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САЖЕТАК 

 

 Упркос значају појединих прогностичких фактора, њихова тачност у процени 

исхода и одређивању стратегија лечења оболелих од карцинома дојке је ограничена. 

Стога би дефинисање нових молекуларних биомаркера могло пружити поузданији 

приступ у предвиђању прогнозе ове болести.  

Циљ ове студије је испитивање експресије маркера p16, p53, p21, pRb и GLB1 у 

бенигним и малигним променама дојке, као и њиховог учешћа у малигној 

трансформацији. 

 Истраживање је обухватило анализу ткивног материјала бенигних и малигних 

промена пацијенткиња оперисаних у УКЦ Крагујевац. На H&E обојеним препаратима 

дефинисани су сви макро и микроморфолошки прогностички фактори (хистолошки тип 

и градус тумора, величина, нодални статус, дезмоплазија, некроза, мононуклеарна 

реакција и тд.) Имунохистохемијски, применом антитела (p16,p53,p21,pRb,GLB1), 

одређивана је ткивна експресија маркера семиквантитативним очитавањем позитивне 

реакције. Дефинисањем cut off вредности, карциноми су сврставани у позитивну и 

негативну групу за сваки анализирани маркер.  

 Експресија свих маркера расте са прогресијом цитолошких промена у епителу. 

Њихова експресија је у позитивној корелацији са различитим променама у дојци, са 

пролиферативним индексом и HER2+ туморима. Експресија p16, pRb, p21, GLB1 je 

највећа у HER2+ карциномима дојке, док је експресија p53 највећа у TNBC.  Значајна 

корелација је утврђена између експресије p16 и p53, p21 и pRb, p21 и GLB1, као и 

између pRb и GLB1 у инвазивном карциному. 

 Анализирани маркери играју важну улогу у пролиферацији, малигној 

трансформацији, као и у прогресији  карцинома дојке, што их препроручује за даља 

истраживања и могуће коришћење у дијагностичке, прогностичке и предиктивне сврхе. 

 

 Кључне рече: карцином дојке; ћелијска сенесценција; инхибитор циклин 

зависних киназа p16; p53 тумор супресорски протеин; инхибитор циклин зависних 

киназа p21; протеин ретинобластома. 

  



 

 

ABSTRACT 

 

 Despite the importance of certain prognostic factors, their accuracy in assessing 

outcomes and determining treatment strategies for breast cancer patients is limited. Therefore, 

the definition of new molecular biomarkers could provide a more reliable approach for 

prediction of the prognosis of this disease. 

 The aim of this study was to examine the expression of markers p16, p53, p21, pRb 

and GLB1 in benign and malignant breast changes, as well as their participation in malignant 

transformation. 

 The research included the analysis of tissue material of benign and malignant changes 

in patients operated at the University Clinical Center Kragujevac. All macro and 

micromorphological prognostic factors (histological type and grade of tumor, size, nodal 

status, desmoplasia, necrosis, mononuclear reaction, etc.) were defined on H&E stained 

preparations. Immunohistochemically, using antibodies (p16, p53, p21, pRb, GLB1) tissue 

expression of markers were determined by a semiquantitative reading of a positive reaction. 

By defining cut-off values, cancers were classified into positive and negative groups for each 

analyzed marker. 

 The expression of all markers increased with the progression of cytological changes in 

the epithelium. Their expression positively correlated with various changes in the breast, with 

the proliferative index and HER2+ tumors. The expression of p16, pRb, p21, GLB1 is the 

highest in HER2+ breast cancers, while the expression of p53 is the highest in TNBC. A 

significant correlation was found between the expression of p16 and p53, p21 and pRb, p21 

and GLB1, as well as between pRb and GLB1 in invasive cancer. 

 The analyzed markers play an important role in proliferation, malignant 

transformation, as well as in the progression of breast cancer, which recommends them for 

further research and possible use for diagnostic, prognostic and predictive purposes. 

 

Key words: breast cancer; cellular senescence; cyclin-dependent kinase inhibitor p16; tumor 

suppressor protein p53; cyclin-dependent kinase inhibitor p21; retinoblastoma protein. 
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1 

 

1. УВОД 

 

1.1. КАРЦИНОМ ДОЈКЕ 

 

1.1.1 Епидемиологија 

 Карцином дојке је најчешћи малигнитет код жена (30% свих нових случајева 

рака), други је водећи узрок смрти од рака код жена (15% свих смртних случајева од 

рака)(1) и представља важан јавни здравствени проблем широм света(2). У свету сваке 

године имамо 1,7 милиона новооболелих жена и више од пола милиона умрлих, са 

процењених 2,3 милиона нових случајева рака дијагностикованих 2020. широм 

света(3). Кумулативна вероватноћа оболевања је 12,5%, односно свака осма жена може 

очекивати да ће током свог живота оболети од ове опаке болести(4). Висок ризик 

обољевања је пре свега у западном свету, док жене у Африци и Азији имају низак 

ризик(5). Осим континенталних разлика и разлике у економској развијености су 

утицале на учесталост ове болести. У развијеним земљама расте број нових случајева 

карцинома дојке. Међутим, због напретка у дијагностици и лечењу, смртност од ове 

болести опада(6).  

 У Републици Србији се сваке године региструје око 4000 новооткривених 

случајева ове болести, што представља више од четвртине свих малигних болести код 

жена, при чему већина европских земаља показује опадајући тренд морталитета од 

карцинома дојке, док су Србија, Пољска и Румунија и у последњем периоду забележиле 

мање повољне трендове. Тако у 2017. години највеће стопе морталитета забележене су 

у Србији (20,6/100.000 жена)(7). 

 

1.1.2. Фактори ризика 

 Фактори ризика су све оно што утиче и повећава могућност појаве болести, па 

тако и појаву карцинома дојке. Присуство једног или више фактора ризика не 

условљава обавезно настајање болести. Показано је да постоји више фактора који су 

удружени са повећаним ризиком за настанак карцинома дојке. Најзначајнији међу њима 

су старосна доб, генетски и хормонални фактори(8). 

 Старење је један од најважнијих фактора ризика за карцином дојке, јер је 

учесталост карцинома дојке у великој мери повезана са старијом животном доби. У 

Америци у 2018. години највећи проценат свих смртних случајева повезаних са 

карциномом дојке, био је код жена старијих од 40 и 60 година(9). Повећан ризик од 

карцинома дојке код жена старијих од 40 година, нарочито код постменопаузалних 

показан је у студији Сантоса и сарадника(10).  

 Генетски фактори за настанак рака дојке су комплексни из више разлога, јер 

постоје бројне генске мутације које могу да доведу до настанка карцинома дојке. Ризик 

je већи код жена код којих постоји позитивна породична анамнеза, код млађих жена у 

време откривања болести и код жена са лобуларним типом карцинома дојке. У више од 

50% случајева билатералног карцинома дојке постоје мутације на BRCA1 и BRCA2 

(енгл. Breast Cancer genes 1 and 2) супресорским генима. Кумулативне процене ризика 

за развој карцинома дојке до 80. године су 72% за носиоце BRCA1 и 69% за носиоце 

BRCA2(11). Мутације BRCA1 и BRCA2 гена носе са собом ризик од настанка не само 

карцинома дојке, већ и оваријума. Генетски фактори се односе и на мутације других 

гена (енгл. Ataxia Telangiectasia Mutated, ATM; енгл. Cadherin 1, CDH1; енгл. Checkpoint 

Kinase 2, CHEK2; енгл. Meiotic Recombination 11 Homolog, MRE11A; енгл. Nibrin, NBN; 

енгл. Partner And Localizer Of BRCA2, PALB2; енгл. Phosphatase And Tensin Homolog, 

PTEN; енгл.  double strand break repair protein, RAD50; и енгл. tumor protein p53, 

TP53)(12-14), 
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а битна је и активација протоонкогена HER2/neu (енгл. erb-b2 receptor tyrosine kinase). 

Због тога је око 5-10 % карцинома дојке наследно, а највећи ризик, носе жене чије су 

мајке имале обострани карцином дојке пре менопаузе.  

 Најзначајнији ендокрини фактори су: ендогени хиперестринизам, дуго трајање 

генеративног раздобља (менарха пре 12. и менопауза након 50. године), укупно трајање 

репродуктивног периода, неплодност, старија прворотка, гојазност, узимање оралних 

контрацептива и хормонска супституциона терапија(6, 15, 16).  

 Спољашњи фактори ризика укључују повећано конзумирање алкохола, 

изложеност јонизујућем зрачењу, пушење, дуготрајно бојење косе и стрес(6, 17). С 

друге стране, постоје случајеви карцинома дојке код којих се не може доказати утицај 

ни једног од наведених фактора.  

 

1.1.3. Класификација тумора дојке 

 Хистолошка грађа дојке је веома сложена, па хистогенетско порекло тумора у 

њој може бити: епително, мезенхимално и мешовито. У оквиру сваке хистогенетске 

групе, према биолошком понашању, групишу се на: бенигне (папиломи, аденоми, 

фиброаденоми, филодни тумори), граничне (borderline-филодни тумори) и малигне 

туморе (карциноми, саркоми, карциносаркоми и малигни филодни тумори). 

Најучесталија група малигних тумора дојке су карциноми, тумори епителног порекла. 

Карциноми дојке су и генетски и клинички изузетно хетерогена група малигнитета. 

Можемо их  класификовати на више начина у зависности од тога који критеријум 

узмемо као полазну основу. У односу на инвазију околног ткива, туморе дојке делимо 

на инвазивне и не-инвазивне (in situ). Инвазивни карциноми имају способност да 

њихове ћелије продру у околна ткива, регионалне лимфне чворове или стичу 

способност метастазирања, односно способност да населе удаљена ткива и органе, док 

су не-инвазивни карциноми они чије ћелије нису инфилтрирале у околно ткиво, 

односно чије ћелије нису пробиле базалну мембрану(18).  

 У односу на то да ли настају из епитела каналића или ацинуса, све инвазивне 

карциноме дојке грубо делимо у дукталне и лобуларне инвазивне карциноме. Дуктални 

карциноми чине од 70-85%, док лобуларни чине од 8-15% свих инвазивних карцинома 

дојке. Преосталих око 10% су посебни облици карцинома дојке међу које убрајамо 

тубуларни, медуларни, папиларни, муцинозни карцином и др (19).  

 Дуктални карцином је најчешћи хистолошки тип инвазивног карцинома дојке. 

Јавља се у две варијанте; чешће као дуктални инвазивни карцином без посебних 

карактеристика (енгл. Not Otherwise Specified, NOS) и ређе, као комедо дуктални 

карцином. Туморске ћелије су плеоморфне, варирају у облику и величини и обично су 

са истакнутим нуклеолусима и бројним митозама. У преко 50% случајева могу се 

открити калцификације и некрозе(20). Количина строме је променљива, креће се од 

оскудне до обилне. Често се нађе интраваскуларна и перинеурална инвазија, као и 

захватање лимфних чворова. Инвазивни дуктални карцином је даље подкласификован, 

на основу нивоа нуклеарног плеоморфизма, формирања жлезда / тубула и митотичког 

индекса, као добро диферентован (gradus 1), умерено диферентован (gradus 2) или 

слабо диферентован (gradus 3).  

 Лобуларни инвазивни карцином се карактерише чешћим билатералним 

појављивањем, као и мултифокалношћу и мултицентричношћу унутар исте дојке. 

Туморске ћелије су обично округласте, мале, релативно униформне и некохезивне. 

Инактивација Е-кадерина мутацијом, губитком хетерозиготности или метилацијом 

карактеристичне су молекуларне промене у инвазивном лобуларном карциному, 

посебно плеоморфном подтипу. Овај тумор има пет различитих хистолошких група: 
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најчешћа класична и ређе солидна, алвеоларна, плеоморфна, тубуларна. Цитолошке 

варијације у лобуларном карциному су signet ring и хистиоцитни тип ћелија (21). 

 Тубуларни, медуларни, муцинозни и папиларни карциноми ређе се јављају, у 

просеку од 0,5-2% и имају повољнију прогнозу од инвазивног дукталног и лобуларног 

карцинома. 

 

1.1.4. Одређивање клиничког стадијума карцинома дојке (ТNМ класификација) 

 Туморски стадијум, односно фаза развоја тумора, односи се на клинички степен 

туморског раста и његовог ширења. Заснива се на величини примарне лезије, 

захваћености регионалних лимфних нодуса и присуству или одсуству хематогених 

метастаза. UICC ( енгл. Union for International Cancer Control) за одређивање стадијума 

болести користи тзв. ТNМ систем, где Т означава величину примарног тумора, N 

проширеност тумора у регионалне лимфне чворове, а М одговара хематогеним 

метастазама. 

 ТNМ класификација тумора дојке према Светској здравственој организацији(22):  

 

Патохистолошка класификација примарног тумора (Т)  

T - примарни тумор: 

Тx - примарни тумор се не може одредити  

Т0 - примарни тумор није доказан  

Тis - карцином in situ  

Т1 - тумор ≤ 2 cm  

Т1а: тумор > 0,1 cm, али не већи од 0,5 cm 

Т1b: тумор > 0,5 cm, али не већи од 1 cm 

Т1c: тумор > 1 cm, али не већи од 2 cm 

Т2 - тумор > од 2 cm, али не већи од 5 cm 

Т3 - тумор > 5 cm 

Т4 -тумор било које величине са директним ширењем на зид грудног коша или кожу  

Т4а: ширење у зид грудног коша  

Т4b: улцерација коже дојке, истострани сателитски чворови у кожи или едем коже 

(укључујући peau d'orange)  

Т4c: 4а и 4b  

Т4d: инфламаторни карцином 

 

Регионални лимфни чворови су:  

Аксиларни (истострани): интерпекторални (Rotter) чворови и лимфни чворови дуж 

аксиларне вене и њених притока, које се могу поделити на следеће нивое:  

- Ниво I (доњи спрат): лимфни чворови бочно у односу на спољашњу ивицу малог 

грудног мишића.  

- Ниво II (средњи спрат): лимфни чворови између унутрашње и спољашње ивице малог 

грудног мишића и интерпекторалних (Rotter) лимфних чворова.  

- Ниво III (горња спрат): горњи лимфни чворови у врху аксиле и они унутра од 

унутрашње ивице малог грудног мишића, искључујићи инфра и супраклавикуларне 

чворове.  

Инфраклавикуларни (субклавикуларни) (истострани)  

Дуж мамарије интерне (истострани) лимфни чворови у међуребарним просторима 

дуж ивице стернума у ендоторакалној фасцији.  

Супраклавукуларни (истострани) 
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Патохистолошка класификација регионалних лимфних чворова (pN):  

pNx - регионални лимфни чворови се не могу проценити (нису уклоњени ради 

испитивања или су претходно уклоњени)  

pN0 - регионални лимфни чвор без метастазе 

pN1 - микрометастазе или метастаза у 1 до 3 истострана аксиларна лимфна чвора, 

односно истостраним унутрашњим чворовима дојке са метастазом откривеном 

дисекцијом стражарског лимфног чвора, али клинички није очигледна.  

pN1mi - микрометастаза (већа од 0,2 mm и/или више од 200 ћелија, али не веће од 2 

mm)  

pN1а - метастаза у 1 до 3 аксиларна лимфна чвора, укључујући бар један чија највећа 

димензија прелази 2 mm 

pN1b - унутрашњи лимфни чворови дојке са микроскопском метастазом откривеном 

дисекцијом стражарског лимфног чвора, али која клинички није очигледна  

pN1c - метастаза у 1 до 3 лимфна чвора, а унутрашњи лимфни чворови дојке садрже 

микроскопску метастазу откривену дисекцијом стражарског лимфног чвора, која није 

клинички очигледна  

pN2 - метастазе у 4-9 истостраних аксиларних лимфних чворова, или клинички 

очигледан лимфни чвор дуж мамарије интерне у одсуству аксиларних лимфонодалних 

метастаза  

pN2а - метастаза у 4-9 аксиларних лимфних чворова, укључујући бар један који је већи 

од 2 mm  

pN2b - метастаза у клинички очигледном унутрашњем лимфном чвору/чворовима 

дојке, у одсуству метастазе аксиларног лимфног чвора.  

pN3 - метастазе описане као:  

pN3а - метастаза у 10 или више аксиларних лимфних чворова (од којих је бар један 

већи од 2 mm) или метастаза у инфраклавикуларним лимфним чворовима  

pN3b - метастаза у клинички очигледном унутрашњем лимфном чвору/чворовима дојке 

у присуству позитивног аксиларног лимфног чвора/чворова или метастаза у више од 3 

аксиларна лимфна чвора и у унутрашњим лимфним чворовима дојке са микроскопском 

метастазом откривеном дисекцијом стражарског лимфног чвора, а која није клинички 

очигледна.  

pN3c - метастаза у супраклавикуларном лимфном чвору (чворовима).  

Клиничка и патохистолошка класификација удаљених метастаза (М)  

М - удаљене метастазе:  

Мx - постојање удаљених метастаза не може се одредити  

М0 - нема удаљених метастаза 

М1 - удаљене метастазе 

Одсуство или присуство резидуалног тумора (R)  

Rx - Присуство резидуалног тумора се не може проценити  

R0 - Нема резидуалног тумора  

R1 - Микроскопски резидуални тумор  

R2 - Макроскопски резидуални тумор  

 

Стадијуми рака дојке према ТNM класификацији  

Стадијум 0 Tis N0 M0  

Стадијум IA T1 N0  M0  

Стадијум IB T0, T1 N1mi M0  

Стадијум IIA T0, T1 N1 M0,T2 N0 M0  

Стадијум IIB T2 N1 M0, T3 N0 M0  

Стадијум IIIA T0,T1, T2 N2 M0, T3 N0, N1, N2 M0  
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Стадијум IIIB T4 N0, N1, N2 M0  

Стадијум IIIC било који T N3 M0  

Стадијум IV било који Т било који N M1  

 

1.1.5. Молекуларна класификација карцинома дојке 

 Све врсте аналитичких молекуларних метода примењених на туморском ткиву 

помажу нам да одредимо прогностичке и предиктивне факторе. Савремене методе, као 

што је “microarray” (микрониз, микрочип) која се базира на развоју и употреби генских 

и експресијских профилисања довели су до развоја класификације система карцинома 

дојке заснованог на биологији тумора, а не на морфологији. Студије које се заснивају 

на овој методи подржавају идеју да је карцином дојке молекуларно хетерогена болест с 

различитим клиничким карактеристикама и да је то сложена болест која садржи 

различите обрасце експресије гена који утичу на прогнозу. Ове нове методе нам дају 

увид у нове аспекате карцинома дојке, али на другачији начин, омогућавајући нам да их 

повежемо са морфолошким изгледом карцинома дојке. Perou и Sorlie су први пут 

предложили терминологију „молекуларне класификације“ карцинома дојке опсежном 

студијом која је показала разлике у експресији гена 2000. године(23). Perou и Sorlie су 

помоћу профилисања генске експресије (енгл. “Gene Expression Profiling”, GEP) DNA 

микрочипова (“microarray”) анализирали 65 тумора дојке на 8102 гена. Они су развили 

молекуларну класификацију и идентификовали 5 различитих подтипова карцинома 

дојке: луминални А (Lum A), луминални Б (Lum B), HER2 позитивни (HER2+), базални 

и нормални подтип, сваки са различитим клиничким исходима и одговорима на 

неоадјувантну хемотерапију. GEP није практичан и није економичан за рутинску 

дијагностику, па се, с обзиром на та ограничења, профилисање експресије гена може 

тешко спровести у широком обиму. Ипак, неколико група, укључујући Америчко 

друштво за клиничку онкологију (енгл. American Society Of Clinical Oncology, ASCO), 

националну свеобухватну мрежу против карцинома (енгл. National Comprehensive 

Cancer Network, NCCN) и St. Gallen Group, издале су препоруке и смернице које 

подржавају спровођење молекуларне анализе као корисне за стратификацију ризика и 

за планирање лечења(24). 

 Да би се олакшала имплементација класификације подтипа карцинома дојке, 

учињени су напори да се употребе имунохистохемијске анализе за стварање 

приближних подтипова. Молекуларни подтипови карцинома дојке одређени су на 

основу експресије рецептора за естрогене (ER), прогестерон (PR), рецептор за 

епидермални фактор раста 2 (HER2) и пролиферативни индекс Ki67. На основу истих, 

карциноми дојке су подељени у четири молекуларна подтипа: Луминални А (ER+ и/или 

PR+, HER2−, Ki67≤15), Луминални Б (ER+ и/или PR+, HER2- и Ki67>15 или HER2+ и 

Ki67≤15), HER2 позитиван (ER− и PR−, HER2+) и троструко негативни подтип  [(енгл. 

Triple Negative Breast Cancer, TNBC)(ER−, PR−, HER2−)]. Различити молекуларни 

подтипови уједно одражавају и биолошку разноликост карцинома дојке. У времену у 

којем медицина иде ка персонализованом приступу, критични циљ је повезаност 

различитих подтипова болести са клиничким исходима и циљаним терапијама. 

Неколико студија је проценило преживљавање између различитих молекуларних 

подтипова(25-28). Ово указазује на растући значај молекуларних подтипова у ризику од 

локално регионалног рецидива заједно са клиничким и патолошким карактеристикама. 

 

1.1.5.1. Луминални потипови IBC 

 Око 70% карцинома дојке је позитивно на хормонске рецепторе (HR-позитивно) 

и они показују повољнију прогнозу од HR-негативног карцинома дојке. У HR-

позитивном / HER2-негативном карциному дојке, 90% - 95% тумора су луминални А и 
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Б подтипови(29, 30). У поређењу са луминалним А, луминални Б подтип има већу 

експресију гена пролиферације и лошији прогнозу, без обзира на помоћну системску 

терапију, мада луминални Б тумори показују већу стопу потпуног патолошког одговора 

(енгл. Pathologic Complete Response, pCR) након неоадјувантне хемотерапије(30). 

Дакле, разликовање луминалних тумора А и Б у комбинацији са величином и нодалним 

статусом омогућава нам да предвидимо отпорност на ендокрину терапију или да 

одредимо дужину ендокриног лечења. Такође, карциноми луминалног А подтипа су 

ниског степена малигнитета, са бољом прогнозом у односу на друге подтиповие. 

Луминални Б подтип обично је вишег градуса и са учесталијим нодалним метастазама 

и има лошију прогнозу од луминалног А(31). Луминални Б тумори показују нижу 

експресију везано за ER гене, али вишу експресију у генима који се односе на 

пролиферацију и променљиву експресију гена повезаних са HER2 у односу на 

луминалне А. Клинички ће луминални А подтип највероватније имати користи само од 

хормонске терапије, док луминални Б тумори могу бити кандидати за додатну 

хемотерапију(32-36).  

 

1.1.5.2. HER2 позитивни подтип IBC 

 HER2 позитивни подтип чини 15-20% свих инвазивних карцинома дојке(37). 

Карактерише се прекомерном експресија рецептора 2 људског фактора раста (енгл. 

Human Epidermal Receptor 2, HER2, такође познат као erbB2), обично путем ERBB2 

амплификације. HER2 припада породици рецепторских тирозин-киназа са четири 

члана: HER1 (такође познат као EGFR- енгл. Epidermal Growth Factor Receptor), HER2, 

HER3 и HER4. Када се активирају, HER протеини хомодимеризују или 

хетеродимеризују и након тога активирају замршене ћелијске сигналне каскаде, 

укључујући PI3K – AKT и RAS – MAPK (ERK) путеве, који регулишу пролиферацију и 

преживљавање ћелија, као и метастазе туморских ћелија(38, 39). Сходно томе, HER2 је 

главни онкогени покретач тумора дојке који прекомерно експримира овај протеин и 

тако нуди терапијску рањивост која се може ефикасно усмерити на пацијенте са HER2 

позитивним туморима(40, 41). Употреба биолошких анти-HER2 средстава у 

комбинацији са хемотерапијом дала је изражен клинички успех и значајно побољшала 

исходе код пацијената са HER2 позитивним карциномом дојке. Упркос овим 

побољшањима, појава отпорности на лечење остаје чест и изазован догађај, посебно у 

окружењу узнапредовале болести и представља озбиљан подсетник за изналажење 

ефикасније терапије. Ове туморе карактерише високи хистолошки градус и индекс 

пролиферације(42). 

 

1.1.5.3. Троструко негативни карцином дојке (TNBC) 

 TNBC је подтип тумора дојке коме недостаје експресија хормонских рецептора и 

амплификација HER2 гена.  До 20% свих раних дијагноза карцинома дојке 

представљају овај тип(43, 44). Представљајући подгрупу биолошки агресивног 

карцинома дојке, TNBC се патолошки карактерише лошијом диференцијацијом, већим 

промером тумора, већим пролиферативним капацитетом и већом вероватноћом 

захватања лимфних чворова. TNBC се обично одликује лошом прогнозом и 

недостатком широког избора терапеутских агенаса због одсуства циљаних хормонских 

рецептора и експресије HER2(45).  

 TNBC је функционални појам који описује широк спектар ентитета различите 

биологије и клиничког понашања, са израженим генетским, транскрипционим, 

хистолошким и клиничким разликама(46). За разлику од других подтипова, за које су 

ендокрини и биолошки третмани показали да побољшавају исходе када се примењују 

пре или после операције, системски третмани раног TNBC-a су годинама ограничени на 
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традиционалну хемиотерапију(47). У том контексту, хемиотерапија се често примењује 

у неоадјувантном окружењу, како би се смањио тумор и потенцијално постигао бољи 

хируршки исход, као и да би се проценила прогноза пацијента(48). Пацијенти, након 

неоадјувантне хемиотерапије, који постигну патолошки потпуни одговор показали су 

значајно смањен ризик од релапса и смрти у поређењу са пацијентима са резидуалном 

болешћу(49). Насупрот томе, пацијенти са субоптималним одговором на неодјувантну 

терапију могу имати користи од додатне пост-неоадјувантне хемиотерапије(50). Иако 

неоадјувантна терапија може да побољша стопе излечења за ране TNBC пацијенте, 30-

40% пацијената и даље има рецидив суочавајући се са неизлечивим стањем са 

просечним преживљавањем мањим од 2 године(51).  

 

1.1.6. Прогностички и предиктивни фактори карцинома дојке 

 Прогностички фактори нам служе за предвиђање биолошког понашања 

карцинома и клиничког тока болести и утичу на исход болести (без лечења), односно 

представља маркер значајан за релапс болести. Предиктивни фактори првенствено 

служе за процену учинковитости и планирање најефикаснијег начина лечења. У овом 

смислу предиктивни фактор је термин који се користи у контексту одговора тумора на 

одговарајући терапијски модалитет лечења. Ови фактори зависе од карактеристика 

тумора и карактеристика пацијента, а њихова идентификација може помоћи у 

одређивању најбољег индивидуалног терапијског начина лечења за сваког пацијента. 

Посебно је важна идентификација високоризичне групе пацијената. У рутинској 

клиничкој пракси, у употреби је неколико добро познатих прогностичких и 

предиктивних фактора(52): величина тумора, захваћеност лимфних чворова пазушне 

јаме, присуство удаљених метастаза, експресија естрогенских и прогестеронских 

рецептора (ЕR/PR), HER2 статус, хистолошки градус тумора, пролиферативни индекс 

Ki67 и присуство лимфоваскуларне инвазије.  

 

1.1.6.1. Величина тумора 

 Величина тумора je рано препозната као веома важан прогностички фактор 

карцинома дојке. Величина тумора је повезана са присутношћу и бројем захваћених 

лимфних чворова, али представља и независан прогностички фактор. Студија Arash S. и 

сарадника је показала значајну корелацију између величине тумора и преживљавања 

пацијената након 5 година при чему је највећа стопа преживљавања забележена код 

пацијената са величином тумора мањом од 2cm и најнижа стопа преживљавања 

повезана је са величинама преко 5cm(53). Код болесница са негативним аксиларним 

лимфним чворовима, величина тумора је најснажнији прогностички фактор и рутински 

се користи за доношење одлука о адјувантној терапији. Пацијенти са негативним 

лимфним чворовима пазушне јаме и туморима величине до/или 1cm представљају 

групу са најповољнијом прогнозом који не би имали користи од примене системске 

адјувантне терапије. За пацијенте са туморима величине 1-2cm треба размотрити 

примену адјувантне терапије, јер код њих постоји ризик од преко 20% за појаву 

удаљених метастаза. Код мултифокалних тумора још се не зна са сигурношћу да ли 

прогноза корелира са промером највећег жаришта или зависи од укупне величине свих 

жаришта заједно. Поједини аутори сматрају да је промер највећег жаришта 

најпоузданија мера за стадирање, али је прогноза мултифокалних тумора ипак лошија 

од унифокалних тумора сличних димензија због чешћих аксиларних метастаза. Код 

пацијената са мултифокалним туморима, Т стадијум се одређује помоћу две методе: 

пречника највећег туморског фокуса (Тmax) и сабирања највећих пречника свих 

туморских жаришта присутних у патолошком узорку (Тsum)(54). AJCC TNM 
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класификација дефинише величину тумора као меру највећег индивидуалног 

фокуса(55). 

 

1.1.6.2. Статус пазушних лимфних чворова 

 Статус лимфних чворова према резултатима многих објављених студија je врло 

важан прогностички фактор. Пацијенти код којих су захваћени пазушни лимфни 

чворови имају 4-8 пута већу смртност од оних са негативним лимфним чворовима. 

Уочена је и снажна повезаност између броја захваћених пазушних лимфних чворова и 

ризика од развоја метастатске болести. Петогодишње преживљавање без болести је 

80,1% са 1-3 захваћена лимфна чвора, 53,9% са 4-9 захваћених лимфних чворова, и 

50,6% за пацијенте са ≥10 захваћених лимфних чворова, а укупно петогодишње 

преживљење je 84,3% са 1-3 захваћена лимфна чвора, 69,4% са 4-9 захваћених лимфних 

чворова и 62,3% за пацијенте са ≥10 захваћених лимфних чворова(56). Статус 

аксиларних лимфних чворова је јак прогностички фактор чак и у случају 

микроскопског захватања са 1,5 пута повећаном петогодишњом стопом рецидива код 

пацијената са pN1mi карциномом дојке, у поређењу са пацијентима са негативним 

карциномом(57).  

 Широко распрострањен принцип процене лимфонодалног статуса на основу 

прегледа сентинел лимфног нодуса (енгл. Sentinel Lymph Node) или лимфног чвора 

„стражара“ довео је до значајне редукције дисекција аксила, а самим тим и до 

редукције постоперативних компликација(58). Sentinel lymph node је процедура која се 

састоји од убризгавања плаве боје и/или радиоизотопа у ткиво дојке, у циљу 

идентификације првог лимфног чвора (стражара) који дренира лимфу у аксилу из 

перитуморског подручја и у којем ће се прво појавити метастазе уколико је дошло до 

пропагације болести. У случају негативног сентинел лимфног чвора, са великом 

вероватноћом се може тврдити да преостали лимфни нодуси не садрже метастатске 

депозите, те се избегава екстирпација истих(59). Величина метастатских депозита у 

лимфном чвору дефинише се као изоловане туморске ћелије (ITC, ako su metastaze ≤ 

0,2mm), микрометастазе (величина >0,2mm, a ≤2mm) и макрометастазе (величина 

>2mm). 

 

1.1.6.3. Присуство удаљених метастаза 

 Присуство удаљених метастаза је доказано најзначајнији прогностички фактор. 

Хематогене метастазе воде генерализованој дисеминацији карцинома дојке у костима, 

плућима, јетри, мозгу и другим местима(60). Од тога 30–60% има лезије у костима, 4–

10% у мозгу, 15–32% у јетри и 21–32% у плућима(61).  

 Метастазе на плућима се посебно јављају у року од 5 година од почетне 

дијагнозе карцинома дојке и имају значајан утицај на морбидитет и морталитет 

пацијената. Физиолошки, ове метастазе ремете нормалну функцију плућа, што доводи 

до кашља, отежаног дисања, хемоптизије и евентуалне смрти. Метастазе у плућима и 

даље је тешко лечити, а процењује се да 60-70% пацијената који умру од карцинома 

дојке имају метастазе у плућима. За пацијенте са метастазама ограниченим само на 

плућа, прогноза је изузетно лоша са средњим преживљавањем од само 25 месеци(62). 

Овај лош исход се приписује ограниченом броју опција лечења повезаних са 

неоперабилним лезијама(63). 

 У ретроспективној процени метастатског карцинома дојке из 2019. године ризик 

од развоја метастаза на мозгу се процењује на чак 25% међу пацијентима са 

узнапредовалим карциномом дојке, са средњим временом настанка метастаза од 2 до 3 

године након иницијалне дијагнозе карцинома дојке(64). Инциденција метастаза на 

мозгу се повећала у последњих неколико година након побољшане стопе 
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преживљавања пацијената са карциномом дојке (посебно оних са HER2+ подтипом) и 

повећаног откривања метастатске болести путем напредних техника снимања(65). 

 За жене од 20 до 50 година, рак дојке је најчешћи рак са метастазама у јетри(66). 

 Метастазе карцинома дојке у костима су, слично другим типовима карцинома, 

најчешће остеолитичке, а у мањем проценту случајева могу да буду остеобластичног 

типа(67). Пацијенти са метастазама у костима имају повећан морбидитет због јаког 

бола, смањене покретљивости, хиперкалцемије, остеолизе и прелома костију, као и 

компресије кичмене мождине и аплазије коштане сржи. Бол у костима је углавном 

последица или механичког притиска који врши туморска маса или ослобађања 

инфламаторних цитокина било од самих туморских ћелија, било од околног коштаног 

микроокружења, што доводи до промењене хомеостазе костију(68). Уколико је 

метастатска болест присутна само у костима, такве болеснице имају бољу прогнозу 

него оне са висцералним метастазама. 

 

1.1.6.4. Експресија естрогенских и прогестеронских рецептора (ЕR/PR) 

 Присутност ER и PR је уједно и прогностички и предиктивни фактор карцинома 

дојке. Познато је да 50-80% пацијената оболелих од карцинома дојке садрже мерљиве 

концентрације ER. PR се, углавном, експримира заједно са и при вишим 

концентрацијама ER, а установљено је и да <5% пацијената оболелих од карцинома 

дојке има туморе са мерљивим концентрацијама PR у којима, истовремено, није 

експримиран и ER(69). Болеснице са ER позитивним карциномима имају боље укупно 

преживљавање од болесница са ER негативним карциномима(70). ER и PR се користе 

као предиктивни фактори за процену потенцијалне користи од адјувантне терапије 

тамоксифеном. Примена тамоксифена у трајању од пет година смањује ризик од 

повратка болести за 47% и морталитет за 26% у болесница са позитивним ER. Смањење 

смртности је слично за болеснице са позитивним и болеснице са негативним 

аксиларним лимфним чворовима, док нема учинка у болесница са негативним ER(71). 

ER+ тумори чешћи су код старијих жена, чешће су добро диферентовани, диплоидни, 

ниже митотске активности и ређе показују експресију p53 и HER2/neu(72-74). Сматра 

се да су ER негативни (ER-) тумори обично лошије прогнозе, слабије диференцијације, 

међутим, то није сасвим тачно. Група ER- тумора је хетерогена и садржи туморе 

различитих хистолошких типова. Прогестеронски рецептор је протеин чија је синтеза 

под контролом естрогенских рецептора па његова присутност упућује на 

функционалност ER. Проценти ER+/PR+, ER+/PR-, ER-/PR+ и ER-/PR- случајева 

износили су 67,2%, 12,2%, 1,6% и 19,0%, респективно(70). Овај мали проценат ER-/PR+ 

се може објаснити или лажно негативним резултатом у одређивању ER или чињеницом 

да синтеза PR може бити индукована независно од ER.  

 

1.1.6.5. HER2 статус  

 Ген који кодира синтезу HER2 или HER2/neu, c-erbB-2 (енгл. human epidermal 

growth factor receptor 2) је мапиран на хромозому 17q21 и кодира трансмембрански 

гликопротеин од 185 kDa(75). Његова амплификација доводи до прекомерне експресије 

HER2/neu гликопротеина који је члан породице трансмембранских рецептора 

епидермалног фактора раста, са функцијом тирозин киназе (у малим количинама 

налази се у епителним и миоепителним ћелијама нормалног ткива дојке). Активација 

рецептора (везивањем лиганда) подстиче низ догађаја који уводе ћелију у S-фазу 

ћелијског циклуса. HER2/neu рецептор нема за сада познатог властитог лиганда 

("orphan" рецептор), али се може активирати сам (спонтана хомодимеризација у 

случајевима прекомерне експресије) или га активирају други чланови породице EGF 

рецептора (хетеродимеризација)(76, 77). Висока сигнална потентност хетеродимера у 
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које спада и HER2 рецептор заснива се на неколико кључних особина овог рецептора. 

Једна од њих јесте висок капацитет HER2 рецептора да редукује стопу дисоцијације са 

високо афинитетним лигандима, способност да индукује активацију других чланова 

HER рецепторске фамилије активирајући сигналне путеве у које су они укључени, као и 

способност активације MAP и Jun N – терминалног сигналног пута који су укључени у 

процес активације митозе у ћелији(78). Такође је примећено да димери који садрже 

HER2 рецептор у свом саставу не подлежу разградњи у ћелији од стране лизозома него 

се одвајају и враћају на површину ћелије што резултује у прекомерној експресији овог 

рецептора на ћелијској мембрани. Онкогени потенцијал HER2 рецептора може бити 

активиран путем неколико генетских механизама који укључују тачкасте мутације и 

амплификације немутираних протоонкогена. Од наведених промена, најзначајније и 

најучесталије су генетске амплификације које су присутне код карцинома дојке и које 

доводе до прекомерне експресије протеина HER2. Услед амплификације HER2 гена 

долази до повећаног интензитета формирања димера са другим члановима HER 

рецепторске фамилије као и њихове активације на површини карциномских ћелија.  

 HER2 позитивност је негативан прогностички факотор и повезана је са 

агресивним током болести, краћим временским интервалом до релапса и лошијим 

преживљавањем(79). Повећана експресија HER2 удружена је и са другим факторима 

лоше прогнозе карцинома дојке, као што су позитивни лимфни чворови, виши градус 

тумора, негативан статус рецептора за естрогене и прогестерон(80-82). 

 Повољна страна прекомерне експресије HER2/neu је могућност терапије 

Herceptin®-ом (трастузумаб) тј. моноклоналним антителом на HER2/neu протеин и то 

на његов екстрацитоплазматски домен, за који је доказано да инхибира раст туморских 

ћелија in vitro и in vivo. За сада је терапија Herceptin®-ом индикована код болесница са 

метастатском болести и прекомерном експресијом HER2/neu, а у току су 

рандомизиране мултицентричне студије које ће показати учинковитост овог лека у 

комбинацији са различитим цитостатицима. Процена HER2/neu статуса најчешће се 

ради имунохистохемијски (HercepTest) или FISH-ом (енгл. Fluorescence In Situ 

Hybridization), а подударност ових метода је 80-95%. Имунохистохемијска метода је 

једноставнија, бржа и јефтинија па се чешће изводи. Применом метода флуоресцентне 

in situ хибридизације  утврђено је да је амплификација HER2 гена присутна код 33% 

инвазивних карцинома дојке(83). 

 

1.1.6.6. Пролиферативни индекс Ki67 (MKI67) 

 Антиген Ki67, такође познат као Ki67 или маркер пролиферације Ki67 (MKI67), 

је протеин код људи кодиран геном MKI67(84). Ki67 кодира две изоформе протеина са 

молекулском тежином од 345 и 395 килодалтона и првобитно је идентификован у једру 

ћелија Хочкиновог лимфома 1983. од стране Scholzen-a и Gerdes-a (85). Овај 

нехистонски протеин је добио име по локацији Института у којем је откривен и описан 

(Ki – Kiel University, Germany) и броју 67 који се односи на локацију коморице 96-o 

коморне плоче(86). 

 Количина Ki67 присутна у било ком тренутку током ћелијског циклуса је 

регулисана прецизном равнотежом између синтезе и разградње, као што је назначено 

кроз његов кратки полуживот од 60–90 минута(87). Ki67 остаје активан током G1, S, G2 

и М фаза ћелијског циклуса(88), што га чини одличним маркером ћелијске 

пролиферације (89) и прихваћеним обележјем онкогенезе(90). 

 Имунохистохемијска евалуација Ki67 је сада укључена у парадигму за неколико 

типова тумора због његове поуздане корелације са пролиферативном активношћу 

туморских ћелија(88). Поуздано предвиђање коришћењем Ki67 као биомаркера 

потврђено је код бројних карцинома, укључујући карцином дојке, простате, грлића 
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материце, плућа, неуроендокриних карцинома и гастроинтестиналних стромалних 

тумора(91-96). Упркос томе, потешкоће око евалуације, употребе и кредибилитета Ki67 

отежале су његово униформно прихватање у рутинској пракси. 

 Многе студије бавиле су се испитивањем потенцијалног значаја Ki67 као 

прогностичког маркера у карциному дојке. Група истраживача је испитивала 

експресију ER, PR, HER2 и Ki67 протеина на основу којих је подељена група 

луминалних карцинома дојке на луминални А и Б тип карцинома. Луминални тип 

карцинома дојке кога је карактерисао висок индекс пролиферације односио се на 

луминални Б тип и указивао је на лошију прогнозу исхода болести и краће 

преживљавање у односу на луминални А тип карцинома дојке(97). Метаанализа коју су 

урадили Azambuja и његова група сарадника односио се на испитивање везе између 

експресије Ki67 и дужине преживљавања код пацијенткиња обухваћених у 29 

студија(98). Резултати засновани на подацима ове метаанализе указују на чињеницу да 

висок индекс пролиферације указује на лошији исход саме болести и краће 

преживљавање код пацијенткиња са карциномом дојке(98). Знатно лошију прогнозу 

исхода болести имале су пацијенткиње са високим индексом пролиферације и 

негативним статусом регионалних лимфних нодуса у односу на пацијенткиње са 

присутном туморском инфилтрацијом лимфних нодуса(98). Друга метаанализа 

спроведена је на укупно 15.790 пацијенткиња(99). Најмање 100 студија бавило се 

испитивањем односа између индекса пролиферације туморских ћелија и стопе 

преживљавања код пацијенткиња са карциномом дојке. Ове студије су такође 

потврдиле да већи индекс пролиферације указује на лошији исход болести и краћи 

период преживљавања. Међутим, без обзира на целокупност информације која се 

добија одређивањем индекса пролиферације, Ki67 протеин ипак нема статус независног 

прогностичког маркера код пацијенткиња са карциномом дојке(99, 100). Подаци који се 

односе на значај одређивања експресије Ki67 протеина као предиктивног маркера у 

карциному дојке су јако ретки. Основни недостатак студија које су се бавиле 

одређивањем предиктивног значаја Ki67 протеина у карциному дојке односи се на 

различите лабораторијске методе и статистичке моделе који су у њима примењени.  

 Постоје многе недоумице везане за одређивање Ki67 пролиферативног индекса у 

карциному дојке. Прве су везане за аналитичку методологију и подразумевају 

различите приступе при бројању Ki67 позитивних ћелија: „hot spot“ у односу на читав 

тумор, различит број ћелија на основу којег се прорачунава средња вредност, као и 

мануално у односу на аутоматизовано бројање. „Hot spot“ представља подручје тумора 

у којем се налази највећи број туморских ћелија у процесу деобе, тј. највише обојених 

једара(101). Други проблем, нарочито са становишта онколога, односи се на процену 

граничне вредности Ki67 индекса, којом се карциноми дојке могу сврстати у групу са 

ниским и групу са високим Ki67 пролиферативним индексом. Поједине студије користе 

10% или 20% као „cut-off“ вредности, док остале користе дихотомну скалу око средње 

вредности („cut-off“ je 14% или 15%)(102-104). Најраспрострањенији начин процене 

Ki67 маркера је имунохистохемијска анализа. Имунохистохемијским бојењем са 

моноклонским антителом Ki67 (MIB-1) могуће је проценити степен пролиферативности 

популације неопластичних ћелија и то одређивањем процента имунореактивних ћелија 

на 200 туморских ћелија.  

 

1.1.6.7. Хистолошки градус тумора 

 Услед несавршености статуса лимфних чворова и величине тумора као фактора 

прогнозе/предикције тока болести, у клиничку праксу је уведен нови параметар - 

хистолошки градус тумора, како би се адекватније проценила прогноза болести и 

оптимизовало лечење пацијената. Степен хистолошке диферентованости, односно 
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степен морфолошке сличности тумора са нормалним ткивом, тј. хистолошки градус, 

има за циљ да укаже на мању или већу агресивност тумора и самим тим представља 

један од стандардних прогностичких параметара, нарочито за инвазивне 

карциноме(105). Иако се овај параметар још почетком двадесетог века препознао као 

значајан, данас се најчешће користи Nottingham систем градирања(106), који 

представља Elston-Ellis модификацију Scarff-Bloom-Richardson система градирања(107). 

Nottingham систем градирања се односи на семиквантитативну процену три 

морфолошке карактеристике тумора, и то: формирање тубула, једарни плеоморфизам и 

митотску активност. Свака од наведене три туморске карактеристике се бодује са 1, 2 

или 3 и крајњи збир чини Nottingham скор који указује на степен диферентованости 

карцинома дојке(108).  

 

Формирање тубула:  

Тубули чине већину туморске масе (>75 %) – бод 1  

Тубули чине умерен део туморске масе (10-75 %) – бод 2  

Тубули чине мали део туморске масе или их нема (<10 %) – бод 3  

Једарни плеоморфизам:  

Мале, правилне униформне ћелије – бод 1  

Ћелије умерено увећане и плеоморфне – бод 2  

Изражен плеоморфизан – бод 3  

Митотска активност:  

0-9 митоза / 10 HPF – бод 1  

10-19 митоза / 10 HPF – бод 2  

>20 митоза / 10 HPF – бод 3  

Notthingham score  

3-5 → Gradus 1 (добро диферентован тумор)  

6-7 → Gradus 2 (умерено, средње диферентован тумор)  

8-9 → Gradus 3 (слабо диферентован тумор) 

 

 Добро диферентовани тумори (G1) имају петогодишње преживљавање у око 

75% случајева, а десет година преживи око 47% пацијенткиња. Са умерено 

диферентованим туморима (G2) пет година преживи око 53% пацијенткиња, а десет 

година преживи око 27%. У групи пацијенткиња са слабо диферентованима туморима 

(G3) пет година преживи 31%, а десет година преживи 18%(109). 

 

1.2. СЕНЕСЦЕНЦИЈА 

  

 У случају појаве унутрашњих или спољашњих стресогених фактора, сви 

организми активирају различите сложене биохемијске путеве како би обезбедили своју 

хомеостазу(110). У физиолошким условима ови механизми успевају да уравнотеже 

штетне силе које угрожавају правилно функционисање ћелије, док је у патолошким 

условима ова равнотежа нарушена, што доводи до накупљања ћелијских 

оштећења(110). Као резултат тога, успоставља се неправилно функционисање ћелије, 

промовишући старење и болести. Ћелијска сенесценција је такав механизам реакције на 

стрес који, слично као и апоптоза, има за циљ очување ћелијске / ткивне хомеостазе. 

Ћелијска сенесценција је стабилно заустављање ћелијског циклуса које се може 

покренути у нормалним ћелијама као одговор на различите унутрашње и спољашње 

стимулусе. Ћелијска сенесценција се разликује од другог облика заустављања раста 

познатог као мировање, по томе што се сенесценција јавља у G1 и вероватно G2 фази 

ћелијског циклуса за разлику од мировања које се дешава у G0. Још једна кључна 
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разлика је у томе што ћелије у мировању могу да наставе са пролиферацијом као 

одговор на одговарајуће сигнале као што су стимулација факторима раста или митогени 

сигнали, док сенесцентне ћелије не могу(111-113). Апоптоза је програмирана ћелијска 

смрт у којој се остаци мртве апоптотске ћелије уклањају фагоцитозом од стране друге 

ћелије, док се у сенесценцији сенесцентна ћелија не елиминише одмах и остаје 

метаболички активна упркос томе што је у заустављеном стању. Сенесценција се 

такође разликује од терминално диференцираних ћелија које су се такође неповратно 

повукле из ћелијског циклуса где се недиференциране прекурсорске ћелије претварају у 

специјализоване ефекторске ћелије(113, 114). Терминално диферентоване ћелије такође 

могу бити подвргнуте ћелијској сенесценцији што показује да сенесценција не зависи 

од активног ћелијског циклуса(115). 

 Иако се верује да је заустављање ћелијског циклуса у ћелијској сенесценцији 

неповратно, студије су недавно показале да сенесцентне ћелије могу под одређеним 

околностима поново ући у ћелијски циклус као што су нпр. ћелије тумора(116, 117). 

Ћелијску сенесценцију су први описали Haiflik и Murhed у нормалним хуманим 

ембрионалним фибробластима плућа, давне 1961. године, као трајни престанак 

ћелијских подела in vitro(118). Ова врста ћелијске сенесценције која је постигнута 

након серијског субкултивисања in vitro назива се репликативна сенесценција и 

приписује се постепеном губитку дужине теломера након сваке деобе ћелије због 

„проблема крајње репликације“, тј. непотпуне репликације краја хромозома током 

заостајања синтезе DNA ланца(119, 120).  

 Сенесцентне ћелије су у стабилном застоју и пролазе кроз карактеристичне 

промене укључујући транскрипционе, епигенетске, морфолошке и метаболичке 

промене(112). Сенесцентне ћелије разликују се од ћелија које се не деле (као што су 

ћелије у мирној фази или терминално диферентоване ћелије) у неколико маркера и 

морфолошких промена. Ћелијска сенесценција у in vitro култури често је удружена са 

морфолошким променама; уопштено ћелије постају веће, равне, вакуолизиране и 

повремено мултинуклеарне. Међутим, у in vivo условима сенесцентне ћелије 

задржавају нормалну морфологију узроковану ткивном архитектоником. Велики број 

различитих маркера и њихово комбиновање може бити од користи за дефинисање 

сенесценције ћелија како у култури тако и у ткиву(121, 122). Највише коришћена 

метода за откривање старења је хистохемијска детекција активности бета-

галактозидазе, при pH 6, која је позната и као са старењем удружена β-галактозидаза ( 

енгл. Senescence Associated Beta Galactosidasе, SA-β-GAL)(123). Активност овог ензима 

заснована је на повећаном лизозомалном садржају у остарелим ћелијма које 

омогућавају детекцију лизозомалне β галактозидазе, при оптималном pH 6 и то 

вероватно одражава повећану аутофагију која се појављује у сенесцентним ћелијама 

заједно са проширењем лизозомалног одељка у њима(124). Мана ове методе је у 

потреби коришћења свежих или смрзнутих резова. Такође, скорије је откривено да 

сенесцентне ћелије показују позитивност на бојење Sudan black B којим се детектује 

комплекс лизозомалног агрегата познат као липофусцин и има предност у коришћењу 

на ткивима која су фиксирана формалином и укалупљена у парафинске блокове(125, 

126).  

 Како је ћелијска сенесценција заснована на стабилном застоју ћелијског 

циклуса, одсуство пролиферативних маркера, као што je Ki67 протеин, је важан услов 

да би се потврдила сенесценција. Остали маркери укључују p16, ARF, p53, p21, p15, p27 

и хипофосфорилисани pRb. Фокуси хетерохроматина такође су повезани са 

сенесценцијом ћелија и познати су као са сенесценцијом повезани хетерохроматични 

фокуси (енгл. Senescence-Associated Heterochromatin Foci, SAHF)(127). Треба нагласити 

да се SAHF чешће стварају током сенесценције индукованe онкогенима (енгл. 
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Oncogene-Induced Senescence, OIS), а не током репликативног циклуса или током 

година(128). Такође, сенесцентне ћелије секретују бројне екстраћелијске факторе, 

укључујући трансформишући фактор раста бетa (енгл. Transforming Growth Factor beta, 

ТGF-β), инсулину сличан фактор раста 1 (енгл. Insulin-like growth factor 1, IGF1), 

инхибитор активатора плазминогена 1 (енгл. Plasminogen Activator Inhibitor 1, PAI1), 

као и запаљенске цитокине и хемокине који могу да преусмере и подрже сенесценцију 

кроз аутокрини или паракрини пут(129-131). Најважније је да се нагласи да већина горе 

споменутих маркера сенесценције су присутни у in vivo условима, заједно у вези са 

премалигним туморима и са развојним физиолошким и патолошким процесима(132). 

Разлике између сенесцентних и недељивих ћелија подразумевају карактеристике као 

што су одсуство пролиферативних маркера SA-β-GAL, експресија тумор-супресорских 

гена и инхибитора ћелијског циклуса и често маркера оштећења DNA, као и једарни 

фокуси хетерохроматина и изражена секреција сигналних молекула. Треба нагласити да 

ни један од набројаних маркера није комплетно специфичан или универзалан за 

сенесценцију, постоји само слагање да сенесцентне ћелије експримирају већину од 

њих. Истраживања на овом пољу у последњих пар деценија су показала да 

сенесценција има користан, али и штетан ефекат. Уопштено, пролазно укључивање 

сенесценције праћено ткивним ремоделовањем је корисно зато што је повезано са 

елиминацијом оштећених ћелија. Супротно, перзистентна сенесценција или 

неспособност елиминисања остарелих ћелија је штетна. У студији Munjoza и Serana 

биолошка вредност сенесценције је елиминација нежељених ћелија која је суштински 

слична апоптози(133). Сенесценција и апоптоза су најзначајнији за елиминацију 

оштећених ћелија. То је нарочито изражено у карциному и старењу, при чему се оба 

процеса каракеришу нагомилавањем озбиљних ћелијских оштећења. У прилог овоме 

постоји доказ да је сенесценција важна баријера против прогресије карцинома. 

Накупљање сенесцентних ћелија током старења присутне су у већини, али не и у свим 

ткивима, а највише су присутне у кожи, јетри, плућима и слезини(134-136).  

 Примарни окидачи за сенесценцију повезану са старењем највероватније прате 

DNA оштећење, губитак протективне улоге теломера и дерепресија CDKN2A локусa 

који кодира p16 и ARF(137-139). Предпоставља се да је централна улога сенесценције 

да иницира процес елиминације оштећених ћелија и доведе до ткивне регенерације 

(предпоставља се да ова секвенцa подразумева синесценцију-поправку-регенерацију). 

Међутим, овај користан ефекат може бити ометен нарочито у остарелим ткивима 

комбинацијом фактора као што је, са једне стране, елиминација остарелих ћелија од 

стране имунског система, која може бити оштећена, што води накупљању сенесцентних 

ћелија, што даље може узроковати ткивну дисфункцију кроз развој секреторног 

фенотипа удруженог са сенесценцијом (енгл. Senescence-Associated Secretory Phenotype, 

SASP)(140-143). Са друге стране сенесценција не погађа само диферентоване ћелије већ 

и STEM и прогениторне ћелије ограничавајући на тај начин регенераторну способност 

ткива. Комбинација неефикасног чишћења претеране активности SASP-а, као и 

неефикасне регенерације може појаснити накупљање продукта сенесценције током 

година и његово активно учешће у обликовању сенесцентног фенотипа. Важно је да 

елиминација сенесцентних ћелија код мишева са високим нивоима оштећења може 

помоћи у подмлађивању оштећених ткива као што су мишићно и масно и истовремено 

га заштитити од даљег оштећења(144). Због тога елиминација сенесцентних ћелија је 

важна стратегија за умањење ефекта хроничне системске инфламације и за 

подмлађивање. Сенесценција је одговорна примарно за елиминацију оштећених ћелија, 

међутим, како године пролазе, комлетна секвенца сенесценција – чишћење – 

регенерација, не може бити у потпуности реализована и сама сенесценција може 

постати део проблема пре него решење.  
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1.2.1. Механизам сенесценције 

 Велики број стимулуса који узрокују сенесценцију су константно повећани и 

механизми којима се покреће су доста проучавани(145, 146). Ови стимулуси делују 

преко различитих сигналних путева, а многи од њих активирају p53, а у основи њихове 

активности налази се улога инхибитора циклин зависне киназе p16, позната и као 

INK4A (енкодиран са CDKN2A), p15, познат као INK4B (енкодиран са CDKN2A), p21 

познат као WAF1 (енкодиран са CDKN1A) и p27 (енкодиран са CDKN1B). Инхибиција 

комплекса циклина и циклин зависне киназе (енгл. Cyclin Dependent Kinase, CDK) 

резултује застојем пролиферације при чему је круцијална компонента одговорна за 

учешће сенесценције у овом процесу хипофосфорилисана форма pRb (енгл. 

Retinoblastoma Protein)(147). Такође, велики број окидача сенесценције и сигнални 

путеви исте, недвосмислено је да уједно активирају сенесценцију, али и да одређују 

ћелијски тип и стање у којем се ћелија налази. Слично као код апоптозе, код које 

постоји неколико субтипова апоптотичних ћелија, будућа истраживања могу 

дефинисати различите типове ћелијске сенесценције. Главни механизми укључени у 

индукцију сенесценције су они који су узроковани оштећењем који укључују различите 

субтипове, као што су репликативна сенесценција, сенесценција узрокована оштећењем 

DNA (енгл. DNA Damage Response, DDR), узрокована стресом или онкогенима.  

 

1.2.2. Репликативна сенесценција  

 Репликативна сенесценција је у блиској вези са теломерама и њиховом улогом 

током репликативног циклуса. Прогресивни губитак теломера током ћелијског циклуса 

доводи до критичног смањења њихове дужине, која онда узрокује појаву сенесценције, 

познату као репликативна сенесценција. Теломера понављајућа DNA секвенца 

(TTAGGG код кичмењака) (148) и специјализовани протеини који покривају крајеве 

линеарних хромозома су неопходни за хромозомски интегритет. Због биохемије 

репликације DNA, 50-200 bp, теломера DNA се не реплицира током сваке S фазе. Пошто 

теломераза, ензим који може синтетизовати теломерну DNA de novo, не експримира 

већина људских ћелија, теломере се скраћују са сваким ћелијским циклусом. Када се 

теломере скрате са максималне величине од 10-15 kb (у герминативним ћелијским 

линијама) до просечне величине 4-6 kb, ћелије неповратно заустављају раст, стварајући 

карактеристични (сенесцентни) фенотип(149-151). Значајно је истаћи да се 

заустављање ћелијског раста дешава пре него што теломере постану довољно кратке да 

угрозе хромозомски интегритет. Треба поменути две тачке у вези са репликативнoм 

сенесценцијом. Прво, врло је вероватно да ћелије реагују на поремећај структуре 

теломера, уместо да реагују на скраћивање теломера(152). Друго, теломераза се 

експримира у герминативним ћелијским линијама, раном ембриону и неколико ћелија 

одраслих, а у већини туморских ћелија. Експресија теломеразе је најчешћи механизам 

помоћу којег ћелије рака стабилизују своје теломере и тиме избегавају репликативну 

сенесценцију(151, 153, 154). Доказано је да скраћивање теломера служи као "митотски 

сат" који води нормалне ћелије до сенесценције, јер ћелије заметка и туморске ћелије, 

које изражавају теломеразу, показују бесконачан репликативни потенцијал, док 

увођење каталитичке подјединице ензима у ћелије са недостатком теломеразе може 

продужити њихов век, чак их чинећи бесмртним(155, 156). Губитак теломерне дужине 

преко одређеног прага ћелије доживљавају као оштећење DNA, које покреће путеве 

одговора на оштећење DNA, као што је активирање ATM-CHK2-p53-p21-pRb осовине, 

што доводи до неповратног заустављања ћелијског раста(157-160). Репликативна 

сенесценција, значи, служи као природна баријера туморогенези(161, 162). Главни 

чиниоци одговора на DNA оштећење су киназе везане за оштећење DNA, као што су 
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АТМ, ATR, CHK1 и CHK2, које се активирају процесом фосфорилације и активацијом 

неколико цикличних протеина, укључујући и p53. Поред тога фосфорилисани p53 

активира експресију p21 који се везује и инхибира неке од комплекса CDK-циклин, 

нарочито онај везан за CDK2.  

 Репликативна сенесценција је повезана такође са CDKN2A локусом (познати и 

као INK4A/ARF), који кодира два важна тумор супресорска протеина p16 и ARF. Док 

p16 инхибира CDK4 и CDK6, ARF регулише стабилност помоћу инактивације 

деградације p53 путем Е3 убиквитин протеин лигазе МDM2(163-166). DNA оштећење 

може да умањи ниво ARF протеина индукујући његову деградацију(167, 168).  

 

1.2.3. Оксидативни стрес и сенесценција 

 Ниво реактивних кисеоничних радикала се повећава у многим облицима 

оксидативног стреса посредством најчешће деловања хемиотерапеутика, губитком 

заштитне улоге теломераза, DNA оштећењем и активацијом онкогена(169). Доказ да 

оксидативни стрес узрокује сенесценцију је показанo у неколико студија(170-174). 

Наиме, показао је да оксидативни стрес убрзава скраћивање теломера, a eрозија 

теломерне DNA на крају компромитује функционални интегритет целе структуре 

теломера, изазивајући одговор на оштећење DNA, што заузврат може довести до 

почетка ћелијске сенесценције(175). Механички, високи интрацелуларни нивои 

реактивних кисеоничних радикала индуковани су RAS–RAF–MEK–ERK каскадом, 

активацијом p38/MAPK, што доводи до повећане транскрипционе активности p53, а то 

изазива усходну регулацију p21 и појаву сенесценције(176). 

 

1.2.4. Онкогенима индукована сенесценција (OIS) 

 Међу мноштвом стимулуса који изазивају сенесценцију, унутрашње промене 

активираних онкогена изазивају не само неповратно стање пролиферативног застоја, 

већ и биолошки значајан одговор који обуздава малигну трансформацију. Овакав облик 

сенесценције се назива онкогенима индукована сенесценција (OIS), такође се сматра 

примарном сенесценцијом. OIS представља одбрамбени механизам који ограничава 

малигну трансформацију ћелија које поседују онкогени потенцијал и служи као 

почетна препрека за развој карцинома(177). Нормалне ћелије реагују на активацију 

великог броја онкогена у започетом процесу сенесценције. OIS је први пут описана са 

експресијом онкогене форме RAS протеина у људским фибробластима(178). Мутације у 

онкогену RAS могу се наћи у различитим хуманим карциномима и у до 30% свих 

тумора(179). Међутим, RAS захтева сарадњу других онкогена или инактивацију тумор-

супресор гена да би изазвао трансформацију. Тако да прекомерна експресија овог 

онкогена у ћелијама без додатних мутација резултира сенесценцијом индукованом 

онкогенима, а мутација RAS представља баријеру против туморогенезе у неколико 

мишијих модела in vivo(180, 181). 

 Постоји више од 50 различитих онкогена који могу да узрокују сенесценцију. 

Важно је да се каже да је доказано да OIS која се појављује у in vivo условима 

функционише као нека врста прекида током ране фазе туморогенезе(132, 146). OIS 

може бити изазван са два врло важна сигнална пута, а то су p16–pRb и p14–p53–

p21(158). p16 и p14 су кодирани истим INK4A/ARF генским лохусом. p16 и p14 су 

међусобно зависни, а оба су често измењена у примарном карциному дојке(182-184). 

p21 је производ WAF1/CIP1/SDI1 на хромозому 6p21. p21 може да се активира преко 

p53 зависног или p53 независног сигналног пута(185). Активација p53 води 

транскрипционој активацији p21 и блокира циклин А, резултујући заустављањем 

циклуса у G1 фази. Такође, неке студије су показала да је експресија p16, p14 и p21 

прекинута у многим туморима, укључујући и карцином дојке(186). Међутим, једна 
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студија је показала да су маркери удружени са сенесценцијом повећано експримирани у 

премалигним лезијама, али су изгубљени у малигним(187). Даља истраживања су 

показала да је код мишева ARF-p53 сигнални пут главни активатор OIS-а(188), док код 

људи изгледа да је DDR-p53 сигнални пут много важнији него код мишева(189). 

Коначно p16 има скромну улогу у изазивању сенесценције код мишева, али значајну 

улогу у људским ћелијама(190).  Хронична активација p53, p21, pRb и p16 генерално је 

довољна да изазове трајни застој раста узрокован сенесценцијом(191, 192). p53/p21 и 

p16/pRb сигнални путеви регулишу неколико важних карактеристика сенесцентних 

ћелија. Геномско оштећење, укључујући дисфункцију теломера, активира DDR који 

активира p53/p21 сигнални пут. Ова активација је двофазна. Прва реакција је брза, 

углавном у року од неколико минута до једног сата, снажна је и пролазна, јењава у 

просеку за 24 до 48 часова, што је типично за p53 одговор на многа оштећења 

DNA(193). Међутим, ако је оштећење велико и не може да се поправи (довољно да 

изазове сенесценцију), низак ниво активираног p53 и ексрепсијa p21 перзистирa, кад 

брза фаза прогресивно опада(194-196). Трајна DDR сигнализација изгледа да иницира 

прекид застоја раста изазван сенесценцијом, за разлику од пролазног оштећења који 

индукује застој раста. Таква сигнализација је такође праћена спором активацијом (којa 

се јавља током дана) других сигналних путева, као што су p38/MAPK и протеин киназа 

C путева, регулисани одговором на стрес, као и повећаном концентрацијом реактивних 

кисеоничких радикала, који такође учествују у сигналним путевима(197-199). Ови 

додатни сигнални путеви потом иницирају експресију p16, који делује преко pRb, 

обезбеђујући суштински иреверзибилни застој раста(157).  

 Стабилно стање заустављања пролиферације је кључни аспект OIS-а. За разлику 

од мировања, сенесцентно заустављање раста је у суштини трајно јер се сенесцентне 

ћелије не могу стимулисати да се размножавају у већини случајева. У многим ткивима, 

мале и неупадљиве неопластичне лезије, где су идентификоване онкогене мутације и 

маркери OIS-а, ретко постају очигледни канцери(200), што указује на то да 

сенесценција изазвана аберантном онкогеном активацијом тежи да спречи 

неконтролисану пролиферацију кроз иреверзибилно заустављање раста. Сенесценција 

утиче на развој тумора различитим активностима, које стварају просторно-временски 

динамичке и контекстуално зависне реакције ткива. Фактори као што су TGF-b (engl. 

transforming growth factor-β)  и CCL2 [(engl. monocyte chemoattractant protein-1, also 

called chemokine (C-C motif) ligand 2, CCL2)] могу пропагирати фенотип сенесценције у 

суседним несенесцентним ћелијама, преносећи онкогени стрес на микроокружење(201). 

Све више се препознаје да имуне ћелије које регрутују сенесцентне ћелије играју 

кључну улогу у регулисању развоја тумора. Прекомерна експресија онкогеног RAS код 

мишева није успела да подстакне развој хепатоцелуларног карцинома због 

имунолошког надзора изазваног сенесценцијом, у којем су CD4+ Т ћелије и макрофаги 

играли виталну улогу у превладавајућим сенесцентним хепатоцитима(202).  NK ћелије 

могу бити регрутоване помоћу CCL2 који луче сенесцентне ћелије да помогну у 

чишћењу туморских ћелија, док би М1 макрофаги могли бити регрутовани помоћу 

CXCL1 да би сузбили развој тумора(203, 204). Међутим, недостатак сенесценције је 

обично недовољан за малигну трансформацију. Чини се да сенесценција представља 

огромну, али не и непремостиву баријеру за напредовање тумора. Показало се да је 

активност дивљег типа p53 била штетна за одговор на хемотерапију код пацијената са 

карциномом дојке, чак и ако је p53 индуковао сенесценцију у туморима, где су 

излучени цитокини сенесцентних ћелија били у стању да стимулишу пролиферацију 

ћелија и релапс тумора(205). Пријављено је да је врло вероватно да ће се тумор развити 

чак и када се појави OIS. Конкретно, код остарелих организама, систем замене ћелија 

који укључује уклањање сенесцентних ћелија и мобилизацију прогенитора за поновно 
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успостављање броја ћелија може постати неефикасан или може да исцрпи 

регенеративни капацитет ћелија потомака, што на крају резултира акумулацијом 

сенесцентних ћелија које може погоршати оштећење и допринети развоју тумора(206). 

С обзиром на велике варијанте SASP-а и различите профиле SASP-а у различитим 

типовима ћелија, SASP може изазвати или туморску супресију или туморску 

прогресију. Показало се да SASP фактори промовишу туморигенезу индукујући 

пролиферацију, преживљавање, ангиогенезу и метастазе(207). На пример, примарни 

кератиноцити миша који су пролазно изложени SASP-у показали су повећану 

експресију маркера за матичне ћелије и регенеративни капацитет in vivo(208). 

Матриксне металопротеиназе (ММP) које луче сенесцентне ћелије посредовале би у 

миграцији и побољшале њихова туморогена својства(209). Утврђено је да фактори као 

што су IL-6 и IL-8, које регулише mTOR (енгл. Mammalian Target Of Rapamycin) у 

сенесцентним фибробластима, промовишу туморе простате код мишева(210). SASP 

такође може промовисати туморогенезу својим утицајем на имуни систем. На пример, 

CCL2 би могао да регрутује М2 макрофаге, који стварају имуносупресивно 

микроокружење и делује као промотер у прогресији тумора(211). Такође је пријављено 

да CCL2 који луче сенесцентни хепатоцити регрутује незреле мијелоидне ћелије да 

промовише развој хепатоцелуларног карцинома кроз инхибицију NK ћелија. Доследно 

је пријављено да је SASP повезан са лошим преживљавањем и раним рецидивом 

хепатоцелуларног карцинома(212). 

 OIS је сложен процес који може играти супротне улоге у иницијацији и развоју 

тумора у зависности од временског, просторног и генетског контекста. Циљање на 

сенесцентне ћелије може бити корисно за терапију рака у одређеним околностима. 

Иако је разумевање сенесценције знатно напредовало последњих година, различити 

одговори сенесценције отежавају успостављање јединствених дијагностичких 

критеријума за ћелијску сенесценцију. Тренутно се за откривање ових ћелија користи 

комбинација неколико карактеристика ћелијске сенесценције. Даље студије су 

оправдане како би се открили основни механизми који су у основи OIS-а. С обзиром на 

сложеност OIS-а, различитост у патолошкој функцији сенесцентних ћелија, као и 

динамичку интеракцију између сенесцентних ћелија и микроокружења, треба даље 

истражити када се циља на сенесценцију као терапијску опцију за карциноме. Поред 

тога, сенесцентни фенотип ћелија карцинома може понудити потенцијалне биомаркере 

за дијагнозу и прогнозу тумора. Узети заједно, морају се уложити велики напори да се 

разјасне детаљнији механизми који леже у основи OIS-а, интеракције између 

сенесцентних ћелија и микроокружења и улоге OIS-а у развоју и терапији карцинома. 

 

1.2.4.1. Тумор супресорски протеин p53 

 Ген TP53, који се налази на хромозому 17p13.1, је ген супресор тумора који је 

дугачак 20 килобаза (kb) и садржи 11 егзона. TP53 ген који кодира тумор супресорски 

протеин p53 функционише да сузбије настанак карцинома. Да би посредовао у 

супресији тумора, p53 се везује за специфичне елементе DNA одговора и индукује 

експресију гена укључених у један или више од следећих процеса: заустављање 

ћелијског циклуса, поправку DNA, апоптозу, сенесценцију, аутофагију, фероптозу или 

метаболизам(213-215). Првобитно назван „чувар генома“, p53 се сада може сматрати 

једним од најважнијих гена који штите људску врсту од рака. Нажалост, ТP53 је 

инактивиран у већини, ако не и код свих, карцинома код људи. Два главна механизма 

су одговорна за инактивацију; мутација ТP53 гена и негативна регулација протеинског 

производа дивљег типа, након интеракције са регулаторним протеинима као што су 

MDM2 или MDM4 (такође познат као MDMX)(213, 214, 216). Због скоро универзалне 
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дисфункције код малигнитета, p53 је теоретски веома атрактивна мета против које се 

развијају нови третмани против карцинома.  

 p53 тумор супресорски протеин игра једну од централних улога у започињању 

ћелијске сенесценције и у спречавању туморогенезе преко своје функције у регулацији 

ћелијског циклуса и одржавању DNA интегритета. Различити типови ћелијског 

оштећења брзо индукују висок ниво p53 у ћелијама, што доводи до застоја циклуса, 

како би се омогућила поправка. У случају да се поправка не може извршити активирају 

се алтернативни путеви које активира p53, који доводе до ћелијске сенесценције или 

ћелијске смрти(217). Примарни механизми кроз које су нивои p53 регулисани у 

ћелијама je непрекидна деградација настала као последица његовог везивања за његов 

главни антагонист MDM2. MDM2 је Е3 убиквитин лигаза која промовише деградацију 

p53 уз помоћ протеазома. MDM2 такође директно блокира p53 везивањем свог N-

терминалнoг трансактивационог домена. MDM2 је транскрипциона мета p53, 

формирајући негативну регулаторну петљу чиме p53 индукује експресију сопственог 

негативног регулатора(218). Када су ћелије изложене стресу, инхибиција p53 од стране 

MDM2 је уклоњена, чиме се активира p53 и повећава се његова експресија. Два кључна 

механизма користе уклањање инхибиције MDM2 преко фосфорилације сигналне 

каскаде која је покренута ATM киназом (219) и са директном интеракцијом CDKN2A 

протеином (p14), који је такође кодиран са INK4 локусом(167, 220). Овај други 

механизам је посебно интересантан у контексту сенесценције, јер исти INK4 локус 

кодира и инхибитор циклин зависних киназа p16, који има централну улогу у 

изазивању сенесценције преко p16/pRb сигналног пута. p14 се активира на више 

начина, а најзначајнији су активација RAS и c-myc гена што резултује везивањем p14 за 

MDM2 и повећањем експресије p53(167, 220).  

 У контексту сенесценције, важна мета p53 је инхибитор циклин зависне киназе  

p21, који је потребан за застој раста изазван сенесценцијом, као одговор на оштећење 

DNA било на G1/S или G2/M контролним тачкама ћелијског циклуса(221). Улога p21 у 

p53 зависном G1 застоју је такође показана упоређивањем изогених људских ћелијских 

линија аденокарцинома. Примећено је да су родитељске ћелијске линије претрпеле 

очекиване промене ћелијског циклуса после индукције p53 изазване оштећењем DNA. 

Међутим, G1 застој је поништен у ћелијама које су дефицијентне у p21(222). Показано 

је и да ћелије скривањем оштећења DNA могу проћи кроз G2 застој независно од p53 и 

p21. Даље, ове ћелије остају способне да уђу у митозу, показујући да су p53 и p21 

неопходни за одржавање стабилнoг застоја у G2 фази који такође могу бити повезани 

са сенесценцијом(223, 224). 

 Од приближно 22.000 гена у људском геному, TP53 је најчешће мутиран током 

карциногенезе(225). Иако је преваленција мутација веома варијабилна међу различитим 

типовима тумора верује се да је TP53 мутиран у приближно 50% свих карцинома код 

људи. Најучесталије промене TP53 гена су тачкасте (point) мутације. У око 75% 

случајева се ради о погрешно смисленим (missense) мутацијама(226). То су мутације 

код којих услед замене једног нуклеотида настаје синтеза мутантног протеина који се 

акумулира у ћелији, а од дивљег алела се разликује у једној аминокиселини. Око 25% 

мутација не доводи до синтезе p53 протеина и то су бесмислене (nonsense) мутације. 

Различити карциногени делују различито на ген TP53 и образац мутација је 

специфичан за сваки тумор. 

 Занимљиво је да неки p53 мутанти добијају метаболичке функције које 

доприносе њиховим про-туморогеним активностима(227-231). Додатни појам који 

произлази из недавних студија односи се на метаболичке активности других кључних 

регулатора пута p53, али тренутно није јасно како различите компоненте пута p53 

оркестрирају своје метаболичке активности и којим механизмима дерегулација ове 
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сложене метаболичке мреже доприноси туморогенези. Иако метаболички програм који 

контролише p53 на нивоу транскрипције постаје јаснији, многа питања остају без 

одговора, као што су она која се односе на молекуларне механизме помоћу којих 

метаболичке промене сигнализирају p53 и како p53 контролише различите подскупове 

својих циљних гена током метаболичког процеса. Интеграцијом вишеструких улазних 

сигнала који одражавају метаболички статус ћелије, p53 се понаша као метаболички 

сензор и заузврат координира прилагођени метаболички одговор. На исход 

метаболичког одговора вођеног p53 утичу ћелијски и ткивни контексти, али механизми 

који леже у основи разноликости метаболичких одговора регулисаних p53 остају слабо 

схваћени. Дакле, пут p53 и метаболизам су функционално испреплетени, а ово има 

велики значај не само за прогресију тумора, већ и за хомеостазу нормалног ткива и 

људске болести изван тумора(232). 

 

1.2.4.2. Протеин ретинобластома, pRb  

 RB1 (eнгл. Retinoblastoma 1) тумор супресорски ген откривен и изолован пре 

више од 30 година, био је предмет опсежног истраживања због његове истакнуте улоге 

у туморима(233). Мутацијски губитак функције RB1 је примарни узрок 

ретинобластома, педијатријског тумора. Губитак функције RB1 такође је укључен у 

развој других карцинома. Пацијенти са наследним ретинобластомом, на пример, имају 

повећан ризик од накнадних неповезаних карцинома што указује да мутациона 

инактивација RB1 доприноси туморогенези у ткивима изван мрежњаче(234). Студије 

секвенцирања генома тумора потврдиле су да је RB1 генетски измењен у значајном 

делу случајева за многе уобичајене карциноме код одраслих. Експерименталне студије 

потврдиле су да његов губитак, често у комбинацији са брисањем других гена, покреће 

туморогенезу у различитим ткивима(235-238). 

 Продукт RB1 гена је протеин ретинобластома (pRb).  pRb такође игра централну 

улогу и од суштинског је значаја за индукцију сенесценције у већини студија(239). Он 

је кључни тумор супресор који испољава своје ефекте на ћелијском циклусу путем 

инхибиторног деловања на Е2F фактор транскрипције. Чланови фамилије протеина 

ретинобластома укључују pRb, P107 и P130(240, 241). Међутим, постоје кључне 

функционалне разлике између њих, на пример, тумор супресорске функције pRb су јаче 

од оних P107 и P130, јер само pRb се уобичајено налази мутиран у хуманом карциному. 

pRb jе одавно препознат као кључни медијатор G1/S контролне тачке ћелијског 

циклуса. У G0 и G1 фази ћелијског циклуса, pRb је присутан у свом активном 

хипофосфорилисаном облику, везује се за хетеродимерни Е2F фактор транскрипције и 

инхибира Е2F зависну експресију гена потребну за прогресију ћелијског циклуса и 

DNA репликацију(240, 241). pRb сe везује првенствено за активирање E2Fs (E2F1, E2F2 

и E2F3), у сарадњи са својим партнерима димеризације, потискујући њихову активност 

блокирањем трансактивационог домена и регрутовањем других протеина, као што је 

хистон деацетилаза(242). 

 Различити чланови породице циклин зависних киназа (CDK) регулишу 

различите фазе ћелијског циклуса. pRb садржи 16 наводних CDK места фосфорилације, 

који омогућавају фосфорилацију у раној G1 фази циклуса од стране CDK4/6. Међутим, 

пре него што CDK4/6 може да фосфорилише pRb треба да се повеже са циклином D. 

Овај ниво фосфорилације је, међутим, довољан да растави репресивне комплексе 

формиране од pRb фамилије протеина. Крајем G1 фазе циклуса, даља фосфорилација 

pRb од стране CDK2 у комплексу са својим везујућим партнером циклинoм Е доводи до 

прекида pRb-Е2F комплекса, омогућавајући активирање Е2F гена који одговарају за 

напредовање ћелијe кроз G1 и улазак у S фазу ћелијског циклуса(242). 
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1.2.4.3. Интеракција pRb и p53 у ћелијској сенесценцији 

 Физиолошкa улога pRb у контроли ћелијског циклуса дозвољава да овај тумор 

супресорски протеин игра важну улогу у успостављању застоја ћелијског циклуса 

повезаног са ћелијском сенесценцијом. Одговор на DNA оштећење (DDR) односи се пре 

свега на изазивање сенесценције преко активације p53/p21 пута, док негенотоксичан 

стрес, као што је сигнални пут онкогена RAS, изазива сенесценцију кроз p16/pRb 

сигнални пут тако што инхибира активност CDK4/6 кроз p16 активацију(145, 243, 244). 

Постоји повезаност између p53/p21 и p16/pRb сигналних путева. Повећана активност 

p53 повећава ниво p21 који може инхибирати хиперфосфорилацију pRb протеина од 

стране CDK2/циклина Е, који су неопходни да се транскрипциони фактор E2F ослободи 

инхибиције за пролазак кроз G1 фазу циклуса, а ово даље проузрокује застој раста 

сенесценцијом. p21 може такође зауставити прогресију ћелијског циклуса инхибицијом 

комплекса циклина А и циклина D са циклин зависним киназама(245). Значај pRb у 

одржавању стабилног застоја ћелијског циклуса је демонстриран акутном 

инактивацијом у сенесцентним ћелијама. Сенесцентне ћелије након pRb инактивације 

покушају да поново уђу у S фазу циклуса и поново покрену синтезу DNA, али пролазе 

кроз Е2F зависну апоптозу због активирања p73, чланa p53 фамилије протеина(246). 

Ово показује да је функционалан pRb не само потребан за успостављање сенесценције, 

него и за њено одржавање. Иако је помак ка фосфорилисаном стању pRb од кључног 

значаја за почетни брз одговор на оштећење DNA, што доводи до пролазнoг застоја, у 

овој фази ћелије не показују маркере сенесценције и могу да избегну застој ћелијског 

циклуса(247). Ћелије које улазе у сенесценцију пролазе кроз промене у експресији 

протеина, при чему се оне пребацују из pRb на p130 експресију. Ове ћелије типично 

показују смањење нивоа pRb и p107 након сенесценције, док су нивои p130 повећани у 

време када се фенотип маркера сенесценције појављује и застој ћелијског циклуса 

постаје неповратан(248). 

 

1.2.4.4. Инхибитор циклин зависне киназе p21 (p21VAF1/CIP1) 

 p21, протеин од 21 KDa кодиран геном CDKN1A, члан је Cip/Kip породице CDKI 

поред p27 и p57. Способан је да инактивира све CDK, чиме инхибира прогресију 

ћелијског циклуса(249). Он инхибира киназну активност циклин-CDK комплекса 

интеракцијом са циклинима преко два мотива везивања циклина (Cy1 и Cy2). Ово 

доводи до инхибиције фосфорилације pRb породице протеина и каснијег повезивања са 

E2F и формирања комплекса DREAM, што доводи до заустављања ћелијског 

циклуса(250, 251). p21 игра двоструку конфликтну улогу у напредовању ћелијског 

циклуса у зависности од његовог нивоа експресије(252). Високи нивои p21 инхибирају 

киназну активност циклин-CDK комплекса што доводи до инхибиције прогресије 

ћелијског циклуса, док ниски нивои делују као фактор склапања комплекса циклин 

D/CDK4,6 и промовишу његову активацију што доводи до ћелијске прогресије 

циклуса(224). Пошто је познато да p21 ступа у интеракцију са различитим комплексима 

циклин/CDK и инактивира их, способан је да изазове заустављање ћелијског циклуса у 

било којој фази, за разлику од INK4 породице CDKI који специфично везују и 

инактивирају CDK4 и CDK6, чиме изазивају заустављање ћелијског циклуса само 

током G0/G1 фазе(253). p21 се такође може активирати помоћу p53 независних 

механизама помоћу других стимулатора као што су нуклеарни рецептори укључујући 

андроген, витамин D и ретиноидне рецепторе. Индукција p21 је кључна за покретање 

заустављања раста посредованог сенесценцијом различитим стимулусима(254). 

Усходна регулација p21 игра кључну улогу у развојној сенесценцији јер мишеви којима 

недостаје показују дефекте у ембрионалном старењу, одржавању апикалног 

ектодермалног гребена и обликовању, као и друге развојне дефекте. Развојна 
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сенесценција је пролазна програмирана ћелијска сенесценција која се јавља током 

ембрионалног развоја сисара(255). Међутим, експресија p21 не постоји у сенесцентним 

ћелијама јер је углавном потребна за индукцију сенесценције(256). Насупрот томе, p16 

је неопходан за одржавање сенесценције. Поред контроле транскрипције p21 помоћу 

p53 зависних и независних механизама, она је такође регулисана на посттранслационом 

нивоу. Новосинтетисани p21 је стабилизован помоћу WISp39 протеина који се везује за 

Hsp90, који спречава његову деградацију посредовану протеазомима(257, 258). Додатне 

посттранслационе модификације, као што је фосфорилација, могу модулисати везујуће 

партнере или променити субћелијску локацију, која има потенцијал да промени своју 

функцију блокирањем њене способности да делује као инхибитор циклин зависне 

киназе(259). p21, када је присутан у једру, инхибира прогресију ћелијског циклуса, док 

се након фосфорилације транспортује у цитоплазму где функционише као анти-

апоптотички протеин(259). Стога, p21 игра вишеструке улоге унутар ћелије 

регулишући различите процесе(260, 261). 

 

1.2.4.5. Инхибитор циклин зависне киназе p16 (p16Ink4a) 

 p16 је протеин супресор тумора и носи неколико имена: главни супресор тумора 

1 (енгл. Major Tumor Suppressor 1, MTS-1), инхибитор циклин зависне киназе 4a (енгл. 

Inhibitor Of Cyclin-Dependent Kinase 4a, INK4a) или p16 и инхибитор циклин зависне 

киназе 2A (енгл. Cyclin-Dependent Kinases Inhibitor 2A, CDKN2A)(166). p16 је члан 

фамилије INK4 који представљају инхибиторе циклин зависних киназа (CDK). p16 је 

кодиран геном локализованим на хромозому 9p21, у оквиру INK4а/ARF локуса који 

кодира два различита протеина са различитим промотерима p16 и p14. Оба протеина 

имају антипролиферативну активност и укључени су у pRb и p53 сигналне путеве. Ови 

протеини и њихове интеракције су од кључног значаја за разумевање кључне тачке 

сузбијања настанка тумора. Добро је познато да p16 доприноси регулацији прогресијe 

ћелијског циклуса инхибицијом S фазе ћелијског циклуса. p16 везује CDK4/6, инхибира 

циклин D-CDK4/6 комплекс и CDK4/6 посредовану фосфорилацију pRb. Експресија p16 

одржава pRb у хипофосфорилисаном стању, промовишући везивање за Е2F1 и доводи 

до застоја ћелијског циклуса у G1 фази(166).  

 p16 као негативни регулатор пролиферације ћелијског циклуса представља један 

од главних фактора у спречавању настанка тумора. Близу 50% свих тумора код људи 

показују p16 инактивацију у распону од 25 до 70%(262); они укључују карциноме главе 

и врата, једњака, билијарног тракта, јетре, плућа, мокраћне бешике, дебелог црева и 

дојке, затим леукемију, лимфоме и глиобластоме(263-266). Генетске промене које 

изазивају инактивацију p16 укључују тачкасте мутације, хомозиготне делеције, 

хиперметилацију промотера и LOH (енгл. Loss Of Heterozygosity). Најчешће генетске 

промене p16 су хомозиготна делеција и хиперметилација промотера(267). Чини се да 

постоји склоност ка одређеној врсти алтерације p16 код одређених типова тумора: 

хомозиготне делеције p16 су чешће код аденокарцинома панкреаса (48%), док се 

тачкасте мутације (30%) понављају код карцинома сквамозних ћелија главе и врата. 

Код аденокарцинома желуца, аберантна метилација представља већину промена p16 

(34%), при чему су делеције или мутације p16 ретке (0%–2%)(267). Тип генетске 

алтерације дефинише функционалност p16: хомозиготне делеције и хиперметилација 

промотера, типично, доводе до нефункционалног p16, док тачкасте мутације, посебно 

мисенс мутације и мала делеција унутар оквира, нарушавају структуру и активност 

p16(267). p16 инактивација описана је као рани и критични догађај у прогресији неких 

типова тумора(268-271). У том смислу, одређени молекуларни механизми p16 

репресије су директно повезани са канцерогенима, као што су дуван у карциному плућа 
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и оксидативни стрес услед реактивних кисеоничних врста, што указује на важну улогу 

у развоју неких пренеопластичних лезија(272, 273). 

 Фосфорилација p16 је повећана у сенесцентним епителним ћелијама. 

Фосфорилисани p16 показује појачан афинитет везивања са CDK4/6 у поређењу са 

нефосфорилисаним p16, што доводи до сенесцентног застоја у G1 фази циклуса. 

Различити остаци p16 могу бити фосфорилисани и фосфорилација може елиминисати 

већину активности инхибиције p16/CDK4, утичући на структуру једра или 

конформациону стабилност. Поред тога, сваки догађај који утиче на фосфорилацију 

p16 може да утиче на активност p16. Фосфорилација протеина је такође стриктно 

повезана са степеном оксидативног стреса унутар ћелија. Дакле, оксидативни стрес 

може да подстакне фосфорилацију p16, што доводи до заустављања деобе ћелија и ране 

сенесценције, спречавајући ћелије да постану неопластичне(267). Многи протеини 

позитивно/негативно регулишу интеракцију p16/CDK4 и последичну фосфорилацију 

pRb посредовану CDK4. Инхибиторни KIP протеини (протеини инхибитори CDK), као 

што су p21, p27 и p57, су у стању да инхибирају већину комплекса CDK-циклин заједно 

са неким киназама које нису повезане са CDK(274). Комплекс KIP/CDK4/6 може 

дислоцирати p16 из CDK4/6 омогућавајући p16 да буде укључен у друге путеве осим 

фосфорилације преко pRb - CDK4/6 или да се разгради(267). Супресија GRIM-19 (енгл. 

Genes associated with Retinoid–IFN-induced Mortality-19) се постиже директном 

интеракцијом са p16, чиме се промовише p16 инхибиција фосфорилације pRb помоћу 

CDK4/6. CDK4, p16 и GRIM-19 формирају комплекс. GRIM-19 промовише везивање p16 

за CDK4, док прекомерна експресија циклина D1 доводи до губитка CDK4/p16/GRIM-

19 комплекса(275). p16 може да се веже и потисне IκBα, специфични инхибитор NF-κB. 

IκBα се бори са p16 за везивање CDK4 и инхибира фосфорилацију pRb помоћу 

CDK4(267). Ганкирин и p16 се такмиче за везивање за CDK4; међутим, CDK4 није 

инхибирана везивањем за ганкирин, што доводи до прогресије ћелијског циклуса(276). 

P34SEI-1 се везује само за CDK4 који изгледа да се супротставља активности p16, чинећи 

фосфорилацију pRb помоћу CDK4 отпорном на инхибицију p16 током касне G1 

фазе(277). Таx је активатор транскрипције кодиран екзоном 2 генома хуманог Т 

лимфотропног вируса 1. Може да формира комплекс са p16 спречавајући инхибицију 

CDK4/6 - p16, што доводи до прогресије ћелијског циклуса(267). 

 Са друге стране генетска инактивација p16 се често налази код тумора. 

Регулација p16 код хуманих тумора зависи од ефеката генетских абнормалности p16, 

активације онкогена и промена у сродним туморским супресорима. Делимично 

одсуство функције p16 секундарно у односу на мисенс мутације p16 може се 

уравнотежити повећаним нивоима p16 уоченим код неких тумора. Чак иако је p16 

очуван, додатне молекуларне промене које су резултат прекомерне експресије циклина 

D1, ганкирина и SEI-1 могу функционално инактивирати p16, изазивајући прогресију 

тумора. Код карцинома, функционалност p16 није неизбежно одраз генетског статуса 

самог p16. Статус p16 може се разликовати током различитих фаза раста тумора: током 

најранијих фаза, дерегулација p16 је највероватније секундарна последица активације 

онкогена и може се десити пре генетских промена p16. Коначно, дерегулација p16 

посредована онкогеном може драматичније утицати на активност p16 од његове 

генетске инактивације(166).  

 Прекомерна експресија p16  код карцинома није добро схваћена. Прекомерна 

експресија мутаната p16 може бити покушај да се обнове функције p16 у неким 

туморима и може бити подстакнута стресом или онкогеним факторима, али се њен 

негативан утицај на ћелијску пролиферацију може избећи или спречити алтернативним 

молекуларним догађајима(267). Mутације у INK4a/ARF локусу повезане са BRCA1, 

BRCA2 и p53 мутацијама су описане у фамилијарним карциномима дојке(278).  
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 Оно што је такође битно да се каже односи се на различиту локализацију 

експресије p16 у самим ћелијама. Класично, једина функција приписана p16 је 

регулација ћелијског циклуса и ова функција одвија се у једру. Изненађујуће, постоје 

значајни докази да неколико неоплазми показују значајне нивое p16 у цитоплазми(279, 

280). Штавише, цитоплазматски p16 је повезан са прогресијом тумора и прогнозом код 

неких врста неоплазми. На пример, код карцинома дојке, присуство p16 је првенствено 

ограничено на једро у фиброаденому, а нуклеарно/цитоплазматско или искључиво 

цитоплазматско бојење код карцинома(266, 281). У колоректалном карциному, p16 

показује сличан образац, показује снажну нуклеарно - цитоплазматску позитивност 

(око 80%) у аденому и у примарним или метастатским аденокарциномима, док 

негативност или ниска нуклеарна експресија се среће у нормалној слузокожи и у 

бенигним променама(266, 282, 283). Поред тога, у неепителним туморима попут 

астроцитома или леиомиосаркома утеруса, p16 прекомерна експресија се може 

детектовати и у нуклеусу и у цитоплазми, а ова разлика у бојењу је повезана са високим 

градусом малигних фенотипова(284, 285). Додатну подршку овој хипотези дали су 

Haler и сарадници који су описали везу између p16 цитоплазматске експресије и p16 

нуклеарне нисходне регулације, са слабом прогнозом код гастроинтестиналних 

стромалних тумора(286). Ови резултати подржавају хипотезу да p16 има различите 

улоге у различитим субцелуларним локацијама, а да је контрола ћелијског циклуса 

углавном регулисана нуклеарном експресијом  p16. 

 Неколико студија сугеришу да је способност да заобиђу сенесценцију главни 

молекуларни механизам укључен у прогресију премалигних до малигних ћелија(180, 

282, 287, 288), тј. инактивација p16 је главни механизам у заобилажењу сенесценције 

током малигне трансформације. p16 је значајно активиран у свим новим неоплазмама и 

околним стромалним ћелија. Студија Burda и сарадника је показала да тумори имају 

способност да индукују p16 експресију у њиховој околној строми и инфилтрирају 

имуне ћелије, указујући на то да локално p16 експресија такође може да се активира 

као одговор на спољашње сигнале одговорне за настајање тумора(289). 

 

1.2.5. Сенесценцијом узрокован секреторни фенотип (SASP) 

 Сенесцентне ћелије се укључују у сложени проинфламаторни одговор у ткиву 

познат као SASP (енгл. Senescence-Associated Secretory Phenotype). Иако су сенесцентне 

ћелије у стању заустављеног раста, оне остају метаболички активне. Сенесценција не 

утиче само на догађаје унутар ћелије, већ има потенцијал да утиче на околину и 

комуницира са суседним ћелијама тако што лучи сложену мешавину секретираних 

фактора који могу променити понашање оближњих ћелија које нису сенесцентне(113, 

143, 290). Ћелије које су подвргнуте сенесценцији показују значајне промене у својој 

секрецији и показују хиперсекреторни фенотип који се зове секреторни фенотип 

удружен са сенесценцијом, један од кључних обележја сенесценције(112). Главне 

компоненте SASP-а укључују мноштво растворљивих сигналних фактора, као што су 

проинфламаторни цитокини, хемокини, модулатори раста, ангиогени фактори, 

протеазе, биоактивни липиди, компоненте екстрацелуларног матрикса и матрикс 

металопротеиназе (ММП)(143, 291).  

 Иако су вишеструке студије идентификовале SASP компоненте у различитим 

типовима ћелија, тачан састав SASP-а остаје тема текућих истраживања. IGFBP3 (енгл. 

Insulin-Like Growth Factor Binding Proteins 3), IGFBP4 (енгл. Insulin-Like Growth Factor 

Binding Proteins 4) и IGFBP7 (енгл. Insulin-Like Growth Factor Binding Proteins 7) су 

кључни играчи SASP-а за које се сугерише да учествују у посредовању сенесценције 

паракрином сигнализацијом(292). Способност IGFBP3 да индукује сенесценцију је 

регулисана системом инхибитора активатора плазминогена-1 (PAI-1) ткивног типа(293, 
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294). PAI-1 је критични низводни циљ p53 који је укључен у изазивање репликативне 

сенесценције путем PI(3)K-PKB-GSK3β-циклин D1 пута(295). SASP игра кључну улогу 

у посредовању у неколико патофизиолошких ефеката сенесцентних ћелија и стога је 

уско повезан са његовим корисним, као и штетним ефектима(296, 297). Састав и јачина 

SASP-а значајно варирају, у зависности од индуктора сенесценције, њеног трајања, 

околине и типа ћелије(298, 299). Уочени исходи су и зависни од контекста и 

специфични за тип ћелије. Међутим, проинфламаторни фактори зависни од NF-kB су 

кључне компоненте SASP-а, при чему су IL-6 и IL-8 најконзервиранији и најјаче 

експримирани цитокини(300). 

 Оштећење DNA, дисфункционалне теломере, геномско оштећење, митогени 

пролиферативни сигнали, оксидативни стрес или други стимуланси који изазивају 

сенесценцију, доводе до продужене DDR експресије SASP-а у различитим 

размерама(194, 301-304). Насупрот томе, SASP се не може детектовати у ћелијама у 

којима је сенесценција изазвана ектопичном експресијом p21 или p16, упркос 

приказивању других кључних маркера сенесценције(305). Стога је оштећење DNA 

суштински покретач SASP-а. Међутим, постоје и други механизми за сигнализацију 

одговора на оштећење DNA који регулише SASP преко p38MAPK. Показано је да 

p38MAPK индукује SASP углавном индукујући активност NF-kB(300, 306). Слично, 

индукција сенесценције митохондријалном дисфункцијом представља посебан 

секреторни фенотип(307). 

 Фактори секреторног фенотипа повезани са сенесценцијом могу појачати и 

проширити сенесценцију испољавајући своје ефекте и на аутокрини и на паракрини 

начин. Фактори као што су IL-1A и IL-6 делују на ћелијски аутономни начин како би 

ојачали стање сенесценције, док многи други SASP фактори делују вршењем ћелијских 

неаутономних ефеката који омогућавају промену понашања суседних ћелија 

укључујући испољавање сенесценције код здравих ћелија, компетентних за 

пролиферацију(201, 301, 308). Овај тип ћелијског неаутономно стабилног заустављања 

раста назива се паракрина сенесценција. Прво је показана као ефекат посматрача 

сенесценције у коме су сенесцентне ћелије биле способне да индукују DDR у суседним 

ћелијама(308). Ова студија је сугерисала укључивање реактивних врста кисеоника 

(енгл. Reactive Oxygen Species, ROS) у паракрину сенесценцију, јер је примећено да се 

сенесценција дешава преко контакта ћелије са ћелијом посредованог спајањем 

празнина, што омогућава пренос ROS(300). Аутокринa и паракринa сенесценција, 

заједно са имунолошким надзором, објашњавају акумулацију сенесцентних ћелија и 

њихов штетни ефекат. 

 Протеини SASP-а могу се лучити у екстрацелуларно окружење на различите 

начине. Многи чланови се производе као растворљиви протеини који се могу директно 

лучити, док се други иницијално експримирају као трансмембрански протеини који 

захтевају излучивање ектодомена за секрецију(309). Неки ензими попут ADAM17 (енгл. 

A Disintegrin And Metalloprotease) појачано су регулисани у OIS-у и карциномима и 

одговорни су за регулисање избацивања ектодомена многих SASP фактора везаних за 

ћелијску мембрану(310, 311). Поред тога, мале екстрацелуларне везикуле сличне 

егзосомима недавно су се појавиле као кључне компоненте сенесценције ћелије како би 

се омогућиле дисталније функције, као што је повећање пролиферације ћелија 

карцинома(312), што је интригантна тема која захтева даље истраживање. SASP је 

описан као временски регулисан динамички програм који се може поделити на почетну 

брзу фазу повезану са DDR-ом праћену раном фазом самопојачавања која на крају 

доводи до касне „зреле“ фазе(313). 

 SASP је карактеристика сенесцентних ћелија која даје већину својих биолошких 

ефеката, како корисних тако и штетних и стога је кључни регулатор нормалне 
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физиологије и патологије повезане са ћелијском сенесценцијом. Састав SASP је 

хетероген; функције су такође прилично разноврсне и зависе од генетског контекста 

ћелија изложених SASP-у и суседног окружења. Ефекат аутокрине и паракрине 

сигнализације различитих SASP фактора у специфичном контексту је плеиотропан што 

објашњава парадоксалну улогу ћелијске сенесценције. На пример, IL-6 и IL-8 су две 

главне SASP компоненте за које се показало да играју и позитивну и негативну улогу у 

различитим биолошким процесима као што су зарастање рана, поправка ткива и 

прогресија тумора(314, 315). Досадашња открића сугеришу да је SASP можда настао у 

тежњи да помогне оштећеним ћелијама које су сенесцентне да комуницирају са 

суседним ћелијама о њиховом компромитованом стању и иницирају поправку и 

регенерацију ткива стимулишући оближње прогениторне ћелије или да стимулише 

имуни систем да промовише њихов имуни клиренс(113, 316).  

 SASP компоненте контролишу мноштво функција и играју кључне корисне 

физиолошке улоге као што су: убрзано зарастање рана секретујућим факторима као 

што су PDGF-AA и CCN1(315, 317-319), промовишући пластичност ткива у одговор на 

оштећење за одржавање хомеостазе ткива(208, 320), развој ембриона(321), деградацију 

фиброзног ожиљка (322) и супресију тумора(323). SASP посредована аутокрина и 

паракрина сигнализација која појачава сенесценцију доприноси супресивним 

функцијама SASP-а ограничавањем пролиферације ризичних ћелија праћених 

имунолошким клиренсом премалигних ћелија(140, 201, 308, 324-326). Међутим, 

фактори који одређују равнотежу између поправке, регенерације и сенесценције, као 

одговор на оштећење, захтевају даље испитивање. 

 Недавна открића сугеришу да штетни ефекти SASP-а засењују његова корисна 

својства. Инфламаторне SASP компоненте и акумулација незрелих имуносупресивних 

мијелоидних ћелија у чврстим туморима промовишу туморогенезу покретањем 

миграције ћелија, раста, инвазије, ангиогенезе и на крају метастаза(327-329). Ово 

показује вишеслојну интеракцију између SASP-а, имуних ћелија и карциномских 

ћелија, у складу са Eggert-ом и сарадницима(212), где је у почетним фазама SASP 

посредовао у регрутовању незрелих мијелоидних ћелија (iMC) које када се 

диференцирају у макрофаге чисте премалигне сенесцентне ћелије како би спречиле 

иницијацију тумора. С друге стране, у каснијим фазама туморске ћелије блокирају 

сазревање акумулираног iMC који на крају подстиче раст хепатоцелуларног карцинома 

инхибирањем функција NK ћелија(212).  SASP такође посредује у штетним ефектима 

сенесцентних ћелија које се акумулирају након третмана хемотерапијом јер њихово 

хронично присуство промовише локалну и системску упалу. Елиминација 

сенесцентних ћелија изазваних терапијом може спречити поновну појаву тумора(330). 

Недавно се показало да други SASP фактор амфирегулин (AREG) покреће резистенцију 

карцинома путем EFGR пута и повећава малигност(331).  

 SASP компоненте имају потенцијал да промене различите ћелијске процесе 

унутар микроокружења при чему хронични SASP изазива негативне исходе, док је 

краткотрајни пролазни SASP користан. Анализа појединачних ћелија након индукције 

ћелијске сенесценције секвенцирањем RNA једне ћелије открила је изненађујуће 

значајне варијације од ћелије до ћелије у експресији SASP гена(332). Стога је могуће да 

нам профилисање једне ћелије може омогућити да разумемо која одређена SASP 

компонента покреће одређену функцију in vivo у специфичном контексту. 

 

1.2.6. Учешће сенесценције у туморогенези 

 Добро је познато да се интензитет протока онкогене сигнализације прогресивно 

повећава током раних фаза туморогенезе док не постигне праг активације кључних 

путева сузбијања тумора p16 и p53. Кад се то деси инхибитори ћелијског циклуса 
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надокнађују онкогену сигнализацију и ћелија улази у сенесценију, којa спречава 

напредовање преканцерозних лезија. Сходно томе сенесценција се може детектовати у 

бенигној фази туморогенезе, која зависи од врсте ткива, познатa као аденом, in situ 

карцином, интраепителна неоплазија и друго(132). Постоје докази да ћелије које 

подлежу оштећењу, изазваном сенесценцијом, могу бити уклоњене имонолошки 

посредованим клиренсом(333). То је делимично последица ангажовања инфламторних 

ћелија које имају улогу у фагоцитози, а који су вероватно привучени од стране SASP 

фактора(333). Ћелије са активацијом онкогена или губитком гена за сузбијање тумора 

PTEN пролазе кроз сенесценцију што сугерише да је ћелијска сенесценција баријера за 

туморoгенезу. Иако SASP фактори могу да појачају сенесценцију многа истраживања су 

показала да они могу бити више штетни него корисни, јер у многим окружењима могу 

да промовишу туморогенезу и прогресију тумора(334-336). SASP може промовисати 

иницијацију тумора. Првобитно је предложено да је сенесценција механизам за 

сузбијање тумора(287, 337). Дакле, заобилажење или избегавање сенесценције је 

потребно за формирање тумора, а очекивало би се да ће елиминација сенесцентних 

ћелија смањити „базен“ почетних туморских ћелија и смањити формирање тумора. 

Трансгени модел миша, назван апоптоза повезана са INK-ом кроз циљану активацију 

каспазе (INK-ATTAC) омогућава индуцибилно убијање сенесцентних ћелија које 

експримирају p16(338). Иако је модел првобитно био узгајан за проучавање фенотипова 

повезаних са узрастом, селективно убијање сенесцентних ћелија у INK-ATTAC моделу 

значајно је смањило спонтано формирање тумора(339), подржавајући кључну улогу 

сенесценције у спречавању трансформације. Ово би могло указивати на то да уклањање 

почетних сенесцентних туморских ћелија може смањити „скуп“ ћелија које би касније 

могле да развију тумор. Алтернативно, уклањање сенесцентних стромалних ћелија које 

промовишу тумор може довести до смањене стопе тумора.  

 Значајна количина података подржава улогу сенесцентних стромалних ћелија у 

промоцији тумора. Показано је да сенесцентни фибробласти могу да промовишу 

пролиферацију пренеопластичних или неопластичних ћелија(340-342). 

Кондиционирани медијум сенесцентних фибробласта има исти ефекат који подстиче 

раст туморских ћелија као што је примећено у кокултури са сенесцентним 

фибробластима(343, 344), при чему ово указује да SASP може да промовише 

пролиферацију туморских ћелија, барем in vitro, преко паракриних фактора. На пример, 

IL-6 је уобичајен SASP фактор који може убрзати раст туморских ћелија у мишјим 

моделима карцинома укључујући кожу(345), дојку(346, 347), простату (348) и 

плућа(349). Иако све ове студије нису биле повезане са сенесценцијом, оне наглашавају 

моћне про-пролиферативне ефекте IL-6. Други уобичајени SASP фактор, CXCL1, 

посредује у инвазији ћелија карцинома дојке(350). Утврђено је да сенесцентне ћелије 

луче повећане нивое ММP-a, при чему може да се експримира у стромалним 

фибробластима повезаним са епителним ћелијама карцинома, а висок ниво ММP-а, 

посебно ММP11 је повезан са прогресијом и неповољном прогнозом карцинома 

дојке(351). 

 Узети заједно, горњи докази показују да SASP може промовисати пролиферацију 

туморских ћелија у различитим контекстима. SASP може промовисати и метастазирање 

тумора. SASP фактори могу промовисати различите процесе укључене у метастазирање. 

SASP фактори изведени из фибробласта могу покренути ангиогенезу (352) лучењем 

васкуларног ендотелног фактора раста (VEGF)(353), који може да подстакне инвазију 

ендотелних ћелија и повећа васкуларизацију. Други SASP фактор, фактор раста 

везивног ткива (CTGF), промовише ангиогенезу и туморогенезу у простати у моделу 

миша(354). SASP фактори такође могу снажно утицати на инвазију туморских ћелија и 

промовисати епително-мезенхималну транзицију (енгл. Epithelial-Mesenchymal 
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Transition, EMT) у туморским ћелијама, што доводи до појаве метастатских 

карактеристика in vitro(355). Матриксне металопротеиназе изведенe из сенесцентних 

ћелија и ремоделирање екстрацелуларног матрикса могу директно утицати на 

метастазирање(356, 357). Конкретно, показало се да фибробласти коже који пролазе 

кроз репликативну сенесценцију луче MMP-1 и MMP-2, што је довело до активације 

серин/треонин-протеин киназе PAR-1 на туморогеним кератиноцитима и стимулисало 

њихову инвазивну активност(209). Коначно, индукција сенесценције у туморским 

ћелијама такође може утицати на метастатски потенцијал суседних несенесцентних 

туморских ћелија. Заиста, конститутивна експресија HER2 индукује сенесценцију у 

ћелијама карцинома дојке које затим промовишу способност пролиферације ћелија 

карцинома дојке да метастазирају на ћелијски неаутономан начин(358).  

 

1.2.7. Сенесценција у третману карцинома 

 До сада је већина студија сугерисала да неуспех пута индукције сенесценције у 

комбинацији са активираним онкогеном може довести до стварања тумора in vivo. 

Међутим, важно је питање, може ли се још и индуковати сенесценција у туморима како 

би се зауставио даљи раст? Недавне студија су показале да хемотерапијски лекови и 

зрачење могу изазвати сенесценцију у ћелијама тумора(359). Врло често тумори 

развијају отпорност на хемотерапијску апоптозу изазвану лековима. Индукција 

сенесценције у таквим случајевима може послужити као резервни план за инхибицију 

раста ћелија тумора. У ствари, недавно је објављено да комбиновани третман ћелија 

инхибитором пан-каспазе (Q-VD-OPH) и доксорубицином увелико убрзава 

сенесценцију и доводи до преокретања резистенције на лек у неколико ћелијских 

тумора(360). Индукција сенесценције у узгојеним туморским ћелијама средствима која 

оштећују DNA је охрабрујућа, али најважније питање је да ли се реакција сенесценције 

на хемотерапијске лекове дешава in vivo, и ако јесте, да ли сенесценција изазвана 

терапијом довољно доприноси терапијској ефикасности? Недавне студије пружају 

убедљиве доказе да ћелијскa сенесценција заиста може бити индукована in vivo 

хемотерапијским лековима. У првој студији, te Poele-а и сарадника, обојени су пресеци 

карцинома дојке, код пацијената који су били подвргнути режиму хемотерапије, на SA-

β-GAL маркер и p53 и p16 протеине. Док су нормална ткива у близини тумора била 

лишена SA-β-GAL, важно је да је 15 од 36 (41%) тумора обојено позитивно на маркер 

SA-β-GAL(361). Аутори су такође показали да су сегменти тумора код пацијената који 

нису примили хемотерапију позитивно обојени на SA-β-GAL само у 10% случајева, а 

ово бојење је било у неколико изолованих ћелија у поређењу са многим интензивним 

мрљама бојења присутним у леченом тумору. Поред тога, интензивно бојење SA-β-

GAL-ом је корелирало са високом експресијом p16 протеина, за који се зна да је 

повишен током сенесценције. Премда аутори нису покушали да повежу бојење SA-β-

GAL са преживљавањем, спекулише се да индукција сенесценције хемотерапијом 

резултира стабилном болешћу, а не регресијом тумора, што се често примети током 

лечења цитотоксичним лековима код пацијената(361). Недавно је показана и индукција 

убрзане или превремене сенесценције током хемотерапијског лечења хуманог 

карцинома плућа in vivo. Иако је величина узорка у овој студији била врло мала, 

установљено је да су две од три пацијенткиње које су лечене карбоплатином и 

таксолом интензивно експримирале SA-β-GAL, док још три узорка нелечених 

пацијената нису показала значајно бојење SA-β-GAL(362). Студија Schmitt-a и 

сарадника, такође пружа јасан доказ о улози сенесценције у хемотерапији карцинома у 

трансгеничном моделу миша. Аутори су показали да CTX (циклофосфамид), лек за 

хемотерапију, може да укључи програм сенесценције када апоптозу инхибира 

прекомерна експресија Bcl2 током лимфома индукованог Eμ-Myc-ом у дивљем типу 
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трансгених мишева који садрже p53. Као резултат тога, лимфом који експримира Bcl2 и 

дивљи тип p53 није напредовао, а мишеви су имали бољу прогнозу после третмана 

CTX-ом(363). Индукција фенотипа сличног сенесценцији је такође примећена код 

тумора дојке пацова који су били подвргнути лечењу хемопревентивним 

средствима(364). Стога, хемотерапијски лекови могу индуковати фенотип сличан 

сенесценцији in vivo и in vitro усходном регулацијом p53 и/или p16. Више од 90% 

тумора садржи активност теломеразе која се лако открива(365). Сматра се да 

теломераза и разни протеини који регулишу теломеразу и протеини који везују 

теломере регулишу дужину теломера у ћелији. У принципу, теломераза и теломеразно-

регулаторни протеини могу бити циљани да изазову дисфункцију теломера и изазову 

апоптозу или сенесценцију у преканцерозним ћелијама и карциномима(366-368). 

Комбиновани третман ћелија инхибиторима теломеразе и другим регулаторима 

теломеразе може бити од користи када тумори развију резистенцију на инхибиторе 

теломаразе(369). 

 

1.2.8. Будуће перспективе и изазови 

 Ћелијска сенесценција је одговор на стрес и активацију онкогена који 

промовише поправку, доприноси хомеостази ткива и штити нас од карцинома, 

изазивајући стабилно заустављање ћелијског циклуса и намећући комплексни 

секреторни фенотип који утиче на оближње ткиво. Програм сенесценције се стога 

вероватно примењује да би се избегла аберантна пролиферација ћелија изазвана 

онкогеном и оркестрирала поправка ткива у оштећеним областима. Пре више од једне 

деценије, колекција значајних чланака јасно је показала да сенесцентне ћелије обилују 

у премалигним лезијама многих ткива(132), постављајући темеље концепту OIS-а in 

vivo. Такви налази су укључивали мишеве са фенотипом склоном туморима којима 

недостају кључни регулатори сенесценције (нпр. p53 и p16), који су касније проширене 

од стране других истраживачких група користећи бројне генетски модификоване 

моделе мишева различитих типова тумора. Сенесценција, као и карцингенеза, је 

изузетно хетероген процес у зависности од окидача, типова ћелија, контекста ткива и 

других фактора, а чини се да је хетерогеност сенесценције посебно висока у узорцима 

људског ткива. Ова карактеристика, уз фокус истраживања на преканцерозне лезије, 

довела је до веома непотпуног разумевања ћелијске сенесценције у узорцима 

пацијената у поређењу са претклиничким или мишјим моделима. Иако се чини да је 

сенесценција у изобиљу у узорцима пренеопластичног ткива пацијената, потребне су 

детаљније студије на људима да би се схватио обим, контекст и улога ћелијске 

сенесценције. Такође се морамо позабавити кључним питањима о сенесценцији у 

људској патологији, укључујући разумевање: (а) улоге лучења просенесцентног SASP-а 

од стране сенесцентних ћелија, да ли и како ово проширује фенотип застоја на оближње 

пролиферативне (онкоген-активиране) ћелије у специфичним неопластичним 

процесима и како то може поћи по злу током прогресије тумора; (б) контексте у којима 

сенесценција доприноси ефектима који подстичу тумор, било ћелијским неаутономним 

(паракриним) или ћелијским аутономним активностима; (в) који се биомаркери могу 

користити као потписи ових наизглед антагонистичких процеса. Даље, кроз процену 

сенесценције, идентификација поузданих биомаркера сенесценције и његових 

повезаних ефеката у преканцерозним лезијама може пружити вредне клиничке 

информације за прогнозу и/или рано откривање карцинома. Као један пример, 

преканцерозне лезије у хуманом неситноћелијском карциному плућа укључују спектар 

хистопатолошких фенотипова за које се сматра да су прогресивни, атипична 

аденоматозна хиперплазија, аденокарцином in situ и минимално инвазивни 

аденокарцином(370). Кључна препрека у развоју нових дијагностичких алата за 
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сенесценцију је одсуство универзалног маркера – то може одражавати непотпуно 

разумевање (постоји један/више и он/они још увек нису откривени) или суштинску 

хетерогеност процеса (не постоји ниједан, али одређени биомаркери могу дефинисати 

специфичне фенотипове сенесценције, можда су специфични за тип ћелије, контекст 

мутације или окидач сенесценције). Дубље разумевање покретача, основних 

молекуларних механизама и сигналних путева, као и како се они понашају у 

различитим типовима ћелија и ткивима, олакшаће идентификацију и одређивање 

приоритета дијагностичких и циљаних биомаркера и развој нових алата за детекцију и 

праћење сенесцентних ћелија. Иако је састављена колекција обележја сенесценције и 

постоје неки невероватно корисни маркери, сада морамо дати приоритет истраживању 

у решавању празнина у знању за најнепосреднију клиничку корист. Ово укључује 

идентификацију специфичних или различито прекомерно експримираних, циљаних 

маркера.  
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2. ХИПОТЕЗЕ И ЦИЉЕВИ ИСТРАЖИВАЊА 

 

 

2.1. Циљеви истраживања 

Основни циљ овог истраживања је анализа експресије маркера OIS у бенигним и 

малигним променама дојке. У складу са основним циљем постављени су следећи 

експериментални задаци:  

1. Испитивање присуства сенесценције у бенигним и малигним променама у дојци 

семиквантитативном имунохистохемијском анализом експресије SA-β-GAL. 

2. Анализа експресије маркера OIS (p16, pRb, p53 и p21) у бенигним и малигним 

променама у дојци, уз одређивање њихових међусобних односа. 

3. Анализа утицаја експресије маркера OIS на индекс пролиферације у бенигним и 

малигним променама семиквантитативном имунохистохемијском анализом 

експресије пролиферативног индекса Ki67. 

4. Испитивање експресије маркера OIS у различитим молекулским подтиповима 

инвазивног карцинома дојке (луминални А и Б тип, HER-2 позитивни и 

троструко негативни) уз одређивање могуће повезаности са имунофенотипским 

карактеристикама тумора, тј. експресијом рецептора за естрогене (ER), 

прогестерон (PR) и HER-2.  

5. Испитивање повезаности експресесије маркера OIS са макроскопским и 

хистопатолошким карактеристикама карцинома дојке (величина тумора, 

нодални статус, хистолошки тип и градус, степен некрозе, дезмоплазије). 

 

 

2.2. Oсновне хипотезе 

1. Експресија маркера OIS (p16, pRB, p53 и p21) je значајно већа у карциному дојке 

него у бенигним променама.  

2. Имунофенотип молекулских подтипова карцинома дојке је у корелацији са 

експресијом маркера OIS (p16, pRb, p53 и p21). 

3. Пролиферативни индекс Ki67 је у корелацији са експресијом маркера OIS. 

4. Експресија маркера OIS (p16, pRb, p53 и p21) је у корелацији са стадијумом 

болести и хистоморфолошким карактеристикама карцинома дојке.  
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3. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 

 

3.1. Врста студије 

 Клиничкo-експериментална, ретроспективна, неинтервентна студија у области 

изучавања фундаменталних патогенетских механизама болести коришћењем 

патохистолошког материјала из постојеће архиве, по дизајну - студијa пресека. 

 

3.2. Одобрење етичког комитета 

 Експериментални део студије је изведен на Факултету медицинских наука, 

Универзитета у Крагујевцу, Србија и у Служби за патолошкоанатомску дијагностику, 

Универзитетског Клиничког центра Крагујевац, Србија, у периоду од јула 2017. до 

октобра 2020. године. Спровођење студије на материјалу узетом од болесника одобрио 

је Етички комитет Универзитетског Клиничког центра Крагујевац, Србија, као 

клиничко-експерименталну, неинтервентну студију, која се спроводи искључиво у 

научноистраживачке сврхе, број 01/17/2290 од 14.06.2017. године. Протокол је 

спроведен у складу са важећом регулативом Добре клиничке праксе (енгл. Good 

Clinicall Practice, GCP) и Хелсиншке деклерације (енгл. The World Medical Association, 

WMA, Declaration of Helsinki). 

 

3.3. Популација која се истражује 

 Истраживање је обухватило анализу ткивног материјала пацијенткиња 

оперисаних у УКЦ Крагујевац, у периоду од 2007. до 2010. године, просечне старости 

од 29 до 84 година, којима је дијагностикован и патохистолошки потврђен карцином 

дојке (енгл. Invasive Breast Cancer, IBC) или бенигна, неинвазивна лезија (енгл. Non-

Invasive Lesions, NIL, у оквиру које смо сврстали: in situ лобуларни и дуктални 

карцином, ISC, лобуларну и дукталну атипичну хиперплазију, AH и нормалан епител 

дуктуса и ацинуса, NE). На основу микроскопске анализе IBC су класификовани у три 

групе: дуктални, лобуларни и група осталих хистолоских типова. Експресија Е-

cadherinа је диференцирала дуктални од лобуларног карцинома дојке. Истовремено, 

дефинисани су сви значајни макроскопски, патохистолошки и прогностички параметри 

(величина тумора, хистолошки тип и градус, нодални статус, присуство некрозе, интра 

и перитуморски мононуклеарни инфилтрат, перинеурална, лимфна и васкуларна 

инвазија, молекуларни подтип IBC и стадијум болести), према препорукама Светске 

здравствене организације (енгл. World Health Organization, WHO)(52). У складу са 

препорукама, IBC су према свом имунофенотипу класификовани у четири молекуларне 

групе: Луминални A - Lum A (ER+ and/or PR+, HER2−, Ki67<15), Луминални Б - Lum B 

(ER+ and/or PR+, HER2- and Ki67≥15 or HER2+ and Ki67<15), HER2 позитивни - 

HER2+ (ER− and PR−, HER2+) и троструко негативни подтип [(енгл. Triple-Negative 

Breast Cancer, TNBC (ER−, PR−, HER2−)](371).  

 Клинички подаци су прикупљени увидом у историје болести и конзилијарне 

одлуке испитиваних пацијената. 

 Истраживање је укључило 147 пацијенткиња оболелих од карцинома дојке у 

експерименталној групи и 60 у контролној, са дијагнозом бенигне промене. Анализиран 

је ткивни материјал добијен након хируршког уклањања туморских промена и 

укалупљен у парафинске блокове. Као методе коришћене су стандардно 

Хематоксилин/Еозин (H&E) бојење препарата, за макромикроморфолошку анализу 

тумора и имунохистохемијски метод за анализу експресије маркера OIS. 
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3.4. Фиксација ткива и бојење хематоксилином и еозином (H&E) 

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

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

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

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

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 90 минута; два пута у 96%-тном 

етанолу у трајању од по 90 минута; три пута у апсолутном алкохолу у трајању од по 90 

минута; три пута у ксилолу у трајању од по 90 минута и потопљени три пута у 

парафински восак чија је температура од 58-60ºC у трајању од по 90 минута. Након 

тога, 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°C у трајању од 60 минута. Рехидратација је постигнута 

потапањем ткивних пресека исечака у серију алкохола опадајућих концентрација 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). Након тога су ткивни исечци испирани 1 минут у текућој води и бојени 

алкохолним еозионом у трајању од 3 минута (Eozin Y 1% vodeni, EOY-10-OT-1L, 

BioGnost, Zagreb, Croatia). Потом је уследила дехидратација исечака потапањем у 

серију растућих концентрација алкохола: најпре 1 минут у 86%-тном алкохолу, затим 

10 минута у 96%-тном алкохолу и на крају 10 минута у апосолутном алкохолу. Затим је 

уследио 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 припремљени 

ткивни исечци су анализирани светлосним микроскопом (x100, x200, x400).  

 

3.5. Фотографисање ткивних пресека 

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

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

Germany) појединачним фотографијама применом микроскопског увећања 200x и 

софтвера AxioVision (AxioVision v.4.8.2.0, Carl Zeiss Microscopy GmbH, München, 

Germany). 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. 
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3.6. Имунохистохемија 

3.6.1. Имунохистохемијски метод бојења ткивних исечака калупљених у парафину 

 Ткиво је 24 часа фиксирано у 10%-тном неутралном, пуферизованом формалину 

и калупљено у парафину. Резови дебљине 4-5 μм, су монтирани на високо адхерентне 

плочице SuperFrost® и сушени 60 минута на температури од 56ºC.  

 Депарафинизација и рехидратација је обављена монтирањем ткивних пресека на 

плочице и провлачњем истих кроз серију алкохола опадајућих концентрација. 

Фиксација ткива у формалину, као и калупљење ткивних узорака у парафину изазивају 

конфигурацијске промене протеина и формирање интермолекулских веза које 

маскирају антигене и смањују ефекат имунохистохемијског бојења. Поступком 

ослобађања, обнавља се примарна конфигурација антигена уклањањем нежељених 

интермолекулских веза. Демаскирање антигена је извршено у микроталасној пећници  

(Samsung MG23F301TAS, Seoul, South Korea), у трајању од 20 минута, према 

препорукама произвођача примарних антитела, у 0,1 M цитратном пуферу (pH 6,0) или 

комерцијалним пуферским системима [10mM EDTA Buffer for Heat-Induced Epitope 

Retrieval (pH 8), AP-9004-125, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA или Target Retrieval 

Solution, High pH (50x Tris/EDTA buffer, pH 9), K8014, Dako,Gloustrup, Danmark] на 

температури од 96ºC. Након тога плочице са ткивним пресецима су испиране 

дестилованом водом у трајању од 5 минута. Како би елиминисали неспецифично 

бојење и блокирали ефекат ендогене пероксидазе плочице су постављене у кивете са 

3% раствором водоник-пероксида (H2O2), у трајању од 10 минута. Након испирања 

дестилованом водом, плочице су пласиране у кивете са фосфатним пуфером (енгл. 

Phosphate-Buffered Saline, PBS). По сушењу плочица и „оивичавању“ ткивних пресека 

посебном оловком за ту намену, плочице су постављене на носач у влажној комори. 

Ткивни пресеци су на собној температури инкубирани са 100-200 μl примарнog 

антитела, у трајању од 20-60 минутa, према препорукама произвођача за свако 

антитело. Примењена су следећа антитела, спремна за употребу или у одговарајућем 

разблажењу: p16INK4a antibody (CINtec Histology Kit, ROCHE, Germany), mAb 

Retinoblastoma gene protein (13A10, 1:25, NCL-L-RB-358, NovocastraTM, UK), mAb 

p21WAF1/CIP1 (SX118, 1:50, M7202, DAKO, Denmark), mAb GLB1 (OTI1C9, 1:150, MA5-

26152, INVITROGEN, USA), mAb p53 protein (DO-7, ready to use, IR616, DAKO, 

Denmark), mAb ER (1D5, ready to use, IR657, DAKO, Denmark), mAb PR (PgR636, ready to 

use, IR068, DAKO, Denmark), pAb HER2 (1:1200, AO485, DAKO, Denmark), Ki67 (1:200, 

MIB-1, IR626, DAKO, Denmark). Као растварач примарних антитела коришћен је 0,1 M 

PBS (pH 7,6) или комерцијални растварач (Antibody diluent, TA-125-ADQ, Thermo 

Scientific, Waltham, MA, USA). Током бојења, анализирани су раније тестирани 

негативни и позитивни узорци ткива на примењена антитела. Након инкубације, 

плочице су, кроз три кивете, испиране у PBS-у, а затим је накапано секундарно 

антитело, дефинисано препорукама произвођача за свако примарно антитело 

(UltraVision LP Large Volume Detection System: HRP Polymer (Ready-To-Use), TL-125-HL, 

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA или EnVision FLEX, High pH, k8000, Dako, 

Gloustrup, Danmark). Инкубација секундарним антителом у трајању од 30-60 минута је 

обављена на собној температури, према протоколу произвођача. Визуализација 

имунохистохемијске реакције је постигнута накапавањем хромогенског супстрата за 

детекцију пероксидазе из рена (енгл. Horse-radish peroxidase, HRP). Као хромаген 

накапаван je DAB (3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride), а затим су ткивни пресеци 

инкубирани 5-10 минута. После испирања уследило је бојење са Mayer-овим 

хематоксилином. Ткивни пресеци су потом, као што је раније описано, дехидратисани у 

растућим концентрацијама алкохола, просветљени у ксилолу и прекривени покровним 

стаклом применом Canada balsam-a. Као негативне контроле имунохистохемијске 
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реакције су коришћени ткивни узорци код којих је изостављена инкубација примарним 

антителом, а као позитивне контроле су коришћени инвазивни тумори дојке са 

познатом експресијом анализираних маркера. 

 

3.6.2. Очитавање имунохистохемјске експресије испитиваних маркера  

 Анализа експресије рецептора за естрогене (ER) и прогестерон (PR) је урађена 

применом Allred skora (372) као збир процента позитивних једара туморских ћелија и 

интензитета IHC бојења. Вредност Allred score се креће у опсегу од 0 до 8.  

 Експресија HER2 је анализирана на основу стандардних препорука(373). У 

зависности од континуираности и интензитета мембранског бојења, све инвазивне 

карциноме дојке класификовали смо на HER2 негативне (0 и 1+) и HER2 позитивне 

(3+). Еквивокал HER2 (2+) је ретестиран техником SISH (енгл. silver in situ 

hybridization) након чега су пацијенткиње сврставане у HER2 позитивне или негативне 

инвазивне туморе. 

 IHC експресија Ki67 је дефинисана као проценат позитивних туморских ћелија 

на 100 избројаних у зони највеће пролиферације тумора. Према раније дефинисаној 

граничној вредности Ki67 експресије у нашој лабораторији, инвазивни карциноми су 

сврстани у 3 групе: ниска (Ki67 <15%), умерена (Ki67: 15-30%) и висока 

пролиферативна активност (Ki67 >30%)(371, 374, 375). 

 Експресија  p16 је одређивана очитавањем процентуалне једарне и/или 

цитоплазматске експресије у епителним ћелијама IBC и NIL, али и у стромалним 

фибробластима. Анализирањем експресије дефинисали смо cut off за p16. На основу 

добијеног резултата све инвазивне туморе смо поделили на p16 позитивне (>17,5%) и 

p16 негативне (≤17,5%). Истовремено, експресија p16 је очитавана у фибробластима 

строме и класификована на: негативну (<10%), ниску (10% - 24%), умерену (25% - 

50%), високу (>50% позитивних ћелија)(376). Присуство интра и перитуморског 

мононуклеарног инфилтрата дефинисано је као: одсутан (0%), низак (<30%), умерен 

(30% - 60%), висок (> 60%)(377).  

 Експресија p53 је одређивана очитавањем процентуалне једарне експресије у 

епителним ћелијама IBC и NIL. Анализирањем експресије дефинисали смо cut off за 

p53. На основу добијеног резултата све инвазивне туморе смо поделили на p53 

позитивне (>4%) и p53 негативне (≤4%). 

 Експресија p21 је одређивана очитавањем процентуалне једарне експресије у 

епителним ћелијама IBC и NIL. Анализирањем експресије дефинисали смо cut off за 

p21. На основу добијеног резултата све инвазивне туморе смо поделили на p21 

позитивне (>7,5%) и p21 негативне (≤7,5%). 

 Експресија pRb је одређивана очитавањем процентуалне једарне експресије у 

епителним ћелијама IBC и NIL. Анализирањем експресије дефинисали смо cut off за 

pRb. На основу добијеног резултата све инвазивне туморе смо поделили на pRb 

позитивне (>7,5%) и pRb негативне (≤7,5%).  

 Експресија SA-β-GAL одређена је применом GLB1 антитела и очитавањем 

процентуалне цитоплазматске експресије у епителним ћелијама IBC и NIL. 

Анализирањем експресије дефинисали смо cut off за GLB1. На основу добијеног 

резултата све инвазивне туморе смо поделили на GLB1 позитивне (>27,5%) и GLB1 

негативне (≤27,5%). Истовремено, експресија GLB1 је очитавана у фибробластима 

строме и класификована на позитивне (≥1%) и негативне (без бојења). 

 

3.7. Узорковање 

 Критеријуми за укључење пацијената у студију су патохистолошки 

верификоване бенигне и малигне промене у дојци.  
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 Искључујући критеријуми за одабир испитаница су: непотпуни клинички 

подаци, пацијенткиње са мултиплим синхроним и метахроним туморима, примењена 

преоперативна хемиотерапија и/или радиотерапија.  

 

3.8. Варијабле које се мере у студији 

 Независне варијабле: експресија маркера сенесценције у бенигним и малигним 

туморима дојке, испитивана имунохистохемијском анализом, а мерена 

семиквантитативним методом. 

 Зависне варијабле: имунофенотип малигних ћелија карцинома дојке и 

пролиферативни индекс одређивани имунохистохемијском анализом и мерењем 

експресије ER, PR, HER2 и Ki67 семиквантитативним методом. 

 Збуњујуће варијабле:  

- варијабле везане за личну и породичну анамнезу 

- хистоморфолошке и клиничке карактеристике карцинома дојке 

 

3.9. Статистичка обрада података 

 За статистичку обраду података добијених резултата коришћен је програмски 

пакет SPSS (верзија 22.0, SRSS Inc., Chicago, IL). С обзиром на број пацијената, 

нормалност расподеле података је испитивана употребом Kolmogorov-Smirnov теста. 

Дескриптивна статистика обухватала је приказивање категоријских обележја као 

апсолутне и релативне учесталости. За нумеричке варијабле представљана је средња 

вредност и стандардна девијација, или медијана и интерквартилни ранг у зависности од 

нормалности расподеле. За поређење две групе коришћен је независни т тест и Mann-

Whitney-јев тест, док је код поређења више група коришћена ANOVA или Kruskal-

Wallis-ов тест. За испитивање међусобне повезаности између категоријских варијабли 

коришћен је χ2 тест независности, док се повезаност између нумеричких варијабли 

утврђивала Pirson-овим или Spearman-овим коефицијентом корелације. Коришћењем 

ROC (Receiver operating characteristic curve) криве анализирана је могућност 

променљивих да буду маркери прогресије карцинома дојке уз одређивање cut off 

вредности, сензитивности и специфичност. Подаци су приказани у графичком и 

табеларном облику. Праг значајности (α)  за сва статистичка израчунавања био је 0,05. 
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4. РЕЗУЛТАТИ 

 

4.1. Опште карактеристике 

 У експерименталну групу истраживања укључено је 147 жена са 

дијагностикованим инвазивним карциномом дојке, просечне старости 58 година при 

чеми је најмлађа пацијенткиња имала 29, а најстарија 84 године. Истoврeмeнo кoд 79 

пaциjeнткињa je биo присутaн in situ кaрцинoм (ISC), кoд 82 aтипичнa хипeрплaзиja 

(AH), a у 109 случajeвa су нoтирaнa пoљa жлeздaнoг пaрeнхимa бeз знaкoвa 

прoлифeрaциje и aтипиje eпитeлa (NE - нoрмaлaн eпитeл дуктусa и aцинусa). Контролну 

групу је чинило 60 бенигних промена. Дистрибуција хистолошког типа, хистолошког 

градуса и нуклеарног градуса код пацијенткиња представљени су на Фигури 1.  

 

 
Фигура 1. Учесталост IBC у односу на хистолошки тип, хистолошки и нуклеарни 

градус. А. У односу на хистолошки тип сви IBC су подељени на лобуларни (n=18), 

дуктални (n=123) и друго (n=4), у односу на Б.хистолошки градус на градус 1 (n=17), 

градус 2 (n=73) и градус 3 (n=53), као и односу на В. нуклеарни градус: градус 1 (n=17), 

градус 2 (n=64) и градус 3 (n=31). Резултат је представљен као процентуална учесталост 

у односу на укупан број (n=147). 
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У односу на молекуларни подтип, учесталост IBC приказана је на Фигури 2.  

 
Фигура 2.Учесталост IBC у односу на молекулaрни подтип. Сви IBC су груписани у 

чeтири мoлeкулaрнa пoдтипa: Lum A (n=30), Lum B (n=76), HER2+ (n=19) и TNBC 

(n=22). Резултат је представљен као процентуална учесталост у односу на укупан број 

(n=147). 

 

 

Учесталост IBC у односу на експресију HER2 и експрецију пролиферативног индекса 

Ki67 приказана је на Фигури 3. 

 
Фигура 3. Учесталост IBC у односу на експресију HER2 и експресију Ki67. Сви IBC 

су класификовани на А. HER2 негативне (n=115) и HER2 позитивне (n=30), а на основу 

Б. експресије Ki67 на мању од 15% - низак (n=30), 15-30% - умерен (n=42) и преко 30% 

- висок (n=70). Резултат је представљен као процентуална учесталост у односу на 

укупан број (n=147). 
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Прoсeчнa вeличинa кaрцинoмa je билa 22,5mm (најмањи 9mm а највећи 68mm). 

Просечна експресија рецептора за естрогене износи 54,27±35,48% док je просек 

експресије рецептора за прогестерон 34,49±34,43. Представљено кроз Allred скор, 

просечна вредност скора за естрогене је била 5,36±3,17 а за прогестерон 3,92±3,21. 

Остале клиничко-патолошке карактеристике IBC приказане су у Табели 1. 

 

Табела 1. Клиничко-патолошке карактеристике свих IBC 

Клиничко-патолошке 

 карактеристике 
N % 

Локализација 
лева дојка 66 44,9 

десна дојка 81 55,1 

Некроза тумора 
одсутна 26 21,7 

присутна 94 78,3 

Перинеурална инвазија 
одсутна 101 68,7 

присутна 46 31,3 

Лимфна инвазија 
одсутна 72 48,9 

присутна 75 51,1 

Васкуларна инвазија 
одсутна 113 76,9 

присутна 34 23,1 

T статус 

T1 48 35,8 

T2 64 47,8 

T3 9 6,7 

T4 13 9,7 

N статус 

N0 50 37,3 

N1 48 35,8 

N2 19 14,2 

N3 17 12,7 

Дезмоплазија 

лакостепена 17 16,3 

умерена 55 52,9 

изражена 32 30,8 

Перидуктална еластоза 

лакостепена 19 20,0 

умерена 20 44,4 

изражена 16 35,6 

Митотски индекс 

градус 1 19 42,2 

градус 2 20 44,4 

градус 3 6 13,3 
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4.2.АНАЛИЗА  ЕКСПРЕСИЈЕ  p16 

 

4.2.1. Експресије p16 у односу на цитолошке промене у епителу 

Прoсeчнa врeднoст eкспрeсиje p16 се значајно разликује међу групама у односу на 

цитолошке промене у епителу (Kruskal-Wallis, p<0,001). Експресија статистички 

значајно рaстe oд NE, прeкo AH и ISC дo IBC. Просечна вредност изнoси у NE 2,5%, у 

AH 10%, у ISC 30%, и у IBC 50% (Фигура 4A). На Фигури 4Б-Д приказана је 

имунохистохемијска експресија p16 у различитим хисто и цитоморфолошким 

променама. 

 

 

 
 

Фигура 4. Експресија p16 у односу на цитолошке промене у епителу. А. 

Статистички значајна разлика је уочена између сваке од наведених група (Mann Whitney 

U, p<0,001). Рeзултaт je прикaзaн кao мeдиjaнa. Микроскопска слика експресије p16 у 

различитим хисто и цитоморфолошким променама: Б. IBC. В. ISC. Г. AH. Д. NE 

(имунихистохемијска анализа, oригинaлнo увeћaњe 200x). 

 

 

Утврђена је пoзитивна кoрeлaциjа (Spearman ρ) измeђу p16 eкспрeсиje у свим 

нaвeдeним прoмeнaмa односно експрeсиja p16 у ћeлиjaмa IBC рaстe сa порастом 

eкспрeсиjе истoг мaркeрa у ћeлиjaмa NIL (Фигура 5).  
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Фигура 5. Корелација експресије p16 између група у односу на цитолошке промене 

у епителу (Spearman ρ). Између A. IBC и ISC (p<0,001, ρ=0,731), Г. ISC и AH (p<0,001, 

ρ=0,789) и Ђ. AH и NE (p<0,001, ρ=0,666) утврђена је јака позитивна корелација, док је 

између Б. IBC и AH (p<0,001, ρ=0,484), В. IBC и NE (p<0,001, ρ=0,329)  и Д. ISC и NE 

(p<0,001, ρ=0,464) утврђена умерена позитивна корелација.  

 

 

4.2.2. Експресије p16 у туморским ћелијама у односу на молекуларни подтип IBC 

Пoстojи значајна рaзликa у eкспрeсиjи p16 измeђу рaзличитих мoлeкулaрних пoдтипoвa 

IBC (Kruskal-Wallis, p=0,025). Највећа p16 експресија је присутна код HER2+ подтипа 

IBC (Фигура 6A). Имунохистохемијска експресија p16 у различитим молекуларним 

подтиповима приказана је на Фигури 6Б-Д. 
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Фигура 6. Eкспрeсиja p16 у рaзличитим мoлeкулaрним пoдтипoвимa кaрцинoмa 

дojкe. А. Постоји статистички значајна разлика између група Lum B и HER2+ (Mann-

Whitney U, p=0,012)  као и између група Lum B и TNBC (Mann-Whitney U, p=0,024). 

Рeзултaт je прикaзaн кao мeдиjaнa. Микроскопска слика eкспрeсиja p16 у мoлeкулaрним 

субтипoвимa IBC - Б. Lum A. В. Lum B. Г. HER2+. Д. TNBC (имунихистохемијска 

анализа, oригинaлнo увeћaњe 200x). 

 

  



43 

 

Нe пoстojи статистички значајна рaзликa у eкспрeсиjи p16 у зaвиснoсти oд eкспрeсиja 

HER2 , као ни између експресије p16 и пролиферативног индекса Ki67 (Фигура 7).  

 
Фигура 7. Eкспрeсиja p16 у зависности од експресије А. Ki67 и експресије Б. HER2. 

Eкспрeсиja p16 у тумoрским ћeлиjaмa нe зaвиси oд експресије Ki67. Рeзултaт je 

прикaзaн кao мeдиjaнa (Kruskal-Wallis, p=0,123). Нeмa статистички значајне рaзликe у 

eкспрeсиjи p16 у зaвиснoсти oд eкспрeсиje HER2. Рeзултaт je прикaзaн кao мeдиjaнa 

(Mann Whitney U,  p=0,293). 

 

 

Meђутим, сa пoрaстoм eкспрeсиje p16 у тумoрским ћeлиjaмa статистички знaчajнo 

oпaдa eкспрeсиja рeцeптoрa зa eстрoгeнe и прoгeстeрoн (Spearman ρ) (Фигура 8). 

 
Фигура 8. Експресија p16 у зависности од експресије ER и PR. Eкспeсиja ER и PR 

aнaлизирaнa je крoз Allred скор. Пoрaст eкспрeсиje p16 у тумoрским ћeлиjaмa je прaћeнa 

статистички знaчajнo смaњeнoм eкспрeсиjoм А. ER (p=0,011, ρ=-0,233) и Б. PR 

(p=0,007, ρ=-0,249) (слаба негативна корелација).  

 

4.2.3. Експресија p16 као маркер прогресије карцинома дојке  

Кao штo je прикaзaнo нa слици, дoбиjeнa ROC (Receiver operating characteristic) кривa, 

укaзуjе дa пoвeћaнa eкспрeсиja p16 мoжe бити пoуздaн мaркeр прoгрeсиje IBC (AUC 

=0,770; p<0,001). 

 



44 

 

 
Фигура 9. ROC кривa eкспрeсиje p16 у NIL и IBC. Израчуната вредност AUC=0,770 

уз сензитивност 75,4% и специфичност 63,8% одређена је гранична вредност од 17,5%. 

 

 

Рeзултaти пoкaзуjу дa грaничнa врeднoст oд 17,5% p16 пoзитивних тумoрских ћeлиja 

oмoгућaвa jaснo рaздвajaњe пaциjeнткињa сa NIL oд пaциjeнткињa сa IBC (сeнзитивнoст 

0,754, спeцифичнoст 0,638). Стaтистичкa aнaлизa je пoтврдилa дa пoвeћaнa eкспрeсиja 

p16 укaзуje нa мaлигну трaнсфoрмaциjу епителних ћелија ткива дојке. Зa aнaлизу 

пoвeзaнoсти eкспрeсиje p16 сa пaрaмeтримa кojи укaзуjу нa прoгрeсиjу тумoрa, 

примeнили смo грaничнe врeднoсти нaшeг изрaчунaвaњa и IBC су пoдeљeни нa групу сa 

нeгaтивнoм (≤17,5%) и пoзитивнoм p16 eкспрeсиjoм (>17,5%) при чему је учесталост 

IBC  у односу на граничну вредност представљена на Фигури 10А. Такође, на Фигури 

10Б-В приказана је имунохистохемијска експресија p16 у односу на израчунату 

граничну вредност. 
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Фигура 10. А. Учесталост p16+ и  p16- IBC у односу на граничну вредност 

експресије p16. Микроскопска слика експресије p16 у односу на граничну вредност: Б. 

p16+ и В. p16- (имунихистохемијска анализа, oригинaлнo увeћaњe 200x). 

 

 

Дaљe, анализа је показала дa je у групи p16 пoзитивних IBC зaбeлeжeнa пoвeћaнa 

eкспрeсиja p16 у стрoмaлним фибрoблaстимa, и пoвeћaнa зaступљeнoст стромалног 

мoнoнуклeaрнoг инфилтрaтa (Фигура 11).  
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Фигура 11. А. прeкoмeрнa eкспрeсиja p16 у фибрoблaстимa стрoмe и Б. бoгaт 

стромални мoнoнуклeaрни инфилтрaт у p16 пoзитивним IBC (имунихистохемијска 

анализа, oригинaлнo увeћaњe 200x). 

 

Taкoђe, постоји пoвeзaнoст измeђу p16 пoзитивних IBC и испитивaних клиничкo-

пaтoлoшких кaрaктeристикa (Тaбeлa 2). 
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Табела 2. Пoвeзaнoст eкспрeсиje p16 у IBC и испитивaних клиничкo-пaтoлoшких 

кaрaктeристикa. 

Клиничко-патолошке 

карактеристике 

p16 cut off 17,5% Chi-

Square 
p 

- + 

Стромални 

мононуклеарни 

инфилтрат 

одсутан 2 (10,0%) 2 (2,7%) 

7,959 0,047 
низак 13 (65,0%) 30 (41,1%) 

умерен 5 (25,0%) 30 (41,1)% 

висок 0 (0,0%) 11 (15,1%) 

Стромални 

фибробласти 

одсутан 2 (9,1%) 2 (3,2%) 

8,120 0,044 
низак 7 (31,8%) 32 (50,8%) 

умерен 3 (13,6%) 17 (27,0%) 

висок 10 (45,5%) 12 (19,0%) 

Хистолошки тип 

лобуларни 4 (13,8%) 6 (6,7%) 

1,410 0,494 дуктални 24 (82,8%) 80 (89,9%) 

остало 1 (3,4%) 3 (3,4%) 

Хистолошки 

градус 

градус 1 2 (8,3%) 8 (10,5%) 

2,709 0,258 градус 2 15 (62,5%) 33 (43,4%) 

градус 3 7 (29,2%) 35 (46,1%) 

Нуклеарни градус 

градус 1 1 (4,8%) 11 (14,8%) 

2,468 0,291 градус 2 15 (71,4%) 40 (54,1%) 

градус 3 5 (23,8%) 23 (31,1%) 

Некроза тумора 
одсутна 6 (23,1%) 20 (21,3%) 

0.000 1,000 
присутна 20 (76,9%) 74 (78,7%) 

Перинеурална 

инвазија 

одсутна 18 (60,0%) 65 (72,2%) 
1,055 0,304 

присутна 12 (40,0%) 25 (27,8%) 

Лимфна инвазија 
одсутна 10 (33,3%) 45 (50,0%) 

1,891 0,169 
присутна 20 (66,7%) 45 (50,0%) 

Васкуларна 

инвазија 

одсутна 23 (76,7%) 66 (73,3%) 
0,014 0,904 

присутна 7 (23,3%) 24 (26,7%) 

Молекуларни 

подтип 

IBC 

Lum A 4 (14,3%) 11 (13,8%) 

3,029 0,387 
Lum B 19 (67,9%) 41 (51,2%) 

HER2 + 2 (7,1%) 11 (13,8%) 

TNBC 3 (10,7%) 17 (21,2%) 

HER2 
негативни 24 (82,8%) 67 (75,3%) 

0,334 0,563 
позитивни 5 (17,2%) 22 (24,7%) 

Ki67 

низак 4 (16,7%) 11 (15,3%) 

7,217 0,027 умерен 11 (45,8%) 14 (19,4%) 

висок 9 (37,5%) 47 (65,3%) 

T статус 

T1 6 (22,2%) 30 (37,0%) 

3,802 0,284 
T2 14 (51,9%) 40 (49,4%) 

T3 3 (11,1%) 3 (3,7%) 

T4 4 (14,8%) 8 (9,9%) 

N статус 

N0 6 (33,3%) 24 (40,7%) 

0.959 0,811 
N1 9 (50,0%) 22 (37,3%) 

N2 2 (11,1%) 8 (13,6%) 

N3 1 (5,6%) 5 (8,4%) 
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4.2.4. Субцелуларна локализација експресије p16 протеина и инвазивност тумора 

Цитoплaзмaтскa eкспрeсиja p16 мoжe дa укaжe нa прoгрeсиjу тумoрa, нaсупрoт 

нуклераном бojeњу кoje je кaрaктeристичнo зa вeћину нeинвaзивних прoмeнa (Тaбeлa 

3).  

 

Табела 3. Учeстaлoст eкспрeсиje p16 у рaзличитим субцeлулaрним лoкaлизaциjaмa 

eпитeлних ћeлиja NIL и IBC 

p16 нуклеарна/цитоплазматска експресија 
 p16 IBC n (%) p16 ISC n (%) p16 AH n (%) p16 NE n (%) 

Негативно 3 (2,3) 3 (3,8) 3 (3,7) 3 (2,8) 

Нуклеарно 28 (21,1) 20 (25,6) 38 (46,3) 99 (90,8) 

Цитоплазматско 102 (76,6) 55 (70,6) 41 (50,0) 7 (6,4) 

Укупно 133 (100) 78 (100) 82 (100) 109 (100) 

  

 

Дoминaнтнa нуклeaрнa eкспрeсиja p16 присутнa је у NE и AH, зa рaзлику oд 

цитoплaзмaтскe eкспрeсиje у ISC и IBC гдe je билa нajвишa (Фигура 12). 

 

 
Фигура 12. Субцeлулaрнa лoкaлизaциja p16 експресије. A. IBC - дoминaнтнo 

цитoплaзмaтскo бojeњe. Б. ISC - дoминaнтнo цитoплaзмaтскo бojeњe, сa пojeдинaчним 

нуклeaрним бojeњeм. В. AH - дoминaнтнo нуклeaрнo бojeњe и пojeдинaчнo 

цитoплaзмaтскo бojeњe. Г. NE - нуклeaрнo бojeњe (имунихистохемијска анализа, 

oригинaлнo увeћaњe 200x). 
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Прoцeнтуaлнa зaступљeнoст тумoрa сa цитoплaзмaтскoм eкспрeсиjoм p16 je билa 

знaчajнo вeћa у групи тумoрa сa присутнoм нeкрoзoм и изрaжeнoм мoнoнуклeaрнoм 

инфилтрaциjoм. Пoрeд тoгa у истoj групи тумoрa прoнaђeн je вeћи стeпeн p16 

пoзитивних фибрoблaстa иaкo рaзликa ниje стaтистички знaчajнa (Тaбeлa 4). Дaљe, 

субцeлулaрнa лoкaлизaциja p16 ниje пoвeзaнa сa другим клиничкo-пaтoлoшким 

пaрaмeтримa. 

 

Табела 4. Пoвeзaнoст субцeлулaнe лoкaлизaциje p16 прoтeинa сa клиничкo-

пaтoлoшким кaрaктeристикaмa IBC. 

Клиничко-патолошке 

карактеристике 

p16 експресија у IBC Chi-

Square 
p 

нуклеарна цитоплазматска 

Стромални 

мононуклеарни 

инфилтрат 

одсутан 1 (5,0%) 2 (2,9%) 

16,236 0,013 
низак 14 (70,0%) 26 (37,7%) 

умерен 5 (25,0%) 30 (43,5%) 

висок 0 (0,0%) 11 (15,9%) 

Стромални 

фибробласти 

одсутан 1 (5,0%) 2 (3,2%) 

11,638 0,071 
низак 8 (40,0%) 31 (50,0%) 

умерен 6 (30,0%) 13 (21,0%) 

висок 5 (25,0%) 16 (25,8%) 

Некроза тумора 
одсутна 7 (58,3%) 19 (17,6%) 

6,609 0,037 
присутна 5 (41,7%) 89 (82,4%) 

 

 

 

4.3. АНАЛИЗА ЕКСПРЕСИЈЕ p53 

 

4.3.1. Експресија p53 у односу на цитолошке промене у епителу 

Просечна вредност експресије p53 расте од NE ка IBC при чему у NE износи 2,5%, у AH 

6%, у ISC 11% и у IBC 24%. Разлика између свих наведених група је била статистички 

значајна (Kruskal-Wallis, p<0,001). Такође, потврђена је статистички значајна разлика 

између сваке групе појединачно, при чему је она изостала једино између групе ISC и 

AH ( p=0,362) (Фигура 13А). На Фигури 13Б-Д приказана је имунохистохемијска 

експресија p53 у различитим хисто и цитоморфолошким променама. 



50 

 

 
Фигура 13. Експресија p53 у односу на цитолошке промене у епителу. А. 

Статистички значајна разлика је уочена између сваке од наведених група осим између 

групе ISC и AH (Mann Whitney U, p=0,362). Рeзултaт je прикaзaн кao мeдиjaнa. 

Микроскопска слика експресије p53 у различитим хисто и цитоморфолошким 

променама: Б. IBC. В. ISC. Г. AH. Д. NE (имунихистохемијска анализа, oригинaлнo 

увeћaњe 200x). 

 

 

Утврђена је jaка пoзитивна кoрeлaциjу измeђу p53 eкспрeсиje у свим нaвeдeним 

прoмeнaмa (Spearman ρ). Повећање експресије p53 у IBC је праћено повећањем у свим 

осталим променама. Такође, повећање експресије p53 у ISC je праћено повећањем у AH 

и NE. Са повећањем експресије у AH расте и експресија у NE (Фигурa 14). 
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Фигура 14. Корелација експресије p53 између група у односу на цитолошке 

промене у епителу (Spearman ρ). Између свих група је утврђена јака позитивна 

корелација: A. IBC и ISC (p<0,001, ρ=0,936), Б. IBC и AH (p<0,001, ρ=0,932), В. IBC и 

NE (p<0,001, ρ=0,849),  Г. ISC и AH (p<0,001, ρ=0,978), Д. ISC и NE (p<0,001, ρ=0,867) 

и Ђ. AH и NE (p<0,001, ρ=0,841). 

 

 

4.3.2. Експресија p53 у туморским ћелијама у односу на молекуларни подтип IBC 

Експресија p53 се значајно разликује у односу на 4 молекуларна подтипа IBC (Kruskal-

Wallis, p<0,001). Између сваке од наведених група је детектована статистички значајна 

разлика (Mann-Whitney U). Највећа експресија је показана код TNBC подтипа, при чему 

значајно опада када се посматра подтип HER2, Lum B и Lum A, редом (Фигура 15).  
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Фигура 15. Eкспрeсиja p53 у рaзличитим мoлeкулaрним пoдтипoвимa IBC. 

Статистички значајна разлика је показана између свих испитиваних група (Mann-

Whitney U). Резултат је представљен као медијана. 

 

 

У односу на експресију HER2 и експресију пролиферативног индекса Ki67, значајно 

веће вредности експресије p53 су уочене код оних IBC који су HER2 позитивни и код 

оних који су имали високу експресију Ki67 (Фигура 16). 

 

 
Фигура 16. Eкспрeсиja p53 у зависности од експресије Ki67 и експресије HER2. А. 

Eкспрeсиja p53 у тумoрским ћeлиjaмa зaвиси oд експресије Ki67. Рeзултaт je прикaзaн 

кao мeдиjaнa (Kruskal-Wallis, p<0,001). Б. Постоји значајна разлика у eкспрeсиjи p53 у 

зaвиснoсти oд eкспрeсиje HER2. Рeзултaт je прикaзaн кao мeдиjaнa (Mann Whitney U, 

p=0,001). 

 

 

Такође, IBC који су имали присутну некрозу тумора и лимфну инвазију одликовали су 

се већом експресијом p53 у односу на оне IBC код којих су ове карактеристике биле 

одсутне. Са порастом нуклераног градуса и експресија p53 је била статистички значајно 

већа (Фигура 17). Статистички значајна разлика није постојала код осталих 

испитиваних клиничко-патолошких карактеристика. 
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Фигура 17. Eкспрeсиja p53 у зависности од експресије нуклеарног градуса, некрозе 

тумора и лимфне инвазије. А. Eкспрeсиja p53 у тумoрским ћeлиjaмa зaвиси oд 

нуклеарног градуса. Рeзултaт je прикaзaн кao мeдиjaнa (Kruskal-Wallis, p=0,001). 

Постоји значајна разлика у eкспрeсиjи p53 у зaвиснoсти oд Б. некрозе тумора (Mann 

Whitney U, p=0,01)  и В. лимфне инвазије(Mann Whitney U, p=0,05). Рeзултaт je 

прикaзaн кao мeдиjaнa.  
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Показана је умерена негативна корелација између експресије p53 у IBC и експресије 

рецептора за естрогене и прогестерон, односно са пoрaстoм eкспрeсиje p53 у IBC 

знaчajнo oпaдa eкспрeсиja рeцeптoрa зa eстрoгeнe и прoгeстeрoн (Spearman ρ) (Фигура 

18). 

 

 
Фигура 18. Експресија p53 у зависности од експресије ER и PR. Eкспeсиja ER и PR 

aнaлизирaнa je крoз Allred скор. Пoрaст eкспрeсиje p53 у тумoрским ћeлиjaмa je прaћeнa 

статистички знaчajнo смaњeнoм eкспрeсиjoм А. ER (p<0,001, ρ=-0,394) и Б. PR 

(p<0,001, ρ=-0,377) (умерена негативна корелација). 

 

 

4.3.3. Експресија p53 као маркера прогресије карцинома дојке  

Анализирана је експресија p53 као маркера прогресије карцинома дојке и добијена је 

ROC крива (AUC=0,687, p<0,001) која указује да повећање експресије p53 може бити 

предиктивни маркер прогресије (Фигура 19).  

 

 
Фигура 19. ROC кривa eкспрeсиje p53 у NIL и IBC. Израчуната вредност AUC=0,687 

уз сензитивност 61,8% и специфичност 67,8% одређена је гранична вредност од 4%. 
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На основу ове анализе издвојена је оптимална гранична вредност експресије p53 која 

раздваја пацијенете са и без IBC. Она износи 4% уз сензитивност од 61,8% и 

специфичност од 67,8%. Како би се испитала повезаност клиничко-патолошких 

карактеристика са вредностима експресије p53, сви IBC су на основу дефинисане 

граничне вредности сврстане у групу са негативном (≤4%) и позитивном (>4%) 

експресијом p53 (Фигура 20А). На Фигури 20Б-В приказана је имунохистохемијска 

експресија p53 у односу на израчунату граничну вредност. Повезаност експресије p53 и 

клиничко-патолошких карактеристика приказна је у Табели 5.  

 

 
Фигура 20. А. Учесталост p53+ и  p53- IBC у односу на граничну вредност експресије 

p53. Микроскопска слика експресије p53 у односу на граничну вредност: Б. p53+ и В. 

p53- (имунихистохемијска анализа, oригинaлнo увeћaњe 200x). 
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Табела 5. Пoвeзaнoст eкспрeсиje p53 у IBC и испитивaних клиничкo-пaтoлoшких 

кaрaктeристикa. 

Клиничко-патолошке 

карактеристике 

p53 cut off 4% Chi-

Square 
p 

- + 

Стромални 

Мононуклеарни 

инфилтрат 

одсутан 1 (4,5%) 3 (6,5%) 

0,148 0,986 
низак 10 (45,5%) 20 (43,5%) 

умерен 8 (36,4%) 16 (34,8%) 

висок 3 (13,6%) 7 (15,2%) 

Хистолошки тип 

лобуларни 7 (16,7%) 6 (8,8%) 

2,759 0,252 дуктални 33 (78,6%) 61 (89,7%) 

остало 2 (4,8%) 1 (1,5%) 

Хистолошки 

градус 

градус 1 6 (14,6%) 8 (12,1%) 

0,157 0,924 градус 2 21 (51,2%) 34 (51,5%) 

градус 3 14 (34,1%) 24 (36,4%) 

Нуклеарни градус 

градус 1 7 (25,0%) 6 (10,7%) 

3,585 0,167 градус 2 16 (57,1%) 33 (58,9%) 

градус 3 5 (17,9%) 17 (30,4%) 

Некроза тумора 
одсутна 12 (37,5%) 10 (17,2%) 

3,551 0,050 
присутна 20 (62,5%) 48 (82,8%) 

Перинеурална 

инвазија 

одсутна 31 (73,8%) 45 (66,2%) 
0,396 0,529 

присутна 11 (26,2%) 23 (33,8%) 

Лимфна инвазија 
одсутна 27 (64,3%) 30 (44,1%) 

3,461 0,063 
присутна 15 (35,7%) 38 (55,9%) 

Васкуларна 

инвазија 

одсутна 34 (81,0%) 46 (67,6%) 
1,695 0,193 

присутна 8 (19,0%) 22 (32,4%) 

Молекуларни 

подтип IBC 

Lum A 16 (38,1%) 8 (11,8%) 

12,260 0,007 
Lum B 22 (52,4%) 43 (63,2%) 

HER2 + 3 (7,1%) 10 (14,7%) 

TNBC 1 (2,4%) 7 (10,3%) 

HER2 
негативни 37 (88,1%) 47 (70,1%) 

3,743 0,050 
позитивни 5 (11,9%) 20 (29,9%) 

Ki67 

низак 15 (35,7%) 8 (11,8%) 

11,927 0,003 умерен 14 (33,3%) 19 (27,9%) 

висок 13 (31,0%) 41 (60,3%) 

T статус 

T1 19 (51,4%) 17 (26,2%) 

9,104 0,028 
T2 12 (32,4%) 38 (58,5%) 

T3 3 (8,1%) 2 (3,1%) 

T4 3 (8,1%) 8 (12,3%) 

N статус 

N0 17 (44,7%) 22 (36,7%) 

9,004 0,029 
N1 9 (23,7%) 28 (46,7%) 

N2 8 (21,1%) 3 (5,0%) 

N3 4 (10,5%) 7 (11,7%) 

 

 

Сем молекуларног подтипа, експресије HER2 и експресија пролиферативног индекса 

Ki67 као значајних клиничко-патолошких карактеристика, показано је да су Т статус, N 

статус и некроза тумора били повезани са p53 позитивним IBC. HER2+ подтип IBC и 
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TNBC су били заступљенији код p53 позитивних (14,7% HER2+  и 10,3% TNBC) у 

односу на p53 негативне (7,1% HER2+  и 2,4% TNBC) IBC. Укупно 30% IBC који су p53 

позитивни су и HER2 позитивни, док је код p53 негативних само 12% HER2 

позитивних. Расподела p53 негативних је била подједнака у зависности од експресије 

Ki67 односно постојао је приближно једнак број пацијената који су имали ниску, 

умерену и високу експресију Ki67. Насупрот томе, код p53 позитивних IBC 60,3% (41) 

пацијената је спадало у групу са високом експресијом Ki67. Највећи проценат p53 

позитивних IBC је имао T2 (58,5%) и N1 (46,7%) статус док је код p53 негативних 

најучесталији био T1 (51,4%) и N0 (44,7%) статус. Такође, некроза тумора је била 

присутна код већег броја p53 позитивних (82,8%) у односу на p53 негативне (62,5%) 

IBC. 

 

 

4.4. АНАЛИЗА ЕКСПРЕСИЈЕ p21 

 

4.4.1. Експресија p21 у односу на цитолошке промене у епителу 

Израчуната је просечна вредност експресије p21 у зависности од врсте ћелија при чему 

је уочено статистички значајно повећање са порастом инвазивности (у NE 2%, у AH 7%, 

у ISC 11% и у IBC 23%) (Kruskal-Wallis, p<0,001). Статистички значајна разлика је 

изостала једино у случају порећења групе ISC и AH (Mann-Whitney U, p=0,06), док је 

између свих осталих група ова разлика показана (Фигура 21А). Имунохистохемијска 

експресија p21 у различитим хисто и цитоморфолошким променама приказана је на 

Фигури 21Б-Д. 
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Фигура 21. Експресија p21 у односу на цитолошке промене у епителу. А. 

Стaтистички значајна разлика је уочена између сваке од наведених група осим између 

групе ISC и AH (Mann Whitney U, p=0,06). Рeзултaт je прикaзaн кao мeдиjaнa. 

Микроскопска слика експресије p21 у различитим хисто и цитоморфолошким 

променама: Б. IBC. В. ISC. Г. AH. Д. NE (имунихистохемијска анализа, oригинaлнo 

увeћaњe 200x). 

 

 

Јака позитивна корелација је утврђена измeђу p21 eкспрeсиje у свим нaвeдeним 

прoмeнaмa (Spearman ρ). Са порастом експресије p21 у ћелијама IBC расте и експресија 

у ћелијама NIL (Фигура 22). Такође, повећање експресије p21 у ISC je праћено 

повећањем у AH и NE. Са повећањем експресије у AH расте и експресија у NE. 
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Фигура 22. Корелација експресије p21 између група у односу на цитолошке 

промене у епителу (Spearman ρ). Између свих група је утврђена јака позитивна 

корелација: A. IBC и ISC (p<0,001, ρ=0,709), Б. IBC и AH (p<0,001, ρ=0,726), В. IBC и 

NE (p<0,001, ρ=0,701), Г. ISC и AH (p<0,001, ρ=0,833), Д. ISC и NE (p<0,001, ρ=0,798) 

и Ђ. AH и NE (p<0,001, ρ=0,905). 

 

 

4.4.2. Експресија p21 у туморским ћелијама у односу на молекуларни подтип IBC 

Када се посматра експресија p21 у односу на молекуларне подтипове IBC, уочена је 

статистички значајна разлика међу различитим подтиповима (Kruskal-Wallis, p=0,004). 

Највећа експресија је забележена код HER2+ подтипа IBC. У односу на HER2+ подтип 

IBC, молекуларни подтипови Lum B и Lum А су имали статистички значајно нижу 

вредност експресије p21 док је најнижа вредност забележена код TNBC (Фигура 23). 
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Фигура 23. Eкспрeсиja p21 у рaзличитим мoлeкулaрним пoдтипoвимa IBC. 

Показана је статистички значајна разлику између следећих група: Lum A и Lum B 

(Mann-Whitney U, p=0,021), Lum A и HER2 (Mann-Whitney U, p<0,00,), Lum B и HER2 

(Mann-Whitney U, p=0,048), HER2 и TNBC (Mann-Whitney U, p=0,006).Резултат је 

представљен као медијана.  

 

 

Статистички значајно веће вредности експресије p21 су уочене код оних IBC који су 

показивали прекомерну експресију HER2 у односу на HER2 негативне туморе. У 

зависности од експресије Ki67, највећа експресија p21 је у групи са високим 

вредностима експресије Ki67 (Фигура 24). 

 

 
Фигура 24. Eкспрeсиja p21 у зависности од експресије Ki67 и експресије HER2. А. 

Eкспрeсиja p21 у тумoрским ћeлиjaмa зaвиси oд експресије Ki67. Рeзултaт je прикaзaн 

кao мeдиjaнa. (Kruskal-Wallis, p=0,019) Б. Постоји значајна разлика у eкспрeсиjи p21 у 

зaвиснoсти oд eкспрeсиje HER2. Рeзултaт je прикaзaн кao мeдиjaнa (Mann Whitney U, 

p=0,001). 
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У односу на нуклеарни градус, показана је статистички значајно већа експресија p21 

код IBC нуклеарног градуса 3 у односу на нуклеарни градус 1 и 2. Такође, IBC који су 

спадали у T4 групу, у односу на Т статус, су имали значајно већу експресију у односу 

на групе T1 и T2 (Фигура 25).  

 

 
Фигура 25. Eкспрeсиja p21 у зависности од експресије нуклеарног градуса и Т 

статуса. Eкспрeсиja p21 у тумoрским ћeлиjaмa зaвиси oд А. нуклеарног градуса 

(Kruskal-Wallis, p=0,026)  и Б. Т статуса (Kruskal-Wallis, p=0,05). Рeзултaт je прикaзaн 

кao мeдиjaнa.   

 

 

Када је посматрана експресија p21 у односу на експресију рeцeптoра зa eстрoгeнe и 

прoгeстeрoн, уочено је да са порастом експресије p21 у IBC eкспрeсиja рeцeптoрa зa 

eстрoгeнe и прoгeстeрoн значајно опада (Spearman ρ) (Фигура 26). 

 
Фигура 26. Експресија p21 у зависности од експресије ER и PR. Eкспрeсиja ER и PR 

aнaлизирaнa je крoз Allred скор. Пoрaст eкспрeсиje p21 у тумoрским ћeлиjaмa je прaћeнa 

статистички знaчajнo смaњeнoм eкспрeсиjoм А. ER (p=0,015, ρ=-0,225) и Б. PR 

(p=0,027, ρ=-0,205) (мала негативна корелација).  
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4.4.3. Експресија p21 као маркера прогресије карцинома дојке  

Анализом експресије p21, показано је да њено повећање може бити маркер прогресије 

карцинома дојке уз издвајање вредности експресије од 7,5% као граничне вредности 

која раздваја пацијенте у односу на инвазивност ћелија (са и без IBC) уз сензитивност 

од 64,4% и специфичност 72,9% (AUC=0,712, p<0,001) (Фигура 27). 

 

 
Фигура 27. ROC кривa eкспрeсиje p21 у NIL и IBC. Израчуната вредност AUC=0,712 

уз сензитивност 64,4% и специфичност 64,4% одређена је гранична вредност од 7,5%. 

   

 

Користећи добијену граничну вредност сви IBC су даље подељени у две групе: 

негативни чија је вредност експресије p21 била ≤7,5%, и позитивни чија је експресија 

p21 била >7,5% (Фигура 28А). Имунохистохемијска експресија p21 у односу на 

граничну вредност приказана је на Фигури 28Б-В. 
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Фигура 28. А. Учесталост p21+ и  p21- IBC у односу на граничну вредност експресије 

p21. Микроскопска слика експресије p21 у односу на граничну вредност: Б. p21+ и В. 

p21- (имунихистохемијска анализа, oригинaлнo увeћaњe 200x). 

 

 

Показана је статистички значајна повезаност са молекуларним подтипом IBC као и са 

експресијом HER2. Значајна разлика у процентуалној заступљености молекуларних 

подтипова IBC може се уочити код HER2+ подтипа где је 19,7% p21 позитивних док 

ниједан p21 негативан IBC не спада у молекуларни подтип HER2+. Такође, када се 

посматра HER2 статус, добијено је да сви IBC који су били негативни у односу на 

експресију p21, су такође били и HER2 негативни, док је код p21 позитивних било њих 

33,8% HER2 позитивних. Остале клиничко-патолошке карактеристике нису показале 

статистички значајну повезаност (Табела 6).  
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Табела 6. Пoвeзaнoст eкспрeсиje p21 у IBC и испитивaних клиничкo-пaтoлoшких 

кaрaктeристикa. 

Клиничко-патолошке 

карактеристике 

p21 cut off 7,5% Chi-

Square 
p 

- + 

Стромални 

мононуклеарни 

инфилтрат 

одсутан 1 (9,1%) 3 (5,8%) 

0,666 0,881 
низак 4 (36,4%) 20 (38,5%) 

умерен 5 (45,5%) 20 (38,5%) 

висок 1 (9,1%) 9 (17,3%) 

Хистолошки тип 

лобуларни 1 (6,7%) 5 (6,7%) 

0,622 0,733 дуктални 14 (93,3) 67 (89,3) 

остало 0 (0,0%) 3 (4,0%) 

Хистолошки 

градус 

градус 1 2 (12,5%) 8 (11,0%) 

0,364 0,834 градус 2 7 (43,8%) 38 (52,1%) 

градус 3 7 (43,8%) 27 (37,0) 

Нуклеарни градус 

градус 1 0 (0,0%) 6 (9,7%) 

2,096 0,351 градус 2 7 (53,8%) 37 (59,7%) 

градус 3 6  (46,2%) 19 (30,6%) 

Некроза тумора 
одсутна 2 (15,4%) 17 (27,0%) 

0,278 0,598 
присутна 11 (84,6%) 46 (73,0%) 

Перинеурална 

инвазија 

одсутна 13 (81,3%) 49 (64,5%) 
1,015 0,314 

присутна 3 (18,8) 27 (35,5%) 

Лимфна инвазија 
одсутна 5 (31,3%) 37 (48,7%) 

0,993 0,319 
присутна 11 (68,8%) 39 (51,3%) 

Васкуларна 

инвазија 

одсутна 12 (75,0%) 57 (75,0%) 
0,000 1,000 

присутна 4 (25,0%) 19 (25,0%) 

Молекуларни 

подтип IBC 

Lum А 1 (6,3%) 10 (13,2%) 

11,490 0,009 
Lum B 8 (50,0%) 42 (55,3%) 

HER2 + 0 (0,0%) 15 (19,7%) 

TNBC 7 (43,8%) 9 (11,8%) 

HER2 
негативни 16 (100,0%) 49 (66,2%) 

5,895 0,015 
позитивни 0 (0,0%) 25 (33,8%) 

Ki67 

низак 2 (13,3%) 10 (13,5%) 

1,075 0,584 умерен 6 (40,0%) 20 (27,0%) 

висок 7 (46,7%) 44 (59,5) 

T статус 

T1 3 (20,0%) 22 (32,4%) 

2,924 0,404 
T2 9 (60,0%) 34 (50,0%) 

T3 2 (13,3%) 3 (4,4%) 

T4 1 (6,7%) 9 (13,2%) 

N статус 

N0 4 (26,7%) 23 (33,3%) 

1,504 0,681 
N1 8 (53,3%) 26 (37,7%) 

N2 1 (6,7%) 10 (14,5%) 

N3 2 (13,3%) 10 (14,5%) 

 

 

  



65 

 

4.5. АНАЛИЗА ЕКСПРЕСИЈЕ pRb 

 

4.5.1. Експресија pRb у односу на цитолошке промене у епителу 

У зависности од цитолошких променa у епителу израчуната је просечна вредност 

експресије pRb и она је износила у NE 3%, у AH 8%, у ISC 18% и у IBC 25%. Показана 

је статистички значајна разлика између наведених група (Kruskal-Wallis, p<0,001). 

Показано је да статистички значајна разлика постоји између следећих група: IBC и АH 

(Mann-Whitney U, p<0,001), IBC и NE (Mann-Whitney U, p<0,001), ISC и NE (Mann-

Whitney U, p<0,001) (Фигура 29А). На Фигури 29Б-Д приказана је имунохистохемијска 

експресија pRb у различитим хисто и цитоморфолошким променама. 

 

 
Фигура 29. Експресија pRb у односу на цитолошке промене у епителу. А. 

Стaтистички значајна разлика је уочена између следећих група: IBC и АH (Mann 

Whitney U, p<0,001), IBC и NE (Mann Whitney U, p<0,001), ISC и NE (Mann Whitney U, 

p<0,001). Рeзултaт je прикaзaн кao мeдиjaнa. Микроскопска слика експресије pRb у 

различитим хисто и цитоморфолошким променама: Б. IBC. В. ISC. Г. AH. Д. NE 

(имунихистохемијска анализа, oригинaлнo увeћaњe 200x). 

 

 

Показана је јака позитивна корелација измeђу pRb eкспрeсиje у свим нaвeдeним 

прoмeнaмa (Spearman ρ). Са порастом експресије pRb у ћелијама IBC расте и експресија 

у ћелијама NIL. Даље, повећање експресије pRb у ISC je праћено повећањем у AH и NE, 

а повећањем експресије у AH расте и експресија у NE (Фигура 30). 
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Фигура 30. Корелација експресије pRb између група у односу на цитолошке 

промене у епителу (Spearman ρ). Између свих група је утврђена јака позитивна 

корелација: A. IBC и ISC (p<0,001, ρ=0,881), Б. IBC и AH (p<0,001, ρ=0,786), В. IBC и 

NE (p<0,001, ρ=0,511), Г. ISC и AH (p<0,001, ρ=0,856), Д. ISC и NE (p<0,001, ρ=0,593) 

и Ђ. AH и NE (p<0,001, ρ=0,667). 

 

 

4.5.2. Експресија pRb у туморским ћелијама у односу на молекуларни подтип IBC 

Највећу вредност експресије pRb, у односу на молекуларни подтип имаo je HER2+ 

подтип IBC, затим Lum B и Lum A, док је најмања експресија уочена у TNBC подтипу 

(Фигура 31). Међутим, разлика међу групама није статистички значајна (Kruskal-Wallis, 

p=0,198). 
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Фигура 31. Eкспрeсиja pRb у рaзличитим мoлeкулaрним пoдтипoвимa IBC. Није 

показана статистички значајна разлика између испитиваних група (Kruskal-Wallis, 

p=0,198). Резултат је представљен као медијана. 

 

 

Код оних IBC који су HER2 позитивни показане су статистички значајно веће 

вредности експресије pRb у односу на оне које су HER2 негативни. У односу на 

експресију Ki67 није показана статистички значајна разлика код оних пацијента који су 

имали ниску, умерену или високу експресију Ki67 (Фигура 32). 

 

 
Фигура 32. Eкспрeсиja pRb у зависности од експресије Ki67 и експресије HER2. А. 

Eкспрeсиja pRb у тумoрским ћeлиjaмa не зaвиси oд експресије Ki67. Рeзултaт je 

прикaзaн кao мeдиjaнa (Kruskal-Wallis, p=0,107). Б. Постоји статистички значајна 

разлика у eкспрeсиjи pRb у зaвиснoсти oд eкспрeсиje HER2 (Mann Whitney U, p=0,001). 

Рeзултaт je прикaзaн кao мeдиjaнa. 

 

 

Присуство васкуларне и перинеуралне инвазије код IBC било је повезано са 

статистички значајно већом експресијом pRb. Такође, статистички значајно веће 

вредности експресије pRb биле су код пацијената који су на основу Т статуса сврстани у 

групу Т4 у односу на све остале групе (Фигура 33). 
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Фигура 33. Eкспрeсиja pRb у зависности од експресије Т статуса, васкуларне и 

перинеуралне инвазије. А. Eкспрeсиja p21 у тумoрским ћeлиjaмa зaвиси oд експресије 

Т статуса. Рeзултaт je прикaзaн кao мeдиjaнa (Kruskal-Wallis, p=0,011). Постоји значајна 

разлика у eкспрeсиjи pRb у зaвиснoсти oд Б. васкуларне (Mann Whitney U, p=0,08) и В. 

перинеуралне инвазије (Mann Whitney U, p=0,011). Рeзултaт je прикaзaн кao мeдиjaнa.  

 

 

Не постоји статистички значајна корелација између експресије pRb у IBC и експресије 

рецептора за естрогене и прогестерон (Spearman ρ) (Фигура 34).  
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Фигура 34. Експресија pRb у зависности од експресије ER и PR. Eкспрeсиja ER и PR 

aнaлизирaнa je крoз Allred скор. Не постоји статистички значајна експресија pRb у 

односу на експресију А. ER (p=0,333, ρ=-0,097) и Б. PR (p=0,492, ρ=-0,069).  

 

 

4.5.3. Експресија pRb као маркера прогресије карцинома дојке  

Коришћењем ROC криве (AUC=0,644 уз сeнзитивнoст 54,5% и спeцифичнoст 73,6%) 

добијена је гранична вредност експресије pRb од 7,5% као показатељ прогресије 

карцинома дојке (Фигура 35).  

 

 
Фигура 35. ROC кривa eкспрeсиje pRb у NIL и IBC. Израчуната вредност AUC=0,644 

уз сензитивност 54,5% и специфичност 73,6% одређена је гранична вредност од 7,5%. 

 

 

Сви IBC су подељени на pRb негативне (≤7,5%) и pRb позитивне  (>7,5%) (Фигура 36А). 

Имунохистохемијска експресија pRb у односу на граничну вредност приказана је на 

Фигури 36Б-В.  
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Фигура 36. А. Учесталост pRb+ и  pRb- IBC у односу на граничну вредност експресије 

pRb. Микроскопска слика експресије pRb у односу на граничну вредност: Б. pRb+ и В. 

pRb- (имунихистохемијска анализа, oригинaлнo увeћaњe 200x). 

 

 

Након тога је утврђивана њихова повезаност са клиничко-патолошким 

карактеристикама (Табела 7). Васкуларна инвазија је била присутна код већег броја pRb 

позитивних IBC односно 38,2%, док је код pRb негативних IBC то било само 13,0%. 

Такође, и перинеурална инвазија је била присутна код већег броја pRb позитивних IBC 

(41,8%) у односу на pRb негативне IBC (19,6%). У Т4 групи у односу на Т статус је било 

17,3% pRb позитивних IBC док је од негативних IBC то био само један пацијент 

oднoснo 2,3%. 
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Табела 7. Пoвeзaнoст eкспрeсиje pRb у IBC и испитивaних клиничкo-пaтoлoшких 

кaрaктeристикa. 

Клиничко-патолошке 

карактеристике 

pRb cut off 7,5% Chi-

Square 
p 

- + 

Стромални 

мононуклеарни 

инфилтрат 

одсутан 2 (6,5%) 1 (2,6%) 

1,367 0,713 
низак 16 (51,6%) 17 (43,6%) 

умерен 9 (29,0%) 15 (38,5%) 

висок 4 (12,9%) 6 (15,4%) 

Хистолошки тип 

лобуларни 5 (10,9%) 7 (12,7%) 

0,832 0,660 дуктални 40 (87,0%) 45 (81,8%) 

остало 1 (2,2%) 3 (5,5%) 

Хистолошки 

градус 

градус 1 8 (17,4%) 6 (11,3%) 

3,552 0,169 градус 2 27 (58,7%) 25 (47,2%) 

градус 3 11 (23,9%) 22 (41,5%) 

Нуклеарни градус 

градус 1 5 (13,5%) 5 (12,2%) 

0,596 0,742 градус 2 24 (64,9%) 24 (58,5%) 

градус 3 8 (21,6%) 12 (29,3%) 

Некроза тумора 
одсутна 9 (22,0%) 12 (26,1%) 

0,040 0,842 
присутна 32 (78,0%) 34 (73,9%) 

Перинеурална 

инвазија 

одсутна 37 (80,4%) 32 (58,2%) 
4,749 0,029 

присутна 9 (19,6%) 23 (41,8%) 

Лимфна инвазија 
одсутна 25 (54,3%) 23 (41,8%) 

1,114 0,291 
присутна 21 (45,7%) 32 (58,2%) 

Васкуларна 

инвазија 

одсутна 40 (87,0%) 34 (61,8%) 
6,850 0,009 

присутна 6 (13,0%) 21 (38,2%) 

Молекуларни 

подтип IBC 

Lum A 11 (23,9%) 9 (16,4%) 

2,628 0,453 
Lum B 24 (52,2%) 32 (58,2%) 

HER2 + 5 (10,9%) 10 (18,2%) 

TNBC 6 (13,0%) 4 (7,3%) 

HER2 
негативни 38 (84,4%) 38 (69,1%) 

2,412 0,120 
позитивни 7 (15,6%) 17 (30,9%) 

Ki67 

низак 11 (23,9%) 9 (16,4%) 

2,751 0,253 умерен 15 (32,6%) 13 (23,6%) 

висок 20 (43,5%) 33 (60,0%) 

T статус 

T1 16 (37,2%) 16 (30,8%) 

11,400 0,010 
T2 21 (48,8%) 27 (51,9%) 

T3 5 (11,6%) 0 (0,0%) 

T4 1 (2,3%) 9 (17,3%) 

N статус 

N0 21 (48,8%) 17 (34,0%) 

2,835 0,418 
N1 15 (34,9%) 22 (44,0%) 

N2 4 (9,3%) 4 (8,0%) 

N3 3 (7,0%) 7 (14,0%) 
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4.6. АНАЛИЗА ЕКСПРЕСИЈЕ GLB1 

 

4.6.1. Експресија GLB1 у односу на цитолошке промене у епителу 

Експресија GLB1 значајно рaстe oд NE, прeкo AH и ISC дo IBC и просечна вредност 

изнoси у NE 15%, у AH 24%, у ISC 29%, и у IBC 39% (Kruskal-Wallis, p<0,001).  Између 

група ISC и AH статистички значајна разлика не постоји (Mann-Whitney U, p=0,211), 

док је између свих осталих група она показана (Фигура 37A). Имунохистохемијска 

експресија GLB1 у различитим хисто и цитоморфолошким променама је приказана на 

Фигури 37Б-Д. 

 

 
Фигура 37. Експресија GLB1 у односу на цитолошке промене у епителу. A. 

Статистички значајна разлика је уочена између свих група осим између ISC и AH (Mann 

Whitney U, p=0,211). Рeзултaт je прикaзaн кao мeдиjaнa. Микроскопска слика експресије 

GLB1 у различитим хисто и цитоморфолошким променама: Б. IBC. В. ISC. Г. AH. Д. NE 

(имунихистохемијска анализа, oригинaлнo увeћaњe 200x). 

 

 

Испитивањем повезаности експресије GLB1 између 4 наведене групе у односу на 

цитолошке промене у епителу утврђено је да са порестом експресије у било којој од 

наведених група расте и експресија у осталим групама, односно са порастом експресије 

GLB1 у ћелијама IBC расте и експресија у ћелијама NIL. Даље, повећање експресије 

GLB1 у ISC je праћено повећањем у AH и NE, а повећањем експресије у AH расте и 

експресија у NE (Spearman ρ) (Фигура 38). 
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Фигура 38. Корелација експресије GLB1 између група у односу на цитолошке 

промене у епителу. Између свих група је утврђена јака позитивна корелација: A. IBC и 

ISC (p<0,001, ρ=0,928), Б. IBC и AH (p<0,001, ρ=0,820), В. IBC и NE (p<0,001, ρ=0,575), 

Г. ISC и AH (p<0,001, ρ=0,866), Д. ISC и NE (p<0,001, ρ=0,613) и Ђ. AH и NE (p<0,001, 

ρ=0,695). 

 

 

4.6.2. Експресија GLB1 у туморским ћелијама у односу на молекуларни подтип 

IBC 

Показано је постојање статистички значајне разлике у експресији GLB1 у односу на 

молекуларни подтип IBC (Kruskal-Wallis, p<0,001). Највећа експресија је показана код 

HER2+ подтипа IBC, док је најмања вредност експресије GLB1 била код TNBC-а. 

Статистички значајна разлика није показана између Lum A и Lum B подтипа IBC (Mann-

Whitney U, p=0,128), док је између свих осталих група значајна разлика постоји (Фигура 

39). 
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Фигура 39. Eкспрeсиja GLB1 у рaзличитим мoлeкулaрним пoдтипoвимa IBC. 

Показана је статистичи значајна разлику између свих испитиваних група осим између 

Lum A и Lum B подтипова IBC (Mann-Whitney U, p=0,128). Резултат је представљен као 

медијана. 

 

 

IBC са прекомерном експресијом HER2 су имали значајно веће вредности експресије 

GLB1 у односу на GLB1 негативне IBC. Што се тиче експресије у односу на експресију 

Ki67, не постоји значајна разлика између оних који су имали ниску, умерену или 

високу експресију (Фигура 40). Остале клиничко-патолошке карактеристике IBC нису 

биле повезане са експресијом GLB1. 

 

 
Фигура 40. Eкспрeсиja GLB1 у зависности од експресије Ki67 и експресије HER2. 

А. Eкспрeсиja GLB1 у тумoрским ћeлиjaмa не зaвиси oд експресије Ki67. Рeзултaт je 

прикaзaн кao мeдиjaнa (Kruskal-Wallis, p=0,709). Б. Постоји значајна разлика у 

eкспрeсиjи GLB1 у зaвиснoсти oд eкспрeсиje HER2. Рeзултaт je прикaзaн кao мeдиjaнa 

(Mann Whitney U, p<0,001). 
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Утврђенo је да не постоји значајна корелација између експресије рецептора за 

естрогене и прогестерон и експресије GLB1 у IBC (Spearman ρ) (Фигура 41). 

 

 
Фигура 41. Експресија GLB1 у зависности од експресије ER и PR. Eкспeсиja ER и 

PR aнaлизирaнa je крoз Allred скор. Не постоји статистички значајна експресија GLB1 у 

односу на експресију А. ER (p=0,846, ρ=0,014) и  Б. PR (p=0,489, ρ=-0,058).  

 

 

4.6.3. Експресија GLB1 као маркера прогресије карцинома дојке  

Дoбиjeнa ROC кривa приказана на Фигури 42, укaзуjу дa пoвeћaнa eкспрeсиja GLB1 

мoжe бити пoуздaн мaркeр прoгрeсиje IBC (AUC =0,740; p<0,001). Рeзултaти анализе 

указују да грaничнa врeднoст oд 27,5% GLB1 пoзитивних тумoрских ћeлиja oмoгућaвa 

рaздвajaњe пaциjeнткињa сa IBC oд пaциjeнткињa сa NIL (сeнзитивнoст 74,1%, 

спeцифичнoст 80,0%). 

 

 
Фигура 42. ROC кривa eкспрeсиje GLB1 у NIL и IBC. Израчуната вредност 

AUC=0,740 уз сензитивност 74,1% и специфичност 80,0% одређена је гранична 

вредност од 27,5%. 
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Након анализе и добијене граничне вредности сви IBC су сврстани у групу са 

негативном (≤27,5%) и позитивном (>27,5%) експресијом GLB1 (Фигура 43A). На 

Фигури 43Б-В приказана је  имунохистохемијска експресија GLB1 у односу на 

граничну вредност. 

 

 
Фигура 43. А. Учесталост GLB1+ и  GLB1- IBC у односу на граничну вредност 

експресије GLB1. Микроскопска слика експресије GLB1 у односу на граничну 

вредност: Б. GLB1+ и В. GLB1- (имунихистохемијска анализа, oригинaлнo увeћaњe 

200x). 

 

 

Показана је повезаност експресије GLB1 са следећим клиничкo-пaтoлoшким 

карактеристикама: хистoлoшки грaдус, нуклeaрни грaдус, мoлекуларни пoдтип IBC, 

HER2 статус (Табела 8). Укупно 94,7% IBC који су били негативни у односу на 

експресију GLB1, су такође били и HER2 негативни, док је код GLB1 позитивних било 

њих 26,2% HER2 позитивно. Повезаност експресије HER2 је показана и када се 

посматрају молекуларни подтипови IBC, односно код  GLB1 негативних није било 

HER2+ подтипа IBC, док код GLB1 позитивних тај проценат износи 17,4%. Насупрот 

томе највећи проценат односно 55,1% GLB1 негативних спада у TNBC молекуларни 

подтип док у овај молекуларни подтип од GLB1 позитивних спада само један IBC 

односно 0,9%.  
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Табела 8. Пoвeзaнoст eкспрeсиje GLB1 у IBC и испитивaних клиничкo-пaтoлoшких 

кaрaктeристикa. 

Клиничко-патолошке 

карактеристике 

GLB1 cut off 27,5% Chi-

Square 
p 

- + 

Стромални 

мнонуклеарни 

инфилтрат 

одсутан 2 (6,5%) 2 (3,2%) 

3,892 0,273 
низак 10 (32,3%) 33 (53,2%) 

умерен 14 (45,2%) 21 (33,9%) 

висок 5 (16,1%) 6 (9,7%) 

Фибробласти 
негативно 4 (22,2%) 13 (17,3%) 

0,020 0,887 
позитивно 14 (77,8%) 62 (82,7%) 

Хистолошки тип 

лобуларни 4 (10,8%) 14 (13,0%) 

0,120 0,942 дуктални 32 (86,5%) 91 (84,3%) 

остало 1 (2,7%) 3 (2,8%) 

Хистолошки 

градус 

градус 1 2 (5,3%) 15 (14,3%) 

10,016 0,007 градус 2 14 (36,8%) 59 (56,2%) 

градус 3 22 (57,9%) 31 (29,5%) 

Нуклеарни градус 

градус 1 2 (6,7%) 15 (18,3%) 

8,080 0,018 градус 2 14 (46,7%) 50 (61,0%) 

градус 3 14 (46,7%) 17 (20,7) 

Некроза тумора 
одсутна 5 (16,7%) 21 (23,3%) 

0,262 0,609 
присутна 25 (83,3%) 69 (76,7) 

Перинеурална 

инвазија 

одсутна 27 (71,1%) 74 (67,9%) 
0,025 0,874 

присутна 11 (28,9%) 35 (32,1%) 

Лимфна инвазија 
одсутна 14 (36,8%) 58 (53,2%) 

2,402 0,121 
присутна 24 (63,2%) 51 (46,8%) 

Васкуларна 

инвазија 

одсутна 31 (81,6%) 82 (75,2%) 
0,639 0,424 

присутна 7 (18,4%) 27 (24,8%) 

Молекуларни 

подтип IBC 

Lum A 5 (13,2%) 25 (22,9%) 

67,563 0,000 
Lum B 12 (31,6%) 64 (58,7%) 

HER2 + 0 (0,0%) 19 (17,4%) 

TNBC 21 (55,3%) 1 (0,9%) 

HER2 
негативни 36 (94,7%) 79 (73,%) 

6,249 0,012 
позитивни 2 (5,3%) 28 (26,2%) 

Ki67 

низак 7 (20,0%) 23 (21,3%) 

0,433 0,805 умерен 9 (25,7%) 33 (30,6%) 

висок 19 (54,3%) 52 (48,1%) 

T статус 

T1 10 (28,6%) 38 (38,4%) 

2,457 0,507 
T2 18 (51,4%) 46 (46,5%) 

T3 4 (11,4%) 5 (5,1%) 

T4 3 (8,6%) 10 (10,1%) 

N статус 

N0 9 (25,0%) 41 (41,8%) 

4,862 0,182 
N1 13 (36,1%) 35 (35,7%) 

N2 8 (22,2%) 11 (11,2%) 

N3 6 (16,7%) 11 (11,2%) 
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У односу на хистолошки градус, IBC који су GLB1 негативни у највећој мери су 

хистолошког градуса 3 57,9% (22), док код GLB1 пoзитивних нajвeћи прoцeнaт спада у 

грaдус 2 односно 56,2% (59). Такође, у односу на нуклеарни градус, код GLB1 

негативних, пoдjeднaк je прoцeнaт IBC кojи су грaдус 2 и грaдус 3 oднoснo 46,7% (14) 

док код GLB1 пoзитивних 61,0% (50) спада у грaдус 2. 

 

 

 

4.7. Анализа међусобних односа експресије маркера OIS 

 

Испитивана је повезаност између различитих белега OIS (p16, p21, p53, pRb и GLB1) у 

свакој од група у односу на цитолошке промене (IBC, ISC, AH и NE) (Spearman ρ). Код 

IBC, статистички значајна корелација је утврђена између експресије p16 и p53, између 

p21 и pRb, p21 и GLB1, као и између pRb и GLB1. Такође, значајна корелација постоји и 

између p16 и p53 у оквиру ISC групе (Фигура 44). Код AH и NЕ није показана 

статистички значајна корелације у експресији између испитиваних параметара. 

 

 
Фигура 44. Корелација експресије између p16, p21, p53, pRb и GLB1 у оквиру група 

у односу на цитолошке промене у епителу. Између A. p16 IBC и p53 IBC (p=0,038, 

ρ=0,218), В. p21 IBC и GLB1 IBC (p=0,004, ρ=0,264) као и Г. pRb IBC и GLB1 IBC 

(p=0,046, ρ=0,199) утврђена је слаба позитивна корелација док је између Б. p21 IBC и 

pRb IBC (p=0,005, ρ=0,300), и Д. p16 ISC и p53 ISC (p=0,013, ρ=0,344) утврђена умерена 

позитивна корелација. 

 

 

Сви IBC су сврстани на основу претходно дефинисаних cut off вредност за експресију 

p53 и p21 у једну од следећих група p53-/ p21-, p53-/ p21+, p53+/ p21- и p53+/ p21+. 

Највећи број IBC односно 40 (54,1%) спада у групу p53+/ p21+ (Фигура 45).  

   



79 

 

 
Фигура 45. Учесталост IBC у односу на експресију p53 и p21. Сви IBC су 

класификовани на: p53-/p21-(n=1), p53-/p21+ (n=23), p53+/p21-(n=10) и p53+/p21+ 

(n=40).  

 

 

Такође, у односу на дефинисане cut off вредности за експресију p16 и pRb сви IBC су 

сврстани у следеће групе p16-/pRb-, p16-/pRb+, p16+/pRb- и p16+/pRb+. Укупно 40 IBC 

односно 46,0% спада у групу p16+/pRb+ (Фигура 46). 

 

 
Фигура 46. Учесталост IBC у односу на експресију p16 и pRb. Сви IBC су 

класификовани на: p16-/pRb-(n=7), p16-/pRb+(n=10), p16+/p21-(n=30) и p16+/p21+ 

(n=40). 
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5. ДИСКУСИЈА 

 

 Карцином дојке је најчешћи малигнитет код жена широм света и представља 

веома хетерогену болест(1). Повећани програм скрининга и свест имају значајан утицај 

на стопу преживљавања код карцинома дојке. Рано откривање омогућава и рано 

ефикасно лечење(378).  Међутим, још увек постоји потреба да се разуме основни 

аспект туморогенезе дојке. Утврђено је да маркери повезани са сенесценцијом играју 

важну улогу у развоју широког спектра људских карцинома. Бројна истраживања 

указују на парадоксалну улогу ћелијске сенесценције у карциномима(324). Толико је 

интересовање за ћелијску сенесценцију у туморогенези да се сугерише да се „индекс 

сенесценције“ може користити као прогностички индикатор и да би употреба 

онкогеном индукованих маркера сенесценције у клиници могла бити корисна у 

откривању карцинома у раној фази болести.  

 Пут ћелијске сенесценције је заштитни механизам ћелија против мутација 

неповратним заустављањем раста. За разлику од апоптозе, сенесцентне ћелије су и 

даље метаболички активне упркос њиховој трајној цитостатској фази. Биолошки, 

постоје два основна подтипа сенесценције и то репликативна сенесценција и 

онкогенима индукована сенесценција. Репликативна сенесценција углавном укључује 

прогресивно скраћивање теломера, док онкогенима индукована сенесценција може 

бити покренута активираним онкогеном RAS, оштећењем DNА или другим ћелијским 

стресом преко два добро успостављена пута; односно p16–pRb и p53-p21(379). Познато 

је да у патогенези карцинома дојке p53, p21, p16 и pRb играју важну улогу у контроли 

ћелијског циклуса(379). Свака фаза ћелијског циклуса је строго регулисана у 

нормалним ћелијама. Међутим, након излагања митогеним стимулансима, ове 

регулаторне компоненте постају дерегулисане, што предиспонира ћелијску 

трансформацију епителних ћелија дојке. Бројне студије имплицирају улоге онкогених и 

тумор-супресивних компоненти у различитим типовима карцинома код људи, 

укључујући иницијацију и развој карцинома дојке(380-382). Постоје значајне 

информације о регулацији и улози компоненти ћелијског циклуса у ћелијама 

карцинома дојке, а претходне студије могу се користити у терапијске сврхе. Налази из 

експерименталних студија такође подржавају да су промене у овим компонентама 

клинички значајне(383). 

  

5.1. p16 

 Молекуларно профилисање пружило је доказе о хетерогености тумора дојке, па 

стога постоји стални интерес за идентификовањем нових маркера који ће помоћи у 

предвиђању прогнозе и одговору на терапију. Jедан од маркера који је протеклих 

неколико година у жижи интересовања је инхибитор ћелијског циклуса p16. Резултати 

нашег истраживања су показали да се експресија повећава од NE, преко AH и ISC до 

IBC. У складу са чињеницом да је p16 тумор супресорски протеин, његова експресија се 

поваћева са повећањем пролиферације епителних ћелија, као природни одговор тумор 

супресора да се супростави неконтролисаном расту. У таквим околностима експресија 

би требала да достигне свој максимум у ISC променама, а затим и плато код IBC, што 

би указивало на улогу p16 у спречавању малигне трансформације преинвазивних 

промена у дојци(183). Бенигни тумори прекомерно експримирају p16, који инхибира 

пролиферацију ћелија као одговор на онкогене стимулусе, штитећи ћелије од малигне 

трансформације. Међутим, активацијом алтернативних сигналних путева, туморска 

супресија зависна од p16, у неким случајевима, неће испољити адекватну функцију што 

ипак резултује неконтролисаном и несврсисходном пролиферацијом ћелија(180, 384). 

На основу тога, експресија p16 може имати дијагностички значај у диференцијацији 
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премалигних и малигних лезија(182). OIS има снажну антитуморску улогу, што је 

показано у различитим бенигним лезијама попут невуса, неурофиброма и шванома, а 

праћена је прекомерном експресијом p16 и заустављањем ћелијског циклуса(181, 337, 

385-388). Насупрот, малигне форме ових тумора показују слабу или потпуно одсутну 

p16 имунореактивност што се доводи у везу са малигном трансформацијом и 

прогресијом(386, 387, 389, 390).  

 Резултати наше студије показују значајно већу p16 експресију у групи IBC, него 

у NIL. Прогресивно повећање експресије p16 од нормалног ткива до неопластичног, 

описано је код више различитих малигнитета(266, 281-283, 288, 391, 392). Сличан 

образац је примећен у променама коже где се експресија p16 повећава од ниских нивоа 

код премалигних лезија (актиничне кератозе) до високих нивоа експресије у in situ и 

инвазивним карциномима(393, 394). Поред тога, показана је повећана једарна 

експресија p16 у премалигним и малигним лезијама жучне кесе, у поређењу са 

нормалним епителом(395). Проучавањем цитолошких промена у сквамозном епителу 

грлића материце, доказана је значајно већа експресија p16 у инвазивном карциному у 

односу на експресију у нискоградусним и високоградусним диспластичним сквамозним 

интраепителним лезијама, па је предложено да се овај маркер може користити у 

диференцијацији неинвазивних од инвазивних промена цервикса(279).  

Ekundina и сарадници показују већу експресију p16 у инвазивном карциному у односу 

на неинвазивне промене у дојци(396). Сличне резултате су показали у својој студији 

Rahmawati Pare и сарадници(183). Резултати ове и других студија су у складу са нашим 

и показују да појачана експресија p16 у малигном ткиву дојке корелира са негативним 

статусом ER и PR(183, 397-399).  

 Поред тога, ми указујемо да је појачана експресија p16 праћена повишеним 

индексом пролиферације одређиваним нуклерном експресијом Ki67, о чему 

извештавају и други аутори(400-403). Овакви резултати индиректно показују да висока 

експресија p16 претпоставља лошију прогнозу болести. Протеин p16 је присутан у G1 

фази ћелијског циклуса и има веома дуг полуживот због чега се акумулира у ћелијама 

са порастом броја деоба. Ово делимично може објаснити већу p16 експресију у високо 

пролиферативним ћелијама тумора него у ћелијама нормалног епитела дојке, а такође 

може бити разлог и за позитивну корелацију p16 експресије и Ki67 маркера 

пролиферације. Gauthier и сарадници су показали да жене са патохистолошком 

дијагнозом ISC које експримирају висок p16 и висок Ki67 развијају нови тумор, па у 

складу са овим Ki67 класификује високу експресију p16 у две групе: оне код којих се 

развије накнадни рак дојке и другу групу жена код којих се то не догоди. Тумори који 

се развијају након ISC са високом експресијом p16 / високим Ki67 често су изразито 

инвазивни карциноми дојке. Преостали ISC који показују високу p16 

имунопозитивност имали су низак Ki67, што указује на то да су ове ћелије задржале 

регулацију контролне тачке p16/pRb. Заиста, већина лезија које показују фенотип 

високе експресије p16 / ниског Ki67 нису биле повезане са рецидивом ISC или појавом 

IBC(404). У испитивању Kerlikowske, p16 је био једини појединачни маркер који је 

корелирао са инвазивним рецидивом након ISC(405). 

 Наша анализа молекуларних типова IBC показала је да највећу експресију p16 

имају HER2+ и TNBC. Shin и сарадници извештавају о повезаности високе експресије 

p16 са Луминалним Б и HER2+ туморима (406), док су друге студије представиле 

резултате сличне нашим, што се посебно односи на повезаност високе експресије p16 у 

TNBC(407-409). 

 У различитим бенигним и малигним променама, примећено је да се експресија 

p16 може појавити у једру и/или у цитоплазми истовремено, што упућује да различита 

локализација p16 има другачију улогу у процесу пролиферације и туморогенезе(410). 
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Анализом резултата нашег истраживања, уочили смо тренд пораста епителне 

цитоплазматске експресије p16 од NE, преко AH и ISC до IBC, где је експресија уједно 

била и највећа, за разлику од једарне експресије која је била највећа у NE и прогресивно 

се смањивала ка IBC. Сличне резултате показали су Feriancova и сарадници, где је 

једарна експресија била изражена у неинвазивним лезијама дојке, а цитоплазматска 

експресија је била само код инвазивног карцинома(411). Такође, у другим 

истраживањима је показано да је у туморима дојке експресија p16 била ограничена на 

једро у фиброаденому, а једарно-цитоплазматска или искључиво цитоплазматска 

експресија се уочавала код карцинома(266, 281). Бројне студије су покушале да објасне 

значај различите субцелуларне локализације p16 протеина. Регулација ћелијског 

циклуса, као најважнија функција p16, одвија се у једру. С друге стране цитоплазматско 

бојење у неким туморима је указивало на туморску прогресију и лошу прогнозу(412). 

Цитоплазматска експресија p16 се може објаснити стварањем комплекса p16 са 

секвестрираном CDK4, који не може проћи кроз нуклеарну мембрану и последично се 

акумулира у цитоплазми(283, 413, 414). Даље, његова локализација може да зависи од 

пост-транслацијских модификација или његове способности да формира комплекс са 

другим протеинима(415). p16 у цитоплазми интерагује са различитим протеинима, на 

пр. са α-β-γ актином и α-β тубулином који имају улогу у миграцији ћелија и изградњи 

ћелијског цитоскелета(416). Још један протеин, повезан са аберантном акумулацијом 

p16 у цитоплазми је анјонски измењивач 1 (енгл. anion exchanger 1, АЕ1). Интеракција 

трансмембранског протеина АЕ1 и p16 у карциномима желуца и дебелог црева, 

резултује секвестрацијом p16 и доводи до акумулације оба протеина у цитоплазми. 

Такође, Shen и сарадници показују да смањена функција АЕ1 индукује ослобађање и 

прелаз p16 из цитоплазме у једро, што доводи до ћелијске смрти и инхибиције раста 

тумора(417). Због свега наведеног, локализација p16 у цитоплазми може представљати 

алтернативни механизам за модулацију различитих сигналних путева, уместо 

једноставног начина за инактивацију функције контроле ћелијског циклуса(413). 

 Занимљив резултат нашег истраживања је да у p16 позитивним IBC, постоји 

израженији интра и перитуморски мононуклеарни инфилтрат, као и већа експресија p16 

у фибробластима строме. Група аутора је испитивала p16 експресију у строми 

муцинозног карцинома грлића материце и дошла до закључка да прекомерна 

експресија p16 у стромалним ћелијама доприноси расту, прогресији и агресивнијем 

понашању овог тумора(418). Публиковани резултати сугеришу да p16 протеин 

подстиче инвазивност кроз интеракције са другим молекулима повезаним са 

миграцијом туморских ћелија(413, 419-422). Прекомерна експресија p16 у туморским 

ћелијама и фибробластима строме доприноси напредовању тумора излучивањем 

проупалних цитокина (IL-1, IL-6 и IL-8) и ензима попут протеаза (енгл. matrix 

metalloproteinases - MMP)(314, 423, 424). Дуготрајно присуство оваквих ћелија одржава 

хронично инфламаторно микроокружење које је суштински туморогено(425, 426). 

Даље, модулира друге важне особине карцинома локалним олакшавањем 

неоваскуларизације(353), епителијално-мезенхимске транзиције(302, 355), инвазије 

тумора (427, 428) и ћелијске пластичности(208). p16 позитивни фибробласти строме 

продукују молекуле који могу поспешити развој тумора in vivo и настанак малигног 

фенотипа у моделима ћелијских култура. Ови ефекти су примећени код великог броја 

ћелијских типова, укључујући ћелијске линије тумора дојке(355, 357, 429-431), 

коже(432), простате(355, 433), панкреаса (434) и оро-фарингијалне мукозе(344). Један 

од најнепосреднијих, протуморогених учинака је поспешивање пролиферације 

епителних ћелија. У случају паренхима дојке, фибробласти строме подстичу 

пролиферацију премалигних и малигних епителних ћелија(355, 429, 431). Такође је 

показано да стромални фибробласти плућа човека могу промовисати раст тумора, 
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стимулишући ангиогенезу лучењем повећане концетрације проангиогених фактора, од 

којих је један васкуларни ендотелни фактор раста (енгл. Vascular Endothelial Growth 

Factor, VEGF)(353). Све наведено указује да експресија p16 у фибробластима строме и 

израженији мононуклеарни инфилтрат утичу на раст и прогресију различитих 

неоплазми, укључујући и IBC. 

 

5.2. p53 

 p53 се налази на кратком краку хромозома 17p. Производ гена TP53 је протеин 

који делује тако што се везује за DNA да би регулисао ћелијски циклус(435). Од 

открића p53 1979. године, спроведене су опсежне студије, које су утврдиле кључну 

улогу p53 у супресији тумора(214, 225). Губитак функције дивљег типа p53 кроз 

мутације гена ТP53 и других механизама као што је прекомерна експресија негативних 

регулатора p53 (нпр. MDM2, MDM4 и PPM1D – енгл. Protein Phosphatase Magnesium-

Dependent 1 Delta) је познат предуслов за иницирање и/или напредовање многих 

карцинома код људи(214, 225). Као фактор транскрипције, p53 извршава своју 

функцију супресије тумора углавном кроз везивање за p53 елементе који везују DNA у 

својим циљним генима како би регулисао њихову експресију. Кроз транскрипциону 

регулацију ових гена, p53 игра критичну улогу у многим важним биолошким 

процесима, укључујући апоптозу, заустављање ћелијског циклуса, сенесценцију, 

поправку DNA, ћелијски метаболизам и антиоксидантну одбрану, који доприносе 

функцији p53 у супресији тумора(214).  

 Ген ТP53 је најчешће мутирани ген хуманих тумора(436). Занимљиво је да за 

разлику од многих других гена супресора тумора, као што су BRCA1, pRb и APC, који 

се обично инактивирају брисањем или скраћивањем мутација код карцинома, већина 

мутација ТP53 у канцерима су мисенс мутације, што доводи до производње мутираног 

p53 протеина пуне дужине. са само једном супституцијом аминокиселине(437). 

Мутирани протеин p53 има тенденцију да има продужени полуживот и тада може бити 

откривен коришћењем специфичних антитела у ткиву и ћелијама(438, 439).  

 Имунохистохемијскoм анализом експресије p53 смо показали да се експресија 

повећава од NE, преко AH и ISC до IBC. У истраживању Ekundina и сарадника показали 

су сличне резултате, при чему су показали повећање експресије p53 од нормалног 

ткива, преко фиброаденома до инвазивног дукталног карцинома где је експресија 

уједно била и највећа(440). У другој студији имунореактивност p53 у нормалним и 

бенигним ткивима генерално је представљена као слабо нуклеарно бојење, при чему се 

експресија повећавала како лезија напредује од премалигних до малигних 

промена(441). Генерално, у овој студији се експресија p53 повећава од нормалног ткива 

до AH и ISC, а затим се благо смањује од ISC до IBC. Даље, открили су да је 

вероватније да ће одговарајуће нормално ткиво које је позитивно обојено бити даље 

позитивно у пролиферативнијим лезијама. Међутим, већа је вероватноћа да ће p53 бити 

смањене експресије у IBC, него у ISC(441). Овакав налаз је у складу за 

туморсупресорском функцијом p53 дивљег типа, који има улогу да спречи настанак 

инвазивног тумора посредовањем у регулаторним путевима ћелијског циклуса било 

преко заустављања ћелијског циклуса, апоптозе или ћелијске сенесценције(217). 

Мећутим, наши резултати показују највећу експресију p53 у IBC, што указује на 

абнормалности гена, које могу довести до настанка инвазивног карцинома, након 

акумулације многих мутација у истим ћелијама(442). Инвазивни карцином може 

настати након што ћелије надмаше регулаторне механизме ћелијског циклуса када се 

јаве мутације у самом гену за сузбијање тумора. Пријављено је да су мутације p53 једна 

од најчешћих познатих генетских промена у различитим карциномима код људи.  Више 

од 75% мутација не утиче на транслацију протеина p53, али мутирани протеин p53 губи 
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функције дивљег типа(443). Мутант p53 је стабилнији у поређењу са краткотрајним p53 

дивљег типа(444). Дуго присуство самог мутантног p53 може имати онкогени ефекат на 

ћелије(445). Mутирани p53 може да олакша инвазивност IBC олакшавањем настанка 

ЕМТ. Mутант p53 може да веже и секвестрира свог сродника p63(446). Ово 

компромитује функцију p63, која нормално инхибира ЕМТ, миграцију и инвазију, 

промовишући пролиферацију ћелија(447). Мутација p53 може изазвати ЕМТ и 

метастазе помоћу неколико других механизама. Прво, дивљи тип p53 формира 

троструки комплекс са MDM2 (енгл. Murine Double Minute-2) и SLUG (енгл. Zinc-

Finger Transcription Factor) како би промовисао деградацију овог ЕМТ индуктора(448), 

док мутација p53 појачава експресију SLUG-а супротстављајући се његовој деградацији 

што омогућава ЕМТ. Друго, дивљи тип p53 директно потискује експресију гена за 

рецептор хијалуронске киселине (CD44), док мутант p53 надјачава овај ефекат(449). 

Треће, доминантно негативан p53 појачава рециклирање интегринa који везује 

фибронектин (као што је α5β1- интегрин) и ЕGFR (енгл.  Epidermal Growth Factor 

Receptor), чиме се промовише покретљивост и инвазија(450, 451). Претходни извештаји 

сугерисали су да позитивна експресија p53 представља типичну карактеристику за IBC 

и да je обећавајући биомаркер за прогресију ISC(452-454). Такође, поједина 

истраживања сугеришу да ISC са високом експресијом p53 могу бити директни 

прекурсори суседног IBC и дa ISC подгрупа са високом експресијом  p53 може 

представљати „агресиван“ тип ISC. Резултати ове студије још указују на то да неке 

генетске промене морају настати у раној прекурсорској ћелији и њих наслеђују ћелије 

ћерке које постају све абнормалније јер сазревају. Да би ћелије напредовале у IBC, ISC 

ћелије морају стећи додатне генетске или епигенетске промене које дају предност 

преживљавању за ове ћелије у односу на оне без измена. Овај модел прогресије 

карцинома дојке може објаснити зашто неки ISC, али не и други, касније развијају IBC. 

Највероватније, није сваки ISC унутар истог пацијента способан да напредује до IBC 

због индивидуалне хетерогености међу ISC лезијама. Само оне лезије са агресивнијим 

карактеристикама, укључујући, али не ограничавајући се на присуство мутантног p53 

погодне су за напредовање карцинома дојке(455). Rivero и сарадници су такође 

показали већу експресију p53 код малигних и граничних филодних тумора у поређењу 

са бенигним, што помаже у дијагностици и разликовању ових промена(456).  

 Показали смо значајну повезаност између p53 и TNBC у складу са претходним 

студијама које су указалане на корелацији експресије p53 и TNBC са пратећим 

агресивним понашањем тумора, млађим узрастом при постављању дијагнозе, високим 

градусом тумора, метастазама и лошијом прогнозом(457, 458). Овај налаз указује на 

губитак транскрипционе функционалности p53 у одржавању геномског интегритета 

изазивањем апоптозе, заустављања ћелијског циклуса и сенесценције како би се 

зауставило напредовање рака дојке са прекомерном експресијом p53(459). Такође су у 

другим студијама показали значајну повезаност између прекомерне експресије p53 и 

TNBC(460). TNBC који показују високу експресију p53 су најчешће повезани са 

високим хистолошким градусом, израженијом некрозом и присутним интратуморским 

лимфоцитним инфилтратом(461).  

 У даљем истраживању испитивали смо повезаност експресије p53 са 

вредностима других стандардних прогностичких параметара (хистолошког и 

нуклеарног градуса, митотског индекса, инвазије крвних и лимфних судова, 

перинеуралне инвазије, стромалне мононуклеарне реакције, статуса метастатски 

измењених лимфних чворова аксиле, величином тумора, експресије ER, PR, HER2 и 

Ki67). Анализом смо утврдили значајну повезаност између експресије p53 и присутне 

некрозе у тумору. Овакав резултат је у складу са налазима ранијих студија које су 

показале да је мутација гена за p53 у карциному дојке праћена бржим растом тумора и 
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присуством некрозе у туморском ткиву(462). Традиционално, некроза се сматра 

прогностички неповољним параметром у карциному дојке. Показано је да садржај 

некротичних ћелија појачава ангиогенезу и пролиферацију ендотелних ћелија, индукује 

неоваскуларизацију и повећава миграцију, инвазију и интеракције ћелија-ћелија(463). 

Узето заједно, чини се да некроза ћелија олакшава и инвазију и миграцију, чиме 

подстиче прогресију карцинома. 

 Такође, експресија p53 је била значајно повезана са прекомерном HER2 

експресијом и са високом експресијом индекса пролиферације Ki67, са вишим 

нуклеарним градусом и са присутном лимфном инвазијом, али у негативној корелацији 

са ER и PR. Утврђено је да су гени HER2 и TP53 присутни на хромозому 17 (17q21 и 
17p13.1, редом) и да постоји јака повезаност између прекомерне експресије HER2 и 

мутација TP53 код карцинома дојке(464). Бројне студије су показале повезаност 

прекомерне експресије HER2 и експресије p53(465-467), али су у студији Román-Rosales 

и сарадници показали да прекомерну експресију HER2 индукују мутанти p53 преко 

HER2 транскрипционе активације(468). Ацетиловани H3 и H4 хистони су повезани са 

HER2 проксималним промотером у присуству мутаната p53R248K и p53R273C. Међутим, 

потребно је више студија да би се потпуно разјаснио механизам помоћу којег мутанти 

p53 могу индуковати усходну регулацију mRNA HER2 и прекомерну експресију 

протеина(468). Сличне резултате су показали и Fedorova и сарадници(469). Показали су 

да у HER2 позитивним туморима, нивои HER2 mRNA су значајно виши у узорцима са 

мутантним p53 у поређењу са узорцима са дивљим типом p53. С друге стране, код 

HER2 негативних тумора, ниво HER2 mRNA је значајно нижи у узорцима са мутантним 

p53 у поређењу са узорцима са дивљим типом p53. Сумирано ови подаци указују на 

повезаност између присуства мутантног p53, али не и дивљег типа, и експресије 

HER2(469). У моделу миша, показало се да мутирани p53R172H интерагује са онкогеном 

HER2 сигнализацијом у развоју рака дојке. Аутори су открили да мутирани p53 

појачава HER2 сигнализацију, чиме се олакшава пролиферација ћелија рака дојке и 

повећава популација матичних ћелија рака дојке(470). Мутирани p53 може повећати 

ниво HER2 појачањем транскрипционе активности HSF1 (енгл. Heat Shock Factor 1 ), 

чија је мета (између неколико других) пратилац Hsp90 (енгл. Heat Shock Protein 90), 

који заузврат стабилизује HER2 и сам мутирани p53 на нивоу протеина(471). Дакле, 

статус p53 (да ли је дивљи или мутирани облик) утиче на експресију HER2 на супротне 

начине, промовишући пролиферацију или апоптозу туморских ћелија(472). Meђутим 

нека истраживања су показала супротне налазе нашим, тј. експресија p53 је била 

праћена негативним HER2(408, 473).  

 На изражену пролиферативну активност тумора који су у нашем истраживању 

показали експресију p53 указује и њихова повезаност са индексом ћелијске 

пролиферације Ki67. Наиме, већа експресија p53 је била у туморима који показују 

висок  Ki67 што је у складу са другим студијама(474-476). Позитивна корелација 

између ова два молекула указује на њихов синергистички ефекат. Прекомерно 

експримирани p53 промовише раст туморских ћелија, што доводи до повећане 

инвазивности тумора и метастаза. Ki67 је једарни маркер који показује експресију у 

свим фазама ћелијског циклуса, изузев у G0, са полуживотом од само 60 до 90 

минута(477). Због тога се користи као пролиферативни индекс туморских ћелија, а на 

његов прогностички значај за процену преживљавања у последње време се све више 

указује(478-482). p53 суштински утиче на експресију гена Ki67, међутим, његов 

регулаторни механизам транскрипције у последње време није јасан. Wang је са 

сарадницима испитивао утицај p53 на експресију гена Ki67. Открили су да p53 везујући 

мотиви посредују у трансрепресорној активности Ki67 промотера. Међутим, мутацијом 
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у гену за p53 ова улога се губи, што индиректно показује повезаност експресије p53 

протеина и индекса пролиферације Ki67(483).     

 Даље смо утврдили негативну корелацију између експресије p53 и експресије ER 

и PR у складу са другима(73, 484). Постоје два облика ER и то ERα и ERβ. Утврђено је 

да ERα интерагује са p53 на промоторима p53 циљних гена, као што су p21 и PCNA, и 

потискује транскрипциону активност p53(485). Друго, ERα је мета p53. У ћелијама 

MCF-7, ектопична експресија p53 је повећала експресију ERα, док је у нокдаун 

мишевима код којих је смањена (утишана) ескпресија гена за p53, била смањена  

експресија ERα(486). Третман оштећења DNA доксорубицином или јонизујућим 

зрачењем повећао је нивое p53, а потом и ERα протеина и mRNA за ERα. Поред тога, 

ефекат оштећења DNA на експресију ERα може бити додатно побољшан прекомерном 

експресијом p53(487). До данас, многе студије клиничких случајева карцинома дојке 

дале су опречне резултате, али свеукупно, примећена је корелација између ERα и p53: 

то јест, p53 је првенствено дивљег типа код ER-позитивног карцинома дојке и 

мутантног типа код ER-негативног карцинома дојке. Многе недоследности потичу од 

мале величине узорка и методе одређивања статуса p53. Иако постоје многи други 

фактори који доприносе настанку тумора, ER-позитивни карциноми чине већину 

случајева карцинома дојке, грлића материце и ендометријума. Није познато како ER-

позитивни тумори са дивљим типом p53 напредују да постану ER-негативни тумори са 

мутантним p53, иако се претпоставља да је мутант p53 у стању да транскрипцијски 

потисне ERα транскрипцију(488). Регулаторна петља позитивне повратне спреге између 

ERα и p53 може објаснити зашто тумори са мутираним p53 имају тенденцију да буду 

ER-негативни, а ER-негативни карциноми дојке губе експресију p53 дивљег типа и 

последично постају агресивни тумор. То су покушали да објасне Shirley и сарадници 

идентификовањем транскрипционих механизама који објашњавају уочену корелацију 

између функције p53 и експресије ER код карцинома дојке код људи. У овом 

истраживању су показали да p53 регулише експресију ER, обезбеђујући механизам за 

објашњење подударности експресије дивљег типа p53 и ER и високе фреквенције 

негативности ER примећене код тумора са мутацијама p53. Штавише, њихови налази 

сугеришу да ране мутације и/или губитак функционалног p53 током туморогенезе могу 

довести до ER негативних карцинома дојке, што утиче на прогресију тумора и одговор 

на антихормонску терапију(487). Међутим, још увек постоји значајан број ER-

позитивних случајева карцинома дојке са мутираним p53, што се не може објаснити 

овом хипотезом(465, 489). У једној студији су испитали и утврдили позитивну 

корелацију између ERβ и p53. Поред тога што делује као коактиватор, ERβ може 

повећати активност p53 промовисањем његове стабилности и нуклеарне транслокације. 

Даље, показали су да ERβ реагује са дивљим типом p53 и умањује инхибиторни ефекат 

ERα на функцију p53. Ефекат ERβ на p53-ERα асоцијацију може се објаснити његовом 

директном асоцијацијом или са p53 или ERα и сугерише да се конкуренција између ER 

подтипова за сарадњу са p53 на нивоу транскрипције може јавити у ћелијама које 

експримирају оба рецептора. Дакле, однос ERβ наспрам ERα и њихов афинитет за 

везивање p53 су кључни фактори у одређивању активности p53 у ткивима која реагују 

на естроген. Ови резултати указују на улогу ERβ као корегулатора који чува активност 

супресора тумора p53. Да би се ово постигло, рецептор може другачије да делује на 

дивљи тип и мутантни p53 због њиховог формирања различитих транскрипционих 

комплекса. Само мутантни p53 ступа у интеракцију са p63 и p73 и због своје 

поремећене активности везивања DNA, често се везује за специфичне DNA секвенце 

преко других фактора транскрипције. Везивањем за антиметастатски p63 и 

спречавањем његове нормалне транскрипционе активности, мутантни p53 промовише 

ћелијску инвазију. Зато интеракција ERβ са мутантним p53-p63 комплексима умањује 
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инхибиторни ефекат мутантног p53 на p63 омогућавајући активацију транскрипције 

p63 која смањује инвазивност тумора(490). Овакво дејство ERβ може да оправда налазе 

појединих аутора где је p53 био у позитивној корелацији са ER(465, 489).  

 Анализирали смо и експресију p53 као маркера прогресије карцинома дојке и 

добили ROC криву која указује да повећање експресије p53 може бити предиктивни 

маркер прогресије. На основу ове анализе издвојена је оптимална гранична вредност 

експресије p53 од 4%, која раздваја пацијенете са позитивним и негативним IBC. Како 

би се испитала повезаност клиничкопатолошких карактеристика са вредностима 

експресије p53, сви IBC су на основу дефинисане граничне вредности сврстане у групу 

са негативном (≤4%) и позитивном (>4%) експресијом p53. Овом анализом потврдили 

смо претходне резултате везано за Ki67, HER2, присутну некрозу, молекуларни подтип. 

Oно што је ново у оваквој анализи је да се највећи проценат p53 позитивних тумора 

налази у Т2 и N1 статусу док је код p53 негативних најучесталији био T1 и N0 статусу. 

Величина тумора је класичан параметар биологије тумора и директно је повезана са 

већом шансом за регионалну аксиларну захваћеност, већим бројем захваћених чворова 

и већом вероватноћом рецидива и смрти. Његова прогностичка вредност се може 

видети у случајевима са и без захватања аксиларних лимфних чворова, што је веома 

важно у одсуству регионалног ширења јер може помоћи у идентификацији пацијената 

са високим или ниским ризиком од рецидива(491). Статус аксиларног лимфног чвора и 

величина тумора су два најважнијa фактора укљученa у систем стадирања америчког 

заједничког комитета за рак (AJCC)(492). Истраживачи су анализирали могућу везу 

између величине тумора и клиничко-биолошких фактора који се обично користе у 

свакодневној клиничкој пракси код пацијената са IBC без захваћености аксиларних 

лимфних чворова, односно фокусирајући се искључиво на величину тумора. Након 

анализе 251 случаја, пронађена је статистички значајна повезаност између величине 

тумора и старости преко 70 година, високог хистолошког градуса, високе 

пролиферације ћелија (висока експресија Ki67) и експресије p53(493). Повезаност 

између већег промера тумора и p53 описали су други, али не и Temmin и сарадници 

(494) и Al Joudi и сарадници(495). Jindal и сарадници су пронашли статистички 

значајну корелацију експресије p53 са величином тумора и метастазама у лимфним 

чворовима(496).  

 Дакле, чини се да је агресивност карцинома дојке директно повезана са 

процентом p53 позитивних туморских ћелија, а његова прекомерна експресија је 

директно повезана са лошим прогностичким параметрима. Случајеви позитивни на p53 

могу се тумачити као они који су изгубили механизам за контролу инхибиције 

пролиферације ћелија и добили активатор малигног потенцијала. Горе наведени налази 

и корелација са различитим студијама доказали су да је p53 независан и лош 

прогностички фактор и да може бити потенцијална мета за будуће лечење карцинома 

дојке.  

 

5.3. p21 

 Упркос улози у заустављању ћелијске пролиферације и способности да 

промовише диференцијацију и ћелијску сенесценцију, недавне студије сугеришу да под 

одређеним условима p21 може да промовише ћелијску пролиферацију и 

онкогеност(185). Сходно томе, p21 је често погрешно регулисан код карцинома код 

људи, али његова експресија, у зависности од ћелијског контекста и околности, 

сугерише да може деловати као супресор тумора или као онкоген(185). p21 посредује у 

својим различитим биолошким активностима првенствено везивањем и инхибирањем 

активности комплекса киназе - циклин-зависних киназа (енгл. Cyclin-Dependent Kinases 

- CDKs) што доводи до заустављања раста у специфичним фазама ћелијског 
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циклусa(252). Поред тога, везивањем за пролиферишући ћелијски нуклеарни антиген 

(енгл. Proliferating Cell Nuclear Antigen, PCNA), p21 омета PCNA-зависну активност 

DNA полимеразе, чиме инхибира репликацију DNA и модулира различите процесе 

поправке DNA зависне од PCNA(497). 

 Једноставан став да p21 делује као супресор тумора је компликован налазом да 

p21 може да испољава онкогене активности. p21 је прекомерно експримиран у 

различитим врстама карцинома код људи укључујући карцином простате, грлића 

материце, дојке и карцином сквамозних ћелија и у многим случајевима, регулација p21 

позитивно корелира са степеном тумора, инвазивношћу и агресивношћу и представља 

лош прогностички индикатор(498-501). p21 такође може да промовише онкогенезу 

независно од своје анти-апоптотске активности промовисањем склапања комплекса 

циклина D са CDK4 или CDK6 без инхибиције њихове киназне активности(502). На 

пример, p21 промовише олигодендроглиоме само када може да формира комплексе са 

циклином D1(503). p21 посредовано нуклеарно задржавање циклина D1 штити циклин 

D1 од цитоплазматске деградације и промовише његову повезаност са CDK4 и CDK6 и 

њихову активацију(504). Секвестрација p21 помоћу CDK4 - циклина D i CDK6 - 

циклина D такође може промовисати онкогенезу ослобађањем CDK2 од инхибиторног 

p21. Ово је демонстрирано способношћу вируса леукемије Т ћелија типа 1 (енгл. Human 

T-Cell Leukemia Virus Type 1, HTLV-1) да заобиђе заустављање G1/S кроз везивање p21 

за CDK4 – циклин D2 и последичну активацију CDK2(505).  

 Ова супротстављена запажања несумњиво су повећала значај p21 у области 

биологије тумора. Штавише, до данас није постигнут консензус о односу између p21 и 

клиничкопатолошких параметара, а карактеристике експресије p21 и њен 

клинички/прогностички значај за карцином дојке код људи остају нејасни.  

 Израчунали смо просечну вредност експресије p21 у различитим лезијама дојке 

и утврдили да је највећа експресија била у IBC и да се постепено смањивала од ISC, 

преко AH до NE. Идентичне резултате су добили и Wei и сарадници, тј. показали су да 

је протеин p21 био високо експримиран у узорцима карцинома, у поређењу са 

нормалним ткивом дојке(506). У истој студији су показали да је експресија протеина 

p21 значајно повезана са већим промером тумора, вишим градусом и метастазама у 

лимфним чворовима, што указује на лошу прогнозу болести. Да је ниво експресије p21 

значајно повишен код пацијената са карциномом дојке у поређењу са пацијентима са 

бенигним лезијама дојке показали су и други аутори(452, 507-510). Zohny и сарадници 

су показали да је експресија p21 била пoвезана са хистолошким градусом 3 тумора и 

присутним метастазама у лимфним чворовима, што скупа указује да je висока 

експресија овог маркера повезана са узнапредовалим карциномом дојке(507). 

Barbareschi је испитивао експресију p21 у променама у дојци и дошао до резултата који 

показују постепен пораст експресије овог маркера од нормалног епитала, преко добро 

диферентованог, а затим и слабо диферентованог ISC до IBC где је уједно експресија 

била и највећа(508). Даље, висока експресија је била праћена високим хистолошким 

градусом, али није било повезности са другим испитиваним клиничкопатолошким 

карактеристикама тумора. Ако је улога p21 само инхибиција комплекса циклин/CDK 

потребна за прелазак из G1 у S и инхибиција репликације DNA, висока експресија p21 

могла би резултирати смањеном пролиферацијом ћелија. Међутим, у нашој студији, 

p21 је значајно повећан у IBC у поређењу са NIL-ом. Ово можемо објаснити присуством 

мутираних нефункционалних облика p21. Balbin и сарадници истраживали су p21 у 36 

примарних карцинома дојке и открили су мутацију у овом молекулу услед замене 

аргинина триптофаном  (p21R94W)(511). Ова мутација је приписана тумор-специфичној 

промени, јер се не примећује у DNA екстрахованој из ћелија периферне крви истог 

пацијента. Функционална анализа протеина p21R94W произведеног у различитим 

https://www.mdpi.com/1999-4915/14/1/138/pdf
https://www.mdpi.com/1999-4915/14/1/138/pdf
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експресионим системима открила је да ова мутација узрокује оштећење способности 

p21 да инхибира циклин A/CDK2, циклин B/CDK1, циклин D/CDK4 и циклин D1/CDK6. 

Ови подаци указују на то да протеин p21R94W може учествовати у карциногенези дојке 

јер не може инхибирати низ комплекса циклин/CDK. Такође и променама других 

органа су примећене разлике у експресији p21. Тако, снажно позитивно нуклеарно 

бојење са p21 уочено је у епителу пуне дебљине код сквамоцелуларног карцинома, док 

је у кератоакантому ограничено на периферни и супрабазални слој. И ниво и 

интензитет бојења за p21 били су већи у сквамоцелуларном карциному у односу на 

кератоакантом(512). 

 Показали смо повезаност експресије p21 са високим нуклеарним градусом и 

већим промером тумора и туморима у Т4 статусу болести, високим пролиферативним 

индексом Ki67, позитивним HER2 статусом и негативним ER и PR. И други су добили 

сличне резултате и показали да је прекомерна експресија p21 повезана са позитивним 

нодалним статусом, већим промером тумора и лошијом прогнозом код пацијената са 

карциномом дојке(513). 

 Анализом молекуларних подтипова карцинома дојке, утврдили смо да је 

експресија p21 била највећа у HER2 позитивном подтипу IBC. Ово додатно 

поткрепљује чињеница да је експресија p21 била највећа код тумора са прекомерном 

експресијом  HER2. Други су открили да прекомерна експресија HER2 позитивно 

корелира са p21 у туморима дојке и да постоји значајна корелација позитивности p21 са 

лошијим преживљавањем без болести(514). Истраживања су показала да у ћелијама 

карцинома дојке, HER2 може допринети премештању p21 из једра у цитоплазму, 

резултирајући губитком његове тумор супресорске функције(515). Све је више доказа 

да је функција p21 повезана са његовом локализацијом у ћелијама. Када је локализован 

у цитоплазми, p21 функционише као онкоген, стога промовише ћелијску 

пролиферацију и прогресију кроз ћелијски циклус, док је нуклеарна локализација p21 

укључена у продиференцијацију и ефекте који промовишу сенесценцију(515, 516). 

 Основни механизми помоћу којих HER2 промовише туморогенезу, инвазивност 

и метастазирање туморских ћелија опсежно су проучавани. Фосфатидилинозитол-3-OH 

киназа/Akt пут је важна HER2 низводна каскада у спречавању ћелија да прођу кроз 

апоптозу и допринесу ћелијској пролиферацији(517). На пример, након фосфорилације, 

активирани Akt (енгл. Protein kinase B, PKB) може фосфорилисати различите супстрате, 

као што су Bad(518), каспаза-9(519), MDM2 (520) и p21 (521, 522) што доводи до 

супресије апоптозе или промоције ћелијске пролиферације. Међу низводним 

супстратима Akt-а, p21 је критични модулатор ћелијског циклуса и преживљавања 

ћелије. Показано је да ћелије карцинома дојке које прекомерно експримирају HER2 

могу изазвати хеморезистенцију повећаном експресијом p21(523). 

 Експресија p21 у ER и PR негативним туморима уочена је у нашем 

истраживању, али и код других(510). 

 Анализом експресије p21 показано је да повећање може бити маркер прогресије 

карцинома дојке уз издвајање вредности експресије од 7,5% као граничне вредности 

која раздваја пацијенте у односу на инвазивност ћелија (са и без IBC) уз сензитивност 

од 64,4% и специфичност 72,9% (AUC=0,712, p<0,001). Користећи добијену граничну 

вредност сви IBC су даље подељени у две групе: негативни чија је вредност експресије 

p21 била ≤7,5%, и позитивни чија је експресија p21 била >7,5%. Хи-квадрат тестом је 

показана статистички значајна повезаност са молекуларним подтипом IBC (при чему је 

највећи проценат p21 позитивних ћелија био у HER2 позитивном подтипу IBC), као и 

експресијом HER2 (највећи проценат p21 позитивних ћелија био у групи тумора који су 

показивали прекомерну експресију HER2). Oво је у сагласности са дискутованим 

резултатима експресије p21. Остале клиничкопатолошке карактеристике нису показале 
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статистички значајну повезаност у односу на одређену граничну вредност експресије 

p21 протеина у IBC. 

 

5.4. pRb 

 pRb је критичан регулатор контроле ћелијског циклуса који је инактивиран код 

многих људских карцинома(237, 524, 525). Код карцинома дојке, функција pRb је 

вероватно компромитована преко више механизама. Директне анализе примарних 

тумора откриле су губитак експресије pRb у 20–35% случајева и губитак 

хетерозиготности или друге промене pRb локуса у 7–37% тумора(526-528). С обзиром 

на ову дистрибуцију директне инактивације, могуће је да би инактивација pRb могла 

представљати параметар који доприноси хетерогеном понашању карцинома дојке. 

Користећи приступе интерференције RNА (RNAi), откривено је да недостатак pRb 

промовише ћелијску пролиферацију у ћелијским линијама карцинома дојке и појачава 

туморогену пролиферацију у ксенотрансплантату миша(529). Подразумева се да је 

нормалан ћелијски циклус поремећен у овим ћелијским линијама, јер потичу од 

хуманих тумора, међутим, губитак pRb додатно је убрзао прогресију ћелијског циклуса. 

Ови налази утичу на два различита мишљења повезанa са функцијом pRb у 

туморогенези. Прво, претпостављено је да је инактивација pRb пута предуслов за 

туморогенезу. Овај модел је заснован на генетским и функционалним подацима, који 

јасно показују да се лезије на путу циклина D1-p16-pRb међусобно искључују у датој 

туморској ћелији. Практично све ER позитивне хормонски зависне ћелијске линије носе 

губитак p16, за који би се предвидело да ће инактивирати pRb преко дерегулисане 

активности CDK/циклина. Међутим, недостатак pRb јасно је изазвао додатне ефекте 

поврх губитка p16 (529), што указује да различити начини дерегулације pRb пута имају 

различите ефекте на понашање туморских ћелија. Због тога, чак и у успостављеним 

ћелијским линијама тумора, pRb протеин задржава контролу над пролиферацијом. Ови 

модели pRb дефицијенције сугеришу да механизам кроз који се мења pRb пут може 

имати важне импликације за карцином дојке. Други став предлаже да се pRb активира и 

у великој мери посредује антипролиферативним сигналима. Неколико студија које су 

процењивале директан утицај pRb дефицијенције у узорцима примарног карцинома 

дојке показале су да су они тумори који су pRb негативни генерално више 

пролиферативни и повезани са лошим исходима болести(530, 531). Дакле, недостатак 

pRb може утицати на понашање и агресивност тумора. pRb је добро дефинисан као 

транскрипциони репресор, тако да се већина студија фокусира на ову функцију у 

супресији тумора. Конкретно, показало се да је регулација транскрипције посредоване 

E2F вероватно примарни начин путем којег pRb потискује туморoгенезу(242). Анализе 

микрониза (Microarrai) су показале да pRb/E2F модул регулише приближно 150 

циљних гена укључених у различите процесе повезане са супресијом тумора 

укључујући репликацију DNA, контролу G2/М контролне тачке ћелијског циклуса и 

поправку оштећења DNA(532, 533). Даље, показано је да недостатак pRb резултира 

дерегулацијом неколико производа циљног гена pRb, укључујући PCNA, циклин Е и 

циклин А, од којих су сви критични за прогресију ћелијског циклуса. Разумљиво је да 

су повећани нивои експресије ових протеина одговорни за убрзане стопе 

пролиферације уочене у ћелијама карцинома дојке и туморима са недостатком pRb.  

 У нашем истраживању анализирали смо просечну експресију pRb у 

неинвазивним лезијама и у IBC и утврдили да је експресија најмања у NE, затим 

постепено расте преко AH и ISC, а највећа експресија је у IBC. Ово је очигледно у 

супротности са његовом улогом класичног протеина-супресорског тумора. Pietilainen и 

сарадници су испитивали експпресију pRb и утврдили да је увек био експримиран у 

нормалном епителу дојке поред тумора као и у диспластичним и хиперпластичним 
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лезијама и у инвазивном карциному дојке. Они су даље показали да су хистолошка 

диференцијација карцинома дојке код људи, нуклеарна морфологија и експресија pRb 

повезани(526). Пошто су анеуплоидија DNA, брза пролиферација ћелија и лоша 

хистолошка диференцијација повезани са измењеном експресијом pRb, резултати 

сугеришу да, уз растућу генетску нестабилност, мутације у гену pRb постају све чешће, 

што доприноси вези између малигних хистолошких карактеристика и саме експресије 

pRb. У другој студији су добили експресију pRb у 72% случајева карцинома дојке, без 

одређивања његове експресије у неинвазивним лезијама дојке(534). У итом 

истраживању су уочили да је експресија pRb показала значајну везу са позитивним 

статусом лимфних чворова, али није била у корелацији са преживљавањем. Слично 

овоме, ћелије колоректалног карцинома задржавају експресију pRb. Gope и  сарадници 

показују висок ниво pRb у поређењу са суседним нормалним ткивом, а губици или 

мутације гена pRb су ретки(535, 536). Ali и сарадници су први открили да тумори 

дебелог црева експримирају сасвим нормалне транскрипте гена 

ретинобластома(537). Сада је препознато да се функција pRb готово увек чува, а pRb 

локус се понекад чак и појачава код колоректалног карцинома(538, 539). Сличне налазе 

су имали и Abdel-Aziz и сарадници код којих је 79% испитиваних карцинома желуца 

експримирало pRb у једру туморских ћелија, kao i 25% околне диспластичне слузнице, 

док нормална слузница није показивала експресију(540). И у другим истраживањима су 

добијени овакви резултати(541, 542). 

 Бројне студије су се бавиле проучавањем утицаја високе експресије pRb у 

карциногенези. Један од значајних налаза је да експресија pRb може да промовише 

ћелијско преживљавање кроз потискивање апоптозе изазване E2F(543). У ствари, pRb је 

први пут препознат као анти-апоптотик код RB1-нокаут мишева, код којих је RB1 ген 

био избрисан, за које је утврђено да нису одрживи због екстензивне апоптозе у 

неуронским и хематопоетским ћелијама(544). Даље, утврђено је да су ћелије са 

недостатком pRb подложније апоптози него ћелије са потпуно функционалном 

експресијом pRb(545) и pRb инхибирају ћелијску смрт изазвану агенсима који оштећују 

DNA(546). Такође је објављено да pRb сарађује са Е2F како би активирао про-

апоптотичке гене као одговор на генотоксични стрес(547). Садашњи докази, стога, 

сугеришу да би статус pRb могао бити критичан у утицају на осетљивост туморских 

ћелија на апоптозу. У овом контексту, интересантно је да се показало да pRb интерагује 

и са другим протеинима укљученим у регулацију апоптозе, укључујући анти-

апоптотички протеин атаноген 1 (енгл. Bcl2 Associated Athanogene 1, BAG-1) повезан са 

Bcl-2 (енгл. B-cell lymphoma 2), који је високо експримиран у ћелијама колоректалног 

карцинома(548). BAG-1 је откривен као нови регулатор апоптозе кроз његову 

способност да се веже за Bcl-2. Студије су од тада показале да је BAG-1 

мултифункционални протеин укључен у бројне кључне ћелијске процесе укључујући 

пролиферацију, диференцијацију, ћелијски циклус, транскрипцију и апоптозу(549). 

BAG-1 је важан протеин за преживљавање у туморогенези. Показало се да је 

прекомерно експримиран код бројних карцинома и да инхибира апоптозу у различитим 

типовима ћелија(549). Штавише, недавно је сугерисано да је експресија BAG-1 

критична детерминанта у спречавању апоптозе изазване c-Myc (550) додатно 

наглашавајући потенцијалну важност коекспресије pRb/BAG-1 у канцерогенези. 

 Анализирањем молекуларних подтипова IBC утврдили смо да је највећи 

проценат тумора који експримирају pRb била у групи HER2 позитивних тумора, затим у 

луминалном Б, луминалном А подтипу, док је најмања била у TNBC. Meђутим, ови 

налази нису статистички били значајни. Код карцинома дојке, у различитим 

молекуларним подтиповима болести доминирају различити механизми инактивације 

pRb пута. Карцином дојке луминалног типа генерално показују дерегулацију 
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компонената киназе CDK4/6 као резултат аберантне експресије или амплификације 

циклина D1. HER2 позитивни карцином дојке обично гура пут кроз циклине D типа, а 

слично је и неколико случајева који показују губитак pRb. Насупрот томе, губитак pRb 

гена и pRb протеина документован је великом учесталошћу код TNBC(551, 552). 

 Испитивањем HER2 статуса утврдили смо да је највећа експресија pRb била у 

групи тумора са прекомерном експресијом HER2. Kowalik je у својој студији испитивао 

експресију pRb у односу на HER2 статус и добио да је у групи HER2 позитивних тумора 

експресија била цитоплазматска у 58% случајева, без једарне експресије, док је у групи 

HER2 негативних тумора експресија била искључиво једарна(553). Ови резултати 

сугеришу да прекомерна експресија HER2 може бити повезана са активним 

транспортом pRb протеина из једра у цитоплазму, што може бити индиректни 

механизам инактивације туморског супресорског протеина у HER2 позитивним 

случајевима рака дојке. Међутим, ми нисмо приметили цитоплазматску експресију pRb 

у нашем истраживању.  

 Даље, наши резултати показује значајну повезаност експресије pRb и 

перинеуралне и васкуларне инвазије, као и значајно већу експресију тумора у Т4 

стадијуму болести што указује на лошу прогнозу. Одређивањем граничне вредности од 

7,5% поделили смо туморе на pRb негативне (≤7,5%) и позитивне (>7,5%). Након тога 

је утврђивана њихова повезаност са клиничко-патолошким карактеристикама 

Васкуларна и перинеурална инвазија су биле присутне код већег броја pRb позитивних 

него код pRb негативних тумора. У односу на Т статус највећа статистички значајна 

разлика је била у групи Т4 где је највећи број тумора показивао pRb позитивност. 

Остале клиничкопатолошке карактеристике нису биле статистички значајне.  

 

5.5. SA-β-GAL одређенa помоћу GLB1 

 Главно ограничење на пољу сенесценције је недостатак појединачних, 

универзалних или специфичних биомаркера за идентификацију сенесценцтних ћелија у 

узорцима културе или ткива. Тренутно, идентификација сенесцентних ћелија се ослања 

на комбинацији више маркера који, када су присутни истовремено, могу разликовати 

стабилно заустављене сенесцентне ћелије и мирне или диференциране ћелије. Први и 

још увек најчешће коришћен биомаркер за откривање сенесцентних ћелија у 

култивисаним ћелијама и у узорцима свежег ткива је акумулација лизозомалног ензима 

названог „β-галактозидаза повезана са сенесценцијом“ (SA-β-GAL). Овај маркер се може 

детектовати хистохемијским бојењем у већини сенесцентних ћелија и генерално се не 

налази у пресенесцентним, мирујућим или бесмртним и трансформисаним 

ћелијама(121, 554). 

 Да би смо одредили присуство сенесцентних ћелија, процении смо експресију 

SA-β-GAL помоћу GLB1 антитела и добили највећу експресију у IBC, која се постепено 

смањивала преко ISC, AH до NE, где је била и најмања. Alexandraki и сарадници су 

испитивали SA-β-GAL у нормалном ткиву, аденомима и карциномима хипофизе и 

дошли до закључка да је висока експресија овог маркера била у аденомима и 

карциномима, у односу на нормално ткиво хипофизе(555).  

 Занимљиво је да смо, проучавањем његове експресије у различитим 

молекуларним типовима IBC, приметили највећи проценат GLB1 позитивних 

туморских ћелија у HER2 позитивним IBC, затим у Луминалним А, па у Луминалним Б 

IBC, док је најмања експресија била у TNBC. Сличне резултате су показали Cotarelo и 

сарадници(556). Присуство туморских ћелија које су експримирале GLB1 мора бити 

узроковано или механизмом који је својствен самим ћелијама тумора, или туморским 

микроокружењем. Примећујемо да су различити подтипови карцинома дојке 

типизирани различитим подскуповима генетских и епигенетских абнормалности(557). 
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С обзиром на улогу сенесценције као препреке трансформацији изазваној онкогеном, 

једно од објашњења наших налаза могло би бити да подтипови карцинома дојке 

варирају у својој способности да постану сенесцентни због основних разлика у 

мутацијама покретача и других генетских дефеката. Друга могућност би могла бити да 

се подтипови карцинома дојке разликују по својој способности да регрутују имуне 

ћелије које елиминишу сенесцентне ћелије. Способност ћелија да индукују 

сенесценцију на онкогене стимулусе углавном зависи од путева супресора тумора p53-

p21 и pRb-p16, а дефекти на једном или оба ова пута могу заобићи способност ћелија да 

прођу кроз сенесценцију и повећавају осетљивост на напредовање карцинома(217, 558). 

Иако су мутације гена за p53 честе код карцинома дојке код људи и јављају се у 

приближно 37% од свих случајева постоје јасне разлике између различитих подтипова 

IBC. Базални TNBC имају мутације гена за p53 у око 80% свих случајева(557). Већина 

мутација гена за p53 у TNBC су нонсенс и мутације померања оквира читања генетичке 

информације што доводи или до потпуног губитка функције тумор супресора p53 или 

до појаве онкогених карактеристика. Стога би губитак функције тумор супресора p53 

путем мутације у TNBC могао бити један од могућих објашњења зашто је 

карциномских сенесцентних ћелија које експримирају GLB1 било толико мало у TNBC 

у нашој студији. У складу са овим, приметили смо високу експресију p53 у нашим 

узорцима TNBC. Штавише, велики проценат TNBC је показао високу експресију p16 

повезану са високим процентом Ki67 позитивних ћелија, што указује на оштећење пута 

p16-pRB. Занимљиво је да су сви TNBC узорци са високом експресијом p53 такође 

показали високу експресију p16 и ниску експресију p21. Стога је вероватно да је велики 

проценат TNBC имао недостатке и у p53-p21 и pRb-p16 путу, пружајући даљи могући 

разлог зашто је у TNBC узорцима откривено тако мало сенесцентних (GLB1 

позитивних) ћелија. Мутације гена за p53 унутар луминалних А и Б карцинома дојке су 

претежно мисенс мутације и не узрокују увек неизбежно потпуно смањење функције 

тумор супресора p53. Такође се јављају на знатно нижој фреквенцији него код TNBC, са 

приближно 12% луминалних А и 29% луминалних Б тумора који имају мутације гена за 

p53(557). Стога је занимљиво напоменути да је у нашем истраживању било више 

луминалних А тумора који су експримирали GLB1, за разлику од луминалним Б 

тумора. Зато ће смањени број и тип мутација гена за p53 унутар луминалних А тумора 

дојке вероватно допринети већем броју сенесцентних ћелија у овом подтипу IBC. 

Велики удео узорака HER2 позитивних тумора дојке у овој студији показао је 

експресију GLB1. Истовремено смо приметили високу експресију p53, високу 

експресију p16 и високу експресију p21 у HER2 позитивном подтипу IBC. Сва ова 

запажања сугеришу да HER2 позитивни подтипови IBC могу постати сенесцентни чак и 

у присуству оштећеног пута p53-p21 или p16-pRb. Могуће објашњење може бити да чак 

и ако HER2 позитивне ћелије карцинома дојке садрже мутације p53 или p16, оне и даље 

могу бити подложне индукцији сенесценције. Поред тога, забележено је да сенесцентне 

ћелија са својим SASP–oм, трансформисаним конститутивним HER2 сигнализирањем, 

инхибира клиренс сенесцентних ћелија и врши прометастатске ефекте(358). Према 

томе, висока експресија GLB1 у ћелија карцинома у нашим HER2 позитивним ћелијама 

IBC може сугерисати да онкогена HER2 индукована сенесценција резултира 

секреторним фенотипом који може инхибирати регрутовање имуних ћелија и тиме 

смањити елиминацију сенесцентних ћелија, што доводи до њиховог накупљања унутар 

ових тумора. Такође је могуће да би овакав секреторни фенотип могао повећати 

способност ћелија које нису сенесцентне да се размножавају и метастазирају. 

 Сенесцентне ћелије су типизиране заустављањем ћелијског циклуса и зато 

сенесцентне ћелије које експримирају GLB1 не би требало да се размножавају. Да 

бисмо демонстрирали да ћелије које показују екпсресију GLB1 заустављају раст, 
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анализирали смо их са експресијом маркера пролиферације Ki67. Нисмо добили 

статистичку значајност између датих параметара, али смо уочили већи проценат Ki67 

позитивних ћелија у ћелијама које су показале експресију GLB1. Овакве резултате су 

имали и други(556). 

 Одређивањем граничне вредности поделили смо све туморе на оне са 

негативном (≤27,5%) и позитивном (>27,5%) експресијом GLB1. Највећи проценат 

GLB1 позитивних тумора је био је хистолошког и нуклеарног градуса 2 и 3.  

 Наша запажања указују на то да сенесцентне туморске ћелије постоје у 

узнапредовалим људским карциномима дојке и да удео сенесцентних туморских ћелија 

снажно варира у зависности од подтипа карцинома дојке. Даље, GLB1 можда није увек 

специфичан маркер сенесценције сам по себи, већ сурогат маркер за повећани број или 

активност лизозома и може се раздвојити од сенесенције код неких карциномских 

ћелијских линија. Повећани GLB1 протеин, нарочито у туморским ћелијским линијама, 

стога не може увек бити специфичан за сенесценцију(559). 

 Занимљиво је да наши резултати показују да је коришћење специфичних 

антитела (GLB1) усмерених против β-галактозидазе у показало експресију у 

фибробластима строме тумора. Дакле, експресија β-галактозидазе in vivo може бити 

стромални феномен, који одражава почетак сенесценције у стромалном одељку тумора. 

Разне студије су показале да сенесцентни фибробласти подстичу туморогенезу(560, 

561). Aктивност сенесцентних стромалних фибробласта који подстичу туморогеност 

приписуј се SASP-у(336). Иако је специфичан исход SASP-а зависан од контекста, нето 

ефекат његовог паракриног дејства у узнапредовалом карциному је да директно појача 

пролиферативни и метастатски потенцијал неопластичних ћелија или да им индиректно 

дозволи да се шире тако што стварају пермисивни миље, локално резултира 

ремоделирањем ткива(562). Међутим, процењено је да SASP чини само близу 50% 

активности сенесцентних фибробласта који промовишу тумор, док осталих 50% још 

увек остаје непознато(429, 563). Важно је да се за многе од истих стимуланса који су 

коришћени да генеришу сенесцентне фибробласте, као што је акутна изложеност 

водоник-пероксиду и оксидативни стрес, сада зна да су индуктори аутофагије и такође 

индуктори диференцијације миофибробласта(564-566). Дакле, осталих 50% активности 

сенесцентних фибробласта која промовише тумор може заправо одражавати њихов 

аутофагни/катаболички фенотип, митохондријалну дисфункцију и померање аеробне 

гликолизе, која резултира производњом митохондријалних горива (као што су Л-

лактат, кетони, глутамин и слободне масне киселине). Ова митохондријска горива могу 

затим да „хране“ суседне туморске ћелијe, омогућавајући им анаболички раст(567). У 

складу са овим, одређени подтипови сенесцентних фибробласта промовишу раст 

тумора, али не показују секреторни фенотип повезан са сенесценцијом (SASP)(305). 

 

5.6. Путеви сенесценције p53-p21 и p16-pRb 

 p53 и pRb су важни посредници ћелијске сенесценције, иако су укључени у 

различите сигналне путеве. Ћелијски стрес може да активира p53 кроз различите 

механизме. На пример, оштећење теломера или оштећења DNA могу изазвати одговор, 

који се манифестује активирањем ATM и ATR и активацијом њихових посредника 

CHK2 и CHK1. Активирани CHK2 или CHK1 може фосфорилисати p53, а он индукује 

поправку оштећења DNA или покреће ћелијску сенесценцију(568). Активирани p53 

индукује транскрипцију p21, што блокира напредовање ћелијског циклуса, 

инхибирајући CHK2(569). MDM2 је Е3 убиквитин лигаза која везује p53 и омогућава 

његову деградацију, док блокада овог пута помоћу p14ARF представља још један 

механизам активације p53(570). pRb је регулисан не само p53-p21-CDK2 путем, већ и 

p16 повезаним путевима, нарочито у епителним ћелијама. p16, инхибитор комплекса 
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циклин D - CDK4/6, није експримиран у нормалним ткивима одраслих, али је изразито 

експримиран у сенесцентним ћелијама(571). p16 је један од најчешће мутираних гена у 

људском карциному, чија делеција резултира инактивацијом pRb и напредовањем 

ћелијског циклуса из G1 у S фазу(572). Због тога, p16 и pRb формирају пут 

супресорског тумора и њихове мутације се често дешавају на међусобно искључив 

начин(573). p53 и pRb су такође функционално повезани. p16 и p14ARF гени смештени 

су на истом месту са два дељена екзона(165). Мутације p16 обично инактивирају ова 

два гена, што доводи до истовремене инхибиције и p53 и pRb. Друга функционална веза 

између p53 и pRb доказана је истраживањем које показује да Е2F-1, фактор 

транскрипције који је нормално инхибиран pRb-oм, може активирати p53 промовишући 

транскрипцију p14ARF(574). 

Због ове чињенице о различитим интеракцијама два важна пута, испитали смо 

повезаност између различитих маркера (p16, p21, p53, pRb и GLB1) у свакој од група у 

односу на цитолошке промене (IBC, ISC, AH и NE). Анализом смо утврдили да је код 

IBC, значајна корелација утврђена између експресије p16 и p53, између p21 и pRb, p21 и 

GLB1, као и између pRb и GLB1. Такође, значајна корелација постоји и између p16 и 

p53 у оквиру ISC групе. Код AH и NЕ није показана значајна корелације у експресији 

између испитиваних параметара. Ова нам указује на велику међузависност ова два пута 

и на њихову повезану улогу у туморогенези и прогресији промена у дојци. p16+/p53+ 

промене у дојци вероватно представљају промене са нефункционалним pRb путем. 

Ћелија са нефункционалним pRb путем покреће регулаторно индуковану прекомерну 

експресију p16 због негативне регулације повратних информација. То поткрепљују 

студије у којима су лезије p16+/p53+ показале високу експресију Ki67, као и у нашем 

истраживању(401). Налаз, да је високо експримиран p21 у корелацији са високом 

експресијом pRb, такође може да се објасни губитком фунције pRb пута услед мутација 

у pRb. Са друге стране, нисмо показали значајну повезаност између p53 и p21, што 

показује да се p21 у нашем случају активира на независан начин од p53(185). С обзиром 

на то да се онкогени потенцијал p21 ослобађа само у условима недостатка дивљег типа 

p53, кумулативни догађаји могу оставити ћелије незаштићене од прогресије карцинома, 

чиме се додатно поткрепљује онкогени потенцијал p21. Сходно томе, у окружењу са 

недостатком дивљег типа p53, важна антитуморска баријера може бити избрисана, 

отварајући пут за геномску нестабилност вођену поновном репликацијом. У контексту 

p53 дивљег типа, p21 и p53 делују заједно као партнери за спасавање оштећења DNA и 

чувају стабилност генома, делујући тако као чувари генома. Међутим, када је његов 

партнер p53 мутиран или недостаје, p21 може усвојити другачију „нејасну“ функцију, 

промовишући бег од сенесценције и стварајући ћелије екстремне геномске 

нестабилности, које могу деловати као прекурсори карцинома. С обзиром на то да су 

мутације p21 ретки догађаји у карциному, могуће је да током еволуције хуманог 

малигнитета у контексту мутираног p53, ћелије карцинома могу бити изложене ризику 

од стицања додатних штетних геномских промена услед продужене активности p21. 

Овај феномен би могао појачати нестабилност ћелија и промовисати хетерогеност 

тумора, што доводи до нових клонова ћелија карцинома које су превазишле 

сенесцентну баријеру, користиле поправку склону грешкама и имале фенотип отпоран 

на лекове(261). Значајна корелација је утврђена између p16 и p53 у оквиру ISC групе, 

што показује да је повећање експресије једног маркера праћено повећањем другог. 

Овакав налаз показује да би висока експресија ових маркера, која се појавила у развоју 

ISC, могла играти важну улогу у дерегулацији ћелијског циклуса, што утиче на процес 

карциногенезе у дојци.  
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6. ЗАКЉУЧЦИ 

 

 Експериментални подаци приказани у овој студији указују на нов механизам 

којим је ОIS укључен у туморогенезу, дајући рационално објашњење за потенцијалну 

примену маркера ОIS (p16, pRb, p53, p21, GLB1) у процени прогнозе болести како код 

неинвазивних лезија, тако и код инвазивног карцинома дојке. Наиме, висока 

експресија ових маркера учествује у трансформацији и прогресији неинвазивних и 

инвазивних промена у дојци. Показали смо да онкогена нестабилност, која се одвија 

током ОIS-а, обликује туморско ткиво, пре свега туморско микроокружење, утиче на 

динамичку интеракцију између сенесцентних ћелија и микроокружења, фаворизујући 

појаву субпопулације малигних ћелија које „беже“ из сенесценције, а које носе више 

штетних карактеристика. Изгледа да под одређеним околностима ОIS трансформише 

туморске ћелије у правцу агресивнијих карактеристика.  

 

Закључак је изведен на основу следећих резултата: 

 

1. Експресијом маркера GLB1 доказали смо присутност сенесценције у испитиваним 

узорцима. 

2. Експресија маркера OIS (p16, pRb, p53, p21, GLB1) је већа у IBC у односу на NIL. 

3. Експресија маркера OIS (p16, pRb, p53, p21, GLB1) је у позитивној корелацији са 

различитим променама у дојци (IBC, ISC, AH, NE) 

4. Експресија маркера OIS (p16, pRb, p53, p21, GLB1) je већа у туморима са високим 

индексом пролиферације Ki67. 

5. Експресија маркера OIS (p16, pRb, p21, GLB1) у односу на молекуларне подтипове 

IBC je највећа у HER2 позитивним туморима, док је експресија p53 била највећа у 

TNBC.  

6. Експресија маркера OIS (p16, pRb, p53, p21, GLB1) je већа у туморима који су 

показивали прекомерну експресију HER2. 

7. Експресија маркера OIS (p16, p53, p21) је у негативној корелација са експресијом 

ЕR и PR. 

8. Експресија маркера OIS (p16 и GLB1) je присутна у фибробластима туморске 

строме. 

9. Експресија маркера OIS p16 је повезана са израженим стромалним мононуклерним 

инфилтратом, позитивним фибробластима строме и присутном некрозом.  

10. Експресија маркера OIS p53 је повезана са Т2 и N1 статусом болести, присутном 

лимфном инвазијом и некрозом. 

11. Експресија маркера OIS p21 је повезана са нуклеарним градусом 3 и Т4 статусом 

тумора. 

12. Експресија маркера OIS pRb је повезана са васкуларном инвазијом и Т4 статусом 

тумора. 

13. Значајна корелација је утврђена између експресије p16 и p53, p21 и pRb, p21 и 

GLB1, као и између pRb и GLB1 у IBC. 
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