показала јаку позитивну 

корелацију (r=0,514; p=0,006) (Графикон 4Б). Такође, применом Sperman-овог 

коефицијента корелације доказали смо и јаку позитивну корелацију између запремине 

тумора и некрозе (r=0,474; p=0,012) (Графикон 4В). Након што смо утврдили природу 

повезаности између величине тумора и некрозе, желели смо да испитамо природу ове везе 

у различитим групама мишева, жртвованих 29-ог и 36-ог дана експеримента. Као 

најобјективнији параметар величине тумора анализирали смо масу тумора.  
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Графикон 5. Величина тумора је у позитивној корелацији са некрозом у примарном 4Т1 тумору дојке 

код IL-33R
-/-

 али не и код IL-33R
+/+

 мишева. A. Маса тумора је у позитивној корелацији са некрозом у 

групи IL-33R
-/ 

мишева жртвованих 29 дана након инокулације (r=0,643; p<0,0001). Б. У групи IL-33
+/+

 ова 

повезаност није статистички значајна (r=0,214; p=0,274). В. Код IL-33R
-/-

 мишева жртвованих 36.дана од 

инокулације постоји статистички значајна позитивна корелација између масе тумора и некрозе (r=0,821; 

p<0,0001). Г. У групи IL-33
+/+

 ова повезаност није статистички значајна (r=-0,086; p=0,690). Идентични 

резултати су добијени и анализом односа осталих параметара величине примарног тумора (највећи пречник 

и запремина) и некрозе. Подаци нису приказани. Статистичка значајност је одређивана применом Sperman-

овог или Pearson-овог коефицијента корелације, у зависности од природе расподеле података. 
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Применом Sperman-овог коефицијента корелације утврдили смо статистички значајну, 

јаку, позитивну корелацију између испитиваних параметара у групи IL-33R
-/-

 мишева, 

жртвованих 29-ог дана експеримента (r=0,643; p<0,0001) (Графикон 5А). У IL-33R
+/+

 групи 

мишева ова повезаност није била статистички значајна (r=0,214; p=0,274) (Графикон 5Б). 

Исту статистику применили смо и на мишеве који су жртвовани 36-ог дана експеримента. 

Испитујући природу везе између масе тумора и некрозе, у обе групе мишева, применом 

Spearman-овог коефицијента корелације утврдили смо статистички значајну, јаку 

позитивну корелацију у групи IL-33R
-/-

 (r=0,821; p<0,0001) (Графикон 5В) мишева али не и 

у групи IL-33R
+/+

 мишева (r=-0,086; p=0,690) (Графикон 5Г). 

 

Експресија IL-33 у туморским ћелијама корелира са величином тумора код IL-33R
+/+

 

али не и код IL-33R
-/- 

мишева 

У циљу праћења динамике експресије IL-33 у туморском ткиву кроз време IL-33R
+/+

 и IL-

33R
-/-

 мишева, мишеви су жртвовани сваког трећег дана након појаве палпабилног тумора. 

Екпресија IL-33 је одређивана имунохистохемијским бојењем ткивних пресека смрзнутог 

туморског ткива. Експресија IL-33 показује временски зависно повећање код IL-33R
+/+

 

мишева. Насупрот овоме, код IL-33R
-/-

 мишева нисмо забележили повећање експресије IL-

33 током периода праћења од 12 дана, што је указало на механизам позитивне повратне 

спреге IL-33/IL-33R осовине (Графикон 6А). Поред овога, експресија IL-33 у туморским 

ћелијама је била значајно већа код  IL-33R
+/+

 мишева у односу на IL-33R
-/-

 (Mann Whitney-

јев test, p=0,022) (Графикон 6Б, Слика 2). Желели смо да знамо након ког дана од појаве 

палпабилног тумора настаје значајна разлика у имунохистохемијској екпресији IL-33 у 

4T1 туморским ћелијама код WТ мишева. Мишеве смо груписали у оне који су жртвовани 

до седмог и од осмог дана од појаве палпабилног тумора. Применом Mann Whitney-јевог 

теста утврдили смо статистички значајну разлику између ове две групе мишева (p=0,001) 

(Графикон 6В). У групи IL-33R
-/-

 мишева није било разлике у експресији IL-33 (p>0,05). 

Имунохистохемијском анализом смо показали да у групи IL-33R
+/+

 мишева постоји јака 

позитивна корелација између величине тумора (пречник, запремина, маса) и експресије 

IL-33. Применом Sperman-овог коефицијента корелације утврдили смо средње јаку, 
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позитивну корелацију између масе тумора и експресије IL-33 у туморским ћелијама 4T1 

индукованог тумора дојке (r=0,462; p=0,023) (Графикон 7А). Корелација није нађена у 

групи IL-33R
-/-

 мишева (p>0,05) (Графикон 7Б). 

А 

 

 

Б 

 

В 

 

 

 

Графикон 6. Експресија IL-33 у туморским ћелијама 4Т1 карцинома дојке је значајно мања код IL-33
-

/-
 мишева. А. Временска зависност и разлика у експресији IL-33 у туморском ткиву између IL-33R

+/+
 и IL-

33R
-/-

 групе, је утврђивана тако што су мишеви жртвовани сваког трећег дана након појаве палпабилног 

тумора а затим је, имуноихистохемијском методом, на ткивним пресецима смрзнутог туморског ткива 

одређивана експресија IL-33. Експресија IL-33 показује временски зависно повећање код IL-33
+/+ 

 мишева. 

Насупрот овоме, код IL-33R
-/-

 мишева није забележено повећање експресије IL-33 током периода праћења од 

12 дана (
*
p=0,019, 

**
p=0,003). Б. Проценат позитивних туморских ћелија на IL-33 је статситички значајно 

већи у групи IL-33R
+/+

 мишева (p=0,022). Статистичка значајност је одређивана применом Mann Whitney-

jevog теста. В. У групи IL-33R
+/+

 мишева постоји значајна разлика у средњој вредности позитивних 

туморских ћелија између мишева који су жртвовани до или после 7 дана од појаве палпабилног тумора 

(p=0,001). Статистичка значајност је одређивана применом Mann Whitney-jevog теста.  
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A 

 

Б 

 

 

 

Графикон 7. Експресија IL-33 у туморским ћелијама 4T1 тумора дојке позитивно корелира са 

величином тумора, код IL-33R
+/+

 мишева. А. Mасa тумора и експресијa IL-33 у туморским ћелијама 4T1 

тумора дојке позитивно корелирају код IL-33R
+/+

 мишева (r=0,462; p=0,023). Б. Не постоји значајна 

корелација масе тумора и експресије IL-33 у туморским ћелијама IL-33R
-/-

 мишева (p>0,05). Идентични 

резултати су добијени и анализом повезаности експресије IL-33 и других параметара величине тумора 

(највећи пречник и запремина). Подаци нису приказани. Статистичка значајност је одређивана применом 

Sperman-овог коефицијента корелације. 

 

 

 
Слика 2. Експресија IL-33 и VEGF-а у туморским ћелијама 4Т1 индукованог карцинома дојке у IL-

33R
-/-

 и IL-33R
+/+

 мишева. Микроскопском анализом H&E бојених препарата (горњи панел) уочава се већи 

тепен некрозе у туморима индукованих у IL-33R
-/-

 мишева (оригинално увећање x100, референта линија 

200μm). Процентуална заступљеност туморских ћелија позитивних на IL-33 (средњи панел) и VEGF (доњи 

панел) као и интензитет бојења  је знатно већи у туморима IL-33R
+/+

 мишева (оригинално увећање x200, 

референта линија 100μm).  
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Експресија IL-33 и VEGF-а је у негативној корелацији са туморском некрозом 

 

У наставку истраживања анализирали смо експресију VEGF-а у туморском ткиву. 

Експресија VEGF-а је процењивана на основу критеријума за скоровање који су 

предложили Rydén и сардници (49) за интерпретацију овог белега у инвазивном 

карциному дојке. Очитавано је искључиво цитоплазматско бојење туморских ћелија и 

имуносхистохемијски скор је одређиван на основу процента туморских ћелија које су биле 

позитивне на VEGF. Скала за оцењивање експресије се кретала у опсегу од 0 до 5: 

0=одсуство имунохистохемијске реакције; 1=≤1% позитивних ћелија; 2  = 1–10% 

позитивних ћелија; 3 = 10–50% позитивних ћелија; 4 = 50-90% позитивних ћелија и 5 ≥ 90% 

позитивних ћелија. 

Mann Whitney-јевим тестом смо утврдили да делеција IL-33R смањује експресију VEGF-а 

у туморским ћелијама и разлика је статистички значајна 29-ог дана (3,21±0,53) након 

инокулације у поређењу са IL-33R
+/+

 мишевима (4,86 ± 0,60) (p=0,05) (Графикон 8А, 

Слика 2). У групи IL-33R
+/+

  мишева, просечна екпресија VEGF скора је била статистички 

значајно мања код мишева жртвованих 36-ог (2,99 ± 0,57) у односу на 29-ти дан (4,86 ± 

0,60) (p=0,032) (Графикон 8А).  

Када смо упоредили експресију IL-33 и VEGF-а и поље некрозе у примарном тумору 

дојке, показали смо да је експресија IL-33 у негативној корелацији са туморском некрозом, 

36-ог дана након инокулације тумора, код IL-33R
+/+

 животиња (Sperman-ов коефицијент 

корелације, r=-0,574; p=0,007) (Графикон 8Б). У складу са овим податком, VEGF скор је 

такође у негативној корелацији са туморском некрозом 36-ог дана након инокулације 

тумора у IL-33R
+/+

 мишева (Sperman-ов коефицијент корелације, r=-0,750; p<0,0001) 

(Графикон 8В). Овај феномен није потврђен у групи IL-33R
-/-

 мишева (p>0,05). Коначно, 

експресија IL-33 је у позитивној корелацији са VEGF скором у туморским ћелијама у IL-

33R
+/+

 мишева (Sperman-ов коефицијент корелације, r=0,512; p=0,018) (Графикон 8Г). 

IL-33R
+/+

 мишеве смо поделили на две групе: без и са детектованим некротичним пољима 

у туморском ткиву и анализирали смо експресију IL-33 и VEGF-а. Експресија IL-33 била 

је значајно већа у туморима без некротичних поља(24,17 ± 4,52 vs. 41,11 ± 4,23) (p=0,012) 
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(Графикон 9А). И експресија VEGF-а је била значајно већа у туморима са детектабилном 

некрозом (2,5 ± 0,29 vs. 3,47 ± 0,48) (p=0,037) (Графикон 9Б).  

А 

 

Б 

 

 

В 

 

Г 

 
 

Графикон 8. Експресија VEGF-a у туморским ћелијама 4Т1 карцинома дојке је значајно мања код IL-

33R
-/-

 мишева. A. Делеција IL-33R смањује експресију VEGF-а у туморским ћелијама и разлика је 

статистички значајна 29-ог дана након инокулације у поређењу са IL-33R
+/+

 мишевима (p=0,05). У групи IL-

33R
+/+

 мишева, средња вредност VEGF скора је статистички значајно мања код мишева жртвованих 36-ог у 

односу на 29-ти дан (p=0,032). Резултат је приказан као аритметичка средина ± SEM. Статистичка значајност 

је анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста. Б. Код IL-33R
+/+

 животиња, 36-ог дана од инокулације 

регистрована је статистички значајна негативна корелација између експресије IL-33 и туморске некрозе (r=-

0,574; p=0,007). В. У групи IL-33R
+/+

,VEGF скор је у негативној корелацији са туморском некрозом 36-ог 

дана након инокулације. Г. Експресија IL-33 је у позитивној корелацији са VEGF скором у туморским 

ћелијама у IL-33R
+/+

 мишева (r=0,512; p=0,018). Статистичка значајност је анализирана применом Sperman-

овог коефицијента корелације. 
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Графикон 9. Туморска некроза негативно корелира са експресијом IL-33 и VEGF-а у туморским 

ћелијама 4T1 индукованог карцинома дојке у IL-33R
+/+ 

мишева. Након екстирпације и микроскопске 

анализе ткивних пресека туморског ткива узетог од IL-33R
+/+

 мишева, тумори су подељени на групу са и без 

детектоване некрозе. А. Поређењем експресије IL-33 у туморским ћелијама 4T1 индукованог тумора код IL-

33R
+/+

 мишева утврђена је повећана експресија овог белега у туморима без некротичних поља (p=0,012). Б. 

Тумори без микроскопски детектоване некрозе показују заначајно већу експресију VEGF-а (p=0,037). 

Резултат је приказан као аритметичка средина ± SEM. Статистичка значајност је анализирана применом 

Маnn Whitney-јевог теста. 

 

Експресија IL33, IL-33R и VEGF-а је у инверзној корелацији са некрозом у хуманом 

карциному дојке 

 

Са циљем утвеђивања релевантности екперименталних података добијених на мишевима 

проучавали смо експресију IL-33, IL-33R и VEGF-а и MVD у туморским ћелијама 40 

пацијенткиња код којих је дијагнистификован инвазивни дуктални карцином дојке. 

Демографске карактеристике пацијенткиња су приказане у табели 1.  

Како бисмо испитали разлику у експресији IL-33, IL-33R и VEGF-а у зависности од 

некрозе све пацијенткиње смо поделили на две групе у зависности од присуства (n=20) 

или одсуства (n=20) некротичних поља у ткиву карцинома дојке (254) (Слика 3). Између 

испитиваних група није било разлике у старости, величини и стадијуму тумора према 

AJCC класификацији (Табела 1). 
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  Некроза  

ВАРИЈАБЛА 
 

ОДСУТНА ПРИСУТНА p 

Анализирани тумори 
 

20 (50,.0%) 20 (50,0%) 
 

Старост  
 

56,7 ± 2,23 58,1 ± 2,56 0,704
**

 

Дијаметар тумора 
 

27,7 ± 1,71 36,3 ± 3,07 0,126
**

 

Клинички стадијум (AJCC) 
I+II 14 (58,3%) 10 (41,7%) 

0,333
*
 

III 6 (37,5%) 10 (62,5%) 

 

χ
2 
тест

*
 

Mann Whitney-јев тест
** 

 

    

 

Табела 1. Клиничко-патолошке карактеристике испитаника. Студија обухвата 40 пацијенткиња са 

инвазивним дукталним карциномом дојке које су категорисане у групу без (n=20) и са (n=20) детектованом 

некрозом у туморском ткиву. Није утврђена статистички значајна разлика у животној доби, величини и Т 

стадијуму тумора према AJCC препорукама (p>0,05). Статистичка значајност је тестирана χ2 и Mann 

Whitney-јевим тестом. 

Анализирали смо експресију IL-33, IL-33R и VEGF у туморским ћелијама карцинома дојке 

у ове две групе пацијената. Репрезентативне слике имунохистохемијског бојења ткивних 

пресека карцинома дојке за ове маркере су приказане на слици 3.  

Применом Student-овог t теста утврдили смо да постоји статистички значајна разлика у 

експресији IL-33 и IL-33R у туморским ћелијама карцинома дојке у којима је детектована 

некроза. Средња вредност експресије IL-33 је била већа у групи тумора без некрозе (13,11 

± 3,73) у односу на групу тумора са некрозом (9,02 ± 3,15) (p=0,05) (Графикон 10А, Слика 

3). Такође, експресија IL-33R је била већа у истој групи тумора (15,55 ± 2,47 vs. 43,2 5± 

5,24) (p<0,0001) (Графикон 10Б, Слика 3).Слично томе, експресија VEGF-а у туморским 

ћелијама је била мања у туморима у којима је детектована некроза (2,88 ± 0,35 vs. 3,61 ± 

0,22) (p=0,015) (Графикон 10В, Слика 3). Анализом односа експресије истих маркера 

(Sperman-овим коефицијентом корелације) утврдили смо позитивну корелацију 

имунохистохемијске експресије IL-33 (r=0,375; p=0,017), односно IL-33R (r=0,292; 

p=0,038) са експресијом VEGF-а у туморским ћелијама карцинома дојке (Графикон 10Г и 

Д). 
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Слика 3. Разлика у експресији IL-33, IL-33R и VEGF-а у зависности од присуства некротичних поља у 

ткиву карцинома дојке. Репрезентативне микрофотографије ткивних пресека хуманог карцинома дојке, 

бојених стандардном H&Е методом. Пацијенти су класификовани у две групе у зависности од присуства 

(n=20) или одсуства (n=20) некротичних поља (оригинално увећање x100, референтна линија 200μm; 

оригинално увећање x200, референтна линија x100μm) (горњи панел). Проценат туморских ћелија 

позитивних на IL-33 (горњи-средњи панел), IL-33R (доњи-средњи панел) и VEGF (доњи панел) као и 

интензитет бојења је значајно већи у карциномима дојке у којима није детектована некроза (оригинално 

увећање x100, референтна линија 200μm; оригинално увећање x200, референтна линија x100μm) 
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Графикон 10. Некроза негативно корелира са експресијом IL-33, IL-33R и VEGF-a у туморским 

ћелијама хуманог карцинома дојке. А. Средња вредност процентуалне заступљености IL-33 позитивних 

ћелија је статстички значајно већа у групи тумора без некрозе у односу на туморе у којима су 

микроскопском анализом утврђена поља некрозе (p=0,05). Б. Експресија IL-33R је статистички значајно већа 

у истој групи тумора (p<0,0001). В. Имунохистохемијска анализа екпресије VEGF-а показала је значајно 

већу вредност скора у групи тумора без некрозе у односу на туморе са некрозом (p=0,015). Резултат је 

приказан као аритметичка средина ± SEM. Статистичка значајност је анализирана применом Маnn Whitney-

јевог теста. Г. Постоји позитивна корелација имунохистохемијске експресије IL-33 (r=0,375; p=0,017) и Д. 

IL-33R (r=0,292; p=0,038) са експресијом VEGF-а у туморским ћелијама карцинома дојке. Статистичка 

значајност је анализирана применом Sperman-овог коефицијента корелације. 
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VEGF је у позитивној корелацији са MVD у перинекротичном рубу хуманог 

карцинома дојке 

Микроваскуларна густина (MVD) је анализирана имунохистохемијском методом, 

применом анти-CD105 антитела и употребом светлосног микроскопа (Axioskop 40, Carl 

Zeiss, Oberkochen, Baden-Württemberg, Germany) (Слика 4). Појединачне ендотелне ћелије 

или кластери позитивни на CD105 детектовани су као крвни судови. Присуство крвних 

ћелија или фибрина без ендотелних ћелија није детектовано као микроваскуларни елемент 

као ни крвни судови са мишићним зидом. Сви ткивни исечци су првобитно анализирани 

на микроскопским увеличањима 40x и 100x. На овај начин су одређивана три „жаришта“ 

(енг. „hot spots“) тј. поља са највећом микроваскуларном концентрацијом, а затим су ова 

поља фотографисана на 200x увеличању применом дигиталне камере (Axiocam ICc1, Carl 

Zeiss, Oberkochen, Baden-Württemberg, Germany). Независно, два истраживача су 

применом софтвера (AxioVision v.4.8.2.0, Carl Zeiss Microscopy GmbH, München, 

Germany) спровела анализу генерисаних фотографија и утврдили број микроваскуларних 

структура у претходно одабрана три „жаришта“. MVD (микроваскуларне структуре/HPF) 

је израчунавана према критеријумима које су поставили Weidner и сарадници (249) тј. као 

средња вредност појединачних MVD у три одабрана микроскопска фокуса. 

MVD је статистички значајно већа у туморима са детектабилном некрозом (28,67 ± 2,54) у 

поређењу са туморима у којима микроскопском анализом нисмо детектовали некротична 

поља (12,03 ± 1,04) (Mann Whitney-јев тест, p<0,0001) (Графикон 11А, Слика 4). Крвне 

судове, груписане у кластере, највећим бројем смо уочили у зони перинекротичног руба. 

Због дистрибуције новонасталих крвних судова, анализирали смо повезаност екпресије IL-

33, IL-33R и VEGF-а у овој зони са MVD. Израчунавањем Sperman-овог коефицијента 

корелације нисмо утврдили статистички значајну корелацију између екпресије IL-33 

(p>0,05) и IL-33R (p>0,05) у перинекротичном рубу са MVD (Графикон 11Б и В). 

Међутим, статистички значајна корелација постоји између екпресије VEGF-а у туморским 

ћелијама око зоне некрозе и MVD  (r=0,340; p=0,032) (Графикон 11Г). 
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Слика 4. Имунохистохемијска процена MVD. MVD је израчунавана као средња вредност појединачних 

MVD у три одабрана микроскопска фокуса. У туморима са присутном некрозом детектован је већи број 

новонасталих крвних судова (оригинално увећање x100, референтна линија 200μm; оригинално увећање 

x200, референтна линија x100μm). 
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Графикон 11. Туморска некроза је праћена већом MVD у хуманом карциному дојке. А. Средња 

вредност MVD је статстички значајно већа у групи тумора са некрозом у односу на туморе у којима 

микроскопском анализом нису утврђена поља некрозе p<0,0001. Резултат је приказан као аритметичка 

средина ± SEM. Статистичка значајност је анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста. Б. Не постоји 

статистички значајна корелација између MVD и експресије IL-33 (p>0,05) и В. IL-33R у перинекротичном 

рубу (p>0,05). Г. Постоји позитивна корелација између МВД и имунохистохемијске експресије VEGF-а у 

зони тумора око некрозе (r=0,375; p=0,017). Статистичка значајност је анализирана применом Sperman-овог 

коефицијента корелације. 
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Експресија IL-33 је поуздан маркер за некрозу али за разлику од некрозе не утиче на 

преживљавање оболелих од карцинома дојке 

 

Следеће нас је занимало да ли је експресија IL-33 у туморским ћелијама добар маркер за 

постојање некрозе у туморском ткиву. Како бисмо проценили значај IL-33 као маркера 

применили смо израчунавање ROC криве. 

 

 

 

Графикон 12. Анализа експресије IL-33 у туморским ћелијама и значај у предикцији некрозе у ткиву 

хуманог карцинома дојке. Смањена експресија IL-33 у туморским ћелијама указује на присутво некрозе у 

туморском ткиву. AUROC (енгл. Area under receiver operating characteristic curve)=0,680, p=0,051, 

сензитивност 80,0%, специфичност 60%, cut off point 4%. Статистичка значајност је утврђена применом ROC 

анализе. 

 

На основу добијених резултата може се констатовати да је експресија IL-33 у туморским 

ћелијама поуздан маркер у предикцији некрозе у хуманом карциному дојке 

(AUROC=0,680, p=0,051) (Графикон 12). Резултати јасно показују да оптимална 

гранична вредност у процентуланој застуљености IL-33 позитивних туморских 

ћелија износи 4% и да ова вредност омогућује јаснo раздвајање пацијената са и без 

некрозе у инвазивном дукталном карциному дојке (сензитивност 85,2%, специфичност 
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88,6%). Статистичка анализа је потврдила да смањена експресија IL-33 у туморским 

ћелијама може да укаже на присутво некрозе у туморском ткиву. 

Применом Kaplan Meier-ове криве и Mantel-Cox теста процењивали смо значај некрозе и 

експресије IL-33 на десетогодишње преживљавање пацијенткиња са карциномом дојке. 

Дестетогодишње преживљавање у групи тумора са некрозом је 30% у поређењу са групом 

тумора без детектабилне некрозе у којој преживљавање износи 70% (Mantel-Cox, p=0,020) 

(Графикон 13А). 

За анализу утицаја експресије IL-33 на преживљавање, карциноми дојке су подељени на 

групу са ниском (<4% позитивних туморских ћелија) и високом експресијом (≥4% 

позитивних туморских ћелија). Наше израчунавање је показало да експресија IL-33 у 

туморским ћелијама статистички значајно не утиче на преживљавање пацијенткиња са 

карциномом дојке иако је у групи позитивних карцинома, десетогодишње преживљавање 

било краће у односу на негативне туморе (41,7% vs. 62,5%) (Mantel-Cox, p=0,174) 

(Графикон 13Б). 
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Графикон 13. Утицај некрозе и експресије IL-33 у туморским ћелијама на преживљавање пацијената. 

А. Након периода праћења од 10 година преживљавање пацијената у групи тумора са некрозом је 30% у 

поређењу са групом тумора у без детектабилне некрозе у којој преживљавање износи 70%. Разлика у 

преживљавању је статистички значајна (p=0,020). Б. Експресија IL-33 у туморским ћелијама статистички 

значајно не утиче на преживљавање пацијенткиња са карциномом дојке (p=0,174). Статистичка значајност је 

анализирана применом Mantel Cox-овог теста и Kaplan Meier-ове криве. 
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Експресија IL-33 у стромалним ћелијама није поуздан маркер за процену некрозе у ткиву 

хуманог карцинома дојке (AUROC 0,515, p=0,871) (Графикон 14А). Како на основу 

оваквог резултата нисмо успели да одредимо „cut off“ вредност, стромалну експресију смо 

класификовали на две групе користећи препоруке за тестирање Her2 у карциному дојке. 

Поштујући ове критеријуме, тумори су класификовани на групу са ниском (≤10% 

позитивних ћелија) и високом (>10% позитивних ћелија) експресијом IL-33 у ћелијама 

строме.  
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Графикон 14. Анализа значаја експресије IL-33 у стромалним ћелијама у предикцији некрозе и 

утицаја на преживљавање пацијената. А. Експресија IL-33 у стромалним ћелијама не указује на присутво 

некрозе у туморском ткиву. AUROC (енгл. Area under receiver operating characteristic curve)=0,515, p=0,871, 

Статистичка значајност је утврђена применом ROC анализе. Б. Експресија IL-33 у стромланим ћелијама 

статистички значајно не утиче на преживљавање пацијенткиња са карциномом дојке (p=0,849). Статистичка 

значајност је анализирана применом Mantel Cox-овог теста и Kaplan Meier-ове криве. 

 

Анализирајући утицај стромалне експресије IL-33 на десетогодишње преживљавање 

пацијенткиња са карциномом дојке, закључили смо да овај маркер нема статистички 

значајан удео у преживљавању, ако се очитавање експресије обавља у ћелијама строме 

(Mantel Cox, p=0,849) (Графикон 14Б). Десетогодишње преживљавање у обе групе 

пацијенткиња је износило око 50%. 

Даљим израчунавањем ROC криве и процењујући експресију IL-33R у туморским 

ћелијама као маркера некрозе, утврдили смо да је екпресија овог маркера уз „cut off“ од 
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22,5% одличан параметар за процену некрозе у туморском  ткиву карцинома дојке, при 

чему ниска експресија означава већу вероватноћу да су у ткиву тумора присутна 

некротична поља (Графикон 15А). За анализу утицаја експресије IL-33R у туморским 

ћелијама на преживљавање, карциноми дојке су подељени на групу са ниском (<22,5% 

позитивних ћелија) и високом експресијом (≥22,5% позитивних ћелија). 
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Графикон 15. Анализа значаја експресије IL-33R у туморским ћелијама у предикцији некрозе и 

утицаја на преживљавање пацијената. А. Смањена eкспресија IL-33R у туморским ћелијама указује на 

присутво некрозе у туморском ткиву. AUROC (енгл. Area under receiver operating characteristic curve)=0,945, 

p<0,0001, сензитивност 90,0%, специфичност 80,0%, cut off point 22,5%. Статистичка значајност је утврђена 

применом ROC анализе. Б. Експресија IL-33R у стромланим ћелијама статистички значајно не утиче на 

преживљавање пацијенткиња са карциномом дојке (p=0,427). Статистичка значајност је анализирана 

применом Mantel Cox-овог теста и Kaplan Meier-ове криве. 

 

Применом Kaplan Meier-ове криве и Mantel Cox-овог теста процењивали смо значај 

експресије IL-33R у туморским ћелијама на десетогодишње преживљавање пацијенткиња 

са карциномом дојке. Дестетогодишње преживљавање у групи тумора са високом 

експресијом било је 54,5%, у поређењу са групом тумора у којој је детектован низак ниво 

експресије IL-33R и у којој је преживљавање било 44,5%. Ипак, није било статистички 

значајне разлике у преживљавању између ове две групе тумора (Mantel-Cox, p=0,427) 

(Графикон 15Б). 
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Графикон 16. Анализа значаја експресије IL-33R у стромалним ћелијама у предикцији некрозе и 

утицаја на преживљавање пацијената. А. Повећана eкспресија IL-33R у стромалним ћелијама указује на 

присутво некрозе у туморском ткиву. AUROC (енгл. Area under receiver operating characteristic curve)=0,905, 

p<0,0001, сензитивност 90,0%, специфичност 80,0%, cut off point 13,75%. Статистичка значајност је утврђена 

применом ROC анализе. Б. Експресија IL-33R у стромланим ћелијама статистички значајно не утиче на 

преживљавање пацијенткиња са карциномом дојке (p=0,158). Статистичка значајност је анализирана 

применом Mantel Cox-овог теста и Kaplan Meier-ове криве. 

 

Експресија IL-33R у стромалним ћелијама се пoказала као поуздан маркер за процену 

присуства некрозе у ткиву хуманог карцинома дојке, при чему позитивност од ≥13,75% 

стромалних ћелија указује na постојање екстензивних некротичних поља у ткиву тумора 

(Графикон 16А). На основу овако детерминисане граничне вредности, сви тумори су 

подељени на групу са ниском (<13,75% позитивних ћелија) и високом експресијом 

(≥13,75% позитивних ћелија) IL-33R у ћелијама строме. 

Поредећи преживљавање између ове две групе тумора у нашој студији, степен експресије 

IL-33R у ћелијама строме није утицао на преживљавање пацијенткиња са карциномом 

дојке (Mantel Cox, p=0,158). Десетогодишње преживљавање у групи негативних тумора 

било је 60% насупрот 40% у групи позитивних тумора (Графикон 16Б). 

Како се IL-33 и IL-33R експримирају и у ћелијама тумора и строме занимао нас је утицај 

експресије ових маркера на испитиване параметре као и однос између стромалне и 

туморске експресије IL-33 и IL-33R. 

Применом Mann Whitney-јевог теста утврдили смо да је експресија IL-33 и IL-33R у 

туморским ћелијама већа у туморским ћелијама карцинома у којима смо детектовали поља 
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некрозе. Иако је проценат стромалних ћелија које  експримирају IL-33 већа у групи 

карцинома са детектабилним пољем некрозе (53,22 ± 5,69) у односу на групу без некрозе 

(31,76 ± 3,46), ова разлика није статистички значајна (Mann Whitney-јев тест, p=0,082) 

(Графикон 17А). Са друге стране, експресија IL-33R у стромалним ћелијама је већа у 

групи са некрозом и разлика је статистички значајна (11,14 ± 2,99 vs. 30,27 ± 4,24) (Mann 

Whitney-јев тест, p<0,0001) (Графикон 17Б). 
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Графикон 17. Некроза повећава експресију IL-33 и IL-33R у ћелијама туморске строме хуманог 

карцинома дојке. А. Разлика у средњим вредностима процентуалне заступљености IL-33 позитивних ћелија 

строме није статстички значајна. Просечна вредност експресије  је већа у групи тумора са некрозом у односу 

на туморе у којима микроскопском анализом нису утврђена поља некрозе (p=0,082). Б. Експресија IL-33R у 

ћелијама строме је статистички значајно већа у групи тумора са некрозом у односу на туморе у којима 

микроскопском анализом нису утврђена поља некрозе (p<0,0001). Резултат је приказан као аритметичка 

средина ± SEM. Статистичка значајност је анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста.  

 

Како бисмо утврдили разлику у експресији VEGF-а и MVD у зависности од 

имунохистохемијске експресије IL-33 и IL-33R у ћелијама строме, све карциноме смо на 

основу позитивности поделили  на две групе и анализирали као карциноме са: ниском (≤ 

5% позитивних ћелија) и високом експресијом (>5% позитивних ћелија). Од раније је 

познато да осовина IL33/IL-33R стимулише ангиогенезу и да су запаљенске ћелије, као 

саставни део туморске строме, један од кључних елемената у том процесу. Из тог разлога 

смо анализирали улогу IL-33/IL-33R сигналног пута у стромалним ћелијама и његов 

ефекат на настанак нових крвних судова. 
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Експресија VEGF-а у туморским ћелијама се не разликује између група са ниском (3,33 ± 

0,42) и високом (3,21 ± 0,26) експресијом IL-33 у стромалним ћелијама (Mann Whitney-јев 

тест, p>0,05) (Графикон 18А). Група карцинома која је имала високу стромалну експресију 

IL-33R имала је нижу средњу вредност VEGF скора (2,74 ± 0,32) у поређењу са 

карциномима који су имали ниску (3,82 ± 0,21) стромалну IL-33R експресију (Mann 

Whitney-jev test, p<0,0001) (Графикон 18Б).  

Насупрот експресији VEGF-а у туморским ћелијама, група тумора са високом експресијом 

IL-33 показује већу средњу вредност MVD (15,45 ± 2,66) у поређењу са групом карцинома 

која је имала ниску (22,46 ± 3,01) експресију IL-33 (Mann Whitney-јев тест, p=0,025) 

(Графикон 18В). Такође, овај феномен је у складу са поређењем MVD у групама 

карцинома са ниском (14,18 ± 1,34) и високом (26,47 ± 2,25) експресијом IL-33R (Mann 

Whitney-јев тест, p<0,0001) (Графикон 18Г). 
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Графикон 18. Експресија IL-33 и IL-33R у ћелијама строме повећава број новонасталих крвних судова 

у ткиву карцинома дојке. А. Разлика у средњим вредностима скорова за експресију VEGF-а у туморским 

ћелијама није статистички значајна између група тумора са ниском и високом екпресијом IL-33 у ћелијама 

строме (p>0,05). Б. Тумори са ниском екпресијом  IL-33R у ћелијама строме показују статистички значајну, 

већу, средњу вредност VEGF скора у туморским ћелијама (p<0,0001). В. Разлика у средњим вредностима 

броја новонасталих крвних судова је статистички значајно већа у групи тумора са високом екпресијом IL-33 

у ћелијама строме (p=0,025). Г. Тумори са високом екпресијом IL-33R у ћелијама строме показују 

статистички значајну, већу, средњу вредност MVD (p<0,0001). Резултати су приказани као аритметичка 

средина ± SEM. Статистичка значајност је анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста. 
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Инверзна експресија IL-33 и IL-33R између туморских и стромалних ћелија хуманог 

карцинома дојке 

 

Упоређивали смо експресију IL-33 у туморским ћелијама у односу на експресију истог 

маркера у стромалним ћелијама, и обрнуто.Експресија IL-33 у туморским ћелијама 

значајно је већа у туморима у којима је ниска експресија IL-33 у стромалним ћелијама 

(7,39 ± 2,04 vs. 19,58 ± 5,30; Mann Whitney-јев тест, p=0,001; Графикон 19А). Разлика у 

експресији IL-33R у туморским ћелијама није статистички значајна између карцинома са 

ниском (30 ± 5,19) и високом експресијом (22,5 ± 5,76) стромалног IL-33 (Mann Whitney-

јев тест, p>0,05) (Графикон 19Б). Даље, анализирали смо однос између експресије IL-33 и 

IL-33R у ћелијама строме. Карциноми са ниском стромалном експресијом IL-33 показали 

су већу средњу вредност процентулне стромалне експресије IL-33R, али разлика није 

статистички значајна (18,77 ± 3,33 vs. 23,05 ± 3,22) (Mann Whitney-јев тест, p>0,05) 

(Графикон 19В). Група карцинома са високом екпресијом IL-33R у туморским ћелијама је 

имала већу средњу вредност процентуалне експресије IL-33 у туморским ћелијама, али 

разлика није статистички значајна (10,44 ± 3,47 vs. 11,54 ± 3,51) (Mann Whitney-јев тест, 

p>0,05) (Графикон 19Г). Код карцинома са ниском стромалном експресијом IL-33R 

забележили смо статистички значајну већу експресију IL-33 у туморским ћелијама (6,35 ± 

2,13 vs. 15,75 ± 3,91) (Mann Whitney-јев тест, p=0,003) и IL-33R (24,12 ± 5,67 vs. 34,68 ± 

6,16) (Mann Whitney-јев тест, p=0,044) (Графикон 19Д и Ђ). 
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Графикон 19. Инверзна екпресија IL-33 и IL-33R у туморским и стромалним ћелијамa хуманог 

карцинома дојке. А. Процентуална заступљеност IL-33 позитивних туморских ћелија је значајно већа у 

групи тумора са ниском експресијом IL-33 у ћелијама строме (p=0,001). Б. У зависности од степена 

експресије IL-33 у ћелијама строме није забележена статистички значајна разлика у процентуалној 

заступљености IL-33R позитивних туморских (p>0,05) и В. IL-33R позитивних ћелија строме (p>0,05). Г. У 

зависности од степена експресије IL-33R у туморским ћелијама није забележена статистички значајна 

разлика у процентуалној заступљености IL-33 позитивних туморских ћелија (p>0,05). Д. Карциноми са 

ниском стромалном експресијом IL-33R показују већу вредност процентуалне позитивности туморских 

ћелија на IL-33 (p=0,003) и Ђ. IL-33R (p=0,044). Резултати су приказани као аритметичка средина ± SEM. 

Статистичка значајност је анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста. 
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Пацијенте са тумором дојке поделили смо на групе, на основу експресије IL-33/IL-33R и 

анализирали смо величину тумора у новоформираним групама. Дијаметар тумора се није 

значајно разликовао између група пацијената са ниском (34,5 ± 3,51) и високом 

експресијом  туморског IL-33 (30,33 ± 2,05) (p=0,435) (Графикон 20А). Такође, разлика у 

величини није значајна ни у групама са ниском  (34,33 ± 3,36) и високом екпресијом IL-33 

у стромалним ћелијама (31,00 ± 2,26) (p=0,404) (Графикон 20Б). Ипак, средња вредност 

пречника у групама ниске експресије туморског  и стромалног IL-33 је била у просеку 

већа. 

Различити нивои експресија IL-33R у туморским ћелијама нису утицали на дијаметар 

тумора (30,45 ± 1,78 vs. 33,89 ± 3,55) (p=0,784) (Графикон 20В). Супротно овоме, 

пацијенткиње у чијим туморима је детектована висока експресија IL-33R у стромалним 

ћелијама у просеку су имале већи пречник тумора (36,9 ± 3,02) у односу на пацијенткиње 

са туморима ниске стромалне експресије IL-33R (27,1 ± 1,63) (p=0,022) (Графикон 20Г). 
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Графикон 20. Пречник тумора се није разликовао у зависности од степена  експресије IL-33 и IL-33R у 

туморским и ћелијама строме. А-Г. Дијаметар тумора се није значајно разликовао између група пацијената 

са ниском и високом експресијом  IL-33 и IL-33R у туморским и ћелијама строме (p>0,05). Резултати су 

приказани као аритметичка средина ± SEM. Статистичка значајност је анализирана применом Маnn 

Whitney-јевог теста. 

 

Некроза и клиничкопатолошки параметри 

Када смо пацијенте са тумором дојке поделили на две групе, на основу присуства поља 

некрозе, упоређивали смо проценте једарне експресије и интензитета 

имунохистохемијског бојења ER, PR, HER2 и p53 у туморским ћелијама у овако 

дефинисаним групама. Средња вредност скора за експресију ER је статистички значајно 

већа у групи карцинома у којима нису детектована подручја некротичног ткива (7,1 ± 0,18) 

у односу на карциноме са некрозом (2,4 ± 0,99) (Mann Whitney-jev test, p<0,0001) 

(Графикон 21А, Слика 5). Аналогно експресији ER, експресија PR је већа у групи 

карцинома без некрозе а разлика је високо статистички значајна (1,5 ± 0,82 vs. 5,6 ± 0,76) 
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(Mann Whitney-јев тест, p=0,005) (Графикон 21Б, Слика 5). Процентуална заступљеност 

Her2 позитивних карцинома дојке није се статистички значајно разликовала у групама 

карцинома, са и без некрозе (χ
2
 тест, p>0,05) (Табела 2, Слика 5). Анализом експресије 

p53, утврдили смо статистички значајну разлику у средњој вредности Allred скора између 

групе карцинома са (2,1 ± 0,82) и без подручја некрозе (4,5 ± 0,92) (p=0,008) (Графикон 

21В, Слика 6). 

Nottingham-ов прогностички индекс смо израчунали према формули:  

NPI = 0,2 x величина тумора (cm) + градус (1-3) + нодални статус (1-3) 

Код хистолошког градуса, добра диференцијација  се бодује 1 поеном, средња са 2 и слаба 

са 3 бода. Нодални статус је класификован у три групе: 1 бод -  без метастаза у лимфним 

чворовима, 2 бода - ако је захваћено од 1 до 3 нодуса, 3 - бода ако су метастатски депозити 

присутни у више од 4 лимфна нодуса. Већа вредност NPI означава лошију прогнозу 

болести (250,251). У групи карцинома са некротичним подручјима установили смо, 

статистички значајну, већу, средњу вредност NPI у поређењу са карциномима без 

некротичних поља (2,65 ± 0,54 vs. 5,23 ± 0,55) (p=0,005) (Графикон 21Г).  

IHPI се формира као резултат имунохистохемијске детекције и мерења експресије 

различитих онкогена. За p53 и HER-2 позитивност, сваком тумору се додељује по 1 бод, а  

негативним туморима приписује се 0. Тумори са експресијом естрогених и 

прогестеронских рецептора добијају 0 бодова, а без ове експресије 1. Укупан IHPI скор се 

креће у опсегу од 0 до 4 поена и сврстава се у 3 прогностичке групе: прва група је са 

добром прогнозом (0-1 бод), друга са интермедијерном (2) и трећа група са лошом 

прогнозом (3-4). Група тумора у којој су детектована поља некрозе показали су, 

статистички значајну, већу, средњу вредност IHPI скора у поређењу са карциномима без 

некротичних поља (0,7 ± 0,21 vs. 2,4 ± 0,27) (p=0,001) (Графикон 21Д). 

Повезаност некрозе са другим клиничкопатолошким параметрима приказан је у табели 2. 
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Графикон 21. Туморска некроза је повезана са клиничкопатолошким параметрима лоше  прогнозе у 

хуманом карциному дојке. А. Средње вредности скорова за експресију ER и Б. PR су статистички значајно 

веће у групи карцинома у којима нису детектована подручја некротичног ткива у односу на карциноме са 

некрозом (p<0,0001, p=0,005). В. Тумори у којима су микроскопском анализом детектована поља некрозе 

показују статистички значајну већу средњу вредност скора за експресију p53 (p=0,008), Г. NPI (p=0,005) и Д. 

IHPI (p=0,001) у односу на групу без некрозе. Резултати су приказани као аритметичка средина ± SEM. 

Статистичка значајност је анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста. 
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  Некроза  

ВАРИЈАБЛА 
 

ОДСУТНА ПРИСУТНА p 

Her2 Негативни 18 (56,3%) 14 (43,8%) 
0,236 

Позитивни 2 (25,0%) 6 (75,0%) 

Хистолошки градус I+II 20 (83,3%) 4 (16,7%) 
<0,0001

*
 

III 0 (0%) 16 (100%) 

Нуклеарни градус I+II 19 (82,6%) 4 (17,4%) 
<0,0001

*
 

III 1 (5,9%) 16 (94,1%) 

Митотски индекс I+II 20 (55,6%) 16 (44,4%) 
0,114

*
 

III 0 (0%) 4 (100%) 

Инвазија крвних судова  Негативни 14 (53,8%) 12 (46,2%) 
0,740

*
 

Позитивни 6 (42,9%) 8 (57,1%) 

Инвазија лимфних судова Негативни 12 (75,0%) 4 (25,0%) 
0,024

*
 

Позитивни 8 (33,3%) 16 (66,7%) 

Перинеурална инвазија Негативни 6 (100%) 0 (0%) 
0,027

*
 

Позитивни 14 (41,2%) 20 (58,8%) 

СМР I+II 20 (58,8%) 14 (41,2%) 
0,027

*
 

III 0 (0%) 6 (100%) 

Статус аксиларних лимфних 

нодуса 
Негативни 14 (70,0%) 6 (30,0%) 

0,027
*
 

Позитивни 6 (30,0%) 14 (70,0%) 

Проценат позитивних 

аксиларних лимфних нодуса 

 
19,45 ± 7,59 27,64 ± 6,71 0,105

**
 

 

χ
2 
тест

*
 

Mann Whitney-јев тест
** 

 

    

 

Табела 2. Однос туморске некрозе у ткиву хуманог карцинома дојке са стандардним 

клиничкопатолошким параметрима. Студија обухвата 40 пацијенткиња са инвазивним дукталним 

карциномом дојке које су категорисане у групу без (n=20) и са (n=20) детектованом некрозом у туморском 

ткиву. Статистичка значајност је тестирана χ2 и Mann Whitney-јевим тестом. 
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Слика 5. ER/PR/Her2 статус у зависности од присуства некрозе у ткиву хуманог карцинома дојке. 

Репрезентативне микрофотографије показују одсуство некрозе у туморима са високом експресијом ER и PR 

насупрот ER и PR негативним туморима. Her2 позитивност је присутна у туморима без обзира да ли су 

микроскопском анализом уочена поља некрозе (оригинално увећање x100, референтна линија 200μm). 

 

 

Слика 6 Експресија p53 у зависности од присуства некрозе у ткиву хуманог карцинома дојке.  

Репрезентативне микрофотографије показују високу експресију p53 u тумору у коме су уочена поља некрозе 

насупрот p53 негативном карциному дојке (оригинално увећање x200, референтна линија x100μm). 
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Експресија IL-33 у туморским ћелијама и клиничкопатолошки параметри 

Пацијенте са тумором дојке класификовали смо у две групе на основу високе, односно 

ниске експресије IL-33 у туморским ћелијама. У овако формираним групама анализирали 

смо клиничко-патолошке параметре. Средња вредност скора за експресију ER није 

статистички значајно измењена у групи карцинома са повећаном (5,08 ± 0,63) у односу на 

карциноме са ниском експресијом IL-33 (4,25 ± 0,86) (Mann Whitney-јев тест, p>0,05) 

(Графикон 22А). Такође, разлика у средњој вредности скора за експресију PR није 

статистички значајна између ове две групе (3,42 ± 0,64 vs. 3,75 ± 0,83) (Mann Whitney-јев 

тест, p>0,05) (Графикон 22Б). Као што се види у табели, анализом експресије Her2, нисмо 

утврдили статистички значајну разлику у процентуалној заступљености позитивних 

карцинома у зависности од степена експресије IL-33 у туморским ћелијама (χ
2
 тест, 

p>0,05) (Табела 3). У групи карцинома са ниском експресијом IL-33 средња вредност 

Allred скора за p53 била је статистички значајно већа (4,75 ± 0,94) у односу на карциноме 

са повећаном експресијом IL-33 у туморским ћелијама (2,25 ± 0,82) (Mann Whitney-јев 

тест, p=0,007) (Графикон 22В). 

Статистички значајна, већа вредност, NPI је забележена у групи карцинома са ниском 

експресијом туморског IL-33 (3,27 ± 0,71 vs. 4,94 ± 0,71) (Mann Whitney-јев тест, p=0,013) 

(Графикон 22Г) док се  вредност IHPI није значајно разликовала између испитиваних 

група (1,33 ± 0,23 vs. 1,87 ± 0,27) (Mann Whitney-јев тест, p>0,05) (Графикон 22Д). 

Повезаност експресије IL-33 са стандардним патохистолошким параметрима смо 

анализирали применом χ
2
 и Mann Whitney-јевог теста и резултати су приказани у табели 3. 
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Графикон 22. Ниска експресија IL-33 у туморским ћелијама је повезана са високим вредностима 

експресије p53 и IHPI. А. Средње вредности скорова за експресију ER и Б. PR се не разликују између група 

карцинома са различитим степеном екпресије IL-33 у туморским ћелијама (p>0,05). В. Тумори са ниском 

експресијом IL-33 у туморским ћелијама показују статистички значајну већу средњу вредност скора за 

експресију p53 (p=0,007) и Г. NPI (p=0,013) и Д. Не постоји значајна разлика у просечној вредности IHPI 

(p=0,005) у односу на степен екпресије IL-33 у туморским ћелијама. Резултати су приказани као аритметичка 

средина ± SEM. Статистичка значајност је анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста. 
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  Експресија IL-33 у 

туморским ћелијама 

 

ВАРИЈАБЛА 
 

НИСКА ВИСОКА p 

Her2 
Негативни 12 (37,5%) 20 (62,5%) 

0,809
*
 

Позитивни 4 (50,0%) 4 (50,0%) 

Хистолошки градус 
I+II 6 (25,0%) 18 (75,0%) 

0,041
*
 

III 10 (62,5%) 6 (37,5%) 

Нуклеарни градус 
I+II 6 (26,1%) 17 (73,9%) 

0,078
*
 

III 10 (58,8%) 7 (41,2%) 

Митотски индекс 
I+II 12 (33,3%) 24 (67,7%) 

0,041
*
 

III 4 (100%) 0 (0%) 

Инвазија крвних судова  
Негативни 8 (30,8%) 18 (69,2%) 

0,199
*
 

Позитивни 8 (57,1%) 6 (42,9%) 

Инвазија лимфних судова 
Негативни 6 (37,5%) 10 (62,5%) 

0,792
*
 

Позитивни 10 (41,7%) 14 (58,3%) 

Перинеурална инвазија 
Негативни 0 (0%) 6 (100%) 

0,086
*
 

Позитивни 16 (47,1%) 18 (52,9%) 

СМР 
I+II 12 (35,3%) 22 (64,7%) 

0,320
*
 

III 4 (66,7%) 2 (33,3%) 

Статус аксиларних лимфних 

нодуса 

Негативни 4 (20,0%) 16 (80,0%) 
0,024

*
 

Позитивни 12 (60,0%) 8 (40,0%) 

Проценат позитивних 

аксиларних лимфних нодуса 

 
32,50 ± 12,12 17,58 ± 8,94 0,051** 

 

χ
2 
тест

*
 

Mann Whitney-јев тест
** 

 

    

 

Табела 3. Однос експресије IL-33 у туморским ћелијама хуманог карцинома дојке са стандардним 

клиничкопатолошким параметрима. Студија обухвата 40 пацијенткиња са инвазивним дукталним 

карциномом дојке које су категорисане у групу са ниском (n=16) и високом експресијом (n=24) IL-33 у 

туморским ћелијама. Статистичка значајност је тестирана χ2 и Mann Whitney-јевим тестом. 
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Експресија IL-33 у стромалним ћелијама и клиничкопатолошки параметри 

 

Средње вредности скорова за експресију ER нису се статистички значајно разликовале 

између група са ниском (4,66 ± 0,99) и повећаном експресијом стромалног IL-33 (4,78 ± 

0,60) (Mann Whitney-јев тест, p>0,05) (Графикон 23А). Такође, разлика у средњој 

вредности скора за експресију PR, иако већа у групи карцинома са високом експресијом 

IL-33, није се статистички значајно разликовала  између ове две групе (3,17 ± 0,97 vs. 3,71 

± 0,59) (Mann Whitney-јев тест, p>0,05) (Графикон 23Б). Анализом експресије Her2, нисмо 

утврдили разлику у процентуалној заступљености позитивник карцинома у зависности од 

степена експресије IL-33 у стромалним ћелијама (χ
2
 тест, p>0,05) (Табела 4). У групи 

карцинома са високом експресијом IL-33 средња вредност Allred скора за p53 била је 

статистички значајно већа (3,86 ± 0,51) у односу на карциноме са ниском експресијом IL-

33 у стромалним ћелијама (1,83 ± 0,89) (Mann Whitney-јев тест, p=0,037) (Графикон 23В). 

Поређењем средњих вредности  NPI нисмо забележели статистички значајну разлику 

између испитиваних група карцинома (3,52 ± 0,67 vs. 4,12 ± 0,38) (Mann Whitney-јев тест, 

p>0,05) (Графикон 23Г). Такође, средње вреднсоти IHPI се нису разликовале између група 

са ниском (1,50 ± 0,38) и високом стромалном експресијом IL-33 (1,57 ± 0,20) (Mann 

Whitney-јев тест, p>0,05) (Графикон 23Д).  

Повезаност експресије IL-33 у стромалним ћелијама са стандардним патохистолошким 

параметрима смо анализирали применом χ
2
 и Mann Whitney-јевог теста и резултати су 

приказани у табели 4. 
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Графикон 23. Висока експресија IL-33 у ћелијама строме је повезана са високим вредностима 

експресије p53. А. Средње вредности скорова за експресију ER и Б. PR се не разликују између група 

карцинома са различитим степеном екпресије IL-33 у ћелијама строме (p>0,05). В. Тумори са високом 

експресијом IL-33 у ћелијама строме показују статистички значајну већу средњу вредност скора за 

експресију p53 (p=0,037). Г. Средње вредности за NPI и Д. IHPI се не разликују у односу на степен екпресије 

IL-33 у ћелијама строме (p>0,05). Резултати су приказани као аритметичка средина ± SEM. Статистичка 

значајност је анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста. 
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  Експресија IL-33 у 

ћелијама строме 

 

ВАРИЈАБЛА 
 

НИСКА ВИСОКА p 

Her2 
Негативни 8 (25,0%) 24 (75,0%) 

0,343 
Позитивни 4 (50,0%) 4 (50,0%) 

Хистолошки градус 
I+II 8 (33,3%) 16 (66,7%) 

0,833 
III 4 (25,0%) 12 (75,0%) 

Нуклеарни градус 
I+II 8 (34,8%) 15 (65,2%) 

0,675 
III 4 (23,5%) 13 (76,5%) 

Митотски индекс 
I+II 12 (33,3%) 24 (67,7%) 

0,421 
III 0 (0%) 4 (100%) 

Инвазија крвних судова  
Негативни 8 (30,8%) 18 (69,2%) 

0,885 
Позитивни 4 (28,6%) 10 (71,4%) 

Инвазија лимфних судова 
Негативни 4 (25,0%) 12 (75,0%) 

0,833 
Позитивни 8 (33,3%) 16 (66,7%) 

Перинеурална инвазија 
Негативни 4 (66,7%) 2 (33,3%) 

0,100 
Позитивни 8 (23,5%) 26 (76,5%) 

СМР 
I+II 12 (35,3%) 22 (64,7%) 

0,209 
III 0 (0%) 6 (100%) 

Статус аксиларних лимфних 

нодуса 

Негативни 8 (40,0%) 12 (60,0%) 
0,301 

Позитивни 4 (20,0%) 16 (80,0%) 

Проценат позитивних 

аксиларних лимфних нодуса 

 
13,73 ± 5,93 27,76 ± 6,65 0,256 

 

χ
2 
тест

*
 

Mann Whitney-јев тест
** 

 

    

 

Табела 4. Однос експресије IL-33 у ћелијама строме хуманог карцинома дојке са стандардним 

клиничкопатолошким параметрима. Студија обухвата 40 пацијенткиња са инвазивним дукталним 

карциномом дојке које су категорисане у групу са ниском (n=12) и високом експресијом (n=28) IL-33 у 

ћелијама строме. Статистичка значајност је тестирана χ2 и Mann Whitney-јевим тестом. 
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Експресија IL-33R у туморским ћелијама и клиничкопатолошки параметри 

 

 ER значајно је већа у групи карцинома са повећаном (5,72 ± 0,60) у односу на карциноме 

са ниском експресијом IL-33R у туморским ћелијама (3,56 ± 0,79) (Mann Whitney-јев тест, 

p=0,014) (Графикон 24А). Такође, експресија PR је значајно већа у групи карцинома са 

високом експресијом туморског IL-33R (2,11 ± 0,62 vs. 4,73 ± 0,67) (Mann Whitney-јев тест, 

p=0,006) (Графикон 24Б). Као што се види у табели 5, анализом експресије Her2, нисмо 

утврдили статистички значајну разлику у процентуалној заступљености позитивних 

карцинома у зависности од степена експресије IL-33R (χ
2
 тест, p>0,05). У групи карцинома 

са ниском експресијом IL-33R у туморским ћелијама, средња вредност Allred скора за p53 

није била статистички значајно већа (3,77 ± 0,63) у односу на карциноме са повећаном 

експресијом IL-33R у туморским ћелијама (2,82 ± 0,66) (Mann Whitney-јев тест, p>0,05) 

(Графикон 24В). 

Статистички значајно већа вредност NPI је забележена у групи карцинома са ниском 

експресијом туморског IL-33R (3,34 ± 0,46 vs. 4,68 ± 0,44) (Mann Whitney-јев тест, 

p=0,019) (Графикон 24Г). У складу са овим налазом, средња вредност IHPI је била већа у 

истој групи карцинома (2,11 ± 0,21), у поређењу са групом карцинома у чијим ћелијама је 

детектована висока експресија туморског IL-33R (3,34 ± 0,46) (Mann Whitney-јев тест, 

p=0,004) (Графикон 24Д). 

Повезаност експресије IL-33R у туморским ћелијама, са стандардним патохистолошким 

параметрима, смо анализирали применом χ
2
 и Mann Whitney-јевог теста и резултати су 

приказани у табели 5. 
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Графикон 24. Висока експресија IL-33R у туморским ћелијама је повезана са високом екпресијом ER 

и PR и ниским вредностима NPI и IHPI. А. Средње вредности скорова за експресију ER и Б. ПР су 

значајно веће у групи карцинома са високом експресијом IL-33R у туморским ћелијама (p=0,014, p=0,006). 

В. Не постоји разлика у екпресији p53 у односу на степен експресије IL-33R у туморским ћелијама (p>0,05). 

Г. Средње вредности за NPI и Д. IHPI се значајно разликују у односу на степен екпресије IL-33 у туморским 

ћелијама и веће су у групи тумора са ниском експресијом (p=0,019, p=0,004). Резултати су приказани као 

аритметичка средина ± SEM. Статистичка значајност је анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста. 
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  Експресија IL-33R у 

туморским ћелијама 

 

ВАРИЈАБЛА 
 

НИСКА ВИСОКА p 

Her2 
Негативни 12 (37,5%) 20 (62,5%) 

0,131 
Позитивни 6 (75,0%) 2 (25,0%) 

Хистолошки градус 
I+II 6 (25,0%) 18 (75,0%) 

0,005 
III 12 (75,0%) 4 (25,0%) 

Нуклеарни градус 
I+II 5 (21,7%) 18 (78,3%) 

0,002 
III 13 (76,5%) 4 (23,5%) 

Митотски индекс 
I+II 16 (44,4%) 20 (55,6%) 

0,832 
III 2 (50,0%) 2 (50,0%) 

Инвазија крвних судова  
Негативни 12 (46,2%) 14 (53,8%) 

0,842 
Позитивни 6 (42,9%) 8 (57,1%) 

Инвазија лимфних судова 
Негативни 6 (37,5) 10 (62,5%) 

0,650 
Позитивни 12 (50,0%) 12 (50,0%) 

Перинеурална инвазија 
Негативни 0 (0%) 6 (100%) 

0,050 
Позитивни 18 (52,9%) 6 (47,1%) 

СМР 
I+II 16 (47,1%) 18 (52,9%) 

0,859 
III 2 (33,3%) 4 (66,7%) 

Статус аксиларних лимфних 

нодуса 

Негативни 8 (40,0%) 12 (60,0%) 
0,751 

Позитивни 10 (50,0%) 10 (50,0%) 

Проценат позитивних 

аксиларних лимфних нодуса 

 
24,93 ± 7,77 22,42 ± 6,77 0,727 

 

χ
2 
тест

*
 

Mann Whitney-јев тест
** 

 

    

 

Табела 5. Однос експресије IL-33R у туморским ћелијама хуманог карцинома дојке са стандардним 

клиничкопатолошким параметрима. Студија обухвата 40 пацијенткиња са инвазивним дукталним 

карциномом дојке које су категорисане у групу са ниском (n=18) и високом експресијом (n=22) IL-33R у 

туморским ћелијама. Статистичка значајност је тестирана χ2 и Mann Whitney-јевим тестом. 
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Експресија IL-33R у стромалним ћелијама и клиничкопатолошки параметри 

 

Експресија ER је била статистички значајно већа у групи карцинома са ниском (5,6 ± 3,9) 

у односу на карциноме са високом експресијом IL-33R у ћелијама строме (3,9 ± 0,75) 

(Mann Whitney-јев тест, p=0,047) (Графикон 25А). Разлика у средњој вредности скора за 

експресију PR није се статистички значајно разликовала између ове две групе (3,0 ± 0,75 

vs. 4,1 ± 0,67) (Mann Whitney-јев тест, p>0,05) (Графикон 25Б). Као што се види у табели 6, 

анализом експресије Her2, нисмо утврдили статистички значајну разлику у процентуалној 

заступљености позитивник карцинома, у зависности од степена експресије IL-33R у 

стромалним ћелијама (χ
2
 тест, p>0,05). Средња вредност Allred скора за p53 није се 

значајно разликовала између карцинома са ниском (2,8 ± 0,67) и високом експресијом IL-

33R у стромланим ћелијама (3,7 ± 0,64) (Mann Whitney-јев тест, p>0,05) (Графикон 25В). 

Статистички значајно већа вредност NPI је забележена у групи карцинома са високом 

експресијом стромалног IL-33R (2,74 ± 0,34 vs. 5,14 ± 0,43) (Mann Whitney-јев тест, 

p<0,0001) (Графикон 25Г). У складу са овим налазом, средња вредност IHPI је била 

статситички значајно већа у групи карцинома са високом (1,9 ± 0,24), у поређењу са 

групом карцинома у чијим ћелијама је детектована ниска експресија стромалног IL-33R 

(1,2 ± 0,25) (Mann Whitney-јев тест, p=0,048) (Графикон 25Д).  

Повезаност експресије IL-33R у ћелијама строме са стандардним патохистолошким 

параметрима смо анализирали применом χ
2
 и Mann Whitney-јевог теста и резултати су 

приказани у табели 6. 
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Графикон 25. Eкспресија IL-33R у ћелијама строме је повезана са високом експресијом ER, NPI и 

IHPI. А. Средња вредност скора за експресију ER је статистички значајно већа у групи карцинома са ниском 

експресијом IL-33R у ћелијама строме (p=0,047) Б. Експресија PR и В. p53 се статистички значајно не 

разликује у односу на степен експресије IL-33R (p>0,05). Г. Средње вредности за NPI и Д. IHPI се значајно 

разликују у односу на степен експресије IL-33R у ћелијама строме и веће су у групи тумора са високом 

експресијом (p<0,0001, p=0,048). Резултати су приказани као аритметичка средина ± SEM. Статистичка 

значајност је анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста. 
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  Експресија IL-33R у 

ћелијама строме 

 

ВАРИЈАБЛА 
 

НИСКА ВИСОКА p 

Her2 
Негативни 18 (56,3%) 14 (43,8%) 

0,236
*
 

Позитивни 2 (25,0%) 6 (75,0%) 

Хистолошки градус 
I+II 16 (66,7%) 8 (33,3%) 

0,024
*
 

III 4 (25,0%) 12 (75,0%) 

Нуклеарни градус 
I+II 15 (65,2%) 8 (34,8%) 

0,055
*
 

III 5 (29,4%) 12 (70,6%) 

Митотски индекс 
I+II 20 (55,6%) 16 (44,4) 

0,114
*
 

III 0 (0%) 4 (100%) 

Инвазија крвних судова  
Негативни 16 (61,5%) 10 (38,5%) 

0,097
*
 

Позитивни 4 (28,6%) 10 (71,4%) 

Инвазија лимфних судова 
Негативни 12 (75,0%) 4 (25,0%) 

0,024
*
 

Позитивни 8 (33,3%) 16 (66,7%) 

Перинеурална инвазија 
Негативни 6 (100%) 0 (0%) 

0,027
*
 

Позитивни 14 (41,2%) 20 (58,8%) 

СМР 
I+II 20 (58,8%) 14 (41,2%) 

0,027
*
 

III 0 (0%) 6 (100%) 

Статус аксиларних лимфних 

нодуса 

Негативни 16 (80,0%) 4 (20,0%) 
0,001

*
 

Позитивни 4 (20,0%) 16 (80,0%) 

Проценат позитивних 

аксиларних лимфних нодуса 

 
13,57 ± 7,05 33,53 ± 6,66 0,002

**
 

 

χ
2 
тест

*
 

Mann Whitney-јев тест
** 

 

    

 

Табела 6. Однос експресије IL-33R у ћелијама строме хуманог карцинома дојке са стандардним 

клиничкопатолошким параметрима. Студија обухвата 40 пацијенткиња са инвазивним дукталним 

карциномом дојке које су категорисане у групу са ниском (n=20) и високом експресијом (n=20) IL-33R у 

ћелијама строме. Статистичка значајност је тестирана χ2 и Mann Whitney-јевим тестом. 
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Експресија VEGF-a у туморским ћелијама и клиничкопатолошки параметри 

 

У следећем кораку анализирали смо однос експресије VEGF-а са стандардним 

имунохистохемијским и клиничкопатолошким параметрима. Експресија VEGF-а није 

показала значајну корелацију са старосном доби пацијенткиња оперисаних од карцинома 

дојке (r=-0,227; p=0,158) (Графикон 26А) као и са највећим пречником тумора (r=-0,031; 

p=0,847) (Графикон 26Б). 

  

А 

 

Б 

 

 

Графикон 26. Експресија VEGF-а није повезана са старосном доби и највећим пречником тумора. A. 

Не постоји статистички значајна корелација између експресија VEGF-а са годинама старости пацијенткиња 

оперисаних од инвазивног дукталног карцинома дојке (r=-0,227; p=0,158) и Б. са највећим пречником 

тумора (r=-0,031; p=0,847). Статистичка значајност је анализирана применом Spearman-овог коефицијента 

корелације.  

 

Израчунавањем Sperman-овог коефицијента корелације нисмо утврдили статистички 

значајну корелацију између скорова за експресију VEGF-а и ER (r=-0,211; p=0,192) 

(Графикон 27А). Аналогно овом резултату не постоји значајна корелација између VEGF-a 

и PR (r=-0,259; p=0,107) (Графикон 27Б). Све карциноме дојке смо даље класификовали у 

Her2 позитивне (n=8) и негативне (n=32). Није забележена значајна разлика у експресији 

VEGF-а у зависности од Her2 позитивности. Код Her2 позитивних тумора средња 
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вредност скора је износила 3,37±0,46 у односу на Her2 негативну групу тумора где је била 

3,31±0,16 (p=0,934) (Графикон 27В).  

 

А 

 

Б 

 
В 

 

 

 

Графикон 27. Експресија VEGF-а није повезана са експресијом ER, PR и Her2 у ћелијама карцинома 

дојке. A. Не постоји статистички значајна корелација између експресија VEGF-а са експресијом ER (r=-

0,211; p=0,192) и Б. PR у ћелијама хуманог карцинома дојке (r=-0,259; p=0,107.Статистичка значајност је 

анализирана применом Spearman-овог коефицијента корелације. В. Средња вредност скора за експресију 

VEGF-а није статстички значајно већа у групи Her2 позитивних карцинома дојке (p=0,934). Резултат је 

приказан као аритметичка средина ± SEM. Статистичка значајност је анализирана применом Маnn Whitney-

јевог теста. 

 

У нашој студији, даљом анализом смо утврдили статистички значајну корелацију између 

експресије VEGF-а са експресијом p53 у туморским ћелијама (r=0,413; p=0,008) (Графикон 

28А) и IHPI (r=0,315; p=0,048) (Графикон 28Б), док је изостала са NPI (r=0,212; p=0,189) 

(Графикон 28В) и процентом метастаски измењених лимфних нодуса аксиле (r=0,753; 

p=0,051) (Графикон 28Г). 
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Графикон 28. Експресија VEGF-а позитивно корелира са експресијом p53 протеина као и 

вредностима IHPI. A. Постоји позитивна корелација између скорова за VEGF и p53 протеин у туморским 

ћелијама (r=0,413; p=0,008). Б. Експресија VEGF-а у туморским ћелијама корелира са вредностима IHPI 

(r=0,315; p=0,048). В. Не постоји статистички значајна корелација између експресије VEGF-а и NPI (r=0,212; 

p=0,189). Г. Проценат позитивних лимфних чворова аксиле није у статистички значајној корелацији са 

експресијом VEGF-а (r=0,753; p=0,051). Статистичка значајност је анализирана применом Sperman-овог 

коефицијента корелације. 

 

Све карциноме дојке смо затим груписали на основу хистолошког градуса у групу 

карцинома са добром и средњом диференцијацијом (n=24) и на групу слабо 

диферентованих тумора (n=16). Утврдили смо значајну разлику између средњих 

вредности скорова за експресију VEGF-а у туморским ћелијама између испитиваних 

група. Експресија VEGF-а је значајно већа у групи слабо диферентованих тумора 

(3,75±0,28) у односу на групу добро и средње диферентованих карцинома дојке 

(3,04±0,15) (p=0,041) (Графикон 29А). На основу нуклеарног градуса тумори су 

класификовани на исти начин у две групе: групу карцинома са градусом I и II (n=23) и 

групу са градусом III (n=17). Експресија VEGF-а је значајно већа у групи тумора са 

нуклеарним градусом III (3,76±0,26) у односу на групу са нуклеарним градусом I и II 
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(3,01±0,15) (p=0,022) (Графикон 29Б). На основу митотског индекса карциноми дојке су 

подељени на две групе: групу са митоским индексом I и II (n=33) и групу са митотским 

индексом III (n=7). Између ове две групе не постоји статистички значајна разлика у 

експресији VEGF-а у туморским ћелијама. Тумори са митотским индексом III (4,25±0,75) 

нису показали значајно већу експресију VEGF-а у туморским ћелијама у односу на туморе 

са митотским индексом I и II (3,22±0,14) (p=0,101) (Графикон 29В). 
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Графикон 29. Степен диференцијације туморског ткива као и нуклеарне атипије утиче на експресију 

VEGF-а у ћелијама карцинома дојке. A. Сабо диферентовани карциноми дојке показују јачу експресију 

VEGF-а у односу на добро и средње диферентоване туморе (p=0,041). Б. Карциноми дојке са великом 

ћелијском атипијом показују јачу експресију VEGF-а у односу на туморе саграђене од ћелија ниске и 

умерене целуларне атпије (p=0,022). В. Експресија VEGF-а се не разликује у зависности од митотског 

индекса у туморском ткиву (p=0,101). Резултат је приказан као аритметичка средина ± SEM. Статистичка 

значајност је анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста. 
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Графикон 30. Експресија VEGF-а у туморским ћелијама не зависи од инвазије крвних судова, 

лимфних судова и перинеуралне инвазије. A. Не постоји статистички значајна разлика у средњим 

вредностима скорова за VEGF у зависности од инвазије крвних (p=0,790), Б. лимфних (p=0,613) и од В. 

перинеуралне инвазије у ткиву карцинома дојке (p=0,447). Резултат је приказан као аритметичка средина ± 

SEM. Статистичка значајност је анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста. 

 

У следећем кораку анализирали смо разлику у експресији VEGF-а у односу на присуство 

инвазије крвних и лимфних судова судова у туморском ткиву. У првом кораку све туморе 

смо поделили на групу у којој су микроскопском анализом HE бојених ткивних пресека 

карцинома утврђени елементи инвазије крвних судова (n=14) и групу без инвазије (n=26). 

Између ове две групе није утврђена значајна разлика у VEGF скору иако је била већа у 

групи са присутном инвазијом (3,35±0,17) у односу на групу где инвазија није 

верификована (3,28±0,32) (p=0,790) (Графикон 30А). У наредном кораку и у зависности од 

инвазије лимфних судова тумори су категорисани на групу са (n=24) и без инвазије 

0 

2 

4 

6 

V
E

G
F

+
 т

у
м

о
р

с
к

е
 ћ

е
л

и
је

 (
с
к

о
р

) 

инвазија крвних судова 

0 

2 

4 

6 

V
E

G
F

+
 п

о
зи

т
и

в
н

е
 ћ

е
л

и
је

 (
с
к

о
р

) 

инвазија лимфних судова 

0 

2 

4 

6 
V

E
G

F
+

 т
у

м
о

р
с
к

е
 ћ

е
л

и
је

 (
с
к

о
р

) 

перинеурална инвазија 



Утицај сигналног пута IL-33/IL-33R на развој некрозе код карцинома дојке 

 

105 
 

лимфних судова (n=16). Као и код инвазије крвих судова, тумори са инвазијом (3,42±0,22) 

лимфних судова имали су већу вредност експресије VEGF-а у односу на групу без 

инвазије (3,19±0,21) иако разлика није статистички значајна (p=0,613) (Графикон 30Б). На 

исти начин тумори су груписани на групу са (n=34) и без перинеуралне инвазије (n=6). Не 

постоји разлика у експресији VEGF-а између групе са (3,04±0,36) и без перинеуралне 

инвазије (3,38±0,17) (p=0,447) (Графикон 30В).  

Стромална мононуклеарна реакција у ткиву карцинома дојке је оцењивана као слаба,  

умерена и јака. Тумори су слабом и умереном стромалном мононуклеарно реакцијом су 

анализирани као прва (n=34), док су тумори са јако израженом реакцијом груписани у 

другу групу тумора (n=6). Тумори са јаком реакцијом имали су у просеку већу вредност 

VEGF скора (4,67±0,21) у односу на туморе са слабом и умереном стромалном 

мононуклеарном реакцијом (3,09±0,14). Разлика је статистички значајна (p=0,001) 

(Графикон 31А). На крају предили смо вредности експресије VEGF-а у зависности од 

статуса лимфних чворова аксиле. Пацијенти су подељени на групе са негативним (n=20) и 

позитивним лимфним чворовима аксиле (n=20). Нисмо утврдили разлику у експресији 

VEGF-а између групе пацијената са негативним и позитивним лимфним чворовима аксиле 

(3,25±0,14 vs. 3,4±0,27) (p=0,758) (Графикон 31Б). 
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Графикон 31. Експресија VEGF-а зависи од степена стромалне мононуклеарне реакције. A. Постоји 

статистички значајна разлика у средњим вредностима скорова за VEGF у зависности од степена стромалне 

мононуклеарне реакције. Тумори са јаком стромалном реакцијом показују већу екпресију у односу на 

туморе са слабо и умерено израженом стромалном мононуклеарном реакцијом (p=0,001). Б. Експресија 

VEGF-а се не разликује у зависности од статуса лимфних чворова аксиле (p=0,758). Резултат је приказан као 

аритметичка средина ± SEM. Статистичка значајност је анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста. 
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MVD и клиничкопатолошки параметри 

Анализа повезаности између MVD у туморском ткиву и старости пацијенткиња 

оперисаних од карцинома дојке није показала значајну корелацију (r=-0,002; p=0,991) 

(Графикон 32А) док је статистички значајна корелација утврђена са највећим пречником 

тумора (r=0,386; p=0,014) (Графикон 32Б). 
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Графикон 32. MVD je повезана са највећим пречником тумора. A. Не постоји статистички значајна 

корелација између MVD са годинама старости пацијенткиња оперисаних од инвазивног дукталног 

карцинома дојке (r=-0,002; p=0,991) и Б. Пречник тумора је у позитивној корелацији са MVD (r=0,386; 

p=0,014). Статистичка значајност је анализирана применом Spearman-овог коефицијента корелације.  

 

Израчунавањем Sperman-овог коефицијента корелације утврдили смо статистички 

значајнu, јаку, негативну корелацију између MVD и скора за експресију ER (r=-0,742; 

p<0,0001) (Графикон 33А). Аналогно овом резултату постоји и значајна јака негативна 

корелација између MVD и PR (r=-0,671; p<0,0001) (Графикон 33Б). Све карциноме дојке 

смо даље класификовали у Her2 позитивне (n=8) и негативне (n=32). Није забележена 

значајна разлика у MVD у зависности од Her2 позитивности. Код Her2 позитивних тумора 

средња вредност MVD je износила 23,67± 2,16 у односу на Her2 негативну групу тумора 

где је била 19,52± 1,94 (p=0,109) (Графикон 33В).  
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Графикон 33. MVD је у негативној корелацији са експресијом ER и PR у туморским ћелијама 

карцинома дојке док не зависи од експресије Her2. A. MVD је у статистички значајној, инверзној 

корелацији са експресијом ER (r=-0,742; p<0,0001) и Б. PR у ћелијама хуманог карцинома дојке (r=-0,671; 

p<0,0001). Статистичка значајност је анализирана применом Spearman-овог коефицијента корелације. В. 

Средња вредност MVD није статстички значајно већа у групи Her2 позитивних карцинома дојке (p=0,109). 

Резултат је приказан као аритметичка средина ± SEM. Статистичка значајност је анализирана применом 

Маnn Whitney-јевог теста. 

 

У нашој студији, даљом анализом смо утврдили статистички значајну корелацију између 

MVD са експресијом p53 у туморским ћелијама (r=0,496; p=0,001) (Графикон 34А), IHPI 

(r=0,791; p<0,0001) (Графикон 34Б), NPI (r=0,774; p<0,0001) (Графикон 34В) и процентом 

метастаски измењених лимфних нодуса аксиле (r=0,443; p=0,004) (Графикон 34Г). 
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Графикон 34. MVD позитивно корелира са експресијом p53 протеина као и вредностима IHPI, NPI и 

процентом метастатски измењених лимфних чворова аксиле. A. Постоји позитивна корелација између 

MVD и експресије p53 протеинa у туморским ћелијама (r=0,496; p=0,001). Б. MVD корелира са вредностима 

IHPI (r=0,791; p<0,0001), В. NPI (r=0,774; p<0,0001) и Г. са процентом позитивних лимфних чворова аксиле 

(r=0,443; p=0,004). Статистичка значајност је анализирана применом Sperman-овог коефицијента корелације. 

 

Све карциноме дојке смо затим груписали на основу хистолошког градуса у групу 

карцинома са добром и средњом диференцијацијом (n=24) и на групу слабо 

диферентованих тумора (n=16). Утврдили смо значајну разлику између средњих 

вредности MVD између испитиваних група. MVD је значајно већа у групи слабо 

диферентованих тумора (29,79±2,08) у односу на групу добро и средње диферентованих 

карцинома дојке (14,06±1,13) (p<0,0001) (Графикон 35А). На основу нуклеарног градуса 

тумори су класификовани на исти начин у две групе: групу карцинома са градусом I и II 

(n=23) и групу са градусом III (n=17). MVD је значајно већа у групи тумора са нуклеарним 

градусом III (28,89±2,156) у односу на групу са нуклеарним градусом I и II (14,04±1,18) 

(p<0,0001) (Графикон 35Б). 
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На основу митотског индекса карциноми дојке су подељени на две групе: групу са 

митоским индексом I и II (n=33) и групу са митотским индексом III (n=7). Између ове две 

групе је такође утврђена статистички значајна разлика у MVD. Тумори са митотским 

индексом III (28,56±2,15) су показали значајно већу MVD у односу на туморе са 

митотским индексом I и II (19,13±1,69) (p<0,0001) (Графикон 35В). 
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Графикон 35. Степен диференцијације туморског ткива као и ћелијске атипије утиче на MVD у ткиву 

карцинома дојке. A. Сабо диферентовани карциноми дојке показују већу вредност MVD у односу на добро 

и средње диферентоване туморе (p<0,0001). Б. Карциноми дојке са великом ћелијском атипијом показују 

већу вредност MVD у односу на туморе саграђене од ћелија ниске и умерене целуларне атипије (p<0,0001). 

В. MVD је статистички значајно већа у групи тумора која се карактерише већим бројем митоза у односу на 

туморе са митотским индексом I и II (p<0,0001). Резултат је приказан као аритметичка средина ± SEM. 

Статистичка значајност је анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста. 
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Графикон 36. MVD је већа у туморима са присутном лимфном и перинеуралном али не и инвазијом 

крвних судова. A. Не постоји статистички значајна разлика у MVD у зависности од инвазије крвних судова 

(p=0,063). Б. MVD је статистички значајно већа у туморима са присутном лимфном (p<0,0001) и В. 

перинеуралнom invazijom (p=0,002). Резултат је приказан као аритметичка средина ± SEM. Статистичка 

значајност је анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста. 

 

У следећем кораку анализирали смо разлику MVD у односу на присуство инвазије крвних 

и лимфних судова судова у туморском ткиву. У првом кораку све туморе смо поделили на 

групу у којој су микроскопском анализом HE бојених ткивних пресека карцинома 

утврђени елементи инвазије крвних судова (n=14) и групу без инвазије (n=26). Између ове 

две групе није утврђена значајна разлика у MVD иако је била већа у групи са присутном 

инвазијом (22,43±2,08) у односу на групу где инвазија није верификована (19,23±2,23) 

(p=0,063) (Графикон 36А). У наредном кораку и у зависности од инвазије лимфних судова 

тумори су категорисани на групу са (n=24) и без инвазије лимфних судова (n=16). Тумори 
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са инвазијом (24,81±2,09) лимфних судова имали су већу вредност MVD у односу на 

групу без инвазије (13,67±1,48) и разлика је била статистички значајна (p<0,0001) 

(Графикон 36Б). На исти начин тумори су груписани на групу са (n=34) и без 

перинеуралне инвазије (n=6). Постоји разлика у MVD између групе са (21,96±1,77) и без 

перинеуралне инвазије (11,22±0,98) (p=0,002) (Графикон 36В). 
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Графикон 37. MVD је већа у групи тумора са јако израженом стромалном мононуклеарном реакцијом 

и код пацијенткиња за позитивним лимфним чворовима аксиле. A. Постоји статистички значајна 

разлика у средњим вредностима MVD у зависности од степена стромалне мононуклеарне реакције. Тумори 

са јаком стромалном реакцијом показују већу MVD у односу на туморе са слабо и умерено израженом 

стромалном мононуклеарном реакцијом (p=0,001). Б. MVD је већа у туморима пацијенткиња са позитивним 

лимфним чворовима аксиле (p<0,0001). Резултат је приказан као аритметичка средина ± SEM. Статистичка 

значајност је анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста. 

 

Стромална мононуклеарна реакција у ткиву карцинома дојке је оцењивана као слаба,  

умерена и јака. Тумори су слабом и умереном стромалном мононуклеарно реакцијом су 

анализирани као прва (n=34), док су тумори са јако израженом реакцијом груписани у 

другу групу тумора (n=6). Тумори са јаком реакцијом имали су у просеку већу вредност 

MVD (35,22±3,96) у односу на туморе са слабом и умереном стромалном мононуклеарном 

реакцијом (17,55±1,29) (Графикон 37А). Разлика је статистички значајна (p=0,001). На 

крају, поредили смо вредности MVD у зависности од статуса лимфних чворова аксиле. 

Пацијенти су подељени на групе са негативним (n=20) и позитивним лимфним чворовима 
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аксиле (n=20). Анализом смо утврдили значајну статистичку разлику у MVD између група 

пацијената са негативним и позитивним лимфним чворовима аксиле (15,07± 1,59 vs. 

25,63± 2,32) (p<0,0001) (Графикон 37Б). 
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ДИСКУСИЈА 

 

У до сада објављеној и нама доступној литератури није испитана улога и значај IL-33/IL-

33R сигналног пута у развоју некрозе у примарном тумору дојке. Наша студија по први 

показује да делеција гена за IL-33R значајно поспешује некрозу у ткиву примарног 

карцинома дојке. Супротно овоме, присуство овог рецептора праћено је смањеном 

некрозом и убрзаним растом тумора. Уз то, наша студија је показала истовремено 

присуство и природу повезаности између IL-33 и IL-33R у туморским и ћелијама строме 

карцинома дојке.  

Први део нашег истраживања базиран је на испитивањe одсуства IL-33R у анималном 

моделу 4T1 индукованог карцинома дојке. У овом делу показали смо да је делеција гена за 

IL-33R повезана са споријим растом примарног тумора, промоцијом некрозе и смањеном 

експресијом проангиогених IL-33 и VEGF-а у туморским ћелијама. 

Како бисмо податке добијене на мишевима корелирали са налазима у хуманој патологији, 

други део нашег истраживања је усмерен на анализу експресије IL-33 и IL-33R у 

туморским и ћелијама строме у зависности од присутва некрозе као и њихову повезаност 

са експресијом VEGF-а и MVD. Овај део истраживање је потврдио налазе на 

експерименталном моделу и показао инверзну корелацију између експресије IL-33 и IL-

33R између туморских и ћелија строме у хуманом карциному дојке. 

У трећем делу наше студије анализирали смо повезаност некрозе, експресије IL-33, IL-

33R, VEGF-a и MVD са стандардним клиничкопатолошким параметрима у хуманом 

карциному дојке. Сви добијени подаци указују да инхибиција активности сигналног пута 

IL-33/IL-33R може имати потенцијални терапијски значај а његова смањена активност 

повезана је са повољнијим исходом болести. 
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Процентулану заступљеност некрозе у туморском ткиву смо квантификовали применом 

програмског пакета Image Pro Plus (Image Pro Plus v.6.0.0.206, Media Cybernetics, Inc., 

Rockville, MD, USA). Коришћењем посебно креираног алгоритма у овом програм могуће 

је прецизно обележавање и мерење површина чиме се смањује могућност прављења 

грешке и повећава валидност резултата. Генерисани подаци су приказани процентулано, 

као удео ткива захваћен некрозом у односу на целокупни ткивни пресек. Према подацима 

у доступној литератури, наша студија је прва у којој је овај софтвер коришћен на овај 

начин. Стандардно, примена Image Pro Plus пакета је усмерена на анализе материјала и 

прорачуне у инжењерингу. Како до данас не постоји стандардизован и генерално 

прихваћен метод за хистоморфометрију и аутоматску и/или полуаутоматску 

имунохистохемисјку квантификацију, овај метод би по својој прецизности и лакоћи 

коришћења могао да замени друге, знатно скупље програмске пакете. 

Вишеструки патолошки фактори утичу на исход болести код оболелих од карцинома 

дојке, укључујући проангиогене и регулаторне медијаторе. У нашој студији, користећи 

мишеве дефицијентне за рецептор за имунорегулаторни IL-33 на BALB/c подлози, 

показали смо да делеција гена за овај рецептор промовише некрозу у туморском ткиву. 

Овакви налази указују на нов механизам којим IL-33 утиче на карциногенезу. Раније 

студије су показале да IL-33/IL-33R осовина супримира урођени антитуморски имунски 

одговор и на тај начин промовише неоангиогенезу (255,256). Наше истраживање показује 

појачану туморску некрозу у примарним туморима дојке IL-33R
-/-

 мишева што је повезано 

са смањеном експресијом проангиогених фактора попут IL-33 и VEGF-а. Поред тога, 

присуство некрозе у туморима дојке индукованим у нашим екпериментима је повезано и 

са споријим растом тумора код IL-33R
-/-

 мишева. Значај некрозе у расту тумора и настанку 

метастаза је још увек предмет разматрања (257,258). Познато је да је појава некрозе у 

примарном тумору дојке саставни део биологије тумора и у већем броју истраживања 

најчешће је повезивана са неповољним исходом болести. Са друге стране, друге групе 

аутора су показале да некроза може настати и као резултат доброг терапијског одговора на 

примену различитих видова онколошког лечења [259-267). У складу са овим 

истраживањима, наши резултати показују да атенуација IL-33 може имати терапијски 

потенцијал не само стимулацијом урођеног антитуморског имунског одговора већ и 

промовисањем некрозе која је повезана са смањеном експресијом VEGF-а као снажног 
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проангиогеног фактора [268, 269]. Додатно, присуство туморске некрозе појачава 

антитуморски имунски одговор [270, 271], тако што некротичне ћелије олакшавају 

сазревање ћелија које презентују антиген и T ћелија, што последично индукује значајно 

јачи антитуморски имунски одговор [272]. 

Резултати добијени анализом туморског ткива узетог од пацијената показали су 

поклапање са подацима добијеним у експерименталном моделу 4T1 индукованог 

карцинома дојке. Анализирали смо укупно 40 пацијенткиња са карциномом дојке које су у 

зависности од присутва некрозе у туморском ткиву класификоване на две групе (са и без 

некрозе). У анализираним групама није било значајне разлике у старсној доби, величини 

тумора и стадијуму болести према AJCC критеријумима. Анализом смо утврдили да је 

појачана некроза у примарном тумору дојке негативно повезана са смањеном експресијом 

IL-33, IL-33R и VEGF-а у туморским ћелијама. Такође експресија IL-33 и IL-33R је 

позитивно повезана са експресијом VEGF-а у туморским ћелијама. 

Слично VEGF-у, IL-33 олакшава пролиферацију и миграцију ендотелних ћелија као и 

пропустљивост крвних судова у in vitro условима. Ову улогу IL-33 према досадашњим 

студијама вероватно обавља независно од VEGF-а [273]. Ипак, одсуство проангиогених 

фактора попут IL-33 и VEGF-а води у хроничну исхемију и хипоксију што последично 

може резултовати туморском некрозом [274-276]. Савремена истраживања до данас нису 

показала који од ова два проангиогена фактора има већи значај у развоју локалне туморске 

неоангиогенезе. 

Експресија IL-33 и VEGF-а су у позитивној корелацији у туморским ћелијама хуманог и 

анималног карцинома дојке. Такође, у нашем истраживању смо показали да присуство IL-

33R појачава експресију IL-33. На крају у примарним туморима добијеним у IL-33R
-/-

 

мишева утврдили смо нижи степен експресије VEGF-а у туморским ћелијама што је 

указало на повезаност активације сигналног пута IL-33/IL-33R и експресије VEGF-а.  

Иако је претходно показано да проангиогену улогу IL-33 остварује независно од VEGF-а 

[273], Theoharides и сарадници [275] су у својој студији показали да IL-33 директно 

олакшава секрецију и експресију VEGF-а у мастоцитима. Такође студија Stojkovic-a и 

сарадника је показала да IL-33 индукује пролиферацију и миграцију ендотелних ћелија 

преко IL-33R који се експримира на ендотелним ћелијама. Овај ефекат је посредован 

појачавањем активности урокиназног активатора плазминогена.  
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Слично налазима из ових студија, могуће је да блокада сигналног пута IL-33/IL-33R 

смањује експресију VEGF-а у туморским ћелијама, супримира неоангиогенезу и 

последично поспешује настанак и развој некрозе у туморском ткиву.  

Супротно очекивању, у туморима у којима је детектована некроза забележена је већа 

MVD. Ипак, приметили смо да је највећи број новонасталих крвних судова детектован у 

перинекротичном рубу туморског ткива. У нашој студији нисмо утврдили повезаност 

између IL-33, IL-33R и MVD, док је екпресија VEGF-а у туморским ћелијама 

перинекротичног руба у позитивној корелацији са MVD. Од раније је познато да IL-33 

ослобађају оштећене и ћелије захваћене некрозом [277, 278]. На основу ових закључака и 

сличних студија, сматрамо да IL-33 ослобођен из ћелија захваћених некрозом поспешује 

експресију VEGF-a у туморским ћелијама перинекротичног руба и појачава 

неоангиогенезу што се манифестује већим MVD у перинекротичној зони хуманог 

карцинома дојке. Ова студија показује додатни механизам којим је IL-33/IL-33R сигнални 

пут укључен у карциногенезу. Секретован из живих и/или ослобођен из некротичних 

ћелија, IL-33 се везује за свој рецептор на ендотелним ћелијама и промовише ангиогенезу 

и продукцију VEGF-a. Делеција гена за IL-33R или његова блокада супримира активност 

сигналног пута IL-33/IL-33R што може имати терапијски значај. Такође, наша студија 

зансована на експерименталним подацима не искључује механизам којим IL-33 своју 

проангиогену улогу оставарује независно од VEGF-а.  

Потребно је напоменути да други чланови IL-1 породице цитокина имају значајну улогу у 

туморској ангиогенези [277, 279,280].  

По својој функцији IL-33 је сличан IL-1 односно IL-1β и IL-33 имају снажну пеоангиогену 

функцију и обављају контролу продукције VEGF-а. IL-1β појачава експресију VEGF-а 

везујући се за његове рецепторе на ендотелним ћелијама а затим делујући заједно са 

VEGF-ом поспешује неоангиогенезу у туморском ткиву. У складу са овим, блокада IL-1β 

успорава туморски раст и спречава неоангиогенезу [277, 279,280]. Попут IL-1, IL-33 се 

везује за IL-1R3 (IL-1RAcP), на основу чега претпостављамо да је блокадном овог 

рецептора применом анти-IL-1R3 антитела, могуће редуковати ангиогенезу и појачати 

смрт ћелија карцинома дојке некрозом тј губитком васкуларног снабдевања. Оваква 

претпоставка је у складу са студијама које су показале високу експресију IL-1R3 у акутној 

мијелоидној леукемији [278]. Наша студија је показала нов механизам којим је сигнални 
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пут IL-33/IL-33R укључен у карциногенезу и даје рационално објашњење за блокаду IL-33 

као једног од потенцијалних видова лечења пацијената са карциномом дојке. 

Раније студије су показале да IL-33 и IL-33R поред туморских експримирају и 

паренхимске, стромалне и запаљенске ћелије попут макрофага, дендритичних ћелија, 

мастоцита, епителних ћелија, глаткомишићних ћелија, фибробласта, ниофибробласта, 

ендотелних ћелија, глијалних ћелија, остеобласта и адипоцита. Из тог разлога испитивали 

смо улогу експресије IL-33 и IL-33R у стромланим ћелијама између различитих група 

тумора у зависности од присуства некрозе. Наше истраживање је показало да тумори у 

којима су детектована поља некрозе показују већу експресију испитиваних белега у 

ћелијама строме у односу на туморе у којима некроза није детектована. Овај налаз је у 

супротности са експесијом истих маркера у туморским ћелијама. У прилог овакве тезе иде 

раније описана функција IL-33 као „алармина“ чија је улога у међусобној комуникацији и 

обавештавању различитих популација ћелија о оштећењу или смрти ћелија. На овај начин 

скретован из живих ћелија или ослобођен некрозом, IL-33 стимулише инфилтрацију 

туморског ткива IL-33
+
 и IL-33R

+
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IL-33 је првобитно означен као лиганд за мембрански ST2 рецептор и цитокин који 

снажно потенцира Th2 имунски одговор и важан медијатор за репарацију епителног ткива 

(281). Новије студије су показале да IL-33/ST2 осовина може промовисати и Th1 имунски 

одговор у зависности од присутва IL-12 (282). Према томе, улога сигналног пута може 

бити протективна или патогена у различитим болестима јер показује двоструку улогу у 

запаљенским болестима (283, 284). IL-33 игра важну улогу у запљењу и повезана је са 

многим болестима укључлујући темпорални артеритис (артеритис џиновских ћелија) 

(285), билијрну атрезију (286) и хроничну обструктивну болест плућа (287). Међутим, у 

малом броју студија испитивана је улога IL-33/ST2 осовине у карциномима а посебно је 

мало позната улога IL-33 код пацијената са карциномом дојке. 

Студија која се бавила испитивањем серумске концентрације IL-33 код пацијената са 

карциномом дојке показала је да је ниво IL-33 већи код пацијената са карциномом дојке у 

поређењу са пацијентима леченим од бенигних промена дојке. Такође, иста студија је 

показала значајно већу имунохистохемијску експресију IL-33 у ћелијама карцинома и 

околног ткива у односу на здраво ткиво дојке узето од истих пацијената. Концентрација 

sST2 је повећана код пацијената са метастатским карциномом дојке док је смањена 

концентрација овог протеина повезана са смањењем ErbB2 индуковане ћелијске 

покретљивости у две ћелијске линије (288). Концентрација IL-33 у серуму је већа код ER 

позитивних пацијената што указује на могућу зависност IL-33/ST2 сигнализације од 

хормонских рецептора. Осим тога, eкспресија IL-33 је значајно већа у Her2 позитивним 

туморима што је у складу са подацима из студија које су показале да оверекспресија sST2 

убрзава метастазирање карцинома дојке активацијом ErbB2 у ћелијским линијама 

карцинома дојке (288). У нашој студији на ST2 дефицијентним мишевима и применом 4T1 

ћелијске линије тумора дојке показали смо да одсуство ST2 рецептора успорава 

прогресију и метастазирање карцинома дојке појачавањем цитотоксичности NK ћелија и 

системске концентрације Th1/Th17 цитокина. (289). 

Концентрација IL-33 у серуму је нижа у групи тумора који у значајно мањој мери 

експримирају Ki-67 што указује на негативну повезаности између серумског IL-33 и 

пролиферације ћелија карцинома дојке. Након анализе цитокина повезаних са IL-33, ова 

студија је показала да је једино концентрација IL-12 смањена код пацијената са 

карциномом дојке што имплицира да системски IL-33 не игра важну улогу у имунском 
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систему оболелих од карцинома дојке. Наша студија на екперименталном моделу 

карцинома дојке је показала да активација IL-33/ST2 сигналног пута појачава 

интратуморску акумулацију имуносупресивних у урођених лимфоидних ћелија и на тај 

начин промовише туморски раст и метастазирање у карциному дојке (290). Слично овоме, 

код скамоцелуларног карцинома у реgији главе и врата примена IL-33 промовише 

миграцију ћелија и инвазивност индукцијом епително-мезенхималне транзиције. Поред 

наведеног, IL-33 је доказан и као потенцијални прогностички маркер али и као 

потенцијална мета за нове видове терапијског приступа (291). Последња истраживања 

сугеришу да тумор инфилтришући T (TILs) лимфоцити ослобађају IL-17A који активира 

MAPK сигнални пут и последично промовишу ћелијски пролиферацију у туморском 

ткиву и ретзистенцију на конвенционалне хемиотерапеутске агенсе (292). Елевација 

концентрације IL-33 u серуму као и његове локалне, имунохистохемијске, експресије 

може убрзати прогресију и метастазирање карцинома дојке регулацијом сигналног пута 

IL-12. Локална екпсресија IL-33 може бити важан маркер у диференцијацији малигног од 

бенигног ткива. Имунохистохемијска експресија IL-33 у околном ткиву карцинома које 

није захваћено малигним тумором је значајно већа него у здравом ткиву дојке што указује 

да околно нетуморско ткиво може имати значајну улогу у антитуморској имуности. 

Другим речима, локална екпресија IL-33 може да повећа интратуморску акумулацију 

имуносупресивних лимфоидних ћелија код пацијената са карциномом дојке. Међутим, 

тумори високог хистолошког градуса показују значајно мању екпресију IL-33 у поређењу 

са туморима ниског градуса што потенцира значај овог цитокина посебно код Her2 

позитивне групе тумора и тумора који екпримирају друге цитокине повезане са 

укрштеном регулацијом. Посебно је интересантан резултат који показује обрнуту 

повезаност између серумске концентрације и локалне експресије IL-33 са екпресијом ER и 

HER2 у ћелијама карцинома дојке. У доступној литератури су врло оскудне студије које 

су проучавале однос и повезаност IL-33 са ER и HER2. На основу ове студије намеће се 

закључак да системска концентрација и локална експресија IL-33 могу имати различите 

улоге у зависности од различитог хормонског статуса. На основу ових резултата 

претпостављамо да IL-33 може бити један од важних фактота који учествују у 

резистенцији тумора на хормонску и терапји Херцептином у групи Er
+
/Her2

+
 позитивних 

карцинома. 
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Потврђено је да IL-33 може да активира Th1, NK, NKT и CD8 цитотоксичне T ћелије под 

одређеним околностима (293). У другу руку, IL-33 има дојаку, анти- и проинфламаторну 

улогу.  

Истакли смо могућу улогу експресије IL-33 као биомаркера за разликовање хуманог 

карцинома дојке у коме су присутна некротична поља и показали да смањена експресија IL-33 

указује на присуство некрозе у тумору. Анализом и поређењем десетогодишњег 

преживљавања између група тумора са и без некрозе потврдили смо значај некрозе као 

параметра који значајно утиче на преживљавање код пацијенткиња са карциномом 

дојке. Иако значајно указује на постојање некрозе у туморима дојке, степен експресије 

IL-33 значајно не утиче на укупно преживљавање оболелих. Експресија IL-33 у 

ћелијама туморске строме не представља поуздан маркер за постојање некрозе у 

туморском ткиву и не утиче значајно на десетогодишње преживљавање.  

Резултати ове студије указују на могућу улогу експресије IL-33R у туморским и ћелијама 

строме као биомаркера за разликовање карцинома у којима су детектабилна поља некрозе. 

На присуство некрозе у ткиву тумора може да укаже смањена експресија IL-33R у туморским али и 

повећана експресија ИЛ-33Р у ћелијама строме тумора. Иако предсвљају поудане белеге за 

процену некрозе у ткиву карцинома дојке, ниједан од ових параметара није показао 

значајни утицај и разлику у десетогодишњем преживљавању у зависности од нивоа 

експресије IL-33R у туморским и ћелијама туморске строме. 

Експресија испитиваних ткивних биомаркера може да буде корисна у процени биолошког 

понашања карцинома дојке. Према нашим резултатима, од свих анализираних ткивних 

маркера експресија IL-33R у туморским ћелијама се показала као најспецифичнији и 

најсензитивнији биомаркер за дискриминацију карцинома у којима је присутна односно 

одсутна некроза. 

Висока густина новонасталих крвних судова не мора нужно да буде повезана са појачаним 

приливом крви унутар тумора јер су новонастали крвни судови незрели или још чешће 

оштећеног структурног интегритета (294) Овакви крвни судови пуцају и нису у стању да 

одрже артеријски притисак унутар тумора што за последицу има појаву локализованог 

крварења унутар туморске масе. Анастаомозе које настају између ових новонасталих 

крвних судова доводе до маневрисања у протоку крви али ни ове анастомозе услед 

ослобљаног протока нису у стању да обаве адекватно снабдевање туморксе масе крвљу 
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(295) Познато је да ја секреција одређених проангиогених фактора, попут VEGF-а, 

регулисана хипоксијом у тумору (296, 297). Туморске ћелије изложене хипоксији 

ослобађају VEGF и на тај начин стимулишу туморску неоангиогенезу. У прилог овој 

тврдњи иду резултати неких студија у којима је показано да је експресија проангиогених 

фактора појачана у зони тумора око некрозе (298). 
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У даљем истраживању испитивали смо повезаност некрозе са стандардним 

патохистолошким и имунохистохемијским параметрима (експресија ER, PR, HER2, p53, 

NPI, IHPI, хистолошки и нуклеарни градус, митотски индекс, инвазија крвних и лимфних 

судова, перинеурална инвазија, стромална мононуклеарна реакција, статус као и процанат 

метастатски измењених лимфних чворова аксиле). У зависности од присуства некрозе у 

примарном тумору, сви испитаници су подељени на групу пацијената у чијим туморима 

су микроскопским прегледом детектована поља некрозе и групу без некрозе. 

Ген за p53, тумор-супресорски ген, се налази на кратком краку хромозома 17 (17p). У 

нормалној ћелији контролише репликацију DNA. Описује се као „чувар генома” који 

препознаје оштећење DNA, зауставља ћелијски циклус, дајући ћелији довољно времена да 

обави поправку оштећене DNA, а ако је ово оштећење превелико за поправку, индукује 

апоптозу односно програмирану ћелијску смрт (299). Губитак фукнције гена p53 за 

последицу може имати даље дељење ћелије са генетским оштећењем (300, 301). Analize na 

celikupnom genomu su pokazale prisustvo p53 mutacija u 12% luminalnih A i 32% luminalnih B 

karcinoma dojke što je drastično ređe u odnosu na basal like karcinome dojke kod kojih je 

zastupljenost ove mutacije 84% i kod Her2 tipa tumora sa učestalošću od 75% (302). Mutirani 

p53 se imunohistohemisk detektuje u jedru tumorske ćelije i služi kao surogat marker za 

detekciju p53 mutacija. Ranije imunohistohemisjke studije su pokazale da je prisustvo ovih 

mutacija u grupi ER pozitivnih tumora,  oko 20% i da prisustvo ove mutcaije ima značaj u 

oredikciji rezistencje na endokrinu terapiju i skraćenje ukupnog preživljavanja nakon relapsa 

bolesti kod metastatskog karcinoma dojke (303, 304). 

Тумори са присутном некрозом су показали статистички значајну нижу експресију ER и 

PR док је нуклеарна експресија p53 протеина била већа. Ови подаци су у складу са 

подацима из литературе који показују да пацијенти са смањеном експресијом ER и PR као 

и појачаном експресијом p53 протеина спадају у прогностички  неповољну групу 

пацијената и показују статистички значајно краће петогодишње и дестогодишње 

преживљавање. Са друге стране, некроза која је традиционално посматрана као 

прогностички неповољан параметар у нашој студији поред овакве везе са експресијом 

ових белега показала је статистчки значајно краће десетогодишње преживљавање у групи 

пацијената у чијим туморима дојке су детектована поља некрозе. У складу са овим 

аналазима вредности NPI и IHPI су такође били већи у групи тумора са присутном 
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некрозом. Веће вредности оба прогностичка индекса су повезане са лошом прогнозом 

болести. Од стандардних патохистолошких параметара некроза је чешће заступљена у 

групама тумора са високим хистолошким и нуклеарним градусом, са перинеуралном и 

инвазијом лимфних судова, са стромланом мононуклеарном реакцијом јаког степена и у 

групи пацијената код којих су након операције детектовани позитивни лимфни чворови 

аксиле. Статус HER2 рецептора, митотски индекс, инвазија крвних судова као и проценат 

позитивних лимфних чворова нису били повезани и нису се разликовали између групе 

тумора класификованих на основу присутва тј одсуства некрозе. 

Како бисмо утврдили повезаност између експресије IL-33 u tumorskim ćelijama са 

стандардним патохистолошким параметрима испитанице смо поделили на две групе. 

Групу  са ниском екпресијом IL-33 u tumorskim ćelijama činili su tumori u kojima je 

detektovano ≤4% позитивних ћелија док су у групу са високом екпресијом класификоване 

испитанице у чијим туморима је утврђено >4% позитивних ћелија. Од 40 анализираних 

дукталних карцинома дојке код 16 (40%) тумора је детектована ниска насупрот 24 (60%) 

узорка туморског ткива са високом, цитоплазматском, екпресијом IL-33 у туморским 

ћелијама.  

Средња вредност скорова за експресију ER и PR је била већа у групи тумора са високом 

екsпресијом IL-33 у туморским ћелијама иако разлика није статистички значајна. Овај 

налаз је у складу са студијом Lee и сарадника. Насупрот оваквом  резултату, екпресија p53 

протеина kao i NPI је била већа код тумора са ниском екпресијом IL-33. Овакав резултат 

иде у прилог ранијим студијама које су показале да је мутација p53 протеина у карциному 

дојке праћена бржим растом тумора и присутвом некрозе у туморском ткиву. 

Претпостављамо да смањена експресија IL-33 у туморским ћелиујама настаје као 

последица некрозе и njegovog ослобађања из живих ћелија са циљем поспешивања 

ангиогенезе и смањења исхемије а последично и некрозе унутар туморског ткива. 

Повећана екпресија IL-33 је утврђена у групама тумора ниског градуса, смањене митотске 

активности као и код тумора без метастатски измењених аксиларних лимфних чворова. 

Наша студија у којој је на анималном моделу карцинома дојке мерена пролиферативна 

активност туморских ћелија применом Ki67 показала је да примена рекомбинантног IL-33 

повећава процентуалну заступљеност Ki67 позитивних туморских ћелија. IL-33 не 

поспешује пролиферацију 4T1 туморских ћелија у In vitro условима, чиме је искључен 
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директни ефекат IL-33 на туморске ћелије. На основу ове студије и наших претходних 

резултата, интрацелуларни IL-33 значајно смањује пролиферативну активност туморских 

ћелија док је његова системска улога апсолутно супротна. Сумирајући наше резултате 

може се рећи да је прогресија карцинома дојке повезана са смањеном експресијом IL-33 у 

туморским ћелијама и да туморске ћелије представљају значајан извор овог цитокина. 

Поред наведеног, екпресија IL-33 у туморским ћелијама није показала повезаност са 

екпресијом Her2 у ћелијама тумора, нуклеарним градусом, инвазијом крвних и лимфних 

судова, перинеуралном инвазијом, стромалном мононуклеарном реакцијом као и 

процентом метастатски измењених аксиларних лимфних чворова. 

Обзиром да поред туморских IL-33 могу да експримирају и друге ћелије попут T 

лимфоцита, NK ћелија, дендритичних ћелија, макрофага, мастоцита, миофибробласта, 

фибробласта, адипоцита, глијалних ћелија, остеобласта, ендотелних и епителних ћелија 

испитивали смо повезаност екпресије IL-33  у ћелијама туморксе строме са стандардним 

патохистолошким и имунохистохемијским параметрима. Испитанице су класификовани 

на групу са ниском (≤10% позитивних ћелија) и високом (>10% позитивних ћелија) 

експресијом IL-33 у ћелијама туморске строме. Укупно је анализирано 40 ткивних узорака 

карцинома код којих је у 12 (30%) утврђена ниска а код 28 (70%) висока експресија IL-33 

у ћелијама строме. 

Choi и сарарадници су показали да IL-33 може да функционише у аутокрином маниру у 

ендотелним и епителним ћелијама које предтављају значајан извор IL-33. Поред тога IL-33 

промовише ангиогенезу појачавањем пролиферације и миграције ендотелних ћелија као и 

васкуларне пропустљивости (273). Такође ендотелне ћелије секретују медијаторе 

запаљена у одговору на стимулацију IL-33 (305) што је такође и одлика епителних ћелија 

(305). Током заплајеннске реакције, епителне ћелије гастроинтестиналног тракта 

продукују IL-25, IL-33 i TSLP. Овај процес захтева присуство мастоцита (306). У ConA 

индукованом хепатитису NKT ћелије активирају хепатоците и преко TRAIL рецептора 

стимулишу продукцију IL-33. (307, 308). Према овој студи IL-33 има значајну протективну 

улогу у анималном моделу хепатитиса. У складу са овом експерименталном студијом, in 

vivo екперименти уз апликцију IL-33 показали су да овај цитокин има улогу у смањењу 

исхемије јетре и спречавању некрозе хепатоцита без продукције проинфламаторних 

медијатора из Купферових ћелија и/или хепатоцита (309). 
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Од свих испитиваних параметара тумори у којима је забележен висок степен експрсије IL-

33 у ћелијама строме показивали су значајно вечу експресију p53 протеина у туморским 

ћелијама. На основу овог резултата сматрамо да је смањени апоптотски потенцијал 

туморских ћелија карцинома дојке праћен појачаном локалном секрецијом IL-33 у 

стромалним ћелијама карцинома дојке. Иста група тумора показује значајно већи степен 

некрозе у туморском ткиву. Могуће објашњење овог феномена је да смањена апоптоза и 

појачана некроза стимулишу ћелије строме да секретују проангогени IL-33 и на тај начин 

смање исхемију и спрече даљи тазвој некрозе у туморском ткиву. Поред тога, на основу 

података из литературе IL-33 потенцира Th2 имунски одговор и повећава заступљеност 

IL-10 продукујућих ћелија чијом продукцијом се ативирају регулаторни T лимфоцити, 

индукујући имуносупресију. Поред овога, код пацијената са III стадијумом колоректалног 

карцинома утврђен је нижи степен IL-33 mRNA код којих је детектована p53 мутација у 

односу на оне код којих је присутна wilde форма p53 (310). Анализом степена експресије 

IL-33 у ћелијама строме тумора дојке нисмо утврдили повезаност са другим стандардним 

имунохистохемијским и патохистолошким параметрима. 

Досадашње студије су се бавиле проучавањем повезаности серумске концентрације ST2 са 

стандарним патохистолошким и имунохистохемијским параметрима. Досадашње анализе 

су показале да је серумска концентрације sST2 већа код ER позитивних пацијената у 

односу на контролну групу коју су чиниле здраве испитанице (311, 312). Иста студија је 

показала да је серумска концентрација  код пацијенткиња са ER позитивним карциномом 

дојке значајно већа у односу на пацијенткиње са DCIS и да значајно корелира са 

старосном доби, величином тумора и стадијумом болести. Ове студије нису показале 

повезаност sST2 са експресијом Her2 у ћелијама карцинома дојке (313, 314). У групи ER 

позитивних карцинома дојке забележена је и значајно већа концентрација серумског sST2 

у групи тумора са високим индексом пролиферације који је процењиван експрсијом Ki67 

(315). Sahin и сарадници су претходно поазали да проценат позитивних ћелија на KI67 

корелра са нуклеарним градусом, старосном доби и митотским индексом у карциномима 

дојке (Ki-67 immunostaining in node-negative stage I/II breast carcinoma. Significant 

correlation with prognosis (316). 

Како до сада није испитиван знначај локалне екпресије ST2 у карциному дојке испитивали 

смо повезаност експресије овог белега са осталим параметрима. Испитанице су 
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класификовани на групу са ниском (≤22,5% позитивних ћелија) и високом (>22,5% 

позитивних ћелија) експресијом ST2 у туморским ћелијама карцинома дојке. Укупно је 

анализирано 40 ткивних узорака карцинома код којих је у 18 (45%) утврђена ниска а код 

22 (55%) висока експресија ST2 у ћелијама карцинома. 

Наша студија је показала да је експресија ER и PR значајно већа у групи тумора у којој је 

детектована висока експресија ST2 у туморским ћелијама, док се екпресија p53  протеина 

није значајно разликовала. Такође, у складу са поменутим студијама није забележена ни 

разлика у експресији HER2 у зависности од степена екпресије ST2. Узевши у обзир 

резултате студија у којима је повезаност испитивана са серумским ST2 сматрамо да је 

екпресија ST2 рецептора на туморским ћелијама повезана са хормонском сигнализацијом 

у ћелијама карцинома дојке. Вредности NPI и IHPI су биле значајно ниже у групи 

карцинома са високим степеном екпресије ST2 у ћелијама карцинома дојке што 

имплицира да је повећана екпресија овог рецептора у туморским ћелијама повезана са 

повљнијом прогнозом болести. Такође тумори ниског хистолошког и нуклеарног градуса 

показују виши степен екпресије ST2 у туморским ћелијама, што потврђује значај 

екпресије ST2 у туморским ћелијама као повољног прогностичког фактора. Иако је на 

граници статистичке значајности, интересантан је податак да је у групи тумора ниске 

експресије ST2 забележена процентуално већа заступљеност перинеуралне инвазије у 

односу на туморе који у већој мери екпримирају ST2. У нашој студији нисмо утврдили 

значајну повезаност између степена екпресије ST2 са митотским индексом, инвазијом 

крвних и лимфних судова, стромалном мононуклеарном реакцијом, као и статусом и 

процентом метастатски измењених лимфних чворова аксиле. 

Поред туморских, експресија ST2 је присутна и на ћелијама туморске строме укључујући 

и запаљенске ћелије попут: Th2 лимфоцита, мастоцита, еозинофила, базофила, 

неутрофила, дендритичних челија, макрофага, NK ћелија,  фибробласта, миофибробласта, 

глаткомишићних као и ендотелних и епителних ћелија. Раније студије које су се бавиле 

значајом активације IL33/ST2 сигналног пута у карциному дојке претежно су биле 

усмерене на  ћелије имунског система и модулацију имунског одговора. Из тог разлога 

желели смо да испитмамо улогу екпресије ST2 рецептора у ћелијама стрме  укључујући и 

друге популације ћелија. Испитанице смо поделилина на групу са ниском (≤13,75% 

позитивних ћелија) и високом (>13,75% позитивних ћелија) експресијом ST2 у ћелијама 
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строме карцинома дојке. Укупно је анализирано 40 ткивних узорака карцинома код којих 

је у 20 (50%) утврђена ниска а код 20 (50%) висока експресија ST2 u ћелијама туморске 

строме. 

Тумори са високом екпресијом ST2 рецептора у ћелијама туморске строме показивали су 

значајно нижу вредност ER скора али не и скора за експресију PR у туморским ћелијама. 

Могуће објашњење је да IL-33 ослобођен из ћелија ER негативних тумора појачава 

инфилтрацију туморке строме са ST2 позитивним ћелијама што је у складу са ранијим 

експерименталним студијама. Обзиром да је наша студија показала да је негативност на 

ER повезана са некрозом у туморскм ткиву, активација IL-33/ST2 сигналног пута у 

ћелијама строме поспешује ослобађање проангиогених фактора и на тај начин спречава 

даље настајање исхемије и некрозе у туморском ткиву.  Овакав налаз упућује на изузетан 

прогностички значај експресије ST2 рцептора у ER негативним туморима као и 

потенцијалну мету у онколошком лечењу ове групе пацијената. Са друге стране екпресијe 

HER2 и p53 се нису значајно разликовала у зависности од степена експресије ST2 

рецептора у ћелијама туморске строме. Вредности NPI и IHPI су биле значакјно веће у 

групама појачане екпресије ST2 рецептора потврђујући екпсресију ST2 рецептора у 

ћелијама строме нао лош прогностички фактор. Пред овога код тумора са појачаном 

екпресијом ST2 рецептора у ћелијама строме забележен је већи удео тумора високог 

хистолошког градуса. У истој групи тумора  у значајно већој мери је била присута 

инвазија лимфних судова и перинеурална инвазија као и статус и проценат метастатски 

измењених лимфних чворова аксиле. Јака стромална  мононуклеарна реакција је била 

одсутна код свих тумора са ниском а забележена је код 6 тумора са високом екпресијом 

ST2 рецептора у ћелијама туморске строме. Овај налаз је потврдио резултате претходних 

студија које су показале да активација IL33/ST2 сигналног пута у ћелијама строме убрзава 

метастатско ширење примарног тумора дојке. Такође значајна разлика у стромалњ 

мононуклеаној реакцији иде у прилог тврдњама да активација IL-33/ST2 сигналног пута 

убрзава инфилтрацију туморског ткива запаљенским ћелијама и поларише имунски 

одговор у Th2 и M2 правцу. Нашом анализом, нисмо утврдили повезаност између стеена 

ексресије ST2 рецептора у ћелијама туморске строме са нуклеарним градусом, митотским 

индексом и инвазијом крвних судова у туморском ткиву карцинома дојке. 
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Aнгиогенеза игра кључну улогу  у настанку, развоју и метастазирању тумора. VEGF, је 

један од најмоћнијих медијатора ангиогенезе и стимулише пролиферацију и миграцију 

ендотелних ћелија [317, 318]. Поред  туморских, VEGF продукују и ћелије попут 

активираних макрофага, неутрофила, фибробласта и епителних ћелија. Повећана 

експресија VEGF-а настаје  као последица хипоксије али и под утицајем различитих 

цитокина попут IL-1 и IL-6 (319, 320). 

У солидним туморима, екпресија VEGF указује на лошу прогнозу и повезана је са 

повећаним метастатским потенцијалом примарних тумора. (321, 322.) Велики број студија 

показује да експресија VEGF-а у туморском ткиву корелира са MVD и лошом прогнозом 

укључујучи и карцином дојке (323, 324).  

Сигнализација путем VEGF-а у ћелијама карцинома је одговорна за резистенцију ћелија 

на апоптозу и њихову миграцију и инвазивност. [325, 326, 327]. Експресија VEGF-а је 

појачана у односу на нормално ткиво као и бенигне промене дојке   [328) . Пиближно 72–

98% карцинома дојке је показује имунохистохемијску позитивност на VEGF. [329..... 

330....... 331...... 332]. Према подацима из литературе експресија VEGF је повезана  са 

већим тумором, високим хистолошким градусом, негативношћу на ER и PR, 

оверекспресијом HER2 и метастазама у лимфним нодусима. [333....... 334........ 335]. У 

анмиланом моделу болести, примена анти-VEGF терапије инхибира туморски раст, 

редукује микровакуларну густину и смањује инфилтрацију тумор асоцираним 

макрофагима. [336.]. Анти-VEGF терапија са бевацизумабом, хуанизиваним антителом за 

VEGF у комбинацији са хемотерапијским протоколима, показала је успоравање даље 

прогресије болести код пацијенткиња са метастатским карцинома [337]. In vitro, повећана 

екпресја VEGF-а је повезана са резистенцијом на примену анти-ER терапије. (338) 

Wild type p53 негативно регулише експресију VEGF и на тај начин инхибира ангиогенезу, 

у  различитим туморима (339, 340). У складу са тим мутирани облици p53 у позитивној су 

корелацији са експресијом VEGF код неколико различитих тумора (341, 342). 

Експресија VEGF-а није показала значајну повезаност са старосном доби и величином 

тумора  у нашем истраживању. Разлог оваквом резултату је начин одабира пацијената који 

су укључени у наше истраживање и који је подраѕумевао да се групе испитиваних 

пацијенткиња међусобно не разликују у величини тумора, стадијуму болести и старосној 

доби. Поред тога, експресија VEGF-а није у статистички значајној корелацији са 
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екпресијом ER у ћелијама карцинома. Иако наша анaлиза није достигла статистичку 

значајност запазили смо тренд да је повећана експресија VEGF-а праћена смањеном 

екпресијом ER што је у складу са подацима из литературе. Идентичне резултате смо 

добили анализирајући повезаност између експресије VEGF-а са експресијом PR и Her2. 

Једарна екпресија p53 протеина била је у јаког позитивној корелацији са скором за 

експресију VEGF-а у туморским ћелијама што је у складу са подацима из литературе. 

Позитивна корелација VEGF експресије са већим NPI у потпуноти потврђује значај 

екперсије VEGF као лошег прогностичког парметра за оболеле од карцинома дојке. IHPI и 

експресија VEGF-а у туморским ћелијама у нашој студији нису у корелацији. Поред тога, 

иако на ивици статистичке значајности, постоји јака позитивна корелација између 

процентулане заступљености метастатски измењених лимфних чворова аксиле и 

експресије VEGF-a у туморским ћелијама, чиме смо потврдили досадашње резултате да је 

екпресије VEGF-а у ћелијама карцинома повезана са појачаним метастатским 

потенцијалом примарног тумора дојке. У складу тврдњама да биолошки агресивнији 

карциноми дојке показују већи степен експресије VEGF-а, у нашој студији смо 

забележили већу експресију код тумора високог хистолошког и нуклеарног градуса али не 

и код оних са високим митотским индексом, инвазијом крвних и лимфних судова као и 

перинеуралном инвазијом. Стромална мононуклеарна реакција је значајно већа у 

туморима са јаком експресијом VEGF-а што је у складу са екпериментланим подацима из 

литературе, добијеним на анималном моделу карцинома дојке. Са друге стране статус тј 

присуство метастатски измењених аксиларних лимфних чворова није повезан са 

експресијом VEGF-а у туморским ћелијама. 

 

Ендоглин (CD105) је описан крајем прошлог века и класификован као помоћни протеин за 

TGF-β, плејотропни цитокин и маркер који се снажно експримира на ендотелним ћелијама 

(343). Појачана експресија овог белега је карактеристична за пролиферативну фазу у 

ендотелним ћелијама (344-346). Управо из овог разлога, ендоглин представља одличан 

маркер за детекцију туморске ангиогенезе и неоваскуларизације . Велики број студија се 

бавио значајем његове експресије са циљем прогнозе, дијагнозе и терпијског приступа код 

онколошких пацијената. (347-350 ). Ендотелне ћелије у тумосрком ткиву пказују већу 
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пролиферацију у односу на ендотелне ћелије нормалног ткива а самим тим и појачану 

експресију CD105 (351, 352).  

Према томе, терапија ендоглином заснива се на циљању високе популације ендотелних 

ћелија у туморском ткиву у циљу инхибиције метастаза и смањења туморске масе 

спречавањем испоруке нутритијената и размене штетних материја у туморским ћелијама. 

У нашој студији није забележена значајна корелација између старосне добе и MVD 

одређиване применом CD105 антитела. Величина тумора је била у јакој позитивној 

корелацији са бројем новонасталих крвних судова у ткиву карцинома дојке. 

Као и у другим студијама које су се бавиле односом MVD и екпресије ER и PR, утврдили 

смо значајну негативну корелацију између броја новонасталих крвних судова и екпресије 

ER и PR у ћелијама карцинома дојке. Овакав налаз је у складу и са експерименталним 

подацима који су In vivo и In vitro показали да је ER овеекспресија повезана са смањеном 

васкулариyацијом тумора и споријим растом (353) 

Код Her2 позитивних карцинома дојке забележили смо већу MVD у односу на негативне 

туморе али разлика није досегла статистичку значајност (354). Експресија p53 у ћелијама 

карцинома дојке је у јакој позитивној коралцији са бројем новонасталих крвних судова, 

указујући на смањену апоптозу и високу пролиферативну активност тумора са повећаним 

бројем новонасталих крвних судова (355). С обзиром на екпресију хормонских рецептора, 

Her2 и експресију p53 протеина савим је очекивана јака позитивна корелација са NPI и 

IHPI. Овим резултатом смо у потпуности потврдили значај повећане микроваскуларне 

густине као лошег прогностичког параметра код оболелих од карцинома дојке. Dhakal и 

сарадници су у својој студији приказали и повезаност MVD са другим хистолошким 

параметрима који су у потпуности у складу са резултатима наше студије (356). MVD у 

ткиву хуманог карцинома дојке је знатно већа у туморима високог хистолошког и 

нуклераног градуса, јако изражене митотске активности, присутне инвазије лимфних 

судова, перинеуралне инвазије, стромалне мононуклеарне реакције и статуса и 

процентуалне заступљености метастатски измењених лимфних нодуса аксиле. Оваквим 

резултатима смо у потпуности потврдили значај повећане микроваскуларне густине као 

једног од најпоузданијих параметара лоше прогнозе болести оболелих од карцинома 

дојке. 
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ЗАКЉУЧЦИ 

 

Делеција гена за IL-33R појачава некрозу у мишјем моделу карцинома дојке изазваном 

4T1 ћелијском линијом и хуманом инвазивном дукталном карциному дојке. Делеција гена 

за IL-33R значајно смањује и експресију VEGF-а у туморским ћелијама како у анималном 

моделу тако и у хуманом карциному дојке.  

 

Закључак је изведен на основу следећих резултата добијених током експеримента: 

 

1. Делеција гена за IL-33R појачава некрозу у тунору и успорава раст тумора у мишева. 

2. Експресија IL-33 у туморским ћелијама карцинома дојке корелира са растом тумора у 

IL-33R
+/+

 мишева. 

3. Присуство некрозе у хуманом карциному дојке је праћено смањеном 

цитоплазматском експресијом IL-33, IL-33R и VEGF у туморским ћелијама. 

4. Експресија VEGF-а позитивно корелира са микроваскуларном густином у 

перинекротичном рубу у хуманом карциному дојке. 

5. Експресија IL-33 се значајно повећава и значајно је већа у IL-33R
+/+

 мишева током 

периода праћења у поређењу са IL-33R
-/-

. 

6. Експресија IL-33 и IL-33R у туморским ћелијама је у негативној корелацији са 

експресијом истих белега у ћелијама туморске строме. 
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СКРАЋЕНИЦЕ 

 

AJCC – енгл. American Joint Committee on Cancer  

AMP – аденозин монофосфат 

APC – енгл. Antigen presenting cells MVD 

ATP – аденозин трифосфат 

Bcl-2 – енгл. B-cell lymphoma  

BRCA –енгл. Breast Cancer 1 

ССL17 – енгл. C-C motif chemokine ligand 17 

CCL24 – енгл. C-C motif chemokine ligand 24 

DCIS – Ductal carcinoma in situ 

EGFR – енгл. epidermal growth factor receptor 

ER – енгл. Estrogene Receptore 

GM-CЅF – енгл. Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 

HMGB1 – енгл. High Mobility Group Box 1 Protein 

IDC – енгл. Invasive Breast Carcinoma 

IFN – интерферон 

IL – интерлеукин 

IL-1R – рецептор за интерлеукин 1 

IRAK-1/4 – енгл. IL-1R associated kinase 1/4 

Jak – енгл. Janus kinase   

MAPK – протеин киназа активирана митогеном (енгл. Mitogen Activated Protein Kinase) 

mRNA – информациона рибонуклеинска киселина 

mTOR – енгл. Mammalian target of rapamycin 

MyD88 – енгл. Myeloid differentiation primary response gene 88 
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NET – енгл. Neuroendocrine Tumors 

NF-HEV - енгл. Nuclear factor of high endothelial venules 

NF-kB – транскрипциони фактор 

NK ћелије – урођене убилачке ћелије (енгл. Natural Killer Cells) 

NOS – енгл. Not Otherwise Specified 

NST – енгл. No Special Type 

PBS – енгл. Phosphate-buffered saline 

PDGF – енгл. Platelet Derived Growth Factor 

PR – енгл. Progesterone Receptore 

ROI – енгл. Region of Interest  

ROS – енгл. Reactive oxygen species  

sST2 – solubilni ST2 

ST2L – membranski ST2 

ST2V – varijabilni ST2 

STAT – engl. Signal Transducer and Activator of Transcription 

TAM – тумор асоцирани макрофаги (енгл. Tumour Associated Macrophages) 

TDLU – енгл. Terminal duct lobular unit 

TGF-β – трансформишући фацтор раста бета (енгл. Transforming growth factor beta) 

TIL – тумор инфилтришући лимфоцити (енгл. Tumour Infiltrating Lymphocites) 

TLR – енгл. Toll like receptor 

TNF – енгл. Tumor necrosis factor 

TRAIL – енгл. TNF-related apoptosis-inducing ligand 

UICC – енгл. Union for International Cancer Control 

VEGF – енгл. Vascular Endothelial Growth Factor 

WHO – енгл. World Health Organization 
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