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УВОД 

Интегративни механизми ћелијских комуникација подразумевају и групу протеинских 

медијатора-цитокина, који су одговорни како за пролиферацију и диференцијацију 

хематопоетских ћелија тако и за њихову комуникацију током активације и ефекaтa у 

циљним ткивима. У мноштву биолошки активних супстанци, посебно место заузима 

плејотропни цитокин интерлеукин-33 (енгл. Interleukin-33, IL-33), заштитник баријера и 

стимулатор ћелија урођене и стечене имуности, који на више различитих начина регулише 

имуноинфламацијске и имунометаболичке процесе. Претходна истраживања су показала 

да делеција гена који кодира рецептор интерлеукина-33 (енгл. Interleukin-33 receptor, IL-

33R, IL-1RL1, ST2) подстиче антитуморску имуност. Циљ овде приказаног истраживања је 

да се испита значај и улога сигналног пута IL-33/IL-33R у процесима некрозе и 

ангиогенезе у карциному дојке. У уводном делу ове студије приказани су грађа и функција 

молекула IL-33R и IL-33, клиничке, патолошке и епидемиолошке карактеристике 

карцинома дојке, као и биолошки ефекти сигналног пута IL-33/IL-33R у онкогенези. 

1.1. Сигнални пут IL-33/IL-33R 

1.1.1. Биолошка функција IL-33R 

Рецептор за IL-33 је хетеродимерски комплекс сачињен од молекула ST2L и помоћног 

протеина рецептора за IL-1 (енгл. Interleukin-1 Receptor Accessory Protein, IL-1RacP), 

заједничкe компоненте рецептора за више цитокина фамилије IL-1 (Слика 1). ST2 кодира 

истоимени протеин који је члан фамилије IL-1R и првобитно је идентификован на мишјим 

фибробластима (1-3). Као и сви гени ове фамилије, ST2 је конзервисан генски локус 

лоциран на хуманом хромозому 2 и мишјем хромозому 1 заједно са другим генима за 

рецептор сврстане у породицу рецептора за IL-1, укључујући и оне за IL-1 (IL-1R1, 

рецептор „мамац“ IL-1R2), IL-18 (IL-18R1, IL-18RAP) и IL-36 (IL-1RL2) (4).  

Алтернативна обрада mRNA за синтезу ST2 генерише следеће изоформе протеина ST2:  

 трансмембранску: ST2L 

 секретовану-солубилну: sST2 

 варијантнe изоформe: ST2V и ST2VL 
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Слика 1. Структура и биолошка функција IL-33R. IL-33R је хетеродимерски комплекс грађен од ST2L молекула и 

помоћног протеина, IL-1RacP, заједничког за више цитокина фамилије IL-1. IL-33 је најбоље описани лиганд за овај 

рецептор. 

Код мишева, ST2 кодира две mRNA (енгл. Messenger RNA): краћу (2,7 kb; енгл. кило-

базних парова) за солубилну sST2 изоформу и дужу (5 kb) за трансмембранску изоформу 

ST2L. Уз ове две, хумани ген ST2 кодира још две mRNA и то за варијанте ST2V и ST2VL 

(5). Солубилни sST2 је идентичан екстрацелуларном региону ST2L осим што поседује 

додатних 9 аминокиселина на C крају молекула (6). Солубилну форму молекула ST2 

стварају различити типови ћелија: фибробласти, макрофаги, Th2 лимфоцити (енгл. Т 

helper), ћелије карцинома дојке, многе ембрионалне ћелије (6-10) док је мембранска форма 

експримирана на мастоцитима, базофилним и еозинофилним полиморфо-нуклеарним 

леукоцитима, дендритским ћелијама, макрофагима, Th2 лимфоцитима, NK (енгл. Natural 

killer cells) и NKT ћелијама (енгл. Natural killer Т cells), регулаторним Т лимфоцитима, 

мијелоидним супресорским ћелијама, урођеним лимфоидним ћелијама (1,9,11). 

Карактеристично је да, иако је члан фамилије рецептора IL-1R, ST2L не везује IL-1α, IL-1β 

и IL-1Ra (12). 
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Транскрипцију гена за ST2 контролишу два посебна промотора (покретача). „Горњи“ 

управља транскрипцијом у ћелијама хематопоетске лозе (мастоцити), док „доњи“ 

промотор регулише експресију у фибробластим (9). Регулација експресије IL-33R остала 

је еволутивно конзервиран процес (од миша до човека), обзиром да поменута два 

промотора контролишу његову експресију и у хуманим ћелијама (13). Присуство IL-33R 

на различитим типовима ћелија указује на важну улогу у многим биолошким системима. 

Поред регулације ћелијског раста и ембриогенезе, присуство IL-33R у линијама 

хематопоетских ћелија и његова хомологост са фамилијом IL-1R указује на значајну улогу 

и у имунском систему. 

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

имунског система (макрофаги, мастоцити, Т лимфоцити) експримирају овај рецептор (14). 

IL-33 се везује за ST2L који је члан суперфамилије Toll like рецептора (енгл. Toll like 

receptor, TLR). Рецептори налик Toll-у чине фамилију трансмебранских сигналних 

протеина који, делујући као сензори за продукте микроорганизама, започињу 

антимикробни имунски одговор. Код сисара је, до данас, описано 12 TLR гена који 

кодирају исти број гликопротеина са екстрацелуларним делом хомологним са TIR (енгл. 

Toll-IL-1 receptor). TIR домен садржи конзервирану протеинску секвенцу, која је осим у 

овим рецепторима присутна и у цитоплазматском делу рецептора тип 1 за интерлеукин-1 

(енгл. Interleukin 1 receptor, type I, IL-1R1). Цитокини који припадају фамилији IL-1 

остварују своју функцију везујући се рецепторе припаднике исте фамилије (IL-1R), а који 

припадају суперфамилији Toll-like/IL-1 рецептора (TLR-IL-1R). Структура ванћелијског 

дела комплекса IL-33/IL-33R је разјашњена (15). Екстрацелуларни део IL-33R се састоји 

од три домена слична имуноглобулину, попут IL-1R1. Прва два дистална домена (D1D2) 

су међусобно спојена и повезана са трећим, мембранским, доменом (D3). IL-33 се за овај 

комплекс везује између D1D2 и D3 домена (15). Овако повезани IL-33 и IL-33R граде 

хетеродимерски комплекс IL-33/IL-33R на коме је експримиран помоћни протеин IL-1R 

(IL-1RacP). IL-1RacP је заједничка сигнална компонента рецептора за IL-1α, IL-1β, IL-36α, 

IL-36β и IL-36γ. Активација IL-1RacP, преко TIR домена, појачава већ покренуту 

сигнализацију преко рецептора за MyD88 (енгл. Myeloid differentiation primary response 

gene 88), IRAK (енгл. Interleukin-1 receptor-associated kinase), IRAK4 и TRAF6 (енгл. 

Tumor necrosis factor receptor associated factor 6), активира MAPK (енгл. Mitogen-activated 



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

 

10 
 

protein kinase), ERK1/2 (енгл. Extracellular signal–regulated kinases 1/2), p38 и JAK2 (енгл. 

Janus kinase 2) као и транскрипциони фактор AP-1 (енгл. Activator protein 1) и на крају 

деградира IκBα (енгл. Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 

inhibitor, alpha) што покреће транслокацију NF-kB (енгл. Nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer of activated B cells) у једро. Низ ових догађаја као крајњу последицу има 

продукцију проинфламацијских медијатора (Слика 2) (16,17). Поред тога, сигнализација 

путем IL-33R промовише развој Th2 лимфоцита и поларизацију имунског одговора у 

правцу Th2, секрецијом IL-4, IL-5 и IL-13. Сигнализација IL-33 у неким условима може 

захтевати JAK2 активацију (18). Како су ови сигнални путеви конзервирани 

сигнализацијом путем TLR, IL-1 и IL-18, биолошки ефекат IL-33 је условљен експресијом 

IL-33R. Сигнални пут IL-33R може бити супримиран SIGIRR (енгл. Single Ig IL-1-related 

receptor) молекулом, сличном IL-1R (19). Улога раније поменутих инхибитора MyD88 

попут TNFAIP3 (енгл. Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3), IRAK-M као и 

чланова SOCS (енгл. Suppressor of cytokine signaling) породице у инхибицији IL-33/IL-33R 

сигнализације је још увек непозната (20).  

sST2 је кратка форма којој недостају продукти три завршна егзона, који кодирају 

трансмембрански и интрацелуларни део молекула, па тако настаје секреторни солубилни 

протеин и који се састоји само од екстрацелуларног домена који се везује за цитокин. sST2 

је присутан у хуманом серуму (21,22). Овакав солубилни рецепторски „мамац“ негативно 

регулише биолошке ефекате IL-33, тако што га везује и инактивише његову системску 

улогу (Слика 2) (23). Концентрација sST2 се повећава услед инфламацијских стимулуса 

који настају током кардиоваскуларних, хематолошких и алергијских болести 

потенцијално ограничавајући штетне ефекте повећања системског IL-33 (24-28). Студије 

које су се бавиле проучавањем хуманог генома су идентификовале различите подврсте 

гена за ST2  (IL-1RL1) које су повезане са променљивим концентрацијама серумског sST2 

(29) чиме могу да модулирају ефекте IL-33 посредовани одговор. Функција ST2V још увек 

неразјашњена а сама изоформа рецептора је присутна у гастроинтестиналном тракту у 

људи. 

Код кичмењака, рецептори цитокинске породице IL-1 су присутни у оних врста у којих 

постоје и њихови цитокински лиганди што указује на истовремени еволутивни развој. 

Иако ST2 показује сличну расподелу, његов лиганд IL-33 је вероватно настао касније 
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током еволуције, јер је присутан у сисара али не и код осталих кичмењака (30). Иако 

постоји ово неслагање, до данас код мишева и људи нису идентификовани други лиганди 

за IL-33R и IL-33 је најбоље описани лиганд за овај рецептор (Слика 1). 

1.1.2. Биолошка функција IL-33 

IL-33 је идентификован, када су Schmitz и сарадници анализирајући чланове IL-1 фамилије 

открили лиганд за IL-33R (17). Активација IL-33R потенцира Th2 имунски одговор (17). 

Детаљније студије у вези са овим цитокином су указале на идентичност IL-33 и 

нуклеарног фактора венула високог ендотела (енгл. Nuclear factor of high endothelial 

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

функционишући као цитокин и као нуклеарни транскрипциони фактор (31). IL-33 се 

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

чему су његови главни извори фибробласти, ендотелне и епителне ћелије (32,33). 

Овај цитокин је локализован у једру (31,34). Састоји се од N краја, који је одговоран за 

његову једарну локализацију и С терминуса који је сличан IL-1 преко кога се овај цитокин 

везује за свој рецептор (17,31,34,35). N терминус IL-33 садржи везујући мотив који гради 

H2A-H2B (енгл. Histone2А-Histone2B) димер на нуклеозомалној површини и поспешује 

формирање хроматина (34). 

IL-33 се продукује као прекурсор односно у форми пуне дужине (full-lenght form) (270 

амино киселина код људи и 266 код мишева) са пресавијеним делом као код IL-1 на C 

крају (36). N терминални домен је неопходан за нуклеарну транслокацију - уколико тај 

домен недостаје IL-33 не може да уђе у једро (31,34). 

1.1.3. Механизми ослобођања IL-33 

IL-33 је производ ћелија ткива пре него активираних леукоцита који су класичан извор 

проинфламаторних цитокина, иако су активирани леукоцити значајан извор IL-33 (37). 

Различите ћелије могу бити стимулисане да произведу и ослободе IL-33 (37). Како би 

ослободиле IL-33, ћелије имунског система морају бити стимулисане активацијом TLR 

или дејством проинфламаторних цитокина (37). У великом броју случајева IL-33 је 

детектован само у једру различитих типова ћелија уз немогућност индукције његовог 
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ослобађања (38). Механизмом позитивне повратне спреге, IL-33 стимулише сопствену 

продукцију и ослобађање у макрофагима костне сржи и дендритским ћелијама мишева 

(39). Сличан ауторегулаторни механизам је идентификован у макрофагима коже мишева 

(40). Цитокини, попут TNF (енгл. Tumor necrosis factor superfamily, TNF), IL-1β, IL-3, IL-4 

и агониста TLR, позитивно регулишу експресију IL-33, док улога IFN-γ (енгл. Interferon-γ) 

у контроли експресије и ослобађања IL-33 није јасна (41-47). Улога IFN-γ у регулацији 

продукције и ослобађања IL-33 захтева нова испитивања, посебно јер је познато да у 

различитим околностима IL-33 може да стимулише продукцију IFN-γ и обрнуто (48). До 

данас, свеобухватна слика о продукцији и ослобађању IL-33 из различитих ћелија није 

формирана. Детаљна анализа промотера IL-33 у различитим типовима ћелија може у 

значајној мери да разјасни механизме регулације и продукције IL-33 на молекулском 

нивоу. Неки од испитиваних индуктора продукције и ослобађања IL-33 су апликовани, 

током дужег временског периода и у високим дозама, због чега се не може искључити 

ћелијска смрт као фактор који доприноси или проузрокује продукцију и ослобађање IL-33 

(37). Иако је повећана концентрација IL-33 детектована у серуму и другим телесним 

течностима оболелих од многих болести, мало се зна о томе које су форме IL-33 присутне 

и код оболелих и код здравих испитаника. Код пацијената са хроничном 

инсуфицијенцијом срца присутне су обе форме IL-33, док је код здравих контролних 

испитаника детектована само обрађена (краћа) форма IL-33 (49). Време полуживота 

секретованог IL-33 представља потпуну непознаницу што отежава примену овог цитокина 

као значајног прогностичког и дијагностичког параметра у великом броју болести. 

Код интактних механичких баријера које сачињавају кератиноцити, епителне ћелије, као и 

фибробласти, фиброцити и глатко-мишићне ћелије, међућелијски контакти емитују сигнал 

који иницира конститутивну продукцију full-length IL-33 али не и његово ослобађање (37). 

У ћелијама механичке баријере, full-length IL-33 је стациониран у једру где контролише 

експресију гена и укључен је у механизме задужене за стање мировања ових ћелија (37). 

Након озледе ова форма IL-33 се ослобађа и обавља функцију алармина (37). У зависности 

од локације баријере (кожа, плућа, црева), вероватни узрок нарушавања је другачији и 

креће се од бактерија, гљивица, вируса све до хелминта (37). Иако се окидачи разликују, 

јасни су основни принципи којим IL-33 алармира околне ћелије (37). Структуре које 

исказују различити микроорганизми активирају рецепторе за препознавање молекулских 
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образаца присутних на околним ћелијама (37). Full-lenght IL-33 се везује и активира ћелије 

које експримирају IL-1R3 и IL-1R4 попут мастоцита, дендритских ћелија, макрофага и тип 

2 имунских ћелија (37). Активиране ћелије ослобађају протеазе које разграђују везивно 

ткиво и на тај начин олакшавају агрегацију леукоцита у инфламисаном ткиву. Поред тога, 

протеазе обрађују full-length IL-33 чиме повећавају његову биолошку активност. 

Иницијално, локални имунски одговор започиње мали број аларминских IL-33 који може 

бити појачан садејством молекула CD117 (енгл. Mast/stem cell growth factor receptor; proto-

oncogene c-Kit) и IL-33R комплекса. Након озледе епителне ћелије ослобођају цитокине 

попут тимусног стромалног лимфопоетина (енгл. Thymic stromal lymphopoietin, TSLP) и 

IL-25 (50,51), који регрутују лимфоците из крвотока и доводе их до места акутне 

инфламације. Активиране ћелије, такође продукују и активно ослобађају IL-33 што 

значајно доприноси рапидном порасту његове локалне концентрације (52-56). Ослобођен 

као алармин, IL-33 постаје цитокин са свим својим системским испољавањем. Паралелно 

са овим процесима, IL-33 покреће поступак репарације и зарастања ткива како би се 

осигурала брза резолуција повреде. Везујући се за IL-33R, IL-33 може директно да 

активира локалне и инфилтришуће фибробласте чиме стимулише процес репарације 

баријере (57-59). Као алармин, IL-33 је кључни иницијатор акутног локалног 

инфламацијског одговора и репарације ткива.  

1.1.4. IL-33 као нуклеарни фактор 

Функција и улога нуклеарног IL-33 је превасходно описана и проучавана у хуманим 

ендотелним ћелијама (60,61). Студије су показале да је IL-33 локализован у једру и да се 

синтетише искључиво у стању мировања, унутар непролиферушућих хуманих ендотелних 

ћелија, посредством Notch лиганда (32,62,63). Корелација између смањене експресије IL-

33 и убрзане ћелијске пролиферације, указује да се IL-33 експримира у 

непролиферушићим ћелијама са очуваним међућелијским везама које функционишу као 

механичка баријера (32,37,63). IL-33 производе ћелије које су укључене у одржавање 

механичких баријера попут кератиноцита, епителних ћелија плућа и црева, фибробласта, 

фиброцита и глаткомишићних ћелија. Прекомерна експресија full-lenght IL-33 помоћу 

промотера цитомегаловируса (енгл. Cytomegalovirus, CMV) резултира нуклеарном 

локализацијом IL-33 и ослобађањем биоактивног IL-33 (64,65). Истраживања показују 
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евидентне разлике у конститутивној и индукованој експресији IL-33 људи и мишева. Две 

главне разлике се превасходно тичу продукције IL-33 у ендотелним ћелијама и 

кератиноцитима. Конститутивна продукција IL-33, код људи се обавља у стању мировања 

ендотелних ћелија и његова продукција опада након стимулације проинфламацијским 

цитокинима (32,61,63). Код мишева, у ендотелним ћелијама није запажена конститутивна 

продукција IL-33, али може бити индукована различитим инфламацијским процесима 

(41,66). Конститутивна експресија IL-33 је присутна у епителним ћелијама мишева и 

његова продукција значајно опада током акутне инфламације (17,32,41,66-68). Супротно 

овоме, кератиноцити хумане коже показују слабу или потпуно одсутну експресију IL-33 

коју појачава присуство IFN-γ током запаљења (41). Без обзира на порекло, након синтезе 

у цитосолу, IL-33 се транслоцира у једро где се везује за хроматин. У фибробластима 

мишева IL-33 је локализован на еухроматину и цитоплазматским везикулама везаним за 

мембрану. Динамички флукс између једра и цитоплазме зависи од функције нуклеарних 

пора, што указује на механизам ослобађања (69). 

Истраживања у којима су коришћени мишеви у којима изостаје синтеза нуклеарне 

секвенце IL-33, показала су да ендогени промотери појачавају конститутивно ослобађање 

биоактивног IL-33 (70). Подаци указују да интрануклеарни IL-33 контролише сопствену 

продукцију и ослобађање у ауторегулаторном маниру. Интрацелуларни IL-33 (енгл. 

Intracellular interleukin-33, icIL-33) може да регулише експресију гена различитим 

механизмима. Прво, icIL-33 модулира структуру хетерохроматина и регулише генску 

експресију (31,34,71). На другом месту, icIL-33 може обављати функцију транскрипционог 

фактора везујући се за репресор транскрипције, хистон метилтрансферазе SUV39H1 и 

смањујује експресију солубилних IL-1R4 и IL-6 (31,72). Треће интеракција icIL-33 са 

транскрипционим фактором NF-kB инактивише овај фактор и смањује проинфламацијске 

сигнале (73). Друге студије су icIL-33 идентификовале као регулатор транскрипције p65 

субјединице NF-kB транскрипционог фактора и показано је да се icIL-33 везује у p65 

промотерском региону (74). Истраживање у коме су епителне ћелије езофагуса претходно 

третиране IFN-γ указује да једарни IL-33 регулише продукцију проинфламацијских 

цитокина попут IL-6 и IL-8 (75). 
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Код оболелих од мултипле склерозе показана је веза између icIL-33 и активности 

хистонске деацетилазе-3 што указује на могући ефекат генске регулације и на 

епигенетском нивоу (76). Претпоставља се да једарни IL-33 утиче на експресију гена 

помоћу више молекулских механизама који ову функцију обављају заједнички, као и да је 

на овај начин регулисана експресија гена условљена типом ћелија. Нека истраживања 

указују на полиубиквитацију и последичну деградацију icIL-33 помоћу протеозома (77). 

Такође, неопходно је да се разјасни да ли IL-33 након синтезе остаје увек у једру или 

постоје разлике између хомеостатског и индукованог проинфламацијског IL-33.  

IL-33 на основу своје интрацелуларне функције показује сличности са IL-1α. IL-1α је 

локализован у једру, везан за хроматин и вероватно модулира експресију различитих гена 

(78), док IL-33 конститутивно производе ћелије ткива укључене у одржавање механичких 

баријера и учествује у регулацији експресије гена. 

1.1.5. IL-33 као алармин 

Након оштећења ћелија IL-33, локализован у једру, се пасивно ослобађа због чега је 

нуклеарни IL-33, попут HMGB1 (енгл. High mobility group box 1) и IL-1α означен као 

алармин или молекулски образац повезан са оштећењем (енгл. Damage-associated 

molecular patterns, DAMP) (79). Прерада full-length IL-33 ослобађеног из ћелија услед 

некрозе није могућа јер је ова форма попут IL-1α биолошки активна (Слика 2) (35,80-82). 

Прве студије су указивале да, аналогно пуној форми IL-1β и IL-18, каспаза-1 обрађује full-

length IL-33 до зреле биоактивне форме (hIL-33112–270) (17). Касније студије су показале да 

каспаза-1 нема ову функцију али да биоактиви IL-33 обрађују апоптотске каспазе 3 или 7 

до биолошки инактивних фрагмената (Слика 2) (35,81,83). У строго контролисаном 

експерименталном систему у коме су све остале протеазе елиминисане, доказано је да 

каспаза-1 није у стању да обради про-IL-33 (83). Сумирањем резултата из публикованих 

истраживања закључује се да каспаза-1 не активира full-length IL-33 али да је каспаза-3 и 

каспаза-7 инактивирају током апоптозе, као и да се ослобађа услед ћелијске смрти која 

настаје као последица механичке повреде или некрозе (84) (Слика 2).  

 



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

 

16 
 

 

 

Слика 2. Ослобађање IL-33 и сигнализација преко IL-33R. Услед некрозе, туморске и ћелије туморске строме 

ослобађају IL-33 који се везује за IL-33R на туморским, ћелијама имунског система, фибробластима, епителним и 

ендотелним ћелијама чиме активира сигнализацију IL-33/IL33R. Апоптотске ћелије не ослобађају биолошки активан IL-

33. Проапоптотске каспазе 3 и 7 разграђују IL-33 до биолошки инактивних фрагмената чиме инхибирају активацију 

сигнализације IL-33/IL33R. Везивање IL-33 за IL-33R условљава нисходну активацију MyD88, IRAK-1/4, ERK1/2, p38 и 

JAK2, као и транскрипционог факторa NF-kB и последичну продукцију проинфламацијских медијатора. Поред 

проапоптотских каспаза солубилна форма ST2 рецептора обавља функцију „мамац“ рецептора, спречавајући да IL-33 

оствари биолошку функцију 

У одсуству ћелијске смрти, ендотелне ћелије и фибробласти срца ослобађају биолошки 

активан IL-33, услед механичког стреса (69,85). Исти механизам секреције је присутан код 

оптерећења миокарда услед хипертензије, што проузрокује снажну системску 

инфламацију код мишева (85). Повећане серумске концентрације IL-33 су детектоване у 

многим болестима, а in vitro стимулисане различите ћелија ослобађају биоактивну форму 
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IL-33 што указује на постојање молекулског механизма за контролу ослобађања овог 

цитокина. Као и већина других чланова породице цитокина IL-1, IL-33 не поседује 

сигналну секвенцу која овај цитокин усмерава ка ендоплазматични ретикулум-Голџи 

секреторном путу. Молекулски механизми ослобађања још увек нису потпуно јасни (86) и 

могу да укључују различите типове секреторних везикула, као што је то случај са IL-1β 

(69,87). 

Протеазе ослобођене из других ћелија, попут неутрофила, макрофага или мастоцита, 

обрађују full-length IL-33 до форми које показују разноврсност у структури N краја (hIL-

3395–270, hIL-3399–270, hIL-33109–270) и које карактерише до 30 пута снажнија 

биолошка активност у односу на full-length IL-33 (87,88). Ниска потенција малог броја 

аларминских молекула IL-33 се брзо повећава на месту инфламације услед протеолизе N 

терминуса. Као и код осталих чланова породице цитокина IL-1 биоактивност се губи 

након разградње основне структуре (87). Протеаза попут химазе, ослобођена из 

активираних мастоцита деактивира IL-33 и на тај начин ограничава трајање сигнала 

иницираног овим алармином (89). Поред описане протеолитичке разградње, истраживања 

су указала и на нове облике инкативације екстрацелуларног IL-33, па тако формирањем 

два унутармолекулска дисулфидна моста (C208-C259 и C227-C232 у хуманом IL-33) и 

следственом оксидацијом везе IL-33 и IL-33R (IL-1R4) активност IL-33 нестаје унутар 

неколико минута (90). Укратко, full-length IL-33 ослобођен из оштећених или некротичних 

ћелија је биолошки активан, након чега се његова активност у инфламисаном ткиву 

повећава ограниченом протеолизом N терминуса. Активност се губи услед разградње или 

оксидације C краја тетрахедронске структуре. 

1.1.6. IL-33 као цитокин 

IL-33 је првобитно означен као лиганд мембранског рецептора ST2 (ST2L, IL-33R) и 

цитокин што потенцира Th2 имунски одговор и важан медијатор репарације епителних 

ткива (91). Новије студије су показале да осовина IL-33/IL-33R може промовисати и Th1 

имунски одговор у зависности од присутва IL-12 (23). Према томе, улога овог сигналног 

пута у запаљењским болестима може бити заштитна али и штетна у различитим болестима 

(92,93). IL-33 игра важну улогу у запаљењу и повезан је са многим болестима укључујући 
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темпорални артеритис (артеритис џиновских ћелија) (94), билијарну атрезију (95) и 

хроничну опструктивну болест плућа (96). Међутим, у малом броју студија испитивана је 

улога осовине IL-33/IL-33R у карциномима а посебно је мало позната улога IL-33 у 

биологији карцинома дојке. 

IL-33 може да модулира функцију свих ћелија које експримирају IL-33R. Показано је да се 

IL-33R специфично експримира на Т лимфоцитима и представља важан молекул Th2 

имунског одговора (8). Делујући на наивне Т лимфоците, IL-33 подстиче диференцјацију 

Th2 лимфоцита, чак и у одсуству IL-4 (97). Стимулацијом ефекторских Th2 лимфоцита, 

IL-33 подстиче продукцију IL-4, IL-5 и IL-13, као и хемотаксу Th2 лимфоцита (98,99). 

Недавно је показано да и NKT ћелије експримирају рецептор IL-33R (98). Иако је 

очекивано да усмери поларизацију у Th2 смеру, третман IL-33 изазвао је продукцију и Th1 

и Th2 цитокина (98). IL-33 је снажан активатор мастоцита, базофила и еозинофила. 

Дејство IL-33 на мастоците изазива продукцију IL-5, IL-13, фактора стимулације раста 

гранулоцита и моноцита (енгл. Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-CЅF) 

и TNF-α (100). IL-33 такође, подстиче и сазревање, као и преживљавање ових ћелија у 

инфламисаном ткиву (100). Базофилни гранулоцити након стимулације овим цитокином 

секретују друге цитокине (IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-13, GM-CЅF) (98). Уз то, IL-33 

функционише као хемоатрактант базофила (98). Еозинофилни гранулоцити третирани IL-

33 појачано стварају IL-8 и имају продужен животни век (101). 

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

Примена IL-33 појачава алтернативну активацију макрофага и стимулише продукцију 

хемокина ССL17 (енгл. Chemokine (C-C motif) ligand 17) и ССL24 (енгл. Chemokine (C-C 

motif) ligand 24) (102). Група аутора је показала да IL-33 подстиче развој дендритских 

ћелија (103). Ћелије добијене након стимулације IL-33 су функционално незреле уз 

смањен капацитет наивних Т лимфоцита али са могућношћу поларизације имунског 

одговора у Th2 смеру (52). 
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1.1.7. IL-33 као покретач ангиогенезе 

Проангиогену функцију IL-33, остварује независно од васкуларног ендотелног фактора 

раста (енгл. Vascular endothelial growth factor, VEGF) и игра важну улогу у формирању 

капилара и крвних судова (104). Theoharides и сарадници (105) су показали да IL-33 

директно олакшава експресију и секрецију VEGF-а из мастоцита. Такође, студија 

Stojkovic-a и сарадника (106) је указала да IL-33 индукује пролиферацију и миграцију 

ендотелних ћелија преко IL-33R експримираног на ендотелним ћелијама. Овај ефекат је 

посредован појачавањем активности урокиназног активатора плазминогена (енгл. 

Urokinase plasminogen activator, u-PA) (106). 

IL-33 покреће ангиогенезу и повећава пермеабилност ендотела посредством азот 

моноксида (енгл. Nitric oxide, NO) (104). Choi и сарадници (104) су показали да IL-33 

појачава продукцију NO и то кроз појачану активност eNOS (енгл. Endothelial Nitric Oxide 

Synthase). IL-33 се везује за рецепторски комплекс ST2L/IL-1RacP на ендотелним ћелијама 

и преко адаптерског протеина TRAF6 активира бројне сигналне путеве укључујући NF-κB, 

MAPK и PI3K/Akt/mTOR (енгл. Phosphatidylinositol-3-kinases/Protein kinase B (AKT)/ 

mechanistic target of rapamycin). Сигнална каскада PI3K/Akt на концу активира eNOS. 

Повећане концентрације IL-33 у плазми могу директно да активирају ендотелне ћелије и 

тиме покрену ангиогенезу и вазодилатацију. IL-33 значајно повећава продукцију и 

присуство u-PA на површини хуманих ендотелних ћелија потенцирајући његову 

ангиогену улогу (106). Инхибиција IL-33, коришћењем IL-33R дефицијентних мишева 

смањује продукцију u-PA у ендотелним ћелијама, што указује да IL-33 овај ефекат 

остварује везивањем за IL-33R (106). Stojkovic и сарадници (106) су по први пут показали 

да је овај процес u-PA зависан и да изостаје након блокаде његовог рецептора. Блокада u-

PA указује да IL-33 ангиогену активност остварује управо преко овог молекула, а 

независно од ткивног активатора плазминогена (енгл. Tissue plasminogen activator, t-PA) 

као и комплекса матрикс-металoпротеиназа (енгл. Matrix metalloproteinases, MMP) и 

ткивних инхибитора металoпротеиназа (енгл. Tissue inhibitors of metalloproteinases, TIMP) 

(106). Поред u-PA, IL-33 као IL-1 и TNF (107,108) повећава ниво инхибитора активатора 

плазминогена (енгл. Plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1). IL-33 и u-PA су присутни у 

ендотелним ћелијама атеросклеротских плакова, а нивои mRNK за IL-33, sST2 и ST2L 



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

 

20 
 

корелирају са mRNK за u-PA (106). Проучавањем хуманог атеросклеротског ткива, иста 

студија је показала корелацију у експресији u-PA и IL-33 што указује да у хроничном 

запаљењу попут атеросклеротских лезија, IL-33 може бити укључен у покретање 

неоваскуларизације посредоване u-PA (106). Раније студије су показале да IL-33 индукује 

инфламацију ендотелних ћелија (109). Према томе, IL-33 се ослобађа након оштећења 

ткива и укључен је у ангиогенезу посредовану u-PA која је раније повезивана са процесом 

инфламације (110). 

Theoharides и сарадници (105) су показали да IL-33 појачава секрецију VEGF-а из 

леукемијских ћелија и нормалних мастоцита и то појачаном акумулацијом супстанце P 

(енгл. Substance P, SP). SP је снажан медијатор запаљења (111,112) који своје дејство 

делимично остварује након активације мастоцита (113,114). Укључен је у патогенезу 

псоријазе (115,116) коју карактерише повећана васкуларизација епидерма, 

хиперпролиферација кератиноцита и снажна запаљењска реакција (117). SP позитивна 

нервна влакна су у псоријатичним лезијама гушћа уз повећан број мастоцита (118-121). 

IL-33, као и IL-1, индукује мастоците да секретују VEGF у мастоцитима и појачава ефекат 

SP (105,122). Претходно је показано да IL-1 индукује секрецију VEGF-а из леукоцита 

(123). Резултати Theoharides-а и сарадника (105) потенцирају значај интеракције између 

SP, IL-33 и мастоцита у процесу ангиогенезе. IL-33 ослобођен из епителних и ендотелних 

ћелија, делујући заједно са IgE, активира мастоците у здравој кожи (32,124). Активирани 

мастоцити ослобађају хистамин и интерлеукине и последично стимулишу синтезу и 

ослобађање SP из неурона (105). Поред тога, у псоријази потенцијални извор IL-33 могу 

да буду лимфоцити, пролиферишући кератиноцити као и ендотелне ћелије новонасталих 

крвних судова (105). На овај начин IL-33 индукује ослобађање VEGF-а преко SP, чиме се 

повећава васкуларна пропустљивост и убрзава процес запаљења (105). Раније студије су 

показале да IL-33 индукује секрецију SP која повећава концентрацију калцијума у 

цитосолу LAD2 ћелија (125). Повишена концентрација калцијума у цитосолу је довољна 

за синергистичко ослобађање VEGF-а (105). 
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1.1.8. Сигнални пут IL-33/IL-33R у патолошким стањима 

Постоје бројне студије о плејотропном дејству IL-33 и његовој улози у запаљењским, 

алергијским и аутоимунским болестима (14,23). Међутим, његова улога у протуморској и 

антитуморској имуности није јасна. 

1.1.8.1. Астма 

Астма је хронично запаљење које карактерише бронхијална хиперреактивност, алергијска 

инфламација, повећан ниво серумског IgE и продукција Th2 цитокина. С обзиром да IL-33 

снажно потенцира Th2 имунски одговор, испитивана је његова улога у астми (126). 

Студије експресије гена људи и мишева показале су експресију IL-33 у ткиву плућа и јаку 

експресију у глаткомишићним ћелијама бронха (17). У скорије време показано је да је у 

биопсијским узорцима бронха људи оболелих од астме присутна снажна експресија IL-33. 

Експресија IL-33 је посебно снажна код пацијената са тешким обликом астме (67) и 

углавном је детектована у епителним ћелијама бронха (67). У студијама које су 

идентификовале популације ћелија које се активирају под дејством IL-33 у астми, 

установљена је важност епителних и ендотелних ћелија али не и глаткомишићних ћелија и 

фибробласта (127). Апликација IL-33 промовише хиперреактивност дисајних путева, 

хиперплазију пехарастих ћелија, еозинофилију, поларизацију макрофага у M2 правцу и 

продукцију IL-4, IL-5 и IL-13 у плућима (102,128,129). Oboki и сарадници (130) су 

показали да је болест индукована овалбумином код IL-33
-/-

 мишева праћена слабијом 

инфилтрацијом плућног ткива еозинофилима и лимфоцитима, хиперреактивношћу 

дисајних путева и запаљењем. 

1.1.8.2. Кардиоваскуларне болести (CVD) 

IL-33 је првобитно идентификован у једру ендотелних ћелија HEV-а секундарних 

лимфних ткива (61). Поред тога, експресија IL-33 је детектована у глаткомишићним и 

ендотелним ћелијама коронарних артерија (17,131), другим ендотелним ћелијама (32,63), 

адипоцитима (132,133) и у фибробластима срца што сугерише потенцијално значајну 

улогу IL-33 у разним CVD (енгл. Cardovascular disease) (134). 
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Фиброза и хипертрофија срца. Студије у животињским моделима указују да је sST2 више 

од маркера у CVD болестима, јер активација IL-33/IL-33R сигнализације има протективну 

улогу у различитим кардиоваскуларним болестима. У моделу хипертензије IL-33 смањује 

хипертрофију и фиброзу срца код WT (енгл. Wild type) али не и код IL-33R
-/-

 мишева (134). 

sST2 у миокарду блокира антихипертрофични ефекат IL-33 и последичну активацију IL-

33/IL-33R сигнализације чиме погоршава болест. Поред тога, IL-33 инхибира апоптозу 

кардиомиоцита, ублажава развој исхемијских лезија и фиброзу након инфаркта и 

побољшава вентрикуларну функцију in vivo, сузбијањем активности каспазе-3 и 

појачавањем експресије антиапоптотских протеина (135). 

Атеросклероза. Током атеросклерозе моноцити, T лимфоцити и мастоцити инфилтришу 

плак унутар интиме артеријског зида. Болест вероватно покреће Th1 имунски одговор уз 

помоћ цитокина попут IL-12 и IFN-γ који индукују болест (136,137). Активација осовине 

IL-33/IL-33R може имати протективан ефекат у атеросклерози поларизацијом имунског 

одговора у Th2 правцу (99,138). 

1.1.8.3. Реумaтоидни артритис (RA) 

Значајан број истраживања указује на значај IL-33 у патогенези реуматоидног артритиса 

(RA). Раније студије су применом хибридизације in situ показале присуство IL-33 у 

крвним судовима синовијалног ткива оболелих од RA (31). Касније је доказано присуство 

IL-33 и IL-33R у свим слојевима захваћених ткива (139,140). Иако примарни синовијални 

фибробласти RA пацијената показују слабу или потпуно одсутну експресију IL-33, 

стимулација проинфламацијским цитокинима попут TNF-α и IL-1β позитивно регулише 

експресију у овим ћелијама (139). RA пацијенти са добрим терапијским одговором на 

инхибиторе TNF, имали су ниже концентрације IL-33 у серуму (141,142). Ови резултати 

указују да сигнални пут IL-33/IL-33R учествује у патогенези запаљења и деструкције 

зглобова. 

Неке новије студије су покушале да процене концентрацију IL-33 и sST2 у серуму и 

синовијалној течности у RA пацијената са циљем идентификације потенцијалних 

биомаркера болести. Резултати различитих лабораторија су показали да је концентрација 

IL-33 и sST2 у серуму и синовијалној течности оболелих од RA значајно повећана, 
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посебно код активне болести у односу на здраве контролне испитанике, као и пацијенте са 

остеоартритисом и псоријатичним артритисом (141,143-145). Xiangyang и сарадници (143) 

су показали да повећана концентрација IL-33 у серуму RA пацијената позитивно корелира 

са тежином болести, реуматским фактором и модификованим Sharp скором који се 

користи за процену коштане ерозије, због чега се сматра да IL-33 доприноси патогенези 

RA делом кроз ерозију костију. Међутим, како је IL-33 инхибитор ресорпције костију 

(146) могуће је да се IL-33 ослобађа као последица а не као узрок инфламације зглобова и 

ерозије костију. Неколико година пре него што је идентификован IL-33, Leung и 

сарадници (147) су показали да sST2 ублажава артритис индукован колагеном (енгл. 

Collagen-induced arthritis, CIA) у мишева. Протективна улога је потврђена 

администрацијом анти-ST2 антитела и ублажавање CIA су повезани са редукцијом 

деструкције зглобова, као и повећаном продукцијом IFN-γ и IL-17 у дренирајућим 

лимфним чворовима (140). Улога IL-33 као про-инфламацијског цитокина код артритиса 

је потврђена апликацијом рекомбинантног IL-33 (енгл. Recombinant IL-33) који изазива 

егзацербацију болести у CIA и артритису индукованом аутоантителима (енгл. Antibody-

induced arthritis) у мишева, док IL-33R дефицијентни мишеви показују атенуацију CIA и 

AIA уз смањену продукцију про-инфламацијских цитокина (IL-17, TNF-a и IFN-γ) 

(139,148).  

Подаци сугеришу да сигнални пут IL-33/IL-33R промовише инфламацију зглобова и 

представља нову терапијску мету у лечењу RA болести. Међутим, свако лечење које 

укључује овај сигнални пут мора бити пажљиво праћено јер IL-33 у условима in vitro 

инхибира диференцијацију остеокласта (146). Поред тога, потврђена је инхибиција 

остеокластогенезе код трансгених мишева који прекомерно експримирају IL-33 (149). 

1.1.8.4. Мултипла склероза (MS) 

Улога IL-33 у развоју болести централног нервног система (енгл. Central nervous system, 

CNS), попут мултипле склерозе (енгл. Multiple sclerosis, MS), је посредована имунским 

механизмима и завредила је додатну пажњу због изузетно високог нивоа експресије 

mRNK за IL-33 у ткиву мозга и кичмене мождине, сугеришући да осовина IL-33/IL-33R 

може имати специфична обележја у CNS-у, поред улоге медијатора имунског одговора. 
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Неке новије студије су фокусиране на значај експресије и функцију IL-33 у ћелијама CNS-

a. 

Данас се мало зна о циљаним ћелијама CNS-а које IL-33 активира везивањем за рецептор. 

IL-33R показује јаку експресију у ткиву кичмене мождине мишева (150). Коришћењем 

примарних ћелијских култура CNS-а утврђено је присуство mRNK за IL-33R, IL-1RAcP и 

sST2 у ћелијама микроглије и астроцитима док је IL-1RAcP присутан у неуронским 

ћелијама (151).  

Улога IL-33 у патогенези MS указује на значај позитивне регулације IL-33 и/или IL-33R у 

ткиву кичмене мождине мишева код којих је индукован експериментални модел 

аутоимуног енцефаломијелитиса (енгл. Experimental autoimmune encephalomyelitis, EAE) у 

поређењу са контролним мишевима (150,152). Овај феномен је потврђен код људи код 

којих је детектован повишен ниво IL-33 у белој маси и подручју плакова код оболелих од 

MS у поређењу са белом масом контролних испитаника (153). Поред тога, серумски IL-33 

је вишеструко повишен код болесника са релапсом MS у поређењу са здравим контролама 

(154). Као такав, IL-33 може бити потенцијални биомаркер активности MS и терапијског 

одговора. 

Упркос доказима који указују на улогу IL-33 у инфламацији CNS-а, функционални подаци 

о томе да ли IL-33 има користан или штетан ефекат у MS су мање јасни. 

Нека истраживања указују на протективни значај активације сигналног пута IL-33/IL-33R 

у развоју MS, док друге студије, такође спроведене у анималном моделу болести 

потенцирају значај његове активације у прогресији болести (150,152,155,156). Разлог 

опречних резултата још увек није јасан. Постоје индиције да је време давања егзогеног IL-

33 од кључног значаја за процену његове функције у развоју EAE. Поред 

имуномодулаторне цитокинске улоге, IL-33 је потентни активатор ендотелних ћелија. 

Повећава пропустљивост ендотела редукцијом међућелијских веза in vitro и индукује 

васкуларну пропустљивост (104). Дисфункција крвно-мождане баријере је битан корак за 

запаљење CNS-а због чега се спекулише да рано давање IL-33 може допринети MS и EAE 

ометањем крвно-мождане баријере поред модулације имунског система. Одложени 

третман са IL-33 може бити значајнији у тренутно недефинисаној улози у болестима CNS-
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а. IL-33 може бити потенцијални биомаркер у процени развоја и лечења MS, као и 

потенцијална мета у будућем лечењу MS. 

1.1.8.5. Системски лупус еритематозус (SLE) 

Ранија истраживања су потврдила да је протеин sST2 идентификован у серуму појединих 

пацијената оболелих од системског лупус еритематозуса (енгл. Systemic lupus 

erythematosus, SLE), RA и других реуматских болести (157). Подаци о улози сигналног 

пута IL-33/IL-33R у SLE су још увек оскудни. Концентрација sST2 у серуму пацијента са 

активним SLE је значајно повећана у поређењу са пацијентима у реемисији и здравим 

контролама (158). Паралелна студија је показала да је ниво IL-33 у SLE пацијената 

повишен у односу на здраве испитанике (159) али нижи него у RA пацијената. 

Испитивање повезаности концентрације IL-33 са вредностима других лабораторијских 

параметара повезаних са SLE су показала да IL-33 учествује у акутној фази SLE али 

вероватно и у даљем току болести (159). Осим тога, IL-33 има биолошко дејство на 

еритроците, тромбоците и њихове прекурсоре у SLE. Наведене опсервације указују на 

могућу улогу осовине IL-33/IL-33R у настанку и развоју SLE. 

1.1.8.6. Системска склероза (SS) 

Недавно је потврђена повезаност између IL-33 и системске склерозе (енгл. Systemic 

sclerosis, SS). Карактеристична је абнормална експресија IL-33 и IL-33R у кожи и 

висцералним органима оболелих од SS (160). Степен експресије варира од изразито ниске 

до високе у зависности од фазе болести. У раним насупрот касним фазама болести, 

експресија IL-33 jе ослабљена до одсутна у већини ендотелних ћелија захваћених органа, 

док је експресија IL-33R у инфилтришућим имунским ћелијама повећана почетком али 

ослабљена крајем SS. Сматра се да IL-33 ослобођен из активираних и/или оштећених 

ендотелних ћелија активира IL-33R на имунским ћелијама, фибробластима и 

миофибробластима и на тај начин промовише фиброзу. Концентрација серумског IL-33 

корелира са степеном склерозе коже и фиброзе плућа (161). У пацијената са дифузним 

променама на кожи детектоване су веће концентрације IL-33 насупрот групи пацијената са 

ограниченим лезијама на кожи. Повећане концентрације IL-33 код оболелих од ове 

болести указује и на настанак нових крвних судова (162). На основу оваквих резултата, IL-
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33 вероватно игра улогу у настанка кожне и пулмонарне фиброзе у оболелих од SS. Како 

би се испитала улога IL-33 у развоју SS, недавно је спроведена студија на мишевима, која 

је показала да субкутана администрација IL-33 доприноси развоју кожне фиброзе, сличну 

као код SS пацијената што је потврдило улогу IL-33 као профиброзног медијатора (163). 

Развој фиброзе коже индуковане IL-33 зависи од присуства IL-13 ослобођеног углавном из 

еозинофила, док присуство IL-4 у мастоцитима није неопходно. 

1.1.8.7. Остале аутоимунске болести 

IL-33 је повезан и са развојем аутоимунских поремећаја попут атопијског дерматитиса. 

Стимулација комбинацијом TNF-α и IFN-γ ефикасно индукује продукцију IL-33 у 

кератиноцитима и фибробластима (164). У мишјем моделу атопијског дерматитиса је, 

након излагања алергену или ентеротоксину B стафилокока, детектовано повећање 

експресије IL-33 и IL-33R у кожним лезијама уз позитиван терапијски одговор на примену 

Tacrolimus-а (164). Касније студије су сугерисале да IL-33 потпомаже атописки 

дерматитис негативном регулацијом експресије хуманог β дефензина-2 у кератиноцитима 

као и код акутног екцема (165). Повећан ниво IL-33 је присутан и у неким ретким 

аутоимунским болестима као анкилозни спондилитис Behçet-ова болест а снижен у 

амиотрофичној латералној склерози (166-168).  
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1.1.9. Сигнални пут IL-33/IL-33R у биологији тумора 

1.1.9.1. Експресија IL-33 и IL-33R у туморском ткиву 

Улога IL-33 у канцерима још увек није сасвима јасна. Студије у којима је проучавана 

експресија IL-33 су потврдиле његово присуство у ћелијама карцинома дојке, желуца, 

плућа, грлића материце, колоректалног и хепатоцелуларног карцинома, меланома, , као и 

сквамоцелуларног карцинома главе и врата. 

Поред туморских и ћелија имунског система, примарни извор IL-33 су епителне ћелије, 

миофибробласти, фибробласти, адипоцити, глаткомишићне и ендотелне ћелије (17,32) док 

се IL-33R експримира на ћелијама имунског система, миофибробластима, епителним и 

ендотелним ћелијама (169). 

Слично неизмењеном епителном ткиву, IL-33 се детектује у бенигним и 

добродиферентованим туморима док је његова експресија редукована у 

слабодиферентованим канцерима (170). Супротно овоме степен експресије је повећан у 

фибробластима туморске строме и костне сржи (171,172), указујући да туморска строма 

може бити значајан извор IL-33 код пацијената са карциномом (171). Показано је да IL-33 

има важну улогу у иницијацији развоја карцинома и фибрози (173). Фиброза узрокована 

хроничним запаљењем укључује различите стимулусе попут инфекције, аутоимунског 

одговора, алергије и туморогенезе (174). Карактерише је прекомерни раст ожиљног ткива, 

састављен од компоненти екстрацелуларног матрикса (колаген, хијаулоронска киселина, 

фибронектин, протеогликани) на месту оштећења ткива (173). Главни ћелијски играчи су 

фибробласти и миофибробласти који су првенствено ћелије које продукују колаген (173). 

Упркос експресији IL-33 у стромалним ћелијама канцера, велики број студија указује на 

редуковану експресију IL-33 у епителним ћелијама (170,173,175,176). 
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1.1.9.2. Протуморска улога сигналног пута IL-33/IL-33R  

Експресија IL-33 и/или рецептора sST2 je повезанa са лошом прогнозом у болесника са 

различитим врстама тумора (170,173,177-182). Fang и сарадници (183) су указали на 

значајну улогу овог сигналног пута у инвазивности и метастазирању. У условима in vitro, 

инхибиција IL-33 успорава туморски раст, миграцију и формирање колонија у глиома и 

карцинома дебелог црева а његова инхибиција in vivo супримира туморски раст (180,183). 

Присуство метастаза у лимфним чворовима карлице представља лош прогностички 

параметар у раном стадијуму карцинома грлића материце. Код нодус негативних
-
 

пацијенткиња забележена је мања експресија IL-33 у туморским ћелијама у поређењу са 

нодус позитивним, сугеришући да нижи степен експресије IL-33 инхибира прогресију 

болести (184). Насупрот овоме, у тешким облицима цервикалне интраепителне дисплазије 

детектовано je значајно мање IL-33 у ендотелним и епителним ћелијама цервикса у односу 

на дисплазију средњег степена и епителне ћелије неизмењеног ткива цервикса (185). 

Међутим, није забележена значајно мања експресија IL-33 у ћелијама карцинома у односу 

на дисплазију тешког степена. Код сквамоцелуларног карцинома главе и врата, примена 

IL-33 промовише миграцију ћелија и инвазивност индукцијом епително-мезенхималне 

транзиције (171).  

Активација сигналног пута IL-33/IL-33R потпомаже миграцију и инвазивност ћелија 

колоректалног и желудачног карцинома и то продукцијом IL-6, CKCR4 (енгл. C-X-C 

chemokine receptor type 4), MMP-2, MMP-3 и MMP-9 (180,186). У експерименталном 

моделу болести, IL-33 активира туморску строму и промовише полипозу у мишева (187). 

У пацијената са колоректалним карциномом код којих је присутна мутација p53 

забележена је значајно мања експресија IL-33 у туморским ћелијама (188). Такође, 

експресије IL-33 и IL-33R су повећане у аденому црева насупрот редукованој или потпуно 

одсутној експресији у туморским ћелијама колоректалног карцинома (189). 

Негативна корелација експресије IL-33 и IL-33R и укупног преживљавања у карциномима 

јајника приписана је активацији ERK и JAK сигнализације и последичној промоцији 

миграције, пролиферације и инвазивности туморских ћелија (170). Серумска 

концентрација IL-33 је повећана у пацијената са карциномом главе и врата (179), желуца 

(190), плућа (191), дојке (170), као и хепатоцелуларним карциномом (178), док су 
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повишене концентрације sST2 детектоване у серуму пацијената са метастатским 

карциномом дојке (192) и хепатоцелуларним карциномом (178). Sun и сарадници (190) су 

показали да серумска концентрација IL-33 у карциному желуца корелира са тежином и 

прогресијом болести, док у пацијената са NSCLC (енгл. Non-small cell lung cancer) 

представља значајан дијагностички и прогностички маркер (191). 

1.1.9.3. Антитуморска улога сигналног пута IL-33/IL-33R  

Недавне студије су показале да IL-33 потпомаже акумулацију Th1 и CD8
+
 Т лимфоцита 

чиме појачава антитуморски имунски одговор. Студије на експерименталном мишјем 

моделу су истакле важну улогу IL-33 којом он потпомаже антитуморски одговор 

посредован CD8
+
 Т лимфоцитима. Коришћењем метастатског модела болести применом 

ћелијске линије меланома B16 и карцинома плућа LLC1 показано је да трансгена 

експресија IL-33 инхибира туморски раст и спречава настанак удаљених метастаза у 

мишева (193). Трансгена експресија као и примена рекомбинантног IL-33 појачава 

инфилтрацију туморског ткива CD8
+
 и NK ћелијама и појачава цитотоксичност ових 

ћелија како in vitro тако и in vivo (193). Ова студија пружа додатне доказе да IL-33 

промовише пролиферацију и активацију CD8
+
 Т лимфоцита и NK ћелија активацијом NF-

κB и показује нови механизам којим IL-33 промовише акумулацију и активацију CD8
+
 и 

NK ћелија. Студије су показале да апликације обе форме IL-33 у комбинацији са вакцином 

HPV (енгл. Human papillomavirus) DNA (енгл. Deoxyribonucleic acid) проузрокује брзу и 

комплетну регресију тумора плућа индуковоног ћелијском линијом TC.1 (194). Примена 

IL-33 поларише имунски одговор у Th1 правцу и појачава антитуморски одговор 

ефекторских и меморијских T лимфоцита специфичних за антиген. Користећи модел 

трансгеног миша P14, IL-33 на периферији тумора појачава акумулацију CD8
+
 

меморијских Т ћелија што резултује брзом и потпуном регресијом индукованог тумора 

(194). 

Barrera и сарадници (195) су показали да је системска концентрација IL-33 значајно 

смањена код пацијената са NSCLC у односу на групу контролних испитаника. Поред ове 

студије, Musolino и сарадници су приказали негативну корелацију серумске концентрације 

IL-33 и туморског стадијума код пацијената са мултиплим мијеломом, указујући на 

протективну улогу IL-33 (196).  
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1.1.9.4. Сигнални пут IL-33/IL-33R у карциному дојке 

Обзиром на значај инфламације у развоју канцера, све је више студија посвећених 

проучавању улоге овог сигналног пута у канцерогенези и имунском одговору на туморе. 

Имунски одговор тип 1 се карактерише Th1 ћелијама које продукују IFN-γ, 

цитотоксичним Т лимфоцитима, NK и NKT ћелијама и овај одговор представља кључну 

компоненту имуности на туморе (197,198). Присуство компоненти имунског одговора тип 

1 је повољан прогностички знак (198). Познато је да Th1 и CD8+ T лимфоцити који 

инфилтришу тумор нису у стању да одговоре на локалне и системске механизме имунске 

супресије како у анималним моделима тако и у људи (199). 

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

услед ћелијске смрти. Туморске ћелије развијају снажне механизме за избегавања 

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

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

толеранције и један од важних фактора неуспеха тренутне имунотерапије.  

Jovanovic и сарадници (200) су показали да активација сигналног пута IL-33/IL-33R 

инхибира антитуморски имунски одговор, последично убрзавајући развој удаљених 

метастаза. Студија на експерименталном моделу карцинома дојке је показала да 

активација сигналног пута IL-33/IL-33R појачава интратуморску акумулацију 

имуносупресивних и урођених лимфоидних ћелија, промовишући туморски раст и 

метастазирање у карциному дојке (200). IL-33 се експримира у нормалном ткиву дојке док 

је његова експресија редукована у дукталном in situ карциному (енгл. Ductal in situ 

carcinoma, DCIS) (201). Kretschmer и сарадници су потврдили да је експресија IL-33 

значајно смањена и у инвазивном карциному дојке (201). Локална експресија IL-33 може 

бити важан маркер у диференцијацији малигног од бенигног/здравог ткива (170). 

Експресија IL-33, утврђена имунохистохемијски у околном ткиву карцинома је значајно 

већа него у здравом ткиву дојке што имплицира да околно нетуморско ткиво може имати 

значајну улогу у антитуморској имуности (170). Тумори високог хистолошког градуса 

показују значајно мању експресију IL-33 у поређењу са туморима ниског градуса што 

потенцира прогностички и потенцијално терапијски значај овог цитокина посебно код 

HER2 (енгл. Human epidermal growth factor receptor-2) позитивне групе тумора и тумора 
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који експримирају друге цитокине (170). Осим тога, eкспресија IL-33 је значајно већа у 

HER2 позитивним туморима што је у складу са подацима из студија које су показале да 

оверекспресија sST2 убрзава метастазирање карцинома активацијом HER2 у ћелијским 

линијама карцинома дојке (192). У HER2
+
 мишјим туморима дојке експресија IL-33 је 

мања у поређењу са преканцерозним лезијама (202). Студија која се бавила испитивањем 

серумске концентрације IL-33 код пацијената са карциномом дојке показала је да је ниво 

IL-33 већи код пацијената са карциномом дојке у поређењу са бенигним туморима дојке 

(170). Концентрација sST2 је повећана код пацијената са метастатским карциномом дојке 

док је смањена концентрација овог протеина повезана са смањењем ћелијске 

покретљивости индуковане HER2 у две ћелијске линије (192). Концентрација IL-33 у 

серуму је већа код ER (енгл. Estrogene receptor) позитивних пацијената што указује на 

могућу зависност IL-33/IL-33R сигнализације од хормонских рецептора (170).  

Концентрација IL-33 у серуму нижа је у групи пацијенткиња са туморима дојке који у 

значајно мањој мери експримирају Ki-67 у туморском ткиву што указује на негативну 

повезаност серумског IL-33 и пролиферације ћелија карцинома дојке (170). Повећане 

серумске концентрације IL-33 и sST2 код пацијената са карциномом дојке у односу на 

здраве испитанике, указују на њихову повезаност са овом болести. Такође, концентрације 

IL-33 и sST2 корелирају са концентрацијом VEGF-а чиме је потврђена улога IL-33 и sST2 

у ангиогенези код ове болести (203). Тромбоцитни фактор раста C (енгл. Platelet-derived 

growth factor C, PDGF-C) је новооткривени фактор раста који се везује за PDGF α и β 

рецептор (204). PDGF-C обавља улогу трансфомишућег и митогеног фактора у туморским 

ћелијама (205,206), као и митогеног фактора и хемоатрактанта за фибробласте повезане са 

канцером (207,208). Студије су показале да је концентрација PDGF-C значајно већа код 

пацијената са карциномом дојке у односу на здраве испитанике као и да корелира са 

серумском концентрацијом IL-33 и sST2 указујући на дијагностички и прогностички 

значај IL-33 и sST2. Екстрацелуларни матрикс се разграђује преко система који је 

активиран матрикс-металопротеиназама и u-PA. Показано је да се MMP-11 експримира у 

фибробластима карцинома али не и у бенигним туморима дојке (209). Концентрација 

MMP-11 је значајно повишена у серумима оболелих од карцинома дојке и корелира са 

концентрацијом IL-33 и sST2. Сви ови подаци указују да повећане концентрације IL-33 и 

sST2 указују на лошу прогнозу болести. Поред наведеног, IL-33 је доказан и као 
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потенцијални прогностички маркер али и као потенцијална мета за нове видове 

терапијског приступа (178,190,191). Елевација концентрације IL-33 у серуму као и његове 

локалне експресије могу убрзати прогресију и метастазирање карцинома дојке, 

негативном регулацијом сигналног пута IL-12 (170). Ова студија је утврдила обрнуту 

повезаност између серумске концентрације и локалне експресије IL-33 са експресијом ER 

у ћелијама карцинома дојке (170). Системска концентрација и локална експресија IL-33 

могу имати различите улоге у зависности од хормонског статуса, због чега IL-33 може 

бити један од важних фактора који учествују у резистенцији тумора на хормонску и 

терапију Herceptin-ом у групи ER
+
/HER2

+
 позитивних карцинома (170). 

1.2. Карцином дојке 

Инвазивни карциноми дојке су хетерогена група тумора који највећим делом настају од 

истог сегмента терминалног канала лобуларне јединице (енгл. Terminal duct lobular unit, 

TDLU). Карактеришу се различитом клиничком презентацијом, патолошком 

класификацијом и клиничким током. Инвазивни дуктални карцином (енгл. Invasive ductal 

carcinoma, IDC) је најчешћа форма инвазивних карцинома са учесталошћу од 55% у 

односу на све дијагностиковане (210). Са инциденцом од 5 до 15%, инвазивни лобуларни 

карцином је други најчешће дијагностикован тумор дојке епителног порекла. Поред ове 

две групе, Светска здравствена организација (енгл. World Health Organization, WHO) је као 

посебне туморе дојке, дефинисала и прихватила више од десет различитих варијанти. 

1.2.1. Инвазивни и in situ карцином дојке 

Тумори дојке епителног порекла су подељени на in situ и инвазивне карциноме (211). 

Карциноми in situ подразумевају потенцијално малигну интрадукталну пролиферацију 

епителних ћелија, ограничену на дуктусе и лобулусе.  

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

пролиферацију неопластичних ћелија и урастање у стромално ткиво и околне структуре. 

Обе форме се на основу хистолошких карактеристика, класификују у дукталне и 

лобуларне карциноме.  
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1.2.2. Инвазивни дуктални карцином (IDC) 

Инвазивни дуктални карцином карактерише малигна пролиферација дукталног епитела уз 

инвазију стромалног ткива и присуство или одсуство поља карцинома in situ. Дијагноза се 

поставља на основу подтипа IDC (енгл. Invasive ductal carcinoma) а ређе на основу врсте и 

градуса дукталног in situ карцинома (енгл. Ductal in situ carcinoma, DCIS). У погледу 

хистолошких и цитолошких карактеристика, IDC показују велики број варијација због 

чега су у зависности од типа ћелија, секреције, архитектуре ткива и имунофенотипа 

класификовани на различите подгрупе. 

Са друге стране, око 75% свих IDC не показује особености и није их могуће 

класификовати у посебне подврсте, већ припадају категорији „без посебних 

карактеристика„ (енгл. Not otherwise specified, NOS). Други аутори користе термин „без 

посебног типа“ (енгл. No special type, NST) чиме се морфолошки али и биолошки, 

издвајају тумори који не могу бити класификовани у друге, међународно прихваћене 

групе (212). 

1.2.3. Биологија карцинома дојке 

1.2.3.1. Онкогенеза 

Као што је то случај и са карциномима других локализицаија, узрок настанка карцинома 

дојке је и даље непознат (213). Сматра се да су сви чиниоци груписани у три основне 

групе утицаја: 1. генске промене, 2. утицај хормона и 3. фактори околине. 

Генски фактори. Око 5% до 10% карцинома дојке је повезано са специфичним наследним 

мутацијама (214). Око половина жена са наследним карциномом дојке има мутацију у 

BRCA1 (енгл. Breast cancer) (док се код трећине идентификује мутација BRCA2 гена 

(213). То су велики комплексни гени, међу којима не постоји значајна хомологија, као што 

је нема ни са другим познатим генима (213). Иако се прецизна улога ових гена 

карциногенези и њихова релативна специфичност за карцином дојке још увек проучавају, 

сматра се да они учествују у процесу поправке DNA (енгл. Deoxyribonucleic acid) (215). 

Понашају се као тумор супресорски гени јер карцином настаје само када су оба алела 

инактивна или дефектна (216,217). Један је инактивисан услед мутације герминативних 
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ћелија, а други накнадном соматском мутацијом (217). Генетско тестирање је доступно 

али је компликовано услед постојања више стотина различитих мутираних алела, од којих 

су само неки повезани са склоношћу ка карциному (213). Степен пенетрантности, узраст у 

коме карцином настаје и његова повезаност са осетљивошћу на друге типове карцинома 

могу да варирају зависно од типа мутације (213). Око 70% носиоца ових мутација 

карцином дојке добије до 70. године живота, насупрот 7% оболелих код којих ова 

мутација није присутна (213). Улога BRCA1 и BRCA2 гена у нехередитарном карциному 

дојке је мање јасна јер су њихове мутације у овим туморима ретко присутне (213). Могуће 

је да други механизми, попут метилације у регулаторним регионима, инактивирају гене у 

спорадичним карциномима (213). Ређа генетска обољена повезана са карциномом дојке су 

Li Fraumeni-јев синдром (условљен мутацијама p53 у герминативним ћелијама) и Cowden-

ова болест (условљена мутацијама PTEN (енгл. Phosphatase and tensin homolog gene) у 

герминативним ћелијама) (218,219). Карцином дојке је чешћи код носиоца мутираних 

атаксија-телеангиектазија гена (220). Као код већине других карцинома, мутације које 

захватају не само тумор-супресор већ и онкогене у епителу дојке доприносе процесу 

малигне трансформације (213). Међу најбоље проучаваним је прекомерна експресија 

HER2 (221,222). У неким хуманим карциномома дојке је описана и амплификација гена 

Ras и Myc (енгл. Myelocytomatosis viral oncogene homolog) (223). Велики број гена, 

укључујући и ген који кодира рецептор за естроген може да буде инактивисан 

хиперметилацијом промотора (213). Данас се сматра да су бројне стечене генске 

алтерације укључене у секвенцијалну трансформацију нормалне епителне у карциномску 

ћелију. Важан концепт који је препознат на основу резултата генских анализа карцинома 

дојке представља хетерогеност туморских ћелија на молекулском нивоу. На основу 

профила генске експресије, карцином дојке може да се класификује у 5 субтипова: 

луминални А, луминални Б, карцином са прекомерном експресијом HER2, базалоидни 

карцином и карцином сличан нормалној дојци (224). Наведени карциноми се јасно 

разликују у дијагностичком процесу и имају различите исходе (224). 

Утицаји хормона. Вишак ендогених естрогена услед поремећене хормонске равнотеже 

има значајну улогу у настанку карцинома дојке (225). Многи од фактора ризика попут 

дуготрајног репродуктивног периода су повезани са скоковима у нивоу естрогена током 

менструалног циклуса. Такође, функционални тумори јајника који луче естрогене 
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повезани су са карциномом дојке жена после менопаузе (213). Естрогени стимулишу 

производњу фактора раста у нормалним епителним али и у ћелијама карцинома дојке 

(226,227). Претпоставља се да рецептори за естроген и прогестерон који су нормално 

присутни у епителу дојке, а често и у ћелијама карцинома дојке, ступају у интеракцију са 

промоторима раста, као што су TGF-β (енгл. Transforming growth factor-β), PDGF и FGF 

(енгл. Fibroblast growth factor), које луче ћелије карцинома дојке и тако обезбеђују 

аутокрини механизам развоја тумора (213).  

Фактори околине се намећу као значајан узрок у случајевима различите инциденце 

карцинома дојке у генетски хомогеним групама, као и у чињеници да постоје географске 

разлике у преваленцији (213). Важни фактори околине су зрачење и егзогени естрогени 

(225). Продужена изложеност егзогеним естрогенима у постменопаузи, позната као 

хормонска супституциона терапија, спречава или бар одлаже развој остеопорозе. Новије 

студије су указале да је релативно краткотрајна употреба хормонске терапије 

комбинацијом естрогена и прогестерона повезана са повећаним ризиком од настанка 

карцинома дојке, откривањем карцинома у вишим стадијумима и већим абнормалностима 

мамограма (213). Примена оралних контрацептива је раније довођена у везу са већим 

ризиком настанка карцинома дојке (213). Данас се примена препарата са уравнотеженим 

ниским дозама естрогена и прогестерона третира као безбедна (213). Јонизујуће зрачење 

грудног коша повећава ризик од настанка карцинома дојке (228). Степен ризика зависи од 

дозе зрачења, времена које је протекло од експозиције и старости особе (213). Студије су 

показале да су ризику изложене само особе које су озрачене пре 30. године живота, у 

периоду развоја дојки (213). Између 20% и 30% жена зрачених због Hodgkin-овог лимфома 

у тинејџерским и двадестеим годинама добијају карцином дојке, док тај ризик није 

повишен код жена које су зрачене у каснијем животном добу (213). Ниске дозе зрачења 

услед мамографских прегледа немају или показују слаб ефекат на инциденцу карцинома 

дојке (213). 

Многи други, слабије утемељени фактори ризика као што је гојазност, конзумирање 

алкохола и исхрана богата мастима су у популационим студијама повезивани са 

настанком карцинома дојке (213). 
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1.2.3.2. Прогресија (инвазивност и метастазирање) 

Процес метастазирања се састоји из низа појединачних корака, а немогућност 

финализације само једног од њих завршава се заустављањем просецa (229). 

Метастазирање почиње локалном инвазијом околног ткива ћелијама тумора, а затим 

инвазијом крвних и лимфних судова (230,231). Ћелије тумора се даље шире путем 

крвотока и лимфних судова у удаљене органе. Пре екстравазације у паренхим органа, 

везују се за ендотел капилара циљног органа и стимулишу његову пролиферацију, чиме 

промовишу ангиогенезу у оквиру органа (230). Како би преживела током ових корака, 

туморска ћелија мора да избегне имунски одговор и апоптотске сигнале (230,232). Ако 

ћелије тумора упешно прођу ове кораке, поступак се понавља тако да настају секундарни 

тумори или метастаско ширење ћелија из раније насталих секундарних туморских 

депозита (229,231). 

Метастазирање почиње инвазијом ћелија тумора у околно ткиво. Инвазивне туморске 

ћелије прво губе међусобни контакт као и контакт са ванћелијским матриксом (енгл. 

Extracellular matrix, ECM). Кадхерини играју важну улогу у међусобном контакту 

туморских ћелија (233). Е-кадхерин је важан у одржавању међућелијског контакта и 

његова смањена експресија представља један од предуслова за метастазирање (234). 

Смањена експресија или потпуно одсуство Е-кадхерина је повезано са лошом прогнозом и 

праћена је прогресијом и метастазирањем карцинома дојке (235,236). Експресија N-

кадхерина значајно се мења током епително-мезенхималне транзиције (енгл. Epithelial–

mesenchymal transition, EMT) (237). Све је више студија које показују да EMT своју 

функцију у прогресији карцинома остварује помажући инвазију и интравазацију 

туморских ћелија у крвоток и индукцију протеаза које су укључене у деградацију ECM 

(238,239). Адхезивност туморских ћелија за ECM је посредована интегринима (240). 

Интегрини су трансмембрански рецептори присутни на компонентама ECM попут 

фибронектина, ламинина, колагена, фибриногена и витронектина (233). Инвазији 

туморске строме претходи деградација ECM. Деградација ECM се одвија преко система 

MMP и uPA (241,242). Huang и сарадници (243) су показали да је инхибиција uPA 

смањила инвазивност и експресију MMP-9. β-глукоронидаза, је ензим из групе хепараназа 

који такође помаже у деградацији ECM разградњом хепарин сулфата (244), протеогликана 
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који се налази унутар ECM или на површини ћелија и важна је за очување интегритета 

ECM (245) као и за адхезију између матрикса и ћелија (246).  

Године 1889. Stephen Paget је поставио теорију метастазирања под називом „seed and soil“ 

засновану на постулату да „семе“ (туморске ћелије) расте само када нађе одговарајуће 

„тло“ (микросредина) (247). Ова теорија се константно мења у складу са доказима који све 

више упућују да туморска микросредина представља кључни фактор у метастазирању. 

Микросредина метастатских туморских ћелија је кључна за даљу пролиферацију 

туморских ћелија, раст тумора и прогресију (248). Много различитих ћелија, укључујући 

фибробласте, ћелије имунског система као и ендотелне ћелије крвних и лимфних судова, 

заједно са ECM чине микросредину која утиче на прогресију тумора (249,250). Малигне 

ћелије су у сталној комуникацији са ћелијама микросредине како у примарном тако и у 

метастатским туморима (251-256). Ове интеракције отварају пут напредовања карцинома 

дојке од in situ до метастатског карцинома (257). Регрутовање макрофага, активацијом 

ћелија строме, индукује ангиогенезу и промовише малигну трансформацију (258). Тумор 

асоцирани макрофаги (енгл. Tumor-associated macrophages, TAM) утичу на инвазију 

туморских ћелија, ангиогенезу, избегавање имунског одговора и миграторно понашање 

(259-262) и формирају интерактивну нишу са ендотелним и ћелијама карцинома дојке 

промовишући интравазацију и метастатско ширење (263). У костима, интеракција 

туморских ћелија са остеокластима и остеобластима може да убрза раст тумора или да 

индукује мировање туморских ћелија. Другим речима раст метастатских колонија у 

костима зависи од стромалних ћелија (264,265). 

Ћелије тумора луче супстанце којима припремају „земљиште“ за успостављање 

преметастатске нише олакшавајући формирање секундарних тумора (248). Карцином 

дојке најчешће метастазира у кости и плућа а ређе у друге органе попут јетре и мозга 

(266). У преметастатским лимфним чворовима пацијената са карциномом дојке 

детектовани су VEGFR1 позитивни прогенитори хематопоезе. Овакав налаз сугерише 

претходно формирање преметастатске нише (248). Hiratsuka и сарадници (267) су 

показали да сигнали индуковани из примарног тумора условљавају експресију MMP-9 у 

ендотелним ћелијама и макрофагима плућа чиме промовишу инвазију плућа туморским 

ћелијама. Идентификовани су сетови гена који се експримирају у туморским ћелијама које 
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превасходно метастазирају у ткиво костне сржи и плућа указујући на ткивни тропизам 

метастатских колонија (268,269).  

Још један важан аспект у настанку метастаза је успостављање туморске васкулатуре. 

Ангиогенеза игра значајну улогу у настанку и расту секундарних туморских депозита 

(270) и представља један од кључних елемената адаптације на микросредину и обележје 

карцинома (271). Сматра се да генске мутације, механичко оптерећење, запаљењски 

процеси, експресије ангиогених протеина и туморска хипоксија условљавају „ангиогени 

прекидач“ (272,273). За разлику од ангиогенезе у физиолошким условима, крвни судови 

тумора су структурно, функционално и генски измењени. Абнормални крвни судови нису 

довољни за снабдевање тумора кисеоником што узрокује хипоксију унутар туморског 

ткива (274). У складу са овим, туморске ћелије продукују веће количине проангиогених 

фактора што резултује повећањем абнормалне васкулатуре. Из тог разлога овај зачарани 

круг се наставља. Како би се избегла хипоксија микросредине индукована овим циклусом, 

укључују се инвазивни и метастатски програми (275). 

1.2.4. Прогностички фактори у карциному дојке 

Прогностички фактори пружају информације о клиничком исходу у тренутку оперативног 

лечења, независно од примењене системске адјувантне терапије. Одражавају суштинске 

биолошке карактеристике тумора који су показатељи за раст, инвазију и метастатски 

потенцијал тумора (276). Класични прогностички фактори карцинома дојке су независне 

варијабле и укључују старост, статус аксиларних лимфних чворова, величину тумора, као 

и патохистолошке карактеристике тумора попут хистолошког типа и градуса тумора, 

лимфоваскуларне инвазије, митотског индекса или експресије Ki-67 као маркера 

пролиферације, ER, PR и HER2 (276-279). Предиктивни фактори су повезани са 

позитивним одговором на примењену терапију, али не могу да предвиде исход код 

нелечених болесника (276,277). Поједини биолошки фактори, укључујући прекомерну 

експресију ER, PR, HER2 и Ki-67 представљају значајне прогностичке и предиктивне 

факторе. (277,280). Поред експресије ER, PR и HER2 и амплификације њихових гена, не 

постоје други клинички значајни предиктивни фактори за идентификацију пацијената са 

карциномом дојке који ће имати добар терапијски одговор на хормонску и циљану 
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онколошку терапију (281-283). Традиционално, прогностички фактори се користе за 

идентификацију пацијената, код којих је неопходна примена адјувантне терапије, како би 

се избегао ризик од релапса болести. Предиктивни фактори одређују најкориснији вид 

лечења за сваког пацијента посебно (284) што представља значајан искорак у 

индивидуализацији терапијског приступа. Прогностички и предиктивни фактори се 

разматрају заједно у процесу одлучивања о терапијском приступу и прогнози болести. 

Како позитиван прогностички фактор може да има негативну предиктивну вредност и 

обрнуто, потребна су даља истраживања за избор правилне стратегије у лечењу и развоју 

индивидуалног терапијског приступа (285). 

Сви прогностички фактори могу се поделити на: 

- Клиничке, и 

- Биолошке прогностичке факторе 

У клиничке се сврставају величина тумора и статус аксиларних лимфних чворова и 

укључене су у TNM класификацију и клинички стадијум болести, док хистолошки градус, 

нуклеарни градус, митотски индекс или пролиферативна активност детектована 

експресијом Ki-67, некроза, лимфоваскуларна инвазија, перинеурална инвазија, 

стромална-мононуклеарна реакција, као и експресије ER, PR, HER2 и p53 припадају групи 

биолошких прогностичких фактора. 

Хистолошки градус (G). Хистолошки градус (енгл. Histological grade, G) означава степен 

сличности са нормалним ткивом и сразмеран је степену ткивне и ћелијске атипије (Табела 

1). Његово одређивање се заснива на процентуалној заступљености жлезданих и 

тубуларних структура са централним луминалним простором. Постоје три степена 

хистолошке градације. Код хистолошког градуса 1, тумор је саграђен од 

жлезданих/тубуларних формација у више од 75% туморског ткива. Тумори хистолошког 

градуса 2 се карактеришу интермедијарним архитектурним налазом што се манифестује 

присуством гландурних/тубуларних структура у 10% до 75% туморског ткива. 

Хистолошки градус 3 чине туморске  плаже, острва и низови малигних ћелија а 

жлездане/тубуларне формације су присутне у мање од 10% туморског ткива.  
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Табела 1. Хистолошки градус тумора и прогноза болести 

 

G - Хистолошки градус  

GX Градус се не може проценити 

G1 
Хистолошки градус ниског степена, добро 

диферентован тумор (повољна прогноза болести) 

G2 

Хистолошки градус средњег степена, средње 

диферентован тумор (умерено повољна прогноза 

болести) 

G3 
Хистолошки градус високог степена, слабо 

диферентован тумор (лоша прогноза болести) 

 

Хистолошки градус је независтан прогностички фактор чија је улога доказана у великом 

броју студија (286). Карциноме дојке високог градуса карактерише повећан ризик за 

локални рецидив и развој удаљених метастаза у периоду од 8 година након оперативног 

лечења (286). Показано је да хистолошки градус представља значајан прогностички 

фактор у различитим подгрупама карцинома дојке, укључујући пацијенте са ER 

позитивним туморима који су (287) или нису (288) подвргнути неоадјувантној ендокриној 

терапији као и пацијенте са нодус позитивним (289,290) или негативним (290-293) 

лимфним чворовима аксиле. 

Нуклеарни градус (NG). С обзиром да изглед једра у малигној ћелији није увек праћен 

степеном хистолошке диференцијације, уведен је опис једра као критеријум за нуклеарну 

диференцијацију (енгл. Nuclear grade, NG) (Табела 2). 

Степен нуклеарног плеоморфизма се одређује на основу величине и облика једра у 

подручју туморског ткива које показује највећи степен нуклеарне атипије. Нуклеарни 

градус 1 подразумева униформна једра која се по величини не разликују од једара 

нормалних ћелија дукталног епитела. Ћелије са нуклеарним градусом 2 одликују увећана 

једра са благим до умереним степеном атипије и малим али видљивим нуклеолусима. 

Нуклеарни градус 3 карактеришу изразито велика једра са бројним варијацијама у погледу 

величине и облика, уз проминентне нуклеолусе. Истраживања су показала да изглед једра 

даје добру клиничку корелацију и значајну прогностичку вредност. 

Нуклеарни градус позитивно корелира са статусом лимфних чворова аксиле, 

пролиферативном активношћу и прекомерном експресијом HER2 у туморским ћелијама 
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(294). Повезаност са наведеним патохистолошким параметрима, указује на предиктивну и 

прогностичку улогу нуклеарног градуса, код оболелих од карцинома дојке (294). 

Табела 2. Критеријуми за одређивање нуклеарног градуса и прогноза болести 

 

NG - Нуклеарни градус  

NG1 
Једра су унифромна и правилног облика, једарца се не 

уочавају (повољна прогноза болести) 

NG2 

Једра су увећана са благом до умереном атипијом, 

нуклеолуси су уочљиви (умерено повољна прогноза 

болести) 

NG3 
Једра су увећана са варијацијама у облику и величини, 

нуклеолуси су проминентни (лоша прогноза болести) 

 

Митостски индекс (MI). Митотски индекс (енгл. Mitotic index, MI) је сразмеран 

пролиферативној активности тумора и корелира са брзином туморског раста (295). Поред 

прогностичког, има дијагностички значај у микроскопској анализи филодних и глатко-

мишићних тумора дојке. 

Ћелија у митози се карактерише одсуством једарне мембране и екстензијом нуклеарног 

материјала ка периферији, након чега настаје деобно вретено и деоба нуклеарног 

материјала (296). Еваулација захтева бројање јасних митотских фигура. Хиперхроматична 

и пикнотична једра нису поуздан знак ћелијске пролиферације већ вероватно апоптозе, 

због чега овакве ћелије нису укључене у укупан збир. Према препорукама WHO (енгл. 

World Health Organization), бројање се обавља на 10 поља највећег микроскопског увећања 

(енгл. High Power Field, HPF) и захтева стандардизацију површина која одговарају 

микроскопском увећању или коришћење претходно калибрисаног градуисаног система 

(Табела 3). Одабир поља је насумичан и по правилу на периферији туморског ткива, дуж 

туморског руба. Уколико туморско ткиво карактеришу хетерогена поља у погледу 

митотске активности, митозе се броје у подручјима где је ова активност најизраженија. 

Митотски индекс је значајан прогностички параметар чије повећане вредности корелирају 

са краћим преживљавањем (297) и периодом без болести (298). Студије указују на 

предиктивни значај MI у предвиђању терапијског одговора на адјувантне (299,300) и 

неоадјувантне (301,302) терапијске протоколе. 
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Табела 3. Критеријуми за одређивање митотског индекса (MI) према стандардизованим површинама и 

пречницима великог микроскопског увећања. 

 

Број митоза у односу на три различите величине 

микроскопског поља 

 

Пречник микроскопског 

поља (mm)  
0,440 0,590 0,630 

 

Површина микроскопског 

поља (mm
2
) 

0,152 0,274 0,312 

MI - Митотски индекс    Прогноза болести 

 MI1 0-5 0-9 0-11 повољна прогноза болести 

 MI2 6-10 10-19 12-22 умерено повољна прогноза болести 

 MI3 >11 >20 >23 лоша прогноза болести 

 

Класично одређивање митотског индекса потиснуто је анализом експресије Ki-67, 

имунохистохемијском методом. 

Ki-67 је нуклеарни протеин откривен 1983.године у ћелијској линији Hodgkin-овог 

лимфома (303). Тада је показано да се Ki-67 експримира у S, G1, G2 и M фази ћелијског 

циклуса али не и у G0 фази (304,305). Данас се најчешће примењује као 

имунохистохемијски маркер за детекцију пролиферишућих туморских ћелија што је 

индикатор брзине туморског раста. Поред тога, његова експресија представља значајан 

прогностички и предиктивни параметар. 

Највећи напредак у градирању тумора направио је Nottingham–Bloom–Richardson систем 

(306,307) као модификација Scarff-Bloom-Richards-овог модела (308). Овај систем 

градирања тумора укључује сабирање појединачних скорова за хистолошки, нуклеарни и 

митотски градус чиме се добија укупан скор у опсегу од 3 до 9. На основу оваквог 

бодовног система тумори са скором: од 3 до 5 одговарају добро диферентованим, са 6 и 7 

средње диферентованим а скор 8 и 9 карактерише слабодиферентоване карциноме. Систем 

је присутан у Консензусу патолога Америке и препорукама WHO (309). 

Лимфоваскуларна инвазија (LVI). Лимфоваскуларна инвазија (енгл. Limfovascular 

invasion, LVI) је дефинисана као присуство туморских ћелија унутар простора 

ограничених ендотелним ћелијама (лимфног и/или крвног суда). Оцењује се на ткивним 

пресецима туморског ткива бојених стандардном HE методом (енгл. Haematoxylin and 

eosin stain). Сматра се најважнијим кораком у покретању дисеминације и метастазирању 
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туморских ћелија. Присуство LVI је снажан показатељ лоше прогнозе за карциноме 

различитих локализација, укључујући карцином плућа (310), дојке (311), дебелог црева 

(312), бубрега (313), простате (314), као и карцином горњег уринарног тракта (315,316). 

Мета анализа којом су анализиране студије у којима је проучавана повезаност LVI са 

другим прогностичким параметрима, потврдила је повезаност LVI са величином тумора, 

статусом аксиларних лимфних чворова, годинама старости и хистолошким градусом 

(317). 

Перинеурална инвазија (PNI). Перинеурална инвазија (енгл. Perineural invasion, PNI) је 

означена као присуство туморских ћелија унутар епинеуријума, перинеуријума и/или 

ендонеуријума (318). У неким студијама, PNI подразумева присуство нерва у непосредној 

близини тумора који обухвата 1/3 његове циркумференције (319). Као значајан 

прогностички фактор, PNI је потврђена у бројним малигним болестима укључујући 

туморе главе и врата, карциноме панкреаса, простате и гастроинтестиналног тракта (320-

323). Заступљеност PNI се повећава са прогресијом и клиничким стадијумом болести због 

чега је предложено да се овај податак уврсти у стандардну TNM класификацију (324). У 

студији на карциному панкреаса, PNI је процењен као независан прогностички фактор и 

повезан је са појавом неуропатског бола (325), док је у карциному грлића материце 

снажно повезан са бројним факторима ризика и лошом прогнозом болести (318,326). 

Друге студије су на ткиву карцинома грлића материце потврдиле повезаност PNI са LVI и 

присуством метастаски измењених лимфних нодуса (318). PNI је фактор ризика за 

рецидив карцинома грлића материце и треба га имати у виду у погледу прогнозе болести и 

избора врсте оперативног захвата (318). Значај PNI у карциному дојке је слабије проучен 

обзиром да представља ретку хистолошку карактеристику и у овим туморима је 

заступљена 10 пута ређе него LVI (327). Карциноми дојке у којима је присутна PNI 

показују већи T стадијум, хистолошки градус и присуство LVI (327). Упркос томе, иста 

студија је показала да пацијенти са PNI могу очекивати значајно петогодишње 

преживљавање након примене агресивне адјувантне терапије (регистрован је смртни 

исход у групи од 13 праћених пацијената након просечног праћења од 5,9 година) (327). 

Друге студије, такође нису доказале прогностички значај PNI у карциному дојке (328). 
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Стромална-мононуклеарна реакција (SMR). Стромална-мононуклеарна реакција (енгл. 

Mononuclear Stromal Reaction, SMR) настаје као последица антитуморског имунског 

одговора и означава интензитет мононуклеарне инфилтрације у строми и перитуморском 

ткиву, утичући на клинички ток малигних тумора (329-332). Прогностички значај 

инфилтрације мононуклеарним ћелијама у хуманим карциномима је дуго проучаван (329-

333). Такав имунски одговор укључује мононуклеарне, ефекторске ћелије попут B и T 

лимфоцита, NK ћелије и макрофаге који уништавају ћелије тумора (334). Истакнуто је да 

инфилтрација ћелијама имунског система корелира са повољном прогнозом у медуларном 

карциному дојке (329-335) али су бројне сличне хистолошке студије дале опречне 

резултате. У неким студијама, приказан је позитиван прогностички значај мононуклеарног 

инфилтрата (329,330,332) док у другим студијама такав резултат није потврђен (336). 

Један од разлога оваквих резултата је испитивање различитих популација мононуклеарних 

ћелија попут лимфоцита, плазмоцита и неидентификованих група ћелија (332,336). 

Применом имунохистохемије нека истраживања су покушала да окарактеришу тип 

инфламацијских мононуклеарних ћелија код карцинома дојке (337). Ови резултати су 

показали да унутар запаљењског инфилтрата доминирају T лимфоцити, укључујући 

помагачке и цитотоксичке Т лимфоците (338-340). Shimokavara и сарадници (340) су 

пронашли значајну корелацију између инфилтрације T лимфоцитима, клиничког 

стадијума и хистолошких карактеристика карцинома дојке, што указује да T лимфоцити 

представљају основу антитуморског имунског одговора. 

TNM класификација. TNM класификација је међународно прихваћени стандард у 

стадирању карцинома, заснован на анатомским карактеристикама примарног тумора (T), 

ширењу у регионалне лимфне чворове (N) и потенцијалном присуству удаљених 

метастаза (M). Представила га је Међународна унија за контролу рака (енгл. Union for 

International Cancer Control, UICC) као важан критеријум у процени клиничког исхода код 

пацијената са карциномима различитх локализација (341).  

- T компонента одређује величину и инвазивност примарног тумора, са нумеричком 

вредношћу која се повећава са величином тумора и степеном локалног ширења 

(Табела 4). 
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- N компонента означава присуство или одсуство метастатски измењених регионалних 

лимфних чворова и независан је прогностички параметар. Нумеричка вредност 

означава број или локализацију тумором захваћених лимфних чворова (Табела 5 и 6).  

- M компонента идентификује присуство или одсуство удаљених метастаза, укључујући 

и удаљене лимфне чворове. Imaging тестови попут позитронске емисионе томографије 

(енгл. Positron emission tomography, PET), компјутерске томографије (енгл. Computed 

Tomography, CT) и магнетне резонанце (енгл. Magnetic resonance imaging, MRI) се 

користе за процену и дијагностиковање метастаза у удаљеним органима (Табела 7). 

У употреби су клиничка TNM и патохистолошка, pTNM класификација (енгл. Pathologic 

TNM classification). 

Табела 4. Класификација карцинома дојке у зависности од анатомских карактеристика примарног тумора (Т) 

 

T – Примарни тумор   

TX  Примарни тумор не може бити одређен 

T0  Нема доказа о постојању примарног тумора 

Tis  In situ карцином 

 Tis (DCIS) Дуктални карцином in situ 

 Tis (LCIS) Лобуларни карцином in situ 

 Tis (Paget) 

Paget-ова болест без присутног инвазивног и/или in situ (DCIS и/или LCIS) карцинома у ткиву дојке. 

Карциноми у паренхиму дојке повезани са Paget-овом болести се класификују према величини и 
карактеристикама паренхимске болести, иако је неопходно напоменути постојање  напоменути Paget-ове 

болести. 

T1  Тумор највећег пречника ≤ 20 mm 

 T1mi Тумор највећег пречника ≤ 1 mm 

 T1a Тумор највећег пречника > 1 mm али ≤ 5 mm 

 T1b Тумор највећег пречника > 5 mm али ≤ 10 mm 

 T1c Тумор највећег пречника > 10 mm али ≤ 20 mm 

T2  Тумор највећег пречника > 20 mm али ≤ 50 mm 

T3  Тумор највећег пречника > 50 mm 

T4  

Тумор било које величине са локалним ширењем у зид грудног коша и/или кожу (улцерације или сателитски 

чворови у кожи). Зид грудног коша укључује ребра, међуребарне мишиће  и предњи зупчасти мишић 
(serratus anterior), али не пекторални мишић. 

 T4a Локално ширење у зид грудног. 

 T4b 
Улцерација коже дојке и/или истострани сателитски чворови у кожи и/или Или едем коже (укључујући 

изглед поморанџине коре - peau d'orange) без дијагностичких критеријума за инфламацијски карцином дојке. 

 T4c T4a и T4b 

 T4d Инфламацијски карцином 
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Табела 5. Карциноми дојке у зависности од броја и локализације метастатски измењених регионалних лимфних 

чворова (N) 

 

N – Регионални лимфни чворови 

NX  Регионални лимфни чворови се не могу проценити (нпр. претходно су уклоњени) 

N0  Регионални лимфни чвор без метастазе 

N1  Метастаза у покретном истостраном аксиларном лимфном чвору (чворовима) нивоа I и II 

N2  

Метастазе у истостраном аксиларном лимфном чвору (чворовима) нивоа I и II, клинички фиксирани или 

сливени или клинички евидентном истостраном лимфном чвору (чворовима) око артерије мамарије интерне 
(или унутрашње мамарне артерије) у одсуству клинички евидентних метастаза у аксиларним лимфним 

чворовима  

 
N2a Метастазе у аксиларном лимфном чвору (чворовима) фиксиране међусобно (сливене) или за друге структуре 

 
N2b 

Метастазе само у клинички евидентном* лимфном чвору (чворовима) око артерије мамарије интерне (или 

унутрашње мамарне артерије) у одсуству клинички евидентних метастаза у аксиларним лимфним чворовима 

N3  

Метастазе у истостраном инфраклавикуларном (Ниво III аксиле) лимфном чвору (чворовима) са или без 
захватања лимфних чворома нивоа I и II аксиле или у клинички евидентном* лимфном чвору (чворовима) око 

артерије мамарије интерне (или унутрашње мамарне артерије) са клинички евидентним метастазама у 

аксиларним лимфним чворовима или метастаза у истостраном супраклавикуларном лимфном чвору 
(чворовима) са или без захватања аксиларних или лимфних чворова артерије мамарије интерне 

 
N3a Метастазе у инфраклавикуларном лимфном чвору (чворовима) 

 
N3b Метастазе у лимфном чвору (чворовима) аксиле или артерије мамарије интерне 

 
N3c Метастазе у супраклавикуларном лимфном чвору (чворовима) 

*Појам клинички евидантан се дефинише као детектован клиничким прегледом или имиџинг методама (искључујући 

лимфосцинтиграфију) са карактеристика високо суспектним на малигнитет или налаз суспектан на макрометастазе у цитолошком 

прегледу узорка добијеног аспирационом биопсијом танком иглом (fine needle aspiration citology, FNA).  

 

Патолошка класификација (pTNM) захтева макроскопски преглед примарног тумора на 

маргинама ресекције. Микроскопски детектовани тумори на маргини се такође могу 

класификовати као pT. pT категорије одговарају клиничким T категоријама уз напомену 

да је класификована pT величина тумора мера инванзивне компоненте. Патолошка 

класификација захтева ресекцију и преглед бар доњих аксиларних лимфних чворова. 

Таква ресекција ће обично укључивати 6 или више лимфних чворова. Ако су лимфни 

чворови негативни, а број прегледаних није довољан, класификују се као pN0. 
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Табела 6. Карциноми дојке у зависности од броја и локализације метастатски измењених регионалних лимфних 

чворова (pN) 

 

pN – Регионални лимфни чворови 

pNX  
Регионални лимфни чворови се не могу проценити (нису уклоњени ради испитивања или су претходно 

уклоњени) 

pN0  

Регионални лимфни чвор без метастазе* Напомена: Изоловане групе туморских ћелија (engl. Isolated tumor 
cell clusters, ITC) су дефинисане као мање групе ћелија ≤ 0,2mm или појединачне ћелије или мање скупине 

ћелија < 200 ћелија на једном хистолошком пресеку. ITC могу бити детектоване рутинским HE или IHC 

бојењем. Чворови који садрже само ITC се не убрајају у укупан број позитивних лимфних чворова за N 
класификацију али улазе у укупан број прегледаних лимфних чворова. ITC обично не доказују метастатску 

активност, нпр. размножавање или реакцију строме.  

 
pN0(i-) Метастазе у регионалним лимфним чворовима нису детектоване HE и/или IHC  

 
pN0(i+) Метастазе у регионалним лимфним чворовим ≤ 0,2mm (уочене HE или IHC методом, укључујући ITC 

 
pN0(mol-) Метастазе у регионалним лимфним чворовима нису детектоване HE и/или IHC уз негативан RT-PCR налаз 

 
pN0(mol+) 

Позитиван RT-PCR налаз али метастазе у регионалним лимфним чворовима нису детектоване HE или IHC 

бојењем 

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 (>0,2mm и/или више од 200 ћелија, али не >2mm) 

 
pN1a Метастаза у 1 до 3 аксиларна лимфна чвора, укључујући бар један чија је највећа димензија >2mm 

 
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 детектована† 

pN2  
Метастазе у 4-9 истостраних аксиларних лимфних чворова или клинички очигледан‡ лимфни чвор дуж 

мамарије интерне у одсуству аксиларних лимфонодалних метастаза  

 
pN2a Метастазе у 4-9 аксиларних лимфних чворова, укључујући бар један који је већи од 2mm 

 
pN2b 

Метастаза у клинички очигледном‡ унутрашњем лимфном чвору (чворовима) дојке, у 

одсуству метастазе аксиларног лимфног чвора 

pN3  

Метастазе у ≥ 10 лимфних чворова аксиле или у инфраклавикуларним лимфним чворовима (аксиларни ниво 
III) или у клинички детектованом истространом унутрашњем чвору (чворовима) од којих је најмање један 

позитиван у аксиларном нивоу I или II или у више од 3 аксиларна лимфна чвора и унутрашњим чворовима 

дојке са микрометастазама детектованим након дисекције стражарског лимфног чвора а која клинички није 

детектована† или у супраклавикуларним истостраним лимфним чворовима 

 
pN3a 

Метастаза у 10 или више аксиларних лимфних чворова (од којих је бар један већи од 2mm) 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) 

*Класификације је заснована на микроскопском прегледу лимфних чворова добијених након дисекције аксиле са или без биопсије 
стражарског лимфног чвора. Класификација је заснована на биосији стражарског лимфног чвора без накнадне дисекције аксиларних 

лимфних чворова и означава се (sn) што је скраћеница од „sentinel node“, нпр. pN0(sn) 

 
†“Није клинички очигледан“ се дефинише када није детектован клиничким прегледом или имиџинг методама (искључујући 

лимфосцинтиграфију) 

 
‡“Клинички очигледан“ се дефинише као детектован клиничким прегледом или имиџинг методама (искључујући лимфосцинтиграфију) 

са карактеристика високо суспектним на малигнитет или налаз суспектан на макрометастазе у цитолошком прегледу узорка добијеног 

аспирационом биопсијом танком иглом (fine needle aspiration citology, FNA) 
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Табела 7. Стратификација карцинома дојке у зависности од броја присуства метастатских депозита у удаљеним 

органима (M) 

 

M – Удаљене метастазе 

M0  Без клиничких и радиографскин доказа за постојање удаљених метастаза 

 
cM0(i+) 

Без клиничких и радиоградфских доказа за постојање удаљених метастаза али су туморске ћелије 

молекуларним методама или микроскопски детектоване у циркулишућој крви, костној сржи или другом 
нерегионалним лимфном ткиву у пречнику до 0,2mm код пацијената без симптома и знакова који указују на 

постојање удаљених метастаза. 

M1  
Постојање метастаза је потврђено клиничким и радиографским прегледом и/или су хистолошки доказане у 

пречнику већем од 0,2mm  

Напомена: У односу на претходну TNM класификацију (6th ed.) укинута је категорија Mx која је означавала не могућност процене 
удаљених метастаза. 

 

Категорије M1 и pM1 се даље могу делити на следећи начин (Табела 8): 

Табела 8. Међународно прихваћене ознаке за ближе одређивање локализације клинички детектованих удаљених 

метастаза 

 

Плућа  PUL Кичмена мождина  MAR 

Кости  OSS Плеура  PLE 

Јетра  HEP Перитонеум  PER 

Мозак  BRA Надбубрег  ADR 

Лимфни чворови  LYM Кожа  SKI 

Остало  OTH   

 

Kлинички стадијум болести. Систем је развио Амерички заједнички комитет за рак 

(енгл. American Joint Committee on Cancer, AJCC) као стратификациони и прогностички 

систем (342,343). Заснован је на TNM класификацији и представља одредницу за 

одговарајуће лечење и прогнозу (Табела 9). Када су утврђене вредности за T, N и M 

компоненте, информације се групишу и изражавају кроз један од пет могућих стадијума у 

интервалу од 0 (карцином in situ) до IV (присуство удаљених метастаза). У зависности од 

TNM параметара клинички стадијуми I, II и III су подељени на подскупове означене 

великим латиничним словом (IA, IIB, IIIC итд.). Стадијум туморске болести представља 

строги индикатор прогнозе (343). Поред тога, овај параметар је све важнија компонента у 

праћењу и контроли карцинома, као и крајња тачка у скрининг тестовима и напору за рану 

детекцију карцинома. 
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Табела 9. Стадирање карцинома дојке према AJCC критеријумима 

 

Груписање по стадијумима 

Стадијум T N M 

0 Tis N0 M0 

IA T1
*
 N0 M0 

IB T0, T1
*
 N1mi M0 

IIA 
T0, T1

*
 N1

†
 M0 

T2 N0 M0 

IIB 
T2 N1 M0 

T3 N0 M0 

IIIA 

T0, T1
*
, T2 N2 M0 

T3 N1, N2 M0 

T3 N2 M0 

IIIB T4 N0, N1, N2 M0 

IIIC Било који T N3 M0 

IV Било који T Било који N M1 
*
T1 укључује T1mi 

†
Позитиван RT-PCR 

 

Петогодишњи стопа преживљавања се односи на проценат пацијената који живе најмање 

пет година од постављања дијагнозе (Табела 10). Релативно преживљавање пореди 

преживљавање пацијената оболелих од  карцинома дојке са очекиваним преживљавањем 

популације код које није дијагностикована ова болест. Смртни исход услед других узрока 

је искључена из анализе.  

Табела 10. Стандардизоване стопе петогодишњег преживљавања пацијената са карциномом дојке у зависности 

од клиничког стадијума (SEER) 

 

Петогодишње преживљавање 

по стадијумима 

Стадијум 0 100% 

Стадијум I 100% 

Стадијум II 93% 

Стадијум III 72% 

Стадијум IV 22% 

 

У табели 10 је приказана петогодишња стопа преживљавања код пацијената са 

карциномом дојке који су груписани по стадијумима. Подаци су преузети из базе података 

Националног института за надзор, епидемиологију и крајњи исход (енгл. National Cancer 

Institute’s Surveillance, Epidemiology, and End Results, SEER), Америчког удружења за 



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

 

50 
 

борбу против рака (енгл. American Cancer Society, ACC) (344). Појединачни резултати 

могу се разликовати у зависности од индивидуалних карактеристика пацијената као што 

су старост, опште здравље, менопаузални статус и додатни прогностички фактори у вези 

са карактеристикама тумора. 

Прогностички индекси. Величина тумора, статус аксиларних лимфних нодуса, 

хистолошки тип и градус, као и статус хормонских рецептора представљају независне 

прогностичке факторе, који у карциному дојке дају значајне информације о ризику за 

рецидив болести (345). Прогностички индекси комбинују више независних прогностичких 

фактора (346). Као резултат развоја имунохистохемијске технике и детекције експресије 

онкогена, нови маркери карцинома дојке се користе појединачно или у комбинацији са 

другим прогностичким факторима (347,348). 

Nottingham-ов прогностички индекс (енгл. Nottingham prognostic index, NPI) је предложен 

1982. године а ревидиран 10 година касније (349,350). Обједињује величину тумора, 

статус аксиларних лимфних чворона и хистолошки градус, а израчунава се на основу 

формуле: 

NPI=0,2xпречник тумора (cm)+хистолошки градус (1-3; G1, G2, G3)+статус лимфних 

чворова (1-3) 

Нодални статус се скорује од 1 до 3: скор 1 - група без метастаза у лимфним чворовима, 

скор 2 – метастазе у 1-3 нодуса и скор 3 - метастатски депозити су присутни у више од 4 

лимфна нодуса. У зависности од вредности NPI, пацијенти се стратификују у три 

прогностичке групе: добру (скор мањи од 3,4) интермедијерну (скор од 3,4 до 5,4) и лошу 

(скор већи од 5,4). Већа вредност NPI указује на лошију прогнозу болести (350).  

У бројним студијама NPI се показао као параметар који корелира са биолошким 

понашањем тумора уз различиту стопу периода без болести и укупног преживљавања 

пацијената (351). Прихваћен је као прогностички фактор који указује на метастастко 

понашање, брзину раста и генетску нестабилност карцинома дојке и предвиђа 

преживљавање пацијената у оквиру стратификованих група након постављања дијагнозе 

карцинома дојке (224,352-359). Kwatra и сарадници (360) су показали да NPI корелира са 

пречником и хистолошким градусом тумора, статусом лимфних нодуса, митотским 
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индексом, нуклеарним градусом, некрозом и микроваскуларном густином (енгл. 

Microvessel density, MVD) у карциному дојке. Показано је да је NPI значајан прогностички 

маркер у групи пацијената са мањим као и са већим туморима (360). Није утврђена 

корелација овог параметра са менопаузним статусом, лимфоцитним инфилтратом, 

инвазијом коже као и статусом хормонских рецептора (360). 

Имунохистохемијски прогностички индекс (енгл. Immunohistochemical prognostic index, 

IHPI) се израчунава на основу појединачних скорова за експресије: ER, PR, HER2 и p53. 

Позитивност на HER2 и p53 се скорује са 1, а негативност са 0. Тумори позитивни на ER и 

PR се бодују са 1, а негативни са 0. IHPI скор се израчунава сабирањем појединачних 

скорова за експресију ова четири имунохистохемијска белега. Добијене вредности IHPI 

скора се крећу у интервалу од 0 до 4 на основу којих се тумори класификују у три 

прогностичке групе: добру (IHPI од 0 до 1), умерену (IHPI је 2) и лошу (IHPI од 3 до 4). 

Имунохистохемијски фактори представљају једноставан и поуздан начин у процени 

прогнозе болести код младих пацијената (346). Раније је показано да је прекомерна 

експресија HER2 и p53 присутна у туморима млађих пацијенткиња, док је ER и PR 

позитивност значајно чешћа код старијих болесница (361-363). IHPI показује добру 

прогностичку вредност у туморима мањим од 2 cm, умерену код тумора од 2 до 5 cm и 

лошу код тумора већих од 5 cm (346). 

1.2.5. Маркери карцинома дојке 

1.2.5.1.Рецептор за естроген 

Рецептор за естроген (енгл. Estrogene receptor, ER) је члан суперфамилије нуклеарних 

рецептора који функционишу као лиганд зависини транскрипциони фактори (364-366). 

Естроген се везује за лиганд везујући домен лоциран на C крају ER и иницира даљу 

сигнализацију. Овако активирани и димеризовани ER се преко свог DNA домена везује за 

геномске специфичне естрогенске елементе и контролише транскрипцију циљних гена 

како би обавили конкретне физиолошке активности. Ови гени кодирају протеине 

укључене у DNA синтезу, контролу ћелијског циклуса, преживљавање ћелије, као и 

полипептидне факторе раста и њихове рецепторе, друге рецепторе, протеазе, катепсин D, 
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колагеназе, ангиогенетске факторе раста и многе друге (226,227). Поред овога, описан је 

индиректни механизам деловања у коме се ER не везује директно за DNA, већ 

интерреагује са постојећим факторима транскрипције (нпр. fos/jun), који ограниченим 

механизмом обавља транскрипцију гена. Постоје две изоформе ER. ERα је клониран током 

’80-их година прошлог века и његова структура и функција су добро описане и проучене, 

док је ЕRβ идентификован у ткиву простате, тек 1996.године. In vitro и in vivo употреба 

антиестрогена, је указала на читав низ ефеката који се испољава на нормалном и ткиву 

тумора дојке: ћелијску пролиферацију, преживљавање, диференцијацију и ангиогенезу. 

Експресија ЕR је један од најјачих предиктивних факора у карциному дојке. Око 60% 

оболелих жена млађих од 50, а чак 80% старијих од 50 година, поседује ЕR
+ 

тумор, што 

има значајну терапијску импликацију (367). Веома је важан у процесу карциногенезе, због 

чега инхибиција ЕR, циљном ендокрином терапијом, коришћењем слабих естрогених 

агониста (селективни модулатори ЕR) или индиректном блокадом конверзије андрогена у 

естроген (инхибитори ароматазе), представља главни облик адјувантне и терапије 

метастатског карцинома дојке (368,369). ЕR
+
 и/или PR

+
 (енгл. Progesterone receptor) 

карциноми дојке имају знатно нижи морталитет у односу на ЕR
-
 и/или PR

-
 и зависни су од 

других клиничко патолошких карактеристика (370). 

1.2.5.2. Рецептор за прогестерон 

Рецептор за прогестерон (енгл. Progesterone receptor, PR) је попут ER члан фамилије 

нуклеарних рецептора кога одликује способност да веже лиганд у цитоплазми, димеризује 

и уђе у једро где се везује за DNA и активира гене. Обухвата две изоформе PRα и PRβ, 

које кодира један ген на хромозому 11, користећи два различита промотера (371). PRα и 

PRβ поседују лиганд и DNA везујући домен на C крају (371). Интеракцијом са лигандом, 

рецептор се активира што проузрокује конформацијске промене и димеризацију, након 

чега DNA везујућим доменом активира транскрипцију гена. Потврђено је да се PR везује 

за промотере познатих циљних гена попут LIFR, GATA2, CYP26A1, IHH, EGFR и WNT7A 

(371). Код већине стероидних рецептора, постоје два региона активације транскрипције 

AF-1 и AF-2, а само PRβ изоформа садржи додатни, трећи домен AF-3 (371). Постоји и 

трећа изоформа PR, за коју се сматра да појачава транскрипциону активност PRα и PRβ у 

ћелијама карцинома дојке (371). У одсуству лиганда, протеин је везан за молекул 
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„пратилац“ и корепресорски комплекс. PR може да обавља неканонску активност унутар 

цитоплазме (371). Након стимулације прогестероном, изоформе PR услед присуства 

полипролинског мотива, који лежи изнад AF-1 домена, интерреагују са SH3 доменом SRC 

што резултира, активацијом сигналног пута Ras/Raf/MAPK (371). 

Повећана експресија PR указује на повољну прогнозу болести и корелира са добром 

диференцијацијом карцинома дојке. Утицај прогестерона на развој и прогресију 

карцинома дојке је, поред великог броја истраживања, још увек нејасан. Разлог се огледа у 

чињеници да је физиологија хумане дојке компликована и нема еквивалентног 

животињског модела. Такође, трансформисане ћелије у односу на нормалне показују 

специфичност у погледу регулације, због чега изоформе прогестерона и PR имају 

различит утицај на ове ћелије. Степен експресије PR је повезан са бољим одговором на 

хормонску терапију и дужим укупним преживљавањем (372). Користећи двоструки 

имунохистохемијски метод, применом PRα и PRβ у пролиферативним болестима без 

атипије, утврђено је повећање експресије обе изоформе овог рецептора уз неизмењен 

однос њихове експресије у односу на здраво ткиво дојке. Значајно већа вредност у 

експресији једне изоформе је регистрована код пацијената са инвазивним дукталним 

карциномом. Код половине испитаника у туморским ћелијама је забележена већа 

експресија PRα у поређењу са PRβ (373). 

PRα и PRβ су функционално различити и карактеришу их специфичности у погледу 

инхибиције транскрипције посредоване преко ER, при чему PRα показује јаче репресорске 

особине у поређењу са PRβ (374). На основу тога, однос PRα/PRβ у туморским ћелијама 

може да предвиди исход ендокрине терапије која је усмерена против ER. Студија која се 

бавила терапијским одговором на тамоксифен, у зависности од односа PRα/Prβ, показала 

је да већа вредност овог параметра корелира са краћим периодом без болести, при чему је 

у туморским ћелијама забележено значајно повећање присуства обе изоформе (375). 
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1.2.5.3. Хумани епидермални фактор раста -2 (HER2)  

Хумани епидермални фактор раста-2 (енгл. Human epidermal growth factor receptor-2, 

HER2) је члан породице рецептора епидермалног фактора раста са тирозин-киназном 

активношћу и игра значајну улогу у патогенези бројних хуманих карцинома (222,376-378). 

Рецептори ове фамилије броје четири члана: HER1 (ERBB1), HER2 (ERBB2), HER3 

(ERBB3) и HER4 (ERBB4) који су у карциногенезу укључени активацијом бројних 

сигнални путева (379). За рецепторе ове породице карактеристични су цистеином богат, 

екстрацелуларни, лиганд-везујући домен и унутарћелијски домен са тирозин-киназном 

активношћу (380). Везивање лиганда за екстрацелуларни домен условљава димеризацију и 

трансформацију унутарћелијског домена (222). До данас није откривен HER2 специфични 

лиганд (222). Сматра се да активација HER2 настаје конститутивно или процесом 

хетеродимеризације са другим члановима породице рецептора хуманог епидермалног 

фактора раста (222). Након формирања хомо- или хетеродимерског комплекса одвија се 

процес аутофосфорилације тирозинског остатка унутар цитоплазматског домена и 

последична активација бројних сигналних путева (222). Нисходна HER2 активација 

молекула MAPK, PI3K и PKC (енгл. Protein kinase C) условљава ћелијску пролиферацију и 

диференцијацију, преживљавање, ангиогенезу, као и инвазивност (222). Димеризацијом 

HER2 разграђује се протеин p27, моћни инхибитор ћелијског циклуса (376,381,382). 

Хетеродимерски комплекс HER2-HER3 активира PI3K која регулише раст и 

преживљавање ћелија (222). HER2 може да буде активиран у комплексу са другим 

мембранским рецепторима попут рецептора сличног инсулинском фактору раста (енгл. 

Insulin-like growth factor receptor, IGF-1R) (383). 

Амплификација гена или прекомерна експресија HER2 јавља се у 15-30% карцинома 

дојке, као и 10-30% карцинома желуца и једњака, са значајном прогностичком и 

предиктивном улогом (221,222). Прекомерна експресија HER2 је детектована у 

карциномима: јајника, ендометријума, мокраћне бешике, плућа, дебелог црева, као и главе 

и врата (384,385). Циљана терапија инхибиторима HER2 сигнализације значајно 

побољшава исход болести у HER2 позитивним карциномима дојке, желуца и једњака за 

разлику од других HER2 позитивних тумора (222). Амплификација HER2 је повезана са 

краћим периодом без болести и укупним преживљавањем у карциному дојке (386). Press и 
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сарадници (387) су показали да група „нодус негативних“ болесница са прекомерном 

експресијом HER2 у ткиву карциномима дојке има 9,5 пута већи ризик од релапса болести 

у односу на групу HER2 негативних болесница. Амплификација гена за HER2 значајно 

корелира са патолошким стадијумом болести, бројем метастатски измењених лимфних 

чворова аксиле, хистолошким типом, као и одсуством експресије ER и PR (388). Студије 

показују да је амплификација HER2 рани догађај у прогресији хуманог карцинома дојке 

(222). Евидентирана је у готово 50% дукталних in situ карцинома дојке и одржава се током 

процеса метастазирања (389). У карциному дојке амплификација HER2 повећава 

сензитивност и цитотоксичних хемотерапеутика, резистенцију на антихормонску терапију 

и склоност настанку удаљених метастаза (390). Анализа и дијагноза карцинома дојке 

укључује стандардно имунохистохемијско одређивање HER2 статуса (391,392). 

1.2.5.4. p53  

p53 је тумор супресорски ген који кодира продукцију истоименог протеина са биолошком 

улогом у заустављању ћелијског циклуса и/или индукцији апоптозе (393). Већину хуманих 

карцинома карактерише инактивација или неадекватна функција протеина p53 (394,395). 

Изостанак нормалне функције p53 праћен је акумулацијом оштећења на DNA у ћелији и 

трансформацијом у малигну ћелију (394). 

p53 активира софистициран систем за детекцију и поправку грешака, због чега се назива 

„чувар“ генома. Као одговор на оштећења DNA, p53 зауставља ћелијски циклус и 

индукује апоптозу (396). Још 1991. године је показано да, неизмењени протеин p53 (Wild 

type), индукује апоптозу у ћелијама леукемије, као и да је његова про-апоптотска улога 

доминантна у односу на улогу негативног регулатора ћелијског циклуса (397,398). Своју 

функцију Wild type p53 остварује везивањем за DNA, док мутирани протеин мења своју 

конфигурацију везујући се за DNA знатно мањим афинитетом. Полуживот p53 је врло 

кратак због чега се не акумулира у ћелијама. Мутације гена за p53 условљавају продукцију 

функционално измењеног и стабилног нуклеарног протеина са знатно дужим 

полуживотом. За разлику од Wild type p53, измењени протеин p53 се нагомилава у 

туморским ћелијама и детектује се имунохистохемијском методом.  
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Највећи број мутација p53 настаје унутар DNA везујућег домена што спречава обављање 

транскрипције циљаних гена. Као транскрипциони фактор p53 „циља“ бројне, већим 

делом још увек неиспитане, гене (399). Раније студије су показале да се Wild type p53 

везује за промотерски регион BAX гена (енгл. BCL2 Associated X, Apoptosis Regulator) и 

регулише његову транскрипцију (400,401). BAX је члан BCL2 породице (енгл. B-cell 

lymphoma 2) који са BCL2 формира хетеродимер и инхибира његову активност (402). FAS 

(CD95, Apo-1, TNFRSF6, FasR) је још један од фактора апоптозе који се назива рецептор 

„смрти“ (394). Обавља важну улогу у апоптози индукованој цитотоксичним агенсима и 

укључује активацију Wild type p53(403,404). 

p53 индукује заустављање ћелијског циклуса у G1 фази активацијом транскрипције p21, 

снажног инхибитора циклин-зависне киназе (енгл. Cyclin-dependent kinase, Cdc) (405). 

Прелазак из G2 → M фазу ћелијског циклуса, p53 регулише репресијом циклина B1 (406). 

Блокада уласка ћелије у митозу укључује p53 инхибицију Cdc2, који је неопходан за 

функцију циклина B1 (406). 

Мутације p53 су рани догађај у карциногенези. Присутне су у бенигним и in situ лезијама 

дојке, а експресија се појачава са прогресијом тумора све до настанака метастаза. 

Учесталост ових мутација варира од приближно 10% код малигних болести крви до 50-

70% код тумора јајника, колоректалне и регије главе и врата (407). Мутације за р53 у 

герминативним ћелијама проузрокују наследни Li Fraumeni синдром, који најчешће 

укључује карцином дојке, као и мекоткивне саркоме и карциноме других локализација 

(408). Понекад, мутирани p53 не води у губитак нормалне функције Wild type протеина, 

већ промовише карциногенезу алтернативним механизмима (407). 

Методом секвенционирања DNA и анализом 6000 пацијената са карциномом дојке из 

више од 25 студија, потврђен је прогностички значај мутација p53 (409). Касније студије 

су потврдиле да присуство мутација условљава краће укупно преживљавање и период без 

болести. Borresen и сарадници (410) су закључили да су мутације у цинк везујућим 

доменима повезане са лошијом прогнозом у односу на друге типове мутација. Касније је 

додато да пацијенти са мутацијама које оштућују DNA или везивање цинка, испољавају 

агресивнији фенотип са краћим укупним преживљавањем. Такође, мутације присутне у 

конзервисаним регионима 2 и 5 показују лошију прогнозу у односу на неконзервисане 
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регионе (411). Новије студије су претежно усмерене ка одређивању значаја мутација у 

предикцији одговара на адјувантну терапију. Показано је да пацијенти са туморима који 

поседују мутације у p53 имају слаб терапијски одговор (411). Локално узнапредовали 

карциноми дојке са мутацијама у цинк везујућим доменима корелирају са резистенцијом 

на примену хемиотерапеутика (412,413). 

1.2.6. Молекулска класификација карцинома дојке 

Perou и сарадници (224) су проучавајући генску експресију у молекулу DNA, предложили 

прву молекулску субкласификацију карцинома дојке. Анализирајући 155 карцинома дојке, 

запажена је експресија појединих сетова или образаца експресије гена карактеристичних 

за специфични тумор. На основу резултата, истраживачи су карциноме дојке 

класификовали у 5 подгрупа са различитом прогностичким значајем: луминални А, 

луминални Б, карциноми са прекомерном експресијом HER2, базалоидни (basal like), и 

подргрупу карцинома сличних неизмењеном ткиву дојке (352,414). Све ове подгрупе су 

обухваћене већим групама у зависности од статуса ER (ER
+
 и ER

-
) (354,356,415,416). Два 

субтипа су груписана у ER
+
 (луминални A и луминални B) а три у ER

-
 (HER2, „basal-like“ 

и карциноми налик нормалном ткиву дојке). Тумори ових подгрупа се разликују у 

биолошком понашању, прогнози и терапијском одговору на лечење (414,417). Подгрупа 

луминалних A тумора је показала најбољу прогнозу, basal like и HER2 тумори најлошију 

док су тумори груписани у луминалну B категорију имали интермедијарно преживљавање 

у односу на друге групе.
 

Као јефтинија а ефикасна, данас се примена имуно-

хистохемијских, сурогат, маркера користи за рутинску класификацију карцинома дојке у 

молекулске субтипове (418-420). Сурогат систем je заснован на примени и одређивању 

експресије пет имунохистохемијских маркера: ER, PR, HER2, цитокератин 5/6 и EGFR 

(419,421). Поред наведених пет категорија, и сарадници су описали ретку групу 5-

негативних карцинома која је повезана са мутацијама у BRCA1 (422). 
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Слика 3. Молекулска класификација карцинома дојке применом имунохистохемијских „сурогат“ белега 

 

1.2.7. Епидемиологија карцинома дојке  

Током 2010. године у свету је регистровано око 1,4 милиона нових случајева болести и 

преко 450.000 смртних исхода са дијагнозом карцинома дојке (423,424). Епидемијски 

талас ове болести погађа развијене, као и земље у развоју (424). Расподела броја оболелих 

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

био за око 40% већи у односу на развијене земље (424). Студије оптерећења су показале да 

је карцином дојке најзначајнији узрок малигних болести у популацији жена како у свету 

тако и у Србији. Целоживотни ризик оболевања од карцинома дојке износи око 12,4%, 

што значи да једна од осам жена оболи од ове болести (424). На глобалном нивоу, 

учесталост карцинома дојке је око 25% у односу на друга дијагностикована малигна 

обољења (до 28% у најразвијенијим земљама) уз стопу морталитета од 14-15% (424). У 

Србији, 20,2% оболелих и 18,2% умрлих жена због малигних тумора има дијагнозу 

карцинома дојке (425). У периоду од 1990 до 2013. године, просечна стандардизована 

стопа инциденце карцинома дојке на територији централне Србије је износила 

50,5/100.000, док је стопа морталитета била 19,2/100000 (425). Подаци из 2012. године 
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показују да се у земљама Европске уније просечна годишња инциденца карцинома дојке 

креће у распону од 58,6/100000 (Грчка) до 147,5/100000 (Белгија), а стопа морталитета од 

15,1/100000 (Естонија) до 29,5/100000 (Белгија) (426). Исте године у Србији (са Косовом) 

је забележена инциденца од 92,3/100000 уз стопу морталитета од 31,5/100000 која је на 

другом месту у Европи, после Македоније (36,3/100000) (426). Географска дистрибуција 

карцинома дојке на глобалном нивоу није равномерна. Подручја у којима се региструје 

највећа учесталост болести су западна Европа, северна Америка, Аустралија, Нови Зеланд 

и неке земље јужне Америке (Аргентина), што се приписује вишој преваленцији познатих 

фактора ризика за ову болест у поменутим регионима (423). У европској популацији, 

највећа инциденца се региструје у западној и северној Европи, док је у јужној и источној 

Европи значајно нижа (423). Систематска анализа оболевања и умирања од карцинома 

дојке која је укључивала податке регистара за рак из 187 земаља, показала је да учесталост 

болести на глобалном нивоу континуирано расте већ 630 година и да тај пораст износи 

3,1% годишње, док морталитет варира (424). Анализа кретања инциденце карцинома дојке 

у западноевропским земљама показала је тренд драматичног пораста, посебно код жена 

старијих од 50 година, што се делом приписује чешћем и ранијем откривању болести, 

односно ефектима организованог скринига, али и ефектима демографске транзиције, који 

воде повећању броја жена у ризику од болести (423). У САД и развијеним земљама 

забележено је значајно смањење, док у Европи кретање стопе морталитета карцинома 

дојке последњих деценија има различите тенденције и креће се од смањења за око 30% у 

Енглеској, до повећања од око 25% у Естонији (424). 
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1.3. Ћелијска смрт. Врсте ћелијске смрти. 

Смрт ћелије се дефинише као иреверзибилни губитак интегритета плазма мембране (427). 

Историјски гледано, на основу морфолошких критеријума у ћелијама сисара постоје три 

врсте ћелијске смрти: 

1. Тип I или апоптоза се карактерише променама у морфологији једра укључујући 

кондензацију хроматина (пикнозу) и фрагментацију (кариорекса), мање промене у 

органелама цитоплазме, смањивање ћелије, бубрење плазма мембране и 

формирање апоптотских тела које садржи нуклеарни или цитоплазматски 

материјал. 

2. Тип II или аутофагија се одликује формирањем аутофагозома, вакуола са 

двоструком мембраном. 

3. Тип III или некроза се у морфолошком смислу често дефинише као смрт која нема 

карактеристике апоптозе и аутофагије. Још једна од честих дефиниција некрозе на 

основу морфолошких критеријума је рана руптура плазма мембране и дилатација 

цитоплазматских органела, посебно митохондрија (427,428). 

Диференцијација различитих типова ћелијске смрти је од посебне важности. Некроза се 

често повезује са неоправданим губитком ћелија у хуманој патологији (429-431) и може 

условити локалну инфламацију ослобађањем бројних медијатора из мртвих ћелија које 

алармирају имунски систем (428,429,432). Поред тога, клиренс апоптотских ћелија је 

другачији у односу на некротичне ћелије (433). Смањене апоптотске ћелије бивају 

фагоцитоване у потпуности, док се набубреле некротичне ћелије фагоцитују само 

парцијано (434).  

1.3.1. Апоптоза (основне карактеристике, механизми, биолошки значај) 

Апоптоза је процес програмиране ћелијске смрти који се одликује специфичним 

морфолошким карактеристикама и представља енергетски зависан биохемијски 

механизам. Oткривана je више пута и исто толико пута заборављана. Vogt, 1842. године по 

први пут описује ћелијску смрт код водоземаца. Fleming, 1885. године открива ћелијску 

смрт зечијег de Graf-ovog фоликула што је први откривени случај ћелијске смрти у склопу 
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физиолошких функција. John Kerr 1972. године у свом истраживању уводи термин 

апоптоза и описује је као врсту ћелијске смрти која се разликује од некрозе, називајући је 

скупљајућа некроза (енгл. shrinkage necrosis) (435). 

Апоптоза је високо регулисан процес елиминисања нефункционалних и непожељних 

ћелија који се дешава у појединачној ћелији и независно од околних (434). Постоји велики 

број стимулуса који у физиолошким и патолошким стањима покрећу апоптозу (434). 

Апоптоза је саставна компонента нормалног промета ћелија, правилног развоја и 

функционисања имунског система, атрофије услед утицаја хормона, ембрионалног развоја 

и ћелијске смрти услед деловања хемијских агенаса(434,436). Неадекватна апоптоза, било 

да је појачана или смањена, учествује у патогенези многих болести попут исхемијских 

оштећења, неуродегенеративних, аутоимунских и малигних болести (434).  

Светлосна и електронска микроскопија су идентификовале многе морфолошке промене 

унутар ћелије током апоптозе (437). На почетку процеса, применом светлосног 

микроскопа, уочава се смежуравање ћелије и пикноза једра (435). Смежуравање ћелије 

последица је разарања ламинина и актинских филамената цитоскелета. Смежуравањем, 

ћелије губе волумен, док цитоплазма постаје густа а органеле густо збијене. Пикноза 

настаје као последица кондензације хроматина и представља једну од најбитнијих 

морфолошких карактеристика апоптозе. Долази до инверзије ћелијске мембране и 

излагања фосфатидил-серина на спољашњој њеној страни мембране. У исто време разара 

се ћелијски матрикс, фрагментише једро и распарчава DNA. Апоптотске ћелије постају 

овалне или округле са тамном еозинофилном цитоплазмом и густим хиперхроматичним 

фрагментима хроматина. Хистолошка испитивања на HE бојеним препаратима показала 

су да апоптоза укључује појединачне или мање групе ћелија. Бубрење мембране настаје 

након кариорексе и одвајања ћелијских фрагмената у апоптотска тела. Апоптотска тела 

садрже цитоплазму са густо распоређеним органелама са или без нуклеарних фрагмена. 

Интегритет ћелијских органела није нарушен услед одржања интактне ћелијске мембране. 

Овако формирана апоптотска тела фагоцитују макрофаги, док неопластичне и 

паренхимске ћелије улазе у састав фаголизозома. Излагање фосфатидил-серина на 

спољњој површини ћелијске мембране представља рани догађај у процесу и служи као 

„поједи ме“ сигнал (енгл. Eat me signal) за околне фагоците, који га препознају 
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рецепторима за обрасце оштећења. Макрофаги који фагоцитују апоптотска тела се налазе 

у реактивним герминативним центрима лимфних фоликула или ређе у кортексу тимуса. 

Брза и ефикасна фагоцитоза апоптотских ћелија спречава ослобађање ћелијског садржаја у 

околно ткиво и последичну запаљењску реакцију као и развој секундарне некрозе. Ћелије 

захваћене апоптозом не производе антиинфламацијске цитокине. 

1.3.1.1. Механизам апоптозе 

Досадашња истраживања су указала да постоје два главна  пута у иницијацији и 

индукцији апоптозе: спољашњи или путем рецептора смрти и унутрашњи или 

митохондријски пут (434). Ignei и (438) сарадници су показали да ова два пута повезују 

заједнички молекули путем којих ове две путање могу међусобно утицати једна на другу. 

Поред ова два, описан је и додатни пут који укључује T ћелијску цитотоксичност 

посредством перфорина и гранзима A и B (434). Сва три пута се међусобно спајају и 

формирају пут извршења. Овај пут се покреће цепањем каспазе-3, што за последицу има 

фрагментацију DNA, деградацију цитоскелета и нуклеарних протеина, повезивање 

протеина, формирање апоптотског тела, експресију лиганада за рецепторе фагоцита и 

фагоцитозу (434). Пут преко гранзима активира паралелну, каспаза независну, путању 

ћелијске смрти, преко оштећења једног ланца DNA (439). 

1.3.1.1.1. Ћелијска смрт индукована рецепторима смрти: спољашњи сигнал 

Спољашњи сигнални путеви који иницирају апоптозу подразумевају активацију 

трансмембранских рецептора смрти као што су чланови породице рецептора за TNF (енгл. 

Tumor necrosis factor receptor, TNFR) (440). Чланови ове фамилије рецептора поседују 

екстрацелуларни домен богат цистеином као и цитолпазматски домен од 80 

аминокиселина познат као „домен смрти“ (441). Домен смрти игра критичну улогу у 

преношењу сигнала са површине ћелије до унутарћелијских сигналних путева. До данас, 

најбоље описани лиганди смрти и њихови рецептори су FasL/FasR, TNF-a/TNFR1, 

Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 и Apo2L/DR5 (441-445). 

Редослед догађаја који дефинишу спољашњи механизам апоптозе најбоље су описани и 

окарактерисани проучавањем FasL/FasR и TNF-α/TNFR1 лиганада и њихових рецептора. 
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Везивање лиганда смрти (FasL) за рецептор смрти (FasR) омогућује груписање рецептора 

(рецепторску тримеризацију) и везивање за хомотримерске лиганде (434). Након везивања 

лиганда, регрутује се цитоплазматски адапторски протеин који се својим „доменом смрти“ 

везује за рецептор. Везивање FasL лиганда за FasR резултира везивањем адапторског 

протеина FADD (енгл. Fas-Associated protein with Death Domain), док везивање лиганда 

TNF зa TNFR1 резултира везивањем адапторског протеина TRADD (енгл. Tumor necrosis 

factor receptor type 1-associated DEATH domain protein) и укључивањем FADD и RIP 

киназа (енгл. Receptor-interacting protein kinases) (446). Протеин FADD је повезан са 

прокаспазом-8 (434). Димеризацијом домена смрти и његовом следственом активацијом, 

укључује се читава каскада ефекторских каспаза (434). Формирани сигнални комплекс 

индукује аутокаталитичку активацију прокаспазе-8 (447). 

Апоптоза посредована активацијом рецептора смрти може бити инхибирана применом 

протеина c-FLIP, који се везује и инактивира FADD и каспазу 8 (447). Протеин Toso 

негативно регулише апоптозу блокадом FasR на T ћелијама и инхибицијом каспазе 8 

(448). 

1.3.1.1.2. Ћелијска смрт као резултат губитка стимулуса за преживљавање: унутрашњи 

сигнал 

Унутрашњи сигналнии путеви који иницирају апоптозу обухватају низ стимулуса који 

нису посредовани рецепторима смрти (434). Стимулуси који иницирају унутрашњи пут 

апоптозе, продукују унутарћелијске сигнале који делују позитивно или негативно. 

Негативни сигнали укључују одсуство одређених фактори раста, хормона и цитокина што 

инхибира програм смрти (434). Стимулуси који делују на позитиван начин укључују 

зрачење, токсине, хипоксију, хипертермију, вирусне инфекције и присуство слободних 

радикала (434). 

Наведени чиниоци узрокују промену интегритета унутрашње митохондријалне мембране, 

што условљава отварање „пора митохондријалног транспорта“ (енгл. Mitochondrial 

permeabillity transition MPT pore), губитак трансмембранског потенцијала митохондрија и 

ослобађање про-апоптотских протеина у цитосол (449). У ове проапоптотске протеине 

убрајају се цитохром-c, Smac/Diablo (енгл. Second mitochondria-derived activator of 
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caspases) и серин протеазе HtrA2/Omi (енгл. Serine protease HTRA2, mitochondrial) (450-

452) и активирају пут зависан од каспаза. Цитохром-c се везује за фактор активације 

апоптозе-1 (енгл. Apoptotic protease activating factor 1, Apaf-1) уз утрошак ATP-а (енгл. 

Adenosine triphosphate) и активира прокаспазу-9, формирајући „апоптозом“ (453,454). 

Апоптозом даље активира каспазу-3 након чега се формира апоптотско тело (434). 

Груписање молекула прокаспазе 9 даље активише процес апоптозе. Smac/Diablo и HtrA2 

промовишу апоптозу негативном регулацијом протеина који инхибирају апоптозу (енгл. 

Inhibitors of apoptosis proteins, IAP) (451,455). Експерименти су показали да везивање 

митохондријалних протеина за IAP само по себи није довољно за индукцију 

проапоптотског ефекта (456). 

Контролу и регулацију митохондријског пута активације апоптозе спроводе молекули 

чланови фамилије протеина BCL2 који контролишу пермеабилност митохондријске 

мембране и могу имати проапоптотски или антиапоптотски ефекат (457). p53 тумор 

супресорски ген обавља улогу контроле у регулацији фамилије протеина BCL2 још увек 

недовољно проученим механизмом (458). Идентификовано је 25 гена у фамилији BCL2. 

Група антиапоптотских протеина ове фамилије укључује: BCL2, BCLX, BCLXL, BCLXS, 

BCLW и BAG, док су у протеине са проапоптотском улогом укључени: BCL10, BAX, 

BAK, BID, BAD, BIM, BIK и BLK (434). Сматра се да је главни механизам деловања 

фамилије протеина BCL2 регулисан ослобађањем цитохрома-c из митохондрија, као и 

променама у пропустљивости митохондријалне мембране (434). 

Унутрашњи путеви апоптозе представљају пасивну ћелијску смрт. Не захтевају активне 

сигнале из рецептора смрти. Названи су још и смрт услед запостављања или занемаривања 

јер ћелија умире апоптозом ако није заштићена стимулусима за преживљавање. 

1.3.1.1.3. Ћелијска смрт индукована перфоринима и гранзимима 

Цитотоксичност посредована путем T лимфоцита подразумева да CD8
+
 лимфоцити 

убијају ћелије које су носиоци антигена (434). CD8
+
 лимфоцити имају могућност да убију 

циљне ћелије активацијом спољашњег пута преко сигналног пута FasL/FasR, који је 

доминантни начин индукције апоптозе цитотоксичним T лимфоцитима (459). Ове ћелије 
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цитотоксични ефекат испољавају на туморске и ћелије инфициране вирусом путем 

секреције перфорина (434). Перфорини су пептиди који праве поре у ћелијској мембрани 

кроз које у ћелију улазе и други макромолекули излучени из гранула цитотоксичних Т 

лимфоцита (460). Серин протеазе гранзим-A и B су најважније компоненте гранула (461). 

Гранзим B активира прокаспазу-10 и разлаже ICAD (енгл. Inhibitor of caspase-activated 

DNase) (462). Такође, гранзим-B може да користи митохондријални пут за појачавање 

сигнала смрти разлагањем Bid протеина и индукцијом цитохрома-c (463). Поред тога, овај 

молекул може да активира каспазу-3 чиме се прескаче целокупна каскада и директно 

индукује фаза извршења апоптозе (434).  

Гранзим-A је важан у индукцији апоптозе преко цитотоксичних T ћелија, активацијом 

путање независне од каспаза (434). 

1.3.1. 2.Значај апоптозе 

Физиолошка улога апоптозе је подједнако важна, комплементарна и супротна од митозе и 

ћелијске пролиферације у регулацији различитих ћелијских популација (434). Како би се 

одржала нормална хомеостаза, процењује се да у људском организму дневно умире око 10 

билиона ћелија чиме се број ћелија у одређеној популацији одржава у релативно 

константном броју (464). У одређеним условима, током развоја организма, старења или у 

току болести број умирућих ћелија се значајно може повећати (434). Нервни и имунски 

систем настају кроз прекомерну продукцију ћелија, која је праћена апоптозом ћелија које 

нису успеле да формирају функционалну синапсу или адекватан антигенски рецептор 

(465,466). Значајна је током зарастања рана у елиминацији ћелија имунског система и 

процесу фиброзе и гранулације. Поремећај апоптозе проузрокује формирање прекомерног 

фиброзног и ожиљног ткива (467). Апоптоза игра важну улогу и у инволуцији ткива дојке 

након периода лактације и атрезији постовулаторног фоликула (468,469). Са старењем 

организма ћелије које брже пропадају уклањају се апоптозом. Сматра се да оксидативни 

стрес игра важну улогу у патофизиологији апоптозе, кроз оштећење митохондријалне 

DNA (470,471). 
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Поремећај у регулацији ћелијске смрти је значајна компонента болести попут карцинома, 

AIDS-а (енгл. Acquired immune deficiency syndrome), неуродегенеративних и многих 

других болести. У овим болестима апоптоза је негативно или позитивно регулисана (434). 

У карциномима су нормални механизми регулације ћелијског циклуса дисфункционални 

што се манифестује прекомерном пролиферацијом и/или смањеном апоптозом ћелија 

(472). Сматра се да супресија апоптозе у склопу карциногенезе игра главну улогу у развоју 

и прогресији карцинома (473). Постоји читав низ молекулских механизама којима ћелије 

сузбијају апоптозу. Неки од њих подразумевају прекомерну експресију антиапоптотских 

протеина попут BCL2 или негативну регулацију или мутацију проапоптотских протеина 

попут BAX. Поједини облици лимфома хуманих B ћелија имају прекомерну експресију 

Bcl-2 што то је један од првих доказа да смањена апоптоза доприноси развоју и прогресији 

карцинома (474). Мутације супресорског гена p53 такође доводе до поремећаја апоптозе. 

Овај транскрипциони фактор регулише ћелијски циклус и најчешћи је мутирани ген у 

највећем броју хуманих карцинома (475). 

Синдром стечене имунодефицијенције (енгл. Acquired immune deficiency syndrome, AIDS) 

је пример аутоимунске болести која настаје након инфекције вирусом хумане 

имунодефицијенције (енгл. Human immunodeficiency virus, HIV) (476). Овај вирус 

инфицира CD4
+
 T ћелије везивањем за рецептор CD4. Накнадно се инкорпорира у T ћелије 

након чега оне продукују протеин HIV Tat који повећава експресију рецептора за Fas и 

изазива убрзану апоптозу T ћелија (434). 

Алцхајмерова болест је неуродегенеративна болест за коју се сматра да настаје услед 

мутација које доводе до смањења или одсуства продукције амилоидног прекурсорског 

протеина (енгл. Amyloid precursor protein, APP) и пресенилина (434). Пресенилини 

обрађују APP до амилоида-ß (434). Услед мутација формирају се екстрацелуларни 

депозити амилоида-ß који испољавају неуротоксично дејство (434). Амилоид-β апоптозу 

изазива оксидативним стресом или повећаним ослобађањем FasL у неуронима и ћелијама 

глије (434). Активацијом микроглије секретује се TNF-α који последично активира TNFR1 

и индукује апоптозу (477). 
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1.3.2. Аутофагија (основне карактеристике, механизми, биолошки значај) 

Аутофагија је високо конзервисан процес деградације ћелија у којој су делови цитосола и 

органеле заплењене аутофагозомом (вакуола са двоструком мембраном) и допремљене до 

лизозома у којима се обавља разлагање или рециклажа насталих макромолекула (478). 

Игра важну улогу у ћелијском развоју и диференцијацији, као и супресији тумора (478). 

Аутофагија обавља различите улоге у урођеној и стеченој имуности попут отпорности на 

патогене утицаје (478). Последњих година, направљен је значајан напредак у 

идентификацији гена који су неопходни за овај ћелијски процес, укључујући селективну и 

неселективну врсту аутофагије (478). Базална аутофагија игра важну улогу у хомеостази и 

деградирању прекомерних, оштећених и/или старих протеина и органела чиме одржава 

контролу квалитета неопходних ћелијских компоненти (479,480). Дефектна аутофагија је 

умешана у патогенезу различитих болести попут миопатије (481), неуродегенеративних 

болести (482), инфекције микробима (483), инфламацијске болести црева (484,485), 

старења (486) и карцинома (487). Поред своје базалне функције аутофагија се иницира као 

одговор на недостатак хранљивих материја (488-491), метаболичког стреса (492-494), 

зрачења (495) и примене антиканцерских лекова (496-499). Аутофагија може бити и 

алтернативни извор енергије као и привремени механизам преживљавања у одређеним 

стањима (500). У ћелијама еукариота постоје три главне врсте аутофагије: 

макроаутофагија, микроаутофагија и chaperone-mediated аутофагија, које се у погледу 

механизма међусобно разликују (501,502). Макроаутофагија подразумева испоруку 

цитолпазматског садржаја лизозому посредством аутофагозома, који спајањем са 

лизозомом формира структуру названу аутолизозом (503). Посредством инвагинација на 

мембрани, у процесу микроаутофагије лизозом директно преузима компоненте цитосола 

(503). Приликом оба типа аутофагије лизозоми су у стању да „прогутају“ велике 

структуре, селективним и неселективним механизмима (503). У chaperone-mediated 

аутофагији, циљни протеини пролазе кроз лизозомалну мембрану у комплексу са 

chaperone протеином, као што је протеин топлотног шока-70 (енгл. Heat shock 70 kDa 

protein 8, Hsc-70), кога препознаје лизозомски мембрански рецептор 2 (енгл. Lysosome-

associated membrane protein 2, LAMP-2a) (503). 
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Процес аутофагије је регулисан преко сигналног пута PI3K/AKT/mTOR (478). У одговору 

на расположивост фактора раста и хранљивих материја, активација сигналног пута 

PI3K/AKT/mTOR супримира аутофагију и стимулише ћелијску пролиферацију (478). 

Гладовање ћелија, потискује PI3K, деактивира сигнални пут и истовремено активира 

катаболичке процесе аутофагије чиме се обавља алтернативни процес за стварање 

енергије и обезбеђује привремено преживљавање ћелија (478). На крају, аутофагија може 

да индукује ћелијску смрт прогресивним трошењем ћелијских компоненти што 

представља програмирану ћелијску смрт тип II (478). Аутофагија може бити покренута и 

као резултат нагомилавања реактивних облика кисеоника, услед хипоксије и бактеријске 

инфекције (478). Није увек јасно да ли је аутофагија укључена у иницијацију смрти или 

представља неуспели случај преживљавања ћелије која је лишена храњивих састојака 

(478). 

Аутофагија је у туморима регулисана сличним принципима. Комплексност регулације у 

туморима је условљена честом ирегуларном активацијом PI3K и мноштвом интеракција 

између сигналног пута PI3K/AKT/mTOR и других сигналних каскада (478). Механизам 

којим изостанак или непотпуна аутофагија убрзава карциногенезу није очигледан, посебно 

ако се узме у обзир добро документована функција аутофагије која омогућује опстанак 

како нормалних тако и туморских ћелија услед метаболичког стреса (500,504). У том 

случају губитак пута који омогућује преживљавање а промовише туморогенезу 

представља занимљив парадокс. Скорашње студије су откриле ангажовање ћелија 

аутономним и зависним механизмима (504), чиме су дале увид у улогу аутофагије у 

супресији тумора. Функционална аутофагија омогућава преживљавање ћелија, док 

непотпуна аутофагија у туморским ћелијама резистентним на апоптозу, in vivo и in vitro, 

промовише смрт некрозом (492). У том случају, аутофагија нарушава преживљавање 

туморских ћелија које су изложене дефициту кисеоника и хранљивих материја. Смрт 

ћелија некрозом, је повезана са накупљањем леукоцита, продукцијом цитокина и 

последичном активацијом сигналног пута NF-κB, који је повезан са промоцијом туморског 

раста (505). На тај начин аутофагија може да функционише у супресији тумора 

спречавањем ћелијске смрти некрозом. Међутим, механизме интеракције између 

некротичних тумора, микросредине и ћелија имунског система тек треба расветлити. 
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Алтернативни и вероватно комплементарни механизам којим аутофагија потискује 

туморогенезу укључује јединствену улогу у очувању ћелијске кондиције и интегритета 

генома (478). Недостаци аутофагије су повезане са акумулацијом: 1) убиквитин 

позитивних протеинских агрегата у јетри и неуронима (506), 2) деформисаних и 

нефункционалних органела попут митохондрија (488) и пероксизома (507) и 3) оштећења 

DNA у ћелијама тумора са инактивираним контролним тачкама ћелијског циклуса(493) 

(504). Иако тачан механизам којим аутофагија ограничава оштећења у геному још није 

утврђен, неколико хипотеза се активно истражују, укључујући одржавање енергетског 

баланса и/или превенцију оксидативног стреса, потенцијално узроковану дефектним 

органелама и накупљеним протеинима у ћелијама у којима аутофагија није присутна 

(478). 

И нормалне и туморске ћелије „користе“ аутофагију да преживе метаболички стрес 

(недостатак хранљивих и градивних састојака). Аутофагија је механизам који штити 

ћелије од инфекција интраћелијским микроорганизмима (урођена имуност) али и који 

интензивира преживљавање и пролиферацију Т лимфоцита (стечена имуност). Игра 

значајну улогу у диференцијацији ћелија. Поред тога, повезана је са неуродегенеративним 

болестима и инфламацијским болестима црева. 

1.3.3. Некроза 

Пре неколико деценија, откривање нових образаца ћелијске смрти створило је концепт 

апоптозе (508). Апоптоза је сматрана процесом који је уређен јасним морфолошким и 

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

ћелијске смрти (508). Морфолошки, некроза је сасвим другачији процес од апоптозе. За 

разлику од апоптозе, ћелија прво бубри, плазма мембрана колабира након чега ћелија брзо 

лизира (508). Биохемијске одлике апоптозе, као што је активација специфичних протеаза 

(каспазе) и фрагментација DNA најчешће нису присутне у некрози (508). Међутим, 

побољшањем метода за диференцијацију апоптозе и некрозе показано је да унутар истих 

ћелија могу бити присутне биохемијске и морфолошке карактеристике оба начина 

ћелијске смрти (508). Ово указује да у ћелијама постоји читав низ различитих програма 

самоубилачке смрти, док су некроза и апоптоза крајности тог спектра (509). Из овог 
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разлога некроза као вид ћелијске смрти привлачи све више пажње и многи истраживачи је 

уз апоптозу и аутофагију посматрају као један од видова програмиране ћелијске смрти 

(429,509-511). 

Најчешћи тестови за мерење некрозе, in vitro, су процена пермеабилности ћелијске плазма 

мембране бојењењем трипан плавим и пропуштањем цитосолних ензима (лактат 

дехидрогеназа, креатин киназе) (508). Поред тога, процена је могућа мерењем 

митохондријалне активности ћелија која није специфична за некрозу и среће се код 

апоптозе и аутофагије (508). 

Важно је поменути да апоптоза и аутофагија у условима in vitro условљавају 

пермеабилизацију плазма мембране („секундарна некроза„) што није могуће регистровати 

in vivo (508). Разлог је што, током апоптозе, макрофаги и околне ћелије фагоцитују 

апоптотичне ћелије пре него што је нарушен интегритет њихове плазма мембране (508). 

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

као последица неповратног оштећења DNA (508). Убијање ћелија у екстремним условима 

попут ниске и високе температуре, као и киселинама, узрокује нерегулисане процесе 

разарања ћелијских мембрана и цитосола (508). Из тог разлога се претпостављало да је 

смрт ћелије, која је праћена брзим нарушавањем плазма мембране, структура цитоплазме 

и једра нужно пасиван и нерегулисан процес (508). Такав став занемарује многе појаве и 

сазнања у којима је некротична ћелијска смрт регулисан процес, активиран специфичним 

физиолошким и патолошким стањима (508). Неки стимулуси који активирају некрозу, у 

зависности од интензитета и врсте ћелија на које делују, могу активирати смрт ћелије 

апоптозом и аутофагијом (508). Међу најчешћим стањима која активирају некрозу су 

исхемија и хипоксија (508). Лишавањем кисеоника, глукозе и других хранљивих материја 

ова стања је могуће успешно симулирати у in vitro (508). Другим речима, хипоксија и 

исхемија настају током раста тумора услед неадекватне васкуларне потпоре. Под овим 

условима, главни узрок некрозе је недостатак енергије због чега је неопходно да ћелије, 

како би преживеле, повећају енергију или смање њену потрошњу (508). Како у одсуству 

кисеоника и храњивих материја ћелије имају ограничене могућности за повећање ATP-a, 

једини начин да избегну некрозу је да смање потрошњу ATP-a (512). Мутација LKB1 

серин-треонин киназе, често присутна у туморима, представља важан фактор за активност 



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

 

71 
 

AMP-ом (енгл. Adenosine monophosphate) активираних киназа и преживљавање туморских 

ћелија услед одсуства глукозе (513). Ginouves и сарадници (514) су показали да стање 

акутне хипоксије (1% О2) стабилизује апликација фактора индукованих хипоксијом 

 (енгл. Hypoxia-inducible factor). Улога ових фактора је једна од кључних 

за превенцију некрозе индуковане недостатком кисеоника и њихово присуство је знатно 

смањено у хроничној хипоксији (која траје више од 3 дана) (514). Поједине компоненте 

имунског система могу да индукују некрозу активацијом рецептора за TNF, FAS и TRAIL 

(енгл. TNF-related apoptosis-inducing ligand) (508). Активација FasR применом анти-FasL 

изазива некрозу заједно са апоптозом, док активација CD47 рецептора у лимфоидним 

ћелијама индукује искључиво некрозу (515). Поједини видови онколошке терапије могу да 

изазову смрт туморских ћелија некрозом. У ове лекове спадају DNA алкализујући лекови 

попут MNNG (енгл. N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine) (516), арсениктриоксида (517), 

фотодинамске терапије (518) и тамоксифена (519,520). Resveratrol као и неке компоненте 

традиционалне кинеске медицине потенцијално изазивају смрт туморских ћелија 

некрозом која није негативно регулисана резистенцијом на апоптозу (521-523). Сходно 

томе, инхибитори каспазе нису спречили некрозу BCR-ABL (енгл. Breakpoint cluster 

region-ABL) позитивних хуманих ћелија леукемије које су третиране инхибитором 

протеин киназе, иматинибом (Gleevec) (508). Занимљиво је да актиномицин D, UV 

зрачење и цисплатина изазивају апоптозу у младим, док у зрелим хуманим фибробластима 

изазивају некрозу услед повезаности са мутацијама тумор супресор гена p53 (524). Током 

иницијације и прогресије карцинома одвија се неколико кључних догађаја при чему 

сузбијање апоптозе спада међу најважније (525). Многи онкогени могу да активирају 

програм апоптозе док ћелије карцинома инактивирају туморске супресоре укључене у 

апоптозу (p53 или BAX протеин) или експримирају протеине који инхибирају овај процес 

(BCL2 и BCLX протеин) (508). Током раста in vivo, туморске ћелије бивају изложене 

хипоксији и нападнуте цитотоксинима из ћелија имунског система (508). Поред тога што 

промовише туморогенезу, превенција апоптозе у овим околностима штити туморске 

ћелије од неповољне средине (508). Налази тих студија имају клинички значај јер су 

показале да ћелије које су отпорне на апоптозу, могу бити резистентне на терапију 

лековима који изазивају смрт туморских ћелија некрозом. Dinnen и сарадници (526) су 

показали да p53 C терминални 22-аа пептид везан за 17-аа пептиде из Drosophila 
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antennapedia-e може индуковати селективну некрозу у p53 мутираним туморским 

ћелијама простате. Друге студије су показале да аутофагија има важну улогу у заштити 

туморских ћелија услед исхемије. Показано је да ћелије отпорне на апоптозу умиру 

некрозом само ако је онемогућен процес аутофагије (492). Хистолошке анализе су 

показале да је некроза појава која укључује велику популацију ћелија за разлику од 

апоптозе којом су захваћене појединачне ћелије (508). Овај тип ћелијске деструкције је 

условљен комбинацијом различитих стимулуса: токсичношћу фактора које ослобађају 

некротичне ћелије и који уништавају околне ћелије, супресијом фагоцитозе преко ROS-а 

(енгл. Reactive oxygen species) и слабом мобилизацијом макрофага (508). За разлику од 

апоптозе у којој садржај ћелија бива изолован пре фагоцитозе, некротичне ћелије 

ослобађају моћне запаљењске и имунске иницијаторе и стимулаторе (508). На основу 

опсежних студија, током последње деценије изведени су закључци о повезаности три 

главна начина ћелијске смрти (508). За неопластичне ћелије хематопоетског порекла, 

апоптоза је доминантан облик ћелијске смрти како in vitro, тако и in vivo, што се подудара 

са апоптотском осетљивошћу одговарајућих нормалних ћелија попут тимоцита, 

лимфоцити итд (508). 

Зрачна и хемиотерапија у клинички релевантним дозама убијају туморске ћелије претежно 

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

инхибиторима каспазе или прекомерном експресијом анти-апоптотских протеина BCL2 

фамилије (508). За ову врсту карцинома, инхибитори протеина BCL2 могу бити 

обећавајући начин за повећање осетљивости и ефикасности терапије (508). 

Током развоја тумора или као последица хемиотерапије, апоптоза се in vivo ретко среће у 

карциномима дојке и простате, док in vitro може бити изазвана високим дозама 

(недостижних у клиници) радијације и лекова (508). У складу са тим, већина нормалних 

неизмењених епителних ћелија су релативно отпорне на апоптозу и код тумора овог 

порекла не постоји веза између осетљивости на апоптозу и одговора на терапију (508). 

Пример је висока експресија BCL2 протеина у неким солидним туморима, која 

парадоксално корелира са бољом прогнозом (527,528). Корелација између осетљивости 

тумора на терапију и експресије других про- и анти-апоптотичних чланова BH3 (енгл. BH3 

interacting-domain death agonist) породице није утврђена (508). Присуство некрозе у 
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солидним туморима је чест налаз током туморског раста и након примене терапије (508). 

Како конвенционалне дозе лекова и радијације у терапији карцинома не индукују некрозу 

директно, сматра се да она настаје као последица поремећаја у пролиферативној 

активности туморских ћелија (смрт ћелија након ћелијске деобе са иреверзибилним 

оштећењима у DNA) (508). Најчешћи узрок некрозе током развоја тумора је неадекватна 

снабдевеност кисеоником и хранљивим састојцима (метаболички стрес) (508). Студије су 

показале повезаност између апоптозе, аутофагије и некрозе током развоја тумора 

(529,530). Измењене епителне ћелије у којима је супримирана апоптоза, активацијом 

аутофагије могу да обезбеде есенцијалне хранљиве материје, што је показано in vitro и in 

vivo. Уколико је у овим ћелијама поред апоптозе онемогућена и аутофагија, што је често у 

туморима, ћелије умиру некрозом (492). На основу овога може се рећи да аутофагија има 

важну улогу у превенцији некрозе током туморског раста. Парадоксално, ћелије 

карцинома са поремећајем апоптозе су биолошки агресивније и карактерише их бржи раст 

упркос високом нивоу некрозе (508). Један од разлога је тај што аутофагија ублажава 

оштећење DNA и геномску нестабилност која настаје током метаболичког стреса (493). 

Анеуплоидија је карактеристика биолошки агресивних форми карцинома и убрзава 

прогресију тумора новим мутацијама које промовишу инвазивност и метастазирање (508). 

Такође, хронично запаљење као последица некрозе је узрок повезаности некрозе и 

прогресије карцинома (508). Инфламацијске форме карцинома, посебно дојке, 

представљају најагресивније туморе (508). У покушају да елиминишу туморске ћелије, 

ћелије имунског система инфилтришу туморско и перитуморско ткиво и ослобађају 

цитокине који парадоксално потпомажу преживљавање ћелија тумора (531). У складу са 

овим TNF, IL-6, TGFβ и неки други цитокини имају промотивну улогу у прогресији 

тумора (532). Са друге стране, недавне студије јасно показују да исход антитуморске 

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

њихову способност да стимулишу повољан имунски одговор (533-535). 

Регресија тумора након третмана доксорубицином или γ-зрачењем зависи од имунског 

одговора посредованог Т лимфоцитима што је показано на имунодефицијентним 

мишевима (508). HMGB1 (енгл. High mobility group box 1) је специфичан маркер за 

некрозу (508). Ослобађање овог протеина и његова интеракција са TLR4 рецептором на 
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APC супримира анти-туморске Т лимфоците и потенцира значај некрозе у регресији 

тумора (533-537). Доступни подаци указују да туморска некроза има двоструки значај: 

1. након терапије представља добар терапијски одговор директном елиминацијом 

туморских ћелија и/или активацијом повољног анти-туморског имунског одговора. 

2. представља одлику агресивне форме карцинома коју карактерише брз раст услед 

стимулаторне улоге инфламације и експресије гена повезаних са прогресијом 

тумора. 

1.4. Ангиогенеза 

Ангиогенеза је процес стварања нових крвних судова из постојеће васкулатуре. Састоји се 

од више координисаних генски програмираних и међусобно условљених корака. 

Иницијално, ангиогени програм захтева деградацију базалне мембране као и миграцију и 

пролиферацију ендотелних ћелија уз инвазију екстрацелуларног матрикса, након чега се 

формирају лумени новонасталих капилара који потом сазревају и постају стабилни. 

Завршни кораци захтевају инхибицију даље пролиферације ендотелних ћелија, 

реконституцију базалне мембране, као и спајање и организацију ендотелних ћелија у нове 

лумене. 

Процес ангиогенезе се одвија каскадно и подразумева: 

 продукцију фактора ангиогенезе и везивање ових фактора за рецепторе на 

ендотелним ћелијама  

 активацију ендотелних ћелија  

 протеолитичку разградњу базалне мембране и ванћелијског матрикса  

 пролиферацију и миграцију ендотелних ћелија  

 пупљење и раст ендотелних трака и формирање капиларне петље   

 стабилизацију крвног суда.  

Значај ангиогенезе се огледа у читавом низу физиолошких и патолошких процеса у 

организму. Физиолошка ангиогенеза ја саставни део ембрионалног развоја, менструалног 

циклуса, раста ендометријума као и зарастања рана. У склопу патогенезе многих болести, 

неконтролисана ангиогенеза се јавља код: 
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- дијабетичне ретинопатије 

- атеросклерозе 

- псоријазе 

- реуматоидног артритиса 

- малигних болести 

1.4.1. Биолошки значај и механизми физиолошке ангиогенезе 

Васкуларна мрежа настаје васкулогенезом тј процесом de novo формирања крвних судова 

из прекурсора ендотелних ћелија (диференцијацијом ангиобласта) (538). Током 

васкулогенезе, ангиобласти пролиферишу и формирају примарни капиларни плексус који 

је предуслов за наступајућу ангиогенезу (538). Ангиогенеза се одвија ремоделовањем 

крвних судова примарног капиларног плексуса, гранањем и настајањем изданака нових 

крвних судова (538). Током ембриогенезе, ангиогенеза започиње формирањем примарног 

васкуларног стабла што је предуслов за адекватно снабдевање крвљу новонасталих органа 

и ткива (539). Код одраслих, ангиогенеза настаје током месечног менструалног циклуса 

као и током зарастања рана (540). 

Сазревање и ремоделовање новоформираних микроваскуларних структура се постиже 

координацијом различитих процеса (541). Како би се формирали изданци нових крвних 

судова, перицити (муралне ћелије) прво морају бити уклоњени из гранајућих крвних 

судова (540). Перицити су важне компоненте крвних судова. Модулишу функцију 

ендотелних ћелија и критичне су за развој зреле васкуларне мреже. Перицити регулишу 

васкуларну функцију укључујући дијаметар крвног суда и тиме проток крви, као и 

васкуларну пропустљивост. Ове ћелије такође пружају механичку потпору и стабилност 

зиду крвног суда и омогућују преживљавање ендотелних ћелија и то директним 

међућелијским контактом или паракриним дејством. Специфичне протеазе попут матрикс-

металопротеиназа трансформишу и разлажу базалну мембрану ендотелних ћелија (542), 

након чега стромалне ћелије синтетишу нов матрикс. Нов матрикс, заједно са различитим 

солубилним факторима подстиче миграцију и пролиферацију ендотелних ћелија (542). 

Након окончања пролиферације, ендотелне ћелије се ређају у један ред и формирају 

цевасте структуре (543). Перицити постају муралне ћелије (перицити у микроваскуларним 

структурама а глаткомишићне ћелије у зрелим крвним судовима) и одлазе на спољну 
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површину ендотела тако да крвни судови њиховим повлачењем остају откривени, након 

чега се у новоформираним судовима успоставља циркулација (543). 

У физиолошким условима ангиогенеза је високо регулисан и уређен процес јер захтева 

мировање ендотелних ћелија у једном слоју и ширење васкуларне мреже само у оној мери 

која је неопходна за раст ткива и органа (543). Многи чиниоци позитивно и негативно 

утичу на ангиогенезу а међу њима су растворљиви полипептиди, међућелијске и 

интеракције између ћелија и матрикса као и хемодинамски ефекти (543). 

Ремоделовање постојећих и раст нових крвних судова су битне компоненте у физиологији 

ендометријума (543). Након менструалног крварења, најчешће после 5.дана циклуса, 

настаје брза поправка оштећених крвних судова како би се зауставило крварење. Овај 

процес се одвија независно од утицаја хормона у јајника (544). Теза је потврђена на основу 

истраживања спроведених код жена након хируршке оваријектомије код којих крварење 

престаје упркос недостатку хормона јајника (545). Мишји модел менструалног крварења, 

показује потпуну поправку ендометријума у одсуству естрадиола (546), сугеришући да се 

репарација крвних судова у овом моделу одвија независно од естрадиола. Регулација 

васкуларне репарације у овој фази циклуса још увек није у потпуности разјашњена. VEGF 

игра кључну улогу у овој врсти ангиогенезе, повећава се током менструације и регулисан 

је хипоксијом (544,547-549). Током пролиферативне фазе функционални слој 

ендометријума се умножава што захтева стимулацију ангиогенезе како би се одржала 

перфузија (550). Иако физиолошки, овај необичан ангиогени одговор може бити добар 

хумани модел, по свом механизму, сличан ангиогенези која настаје у туморском ткиву. 

Дефинисање контролних механизама овакве физиолошке ангиогенезе може да отвори 

врата новим приступима у контроли туморског раста. Упркос значајним структуралним 

променама ткива ендометријума током циклуса, пролиферација ендотелних ћелија 

хуманог ендометријума не показује јасан образац (550), што је потврђено анализом 

узорака ендометријума жена у истој фази менструалног циклуса. Разлог може да 

представља различити ниво хормона у време узимања узорака или различита места са 

којих је биопсија узета . Коришћењем Ki-67 или бромодеоксиуридина за идентификацију 

пролиферишућих ендотелних ћелија у анималном моделу менструалног краверења, 

утврђено је вишеструко повећање пролиферације током средине пролиферативне фазе 
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(551). У овом моделу, нису утврђене значајне разлике у другим фазама менструалног 

циклуса (551). Овај налаз је у складу са испитивањем на хуманим ендотелним ћелијама 

ендометријума која су показала да је дилатација крвних судова највећа током средине 

пролиферативне фазе, као и да је издуживање крвних судова главни механизам 

ангиогенезе у ендометријуму током средине пролиферативне фазе (545).  

Током секреторне фазе неопходно је намотавање и сазревање артериола као и раст 

субепителног капиларног плексуса. NK ћелије утеруса се по свом фенотипу разликују од 

NK ћелија периферне крви и имају важну улогу у сазревању спиралних артериола (552). 

Број ових ћелија се током средине лутеалне фазе повећава и тада се налазе у близини 

ендометријалних жлезда и спиралних артерија (553), чиме утичу на васкуларно 

ремоделовање. Ранија истраживања у области трудноће подржавају улогу NK ћелија у 

раним фазама ремоделовања спиралних артерија, чији изостанак доприноси патолошким 

стањима у трудноћи (554,555). Студије на мишевима дефицитарним за NK ћелије утеруса 

су подржале ову претпоставку (556,557). 

Додатни докази за утицај NK ћелија утеруса на васкулатуру ендометријума дају студије на 

хуманом ендометријуму у којима су примењивани селективни модулатори рецептора за 

прогестерон. Код жена код којих су примењивани ови модулатори анализа ендометријума 

је показала инхибицију секреције IL-15 који регулише функцију NK ћелија (558). 

Забележено је смањење у броју NK ћелија утеруса, абнормални изглед крвних судова 

ендометријума уз повећано бојење на α-SMA (енгл. α-smooth muscle actin) око спиралних 

артериола (558). Такође, примена модулатора за PR је код жена ублажило менструално 

крварење повезано са PR, NK ћелијама утеруса, васкуларним структурама и менструалном 

функцијом (558). Немогућност идентификације PR на NK ћелијама материце (559) указује 

на индиректни механизам хормонске регулације путем паракриних медијатора (560,561). 

У физиолошким условима процес зарастања рана се одвија у четири главне фазе: 

хемостаза, инфламација, гранулација и ремоделовање. Ангиогенеза има главну улогу у 

репарацији ткива. Формирање нове васкулатуре је неопходно за уклањање дебрија и 

допремање кисеоника и хранљивих материја. Фаза хемостазе/коагулације се карактерише 

активацијом тромбоцита и формирањем фибринског тромба као последица оштећења 

ендотела. У овој фази активирани тромбоцити ослобађају велики број фактора који 
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иницирају процес ангиогенезе (562). Ослобађање тромбоцитног фактора 4 (енгл. Platelet 

factor 4, PF4) инхибира ослобађање мноштва фактора раста попут VEGF-а, базног FGF-a 

(енгл. Basic fibroblast growth factor, bFGF), PDGF лимитирајући њихову улогу у промоцији 

ангиогенезе (562). Међутим, овај фактор промовише ослобађање бројних цитокина попут 

TNF-α, TGF- β и IL-8 који активирају запаљењске ћелије и убрзавају настанак фазе 

инфламације (562). У фази инфламације током зарастања рана, ослобађају се 

проангиогени молекули (фактори раста и цитокини) које луче макрофаги, епителне ћелије 

и лимфоцити (563). Под дејством ових протеина одвија се миграција и пролиферација 

ендотелних ћелија и последична неоваскуларизација (563). Ендотелне прогениторске 

ћелије (енгл. Endothelial progenitor cell, EPC) се регрутују у инфламирано ткиво, 

диференцирају се и уграђују у новоформиране васкуларне елементе (васкулогенеза) кроз 

ангажовање и индукцију диференцијације различитим ангиогеним факторима, укључујући 

SDF-1 (енгл. Stromal cell-derived factor 1) и VEGF (563). Када доспеју у озлеђено ткиво, 

ове ћелије настављају да ослобађају ангиогене факторе и подржавају процес ангиогенезе 

(563). Четвртог дана започиње фаза гранулације и ангиогенеза је у пуном напредовању. 

Формирање гранулационог ткива се заснива на васкуларизацији оштећеног ткива. У фази 

гранулације, постоји око пет пута већи број крвних судова унутар ране како би се 

задовољиле метаболичке потребе ћелија које обављају репарацију ткива. Многи од ових 

судова су незрели, пропустљиви и нефункционални. Смањењем метаболичке потребе 

новог ткива наступа фаза ремоделовања. У овој фази се смањује ослобађање 

проангиогених молекула а повећава ослобађање ангиостатских молекула што се 

манифестује регресијом крвних судова (564). Механизам регресије није у потпуности 

јасан али је регулисан ослобађањем IP-9 и IP-10 (енгл. Interferon-gamma-inducible protein 

9/10) (565,566).
 
Регресија се завршава када број крвних судова буде на истом нивоу као и 

пре озледе (567). Смањењем бројних, незрелих и пропустљивих васкуларних елемената 

ткиво постаје јаче а ожиљак се смањује. Немогућност регресије непотребних и 

нефункционалних крвних судова резултира појавом дехисценције и улцерација. 
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1.4.2. Ангиогенеза у туморима 

Фундаментални значај ангиогенезе у малигним болестима огледа се у расту, прогресији и 

метастазирању тумора (568). Овај сложени процес укључен је у ремоделовање 

екстрацелуларног матрикса, као и пролиферацију и миграцију ендотелних ћелија (569). 

Комплексна васкуларна мрежа унутар тумора омогућава адекватно снабдевање туморских 

ћелија хранљивим материјама и кисеоником, као и елиминацију метаболичких продуката. 

Algire и Chalkley су 1945. године први закључили да је раст солидних тумора повезан са 

развојем васкуларне мреже у туморском ткиву (570). Folkman и сарадници (571) су 

претпоставили да смањен или одсутан доток крви у туморско ткиво зауставља његов раст 

или га чак смањује. Физиолошка основа ове хипотезе се огледа у чињеници да тумори у 

аваскуларном стању могу да достигну запремину од 1-2 mm
3
 али не могу да наставе даљи 

раст (572). Када допремање крви у туморско ткиво није адекватно, туморске ћелије умиру 

апоптозом/некрозом (508). Метастатски потенцијал и раст секундарних тумора такође 

зависи од овог процеса. Након  неоваскуларизације, малигне ћелије се одвајају од 

примарног тумора и продиру у крвне судове (572). По пристизању у удаљене органе, 

туморске ћелије поново индукују ангиогенезу како би обезбедиле снабдевање потребним 

материјама (572). Након ових сазнања започела је ера истраживања молекулских 

механизама ангиогенезе. 

Током последњих 30 година откривен је велики број проангиогених и антиангиогених 

молекула, њихових лиганада и унутарћелијских сигналних путева (572). Уложен је велики 

напор како би се развила антиангиогена стратегија у лечењу малигних болести. Упркос 

бројним обећавајућим резултатима у преклиничким моделима, клиничка испитивања нису 

дала убедљиве доказе за ефикасну, антитуморску, монотерапију применом класичних 

антиангиогених молекула (572). У комбинацији са хемотерапијом, антиангиогени лекови 

су се показали као клинички ефикасни у контроли болести код пацијената са 

узнапредовалим карциномом дебелог црева, продужавајући преживљавање ових 

пацијената (573). Током 2004. године Управа за храну и лекове (енгл. The Food and Drug 

Administration, FDA) је одобрила антиангиогени лек за примену у првој линији терапије у 

комбинацији са 5-FU (енгл. 5-Fluorouracil) за лечење пацијената са узнапредовалим 

карциномом дебелог црева (572). 
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1.4.3. Механизми ангиогенезе у карциномима 

Након мутација и иницијације карциногенезе наступа аваскуларна фаза или стадијум 

успаваности (tumour dormancy) у туморском расту који може перзистирати годинама 

(574). Туморске ћелије неопходне материје добијају дифузијом све док не достигну 

запремину од 1 до 2 mm
3
. Данас је прихваћена теорија ангиогеног „свича“ која је 

заснована на балансу између про- и анти- ангиогених молекула (575). Теорија није 

заснована на једноставној регулацији ангиогене активности већ подразумева укупан однос 

између позитивних и негативних регулатора ангиогенезе (575). Када укупни ефекат 

проангиогених, надјача ангиостатске молекуле тумор стиче проангиогени фенотип и 

наступа последична неоваскуларизација туморског ткива. Прекурсори ендотелних ћелија, 

интеракције између ангиогених фактора и њихових рецептора као и интеракција између 

васкулогенезе и лимфангиогенезе су значајни фактори који доприносе активацији „свича“ 

(576). Достизање ангиогеног фенотипа заправо представља кључни корак у раној 

прогресији тумора којом је омогућена трансформација микроскопских лезија до 

брзорастућих великих тумора са јаким метастатским потенцијалом(572). Експресија 

онкогених протеина као и бројни фактори ћелијског стреса попут хипоксије, ниске pH 

вредности, лишавање хранљивим материјама и реактивни облици кисеоника су битни 

стимулуси у ангиогеној сигнализацији (575). Важно је напоменути да ангиогени „свич“ у 

примарном тумору може бити усмерен у ангиостатском правцу док истовремено у 

метастатском тумору његова поларизација може бити окренута у проангиогеном правцу. 

Хипотеза је потврђена испитивањем ангиогеног фенотипа примарних тумора након 

хируршког уклањања уз накнадни раст метастатских тумора (577). 

Као и код физиолошке, неколико узастопних корака се одвија током туморске 

ангиогенезе. У зрелим капиларима зид крвних судова је саграђен од ендотелних ћелија, 

базалне мембране и перицита (572). Ангиогени фактори које продукују ћелије тумора 

везују се за своје рецепторе на ендотелним ћелијама и иницирају ангиогенезу (572). 

Ангиогенеза је резултат серије усклађених молекулских и ћелијских догађаја који 

резултирају миграцијом, пролиферацијом и диференцијацијом ендотелних ћелија у 

новоформиране капиларе који накнадно постају зрели крвни судови (572). Ангиогена 

каскада обухвата активациону и фазу резолуције (572). Када су стимулисане да расту 



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

 

81 
 

ендотелне ћелије секретују протеазе, хепарине и друге ензиме који разграђују базалну 

мембрану околних крвних судова (572). Разградњом ванћелијског матрикса ослобађају се 

проангиогени фактори (572). Везе између ендотелних ћелија постају слабе а као одговор 

на стимулусе настају изданци новоформираних судова (572). Поред пролиферације и 

миграције ендотелних ћелија, сматра се да хематопоетске прогениторске ендотелне ћелије 

доприносе формирању лумена капилара (572). Фаза резолуције се огледа у сазревању и 

стабилизацији новоформиране микроваскулатуре уметањем перицита, реконструкцијом 

базалне мембране и стварањем комплексних међућелијских веза (572). Унутар туморског 

ткива, фаза резолиције је некомплетна што се манифестује ирегуларном 

микроваскулатуром са парцијалним облагањем ендотела перицитима, деловима базалне 

мембране и повећаном микроваскуларном пропустљивошћу (572). Крвни судови тумора 

показују велике варијације у погледу дијаметра и немају могућност диференцијације у 

артериоле, капиларе и венуле (572). 

1.4.4. Улога хипоксије у ангогенези тумора 

Хипоксија је патофизиолошка последица структурно и функционално поремећене 

микроциркулације (578) и представља једну од особина солидних тумора. Као одговор на 

хипоксију, тумори одговарају продукцијом и ослобађањем фактора индукованих 

хипоксијом (енгл. Hypoxia-inducible factor, HIF) (579). HIF одговор је посредован 

транскрипционим фактором HIF-1α и конститутивно експресијом HIF-1β. Оверекспресија 

HIF-1α је присутна у многим карциномима са улогом у промоцији брзине туморског раста 

и метастаског потенцијала. У карциномима дојке, заступљеност HIF-1α позитивних ћелија 

расте са клиничким стадијумом и повезана је са лошом прогнозом (580-583). Поред HIF-

1α, идентификоване су и друге изоформе овог протеина попут HIF-2α и HIF-3α (584,585). 

Улога ових изоформи је сложена и неке студије указују да оне у каснијим фазама 

неоваскуларизације антагонизују експресију гена индукованих хипоксијом. HIF-1α и HIF-

2α активирају сетове гена индуковане хипоксијом (586), укључујући оне са улогом у 

гликолизи, преживљавању и пролиферацији ћелија (587). Клиничка релевантност за 

карцином дојке није позната, јер постоје само ограничени подаци о улози HIF изоформи. 

Познато је да се HIF-2α експримира у туморским ћелијама и тумор асоцираним 

макрофагима (енгл. Tumor-associated macrophages, TAM) карцинома дојке (588,589). HIF-
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2α позитивни TAM су повезани са туморском васкуларизацијом сугеришући HIF-2α 

позитивни TAM индуковани хипоксијом промовишу настанак проангиогеног туморског 

фенотипа (589). У складу са овим, одговор на хипоксију путем HIF протеина представља 

важан механизам којим настаје васкуларно ремоделовање у ткиву карцинома. 

1.4.5. Медијатори ангиогенезе у туморима 

Којим год механизмом тумори обезбеђују васкуларну подршку увек су ангажовани слични 

регулаторни фактори са различитим уделом у појединим процесима. Присуство 

хуморалног медијатора туморске ангиогенезе је предложен много раније али је тек 1968. 

године показано да фактор којег индукује тумор може да изазове раст капилара (590,591). 

Folkman и сарадници (571) су описали први фактор неоангиогенезе, назван неоангиогени 

фактор тумора, након чега је откривен велики број других ангиогених промотера и 

инхибитора (592,593). Многи показују плејотропно дејство и њихова улога у различитим 

хуманим карциномима до данас није сасвим разјашњена. Промотери и инхибитори 

ангиогенезе који леже у основи успостављања снабдевања тумора крвљу потичу из 

туморских ћелија и/или других елемената тумора. Туморске ћелије стимулишу 

ангиогенезу продукцијом и секрецијом бројних ангиогених фактора од којих су 

најважнији VEGF, ангиопоетини, bFGF и TGF-β. Инвазивни и карциноми дојке in situ 

експримирају многе проангиогене факторе укључујући VEGF, aFGF (енгл. Acidic fibroblast 

growth factor), bFGF, PDGF, TGF β1, тимидин фосфорилазу, пјејотропин и адреномедулин 

(594-596). Међутим, сваки од ових фактора се експримира у различитим фазама туморског 

раста и прогресије. Тимидин фосфорилаза се експримира у in situ (597) и T1 карциномима 

дојке (598), док се VEGF експримира у свим туморским стадијумима. Ово указује да 

карциноми дојке показују различите проангиогене профиле што изискује коришћење 

другачијег спектра антиангиогених лекова. 

Поред малигних, ендотелне ћелије тумора, строме као и циркулишуће ћелије 

(прогениторске ендотелне ћелије, тромбоцити и макрофаги) секрецијом других протеина 

имају способност модулације ангиогенезе (576). Туморске ћелије могу регрутовати 

инфламацијске ћелије као што су макрофаги и мастоцити, који су богати извори 

проангиогених фактора и цитокина или могу изазвати ослобађање фактора раста и 
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њихових рецептора из екстрацелуларног матрикса након деградације протеазама (572). 

Епителне и ендотелне ћелије тумора могу да активирају тромбоците, који су богат извор 

ангиогених фактора и често су повишени код малигних болести (599,600). Тромбоцити 

доприносе ангиогенези ослобађањем проангиогених медијатора из њихових α гранула 

попут VEGF, PDGF-а и bFGF (599,600). Поред тога HGF (енгл. Hepatocyte growth factor), 

EGF (енгл. Epidermal growth factor), ангиопоетин-1, фибронектион и хепараназе 

ослобођене након активације тромбоцита такође стимулишу процес ангиогенезе (572).  

Студије су показале да VEGF игра главну улогу у ангиогенези, у већини хуманих 

карцинома (593). Откривен је и описан 1989. године као фактор васкуларне 

пропустљивости јер повећава микроваскуларну пермеабилност и фенестрацију ендотела 

(601). Ефекат VEGF у васкуларној пропустљивости је изузетно снажан (50000 пута јачи од 

хистамина) што сугерише да овај фактор игра значајну улогу у пропустљивости крвних 

судова тумора. VEGF је високо специфичан и представља снажан митоген за ендотелне 

ћелије. Претпоставља се да је повећана пропустљивост крвних судова последица 

присуства интраћелијских фенестри, смањене потпоре перицита и/или присуства 

специјализованих ендотелних органела које се зову везикуловакуоларне органеле. Ове 

трансмембранске вакуоле формирају канале који омогућују екстравазацију течности и 

протеина из крвних судова. 

VEGF (зове се још и VEGF-А) је члан VEGF фамилије, са приближно 40-80% хомологије. 

Данас је познато шест чланова породице VEGF-а: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D. 

VEGF-E и PDGF и представљају полипептиде који се јављају у више изоформи и 

формирају хомодимере и хетеродимере (602). Везују се високим афинитетом за тирозин-

киназне рецепторе на ендотелним ћелијама и то Flt-1 [VEGF receptor (VEGFR)1], KDR 

(VEGFR2) и Flt-4 (VEGFR3), који су одговорни за иницирање унутарћелијске 

сигнализације (602). Активација рецептора резултира различитим ефектима тако да 

активација: VEGFR1 промовише диференцијацију и васкуларно одржавање, VEGFR2 

индукује пролиферацију ендотелних ћелија и васкуларну пропустљивост док активација 

VEGFR3 стимулише лимфангиогенезу (572). Ангиогени ефекат се примарно постиже 

везивањем VEGF-A за VEGFR2 (572). Овај рецептор подлеже димеризацији и 

фосфорилацији у интактним ендотелним ћелијама што резултује митогеним, 
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хемотактичким и антиапоптотичким сигналима у ендотелним ћелијама (572). VEGF-C 

преко VEGFR-3 испољава митогено дејство на ендотелне ћелије лимфних судова (572). 

Продукција VEGF-а је позитивно регулисана факторима раста које ослобађају туморске 

ћелије укључујући EGF, TGF-α и -β, FGF и PDGF (572). Хормони попут естрогена и TSH 

(енгл. Thyroid-Stimulating Hormone) као и проинфламацијски цитокини укључујући IL-1 и 

IL-6 такође индукују експресију VEGF-а у многим туморским ћелијама (572).  

Додатна регулација се обавља кроз изоформе специфичних рецептора неуропилина 1 и 

неуропилина 2. Неуропилини не везују само три класе које су укључене у раст аксона већ 

и неке изоформе VEGF-а функционишући као корецептори и промовишући везивање 

VEGF-а за VEGFR2 (603). Даља модулација се обавља протеолитичким процесирањем 

и/или хепарином који није само неопходан за везивање VEGF-а и FGF-а (603). Овај 

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

повећање васкуларне пропустљивости, пролиферације и преживљавање ендотелних ћелија 

као и формирање лумена новонасталих крвних судова (603). Иако је експресија VEGF-а 

карактеристична углавном за ендотелне ћелије, овај фактор експримирају и неке 

запаљењске ћелије попут макрофага као и самих ћелија тумора  (572,603). VEGF-А се 

експримира у ћелијама тумора плућа, мозга, гастроинтестиналног и урогениталног тракта 

као и у in situ и инвазивном карциному дојке (593). У неким студијама експресија VEGF-а 

корелира са MVD (енгл. Microvessel density) и прогнозом, потенцирајући значај VEGF-а у 

хуманим малигним болестима. VEGF се ослобађа као одговор на хипоксију и његов 

промотер је један од гена који се активира као одговор на ниску концентрацију кисеоника 

и изазива трансформацију која је неопходна за даљу ангиогенезу (проангиогени фенотип). 

Са друге стране, улога других чланова породице у хуманим болестима није још увек 

сасвим јасна јер тумори који нису у стању да експримирају VEGF-А могу другим 

члановима ове породице да индукују повећање васкуларизације у ткиву. 

Експресија VEGF-B, VEGF-C и VEGF-D у карциному дојке корелира са статусом 

метастатски измењених лимфних чворова, прогнозом и лимфатичном густином у 

туморском ткиву (604-611). Сваки од ових фактора може помоћи тумору у снабдевању 

крвљу и омогућити трансформацију у проангиогени фенотип. Из тог разлога, ангиогена 

терапија мора бити усмерена на већи број мета из породице VEGF-a. Поред тога, многи од 



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

 

85 
 

ових проангиогених молекула имају синергистичко дејство са другим факторима (нпр, 

VEGF и bFGF), што је показано in vitro. 

Због круцијалне улоге у патолошкој ангиогенези и утицаја на ендотелне ћелије, поред 

потенцијално великог броја антиангиогених мета, већина лекова је усмерена на блокаду 

сигналног пута који активира VEGF. Терапијом могу бити „гађани“ лиганди и рецептори 

(екстрацелуларни и тирозин-киназни интрацелуларни крајеви) чиме се инхибирају 

фактори који последично промовишу синтезу и ослобађање VEGF-а. 

Ангиопоетини (Ang-1-Ang-4). Ангиопоетини (енгл. Angiopoetin) су цитокини укључени 

у настанак васкулатуре великог броја тумора (612). До сада су најбоље проучени и 

описани Ang-1 и 2 који своју биолошку функцију остварују везивањем за рецептор tie-2 

(613). Ang-1 промивише преживљавање ендотелних ћелија, формирање изданака и 

стабилизацију васкуларне мреже регрутовањем перицита у делове незрелих крвних судова 

(572). Супротно, Ang-2 има улогу у васкуларном ремоделовању, проузрокујући губитак 

перицита и излагање ендотелних ћелија проангиогеним факторима (572). У присуству 

VEGF-а ова дестабилизација индукује ангиогени одговор (572). Експресија Ang-1 је 

ограничена на туморске ћелије, док се Ang-2 поред њих експримира и у 

микроваскуларним елементима (572). Код значајног броја тумора експресија Ang-1 остаје 

непромењена током карциногенезе и ангиогенезе, док је експресија Ang-2 посебно 

повећана у добро васкуларизованим туморима (572).  

Фактор раста фибробласта. Породица FGF (енгл. Fibroblast growth factors) припада 

групи протеина који везују хепарин. aFGF (кисели) и bFGF (базни) су описани као 

индуктори ангиогенезе (614). Везују за хепаринсулфат, протеогликане ванћелијског 

матрикса као и за четири типа тирозин-киназних рецептора индукујући њихову активацију 

и димеризацију. aFGF и bFGF индукују пролиферацију ендотелних ћелија и 

диференцијацију епибласта у ендотелне ћелије (572). Поред тога, bFGF стимулише 

ослобађање урокиназног активатора плазминогена и колагеназа из ендотелних ћелија 

обављајући улогу хемоатрактанта (572). 
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1.4.6. Ендогени инхибитори ангиогенезе тумора 

Присуство проангиогених фактора није довољно да покрене раст нових крвних судова. 

Поштујући принципе ангиогеног „свича“, ефекат проангиогених фактора поништава 

дејство антиангиогених молекула. Најбоље проучени и описани су тромбоспондин-1 

(енгл. Thrombospondin-1, TSP-1), ангиостатин и ендостатин. 

Тромбоспондин-1. Тромбоспондини припадају породици протеина ванћелијског матрикса. 

CD36 (познат још као GP88, GP IV, GP IIIb) је важан ћелијски рецептор за TSP-1 на 

ендотелу микроваскуларних структура и неопходан је за испољавање ангиостатског 

ефекта овог молекула (615). Везивањем TSP-1 за његов рецептор дешава се читав низ 

догађаја који се завршавају апоптозом ендотелних ћелија (616). Поред антиангиогеног 

ефекта који остварује везивањем за CD36, TSP-1 потенцијално инхибира ангиогенезу 

интеракцијом са MMP-2/9 и њихивим прекурсорима или заустављањем ћелијског циклуса 

(572). Међутим, различите студије су показале да TSP-1 може имати двоструку улогу у 

ангиогенези у зависности од функционалног стања домена којим се везује за рецептор 

(572). Различити протеолитички ензими укључујући тромбин, плазмин и трипсин 

генеришу две форме овог домена: први, тежак 25 kDa и други тежине 140 kDa (572). 

Антиангиогени ефекат путем CD36 рецептора остварује се преко 140 kDa тешког домена 

док је за позитиван ефекат на ангиогенезу задужен 25 kDa хепаринвезујући фрагмент TSP-

1 (572). 

Ангиостатин. Ангиостатин је фрагмент плазминогена који инхибира пролиферацију и 

индукује апоптозу ендотелних ћелија. Системска апликација ангиостатина инхибира 

неоваскуларизацију тумора и раст метастатских депозита. Функционише као инхибитор 

активације плазминогена што се испољава редукцијом миграције и инвазије ендотелних 

ћелија што је иницијални корак у формирању изданака нових крвних судова. 

Ендостатин. Ендостатин настаје цепањем фрагмента колагена XVIII тешког 20 kDa, 

протеогликана који се налази у зидовима крвних судова и базалној мембрани (572). 

Ендостатин је моћан цитокин који инхибира миграцију и изазива апоптозу ендотелних 

ћелија као и заустављање ћелијског циклуса (572). Рекомбинантни ендостатин има бројне 

антиангиогене функције, као што су способност да интерферира VEGF и bFGF сигнални 
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пут, инхибира покретљивост ендотелних ћелија, зауставља ћелијски циклус у ендотелним 

ћелијама и изазива њихову апоптозу (572). Све наведене ефекте остварује тако што се 

везује за интегрине, укључујући α5β1, αVβ3 и αVβ1 (572).  

Претпоставља се да ангиогенеза тумора истовремено захтева два главна догађаја: с једне 

стране индукцију и појачану експресију једног или више проангиогених фактора као што 

је VEGF и са друге стране смањену експресију једног или више ендогених инхибитора као 

што је TSP-1. 

1.4.7. Детекција и квантификација ангиогенезе (најчешћи маркери у пракси) 

Ендоглин је помоћни корецептор за TGF-β и плејотропни цитокин који регулише ћелијску 

пролиферацију, диференцијацију, миграцију и адхезивност (617-620). Из тог разлога, 

ендоглин представља адекватан маркер за проучавање туморске ангиогенезе и 

неоваскуларизације. Улога ендоглина као потенцијалног дијагностичког, прогностичког и 

терапијског маркера је проучавана у великом броју студија (621). TGF-β сигнализација се 

обавља преко хетеродимерског, серин/тирозин рецепторског комплекса TGF-β рецептор 

тип 1 (TGF-βR1) и TGF-βR2. TGF-β1 функционише као туморски супресор и индуктор 

инфламације и као такав промовише ослобађање ангиогених фактора из запаљењских 

ћелија in vivo (622). Ендоглин се везује за TGF-β1 и β3 који су структурно повезани са 

активним TGF-βR2 (623,624). На овај начин се активирају цитоплазматске киназе TGF-βR, 

фосфорилацију TGF-βR1 и последично смањење SMAD (енгл. Mothers against 

decapentaplegic homolog 2) сигналних протеина (625). С обзиром на дистрибуцију у ткиву 

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

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

дужини унутарћелијског домена, дистрибуцији у ткиву и степену фосфорилације. L-

ендоглин се састоји од 47 аминокиселина, показује висок степен фосфорилације и 

претежно је експримиран у ендотелним ћелијама, док се S-ендоглин састоји од само 14 

аминокиселина (623,626). Обе форме су фосфориловане јер су саставни део активног TGF-

βR2 (627,628). Солубилна форма ендоглина је такође идентификована у серуму пацијената 

са карциномом као и код здравих испитаника (629). Повећан ниво је пронађен код 

пацијената са метастатским меланомом као и код пацијената са карциномом дојке код 

којих постоји повећан ризик за настанак удаљених метастаза (630,631). Студије на knock-
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out мишевима су показале да недостатак гена за ендоглин узрокује смрт мишева услед 

васкуларних дефеката (632). Утврђена је и повезаност између нивоа експресије ендоглина 

и маркера ћелијске пролиферације попут циклина-A и Ki-67 (633). Са друге стране, in vitro 

инхибиција ендоглина у HUVEC (енгл. Human Umbilical Vein Endothelial Cells) смањује 

ангиогенезу (634). У складу са чињеницом да хипоксија индукује ангиогенезу (635), 

потврђено је да активност промотера за ендоглин, mRNA као и ниво самог протеина расте 

услед присуства HIF-1 (636). In vivo и in vitro студије су потврдиле да поред активности 

ендоглина, хипоксија појачава активност сигналног пута ALK-1 (енгл. Activin receptor-like 

kinase) (637). Имунохистохемијско бојење применом ендоглина (CD105) (енгл. Endoglin) 

антитела је изразитије у ендотелним ћелијама новонасталих крвних судова тумора у 

поређењу са васкуларним елементима у тумором неизмењеном ткиву (629,633,638). За 

разлику од ендоглина, CD31 (PECAM-1) (енгл. Platelet endothelial cell adhesion molecule) 

показује имунореактивност истог степена у ендотелним ћелијама неизмењеног као и 

карциномом захваћеног ткива дебелог црева (639). На анималном моделу карцинома 

плућа индукованом туморском линијом LLC1 показано је да мишеви дефицијентни за 

ендоглин показују спорији туморски раст и мањи степен ангиогенезе у односу на 

контролну групу мишева (621). Овај налаз је изазвао интересовање за студије које 

истражују улогу ендоглина у дијагностици, прогнози и терапији тумора. Интратуморска 

микроваскуларна густина (енгл. Microvessel density, MVD), квантификована 

имунохистохемсијском методом, има прогностички значај и корелира са краћим укупним 

преживљавањем (640-643). Иако већина студија потврђује овај став, постоје студије које 

нису у складу са овом тврдњом (644). Разлике највероватније настају као последица 

различитих метода бојења, као и примене различитих панендотелних ћелијских маркера. 

Примена адекватних ћелијских маркера уз стандардизован начин бојења и квантификације 

би у значајној мери хомогенизовали резултате сличних студија (645). Akagi и сарадници 

(646) су у својој студији показали постепено увећање MVD, мерену применом анти-

ендоглина, од колоректалних дисплазија ниског до високог градуса као и од дисплазије 

високог градуса до карцинома дебелог црева. За разлику од CD31, MVD квантификована 

анти-ендоглином је показала негативну корелацију са прогнозом болести код пацијената 

са астроцитомом и глиобластомом (647,648). Слично овоме код пацијената са 

неситноћелијским карциномом плућа, хепатоцелуларним и карциномом дојке постоји 
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обрнута повезаност између MVD мерене ендоглином и укупног преживљавања, док 

примена CD34 (енгл. Hematopoetic progenitor cell antigen) антитела није показала значајну 

разлику у преживљавању (649-652). Поред тога, MVD одређена анти-ендоглином показује 

већу повезаност са VEGF-ом за разлику од MVD одређиване са анти-CD34 и анти-CD31 

(648,651). Код пацијената са карциномом простате експресија CD105 позитивно корелира 

са Gleason скором док код сквамоцелуларног карцинома усне дупље постоји значајна 

позитивна корелација са стадијумом тумора (653,654). Имунохистохемијско бојење 

ендоглином се показало као сензитивније у обележавању капилара у карциномима грлића 

материце и као значајнији маркер у предикцији метастатски измењених лимфних чворова 

у односу на фактор VIII (655). Експресија ендоглина поред наведеног значајно корелира и 

са експресијом Ki-67 у глиобластомима (647) али не и код аденома хипофизе (656). 

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

одређиване применом анти-ендоглина. (657). Узимајући у обзир све досадашње студије на 

туморима различитих локализација, може се рећи да је ендоглин значајно супериорни 

маркер за прогнозу малигних болести у односу на традиционалне маркере ендотелних 

ћелија као што су CD31, CD34 и фактор VIII. Посебно су интересантни резултати студија 

које су показала да пацијенти са метастатским карциномом дојке и дебелог црева показују 

значајно већу концентрацију серумског ендоглина (634,658,659). Поред тога, примена 

хемиотерапије редукује серумске вредности овог маркера (658). Узевши све заједно, може 

се закључити да серумска концентрација ендоглина може играти значајну улогу у 

дискриминацији пацијената са узнапредовалим малигним болестима као и пацијената са 

повећаним ризиком за развој удаљених метастаза. Поред тога, може бити примењен у 

склопу редовног праћења пацијената након хемиотерапије (660). 
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1.5. Други механизми васкуларизације тумора 

Иако је ангиогенеза важна у неоваскуларизацији идентификовани су и описани други 

механизми помоћу којих тумори успостављају снабдевање крвљу, укључујући: васкуларно 

ремоделовање, васкулогенезу, васкуларну мимикрију и гломерулоидну ангиогенезу. Сваки 

од ових механизама има доминантан значај у зависности од врсте или фазе развоја тумора 

али је релативни значај сваког у хуманим туморима још увек непознат. Ангиогенеза и 

васкуларно ремоделовање представљају главне механизме у васкуларизацији карцинома 

дојке, са доказима да васкуларна мимикрија има додатну улогу у инфламацијском 

карциному дојке. Биолошка сазнања у овој области доприносе напредку 

индивидуализованог начина лечења. Поред MVD која се користи за процену ангиогенезе, 

истражени су многи други параметри неоваскуларизације тумора укључујући факторе 

ангиогене експресије, сазревања и пролиферације ендотелних ћелија као и адхезионе 

молекуле (661). Сва ова мерења, укључујући и процену MVD, су повезана са бројним 

проблемима (662) и не дају адекватне информације о протоку крви унутар тумора, који је 

променљив услед шантовања, стазе и обрнутог протока унутар туморске васкулатуре 

(663).  

Пролиферација ендотелних ћелија у хуманим туморима је релативно ретка док се 

ендотелне ћелије у крвним судовима тумора индукованих у животиња, независно од врсте 

и брзине раста, деле 30 до 40 пута брже у поређењу са нормалним ткивом. Из тог разлога 

васкуларно ремоделовање представља доминантан механизам у успостављању 

неоваскуларизације у карциному дојке (664-666). Одвија се кроз различите процесе, 

укључујући коптирање којим тумори преузимају постојећу васкулатуру. Овакав 

механизам је присутан у раној фази развоја тумора мозга и настаје активацијом сигналних 

путева преко TIE2-ангиопоетина и VEGF-a (667,668). 

У неким случајевима иако немају довољно развијену фиброваскуларну строму, тумори 

перзистирају као „паразити“ обављајући све неопходне метаболичке процесе. Уметање 

туморских ћелија карцинома дебелог црева је још један од механизама којим тумори могу 

да обезбеде васкуларну подршку. Процес је брз и зависи од уметања туморских ћелија у 

постојеће крвне судове делећи их у два или више лумена (669,670). Овај механизам 
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представља један од видова ремоделовања и могући начин којим тумори обезбеђују 

подршку. 

Васкулогенеза представља de novo генерацију крвних судова насталу из прогенитора 

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

циркулишући прекурсори ендотелних ћелија унутар тумора диференцирају у ендотелне 

ћелије и побољашавају неоваскуларизацију тумора кроз комбинацију васкулогенезе и 

конвенционалнe ангиогенезe (671-674). У зависности од врсте тумора и модела постоји 

разлика у заступљености васкулогенезе као кључног механизма неоваскуларизације. У 

ортотопским моделима чини <5%, док су испитивања у хуманим туморима показала да је 

њен удео у просеку 4,9% (у распону од 1-12%) (675,676). Нека истраживања указују да је 

овај процес васкуларизације чешћи и значајнији у почетном развоју тумора, услед 

инхибиције матичних ћелија или мобилизације ендотелних прекурсора (677).  

Још увек се разматра могућа улога паракриног дејства ендотелних ћелија које настају из 

костне сржи обезбеђујући подршку туморској васкулогенези (678). Опречни резултати 

ових студија, вероватно настају као последица лоше идентификације и замене 

прoгинитора који потичу из костне сржи са ендотелним ћелијама тумора (679). Сам 

процес је регулисан VEGF-ом који мобилише прекурсорске ћелије из костне сржи. Неки 

подаци указују да задржавање матичних ћелија унутар туморског ткива захтева присуство 

стромалног изведеног фактора 1 (енгл. Stromal cell-derived factor 1, SDF-1) (680) који се 

ослобађа услед хипоксије преко HIF протеина (681). Анализа ткива карцинома дојке је 

показала да је механизам васкулогенезе нешто чешћи у инфламацијском карциному дојке 

(682). 

Гломерулоидна тела, чије је присуство карактеристично за глиобластом уочена су у 

ткиву инвазивног карцинома дојке (683). Представљају сложене васкуларне агрегате, 

налик гломерулима бубрега и састоје се од мреже различито постављених крвних судова. 

Њихово присуство је повезано са значајно краћим преживљавањем пацијената са 

карциномом дојке (684). Индукција и одржавање гломерулоидних тела су повезани са 

VEGF-ом (685), што је примећено и у анималном моделу тумора дојке након трансфекције 

са VEGF-ом (686). По својим особинама, овај тип неоваскуларизације је знатно ближи 

механизму васкуларног ремоделисања него класичне ангиогенезе (687). 
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Васкуларна мимикрија је у великој мери заступљена у меланому ока и тумору јајника 

(688), али је описана и у карциному дојке (682). Феномен делимичног облагања капиларне 

површине туморским ћелијама је одавно познат (689), а недавно је доказан у 

животињском моделу (690). За разлику од овог феномена, васкуларна мимикрија је 

дефинисана као настанак комплетне капиларне мреже сачињене од туморских ћелија 

(691,692). Препознавање васкуларне мимикрије има терапијски значај, јер тумори у којима 

представља доминантан механизам не дају позитиван одговор на конвенционалне 

антиангиогене лекове. 
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1.6. Мишји модел тумора дојке 

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

у BALB/c мишу (693,694). Представља анимални модел који због брзине метастазирања 

одговара IV стадијуму хуманог карцинома дојке. Инокулација туморских ћелија је могућа 

директним убризгавањем (инјекцијом); у масно јастуче млечне жлезде, у репну вену 

интравенски, артеријски катетеризацијом десне каротиде или у леву преткомору срца. 

Убризгавањем у ткиво дојке туморске ћелије расту брзо, формирајући примарни тумор 

који се карактерише способношћу брзог метастатског ширења. Секундарни депозити у 

удаљеним органима настају у периоду од 3 до 6 недеља и то првенствено у плућима, јетри, 

костима и мозгу (695-698). Овако индуковани тумори првенствено али не и искључиво, 

метастазирају хематогеним путем. Студије у којима су туморске ћелије детектоване у 

удаљеним као и у лимфним чворовима у близини примарног тумора су потврдиле да 4T1 

линија метастазира и лимфогеним путем (696,699). Експериментални подаци прикупљени 

проучавањем 4T1 индукованих карцинома дојке показали су да се туморске ћелије знатно 

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

лимфним чворовима (12/58) (696).  

Анализом животиња и органа у различитим временским интервалима утврђено је да 

ћелије ове туморске линије прво метастазирају у плућа (од 7 до 14 дана након 

инокулације, зависно од броја инокулисаних ћелија) док се у јетри секундарни депозити 

појављују касније (од 21.до 28.дана након инокулације). 

Метастатски тумори у мозгу се детектују након 35. дана од инокулације (700). Пут 

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

плућа и дренирајућих лимфних чворова до јетре и мозга (696,700). 

Овако настале метастазе показују дистрибуцију сличну хуманом карциному дојке. Поред 

тога, употреба ове ћелијске линије је последњих година посебно добила на значају јер је 

једна од ретких коју карактерише способност спонтаног метастазирања у кости (695) 

(701). Интравенска апликација туморске линије 4T1 показује исту дистрибуцију 

метастаских промена уз значајно краће време за њихову детекцију. Метастатски 

потенцијал као и брз раст примарног тумора чине овај тумор одличним моделом за 
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проучавање раста и метастазирање. Са друге стране, обзиром да је линија 4T1 синген са 

BALB/c мишевима овај модел се користи и за испитивање улоге имунског система у расту 

и метастазирању тумора (700). 

Значајан број гена има улогу у ћелијској адхезивности, миграцији, ангиогенези, 

модификацији екстрацелуларног матрикса, функцији цитоскелета, пролиферацији ћелија, 

апоптози и преживљавању, ћелијском метаболизму, запаљењу и имунском одговору (700). 

Забележена је и експресија неких транскрипционих фактора и гена који учествују у 

модификацији хроматина. Појачана је експресија гена који кодирају међућелијске 

спојеве/везе (Cldn3, Cldn4, Cldn7 и Tjp2), адхерине (Cdh1 и Vil1), фокалне адхезије (Itga3, 

Itga6 и Lama5) и спојне филаменте (Krt1-18 и Krt2-7) што указује да линија 4T1 има више 

епителних карактеристика него не-метастатске линије тумора дојке. Повећана експресија 

матрикс-протеиназа (Mmp-3, Mmp-9 и Mmp-13), u-Pa и секретованих инхибитора протеаза 

(Serpin3g, Serpin2 и Lcn2) указује на појачану способност ремоделовања ECM. Од 

сигналних путева који су активирани у овој ћелијској линији најизраженији је Jak/Stat 

сигнални пут на шта указује појачана експресија Jak и Stat молекула и смањена експресија 

Socs1 (инхибитора Jak/Stat сигналног пута). Ћелијска линија 4T1 показује значајно 

смањење нивоа Cdk2-асоцираног протеина 1, p53, инхибитора циклин зависне киназе p21 

(Cdkn1a) и циклина G (Ccng1). Ове промене убрзавају почетну фазу ћелијског циклуса (G1 

→ S) и инхибирају одговор ћелије на оштећење DNA. Супротно овоме, експресија Gadd45 

(енгл. The Growth Arrest and DNA Damage) је повећана. Gadd45 је регулисан хипоксијом и 

смањењем глукозе као и p53. Повећана експресија појединих гена је осетљива на 

хипоксију и/или смањење глукозе (Pfkfb3, Vegf-c, Flt1 и Trib3), што указује да повећана 

експресија Gadd45 настаје услед ових фактора и да 4T1 ћелијска линија чак и под 

оптималним условима егзистира у стању стреса или псеудо-стреса (700). 
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ЦИЉ СТУДИЈЕ 

Основни циљ истраживања је да се испита улога осовине IL-33/IL-33R у некрози и 

неоангиогенези карцинома дојке. 

У складу са основним циљем постављени су следећи експериментални задаци: 

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

1. Величину поља некрозе. 

2. Експресију IL33 и VEGF-а током раста тумора. 

 У хуманим туморима дојке, испитати: 

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

међусобну повезаност. 

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

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

4. Повезаност некрозе и експресије IL-33 и IL-33R са хистопатолошким 

параметрима. 

 

ОСНОВНЕ ХИПОТЕЗЕ 

1. IL-33/IL-33R осовина стимулише ангиогенезу и смањује некрозу тумора. 

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

3. Експресија IL-33 и IL-33R стимулише експресију VEGF-а. 

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

експресијом истих белега у ћелијама туморске строме. 
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ПАЦИЈЕНТИ, МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 

3.1. Лабораторијске животиње 

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

, WT) и 

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

 

BALB/c) женског пола, старости од 6 до 8 недеља, телесне тежине од 15 до 20 g (702). IL-

33R
-/-

 мишеви добијени су из Центра за биомедицинска истраживања Универзитета у 

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

Kingdom). Све животиње одгајане су под стандардним условима у виваријумима Центра 

за молекулску медицину и истраживање матичних ћелија Факултета медицинских наука 

Универзитета у Крагујевцу. 

3.2. Одобрење етичког комитета 

Истраживање је спроведено у Центру за патоанатомску дијагностику, Клиничког центра у 

Крагујевцу, Србија и Центру за молекулску медицину и истраживање матичних ћелија, 

Факултета медицинских наука, Универзитета у Крагујевцу, Србија у периоду од јула 2013 

до октобра 2015.године. 

Експерименталне животиње коришћене у студији одгајане су уз људску бригу у 

виваријуму Центра за молекулску медицину и истраживање матичних ћелија, Факултета 

медицинских наука, Универзитета у Крагујевцу, Србија, уз слободан приступ храни и 

води (лат. ad libitum). Експерименте је одобрила Етичка комисија за експерименталне 

животиње, Факултета медицинских наука, Универзитета у Крагујевцу, Србија, број 01-

11037 од 11.12.2012. године.  

Спровођење студије на материјалу узетом од болесника одобрио је Етички комитет 

Клиничког центра Крагујевац, Србија, као клиничко-експерименталну, неинтервентну 

студију, која се спроводи искључиво у научноистраживачке сврхе, број 01-6933 од 

20.06.2013. године. Пре спровођења истраживачког поступка, болесници су информисани о 

истраживању, након чега су потписали информисани пристанак за учешће у студији. 

Протокол је спроведен у складу са важећом регулативом Добре клиничке праксе (енгл. 
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Good Clinicall Practice, GCP) и Хелсиншке деклерације (енгл. The World Medical 

Association (WMA), Declaration of Helsinki). 

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

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

анимални модел за проучавање гена чија функционалност још увек није довољно 

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

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

матичне ћелије са циљем хомологе рекомбинације и замене функционалног гена 

нефукционалним. У току хомологе рекомбинације долази до замене гена између пара 

хомологих секвенци два молекула DNA које имају сличне или идентичне нуклеотиде 

(703,704). 

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

Вектор садржи и два додатна гена за контролу рекомбинације (705,706): 

Neo ген, носилац резистенције на неомицин и 

Tk ген, ген за вирусну тимидин киназу 

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

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

под утицајем тимидин киназе метаболишу у токсични продукт. Neo ген се увек уграђује у 

геном ћелије, док се Tk ген исказује само када се не догоди хомолога рекомбинација. 

Ћелије резистентне на неомицин, а са активним Tk геном биће уништене помоћу 

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

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

(705,706). 

Хомозиготни IL-33R
-/-

 мишеви дизајнирани су у лабораторији проф.др McKenzie-а 

(Medical Research Council Labaratory of Molecular Biology, Cambridge, United Kingdom) 

векторским искључивањем T1/ST2 гена (702). Вектор је тако конструисан да унесе ген 

одговоран за резистентност на неомицин између дефинисаних места: XbaI на четвртом и 
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BamHI на петом егзону T1/ST2 гена и на тај начин уклони већи део четвртог и петог 

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

који обезбеђују 3’ хомологију са ендогеним T1/ST2 геном. Хомологи крајеви направљени 

су PCR техником (енгл. Polymerase Chain Reaction), коришћењем Pfu turbo полимеразе 

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

GCATCTAGAGATACTGATGAGGCACC и 5’-CTTCTTTCTAGAT-

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

5’-CCACCGGATCCT-TCACAGTTGAAGGTAAGCTCTTGGCTTCAACAAGGG и 5’-

GGAAGGAAAAAAGC-GGCCGCGATCTCGCTCCACAGAGATGAGGAACGGCC. Вектор 

је линеаризован и инсертован у E14.1 ембрионалне матичне ћелије (704). Од 1600 G418-

резистентних клонова потврђених Southern анализом помоћу пробе A, свега 5 је имало 

коректно инсертован ген. Проба A је направљена PCR техником, помоћу прајмера: 5’-

TACGTAACCTCCCA-TGTGCAGTCCTTGCTGCC и 5’-GTCACATCACAGGCATGAGGG. 

Хибридизацијом са пробом за секвенцу резистентну на неомицин потврђена је величина 

инсертованог сегмента као и присуство само једне инсерције. Затим су, у циљу стварања 

химера, две од третираних ембрионалних матичних ћелија убризгане у 3,5 дана старе 

бластоците добијене из BALB/c мишева. Овако добијени мишеви укрштени су са BALB/c 

мишевима у генотип ембрионалних матичних ћелија је преношен на потомство. 

Хомозиготи за нефункционалан T1/ST2 ген добијени су у наредним генерацијама 

инцестним спаривањем хетерозигота. 

У овако добијеним IL-33R
-/-

 мишевима није детектована разлика у броју ћелија крви у 

односу на IL-33R
+/+

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

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

као и у односу CD4
+
/CD8

+
 ћелија код IL-33R

-/-
 и IL-33R

+/+
 мишева (702). 
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3.4. Ћелијска линија мишјег тумора дојке 4T1 

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

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

Ова линија је добијена из спонтаног насталог тумора дојке у BALB/c мишу (5,699). Због 

брзине метастазирања, представља анимални модел за проучавање IV стадијума 

карцинома дојке. Ћелије се могу инокулисати директно у масно јастуче млечне жлезде 

(инјекцијом), у латералну репну вену интравенски, катетеризацијом десне каротидне 

артерије или инјекцијом у леву преткомору срца. Након убризгавања директно у ткиво 

дојке, ћелије 4T1 расту брзо, формирајући примарни тумор и дају хематогене метастазе у 

плућима, јетри, костима и мозгу у периоду од 3 до 6 недеља након инокулације 

(693,695,696,699). 

3.5. Индукција примарног тумора дојке 

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

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

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

пеницилина, 100 mg/ml стрептомицина и 1 mmol/l мешаних неесенцијалних 

аминокиселина (Sigma-Aldrich Chemie, St. Louis, MO, USA). Како је најлабилнија 

компонента комплетног медијума аминокиселина L-глутамин, која је потребна већини 

ћелија сисара и има полуживот од приближно 3 недеље, медијум који се користи дуже од 

3 недеље, прављен је без глутамина, а глутамин чуван као замрзнут, концентрован шток, 

додаван је пре употребе медијума (0,1-0,6 g/l). 

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

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

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

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

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

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

од 37
o
C. Пре употребе, комплетан медијум је инкубиран најмање 15 минута, да би се 
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стабилизовала pH вредност. Ћелије су култивисане у посудама за културу ћелија – T25 

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

броја ћелија износи од 24 до 48 
 
часова. 

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

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

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

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

спречио оштећење ћелија, а потом су додатно пране у PBS-у, без FBS-а (енгл. Fetal Bovine 

serum), пре употребе у сваком експерименту in vivo. Проценат живих ћелија одређиван је 

виталним бојењем трипан плавим, а у експерименталном раду су коришћене само 

суспензије ћелија са вијабилношћу већом од 95%. Трипан плаво је боја која служи за 

разликовање мртвих и живих ћелија јер улази искључиво у ћелије са нарушеним 

интегритетом ћелијске мембране, док живе ћелије са очуваном ћелијском мембраном 

остају необојене (707). 

Истраживачи су у експерименталном раду користили различити број туморских ћелија 

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

6
 (695). У свим експериментима 

овог истраживања коришћемо је 5x10
4
 туморских ћелија за индукцију тумора 

(175,200,708). 

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

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

4. 
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3.6. Жртвовање, одвајање ткивног материјала и верификација 

индукованог тумора. 

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

након чега је изоловано туморско ткиво. Присуство тумора верификовано је 

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

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

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

 групе, 

мишеви су жртвовани сваког трећег дана након појаве палпабилног тумора. 

3.7. Процена раста тумора у мишјем моделу тумора дојке 

Раст примарног тумора је праћен свакодневно, регистровањем палпабилног тумора а 

његова величина је одређивана морфометријски, коришћењем нонијуса. Након жртвовања 

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

запремина тумора на основу формуле (175,200,708): 

       
   највећи пречник        најмањи пречник 

 
 

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

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

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

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

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

ткивном процесору дехидратисани потапањем кроз серију алкохола растуће 

концентрације, просветљавани у ксилолу и прожимани парафинским воском на следећи 

начин: два пута у 86%-тном етанолу у трајању од по 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 процедуре у 

ткивном процесору у трајању од 16 часова, ткивни узорци су разливани и калупљени у 
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парафинске блокове. Попречни серијски пресеци дебљине 5 μm сечени су на ротационом 

микротому (Leica RM 2135, Leica Biosystems, Nussloch, Germany), пласирани у водено 

купатило (Leica HI 1210, Leica Biosystems, Nussloch, Germany) на темеператури од 40ºC до 

45ºC и на крају монтирани на плочице.  

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

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

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

ткивних пресека исечака у серију 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). Потом су 

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

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

бојења уследила је дехидратација исечака потапањем у серију 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. Након бојења и дехидратације уследио је 

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

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

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

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

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

3.9. Фотографисање ткивних пресека и аквизиција слика 

Ткивни пресеци индукованих тумора дојке, бојени HE методом, фотографисани су 

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

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

софтвера AxioVision (AxioVision v.4.8.2.0, Carl Zeiss Microscopy GmbH, München, 

Germany). Слике су снимљене у резолуцији од 1536x2048 пиксела и сачуване на хард 

диск-у, у TIFF формату (енгл. Tagged image file format). Просветљивање фотографија је 
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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. 

3.10. Компјутерска квантификација некрозе у туморском ткиву 

У нашој студији је коришћен алгоритам за полуаутоматску анализу који одређује 

пропорцију туморског ткива захваћеног некрозом у односу на целокупни пресек 

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

и укупног броја туморских ћелија процењује као однос површине туморског ткива 

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

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

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

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

представљале су целокупни пресек туморског ткива који је анализиран применом 

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

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

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

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

компоненте самог препарата омогућава одабир погодног прага који обезбеђује прецизно 

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

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

линија), тј туморско ткиво у односу на позадину. Некрозу смо квантификовали одабиром 

нијанси боја које одговарају ткиву захваћеном некрозом. Приказани резултати 

представљали су проценат ткива захваћеног некрозом (црвени пиксели) у односу на 

површину целокупног туморског ткива. 
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3.11. Испитивана популација 

У студију су укључени ткивни узорци 40 пацијенткиња са инвазивним дукталним 

карциномом дојке које су оперативно лечене (мастектомија) у Клиници за хирургију 

Клиничког центра Крагујевац, у периоду од 2003 до 2005. године а којима је болест 

дијагностикована у Центру за пато-анатомску дијагностику Клиничког центра Крагујевац. 

Класификација је учињена према критеријумима AJCC (енгл. American Joint Committee on 

Cancer) и UICC (енгл. The Union for International Cancer Control), а градирање тумора 

према класификацији WHO (енгл. World Health Organization). У студију су укључене 

пацијенткиње са карциномима дојке, који су на основу величине класификовани у T2 и T3 

стадијум. Карциноми дојке су затим дељени на по две групе у зависности од присуства 

некрозе у туморима (без и са детектованом некрозом), као и степена експресије IL-33 и IL-

33R у туморским и ћелијама туморске строме (ниска и висока експресија). 

Након фиксације и рутинске обраде ткивног материјала дијагноза је постављана на основу 

H&E и стандардног имунохистохемијског бојења. 

Поред дијагнозе, микроскопски преглед је укључивао одређивање стандардних и 

нестандардних параметара тј особина тумора. Хистопатолошки извештај садржи податке о 

патолошком стадијуму болести (енгл. Pathologic TNM classification, pTNM) базиран на 

величини тумора и присуству метастаза у регионалним лимфним нодусима, хистолошком 

типу и степену диференцијације тумора, нуклеарном градусу и митотском индексу, 

присуству стромалне мононуклеарне реакције, некрозе у тумору, постојању лимфне, 

васкуларне и перинеуралне инвазије. 

Постоперативно, пацијенткиње са карциномом дојке, су праћене у оквиру Конзилијума за 

патологију дојке, Клиничког Центра Крагујевац, чиме је одређивана даља адјувантна 

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

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

Преживљавање је додатно праћено кроз телефонски контакт са пацијенткињама и 

повремено, увидом у матичну књигу умрлих.  
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Искључујући критеријуми за одабир испитаница су старост изнад 65 година, жене којима 

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

карцинома дојке, као и пацијенткиње са интермедијарном експресијом HER2 у ткиву 

тумора. 

3.12. Имунохистохемијски метод бојења ткивних исечака калупљених у 

парафину 

Експресија IL-33R, IL-33, VEGF-a, CD105, ER, PR, HER2 и p53 у ткиву карцинома дојке 

испитана је имунохистохемијски, коришћењем: анти-IL-33R антитела (human: pAb; 1:500; 

PA5-20077; Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), анти-IL-33 (human/mouse: pAb; 1:200; 

sc-98660; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), анти-VEGF (human: pAb; 1:100; 

RB-9031-P0; Thermo Scientific, Waltham, MA, USA; mouse: pAb; 1:120; ab46154; Abcam, 

Cambridge, UK), анти-CD105 (human: pAb; RTU; RB-9291-R7; Thermo Scientific, Waltham, 

MA, USA), анти-ER (human: mAb; Clone: 1D5; RTU; IR065760; Dako, Gloustrup, Danmark), 

анти-PR (human: mAb; Clone: 1D5; RTU; IR06861; Dako, Gloustrup, Danmark), анти-HER2 

(human: pAb; 1:1200; A0485; Dako, Gloustrup, Danmark) и анти-p53 (human: mAb; Clone: 

DO-7; 1:50; M7001; Dako,Gloustrup, Danmark). 

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 на температури од 56ºC у току 60 минута.  

Како би се обавила депарафинизација и рехидратација, као што је раније описано, ткивни 

пресци монтирани на плочице провлачени су 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 обављено у микроталасној пећници 

(Samsung MG23F301TAS, Seoul, South Korea), према препорукама произвођача примарних 

антитела, у 0,1 M цитратном пуферу (pH 6,0) или комерцијалним пуферским системима 
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[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 96ºC, у трајању од 20 минута. По обављеном 

„кувању“ плочице са ткивним пресецима су 5 минута испиране дестилованом водом. Како 

би блокирали ефекат ендогене пероксидазе и елиминисали неспецифично бојење, 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 инкубирани са 100-200 μl примарнog 

антитела, у трајању од 20-60 минутa, на собној температури, према препорукама 

произвођача за свако антитело (Табела 11). 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).У току бојења, анализирани су раније тестирани негативни 

и позитивни узорци ткива на примењена антитела. 

Табела 11. Карактеристике IHC белега коришћених у анализи ткивних пресека мишјег и хуманог карцинома 

дојке 

 

Име антитела Произвођач Кат.број Реактивност Клон Разблажење 

IL-33R 
Thermo Scientific, 

Waltham, MA, USA 
PA5-20077 Human polyclonal 1:500 

IL-33 

Santa Cruz 

Biotechnology, Santa 

Cruz, CA, USA 

sc-98660 
Human 

Mouse 
polyclonal 1:200 

VEGF 

Thermo Scientific, 

Waltham, MA, USA 
RB-9031-P0 Human polyclonal 1:100 

Abcam, Cambridge, UK ab46154 Mouse polyclonal 1:120 

CD105 
Thermo Scientific, 

Waltham, MA, USA 
RB-9291-R7 Human polyclonal RTU 

Estrogene 

receptor α 

Dako,Gloustrup, 

Danmark 
IR065760 Human 1D5 RTU 

Progesterone 

receptor 

Dako,Gloustrup, 

Danmark 
IR06861 Human PgR 636 RTU 

HER2 
Dako,Gloustrup, 

Danmark 
A0485 Human polyclonal 1:1200 

p53 Protein 
Dako,Gloustrup, 

Danmark 
M7001 Human DO-7 1:50 

 

RTU – Ready To Use 
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По истеку инкубације, плочице су испиране у PBS-у, кроз три кивете, 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 је обављена на собној 

температури у трајању од 30-60 минута, према протоколу произвођача. Визуализација 

имунохистохемијске реакције је постигнута накапавањем хромогенског супстрата за 

детекцију пероксидазе из рена (енгл. Horse-radish peroxidase, HRP). Као хромагени 

накапавани су AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazole) или DAB (3,3'-Diaminobenzidine), након 

чега су ткивни пресеци инкубирани 5-10 минута. После испирања уследило је бојење са 

Mayer-овим хематоксилином. Ткивни пресеци на које је накапаван DAB су, као што је 

раније описано, дехидратисани у растућим концентрацијама алкохола и просветљени у 

ксилолу, а затим прекривени покровним стаклом применом Canada balsam-a. Како се AEC 

раствара у алкохолу, плочице су испране водом и покривене покровним стаклом уз 

примену глицерола. Препарати су складиштени на тамном месту, обзиром да AEC 

временом бледи на светлу. 

3.13. Имунохистохемијски метод бојења смрзнутих ткивних исечака 

Након жртвовања мишева и екстирпације тумора, узорци су преношени до криотома на 

коме су учињени ткивни пресеци дебљине 5-7 μм и монтирани на високо адхерентне 

плочице SuperFrost
®
. Препарати са смрзнутим резовима туморског ткива су складиштени 

на температури од -80
o
C. Имунохистохемијском анализом је одређивано присуство анти-

IL-33 (mouse: pAb; 1:200; sc-98660; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) и анти-

VEGF (mouse: pAb; 1:120; ab46154; Abcam, Cambridge, UK) позитивних туморских ћелија, 

у мишјем 4T1 карциному дојке. Плочице су загрејане на собној температури у трајању од 

5 минута. Ткиво је фиксирано 10 минута, пласирањем плочица у кивете наливене 

претходно расхлађеним ацетоном, на температури од -20
o
C у трајању од 30 минута. По 

завршеној фиксацији, препарати су 10 минута потопљени у 0,3% раствор хидрогена, како 

би се блокирао ефекат ендогене пероксидазе и елиминисало неспецифично 

имунохистохемијско бојење. Примарна антитела су разблажена у PBS, у односу 

прописаном препорукама произвођача за свако антитело, а затим су наношена на исечке. 
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Ткиво је инкубирано са 100-200 μl примарног антитела, на собној температури, у трајању 

од 30 до 60 минута. Након накапавања секундарног антитела, уследила је инкубација у 

трајању од 20 минута (EnVision FLEX, High pH, k8000, Dako, Gloustrup, Danmark). 

Испирање препарата између појединачних корака процедуре, обављано је применом PBS 

по 3 пута у трајању од 5 минута. Имунохистохемијска реакција је визуализована 

инкубацијом ткивних пресека раствором DAB супстрата, на собној температури, у трајању 

од 10 минута. Препарати су испрани 3 пута по 5 минута у дестилованој води, након чега је 

наношен раствор Mayer-овог хематоксилина. По испирању дестилованом водом, ткивни 

резови су, као што је раније описано, дехидратисани у растућим концентрацијама 

алкохола и просветљени у ксилолу, а затим прекривени покровним стаклом применом 

Canada balsam-a. Припремљени ткивни исечци су анализирани светлосним микроскопом 

(Axioskop 40, Carl Zeiss, Oberkochen, Baden-Württemberg, Germany), након сушења од 24 

часа. 

3.14. Контрола квалитета и специфичности имунохистохемијског бојења  

Сва имунохистохемијска бојења изведена су уз контролу квалитета и специфичности 

бојења, применом позитивних и негативних контрола, према стандардним пропозицијама 

UK NEQAS-а (енгл. UK National External Quality Assessment for Immunocytochemistry).  

Као позитивна контрола за тестирање датим антителима коришћени су раније вишеструко 

тестирани ткивни узорци и сигурно садрже испитиване антигене (Табела 12). Припремани 

су на исти начин као и испитивани узорци у овом истраживању. Као негативна контрола у 

току имунохистохемијског бојења послужили су узорци ткива третирани индиферентним 

пуфером који нема афинитет везивања за анализиране антигене. 

Табела 12. Ткивни пресеци коришћени као позитивне контроле у IHC анализи 

 

 Позитивне контроле за дата антитела 

Estrogene receptor α Карцином дојке 

Progesterone receptor Карцином дојке 

HER2 Карцином дојке 

p53 Protein Карцином дојке 

VEGF Карцином дојке 

CD105 Плацента 

IL-33 Кожа 

IL-33R Кожа 
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3.15. Очитавање имунохистохемјске експресије испитиваних белега у 

мишјем и хуманом ткиву тумора дојке 

Експресију испитиваних имунохистохемијских белега у ткиву тумора су одређивала два 

истраживача. Нуклеарна експресија ER, PR и p53 у туморским ћелијама је одређивана на 

основу Allred скора тј као збир појединачних скорова за проценат и интензитет бојења 

туморских ћелија (Табела 13). Мембранска експресије HER2 је очитавана у складу са 

препорукама UK NEQAS. Заснива се на одређивању процента позитивних туморских 

ћелија (гранична вредност је 10%), континуитету и интезитету имунореактивног бојења 

мембране (Табела 14) (709). 

Табела 13. Одређивање нуклеарне експресије IHC белега у ткиву хуманог карцинома дојке на основу 

процентуалне заступљености и интензитета IHC бојења 

 

Скор Проценат позитивних ћелија Скор Интензитет имунохистохемијског бојења 

0 Нема позитивних туморских ћелија 0 Нема имунохистохемијског бојења 

1 Мање од 1% позитивних туморских ћелија 1 Слаб интензитет имунохистохемијског бојења 

2 Од 1 до10% позитивних туморских ћелија 2 
Умерен интензитет имунохистохемијског 

бојења 

3 
Од 11 до 33% позитивних туморских 

ћелија 
3 Јак интензитет имунохистохемијског бојења 

4 
Од 34 до 66% позитивних туморских 

ћелија 

  

5 
Од 67 до100% позитивних туморских 

ћелија 

  

 

 

Табела 14. UK NEQAS критеријуми за одређивање HER2 статуса у хуманом карциному дојке 

 

Her2 статус Оцена Присутност мембранске експресије 

негативан 0 Није присутна 

негативан 1+ 
Мање или више од 10% туморских ћелија које показују дисконтинуирану 

мебранску експресију, слабог интензитета 

неодређен 

(equivocal) 
2+ 

Више од 10% туморских ћелија које показују континуирану мембранску 

експресију, слабог и умереног интензитета 

позитиван 3+ 
Више од 10% туморских ћелија које показују континуирану мембранску 

експресију, јаког интензитета 

 

Експресија VEGF-а је процењивана на основу критеријума за скоровање који су 

предложили Rydén и сарадници (710) за интерпретацију овог белега у инвазивном 

карциному дојке. Очитавано је искључиво цитоплазматско бојење туморских ћелија и 

имунохистохемијски скор је одређиван на основу процента туморских ћелија које су биле 
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позитивне на VEGF. Скала за оцењивање експресије се кретала у интервалу од 0 до 5: 

0=одсуство имунохистохемијске реакције; 1=≤1% позитивних ћелија; 2  = 1–10% 

позитивних ћелија; 3 = 10–50% позитивних ћелија; 4 = 50-90% позитивних ћелија и 5 ≥ 90% 

позитивних ћелија. Имунохистохемијска експресија IL-33 и IL-33R је независно 

квантификована у туморским и стромалним ћелијама и приказивана као проценат 

позитивних ћелија у односу на укупан број еваулираних ћелија. У зависности од 

израчунате cut off вредности за процентуалну заступљеност стромалних ћелија позитивних 

на IL-33 и IL-33R у односу на некрозу, сви тумори су подељени на две групе и 

анализирани као карциноми са ниском и високом експресијом. Проценат 

имунохистохемијске експресије је одређиван бројањем ћелија у 5 различитих 

микроскопских поља на увеличању x400. 

3.16. Еваулација микроваскуларне густине (MVD) у карциномима 

хуманог порекла 

Микроваскуларна густина (енгл. Microvessel density, MVD) је процењивана 

имунохистохемијском методом, применом анти-CD105 антитела и употребом светлосног 

микроскопа (Axioskop 40, Carl Zeiss, Oberkochen, Baden-Württemberg, Germany). 

Појединачне ендотелне ћелије или кластери позитивни на CD105 детектовани су као 

крвни судови. Присуство крвних ћелија или фибрина без детектованих ендотелних ћелија 

нису анализирани као микроваскуларни елементи као ни крвни судови са мишићним 

зидом. Све плочице су првобитно анализиране на микроскопским увеличањима x40 и 

x100. На овај начин су одређивана три „жаришта“ (енгл. „hot spots“) тј. поља са највећом 

микроваскуларном концентрацијом, а затим су ова поља фотографисана на x200 

увеличању применом дигиталне камере (Axiocam ICc1, Carl Zeiss, Oberkochen, Baden-

Württemberg, Germany). Независно, два истраживача су применом софтвера (AxioVision 

v.4.8.2.0, Carl Zeiss Microscopy GmbH, München, Germany) спровела анализу генерисаних 

фотографија и утврдили број микроваскуларних структура у претходно одабрана три 

„жаришта“. MVD (микроваскуларне структуре/HPF) је израчунавана према критеријумима 

које су поставили Weidner и сарадници (711) тј као средња вредност појединачних MVD у 

три одабрана микроскопска фокуса. 
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3.17. Прогностички индекси у хуманом карциному дојке 

3.17.1. Nottingham-ov прогностички индекс 

Публикован је 1982.године (349) а допуњен 10 година касније (349)након чега је у већини 

установа ушао у праксу као рутински одређиван прогностички фактор.
 
Израчунава се 

преко формуле: 

NPI = 0,2 x величина тумора(cm) + градус(1-3) + нодални статус (1-3) 

Код хистолошког градуса, добра диференцијација тумора добија 1 бод, средња 2 и слаба 3 

бода. Нодални статус се такође класификује у три групе; прва група је без метастаза у 

лимфним чворовима (1 бод), 2 добијају ако је захваћено од 1-3 нодуса, а 3 ако су 

метастатски депозити присутни у више од 4 лимфна нодуса. Добијене вредности се 

распоређују у три прогностичке групе; добру (скор мањи од 3,4) интермедијарну (скор од 

3,4 до 5,4) и лошу (скор већи од 5,4). Са порастом NPI скора прогноза болести је лошија 

(350). 

3.17.2. Имунохистохемијски прогностички индекс 

Имунохистохемијски прогностички индекс (енгл. Immunohistochemical prognostic index, 

IHPI) je настао у новије време, као резултат имунохистохемијске детекције различитих 

онкогена (347). Израчунава се сабирањем појединачних скорова за четири 

имунохистохемијска белега. p53 и HER2 позитивни тумори се оцењују са 1, а негативни са 

0. Тумори са експресијом естрогених и прогестеронских рецептора добијају 0 бодова, а 

без ове експресије 1. Укупан скор за сваки тумор појединачно креће се у опсегу од 0-4 на 

основу кога се тумори стратификују 3 прогностичке групе: прву , прогностички добрује са 

добром прогнозом (скор 0 или 1), другу, са интермедијерном прогнозом (скор 2) и трећу 

групу, са лошом прогнозом (скор 3 или 4).  
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3.18. Снага студије и величина узорка 

Снага студије за истраживање на мишевима је израчунавана на основу студије Jovanovic и 

сарадника (200) где је као примарна зависна исходишна варијабла узета експресија CD31, 

а као примарни независни узрочни фактор – апликација рекомбинатног IL-33. Експресија 

CD31 је приказана као број ендотелних ћелија у примарном тумору (нумеричка 

континуирана варијабла) тако да је претпостављена статистички значајна корелација ова 

два параметра слабе до умерене јачине, ради добијања што већег узорка. Средња вредност 

броја ендотелних ћелија позитивних на CD31 у групи која је третирана рекомбинантним 

IL-33 била је 30,80 ± 30%, а код групе која није третирана IL-33 10,57 ± 30%. За 

израчунавање величине узорка користили смо двострани независни t тест, жељену снагу 

студије 1-β=0,99 (99%), вероватноћу грешке I типа (α) 0,05 и претпоставку да ће обе групе 

садржати подједнак број експерименталних животиња. На основу задатих параметара 

израчунали смо да је неопходно да укупан узорак садржи 14 експерименталних животиња, 

односно по 7 у свакој групи (n1 = n2 = 6,0491 ≈ 7). 

Прорачун величине узорка је заснован на претпоставци да постоји повезаност између 

некрозе и експресије IL-33 у туморском ткиву. Као примарна, зависна исходишна 

варијабла је узета експресија IL-33, а као примарни независни, узрочни фактор – 

присуство некрозе у туморском ткиву. Вредности експресије се изражавају у процентима 

(нумеричка континуирана варијабла) тако да је, на основу досадашњих студија, 

претпостављена статистички значајна корелација ова два параметра слабе до умерене 

јачине, ради добијања што већег узорка (што је мања корелација, потребан је већи узорак). 

Величина узорка ће бити израчуната на основу разлике у експресији IL-33 у туморским 

ћелијама у зависности од хистолошког градуса инвазивног дукталног карцинома дојке, 

приказаној у студији Liu и сарадника (170), где је средња вредност процентуалне 

експресије туморског IL-33 у групи карцинома са хистолошким градусом I и II била 87,33 

± 18,70, а код градуса III била је 58,64 ± 41,96. За израчунавање величине узорка узето је 

да ће се користити двострани независни t-тест, да је жељена снага студије 1-β=0,80 (80%), 

вероватноћа грешке I типа (α) 0,027 и да обе групе имају подједнак број испитаница. 

Применом комерцијалног програма G*Power v.3.0.10 утврдили смо да је за за дате 
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критеријуме неопходан узорак од 42 испитанице, односно 21 болесница по групи (n1 = n2 = 

20,62275 ≈ 21). 

3.19. Статистичка обрада података 

Статистичка обрада резултата извршена је помоћу комерцијалног програмског пакета 

ЅPЅЅ (SPSS v.20.0, ЅPЅЅ Inc., Chicago, IL). У анализи добијених резултата најпре је 

коришћена дескриптивна статистика за опис општих карактеристика узорка: апсолутни 

бројеви и пропорције (фреквенције, проценти), мере централне тенденције (аритметичке 

средине) и мере варијабилитета (стандардна девијација). Нормалност расподеле 

евалуирана је тестом Kolmogorov-Smirnov. За поређење средњих вредности променљиве 

двеју популација коришћен је независни t тест и Mann-Whitney-јев тест. Испитивање 

зависности две описне променљиве реализовано је помоћу χ
2
 теста. Зависности две 

нумеричке променљиве испитивана је помоћу Pirson-овог и Spearman-овог коефицијента 

корелације. Могућност да нека променљива буде маркер испитивана је помоћу криве 

оперативне карактеристике примаоца (енгл. Receiver operating characteristic curve, ROC 

curve), при чему су, за погодно утврђен cut-off, одређивани сензитивност и специфичност. 

Одређивањем сензитивности и специфичности теста за поједине онкогене дат је ниво 

поузданости ових анализа. Процена функције преживљавања је утврђена методом Kaplan-

Meier-a, а Mantel-Cox тест је коришћен за поређење скала. Статистичке анализе су 

урађене са интервалом поверења од 95%. За статистички значајну разлику у добијеним 

вредностима сматра се када је p<0,05, док је статистички веома значајна разлика када је 

p<0,01.  
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РЕЗУЛТАТИ 

4.1. Делеција гена за IL-33R успорава раст примарног 4T1 тумора и 

повећава поље туморске некрозе 

Ћелије из културе 4T1 тумора (5x10
4
) су убризгане у четврту млечну жлезду IL-33R

-/-
 и IL-

33R
+/+ 

BALB/c мишева, а појављивање тумора је дневно праћено палпацијом. Након појаве 

палпабилног тумора мерен је његов раст док су пречник, маса тумора као и укупан 

волумен одеђивани 29. и 36. дана експеримента, односно приликом жртвовања животиња. 

У IL-33R
-/-

 мишева палпабилни тумор се појављује касније, тако да је средња вредност 

времена протеклог од инокулације туморских ћелија до појаве палпабилног тумора 

значајно већа у IL-33R
-/-

 него у IL-33R
+/+

 мишева (8,4 ± 0,4 vs. 6,5 ± 0,6 дана) (Students’ T 

тест, p=0,032) (Фигура 1).  

 

 

 

Фигура 1. Одсуство гена за IL-33R успорава појаву палпабилног тумора. IL-33R-/- (n=24) и IL-33R+/+ (n=24) 

мишевима су тумори индуковани апликацијом ћелијске линије 4T1 мишјег карцинома дојке. Малигне ћелије 4T1 (5x104) 

су ресуспендоване у 50μl PBS-а и директно убризгане у масно јастуче 4. млечне жлезде. Појава тумора је утврђивана 

свакодневном палпацијом код сваког миша појединачно. Резултат је приказан као аритметичка средина ± SEM. 

Статистичка значајност је одређивана Students’ T тестом.  
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Фигура 2. Делеција гена за IL-33R успорава раст примарног тумора у мишева. Након појаве палпабилног тумора, 

пречник тумора је одређиван свакодневим мерењем нонијусом у IL33-/- (n=24) и IL33+/+ (n=24) мишева. Просечна 

вредност пречника тумора у IL-33R+/+ мишева је током мерења била већа али је статистички значајна разлика утврђена 

35. дана након инокулације. Резултат је приказан као аритметичка средина ± SEM. Статистичка значајност је одређивана 

Students’ T тестом. 

Током периода праћења до 36. дана, код тумора индукованих у IL-33R
+/+

 мишева 

забележен је тренд знатно бржег туморског раста, али је разлика у пречнику палпабилног 

тумора утврђена тек 35. дана од инокулације (9,81 ± 0,63 vs. 12,68 ± 0,59 mm) (Students’ T 

тест, p=0,027) (Фигура 2). Мерењем различитих параметара величине тумора (пречник, 

запремина и маса) и применом Mann Whitney-јевог теста утврдили смо да постоји 

статистички значајна разлика у величини тумора између IL-33R
-/-

 и IL-33R
+/+

 мишева, који 

су жртвовани 36. дана. Након екстирпације, утврђен је већи пречник тумора у IL-33R
+/+

 

мишева (16,45 ± 1,34 mm) у односу на IL-33R
-/-

 (11,77 ± 1,78 mm) (Mann Whitney-јев тест, 

p=0,001) (Фигура 3А). Код мишева жртвованих 29. дана није забележена разлика у 

пречнику тумора између IL-33R
-/-

 (10,54 ± 1,10 mm) и IL-33R
+/+

 (9,88 ± 1,22 mm) животиња 

(Mann Whitney-јев тест, p=0,591). Показан је и статистички значајан пораст пречника 

тумора у групи IL-33R
+/+

 мишева од 29. (9,88 ± 1,22 mm) до 36. дана (16,45 ± 1,34 mm) 

(Mann Whitney-јев тест, p=0,002) (Фигура 3А). У групи IL-33R
-/-

 мишева нисмо 

забележили ову разлику (10,54 ± 1,10 vs. 11,77 ± 1,78 mm) (Mann Whitney-јев тест, 

p=0,708) (Фигура 3А). 
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Запремина тумора након екстирпације, 36. дана експеримента, је већа у IL-33R
+/+

 мишева 

(571,05
 
± 112,11 mm

3
) у односу на IL-33R

-/-
 (278,30

 
± 91,41 mm

3
) (Mann Whitney-јев тест, 

p=0,002) (Фигура 3Б). Код мишева жртвованих 29. дана није забележена разлика у 

запремини тумора IL-33R
-/-

 (102,68 ± 23,45 mm
3
) и IL-33R

+/+
 (154,56

 
± 38,13 mm

3
) 

животиња (Mann Whitney-јев тест, p=0,558). Утврдили смо статистички значајан пораст у 

запремини примарног тумора у групи IL-33R
+/+

 мишева од 29. до 36. дана експеримента 

(154,56
 
± 38,13 vs. 571,05

 
± 112,11 mm

3
) (Mann Whitney-јев тест, p=0,006), али не и у групи 

IL-33R
-/-

 мишева (102,68 ± 23,45 vs. 278,30 ± 91,41 mm
3
) (Mann Whitney-јев тест, p=0,096) 

(Фигура 3Б). 

Маса тумора након екстирпације, 36. дана експеримента, је већа у IL-33R
+/+

 мишева (1,19 

± 0,23 g) у односу на IL-33R
-/-

 (0,52 ± 0,16 g) (Mann Whitney-јев тест, p=0,006) (Фигура 3В). 

Код мишева жртвованих 29. дана није забележена разлика у маси тумора IL-33R
-/-

 (0,28 ± 

0,007 g) и IL-33R
+/+

 (0,034
 
± 0,10 g) животиња (Mann Whitney-јев тест, p=0,962). Као и код 

других параметара величине, забележен је статистички значајан пораст у маси примарног 

тумора у групи IL-33R
+/+

 мишева између 29. и 36. дана експеримента (0,34 ± 0,10 vs. 1,19 ± 

0,23 g) (Mann Whitney-јев тест, p=0,003), али не и у групи IL-33R
-/-

 мишева (0,28 ± 0,007 vs. 

0,52 ± 0,16 g) (Mann Whitney-јев тест, p=0,204) (Фигура 3Б). 

Присуство некрозе у примарном тумору је детектовано микроскопском анализом ткивних 

пресека примарног тумора, бојених хематоксилин-еозин методом, након жртвовања 

животиња 29. и 36. дана експеримента. Насупрот споријем расту примарних тумора у IL-

33R
-/-

 мишева, забележили смо веће поље некрозе у туморском ткиву (Фигура 3, Слика 4). 

Применом Mann Whitney-јевог теста утврдили смо да постоји статистички значајна 

разлика у средњој вредности процентуалне заступљености некрозе у тумору, између IL-

33R
-/- 

(33,49 ± 1,96%) и IL-33R
+/+

 мишева (24,81 ± 3,10%) (Mann Whitney-јев тест, p=0,027), 

жртвованих 36. али не и 29. дана (19,54 ± 4,26± 1,95 vs. 16,91%) (Mann Whitney-јев тест, 

p=0,579) (Фигура 3Г). Такође, утврдили смо статистички значајну разлику у некрози у 

групи IL-33R
-/-

 између мишева који су жртвовани 29. дана (19,54 ± 4,26%) и 36. дана(33,49 

± 1,96%) (Mann Whitney-јев тест, p=0,010) (Фигура 3Г). Иста статистички значајна разлика 

је примећена и у групи IL-33R
+/+

 мишева који су жртвовани 29. дана (16,91 ± 1,95%) и 36. 

дана (24,81 ± 3,10%) (Mann Whitney-јев тест, p=0,040) (Фигура 3Г). Међутим, разлика 
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између средњих вредности у процентуалној заступљености некрозе у туморском ткиву је 

била знатно већа у групи IL-33R
-/-

 (13,95%) у односу на групу IL-33R
+/+

 мишева (7,9%) 

(Фигура 3Г). Спорији раст тумора у IL-33R
-/- 

мишева је праћен значајно већим степеном 

туморске некрозе у односу на туморе индуковане у IL-33R
+/+

 животиња. 

 

А 

 

Б 

 

 

В 

 

Г 

 
 

Фигура 3. IL-33-/- (n=24) и IL-33R+/+ (n=24) мишеви су жртвовани 29. и 36. дана након инокуације тумора. А-B. 

Делеција гена за IL-33R успорава раст примарног тумора. Након екстирпације тумора, нонијусом је мерен највећи 

пречник тумора. Запремина тумора је одређивана применом формуле L x W2/2, где L представља највећи а W најмањи 

пречник тумора. Маса тумора је одређивана применом аналитичке ваге. Г. Делеција гена за IL-33R појачава некрозу у 

4T1 индукованом тумору дојке. Некроза туморског ткива је анализирана применом софтвера Image Pro Plus (Image Pro 

Plus v.6.0.0.206, Media Cybernetics, Inc., Rockville, MD, USA) и квантификована као процентуални удео, у односу на 

целокупни пресек туморског ткива. Резултат је приказан као аритметичка средина ± SEM. Статистичка значајност је 

одређивана Mann Whitney-јевим тестом. 
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Слика 4: Одсуство гена за IL-33R је праћен мањим примарним тумором уз значајно повећање туморске некрозе. 

IL-33-/- (n=24) и IL-33R+/+ (n=24) мишеви су жртвовани 29. и 36. дана након инокулације. Ткивни пресеци индукованих 

тумора дојке бојених H&E су фотографисани појединачним фотографијама у маниру „црва“ применом микроскопског 

увећања x200. На основу начињених фотографија, применом софтверског пакета Adobe Photoshop CS6, за сваки тумор 

посебно генерисан је мозаик. Фотографије добијене на овај начин представљале су целокупни пресек туморског ткива 

који је даље анализиран применом софтверског пакета Image Pro Plus (v. 6.0.0.206). У првом кораку одређивана је регија 

од интереса (ROI), тј туморско ткиво у односу на позадину. Некроза у примарном карциному дојке (црвени пиксели) је 

квантификована одабиром нијанси боја које одговарају ткиву захваћеном некрозом и приказана као процентуална 

вредност у односу на укупну површину туморског ткива (ROI). 

  



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

 

119 
 

Даљом статистичком анализом испитали смо повезаност између параметара величине 

тумора и процента некрозом захваћеног туморског ткива. Прво смо испитали повезаност 

некрозе и дијаметра тумора на целокупном узорку (у IL-33R
-/-

 и IL-33R
+/+

 мишева 

жртвованих 29. и 36. дана експеримента). Применом Spearman-овог коефицијента 

корелације утврдили смо јаку позитивну корелацију између пречника тумора и процента 

некрозе у карциномима дојке (Spearman-ов коефицијент корелације, r=0,554; p=0,003) 

(Фигура 4A). 

 

А 

 

Б 

 
В 

 
 

Фигура 4. IL-33-/- (n=24) и IL-33R+/+ (n=24) мишеви су жртвовани 29. и 36. дана након инокулације. Анализирана је 

повезаност некрозе са величином тумора на целом узорку (n=48). А.-В. Некроза корелира са величином тумора у 4Т1 

индукованом тумору дојке. Након жртвовања и екстирпације тумора, нонијусом је мерен највећи пречник тумора. 

Маса тумора је одређивана применом аналитичке ваге а запремина применом формуле L x W2/2, где L представља 

највећи а W најмањи пречник тумора. Некроза туморског ткива је анализирана применом софтвера Image Pro Plus (Image 

Pro Plus v.6.0.0.206, Media Cybernetics, Inc., Rockville, MD, USA) и квантификована као процентуални удео, у односу на 

целокупни пресек туморског ткива. Статистичка значајност је одређивана применом Spearman-овог коефицијента 

корелације. 
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Анализа повезаности величине некрозе и масе тумора је показала јаку позитивну 

корелацију (Spearman-ов коефицијент корелације, r=0,514; p=0,006) (Фигура 4Б). Такође, 

применом Spearman-овог коефицијента корелације доказали смо и јаку позитивну 

корелацију између запремине тумора и некрозе (Spearman-ов коефицијент корелације, 

r=0,474; p=0,012) (Фигура 4В). Након што смо утврдили природу повезаности између 

величине тумора и некрозе, желели смо да испитамо природу ове везе у различитим 

групама мишева, жртвованих 29. и 36. дана експеримента. Као најобјективнији параметар 

величине тумора анализирали смо масу тумора.  

Применом Spearman-овог коефицијента корелације утврдили смо статистички значајну, 

јаку, позитивну корелацију између испитиваних параметара у групи IL-33R
-/-

 мишева, 

жртвованих 29. дана експеримента (Spearman-ов коефицијент корелације, r=0,643; 

p<0,0001) (Фигура 5А). У IL-33R
+/+

 групи мишева ова повезаност није била статистички 

значајна (Spearman-ов коефицијент корелације, r=0,214; p=0,274) (Фигура 5Б). 

Исту статистику применили смо и на мишеве који су жртвовани 36. дана експеримента. 

Испитујући природу везе између масе тумора и некрозе, применом Spearman-овог 

коефицијента корелације утврдили смо статистички значајну, јаку позитивну корелацију у 

групи IL-33R
-/-

 (Spearman-ов коефицијент корелације, r=0,821; p<0,0001) (Фигура 5В) 

мишева али не и у групи IL-33R
+/+

 мишева (Spearman-ов коефицијент корелације, r=-0,086; 

p=0,690) (Фигура 5Г). Идентични резултати су добијени и анализом односа осталих 

параметара величине примарног тумора (највећи пречник и запремина) и некрозе. Подаци 

нису приказани. 
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Фигура 5. IL-33-/- (n=24) и IL-33R+/+ (n=24) мишеви су жртвовани 29. и 36. дана након инокуације. А.-Г. Величина 

тумора је у позитивној корелацији са некрозом у примарном 4Т1 тумору дојке у IL-33R-/- али не и у IL-33R+/+ 

мишева. Након жртвовања и екстирпације тумора, маса је одређивана применом аналитичке ваге. Некроза туморског 

ткива је анализирана применом софтвера Image Pro Plus (Image Pro Plus v.6.0.0.206, Media Cybernetics, Inc., Rockville, 

MD, USA) и квантификована као процентуални удео, у односу на целокупни пресек туморског ткива. Статистичка 

значајност је одређивана применом Spearman-овог коефицијента корелације. 
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4.2. Експресија IL-33 у туморским ћелијама је у позитивној корелацији 

са величином 4Т1 тумора дојке у IL-33R
+/+

 мишева 

У циљу праћења динамике експресије IL-33 у туморском ткиву кроз време IL-33R
+/+

 и IL-

33R
-/-

 мишева, мишеви су жртвовани сваког трећег дана након појаве палпабилног тумора. 

Експресија IL-33 је одређивана имунохистохемијским бојењем ткивних пресека смрзнутог 

туморског ткива. Експресија IL-33 показује временски зависно повећање у IL-33R
+/+

 

мишева и значајно јачу екпресију у односу на туморе IL-33R
-/- 

животиња (Students’ T тест, 

p=0,019; p=0,003). Насупрот овоме, у IL-33R
-/-

 мишева нисмо забележили повећање 

експресије IL-33 током периода праћења од 12 дана, што је указало на механизам 

позитивне повратне спреге осовине IL-33/IL-33R (Фигура 6А). Поред овога, експресија IL-

33 у туморским ћелијама је била значајно већа код IL-33R
+/+

 мишева [60% (35; 75)] у 

односу на IL-33R
-/-

 [40% (20; 62,5)] (Mann Whitney-јев тест, p=0,022) (Фигура 6Б, Слика 5). 

Желели смо да знамо након ког дана од појаве палпабилног тумора настаје значајна 

разлика у имунохистохемијској експресији IL-33 у туморским ћелијама 4T1 код IL-33R
+/+

 

мишева, у односу на IL-33R
-/-

 мишеве . Формирали смо две групе које су укључивале 

мишеве жртвоване до седмог и од осмог дана по појави палпабилног тумора. Утврдили 

смо статистички значајну разлику између ове две групе мишева [45% (20; 70) vs 75% (65; 

85)] (Mann Whitney-јев тест, p=0,001) (Фигура 6В).  

Имунохистохемијском анализом смо показали да у групи IL-33R
+/+

 мишева постоји јака 

позитивна корелација између величине тумора (пречник, запремина, маса) и експресије 

IL-33. Применом Spearman-овог коефицијента корелације утврдили смо средње јаку, 

позитивну корелацију између масе тумора и експресије IL-33 у туморским ћелијама 4T1 

индукованог тумора дојке (Spearman-ов коефицијент корелације, r=0,462; p=0,023) 

(Фигура 7А). Идентични резултати су добијени и анализом повезаности експресије IL-33 и 

других параметара величине тумора (највећи пречник и запремина). Подаци нису 

приказани. Корелација није нађена у групи IL-33R
-/-

 мишева (Spearman-ов коефицијент 

корелације, r=0,108; p=0,599) (Фигура 7Б). 
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Фигура 6. Експресија IL-33 у туморском ткиву је анализирана у групама IL-33R+/+ (n=30) и IL-33R-/- мишева (n=30), тако 

што су мишеви жртвовани на дан појаве палпабилног тумора а затим сваког трећег дана, током периода праћења од 12 

дана. А-В. Експресија IL-33 у туморским ћелијама се повећава са растом тумора у IL-33R+/+ мишева и већа је у 

односу на IL-33R-/- мишеве. Имунохистохемијски, на ткивним пресецима туморског ткива је одређивана експресија IL-

33 и квантификована као проценат позитивних у односу на укупан број еваулираних туморских ћелија. Резултат је 

приказан као аритметичка средина ± SEM или медијана (1. квартил; 3. квартил). Статистичка значајност је одређивана 

применом Students’ T и Mann Whitney-јевог теста, у зависности од нормалности расподеле података. 
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Фигура 7. Експресија IL-33 у туморском ткиву је анализирана у групама IL-33R+/+ (n=30) и IL-33R-/- мишева (n=30), тако 

што су мишеви жртвовани на дан појаве палпабилног тумора а затим сваког трећег дана, током периода праћења од 12 

дана. А. Експресија IL-33 у туморским ћелијама 4T1 тумора дојке позитивно корелира са величином тумора, у IL-

33R+/+ мишева. Након жртвовања и екстирпације, маса тумора је одређивана применом аналитичке ваге. Експресија IL-

33 је процењивана имунохистохемијском методом, на ткивним пресецима туморског ткива и квантификована као 

проценат позитивних у односу на укупан број еваулираних туморских ћелија. Б. Величина тумора није у корелацији 

са експресијом IL-33 у ћелијама 4T1 тумора дојке, у IL-33R-/- мишева. Статистичка значајност је одређивана 

применом Spearman-овог коефицијента корелације. 
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Слика 5. Експресија IL-33 и VEGF-а у туморским ћелијама 4Т1 индукованог карцинома дојке у IL-33R-/- и IL-

33R+/+ мишева. Некроза туморског ткива је анализирана применом софтвера Image Pro Plus (Image Pro Plus v.6.0.0.206, 

Media Cybernetics, Inc., Rockville, MD, USA) и квантификована као процентуални удео, у односу на целокупни пресек 

туморског ткива. Микроскопском анализом H&E бојених препарата (горњи панел) уочава се већи степен некрозе у 

туморима индукованим у IL-33R-/- мишева (оригинално увећање x100, референта линија 200μm). Експресија IL-33 је 

квантификована у туморским ћелијама и приказивана као проценат позитивних у односу на укупан број еваулираних 

ћелија. Цитоплазматско бојење VEGF-а је скоровано у интервалу од 0 до 5: 0 = одсуство цитоплазматског бојења; 1=≤1% 

позитивних ћелија; 2 = 1–10% позитивних ћелија; 3  = 10–50% позитивних ћелија; 4  = 50-90% позитивних ћелија и 5 ≥ 90% 

позитивних ћелија. Процентуална заступљеност туморских ћелија позитивних на IL-33 (средњи панел) и VEGF (доњи 

панел) је знатно већи у туморима IL-33R+/+ мишева (оригинално увећање x200, референта линија 100μm).  
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4.3. Експресија IL-33 и VEGF-а је у негативној корелацији са туморском 

некрозом 

У наставку истраживања анализирали смо експресију VEGF-а у туморском ткиву. 

Експресија VEGF-а је процењивана на основу критеријума за скоровање који су 

предложили Rydén и сарадници (710) за интерпретацију овог белега у инвазивном 

карциному дојке. Очитавано је искључиво цитоплазматско бојење туморских ћелија и 

имунохистохемијски скор је одређиван на основу процента туморских ћелија које су биле 

позитивне на VEGF. Скала за оцењивање експресије се кретала у опсегу од 0 до 5: 

0=одсуство имунохистохемијске реакције; 1=≤1% позитивних ћелија; 2 = 1–10% 

позитивних ћелија; 3 = 10–50% позитивних ћелија; 4 = 50-90% позитивних ћелија и 5 ≥ 90% 

позитивних ћелија. 

Делеција гена за IL-33R смањује експресију VEGF-а у туморским ћелијама. Експресија 

VEGF-a је статистички значајно већа у IL-33R
+/+ 

мишева (4,86 ± 0,60) у поређењу са IL-

33R
-/-

 (3,21±0,53) а разлика постаје статистички значајна 29. дана након инокулације 

(Mann Whitney-јев тест, p=0,050) (Фигура 8А, Слика 5). У групи IL-33R
+/+

 мишева се 

смањује кроз време, па је просечна вредност VEGF скора била статистички значајно мања 

код мишева жртвованих 36. дана (2,99 ± 0,57) у односу на 29. дан (4,86 ± 0,60) (Mann 

Whitney-јев тест, p=0,032). Овај тренд није забележен код IL-33R
-/-

 мишева (Фигура 8А). 

Када смо упоредили експресију IL-33 и поље некрозе у примарном тумору дојке, показали 

смо да је експресија IL-33 у негативној корелацији са туморском некрозом, 36. дана након 

инокулације тумора, у IL-33R
+/+

 животиња (Spearman-ов коефицијент корелације, r=-0,574; 

p=0,007) (Фигура 8Б), док у групи IL-33R
-/-

 мишева нисмо нашли корелацију ових 

параметара (резултати нису приказани). У складу са овим податком, VEGF скор је такође 

у негативној корелацији са туморском некрозом 36. дана након инокулације тумора у IL-

33R
+/+

 мишева (Spearman-ов коефицијент корелације, r=-0,750; p<0,0001) (Фигура 8В). 

Овај феномен није потврђен у групи IL-33R
-/-

 мишева (Spearman-ов коефицијент 

корелације, r=0,348; p=0,096). Коначно, експресија IL-33 је у позитивној корелацији са 

VEGF скором у туморским ћелијама у IL-33R
+/+

 мишева (Spearman-ов коефицијент 

корелације, r=0,512; p=0,018) (Фигура 8Г). 
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Фигура 8. IL-33-/- (n=24) и IL-33R+/+ (n=24) мишеви су жртвовани 29. и 36. дана након инокуације. A. Експресија 

VEGF-a у туморским ћелијама 4Т1 карцинома дојке је значајно мања у IL-33R-/- мишева. Цитоплазматско бојење 

VEGF-а је скоровано у интервалу од 0 до 5: 0  = одсуство цитоплазматског бојења; 1=≤1% позитивних ћелија; 2  = 1–10% 

позитивних ћелија; 3 = 10–50% позитивних ћелија; 4  = 50-90% позитивних ћелија и 5 ≥ 90% позитивних ћелија. Резултат је 

приказан као аритметичка средина ± SEM. Статистичка значајност је анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста. 

Б и В. Некроза је негативно повезана са експресијом проангиогених IL-33 и VEGF-а у туморским ћелијама IL-

33R+/+ мишева. Некроза је анализирана применом софтвера Image Pro Plus (Image Pro Plus v.6.0.0.206, Media Cybernetics, 

Inc., Rockville, MD, USA) и очитавана као проценат некротичног туморског ткива у односу на целокупни пресек 

туморског ткива. Експресија IL-33 је квантификована у туморским ћелијама и приказивана као проценат позитивних у 

односу на укупан број еваулираних ћелија. Г. Позитивна корелација IL-33 и VEGF-а у туморским ћелијама IL-

33R+/+ мишева. Статистичка значајност је анализирана применом Spearman-овог коефицијента корелације. 

IL-33R
+/+

 мишеве смо поделили на две групе: без и са детектованим некротичним пољима 

у туморском ткиву и анализирали смо експресију IL-33 и VEGF-а. Експресија IL-33 била 

је значајно већа у туморима без некротичних поља (41,11 ± 4,23 vs. 24,17 ± 4,52%) (Mann 

Whitney-јев тест, p=0,012) (Фигура 9А). И експресија VEGF-а је била значајно већа у 

туморима без детектабилне некрозе (3,47 ± 0,48 vs. 2,50 ± 0,29) (Mann Whitney-јев тест, 

p=0,037) (Фигура 9Б).   
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Фигура 9. Након екстирпације и микроскопске анализе ткивних пресека туморског ткива узетог од IL-33R+/+ мишева, 

тумори су подељени на групу са и без детектоване некрозе. А. Већа експресија IL-33 у туморском ткиву без 

детектабилне некрозе IL-33R+/+ мишева. Експресија IL-33 је квантификована у туморским ћелијама и приказивана као 

проценат позитивних у односу на укупан број еваулираних ћелија. Б. Већа експресија VEGF-а у туморском ткиву без 

детектабилне некрозе у IL-33R+/+ мишева. Цитоплазматско бојење VEGF-а је скоровано у интервалу од 0 до 5: 

0 = одсуство цитоплазматског бојења; 1=≤1% позитивних ћелија; 2  = 1–10% позитивних ћелија; 3 = 10–50% позитивних 

ћелија; 4 = 50-90% позитивних ћелија и 5 ≥ 90% позитивних ћелија. Приказане вредности су аритметичке средине ± SEM, 

из два експеримента, са најмање 12 животиња по групи. Статистичка значајност је анализирана применом Маnn 

Whitney-јевог теста. 
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4.4. Експресија IL33, IL-33R и VEGF-а је у негативној корелацији са 

некрозом у хуманом карциному дојке 

Са циљем утврђивања релевантности експерименталних података добијених на мишевима 

проучавали смо експресију IL-33, IL-33R, VEGF-а и MVD у туморским ћелијама 40 

пацијенткиња код којих је дијагностикован инвазивни дуктални карцином дојке. 

Клиничкопатолошке карактеристике пацијенткиња су приказане у табели 15.  

Како бисмо испитали разлику у експресији IL-33, IL-33R и VEGF-а у зависности од 

некрозе све пацијенткиње смо поделили на две групе у зависности од присуства (n=20) 

или одсуства (n=20) некротичних поља у ткиву карцинома дојке (712) (Слика 6). Између 

испитиваних група није било разлике у старости, величини и стадијуму тумора према 

AJCC класификацији (Табела 15). 

Анализирали смо експресију IL-33, IL-33R и VEGF у туморским ћелијама карцинома дојке 

у ове две групе пацијената. Репрезентативне слике имунохистохемијског бојења ткивних 

пресека карцинома дојке за ове маркере су приказане на слици 3. 

  Некроза  

ВАРИЈАБЛА 
 

ОДСУТНА ПРИСУТНА p 

Анализирани тумори 
 

20 (50,0%) 20 (50,0%) 
 

Старост  
 

56,7 ± 2,23 58,1 ± 2,56 0,704
**

 

Дијаметар тумора 
 

27,7 ± 1,71 36,3 ± 3,07 0,126
**

 

Клинички стадијум (AJCC) 
I+II 14 (58,3%) 10 (41,7%) 

0,333
*
 

III 6 (37,5%) 10 (62,5%) 

 

χ
2 
тест

*
 

Mann Whitney-јев тест
** 

 

    

 

Табела 15. Клиничкопатолошке карактеристике испитаника. Студија обухвата 40 пацијенткиња са инвазивним 

дукталним карциномом дојке, које су категорисане у групу без (n=20) и са (n=20) детектованом некрозом у туморском 

ткиву. Статистичка значајност је тестирана χ2 и Mann Whitney-јевим тестом. 
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Слика 6. Разлика у експресији IL-33, IL-33R и VEGF-а у зависности од присуства некротичних поља у ткиву 

карцинома дојке. Испитаници су подељени на две групе у зависности од присуства (n=20) или одсуства (n=20) 

некротичних поља у ткиву карцинома дојке. Имунохистохемијска експресија IL-33 и IL-33R је независно 

квантификована у туморским и стромалним ћелијама и приказивана као проценат позитивних у односу на укупан број 

еваулираних ћелија. Цитоплазматско бојење VEGF-а је скоровано у интервалу од 0 до 5: 0  = одсуство цитоплазматског 

бојења; 1=≤1% позитивних ћелија; 2  = 1–10% позитивних ћелија; 3  = 10–50% позитивних ћелија; 4  = 50-90% позитивних 

ћелија и 5 ≥ 90% позитивних ћелија. Репрезентативне микрофотографије ткивних пресека хуманог карцинома дојке, 

бојених стандардном H&Е методом. Пацијенти су класификовани у две групе у зависности од присуства (n=20) или 

одсуства (n=20) некротичних поља (оригинално увећање x100, референтна линија 200μm; оригинално увећање x200, 

референтна линија x100μm) (горњи панел). Проценат туморских ћелија позитивних на IL-33 (горњи-средњи панел), 

IL-33R (доњи-средњи панел) и VEGF (доњи панел) као и интензитет бојења је значајно већи у карциномима дојке у 

којима није детектована некроза (оригинално увећање x100, референтна линија 200μm; оригинално увећање x200, 

референтна линија x100μm). 
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Фигура 10. Испитанице су подељене на две групе у зависности од присуства (n=20) или одсуства (n=20) некротичних 

поља у ткиву карцинома дојке. А.-В. Експресија IL-33, IL-33R и VEGF-а значајно је мања у туморским ћелијама 

хуманог карцинома дојке са детектованом некрозом. Имунохистохемијска експресија IL-33 и IL-33R је 

квантификована у туморским ћелијама и приказивана као проценат позитивних у односу на укупан број еваулираних 

ћелија. Цитоплазматско бојење VEGF-а је скоровано у унтервалу од 0 до 5: 0  = одсуство цитоплазматског бојења; 1=≤1% 

позитивних ћелија; 2 = 1–10% позитивних ћелија; 3  = 10–50% позитивних ћелија; 4  = 50-90% позитивних ћелија и 5 ≥ 90% 

позитивних ћелија. Резултат је приказан као аритметичка средина ± SEM. Статистичка значајност је анализирана 

применом Маnn Whitney-јевог теста. Г, Д. Експресија VEGF-a је у позитивној корелацији са експресијом IL-33 и IL-

33R у туморским ћелијама хуманог карцинома дојке. Статистичка значајност је анализирана применом Spearman-

овог коефицијента корелације. 
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Применом Student-овог t теста утврдили смо да постоји статистички значајна разлика у 

експресији IL-33 и IL-33R у туморским ћелијама карцинома дојке у којима је детектована 

некроза. Средња вредност експресије IL-33 је била већа у групи тумора без некрозе (13,11 

± 3,73%) у односу на групу тумора са некрозом (9,02 ± 3,15%) (Mann Whitney-јев тест, 

p=0,050) (Фигура 10А, Слика 6). Такође, експресија IL-33R је била већа у истој групи 

тумора (43,2 5± 5,24 vs. 15,55 ± 2,47%) (Mann Whitney-јев тест, p<0,0001) (Фигура 10Б, 

Слика 6). Слично томе, експресија VEGF-а у туморским ћелијама је била мања у туморима 

у којима је детектована некроза (3,61 ± 0,22 vs. 2,88 ± 0,35) (Mann Whitney-јев тест, 

p=0,015) (Фигура 10В, Слика 6). Анализом односа експресије истих маркера (Spearman-

овим коефицијентом корелације) утврдили смо позитивну корелацију 

имунохистохемијске експресије IL-33 (Spearman-ов коефицијент корелације, r=0,375; 

p=0,017), односно IL-33R (Spearman-ов коефицијент корелације, r=0,292; p=0,038) са 

експресијом VEGF-а у туморским ћелијама карцинома дојке (Фигура 10Г и Д). 

4.5. VEGF је у позитивној корелацији са MVD у перинекротичном рубу 

хуманог карцинома дојке 

Микроваскуларна густина (MVD) је анализирана имунохистохемијском методом, 

применом анти-CD105 антитела и употребом светлосног микроскопа (Axioskop 40, Carl 

Zeiss, Oberkochen, Baden-Württemberg, Germany) (Слика 7). Појединачне ендотелне ћелије 

или кластери позитивни на CD105 детектовани су као крвни судови. Присуство крвних 

ћелија или фибрина без ендотелних ћелија није детектовано као микроваскуларни елемент 

као ни крвни судови са мишићним зидом. Сви ткивни исечци су првобитно анализирани 

на микроскопским увеличањима x40 и x100. На овај начин су одређивана три „жаришта“ 

(енгл. „hot spots“) тј. поља са највећом микроваскуларном густином, а затим су ова поља 

фотографисана на x200 увеличању применом дигиталне камере (Axiocam ICc1, Carl Zeiss, 

Oberkochen, Baden-Württemberg, Germany). Независно, два истраживача су применом 

софтвера (AxioVision v.4.8.2.0, Carl Zeiss Microscopy GmbH, München, Germany) спровела 

анализу генерисаних фотографија и утврдили број микроваскуларних структура у 

претходно одабрана три „жаришта“. MVD (микроваскуларне структуре/HPF) је 

израчунавана према критеријумима које су поставили Weidner и сарадници (711) тј. као 

средња вредност појединачних MVD у три одабрана микроскопска фокуса. 
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Слика 7. Имунохистохемијска процена MVD. MVD је израчунавана као средња вредност појединачних MVD у три 

одабрана микроскопска фокуса. У туморима са присутном некрозом детектован је већи број новонасталих крвних судова 

(оригинално увећање x100, референтна линија 200μm; оригинално увећање x200, референтна линија x100μm). 
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Г 

 
 

Фигура 11. Испитаници су подељени на две групе у зависности од присуства (n=20) или одсуства (n=20) некротичних 

поља у ткиву карцинома дојке. А. Туморска некроза је праћена већом MVD у хуманом карциному дојке. MVD је 

израчунавана на основу имунохистохемијског бојења на CD105, као средња вредност појединачних MVD у три одабрана 

микроскопска фокуса, на увећању x200. Резултат је приказан као аритметичка средина ± SEM. Статистичка значајност је 

анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста. Б, В. Експресија IL-33 и IL-33R није у корелацији са MVD у 

перинекротичној зони хуманог карцинома дојке. Имунохистохемијска експресија IL-33 и IL-33R је квантификована у 

туморским ћелијама и приказивана као проценат позитивних у односу на укупан број еваулираних ћелија. Г. 

Експресија VEGF-а корелира са MVD у перинекротичној зони хуманог карцинома дојке. Цитоплазматско бојење 

VEGF-а је скоровано у интервалу од 0 до 5: 0 = одсуство цитоплазматског бојења; 1=≤1% позитивних ћелија; 2  = 1–10% 

позитивних ћелија; 3 = 10–50% позитивних ћелија; 4 = 50-90% позитивних ћелија и 5 ≥ 90% позитивних ћелија. 

Статистичка значајност је анализирана применом Spearman-овог коефицијента корелације. 
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MVD је статистички значајно већа у туморима са детектабилном некрозом (28,67 ± 2,54) у 

поређењу са туморима у којима микроскопском анализом нисмо детектовали некротична 

поља (12,03 ± 1,04) (Mann Whitney-јев тест, p<0,0001) (Фигура 11А, Слика 7). Крвне 

судове, груписане у кластере, највећим бројем смо уочили у зони перинекротичног руба. 

Због дистрибуције новонасталих крвних судова, анализирали смо повезаност експресије 

IL-33, IL-33R и VEGF-а у овој зони са MVD. Нисмо утврдили статистички значајну 

корелацију између експресије IL-33 (Spearman-ов коефицијент корелације, r=0,096; 

p=0,554) и IL-33R (Spearman-ов коефицијент корелације, r=0,051; p=0,755) у 

перинекротичном рубу са MVD (Фигура 11Б и В). Међутим, статистички значајна 

корелација постоји између експресије VEGF-а у туморским ћелијама око зоне некрозе и 

MVD (r=0,375; p=0,017) (Фигура 11Г). 

4.6. Експресије IL-33 и IL-33R су маркери туморске некрозе. Некроза је 

индикатор преживљавања код пацијената са карциномом дојке 

Као што је приказано на фигури 12, наше израчунавање и добијена ROC (енгл. Receiver 

operating characteristic) крива, указује да смањена експресија IL-33 може бити поуздан 

маркер некрозе (енгл. Area under the Receiver Operating Characteristic, AUROC=0,680; 

p=0,050). 

 

 

Фигура 12. Степен експресије IL-33 у туморским ћелијама указује на присуство некрозе у хуманом карциному 

дојке. Испитаници су подељени на две групе у зависности од присуства (n=20) или одсуства (n=20) некротичних поља у 

ткиву карцинома дојке. Имунохистохемијска експресија IL-33 је квантификована у туморским ћелијама и приказивана 

као проценат позитивних у односу на укупан број еваулираних ћелија. Статистичка значајност је утврђена применом 

ROC анализе. 
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Резултати јасно показују да оптимална гранична вредност у процентуалној 

заступљености IL-33 позитивних туморских ћелија износи 4% и да ова вредност 

омогућује јаснo раздвајање пацијената са и без некрозе у инвазивном дукталном 

карциному дојке (сензитивност 80,0%, специфичност 60,0%). Статистичка анализа је 

потврдила да смањена експресија IL-33 у туморским ћелијама може да укаже на присуство 

некрозе у туморском ткиву. 

Применом Kaplan Meier-ове криве и Mantel-Cox теста процењивали смо значај некрозе и 

експресије IL-33 на десетогодишње преживљавање пацијенткиња са карциномом дојке. 

Дестетогодишње преживљавање у групи тумора са некрозом је 30% у поређењу са групом 

тумора без детектабилне некрозе у којој преживљавање износи 70% (Mantel-Cox, p=0,020) 

(Фигура 13А). 
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Фигура 13. А. Присуство некрозе скраћује преживљавање код пацијената са карциномом дојке. Испитаници су 

подељени на две групе у зависности од присуства (n=20) или одсуства (n=20) некротичних поља у ткиву карцинома 

дојке.Б. Степен експресије IL-33 у туморским ћелијама не утиче на преживљавање пацијената са карциномом 

дојке. Имунохистохемијска експресија IL-33 је квантификована у туморским ћелијама и приказивана као проценат 

позитивних у односу на укупан број еваулираних ћелија, након чега су тумори подељени на групу са ниском (<4% 

позитивних туморских ћелија) (n=16) и високом експресијом (≥4% позитивних туморских ћелија) (n=24). Пацијенткиње 

су праћене у периоду од 10 година након операције. Статистичка значајност је анализирана применом Mantel Cox-овог 

теста и Kaplan Meier-ове криве. 

За анализу утицаја експресије IL-33 на преживљавање, применили смо граничне 

вредности нашег израчунавања и карциноми дојке су подељени на групу са ниском (<4% 

позитивних туморских ћелија) и високом експресијом (≥4% позитивних туморских 

ћелија). Наше израчунавање је показало да експресија IL-33 у туморским ћелијама 

статистички значајно не утиче на преживљавање пацијенткиња са карциномом дојке иако 
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је у групи позитивних карцинома, десетогодишње преживљавање било краће у односу на 

негативне туморе (41,7% vs. 62,5%) (Mantel-Cox, p=0,174) (Фигура 13Б). 

Анализирана је експресија IL-33 у стромалним ћелијама, као маркера некрозе и 

преживљавања пацијента. Експресија IL-33 у стромалним ћелијама није поуздан маркер за 

процену некрозе у ткиву хуманог карцинома дојке (AUROC 0,515, p=0,871) (Фигура 14А). 

Како на основу оваквог резултата нисмо успели да одредимо cut off вредност, стромалну 

експресију смо класификовали на две групе користећи препоруке за тестирање HER2 у 

карциному дојке. Поштујући ове критеријуме, тумори су класификовани на групу са 

ниском (≤10% позитивних ћелија) и високом (>10% позитивних ћелија) експресијом IL-33 

у ћелијама строме.  
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Фигура 14. А. Степен експресије IL-33 у ћелијама туморске строме не указује на присуство некрозе у хуманом 

карциному дојке. Испитаници су подељени на две групе у зависности од присуства (n=20) или одсуства (n=20) 

некротичних поља у ткиву карцинома дојке. Имунохистохемијска експресија IL-33 је квантификована у ћелијама 

туморске строме и приказивана као проценат позитивних у односу на укупан број еваулираних ћелија. Статистичка 

значајност је утврђена применом ROC анализе. Б. Степен експресије IL-33 у ћелијама туморске строме не утиче на 

преживљавање пацијенткиња са карциномом дојке. На основу експресије IL-33 у ћелијама туморске строме, сви 

тумори су подељени на групу са ниском (<10% позитивних ћелија строме) (n=12) и високом експресијом (≥10% 

позитивних ћелија строме) (n=28). Пацијенткиње су праћене у периоду од 10 година након операције. Статистичка 

значајност је анализирана применом Mantel Cox-овог теста и Kaplan Meier-ове криве. 

Анализирајући утицај стромалне експресије IL-33 на десетогодишње преживљавање 

пацијенткиња са карциномом дојке, закључили смо да експресија IL-33 у ћелијама 

туморске строме није добар маркер преживљавања (Mantel Cox, p=0,849) (Фигура 14Б). 

Десетогодишње преживљавање у обе групе пацијенткиња је износило око 50%. 
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Даљим израчунавањем ROC криве и процењујући експресију IL-33R у туморским 

ћелијама као маркера некрозе, утврдили смо да је експресија овог маркера уз „cut off“ од 

22,5% одличан параметар за процену некрозе у туморском ткиву карцинома дојке, при 

чему ниска експресија означава већу вероватноћу да су у ткиву тумора присутна 

некротична поља (AUROC=0,945, p<0,0001, сензитивност 90,0%, специфичност 80,0%) 

(Фигура 15А). За анализу утицаја експресије IL-33R у туморским ћелијама на 

преживљавање, карциноми дојке су подељени на групу са ниском (<22,5% позитивних 

ћелија) и високом експресијом (≥22,5% позитивних ћелија). 

Применом Kaplan Meier-ове криве и Mantel Cox-овог теста процењивали смо значај 

експресије IL-33R у туморским ћелијама на десетогодишње преживљавање пацијенткиња 

са карциномом дојке. Десетогодишње преживљавање у групи тумора са високом 

експресијом било је 54,5%, у поређењу са групом тумора у којој је детектован низак ниво 

експресије IL-33R и у којој је преживљавање било 44,5%. Ипак, није било статистички 

значајне разлике у преживљавању између ове две групе тумора (Mantel-Cox, p=0,427) 

(Фигура 15Б). 
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Фигура 15. A. Степен експресије IL-33R у туморским ћелијама указује на присуство некрозе у хуманом 

карциному дојке. Испитаници су подељени на две групе у зависности од присуства (n=20) или одсуства (n=20) 

некротичних поља у ткиву карцинома дојке. Имунохистохемијска експресија IL-33R је квантификована у туморским 

ћелијама и приказивана као проценат позитивних у односу на укупан број еваулираних ћелија. Б. Степен експресије IL-

33R у туморским ћелијама не утиче на преживљавање пацијенткиња са карциномом дојке. На основу експресије 

IL-33R у туморским ћелијама, сви тумори су подељени на групу са ниском (<22,5% позитивних туморских ћелија) 

(n=18) и високом експресијом (≥22,5% позитивних туморских ћелија) (n=22). Пацијенткиње су праћене у периоду од 10 

година након операције. Статистичка значајност је анализирана применом Mantel Cox-овог теста и Kaplan Meier-ове 

криве. 
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Експресија IL-33R у стромалним ћелијама се пoказала као поуздан маркер за процену 

присуства некрозе у ткиву хуманог карцинома дојке, при чему позитивност од ≥13,75% 

стромалних ћелија указује на постојање екстензивних некротичних поља у ткиву тумора 

(AUROC=0,905, p<0,0001, сензитивност 90,0%, специфичност 80,0%) (Фигура 16А). На 

основу овако детерминисане граничне вредности, сви тумори су подељени на групу са 

ниском (<13,75% позитивних ћелија) и високом експресијом (≥13,75% позитивних ћелија) 

IL-33R у ћелијама строме. 

Поредећи преживљавање између ове две групе тумора у нашој студији, степен експресије 

IL-33R у ћелијама строме није утицао на преживљавање пацијенткиња са карциномом 

дојке (Mantel Cox, p=0,158). Десетогодишње преживљавање у групи негативних тумора 

било је 60% насупрот 40% у групи позитивних тумора (Фигура 16Б). 
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Фигура 16. A. Степен експресије IL-33R у ћелијама туморске строме указује на присуство некрозе у хуманом 

карциному дојке. Испитаници су подељени на две групе у зависности од присуства (n=20) или одсуства (n=20) 

некротичних поља у ткиву карцинома дојке. Имунохистохемијска експресија IL-33R је квантификована у ћелијама 

туморске строме и приказивана као проценат позитивних у односу на укупан број еваулираних ћелија. Статистичка 

значајност је утврђена применом ROC анализе. Б. Степен експресије IL-33R у ћелијама туморске строме не утиче на 

преживљавање пацијенткиња са карциномом дојке. На основу експресије IL-33R у ћелијама строме, сви тумори су 

подељени на групу са ниском (<13,75% позитивних туморских ћелија) (n=20) и високом експресијом (≥13,75% 

позитивних туморских ћелија) (n=20). Статистичка значајност је анализирана применом Mantel Cox-овог теста и Kaplan 

Meier-ове криве. 

Применом Mann Whitney-јевог теста утврдили смо да је експресија IL-33 и IL-33R у 

ћелијама туморске строме већа у карцинома у којима смо детектовали поља некрозе. Иако 

је проценат стромалних ћелија које експримирају IL-33 већи у групи карцинома са 

детектабилним пољем некрозе (53,22 ± 5,69%) у односу на групу без некрозе (31,76 ± 

3,46%), ова разлика није статистички значајна (Mann Whitney-јев тест, p=0,082) (Фигура 
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17А). Са друге стране, експресија IL-33R у стромалним ћелијама је већа у групи са 

некрозом и разлика је статистички значајна (11,14 ± 2,99 vs. 30,27 ± 4,24%) (Mann 

Whitney-јев тест, p<0,0001) (Фигура 17Б). 
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Фигура 17. Испитаници су подељени на две групе у зависности од присуства (n=20) или одсуства (n=20) некротичних 

поља у ткиву карцинома дојке. А, Б. Некроза повећава експресију IL-33 и IL-33R у ћелијама туморске строме 

хуманог карцинома дојке. Имунохистохемијска експресија IL-33 и IL-33R је независно квантификована у стромалним 

ћелијама и приказивана као проценат позитивних у односу на укупан број еваулираних ћелија. Резултат је приказан као 

аритметичка средина ± SEM. Статистичка значајност је анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста.  

Како бисмо утврдили разлику у експресији VEGF-а и MVD у зависности од 

имунохистохемијске експресије IL-33 и IL-33R у ћелијама строме, све карциноме смо на 

основу позитивности поделили на две групе. На основу експресије IL-33 у ћелијама 

туморске строме, тумори су подељени на групу са ниском (<10% позитивних ћелија 

строме) и високом експресијом IL-33R (≥10% позитивних ћелија строме). Група са ниском 

експресијом IL-33R у ћелијама туморске строме је подразумевала <13,75%, док су тумори 

са ≥13,75% позитивних ћелија категорисани у групу са високом експресијом овог маркера. 

Од раније је познато да осовина IL33/IL-33R стимулише ангиогенезу и да су тумор-

инфилтришући леукоцити, као саставни део туморске строме, један од кључних елемената 

у том процесу. Из тог разлога смо анализирали експресију IL-33 и IL-33R и њихов ефекат 

на настанак нових крвних судова. 

Експресија VEGF-а у туморским ћелијама се не разликује између група са ниском (3,33 ± 

0,42) и високом (3,21 ± 0,26) експресијом IL-33 у стромалним ћелијама (Mann Whitney-јев 

тест, p=0,805) (Фигура 18А). Група карцинома која је имала високу стромалну експресију 
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IL-33R имала је нижу средњу вредност VEGF скора (2,74 ± 0,32) у поређењу са 

карциномима који су имали ниску (3,82 ± 0,21) стромалну IL-33R експресију (Mann 

Whitney-jev тест, p<0,0001) (Фигура 18Б).  
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Фигура 18. На основу експресије IL-33 у ћелијама туморске строме, сви тумори су подељени на групу са ниском (<10% 

позитивних ћелија строме) (n=12) и високом експресијом (≥10% позитивних ћелија строме) (n=28). У зависности од 

експресије IL-33R у ћелијама туморске строме, тумори су подељени на групу са ниском (<13,75% позитивних туморских 

ћелија) (n=20) и високом експресијом (≥13,75% позитивних туморских ћелија) (n=20). A. Експресија IL-33 у ћелијама 

туморске строме не утиче на експресију VEGF-а у туморским ћелијама карцинома дојке. Цитоплазматско бојење 

VEGF-а је скоровано у интервалу од 0 до 5: 0  = одсуство цитоплазматског бојења; 1=≤1% позитивних ћелија; 2  = 1–10% 

позитивних ћелија; 3 = 10–50% позитивних ћелија; 4  = 50-90% позитивних ћелија и 5 ≥ 90% позитивних ћелија. Б. У 

туморима са ниском експресијом IL-33R у ћелијама туморске строме повећана је експресија VEGF-а у туморским 

ћелијама. В, Г. Експресија IL-33 и IL-33R у ћелијама туморске строме повећава број новонасталих крвних судова 

у ткиву карцинома дојке. MVD је израчунавана на основу имунохистохемијског бојења на CD105, као средња 

вредност појединачних MVD, у три одабрана микроскопска фокуса, на увећању x200. Резултати су приказани као 

аритметичка средина ± SEM. Статистичка значајност је анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста. 

Насупрот експресији VEGF-а у туморским ћелијама, група тумора са високом експресијом 

IL-33 показује већу средњу вредност MVD (15,45 ± 2,66) у поређењу са групом карцинома 

која је имала ниску (22,46 ± 3,01) експресију IL-33 (Mann Whitney-јев тест, p=0,025) 
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(Фигура 18В). Такође, овај феномен је у складу са поређењем MVD у групама карцинома 

са ниском (14,18 ± 1,34) и високом (26,47 ± 2,25) експресијом IL-33R (Mann Whitney-јев 

тест, p<0,0001) (Фигура 18Г). 

4.7. Експресије IL-33 и IL-33R у туморским и ћелијама туморске строме 

хуманог карцинома дојке 

Како се IL-33 и IL-33R експримирају у ћелијама тумора и строме, испитивали смо однос 

између стромалне и туморске експресије ових белега.Упоређивали смо експресију IL-33 у 

туморским у односу на експресију истог маркера у стромалним ћелијама и обрнуто. 

Експресија IL-33 у туморским ћелијама значајно је већа у туморима у којима је ниска 

експресија IL-33 у стромалним ћелијама (19,58 ± 5,30 vs. 7,39 ± 2,04%) (Mann Whitney-јев 

тест, p=0,001; Фигура 19А). Разлика у експресији IL-33R у туморским ћелијама није 

статистички значајна између карцинома са ниском (30,0 ± 5,19%) и високом експресијом 

(22,50 ± 5,76%) стромалног IL-33 (Mann Whitney-јев тест, p=0,722) (Фигура 19Б). 

Анализирали смо однос између експресије IL-33 и IL-33R у ћелијама строме. Карциноми 

са ниском стромалном експресијом IL-33 показали су већу средњу вредност процентулне 

стромалне експресије IL-33R, али разлика није статистички значајна (23,05 ± 3,22 vs. 18,77 

± 3,33%) (Mann Whitney-јев тест, p=0,240) (Фигура 19В). Група карцинома са високом 

експресијом IL-33R у туморским ћелијама је имала већу средњу вредност процентуалне 

експресије IL-33 у туморским ћелијама, али разлика није статистички значајна (10,44 ± 

3,47 vs. 11,54 ± 3,51%) (Mann Whitney-јев тест, p=476) (Фигура 19Г). Код карцинома са 

ниском стромалном експресијом IL-33R, забележили смо статистички значајну већу 

експресију IL-33 (15,75 ± 3,91 vs. 6,35 ± 2,13%) (Mann Whitney-јев тест, p=0,003) и IL-33R 

(34,68 ± 6,16 vs. 24,12 ± 5,67%) (Mann Whitney-јев тест, p=0,044) у туморским ћелијама, у 

односу на групу са високом експресијом IL-33R у ћелијама туморске строме (Фигура 19Д 

и Ђ). 
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Фигура 19. Имунохистохемијска експресија IL-33 и IL-33R је независно квантификована у туморским и стромалним 

ћелијама и приказивана као проценат позитивних у односу на укупан број еваулираних ћелија. На основу граничних 

вредности за експресију сваког маркера посебно у туморским и ћелијама строме, тумори су класификовани у групе са 

ниском и високом експресијом. А, Б. Експресија IL-33, али не и IL-33R у туморским ћелијама карцинома дојке је 

значајно мања код тумора са високим степеном експресије IL-33 у ћелијама строме. В. Експресија IL-33R у 

стромалним ћелијама се значајно не разликује у зависности од степена експресије IL-33 у ћелијама строме. Г. 

Експресија IL-33 у туморским ћелијама се значајно не разликује у зависности од степена експресије IL-33R у 

туморским ћелијама. Д, Ђ. Смањена експресија IL-33R у ћелијама строме, повећава процентуалну заступљеност 

IL-33 и IL-33R позитивних туморских ћелија у хуманом карциному дојке. Резултати су приказани као аритметичка 

средина ± SEM. Статистичка значајност је анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста. 
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Пацијенте са тумором дојке смо поделили на групе на основу степена експресије IL-33 и 

IL-33R у туморским и ћелијама строме, а затим смо анализирали пречник тумора у 

новоформираним групама. Дијаметар тумора се није значајно разликовао између група 

пацијената са ниском (34,5 ± 3,51 mm) и високом експресијом туморског IL-33 (30,33 ± 

2,05 mm) (Mann Whitney-јев тест, p=0,435) (Фигура 20А). Такође, разлика у величини није 

значајна ни у групама са ниском (34,33 ± 3,36 mm) и високом експресијом IL-33 у 

стромалним ћелијама (31,0 ± 2,26 mm) (Mann Whitney-јев тест, p=0,404) (Фигура 20Б). 

Ипак, средња вредност пречника у групама ниске експресије туморског и стромалног IL-

33 је била у просеку већа. 

Различити нивои експресија IL-33R у туморским ћелијама нису утицали на дијаметар 

тумора (33,89 ± 3,55 vs. 30,45 ± 1,78 mm) (Mann Whitney-јев тест, p=0,784) (Фигура 20В). 

Супротно овоме, пацијенткиње у чијим туморима је детектована висока експресија IL-33R 

у стромалним ћелијама у просеку су имале већи пречник тумора (36,90 ± 3,02 mm) у 

односу на пацијенткиње са туморима ниске стромалне експресије IL-33R (27,10 ± 1,63 

mm) (Mann Whitney-јев тест, p=0,022) (Фигура 20Г). 

  



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

 

144 
 

 

 

А 

 

Б 

 

 

В 

 

Г 

 
 

Фигура 20. Имунохистохемијска експресија IL-33 и IL-33R је независно квантификована у туморским и стромалним 

ћелијама као проценат позитивних у односу на укупан број еваулираних ћелија. На основу граничних вредности за 

експресију сваког маркера посебно у туморским и ћелијама строме, тумори су класификовани у групе са ниском и 

високом експресијом. А-В. Дијаметар тумора се значајно не разликује између група са ниском и високом 

експресијом IL-33 у туморским и ћелијама строме, као и IL-33R у туморским ћелијама. Г. Тумори са већим 

пречником показују висок степен експресије IL-33R у ћелијама туморске строме. Резултати су приказани као 

аритметичка средина ± SEM. Статистичка значајност је анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста. 
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4.8. Некроза је параметар лоше прогнозе у хуманом карциному дојке 

У наставку истраживања, анализирали смо експресију маркера ER, PR, HER2 и p53 у 

туморском ткиву у пацијената класификованих на две групе у зависности од присуства 

некрозе у туморском ткиву. Експресија маркера ER, PR, HER2 и p53 у туморским 

ћелијама одређивана је имунохистохемијском методом. Средња вредност скора за 

експресију ER је статистички значајно већа у групи карцинома у којима нису детектована 

подручја некротичног ткива (7,1 ± 0,18) у односу на карциноме са некрозом (2,4 ± 0,99) 

(Mann Whitney-jev тест, p<0,0001) (Фигура 21А, Слика 8). Аналогно експресији ER, 

експресија PR је већа у групи карцинома без некрозе а разлика је високо статистички 

значајна (5,6 ± 0,76 vs. 1,5 ± 0,82) (Mann Whitney-јев тест, p=0,005) (Фигура 21Б, Слика 8). 

Процентуална заступљеност HER2 позитивних карцинома дојке није се статистички 

значајно разликовала у групама карцинома, са и без некрозе (χ
2
 тест, p=0,236) (Табела 16, 

Слика 8). Анализом експресије p53, утврдили смо статистички значајну разлику у средњој 

вредности Allred скора између група карцинома. Значајно мањи скор, детектован је у 

групи без (2,1 ± 0,82) у односу на групу са присутним пољима некрозе (4,5 ± 0,92) (Mann 

Whitney-јев тест, p=0,008) (Фигура 21В, Слика 9). 

Nottingham-ов прогностички индекс (енгл. Nottingham prognostic index, NPI) је један од 

параметара прогнозе болести након оперативног лечења карцинома дојке. Израчунава 

следећом формулом: 

NPI = 0,2 x величина тумора(cm) + градус(1-3) + нодални статус (1-3)  

Имунохистохемијски прогностички индекс (енгл. Immunohistochemical prognostic index, 

IHPI) је настао у новије време, као резултат имунохистохемијске детекције различитих 

онкогена. Израчунава се сабирањем појединачних скорова за четири имунохистохемијска 

белега: p53 и HER2 позитивни тумори се оцењују са 1, а негативни са 0. Тумори са 

експресијом естрогених и прогестеронских рецептора добијају 0 бодова, а без ове 

експресије 1. 

У групи карцинома са некротичним подручјима установили смо, статистички значајну, 

већу, средњу вредност NPI у поређењу са карциномима без некротичних поља (2,65 ± 0,54 

vs. 5,23 ± 0,55) (Mann Whitney-јев тест, p=0,005) (Фигура 21Г).  
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Група тумора у којој су детектована поља некрозе показала је, статистички значајну, већу, 

средњу вредност IHPI скора у поређењу са карциномима без некротичних поља (0,7 ± 0,21 

vs. 2,4 ± 0,27) (Mann Whitney-јев тест, p=0,001) (Фигура 21Д). 

Код пацијената са карциномом дојке у којима су детектована поља некрозе, утврђен је 

већи проценат метастатски измењених лимфних чворова аксиле (27,64 ± 6,71%) у односу 

на групу тумора у којима некроза није била присутна (19,45 ± 7,59%), али разлика није 

статистички значајна (Mann Whitney-јев тест, p=0,105) (Фигура 21Ђ). Ипак, инвазија 

лимфних судова има већи удео у карциномима са некрозом у односу на туморе без 

детектабилних поља некрозе (χ
2
 тест, p=0,236) (Табела 16, Слика 10). 

Повезаност некрозе са другим клиничкопатолошким параметрима приказана је у табели 

16. 
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Фигура 21. Експресија маркера ER, PR и p53, вредности NPI и IHPI скорова, као и процентуална заступљеност 

метастатски измењених лимфних чворова аксиле карцинома дојке у односу на туморску некрозу. Испитаници су 

подељени на две групе у зависности од присуства (n=20) или одсуства (n=20) некротичних поља у ткиву карцинома 

дојке. А-Г. Експресије ER, PR и p53 белега су анализиране имунохистохемијском методом. Вредност NPI скора је 

израчунавана према формули: 0,2 x величина тумора(cm) + градус(1-3) + нодални статус. IHPI скор је израчунаван 

сабирањем појединачних скорова за туморску позитивност на ER, PR, HER2 и p53 белеге. Резултати су приказани као 

аритметичка средина ± SEM. Статистичка значајност је анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста. 
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  Некроза  

ВАРИЈАБЛА 
 

ОДСУТНА ПРИСУТНА p 

HER2 
Негативни 18 (56,3%) 14 (43,8%) 

0,236 
Позитивни 2 (25,0%) 6 (75,0%) 

Хистолошки градус 
I+II 20 (83,3%) 4 (16,7%) 

<0,0001 
III 0 (0%) 16 (100%) 

Нуклеарни градус 
I+II 19 (82,6%) 4 (17,4%) 

<0,0001 
III 1 (5,9%) 16 (94,1%) 

Митотски индекс 
I+II 20 (55,6%) 16 (44,4%) 

0,114 
III 0 (0%) 4 (100%) 

Инвазија крвних судова  
Негативни 14 (53,8%) 12 (46,2%) 

0,740 
Позитивни 6 (42,9%) 8 (57,1%) 

Инвазија лимфних судова 
Негативни 12 (75,0%) 4 (25,0%) 

0,024 
Позитивни 8 (33,3%) 16 (66,7%) 

Перинеурална инвазија 
Негативни 6 (100%) 0 (0%) 

0,027 
Позитивни 14 (41,2%) 20 (58,8%) 

Стромална мононукларна 

реакција 

I+II 20 (58,8%) 14 (41,2%) 
0,027 

III 0 (0%) 6 (100%) 

Статус аксиларних лимфних 

нодуса 

Негативни 14 (70,0%) 6 (30,0%) 
0,027 

Позитивни 6 (30,0%) 14 (70,0%) 

 

χ
2 
тест 

 

    

 

Табела 16. Патохистолошки параметри тумора дојке у односу на присуство некрозе. Студија обухвата 40 

пацијенткиња са инвазивним дукталним карциномом дојке које су категорисане у групу без (n=20) и са (n=20) 

детектованом некрозом у туморском ткиву. Анализирани параметри су одређивани микроскопском анализом ткивних 

пресека бојених стандардном хематоксилин-еозин методом. Статистичка значајност је тестирана χ2 тестом. 
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Слика 8. ER/PR/HER2 статус у зависности од присуства некрозе у ткиву хуманог карцинома дојке. 

Репрезентативне микрофотографије показују одсуство некрозе у туморима са високом експресијом ER и PR насупрот ER 

и PR негативним туморима. HER2 позитивност је присутна у туморима без обзира да ли су микроскопском анализом 

уочена поља некрозе (оригинално увећање x100, референтна линија 200μm). 
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Слика 9. Експресија p53 у зависности од присуства некрозе у ткиву хуманог карцинома дојке. Репрезентативне 

микрофотографије показују високу експресију p53 u тумору у коме су уочена поља некрозе насупрот p53 негативном 

карциному дојке (оригинално увећање x200, референтна линија x100μm). 

 

 

 

Слика 10. Инвазија лимфних судова у зависности од присуства некрозе у ткиву хуманог карцинома дојке. 

Репрезентативне микрофотографије показују туморске ћелије у лимфном суду карцинома у коме су уочена поља некрозе 

насупрот тумору без детектованих поља некрозе (оригинално увећање x100, референтна линија 200μm; оригинално 

увећање x200, референтна линија x100μm). 
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4.9. Висока експресија IL-33 у туморским ћелијама карцинома дојке 

указује на биолошки мање агресивну форму тумора 

Пацијенте са тумором дојке класификовали смо у две групе на основу степена експресије 

IL-33 у туморским ћелијама. Према граничној вредности нашег истраживања, групу 

тумора са ниском експресијом (n=16) чине пацијенти са <4% IL-33
+
, насупрот групи са 

високом експресијом (n=24) у којима је детектовано ≥4% IL-33 позитивних туморских 

ћелија. У овако формираним групама анализирали смо клиничко-патолошке параметре. 

Средња вредност скора за експресију ER није статистички значајно измењена у групи 

карцинома са повећаном (5,08 ± 0,63) у односу на карциноме са ниском експресијом IL-33 

(4,25 ± 0,86) (Mann Whitney-јев тест, p=0,416) (Фигура 22А). Такође, разлика у средњој 

вредности скора за експресију PR није статистички значајна између ове две групе (3,75 ± 

0,83 vs. 3,42 ± 0,64) (Mann Whitney-јев тест, p=0,687) (Фигура 22Б). Aнализом експресије 

HER2, нисмо утврдили статистички значајну разлику у процентуалној заступљености 

позитивних карцинома у зависности од степена експресије IL-33 у туморским ћелијама (χ
2
 

тест, p=0,809) (Табела 17). У групи карцинома са ниском експресијом IL-33 средња 

вредност Allred скора за p53 била је статистички значајно већа (4,75 ± 0,94) у односу на 

карциноме са повећаном експресијом IL-33 у туморским ћелијама (2,25 ± 0,82) (Mann 

Whitney-јев тест, p=0,007) (Фигура 22В). 

Већа вредност, NPI скора забележена је у групи карцинома са ниском експресијом 

туморског IL-33 (4,94 ± 0,71 vs. 3,27 ± 0,71) (Mann Whitney-јев тест, p=0,013) (Фигура 22Г) 

док се вредност IHPI није значајно разликовала између испитиваних група (1,87 ± 0,27 vs. 

1,33 ± 0,23) (Mann Whitney-јев тест, p=0,134) (Фигура 22Д). 

Код пацијената са високом експресијом IL-33 у ћелијама тумора, утврђен је мањи 

проценат метастатски измењених лимфних чворова аксиле (17,58 ± 8,94%) у односу на 

групу тумора у којима је детектован низак ниво експресије IL-33 (32,50 ± 12,12%). Разлика 

је на граници статистичке значајности (Mann Whitney-јев тест, p=0,051) (Фигура 22Ђ). 

Повезаност експресије IL-33 са стандардним патохистолошким параметрима смо 

анализирали применом χ
2
 и Mann Whitney-јевог теста и резултати су приказани у табели 

17. 
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Фигура 22. Висока експресија p53 и IHPI скора код пацијената са ниском експресијом IL-33 у туморским 

ћелијама. Имунохистохемијска експресија IL-33 је квантификована у туморским ћелијама као проценат позитивних у 

односу на укупан број еваулираних ћелија. На основу експресије IL-33 у туморским ћелијама, тумори су подељени на 

групу са ниском (<4% позитивних туморских ћелија) (n=16) и високом експресијом (≥4% позитивних туморских ћелија) 

(n=24). А.- Г. Експресије ER, PR и p53 белега су анализиране имунохистохемијском методом. Вредност NPI скора је 

израчунавана према формули: 0,2 x величина тумора(cm) + градус(1-3) + нодални статус. IHPI скор је израчунаван 

сабирањем појединачних скорова за туморску позитивност на ER, PR, HER2 и p53 белеге. Резултати су приказани као 

аритметичка средина ± SEM. Статистичка значајност је анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста. 
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  Експресија IL-33 у 

туморским ћелијама 

 

ВАРИЈАБЛА 
 

НИСКА ВИСОКА p 

HER2 
Негативни 12 (37,5%) 20 (62,5%) 

0,809 
Позитивни 4 (50,0%) 4 (50,0%) 

Хистолошки градус 
I+II 6 (25,0%) 18 (75,0%) 

0,041 
III 10 (62,5%) 6 (37,5%) 

Нуклеарни градус 
I+II 6 (26,1%) 17 (73,9%) 

0,078 
III 10 (58,8%) 7 (41,2%) 

Митотски индекс 
I+II 12 (33,3%) 24 (67,7%) 

0,041 
III 4 (100%) 0 (0%) 

Инвазија крвних судова  
Негативни 8 (30,8%) 18 (69,2%) 

0,199 
Позитивни 8 (57,1%) 6 (42,9%) 

Инвазија лимфних судова 
Негативни 6 (37,5%) 10 (62,5%) 

0,792 
Позитивни 10 (41,7%) 14 (58,3%) 

Перинеурална инвазија 
Негативни 0 (0%) 6 (100%) 

0,086 
Позитивни 16 (47,1%) 18 (52,9%) 

Стромална мононукларна 

реакција 

I+II 12 (35,3%) 22 (64,7%) 
0,320 

III 4 (66,7%) 2 (33,3%) 

Статус аксиларних лимфних 

нодуса 

Негативни 4 (20,0%) 16 (80,0%) 
0,024 

Позитивни 12 (60,0%) 8 (40,0%) 

 

χ
2 
тест 

 

    

 

Табела 17. Заступљеност патохистолпатолошких параметара у ткиву хуманог карцинома дојке у односу на 

експресију IL-33 у туморским ћелијама. Студија обухвата 40 пацијенткиња са инвазивним дукталним карциномом 

дојке које су категорисане у групу са ниском (n=16) и високом експресијом (n=24) IL-33 у туморским ћелијама. 

Анализирани параметри су одређивани микроскопском анализом ткивних пресека бојених стандардном хематоксилин-

еозин методом. Статистичка значајност је тестирана χ2 тестом. 
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4.10. Висока експресија IL-33 у стромалним ћелијама карцинома дојке 

праћена је појачаном експресијом p53 у туморским ћелијама 

Пацијенте са тумором дојке класификовали смо у две групе на основу степена експресије 

IL-33 у ћелијама туморске строме. Група тумора са ниском експресијом (n=12) је 

подразумевала <10% IL-33
+
 стромалних ћелија, насупрот групи са високом експресијом 

(n=28) у којима је детектовано ≥10% IL-33 позитивних ћелија туморске строме. Средње 

вредности скорова за експресију ER нису се статистички значајно разликовале између 

група са ниском (4,66 ± 0,99) и повећаном експресијом стромалног IL-33 (4,78 ± 0,60) 

(Mann Whitney-јев тест, p=0,804) (Фигура 23А). Такође, разлика у средњој вредности 

скора за експресију PR, иако већа у групи карцинома са високом експресијом IL-33, није 

се статистички значајно разликовала између ове две групе (3,17 ± 0,97 vs. 3,71 ± 0,59) 

(Mann Whitney-јев тест, p=0,622) (Фигура 23Б). Анализом експресије HER2, нисмо 

утврдили разлику у процентуалној заступљености позитивник карцинома у зависности од 

степена експресије IL-33 у стромалним ћелијама (χ
2
 тест, p=0,343) (Табела 18). У групи 

карцинома са високом експресијом IL-33 средња вредност Allred скора за p53 била је 

статистички значајно већа (3,86 ± 0,51) у односу на карциноме са ниском експресијом IL-

33 у стромалним ћелијама (1,83 ± 0,89) (Mann Whitney-јев тест, p=0,037) (Фигура 23В). 

Поређењем средњих вредности NPI нисмо забележели статистички значајну разлику 

између испитиваних група карцинома (3,52 ± 0,67 vs. 4,12 ± 0,38) (Mann Whitney-јев тест, 

p=0,407) (Фигура 23Г). Такође, средње вреднсти IHPI се нису разликовале између група са 

ниском (1,50 ± 0,38) и високом стромалном експресијом IL-33 (1,57 ± 0,20) (Mann 

Whitney-јев тест, p=0,805) (Фигура 23Д). 

Код пацијената са високом експресијом IL-33 у ћелијама туморске строме, је забележен 

већи, али не и статистички значајан, проценат метастатски измењених лимфних чворова 

аксиле (27,76 ± 6,65%) у односу на групу тумора у којима је детектован низак ниво 

експресије IL-33 (13,73 ± 5,93%) (Mann Whitney-јев тест, p=0,256) (Фигура 23Ђ). 

Повезаност експресије IL-33 у стромалним ћелијама са стандардним патохистолошким 

параметрима смо анализирали применом χ
2
 и резултати су приказани у табели 18. 
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Фигура 23. Висока експресија p53 у тумору дојке са високом експресијом IL-33 у ћелијама строме. 

Имунохистохемијска експресија IL-33 је квантификована у ћелијама туморске строме као проценат позитивних у односу 

на укупан број еваулираних ћелија. На основу експресије IL-33 у ћелијама туморске строме, сви тумори су подељени на 

групу са ниском (<10% позитивних ћелија строме) (n=12) и високом експресијом (≥10% позитивних ћелија строме) 

(n=28). А.–Г. Експресије ER, PR и p53 белега су анализиране имунохистохемијском методом. Вредност NPI скора је 

израчунавана према формули: 0,2 x величина тумора(cm) + градус(1-3) + нодални статус. IHPI скор је израчунаван 

сабирањем појединачних скорова за туморску позитивност на ER, PR, HER2 и p53 белеге. Резултати су приказани као 

аритметичка средина ± SEM. Статистичка значајност је анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста. 
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  Експресија IL-33 у 

ћелијама строме 

 

ВАРИЈАБЛА 
 

НИСКА ВИСОКА p 

HER2 
Негативни 8 (25,0%) 24 (75,0%) 

0,343 
Позитивни 4 (50,0%) 4 (50,0%) 

Хистолошки градус 
I+II 8 (33,3%) 16 (66,7%) 

0,833 
III 4 (25,0%) 12 (75,0%) 

Нуклеарни градус 
I+II 8 (34,8%) 15 (65,2%) 

0,675 
III 4 (23,5%) 13 (76,5%) 

Митотски индекс 
I+II 12 (33,3%) 24 (67,7%) 

0,421 
III 0 (0%) 4 (100%) 

Инвазија крвних судова  
Негативни 8 (30,8%) 18 (69,2%) 

0,885 
Позитивни 4 (28,6%) 10 (71,4%) 

Инвазија лимфних судова 
Негативни 4 (25,0%) 12 (75,0%) 

0,833 
Позитивни 8 (33,3%) 16 (66,7%) 

Перинеурална инвазија 
Негативни 4 (66,7%) 2 (33,3%) 

0,100 
Позитивни 8 (23,5%) 26 (76,5%) 

Стромална мононукларна 

реакција 

I+II 12 (35,3%) 22 (64,7%) 
0,209 

III 0 (0%) 6 (100%) 

Статус аксиларних лимфних 

нодуса 

Негативни 8 (40,0%) 12 (60,0%) 
0,301 

Позитивни 4 (20,0%) 16 (80,0%) 

 

χ
2 
тест 

 

    

 

Табела 18. Заступљеност стандардних патохистолошких параметара карцинома дојке у зависности од експресије 

IL-33 у ћелијама строме. Студија обухвата 40 пацијенткиња са инвазивним дукталним карциномом дојке које су 

категорисане у групу са ниском (n=12) и високом експресијом (n=28) IL-33 у ћелијама строме. Анализирани параметри 

су одређивани микроскопском анализом ткивних пресека бојених стандардном хематоксилин-еозин методом. 

Статистичка значајност је тестирана χ2 тестом. 
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4.11. Висока експресија IL-33R у туморским ћелијама карцинома дојке 

указује на биолошки мање агресивну форму тумора 

Пацијенте са тумором дојке класификовали смо у две групе на основу степена експресије 

IL-33R у туморским ћелијама. Према граничној вредности нашег истраживања, групу 

тумора са ниском експресијом (n=16) чинили су они са <22,5% IL-33R
+
 туморских ћелија, 

насупрот групи са високом експресијом (n=24) у којима је детектовано ≥22,5% позитивних 

туморских ћелија. Експресија ER је значајно већа у групи карцинома са повећаном (5,72 ± 

0,60) у односу на карциноме са ниском експресијом IL-33R у туморским ћелијама (3,56 ± 

0,79) (Mann Whitney-јев тест, p=0,014) (Фигура 24А). Такође, експресија PR је значајно 

већа у групи карцинома са високом експресијом туморског IL-33R (2,11 ± 0,62 vs. 4,73 ± 

0,67) (Mann Whitney-јев тест, p=0,006) (Фигура 24Б). Анализом експресије HER2, нисмо 

утврдили статистички значајну разлику у процентуалној заступљености HER2 позитивних 

карцинома, у зависности од степена експресије IL-33R (χ
2
 тест, p=0,131). У групи 

карцинома са ниском експресијом IL-33R у туморским ћелијама, средња вредност Allred 

скора за p53 није била статистички значајно већа (3,77 ± 0,63) у односу на карциноме са 

повећаном експресијом IL-33R у туморским ћелијама (2,82 ± 0,66) (Mann Whitney-јев тест, 

p=0,235) (Фигура 24В). 

Статистички значајно већа вредност NPI је забележена у групи карцинома са ниском 

експресијом туморског IL-33R (4,68 ± 0,44 vs.3,34 ± 0,46) (Mann Whitney-јев тест, p=0,019) 

(Фигура 24Г). У складу са овим налазом, средња вредност IHPI је била већа у истој групи 

карцинома (2,11 ± 0,21), у поређењу са групом карцинома у чијим ћелијама је детектована 

висока експресија туморског IL-33R (3,34 ± 0,46) (Mann Whitney-јев тест, p=0,004) 

(Фигура 24Д). 

Проценат метастатски измењених лимфних чворова аксиле се није значајно разликовао 

између група тумора са високом (22,42 ± 6,77%) и ниском (24,93 ± 7,77%) експресијом IL-

33R у туморским ћелијама (Mann Whitney-јев тест, p=0,727) (Фигура 24Ђ). Повезаност 

експресије IL-33R у туморским ћелијама, са стандардним патохистолошким параметрима, 

смо анализирали применом χ
2
 теста и резултати су приказани у табели 19. 
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Фигура 24. Висока експресија ER и PR, као и мање вредности NPI и IHPI у карциному дојке са високом 

експресијом IL-33R у туморским ћелијама. Имунохистохемијска експресија IL-33R је квантификована у туморским 

ћелијама као проценат позитивних у односу на укупан број еваулираних ћелија. На основу експресије IL-33R у 

туморским ћелијама, сви тумори су подељени на групу са ниском (<22,5% позитивних туморских ћелија) (n=18) и 

високом експресијом (≥22,5% позитивних туморских ћелија) (n=22). А.-Г. Експресије ER, PR и p53 белега су 

анализиране имунохистохемијском методом. Вредност NPI скора је израчунавана према формули: 0,2 x величина 

тумора(cm) + градус(1-3) + нодални статус. IHPI скор је израчунаван сабирањем појединачних скорова за туморску 

позитивност на ER, PR, HER2 и p53 белеге. Резултати су приказани као аритметичка средина ± SEM. Статистичка 

значајност је анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста. 

0 

2 

4 

6 

8 

E
R

 е
к

с
п

р
е
с
и

ја
 (

с
к

о
р

) 

IL-33R+ туморске ћелије 

p=0,014 

0 

2 

4 

6 

8 

P
R

 е
к

с
п

р
е
с
и

ја
 (

с
к

о
р

) 

IL-33R+ туморске ћелије 

p=0,006 

0 

2 

4 

6 

8 

p
5

3
 е

к
с
п

р
е
с
и

ја
 (

с
к

о
р

) 

IL-33R+ туморске ћелије 

p=0,235 

0 

2 

4 

6 

8 

N
P

I 

IL-33R+ туморске ћелије 

p=0,019 

0 

1 

2 

3 

4 

IH
P

I 

IL-33R+ туморске ћелије 

p=0,004 

0 

10 

20 

30 

40 

п
о

зи
т
и

в
н

и
 л

и
м

ф
н

и
 ч

в
о

р
о

в
и

 а
к

с
и

л
е
 

(%
) 

IL-33R+ туморске ћелије 

p=0,727 



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

 

159 
 

  Експресија IL-33R у 

туморским ћелијама 

 

ВАРИЈАБЛА 
 

НИСКА ВИСОКА p 

HER2 
Негативни 12 (37,5%) 20 (62,5%) 

0,131 
Позитивни 6 (75,0%) 2 (25,0%) 

Хистолошки градус 
I+II 6 (25,0%) 18 (75,0%) 

0,005 
III 12 (75,0%) 4 (25,0%) 

Нуклеарни градус 
I+II 5 (21,7%) 18 (78,3%) 

0,002 
III 13 (76,5%) 4 (23,5%) 

Митотски индекс 
I+II 16 (44,4%) 20 (55,6%) 

0,832 
III 2 (50,0%) 2 (50,0%) 

Инвазија крвних судова  
Негативни 12 (46,2%) 14 (53,8%) 

0,842 
Позитивни 6 (42,9%) 8 (57,1%) 

Инвазија лимфних судова 
Негативни 6 (37,5) 10 (62,5%) 

0,650 
Позитивни 12 (50,0%) 12 (50,0%) 

Перинеурална инвазија 
Негативни 0 (0%) 6 (100%) 

0,050 
Позитивни 18 (52,9%) 6 (47,1%) 

Стромална мононукларна 

реакција 

I+II 16 (47,1%) 18 (52,9%) 
0,859 

III 2 (33,3%) 4 (66,7%) 

Статус аксиларних лимфних 

нодуса 

Негативни 8 (40,0%) 12 (60,0%) 
0,751 

Позитивни 10 (50,0%) 10 (50,0%) 

Проценат позитивних 

аксиларних лимфних нодуса 

 
24,93 ± 7,77 22,42 ± 6,77 0,727 

 

χ
2 
тест 

 

    

 

Табела 19. Заступљеност стандардних патохистолошких параметара карцинома дојке у односу на експресију IL-

33R у туморским ћелијама. Студија обухвата 40 пацијенткиња са инвазивним дукталним карциномом дојке које су 

категорисане у групу са ниском (n=18) и високом експресијом (n=22) IL-33R у туморским ћелијама. Анализирани 

параметри су одређивани микроскопском анализом ткивних пресека бојених стандардном хематоксилин-еозин методом. 

Статистичка значајност је тестирана χ2 тестом. 
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4.12. Висока експресија IL-33R у ћелијама строме указује на биолошки 

агресивну форму карцинома дојке 

Пацијенте са тумором дојке класификовали смо у две групе на основу степена експресије 

IL-33R у ћелијама туморске строме. Према граничној вредности нашег истраживања, 

група тумора са ниском експресијом (n=20) је подразумевала ткива са <13,75% IL-33R
+
 

стромалних ћелија, насупрот групи са високом експресијом (n=20) у којима је детектовано 

≥13,75% IL-33R позитивних ћелија строме. Експресија ER је била статистички значајно 

већа у групи карцинома са ниском (5,6 ± 3,9) у односу на карциноме са високом 

експресијом IL-33R у ћелијама строме (3,9 ± 0,75) (Mann Whitney-јев тест, p=0,047) 

(Фигура 25А). Разлика у средњој вредности скора за експресију PR није се статистички 

значајно разликовала између ове две групе (4,1 ± 0,67 vs. 3,0 ± 0,75) (Mann Whitney-јев 

тест, p=0,337) (Фигура 25Б). Анализом експресије HER2, нисмо утврдили статистички 

значајну разлику у процентуалној заступљености позитивних карцинома, у зависности од 

степена експресије IL-33R у стромалним ћелијама (χ
2
 тест, p=0,236). Средња вредност 

Allred скора за p53 није се значајно разликовала између карцинома са ниском (2,8 ± 0,67) и 

високом експресијом IL-33R у стромалним ћелијама (3,7 ± 0,64) (Mann Whitney-јев тест, 

p=0,368) (Фигура 25В). 

Статистички значајно већа вредност NPI је забележена у групи карцинома са високом 

експресијом стромалног IL-33R (2,74 ± 0,34 vs. 5,14 ± 0,43) (Mann Whitney-јев тест, 

p<0,0001) (Фигура 25Г). Средња вредност IHPI је била статистички значајно већа у групи 

карцинома са високом (1,9 ± 0,24), у поређењу са групом карцинома у чијим ћелијама је 

детектована ниска експресија стромалног IL-33R (1,2 ± 0,25) (Mann Whitney-јев тест, 

p=0,048) (Фигура 25Д). 

Код пацијената са високом експресијом IL-33R у ћелијама туморске строме, забележен je 

значајно већи, проценат метастатски измењених лимфних чворова аксиле (33,53 ± 6,66%) 

у односу на групу тумора у којима је детектован низак ниво експресије IL-33R (13,57 ± 

7,05%) (Mann Whitney-јев тест, p=) (Фигура 25Ђ). 

Повезаност експресије IL-33R у ћелијама строме са стандардним патохистолошким 

параметрима смо анализирали применом χ
2
 теста и резултати су приказани у табели 20. 
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Фигура 25. Мања вредност ER и веће вредности NPI и IHPI у туморском ткиву пацијената са високом 

експресијом IL-33R у ћелијама туморске строме. Имунохистохемијска експресија IL-33R је квантификована у 

ћелијама туморске строме као проценат позитивних у односу на укупан број еваулираних ћелија.На основу експресије 

IL-33R у ћелијама строме, сви тумори су подељени на групу са ниском (<13,75% позитивних туморских ћелија) (n=20) и 

високом експресијом (≥13,75% позитивних туморских ћелија) (n=20). А.-Г. Експресије ER, PR и p53 белега су 

анализиране имунохистохемијском методом. Вредност NPI скора је израчунавана према формули: 0,2 x величина 

тумора(cm) + градус(1-3) + нодални статус. IHPI скор је израчунаван сабирањем појединачних скорова за туморску 

позитивност на ER, PR, HER2 и p53 белеге. Резултати су приказани као аритметичка средина ± SEM. Статистичка 

значајност је анализирана применом Маnn Whitney-јевог теста. 
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  Експресија IL-33R у 

ћелијама строме 

 

ВАРИЈАБЛА 
 

НИСКА ВИСОКА p 

HER2 
Негативни 18 (56,3%) 14 (43,8%) 

0,236 
Позитивни 2 (25,0%) 6 (75,0%) 

Хистолошки градус 
I+II 16 (66,7%) 8 (33,3%) 

0,024 
III 4 (25,0%) 12 (75,0%) 

Нуклеарни градус 
I+II 15 (65,2%) 8 (34,8%) 

0,055 
III 5 (29,4%) 12 (70,6%) 

Митотски индекс 
I+II 20 (55,6%) 16 (44,4) 

0,114 
III 0 (0%) 4 (100%) 

Инвазија крвних судова  
Негативни 16 (61,5%) 10 (38,5%) 

0,097 
Позитивни 4 (28,6%) 10 (71,4%) 

Инвазија лимфних судова 
Негативни 12 (75,0%) 4 (25,0%) 

0,024 
Позитивни 8 (33,3%) 16 (66,7%) 

Перинеурална инвазија 
Негативни 6 (100%) 0 (0%) 

0,027 
Позитивни 14 (41,2%) 20 (58,8%) 

Стромална мононукларна 

реакција 

I+II 20 (58,8%) 14 (41,2%) 
0,027 

III 0 (0%) 6 (100%) 

Статус аксиларних лимфних 

нодуса 

Негативни 16 (80,0%) 4 (20,0%) 
0,001 

Позитивни 4 (20,0%) 16 (80,0%) 

 

χ
2 
тест 

 

    

 

Табела 20. Заступљеност стандардних патохистолошких параметара карцинома дојке у односу на експресију IL-

33R у ћелијама строме. Студија обухвата 40 пацијенткиња са инвазивним дукталним карциномом дојке које су 

категорисане у групу са ниском (n=20) и високом експресијом (n=20) IL-33R у ћелијама строме. Анализирани параметри 

су одређивани микроскопском анализом ткивних пресека бојених стандардном хематоксилин-еозин методом. 

Статистичка значајност је тестирана χ2 и Mann Whitney-јевим тестом. 
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ДИСКУСИЈА 

У до сада објављеној и нама доступној литератури није испитана улога сигналног пута IL-

33/IL-33R у развоју некрозе у тумору. Наша студија по први пут показује да делеција гена 

за IL-33R значајно убрзава развој некрозе у ткиву примарног карцинома дојке. Присуство 

IL-33R праћено је смањеном некрозом и убрзаним растом тумора. Уз то, наша студија је 

показала истовремено присуство и природу повезаности експресије IL-33 и IL-33R у 

туморским и ћелијама строме карцинома дојке. 

Први део истраживања базиран је на испитивању да ли недостатак сигналног пута IL-

33/IL-33R утиче на биологију тумора и генезу некрозе у анималном моделу 4T1 

карцинома дојке. Показали смо да је делеција гена за IL-33R повезана са споријим растом 

примарног тумора, промоцијом некрозе и смањеном експресијом проангиогених IL-33 и 

VEGF-а (енгл. Vascular endothelial growth factor) у туморским ћелијама. 

Други део истраживања је усмерен на анализу експресије IL-33 и IL-33R у туморским и 

ћелијама строме хуманог тумора дојке, у зависности од присуства некрозе као и њихову 

повезаност са експресијом VEGF-а и MVD (енгл. Microvessel density). Овај део 

истраживања је потврдио налазе на експерименталном моделу и показао повећану 

експресију IL-33, IL-33R и VEGF-а у туморима без детектибилних поља некрозе, 

позитивну корелацију експресије IL-33 и VEGF-а, као и инверзну корелацију експресије 

IL-33 и IL-33R у туморским и ћелијама строме у хуманом карциному дојке. 

У трећем делу наше студије анализирали смо повезаност некрозе, као и експресије IL-33 и 

IL-33R са стандардним клиничкопатолошким параметрима у хуманом карциному дојке. 

Добијени подаци указују да је смањена експресија IL-33, IL-33R и VEGF-а повезана са 

повољнијим исходом болести. 
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5.1 In vivo ефекат одсуства рецептора за IL-33 на настанак некрозе у 

тумору дојке 

5.1.1. Делеција гена за IL-33R појачава некрозу и успорава раст мишјег тумора дојке. 

Процентуaлну заступљеност некрозе у туморском ткиву смо квантификовали применом 

програмског пакета Image Pro Plus (Image Pro Plus v.6.0.0.206, Media Cybernetics, Inc., 

Rockville, MD, USA). Коришћењем посебно креираног алгоритма, у овом програму могуће 

је прецизно обележавање и мерење површина чиме се смањује могућност прављења 

грешке, што повећава валидност резултата. Генерисани подаци су приказани 

процентуално, као удео ткива захваћен некрозом у односу на целокупни ткивни пресек. 

Према подацима у доступној литератури, наша студија је прва у којој је овај софтвер 

коришћен на овај начин. Стандардно, примена Image Pro Plus пакета је усмерена на 

анализе материјала и прорачуне у инжењерингу. Како до данас не постоји стандардизован 

и генерално прихваћен метод за хистоморфометрију и аутоматску и/или полуаутоматску 

имунохистохемијску квантификацију, овај метод би по својој прецизности и лакоћи 

коришћења могао да замени друге, знатно скупље програмске пакете. 

Многи фактори утичу на исход болести код оболелих од карцинома дојке, укључујући 

проангиогене и имуно-регулаторне медијаторе (713). У нашој студији, користећи мишеве 

дефицијентне за IL-33R на BALB/c подлози, показали смо да делеција гена за овај 

рецептор промовише некрозу у туморском ткиву (Фигура 3Г). Овакви налази указују на 

нов механизам којим IL-33 утиче на прогресију тумора. Раније студије су показале да 

осовина IL-33/IL-33R супримира урођени антитуморски имунски одговор и промовише 

неоангиогенезу (708) (200). Добијени резултати показују појачану туморску некрозу у 

примарном тумору дојке IL-33R
-/-

 мишева (Фигура 3Г и Слика 4) што је повезано са 

смањеном експресијом проангиогених фактора попут IL-33 и VEGF-а (Фигура 6Б и 8А). 

Поред тога, присуство некрозе у туморима дојке индукованим у нашим експериментима је 

повезано и са споријим растом тумора код IL-33R
-/-

 мишева (Фигура 1, 2 и 3). Значај 

некрозе у расту тумора и настанку метастаза је још увек предмет испитивања (714,715). 

Познато је да појава некрозе у примарном тумору дојке представља саставни део 

биологије тумора и у већем броју истраживања је повезивана са неповољним исходом 

болести (212,509,529,712). Карактеристична је за мали број инвазивних дукталних 
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карцинома дојке без специфичности, туморе високог градуса као и друге хистолошке 

подтипове карцинома дојке (716). Студије које су се бавиле проучавањем и поређењем 

клиничкопатолошких карактеристика карцинома дојке су указале на биолошки и 

прогностички значај централне ацелуларне зоне, оивичене некротичним или фиброзним 

ткивом, због чега су ове туморе издвојиле у посебну подгрупу (717-725). Изучавајући 

прогностички значај некрозе у инвазивном дукталном карциному дојке потврђено је да 

ови тумори показују повећан метастаски потенцијал као и ризик за настајање удаљених 

метастаза у плућима и мозгу (716). Код пацијената са некрозом у туморском ткиву, 

забележено је скраћено укупно преживљавање у поређењу са пацијентима код којих су 

дијагностиковани инвазивни дуктални карциноми, без обзира на хистолошки градус (716). 

Досадашње студије су користиле различите критеријуме за класификовање карцинома у 

групу тумора са екстензивном некрозом, попут: присуства некрозе у више од 30% 

туморског ткива (720), присуство некрозе у више од 70% попречног пресека туморског 

ткива (721) или детектовање некротичних подручја микроскопском анализом ткивног 

пресека тумора на малом микроскоскопском увеличању (722). Највећи број карцинома у 

којима су детектована поља некрозе се на основу молекуларне класификације сврставају у 

групу basal like карцинома дојке (418,725,726) и повезани су са активацијом онкогена Ras 

и лошом прогнозом болести (725). Од раније је познато да тумори са екстензивном 

некрозом показују значајно бржи раст, одсуство експресије хормонских рецептора и 

високу пролиферативну активност (717,721-724,727). Независно од хистолошог градуса 

коме припадају, тумори са присутном некрозом корелирају са скраћеним преживљавањем 

оболелих (716).  

Други аутори су показали да некроза може настати као резултат доброг терапијског 

одговора на примену различитих видова онколошког лечења (508,518-523,529,728). Бројне 

клиничке студије су показале да је некроза чешћа од апоптозе као одговор на примењену 

антитуморску терапију као и да степен некрозе корелира са терапијским одговором 

(729,730). На основу налаза у којима је забележено да некроза представља повољан 

терапијски одговор на примену „стандардних“ хемотерапеутика, америчка Управа за 

храну и лекове (енгл. Food and Drug Administration, FDA) је последњих година одобрила 

употребу антитуморског агенса под именом Topotekan. За овај препарат је показано да 

изазива туморску некрозу повећавајући експресију протеина из групе главног 
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хистокомпатибилног комплекса класе I (енгл. Major histocompatibility complex, MHC1) и 

последично појачаног ослобађања цитокина, што резултира стимулацијом имунског 

одговора и смрћу туморских ћелија (731). Од раније је познато да „стандардни“ 

терапеутик, Doxorubicin, у условима in vitro индукује апоптозу (732) као и некрозу (733). 

Појава некрозе као одговор на терапију базирану на примени антрациклина је потврђена 

микроскопском анализом ткивних узорака туморског ткива након примене терапије 

Doxorubicin-ом и Docetaxel-ом (734). Терапијски одговор у виду појачавања туморске 

некрозе може објаснити ефикасност хемиотерапије код карцинома код којих су присутне 

мутације p53 и ослабљен апоптотски потенцијал (735). Поред тога, студије су показале да 

радиотерапија проузрокује туморску некрозу и активира антитуморски имунски одговор 

(731). 

Наши резултати указују на потенцијално нов механизам којим је IL-33 укључен у процес 

карциногенезе. У студији је показано да делеција гена за IL-33R промовише некрозу у 

карциному дојке индукованом у мишева. Појачана некроза у IL-33R
-/-

 мишева настаје као 

последица смањене експресије снажних проангиогених фактора IL-33 и VEGF-а, што је 

праћено споријим растом примарног тумора. 

5.1.2. Експресија IL-33 у туморским ћелијама позитивно корелира са растом тумора 

у IL-33R
+/+

 али не и у IL-33R
-/- 

мишева 

Након апликације туморских ћелија 4T1 у IL-33R
+/+

 и IL-33R
-/-

 мишева, свакодневном 

палпацијом је праћена појава палпабилног тумора. Као и у претходним експериментима у 

IL-33R
+/+ 

мишева је забележен бржи раст тумора, услед чега су палпабилни тумори у овој 

групи раније детектовани. Мишеви обе групе су жртвовани почев од дана појаве 

палпабилног тумора, а затим у једнаким временским интервалима од три дана, током 

наредних 12 дана. Имунохистохемијска анализа експресије IL-33 у туморима IL-33R
+/+

 и 

IL-33R
-/-

 мишева је показала да експресија IL-33 расте током периода праћења у IL-33R
+/+

 

мишева, док је у групи IL-33R
-/-

 релативно константна почев од нултог па до 12. дана. 

Поредили смо разлику у експресији IL-33 у туморима IL-33R
+/+

 и IL-33R
-/-

 мишева, без 

обзира на дан када су жртвовани. Анализом смо потврдили претходни резултат и 

закључили да присуство IL-33R појачава експресију IL-33 у туморским ћелијама (Фигура 
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6А), што говори у прилог позитивној повратној спрези IL-33/IL-33R осовине. Да бисмо 

испитали када настајe значајна разлика у експресији IL-33 у туморима IL-33R
+/+

 мишева, 

поделили смо их на групу која је жртвована до седмог и од осмог дана након појаве 

палпабилног тумора. Наша анализа је показала да тумори екстирпирани у IL-33R
+/+ 

животиња након осмог дана од појаве палпабилног тумора, показују значајно већу 

експресију IL-33 у туморским ћелијама у односу на мишеве жртвоване до седмог дана. 

Сумарно, експресија IL-33 је значајно већа у туморима IL-33
+/+

 мишева, што потврђује 

позитивну повратну спрегу IL-33 и IL-33R у туморском ткиву. 

Анализирајући хумане карциноме дојке Liu и сарадници (170) су утврдили да тумори 

већег пречника показују повећану цитоплазматску експресију IL-33. Иако разлика није 

била статистички значајна, резултат је делимично у складу са нашим резултатом 

добијеним у строго контролисаним експерименталним условима на IL-33
+/+

 мишевима. 

Испитујући експресију IL-33 у туморима дојке индукованим ћелијском линијом 4Т1, Gao 

и сарадници (193) су потврдили присуство јаке интрацелуларне експресије IL-33. Као 

додатак ранијим истраживањима, наши резултати показују да експресија IL-33 расте са 

прогресијом примарног тумора што представља саставни део механизма којим тумори у 

одређеним условима обезбеђују преживљавање. Биолошки агресивне форме карцинома 

попут тумора високог градуса или тумори у којима су присутна поља некрозе показују 

смањену експресију интрацелуларног IL-33. Сви налази заједно указују да туморске 

ћелије током раста појачано продукују IL-33 који се ослобађа у стању хроничне хипоксије 

и некрозе. Секретован из некротичних и/или живих ћелија, IL-33 алармира ћелије тумора, 

строме, перитуморског ткива и имунског система чиме стимулише механизме који 

обезбеђују преживљавање туморских ћелија. Наши резултати указују да се продукција IL-

33 у ћелијама тумора делимично одвија активацијом IL-33R. Све ове студије указују на 

различите ефекте интрацелуларног и секретованог IL-33. 
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5.1.3. Експресија IL-33 и VEGF-a у туморским ћелијама негативно корелира са 

степеном некрозе тумора 

Примарни тумори добијени у IL-33R
-/-

 мишева показали су нижи степен експресије VEGF-

а у туморским ћелијама што указује на повезаност активације сигналног пута IL-33/IL-33R 

и експресије VEGF-а (Фигура 8А и Слика 5). Такође, експресија IL-33 и VEGF-а у 

туморским ћелијама анималног карцинома дојке је међусобно у позитивној корелацији 

(Фигура 8Г и 10Г). Сумирањем резултата на туморима добијеним у мишева, закључили 

смо да инхибиција сигналног пута IL-33/IL-33R појачава некрозу, а да је један од разлога 

смањена продукција VEGF-a у туморским ћелијама. 

Наши резултати показују да атенуација IL-33 може имати терапијски потенцијал не само 

стимулацијом урођеног антитуморског имунског одговора, што је показано ранијим 

истраживањима, већ и промовисањем некрозе која је повезана са смањеном експресијом 

VEGF-а, снажног проангиогеног фактора раста (736,737). Слични резултати су добијени 

на мишјем моделу метастатског карцинома дојке у којем је комбиновани терaпијски 

приступ блокадом VEGFR2 и HER2 био праћен аваскуларним ефектом и повећањем 

некрозе унутар метастатских лезија уз смањену MVD у односу на контролну групу 

мишева (738). Додатно, присуство туморске некрозе може да појача антитуморски 

имунски одговор (531,712), тако што некротичне ћелије фацилитирају сазревање ћелија 

које презентују антигене T лимфоцитима, што последично индукује потентнији 

антитуморски имунски одговор (739). Имунски одговор је профилисан молекулима које 

ослобађају некротичне ћелије као и врстом присутних ћелија унутар и око туморског 

ткива (неутрофили, макрофаги, лимфоцити итд.) (508). Ранија истраживања су показала да 

ћелије захваћене некрозом имају значајно већи потенцијал у индукцији антитуморског 

имунског одговора у односу на апоптотичне ћелије (739). Ћелије захваћене апоптозом 

промовишу секрецију цитокина из APC који инхибирају тип 1 имунски одговор (740). 

Насупрот томе, некротичне туморске ћелије потенцирају сазревање дендритских ћелија и 

оптималну презентацију туморских антигена (739). Физиолошки значај овог механизма се 

огледа током бактеријских и вирусних инфекција, као и траума када јаки стимулуси који 

настају услед некрозе мобилишу ћелије имунског система и то превасходно дендритске 

ћелије, моноците и неутрофиле (508). Сходно томе, промоција некрозе у тумору дебелог 
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црева у условима in vivo значајно ублажава прогресију болести и то деплецијом 

цитохрома-c који је важна компонента апоптозе (741). Прогресија и метастазирање тумора 

зависе од имунског одговора, што је потвређено студијама у којима су коришћене 

имунодефицијентне животиње (533). Апликација туморских ћелија са деплецијом 

цитохрома-c у ових животиња показала је идентичну брзину раста као и код контролне 

групе (533). Ћелије захваћене некрозом ослобађају велики број сигналних молекула попут 

протеина високе мобилности групе B1 (енгл. High mobility group box 1, HMGB1), протеина 

топлотног шока 70 (енгл. Heat shock protein 70, Hsp70), калретикулина и мокраћне 

киселине (533). Када доспеју у екстрацелуларни простор, ови молекули активирају APC 

укључујући и дендритске ћелије (533). Протеин HMGB1 је снажан проинфламацијски 

фактор који се ослобађа из некротичних ћелија, док је током апоптозе снажно везан за 

хроматин (742). Може се везати за TLR4 или за рецепторе крајњих производа гликације 

(енгл. Receptor for advanced glycation end products, RAGE) (508). Осим тога, HMGB1 има 

снажно адјувантно дејство заједно са протеинима топлотног шока и мокраћном киселином 

ослобођеним из некротичних ћелија. Важна улога у инфламацији се приписује Hsp70 

(743). Повишен ниво овог протеина у некротичним, неопластичним, ћелијама значајно 

повећава имуногеност, промовисањем тип 1 одговора и сазревањем APC (739). Стога, 

Hsp70 није само маркер некрозе већ и специфичан сигнал за имунски систем (744). 

Макрофаги и дендритске ћелије активиране молекулима ослобођеним из некротичних 

ћелија, смањено секретују анти-инфламацијске цитокине (IL-10, TGF-β), док ослобађају 

проинфламацијске медијаторе (TNF-α, IL-1β, IL-6, MIP-2, IL-8) и хемокине (508). Услед 

изложености факторима који су ослобођени из некротичних ћелија, дендритске ћелије 

сазревају и експримирају карактеристичне маркере (CD40, CD80, CD86), костимулаторне 

молекуле (B7.1, B7.2) и стимулишу пролиферацију T лимфоцита (508). Proskuryakov и 

сарaдници (508) су у својој студији показали да имунизација експерименталних животиња 

дендритским ћелијама уз апликацију некротичних туморских ћелија успорава туморски 

раст.  

Наши резултати указују да делеција гена за IL-33R као и смањена експресија IL-33, поред 

улоге у антитуморском имунском одговор, што је познато од раније, истовремено 

промовишу развој некрозе. Некроза је вероватно последица смањене експресије VEGF-а. 

Некроза може да фацилитира анти-туморски имунски одговор што је још један од 
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потенцијалних механизама који „стоје“ иза споријег раста тумора у IL-33R
-/-

 мишева, а 

које одликује веће поље некрозе (Слика 11). 

 

 

Слика 11. Значај активације IL-33/IL-33R сигналног пута у биологији туморске некрозе, ангиогенезе и расту 

тумора. Тумор дојке индукован линијом 4T1 у IL-33R-/- мишева карактерише спорији раст уз већи степен туморске 

некрозе, насупрот тумору у IL-33R+/+ мишева. Експресија IL-33 и VEGF је нижа у ћелијама тумора индукованих у IL-

33R-/- мишева. Смањена експресија проангиогених IL-33 и VEGF је праћена слабијом васкуларизацијом тумора. Налази 

указују да активација сигнализације IL-33/IL33R, инхибира некрозу а промовише ангиогенезу и раст тумора. 
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5.2. Улога експресије IL-33 и IL-33R у настанку некрозе и ангиогенезе у 

хуманом карциному дојке. Повезаност са клиничкопатолошким 

параметрима  

5.2.1. Експресија IL-33, IL-33R и VEGF-а је негативно повезана са присуством 

некрозе у хуманом карциному дојке 

Резултати добијени у експерименталном моделу 4T1 карцинома дојке тестирани су на 

туморском ткиву пацијената. Анализирано је укупно 40 пацијенткиња са карциномом 

дојке које су у зависности од присуства некрозе у туморском ткиву класификоване на две 

групе (са и без некрозе). У анализираним групама није било значајне разлике у старосној 

доби, величини тумора и стадијуму болести према AJCC (енгл. American Joint Committee 

on Cancer) критеријумима (Табела 15). Анализом смо утврдили да је величина некрозе у 

примарном тумору дојке негативно повезана са експресијом IL-33, IL-33R и VEGF-а у 

туморским ћелијама. Експресија IL-33, IL-33R и VEGF-а у туморским ћелијама била је 

значајно нижа у туморима са детектабилним пољем некрозе у поређењу са туморима без 

видљивог поља некрозе (Фигура 10А-В). Такође, експресија IL-33 и IL-33R је позитивно 

повезана са експресијом VEGF-а у туморским ћелијама (Фигура 10Г и Д). 

Слично VEGF-у, IL-33 олакшава пролиферацију и миграцију ендотелних ћелија као и 

пропустљивост крвних судова у условима in vitro. Ову улогу, према досадашњим 

студијама IL-33, вероватно обавља независно од VEGF-а (104). Одсуство проангиогених 

фактора попут IL-33 и VEGF-а води у хроничну исхемију и хипоксију, што последично 

може резултовати туморском некрозом (105,106,712). До данас, истраживања нису 

показала који од ова два проангиогена фактора има већи значај у развоју локалне туморске 

неоангиогенезе. 

Експресије IL-33 и VEGF-а су у позитивној корелацији у туморским ћелијама хуманог и 

анималног карцинома дојке (Фигура 8Г и 10Г). Такође, у нашем истраживању смо 

показали да присуство IL-33R појачава експресију IL-33 (Фигура 6А). На крају у 

примарним туморима добијеним у IL-33R
-/-

 мишева утврдили смо нижи степен експресије 
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VEGF-а у туморским ћелијама што је указало на повезаност активације сигналног пута IL-

33/IL-33R и експресије VEGF-а (Фигура 8А и Слика 5).  

Иако је претходно показано да проангиогену улогу IL-33 остварује независно од VEGF-а 

(104), Theoharides и сарадници (105) су у својој студији показали да IL-33 директно 

олакшава секрецију и експресију VEGF-а у мастоцитима. Раније објављене студије су 

показале да IL-33 игра важну улогу у формирању капилара и крвних судова (104,745). IL-

33 значајно повећава продукцију и присуство u-PA на површини хуманих ендотелних 

ћелија, потенцирајући његову ангиогену улогу (106). Инхибиција сигналног пута IL-33/IL-

33R, коришћењем IL-33R дефицијентних мишева смањује продукцију u-PA у ендотелним 

ћелијама, што указује да IL-33 овај ефекат остварује везивањем за IL-33R (106). Stojkovic и 

сарадници (106) су по први пут показали да је овај процес u-PA завистан и да изостаје 

након блокаде његовог рецептора. Блокада u-PA указује да IL-33 ангиогену активност 

остварује управо преко овог молекула, а независно од ткивног активатора плазминогена 

(енгл. Tissue plasminogen activator, t-PA) као и комплекса матрикс-металoпротеиназа (енгл. 

Matrix metalloproteinases, MMP) и ткивних инхибитора металoпротеиназа (енгл. Tissue 

inhibitors of metalloproteinases, TIMP) (106). Поред u-PA, IL-33 као IL-1 и TNF (107,108) 

повећава ниво инхибитора активатора плазминогена (енгл. Plasminogen activator inhibitor-

1, PAI-1) у ендотелним ћелијама. IL-33 и u-PA су присутни у ендотелним ћелијама 

атеросклеротских плакова и нивои mRNK за IL-33, sST2 и IL-33R корелирају са mRNK за 

u-PA (106). Проучавањем хуманог атеросклеротског ткива, иста студија је показала 

корелацију у експресији u-PA и IL-33, што указује да у хроничном запаљењу попут 

атеросклеротских лезија, IL-33 може бити укључен у покретање u-PA посредоване 

неоваскуларизације (106). Раније студије су показале да IL-33 индукује инфламацију 

ендотелних ћелија (109). Према томе, IL-33 се ослобађа након оштећења ткива и укључен 

је у u-PA посредовану ангиогенезу која је раније повезивана са процесом инфламације 

(110). Theoharides и сарадници су показали да IL-33 појачава секрецију VEGF-а из ћелија 

леукемије и нормалних мастоцита повећањем акумулације супстанце P (енгл. Substance P, 

SP) (105). SP је снажан медијатор запаљења (111) који дејство остварује, делимично, након 

активације мастоцита (113). Укључена је у патогенезу псоријазе (115,116) која се 

карактерише повећаном васкуларизацијом епидерма, хиперпролиферацијом кератиноцита 

и снажном запаљењском реакцијом (117). SP позитивна нервна влакна су гушћа у 
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псоријатичним лезијама уз повећан број мастоцита (118-121). IL-33, као и IL-1, индукује 

секрецију VEGF-а у мастоцитима и појачава ефекат SP (105,122). Претходно је показано 

да IL-1 индукује секрецију VEGF-а у леукоцитима (123). Резултати Theoharides-а и 

сарадника (105) потенцирају значај интеракције између SP, IL-33 и мастоцита у процесу 

ангиогенезе. Делујући заједно са IgE, IL-33 ослобођен из епителних и ендотелних ћелија 

активира мастоците у здравој кожи (32,124). Активирани мастоцити ослобађају хистамин 

и интерлеукине и последично стимулишу синтезу и ослобађање SP из неурона (105). 

Поред тога, у псоријази потенцијални извор IL-33 могу да буду леукоцити, 

пролиферишући кератиноцити, као и ендотелне ћелије новонасталих крвних судова (105). 

На овај начин IL-33 индукује ослобађање VEGF-а преко SP, чиме се повећава васкуларна 

пропустљивост и убрзава процес запаљења (105). Раније студије су показале да IL-33 

индукује секрецију SP која повећава концентрацију калцијума у цитосолу LAD2 ћелија 

(125). Овако повишена концентрација калцијума у цитосолу је довољна за синергистичко 

ослобађање VEGF-а (105). 

Слично налазима из ових студија, могуће је да блокада сигналног пута IL-33/IL-33R 

смањује експресију VEGF-а у туморским ћелијама, супримира неоангиогенезу и 

последично поспешује настанак и развој некрозе у туморском ткиву.  

5.2.2. Експресија VEGF-а у туморским ћелијама позитивно корелира са MVD у 

перинекротичном рубу хуманог карцинома дојке 

Супротно очекивању, у туморима у којима је детектована некроза забележена је већа 

MVD (Фигура 11А и Слика 7). Ипак, приметили смо да је највећи број новонасталих 

крвних судова детектован у перинекротичном рубу туморског ткива. Студије су показале 

да VEGF игра главну улогу у ангиогенези већине хуманих карцинома (593). Везујући се за 

свој рецептор, VEGF повећава васкуларну пропустљивост, пролиферацију и 

преживљавање ендотелних ћелија и потпомаже формирање лумена новонасталих крвних 

судова. Ослобађа се као одговор на хипоксију и ниску концентрацију кисеоника. Иако је 

експресија VEGF-а карактеристична углавном за ендотелне ћелије, овај фактор 

експримирају и неке ћелије имунског система попут макрофага као и самих ћелија тумора. 

VEGF се експримира у ћелијама тумора плућа, мозга, гастроинтестиналног и 

урогениталног тракта као и у карциному дојке in situ и инвазивном карциному (593). У 
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неким студијама, експресија VEGF-а је повезана са MVD и прогнозом потенцирајући 

значај VEGF-а у хуманим малигним болестима (648,651). Висока густина новонасталих 

крвних судова не мора нужно да буде повезана са појачаним приливом крви унутар 

тумора, јер су новонастали крвни судови незрели или још чешће оштећеног структурног 

интегритета (746). Овакви крвни судови пуцају и нису у стању да одрже артеријски 

притисак унутар тумора, што за последицу има појаву локализованог крварења унутар 

туморске масе (746). Анастомозе које настају између ових новонасталих крвних судова 

индукују маневрисање у протоку крви али услед ослабљеног протока нису у стању да 

обаве адекватно снабдевање туморске масе крвљу (747). 

У нашој студији нисмо утврдили повезаност између IL-33, IL-33R и MVD, док је 

експресија VEGF-а у туморским ћелијама перинекротичног руба у позитивној корелацији 

са MVD (Фигура 11). Од раније је познато да IL-33 ослобађају оштећене и ћелије 

захваћене некрозом (748,749). На основу ових закључака и сличних студија, сматрамо да 

IL-33 ослобођен из ћелија захваћених некрозом поспешује експресију VEGF-a у 

туморским ћелијама перинекротичног руба и појачава неоангиогенезу, што се 

манифестује већим MVD у перинекротичној зони хуманог карцинома дојке. Овај резултат 

указује на додатни механизам којим је сигнални пут IL-33/IL-33R укључен у раст и 

прогресију тумора. Секретован из живих и/или ослобођен из некротичних ћелија, IL-33 се 

везује за свој рецептор на ендотелним ћелијама и промовише ангиогенезу и продукцију 

VEGF-a. Делеција гена за IL-33R или његова блокада, супримира активност сигналног 

пута IL-33/IL-33R што може имати терапијски значај. Такође, наша студија заснована на 

експерименталним подацима не искључује механизам којим IL-33 своју проангиогену 

улогу оставарује независно од VEGF-а. 
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5.2.3. IL-33 је члан IL-1 фамилије цитокина који испољавају снажан ефекат на 

туморску ангиогенезу 

И други чланови IL-1 породице цитокина играју значајну улогу у туморској ангиогенези 

(748,750,751). Проангиогени ефекат IL-1β укључује директан ефекат IL-1 на 

пролиферацију и секреторну функцију ендотелних ћелија али и посредовану IL-1 

индукујућим ангиогеним факторима, попут базног фактора раста фибробласта (енгл. Basic 

fibroblast growth factor, bFGF) и VEGF-а, које секретују малигне и стромалне ћелије, 

аутокриним и паракриним механизмом (751). Локална секреција IL-1β проузрокује 

васкуларизацију тумора са великим и разгранатим крвним судовима што указује на његов 

снажан проангиогени ефекат, in vivo (751). Апликација антагонисте рецептора за IL-1 

(енгл. Interleukin-1 receptor antagonist, IL-1Ra), инхибира активност овог цитокина и 

значајно редукује формирање крвних судова у фиброваскуларној строми тумора (752). 

Недовољна оксигенација туморског ткива изазива некрозу туморских ћелија и представља 

иницијални догађај за следствену запаљењску реакцију. Инфилтришући макрофаги на 

некрозу одговарају продукцијом цитокина и других медијатора са знажним 

проангиогеним ефектом. Carmi и сараднци (751) су показали да ангиогенеза посредована 

запаљењским одговором може бити покренута директном секрецијом VEGF-a или путем 

инфламације индуковане IL-1, током које се производе довољне количине VEGF за 

формирање крвних судова. Овај ефекат може бити проузрокован алтернативном 

диференцијацијом макрофага у M2 правцу који је карактеристичан за зарастање рана и 

раст тумора (259,753-762). Макрофаги стимулисани хипоксијом, секретују проангиогене и 

ангиостатске посреднике. VEGF, IL-1, IL-6 и хемокини попут MIP-1 (енгл. Macrophage 

inflammatory protein-1) и RANTES (енгл. Regulated upon Activation, Normal T-cell 

Expressed, and Secreted) су проангиогени медијатори, док IP-10, IL-12 и IL-10 имају 

антиинфламацијско и ангиостатско дејство (751). IL-1β који секретују макрофаги игра 

суштинску улогу у покретању и развоју ангиогенезе ангажовањем и активацијом других 

ћелија имунског система и секрецијом цитокина и хемокина. IL-1β и VEGF играју 

доминантну улогу у инфламацијом посредованој ангиогенези. IL-1α је важан фактор у 

ангиогенези услед хипоксије када је секреција IL-1β још увек на субоптималном нивоу 

(751). Прекомерна секреција IL-1β је праћена растом тумора и корелира са инвазивношћу 
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и метастазирањем (763). Поред овога, IL-1β индукује експресију хипоксијом индукованог 

фактора-1α (енгл. Hypoxia-inducible factor 1-alpha, HIF-1α) који је означен као доминантан 

транскрипциони фактор за VEGF (764). Из тог разлога, студије су истакле значај примене 

IL-1Ra као инхибитора IL-1β или IL-1α који је одобрен за ублажавање запаљењске 

реакције код пацијената са реуматоидним артритисом (748). Са друге стране, његова 

примена у онкологији може представљати одговарајућу терапијску стратегију у 

инхибицији туморске ангиогенезе (748). 

По својој функцији IL-33 је сличан IL-1. И IL-1β и IL-33 играју снажну проангиогену 

улогу и контролишу продукцију VEGF-а (175,748,750,751). IL-1β појачава експресију 

VEGF-а везујући се за његове рецепторе на ендотелним ћелијама, а затим делујући заједно 

са VEGF-ом поспешује неоангиогенезу у туморском ткиву (748,750,751). Неутрализација 

сигналног пута IL-1β успорава туморски раст и неоангиогенезу (748,750,751). Како и IL-1 

и IL-33 користе исту рецепторску субјединицу (енгл. Interleukin-1 receptor accessory 

protein, IL-1RAcP, IL-1R3) за везивање и следствену сигнализацију. Може се 

претпоставити да блокада овог рецептора применом анти-IL-1R3 антитела, редукује 

ангиогенезу и појачава некрозу у карциному дојке због губитка васкуларног снабдевања. 

Оваква претпоставка је у складу са студијама које су показале високу експресију IL-1R3 у 

акутној мијелоидној леукемији (749). Наша студија је указала на могући нов механизам 

којим је сигнални пут IL-33/IL-33R укључен у прогресију тумора. 
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5.2.4. Инверзна експресија IL-33 и IL-33R у туморским и ћелијама туморске строме 

Раније студије су показале да су поред туморских и ћелија имунског система, примарни 

извор IL-33 епителне ћелије, миофибробласти, фибробласти, адипоцити, глаткомишићне и 

ендотелне ћелије (17,32) док се IL-33R експримира на ћелијама имунског система, 

миофибробластима, епителним и ендотелним ћелијама (169). У овој студији анализирали 

смо експресију IL-33 и IL-33R у туморским и стромалним ћелијама. Упоређивали смо 

експресију наведених белега у односу на врсту ћелија (тумор vs. строма) и у односу на 

присуство некрозе у тумору. Експресија IL-33 и IL-33R у туморским ћелијама је у 

инверзној корелацији са експресијом у стромалним ћелијама (Фигура 19). Наше 

истраживање је показало да тумори у којима су детектована поља некрозе показују већу 

експресију испитиваних белега у ћелијама строме у односу на туморе у којима некроза 

није детектована (Фигура 17). Овај налаз је у супротности са експресијом истих маркера у 

туморским ћелијама (Фигура 10А и 10Б). У прилог овакве тезе иде раније описана 

функција IL-33 као „алармина“ чија је улога у међусобној комуникацији и обавештавању 

различитих популација ћелија о оштећењу или смрти ћелија.  

Наше истраживање је показало да је експресија IL-33 у туморским ћелијама значајно већа 

у туморима у којима је ниска експресија IL-33 у стромалним ћелијама (Фигура 19А), док 

се експресија IL-33R у туморским ћелијама није разликовала у односу на степен 

експресије IL-33R у ћелијама туморске строме (Фигура 19Б). Поред тога, анализиран је 

однос између експресије IL-33 и IL-33R у ћелијама строме. Ниска експресија IL-33 у 

ћелијама туморске строме праћена је већом средњом вредности експресије IL-33R у 

истим ћелијама (Фигура 19В), као и између високе експресијe IL-33R и IL-33 у туморским 

ћелијама (Фигура 19Г). Насупрот томе, карциноми са ниском стромалном експресијом IL-

33R имали су значајно већу експресију IL-33 и IL-33R у туморским ћелијама у односу на 

групу са високом експресијом IL-33R у ћелијама туморске строме (Фигура 19Д и Ђ). 

Резултати студија који показују да је током прогресије болести реципрочна експресија IL-

33 у туморским ћелијама (173,176) и ћелијама строме (177,178,181), говоре у прилог 

хипотезе да хиперекспресија IL-33 у туморским ћелијама промовише Th1 анти-туморски 

имунски одговор, док стромални IL-33 индукује развој Th2 одговора и имунске 

толеранције (173). 
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IL-33 пореклом туморских ћелија је вероватно производ туморске некрозе, која индукује 

ослобађање многих потентих про-инфламацијских фактора поред IL-33. У овом контексту, 

провлађује заштитна функција IL-33. Тумори у којима некроза није детектована показују 

већу експресију IL-33 у туморским ћелијама. Ови тумори имају и бољу прогнозу.  

Насупрот томе, стромалне ћелије (имунског система и фибробласти) које продукују IL-33 

у туморима истовремено производе низ анти- инфламацијских медијатора, стварајући про-

туморску микросредину. У оваквим условима, тумор брже расте а бржи раст тумора 

карактерише централно некротско поље. Ови тумори имају и лошију прогнозу.  

5.2.5. Експресије IL-33 и IL-33R су биомаркери туморске некрозе. Некроза је 

индикатор преживљавања у пацијената са карциномом дојке 

Разматрали смо значај експресије IL-33 и IL-33R у туморским и ћелијама строме, као 

потенцијалних параметара на основу којих је могуће идентификовати групе тумора са 

различитим биолошким понашањем и прогнозом. Резултати публикованих студија у 

погледу директне и индиректне повезаности експресије и серумске концентрације IL-33 и 

IL-33R са преживљавањем оболелих од карцинома различитих локализација су опречни. 

Анализа преживљавања у зависности од присуства некрозе у туморском ткиву потврдила 

је овај параметар као негативан фактор у прогнози болести оболелих од карцинома дојке 

(765). Поред тога, испитивали смо могућност предвиђања појаве некрозе у туморском 

ткиву као стандардног негативног прогностичког параметра, на основу експресије IL-33 и 

IL-33R у туморским и ћелијама туморске строме. Потенцијални значај оваквих налаза 

односи се на микроскопску анализу ситног биоптичког материјала у ком често нису 

видљива поља некрозе. 

Истакли смо могућу улогу експресије IL-33 као биомаркера за разликовање хуманог 

карцинома дојке у коме су присутна некротична поља и показали да смањена експресија 

IL-33 указује на присуство некрозе у тумору (Фигура 12). Анализом и поређењем 

десетогодишњег преживљавања између група тумора са и без некрозе потврдили смо 

значај некрозе као параметра који значајно утиче на преживљавање пацијенткиња са 

карциномом дојке (Фигура 13А). Иако значајно указује на постојање некрозе у туморима 

дојке, степен експресије IL-33 значајно не корелира са укупним преживљавањем оболелих 
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(Фигура 13Б). Експресија IL-33 у ћелијама туморске строме не представља поуздан маркер 

за постојање некрозе у туморском ткиву и не корелира са десетогодишњим 

преживљавањем (Фигура 14А и Б). 

Резултати ове студије указују на могућу улогу експресије IL-33R у туморским и ћелијама 

строме као биомаркера за разликовање карцинома у којима су детектабилна поља некрозе. 

На присуство некрозе у ткиву тумора може да укаже смањена експресија IL-33R у 

туморским али и повећана експресија IL-33R у ћелијама строме тумора (Фигура 15А и 

16А). Иако представљају поуздане белеге за процену некрозе у ткиву карцинома дојке, 

ниједан од ових параметара није показао значајни утицај и разлику у десетогодишњем 

преживљавању у зависности од нивоа експресије у туморским и ћелијама туморске строме 

(Фигура 15Б и 16Б). 

Експресија испитиваних ткивних биомаркера може да буде корисна у процени биолошког 

понашања карцинома дојке. Према нашим резултатима, од свих анализираних ткивних 

маркера експресија IL-33R у туморским ћелијама се показала као најспецифичнији и 

најсензитивнији биомаркер за дискриминацију карцинома у којима је присутна односно 

одсутна некроза (Фигура 15А). 
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5.2.6. Некроза је повезана са патохистолошким особинама биолошки агресивне 

форме карцинома дојке 

У даљем истраживању испитивали смо повезаност некрозе са вредностима стандардних 

патохистолошких и прогностичких параметара (експресије ER, PR, HER2 и p53, NPI, IHPI, 

хистолошког и нуклеарног градуса, митотског индекса, инвазије крвних и лимфних 

судова, перинеуралне инвазије, стромалне мононуклеарне реакције, статуса као и 

процанта метастатски измењених лимфних чворова аксиле). У зависности од присуства 

некрозе у примарном тумору, сви испитаници су подељени на групу пацијената у чијим 

туморима су микроскопским прегледом детектована поља некрозе (n=20) и групу без 

некрозе (n=20). 

У туморима са присутном некрозом забележена је статистички значајно нижа експресија 

ER и PR док је нуклеарна експресија протеина p53 била већа (Фигура 21А, Б и В и Слика 

8, 9). Ови подаци су у складу са подацима из литературе који показују да пацијенти са 

смањеном експресијом ER и PR као и појачаном експресијом p53 протеина спадају у 

прогностички  неповољну групу пацијената и показују статистички значајно краће 

преживљавање (765-767). Некроза је традиционално посматрана као прогностички 

неповољан параметар. У нашој студији, поред наведене везе са експресијом ових белега 

показано је и статистички значајно краће десетогодишње преживљавање у групи 

пацијената у чијим туморима дојке су детектована поља некрозе (Фигура 13А). У складу 

са овим аналазима вредности NPI (енгл. Nottingham prognostic index) и IHPI (енгл. 

Immunohistochemical prognostic index) су такође биле веће у групи тумора са присутном 

некрозом (Фигура 21Г и Д). Веће вредности оба прогностичка индекса су повезана са 

лошом прогнозом болести. Од стандардних патохистолошких параметара некроза је 

чешће заступљена у групама тумора са високим хистолошким и нуклеарним градусом, са 

перинеуралном и инвазијом лимфних судова, са стромалном мононуклеарном реакцијом 

јаког степена и у групи пацијената код којих су након операције детектовани позитивни 

лимфни чворови аксиле (Табела 16). Проценат позитивних лимфних чворова, степен 

експресије HER2 (енгл. Human epidermal growth factor receptor-2), митотски индекс, као и 

инвазија крвних судова нису били повезани и нису се разликовали између групе тумора 



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

 

181 
 

класификованих на основу присуства тј одсуства некрозе (Фигура 21Ђ, Табела 16 и Слика 

8). 

5.2.7. Експресија IL-33 у туморским ћелијама је повезана са патохистолошким 

карактеристикама биолошки мање агресивне форме карцинома дојке 

Како бисмо утврдили повезаност између експресије IL-33 у туморским ћелијама са 

стандардним патохистолошким параметрима испитанице смо поделили на две групе. 

Групу са ниском експресијом IL-33 у туморским ћелијама чинили су тумори у којима је 

детектовано ≤4% IL-33 позитивних ћелија док су у групу са високом експресијом 

класификоване испитанице у чијим туморима је утврђено >4% IL-33 позитивних ћелија. 

Од 40 анализираних дукталних карцинома дојке код 16 (40%) тумора је детектована ниска 

насупрот 24 (60%) узорка туморског ткива са високом, цитоплазматском, експресијом IL-

33 у туморским ћелијама.  

Средња вредност скорова за експресију ER и PR је била већа у групи тумора са високом 

експресијом IL-33 у туморским ћелијама иако разлика није статистички значајна (Фигура 

22А и Б). Овај налаз је у складу са студијом Liu и сарадника (170) који су проучавали 

значај серумске концентрације и експресије IL-33 у туморским ћелијама пацијената са 

карциномом дојке. У овој студији, серумска концентрација IL-33 је била већа у групи ER 

позитивних карцинома дојке указујући на значај сигналног пута IL-33/IL-33R у 

хормонској сигнализацији. Повећана концентрација овог цитокина је забележена и код 

пацијената у чијим туморима је детектована прекомерна експресија HER2. Супротно 

овоме, локална експресија IL-33 у ћелијама карцинома дојке је била виша у групи ER 

негативних карцинома дојке иако разлика није достигла статистичку значајност, уз 

значајно повећану локалну експресију IL-33 у групи HER2 позитивних тумора. Овакви 

резултати указују на различиту локалну улогу IL-33 у зависности од хормонског статуса и 

резистенцију на ендокрину и терапију Herceptinom, код пацијената са ER/HER2 

позитивним карциномом дојке (170). У истој студији није потврђена значајна веза између 

статуса PR и локалне експресије и системске концентрације IL-33 код пацијената са 

карциномом дојке. У туморима високог градуса експресија IL-33 је била мања у односу на 

туморе ниског градуса. Поред овога, Liu и сарадници (170) су показали да су системска 
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концентрација и локална експресија IL-33 већи у групи пацијената са ниском експресијом 

Ki-67, указујући на негативну повезаност између пролиферације туморских ћелија и 

локалне експресије и системске концентрације IL-33. 

Експресија p53 као и NPI је била већа код тумора са ниском експресијом IL-33 (Фигура 

22В). 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 присуством 

некрозе у туморском ткиву (765). Претпостављамо да смањена експресија IL-33 у 

туморским ћелијама настаје као последица некрозе и његовог ослобађања из живих ћелија 

перинекротичне зоне. Овај механизам следствено поспешује ангиогенезу и смањује 

исхемију, а последично и некрозу унутар туморског ткива. Повећана експресија IL-33 је 

утврђена у групама тумора ниског градуса, смањене митотске активности као и код 

тумора без метастатски измењених аксиларних лимфних чворова (Табела 17). Ранија 

истраживања у којима је на анималном моделу карцинома дојке мерена пролиферативна 

активност туморских ћелија помоћу Ki-67 маркера показала су да примена 

рекомбинантног IL-33 повећава процентуалну заступљеност Ki-67 позитивних туморских 

ћелија (200). IL-33 не поспешује пролиферацију туморских ћелија 4T1 у условима in vitro, 

чиме је искључен директни ефекат IL-33 на туморске ћелије (200). На основу ове студије и 

истраживања других аутора, закључујемо да интрацелуларни IL-33 значајно смањује 

пролиферативну активност малигних ћелија док је његова системска улога супротна (170). 

Сумирајући наше резултате може се рећи да туморске ћелије представљају значајан извор 

овог цитокина. Поред наведеног, експресија IL-33 у туморским ћелијама није показала 

повезаност са експресијом HER2 у ћелијама тумора, нуклеарним градусом, инвазијом 

крвних и лимфних судова, перинеуралном инвазијом, стромалном мононуклеарном 

реакцијом као и процентом метастатски измењених аксиларних лимфних чворова (Табела 

17). 
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5.2.8. Експресија IL-33 у ћелијама строме је повезана са патохистолошким 

карактеристикама биолошки агресивне форме карцинома дојке 

Обзиром да поред туморских, IL-33 могу да експримирају и ћелије строме (17,32), 

испитивали смо повезаност експресије IL-33 у ћелијама туморске строме са стандардним 

патохистолошким и прогностичким параметрима. Испитанице су класификоване у групу 

са ниском (≤10% позитивних ћелија) и високом (>10% позитивних ћелија) експресијом IL-

33 у ћелијама туморске строме. Укупно је анализирано 40 ткивних узорака карцинома код 

којих је у 12 (30%) утврђена ниска а код 28 (70%) висока експресија IL-33 у ћелијама 

строме. 

IL-33 може да функционише у аутокрином маниру у ендотелним и епителним ћелијама 

које представљају значајан извор IL-33 (768). Иако начин секреције IL-33 није у 

потпуности разјашњен новија истраживања су дала значајан допринос у разумевању овог 

механизма. Продукција IL-33 у епителним ћелијама је изучавана у многим 

експерименталним моделима. Као одговор на алергијску реакцију проузроковану грињама 

ћелије респираторног епитела, након активације TLR4 рецептора, ослобађају IL-1α који 

даље индукује ослобађање IL-33 у аутокрином маниру (769). Слично, код неких 

гљивичних инфекција, ћелије респираторног епитела ослобађају IL-33 индукцијом ATP-а 

и последичном активацијом пуринергичких рецептора (770). На крају, епителне ћелије 

гастроинтестиналног тракта ослобађају IL-33 у одговору на инфекције хелминтима (771). 

Поред почетног препознавања „опасних“ сигнала и продукције раних, ендогених, 

молекула који су означени као молекулски обрасци повезани са оштећењем ћелија (енгл. 

Damage-associated molecular patterns, DAMP), епителне ћелије имају различите механизме 

за појачавање инфламације (772,773). Поред тога IL-33 промовише ангиогенезу 

појачавањем пролиферације и миграције ендотелних ћелија као и васкуларне 

пропустљивости (104). У одговору на стимулацију IL-33, ендотелне ћелије секретују 

медијаторе запаљења (127) што је одлика и епителних ћелија (127,774). Током запаљењске 

реакције, епителне ћелије гастроинтестиналног тракта продукују IL-25, IL-33 и тимусни 

стромални лимфопоетин (енгл. Thymic stromal lymphopoietin, TSLP) (775). Овај процес 

захтева присуство мастоцита (775). У хепатитису индукованом конкавалином A, NKT 

ћелије активирају хепатоците и преко TRAIL рецептора (енгл. TNF-related apoptosis-
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inducing ligand, TRAIL) стимулишу продукцију IL-33 (776,777). Према овој студији, IL-33 

игра значајну протективну улогу у анималном моделу хепатитиса (777,776). У складу са 

овом експерименталном студијом, in vivo апликција IL-33 је показала да овај цитокин игра 

важну улогу у смањењу исхемије јетре и спречавању некрозе хепатоцита и то без 

продукције проинфламацијских медијатора из Купферових ћелија и/или хепатоцита (778). 

Од свих испитиваних параметара, тумори у којима је забележен висок степен експресије 

IL-33 у ћелијама строме једино су имали већу експресију p53 у туморским ћелијама 

(Фигура 23В). На основу овог резултата сматрамо да је смањени апоптотски потенцијал 

туморских ћелија карцинома дојке праћен појачаном локалном секрецијом IL-33 у 

стромалним ћелијама карцинома. Могуће објашњење овог феномена је да смањена 

апоптоза и појачана некроза стимулишу ћелије строме да секретују проангогени IL-33 и на 

тај начин смање исхемију и спрече даљи развој некрозе у туморском ткиву. Код 

пацијената са III стадијумом колоректалног карцинома утврђен је нижи степен IL-33 

mRNA код којих је детектована p53 мутација у односу на оне код којих је присутна Wild 

форма p53 (188). Анализом степена експресије IL-33 у ћелијама строме тумора дојке 

нисмо утврдили повезаност са другим стандардним имунохистохемијским и 

патохистолошким параметрима (Табела 18). 
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5.2.9. Експресија IL-33R у туморским ћелијама је повезана са патохистолошким 

карактеристикама биолошки мање агресивне форме карцинома дојке 

Досадашње студије су се бавиле проучавањем повезаности серумског sST2 са стандарним 

патохистолошким и имунохистохемијским параметрима. Показале су да је концентрација 

sST2 већа код ER позитивних пацијената у односу на контролну групу коју су чиниле 

здраве испитанице (181,203). Иста студија је показала да је концентрација sST2 код 

пацијенткиња са ER позитивним карциномом дојке значајно већа у односу на 

пацијенткиње са дукталним in situ карциномом (енгл. Ductal carcinoma in situ, DCIS) и да 

значајно корелира са старосном доби, величином тумора и стадијумом болести. Ове 

студије нису показале повезаност sST2 са експресијом HER2 у ћелијама карцинома дојке  

(192,203). У групи ER позитивних карцинома дојке забележена је и значајно већа 

концентрација серумског sST2 у групи са високим индексом пролиферације који је 

процењиван експресијом Ki-67 (203). Sahin и сарадници (779) су претходно показали да 

проценат позитивних ћелија на Ki-67 корелира са нуклеарним градусом, старосном доби и 

митотским индексом у карциномима дојке. 

Како до сада није разматран значај локалне експресије IL-33R у карциному дојке, 

испитивали смо повезаност експресије овог белега са осталим претходно дефинисаним 

параметрима. Испитанице су класификоване на групу са ниском (≤22,5% позитивних 

ћелија) и високом (>22,5% позитивних ћелија) експресијом IL-33R у туморским ћелијама 

карцинома дојке. Укупно је анализирано 40 ткивних узорака карцинома код којих је у 18 

(45%) утврђена ниска а код 22 (55%) висока експресија IL-33R у ћелијама карцинома. 

Наша студија је показала да је експресија ER и PR значајно већа у групи тумора у којој је 

детектована висока експресија IL-33R у туморским ћелијама, док се експресија p53 није 

значајно разликовала (Фигура 24А, Б и В). Такође, није забележена ни разлика у 

експресији HER2 у зависности од степена експресије IL-33R (Табела 19). Узевши у обзир 

резултате студија у којима је повезаност испитивана са серумским IL-33R сматрамо да је 

експресија IL-33 рецептора на туморским ћелијама повезана са хормонском 

сигнализацијом у ћелијама карцинома дојке. Вредности NPI и IHPI су биле значајно ниже 

у групи карцинома са високим степеном експресије IL-33R у ћелијама карцинома дојке 
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што имплицира да је повећана експресија овог рецептора у туморским ћелијама повезана 

са повољнијом прогнозом болести (Фигура 24Г и Д). Карциноми ниског градуса показују 

виши степен експресије IL-33R у туморским ћелијама, што потврђује значај експресије IL-

33R у туморским ћелијама, као повољног прогностичког фактора (Табела 19). Иако је на 

граници статистичке значајности, у групи тумора са ниском експресијом IL-33R 

забележена је процентуално већа заступљеност перинеуралне инвазије у односу на туморе 

који у већој мери експримирају IL-33R (Табела 19). У нашој студији нисмо утврдили 

значајну повезаност између степена експресије IL-33R са митотским индексом, инвазијом 

крвних и лимфних судова, стромалном мононуклеарном реакцијом, као и статусом и 

процентом метастатски измењених лимфних чворова аксиле (Фигура 24Ђ и Табела 19). 

5.2.10. Експресија IL-33R у ћелијама строме је повезана са патохистолошким 

карактеристикама биолошки агресивне форме карцинома дојке 

Поред туморских, експресија IL-33R је присутна и на ћелијама туморске строме 

укључујући: Th2 лимфоците, мастоците, еозинофиле, базофиле, неутрофиле, дендритске 

ћелије, макрофаге, NK ћелије, фибробласте, миофибробласте, глаткомишићне као и 

ендотеле и епителне ћелије (169). Раније студије које су се бавиле улогом сигналног пута 

IL33/IL-33R у биологији карцинома дојке претежно су биле усмерене на ћелије имунског 

система и модулацију имунског одговора (200,708). У нашој студији, испитивали смо 

улогу експресије IL-33R у ћелијама строме без посебног акцента на одређену популацију 

ћелија. Испитанице смо поделили на групу са ниском (≤13,75% позитивних ћелија) и 

високом (>13,75% позитивних ћелија) експресијом IL-33R у ћелијама строме карцинома 

дојке. Укупно је анализирано 40 ткивних узорака карцинома код којих је у 20 (50%) 

утврђена ниска а код 20 (50%) висока експресија IL-33R u ћелијама туморске строме. 

Тумори са високом експресијом IL-33R на ћелијама туморске строме имали су значајно 

нижу вредност скора за ER али не и скора за експресију PR у туморским ћелијама (Фигура 

25А и Б). Могуће објашњење је да, IL-33 ослобођен из ћелија ER негативних тумора 

појачава инфилтрацију туморке строме IL-33R позитивним ћелијама. Тврдња је у складу 

са ранијим истраживањима која су показала да локална експресија IL-33 може да повећа 

интратуморску акумулацију IL-33R
+
 имуносупресивних лимфоидних ћелија, код 
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пацијената са карциномом дојке (170). С обзиром да је наша студија показала да је 

негативност на ER повезана са некрозом у туморскм ткиву, активација сигналног пута IL-

33/IL-33R у ћелијама строме поспешује ослобађање про-ангиогених фактора и на тај 

начин спречава даље настајање исхемије и некрозе у туморском ткиву. Овакав налаз 

упућује на прогностички значај експресије IL-33R у ER негативним туморима, као и на 

потенцијалну мету у онколошком лечењу ове групе пацијената. Са друге стране 

експресијe HER2 и p53 се нису значајно разликовале у зависности од степена експресије 

IL-33R у ћелијама туморске строме (Табела 20 и Фигура 25В). Вредности NPI и IHPI су 

биле значајно веће у групама појачане експресије IL-33R, потврђујући присуство IL-33R у 

ћелијама строме као лош прогностички фактор (Фигура 25Г и Д). Поред овога, међу 

туморима са појачаном експресијом IL-33R у ћелијама строме велики је удео оних са 

високим хистолошким градусом (Табела 20). У истој групи тумора у значајно већој мери 

је била присута инвазија лимфних судова и перинеурална инвазија, као и статус и 

проценат метастатски измењених лимфних чворова аксиле (Фигура 25Ђ и Табела 20). Јака 

стромална-мононуклеарна реакција је била одсутна код свих тумора са ниском а 

забележена је код 6/20 тумора са високом експресијом IL-33R у ћелијама туморске строме 

(Табела 20). Овај налаз је потврдио да активација сигналног пута IL33/IL-33R у ћелијама 

строме убрзава метастатско ширење примарног тумора дојке (173). Такође значајна 

разлика у стромално-мононуклеаној реакцији иде у прилог тврдњама да активација 

сигналног пута IL-33/IL-33R убрзава инфилтрацију туморског ткива запаљењским 

ћелијама и поларише имунски одговор у тип 2 правцу (17,23,200,708). Нашом анализом, 

нисмо утврдили повезаност између степена експресије IL-33R у ћелијама туморске строме 

са нуклеарним градусом, митотским индексом и инвазијом крвних судова у туморском 

ткиву карцинома дојке (Табела 20). 

Наши резултати указују на потенцијално нов механизам којим је IL-33 укључен у процес 

карциногенезе. У студији је показано да делеција гена за IL-33R промовише некрозу у 

карциному дојке индукованом у мишева. Појачана некроза у IL-33R
-/-

 мишева настаје као 

последица смањене експресије снажних проангиогених фактора IL-33 и VEGF-а, што је 

праћено споријим растом примарног тумора. Претходно је показано да сигнални пут IL-

33/IL-33R инхибира урођени имунитет и последично промовише ангиогенезу (200,708). 

Појава некрозе у карциному дојке је традиционално повезивана са неповољном 
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прогнозом, да би новија истраживања доказала да некроза може бити пратећи феномен 

повољног терапијског одговора у лечењу малигних болести (508,518-523,529,725). Према 

томе, смањена експресија IL-33 стимулише антитуморски имунски одговор, док 

истовремено промовише развој некрозе која је последица смањене експресије VEGF-а 

(736,737). Од раније је познато да присуство туморске некрозе потенцира антитуморски 

имунски одговор, уз присуство ћелија урођеног имунског система (531,712), као и да 

ћелије које умиру некрозом убрзавају сазревање ћелија које презентују антиген (739).  

Експресија IL-33 позитивно корелира са експресијом VEGF-а у туморским ћелијама 

мишјег карцинома дојке. Наши резултати су показали да присуство IL-33R појачава 

експресију IL-33, као и да је експресија VEGF-а смањена у туморским ћелијама IL-33R
-/-

 

мишева. Добијени резултати указују на позитивну повезаност сигналног пута IL-33/IL-33R 

и експресије VEGF-а у туморским ћелијама карцинома дојке. 

Налази у хуманим карциномима дојке су у складу са резултатима добијеним у 

експерименталном моделу болести. Експресија IL-33, IL-33R и VEGF-а негативно 

корелира са степеном некрозе у туморском ткиву хуманог карцинома дојке. Истовремено, 

експресије IL-33 и IL-33R позитивно корелирају са експресијом VEGF-а у туморским 

ћелијама. Налази наше студије указују да блокада сигналног пута IL-33/IL-33R у 

туморским ћелијама инхибира ангиогенезу смањивањем експресије VEGF-а, а промовише 

туморску некрозу (Слика 12). 

У хуманим карциномима дојке у којима су детектована поља некрозе утврдили смо 

повећану MVD. Повећана MVD је детектована у зони перинекротичног туморског руба. 

Наши резултати нису потврдили значајну корелацију експресија IL-33 и IL-33R са MVD, 

док експресија VEGF-а у туморским ћелијама позитивно корелира са MVD у 

перинекротичним туморском ткиву. 

Од раније је познато да други чланови породице цитокина IL-1 испољавају значајан утицај 

на туморску ангиогенезу (748,750,751). На основу ових студија и наших резлтата 

сматрамо да IL-33 ослобођен из некротичних ћелија стимулише експресију VEGF-a у 

туморским ћелијама чиме промовише ангиогенезу и MVD у перинекротичној зони 

хуманог карцинома дојке. 
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IL-33 је веома сличан IL-1β. Оба цитокина проангиогени ефекат остварују путем контроле 

продукције VEGF-а. IL-1β повећава експресију VEGF-а и његових рецептора на 

ендотелним ћелијама и заједничким деловањем промовишу туморску ангиогенезу. 

Неутрализација IL-1β инхибира туморску ангиогенезу и последично туморски раст 

(748,750,751). Попут IL-1 и IL-33 користи IL-1R3 (енгл. Interleukin 1 Receptor Accessory 

Protein, IL-1RAcP) што може указати да анти-IL-1R3 антитела смањују ангиогенезу и 

повећавају туморску некрозу у карциному дојке услед губитка васкуларног снабдевања. 

Наша студија показује нов механизам којим је сигнални пут IL-33/IL-33R укључен у раст 

и прогресију тумора дојке и даје рационално објашњење за блокаду IL-33 као 

потенцијалног терапијског модалитета у лечењу хуманог карцинома дојке. 

Сматра се да индукција туморске некрозе може да буде пожељан исход током 

антитуморске терапије. Студије показују да у околностима појачане продукције IL-12, IL-

33 промовише Th1 имунски одговор што може имати директну импликацију у 

антитуморској терапији (173,780). 
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Слика 12. Повезаност експресије IL-33 у туморским и ћелијама строме хуманог карцинома дојке. IL-33 је 

конститутивно, високо, експримиран у ћелијама нормалног епитела. Током карциногенезе и прогресије тумора, 

интрацелуларно присуство IL-33 у туморским ћелијама се смањује док експресија у ћелијама туморске строме расте. 

Тумори високог градуса и/или тумори са присутним пољима некрозе показују нижи степен експресије IL-33 у 

туморским ћелијама у односу на туморе ниског градуса и/или туморе без некрозе. Карциноми ниског градуса и/или у 

којима нису присутна поља некрозе имају већу експресију VEGF-a у туморским ћелијама перинекротичног руба уз, 

последично, већу MVD у истој зони. Инверзна експресија IL-33 у туморским и ћелијама строме указује на различите 

ефекте туморске и стромалне експресије IL-33. Претпоставља се да функционална разноликост туморског и стромалног 

IL-33 настаје услед другачије локализације његовог прекурсора, као и секреције различитих форми овог протеина које 

карактерише структурна разноврсност у N крају. Порекло ослобођеног IL-33, циљне ћелије, као и локална микросредина 

дефинишу специфичну функцију овог цитокина у биологији канцера. Ослобођен из туморских ћелија, IL-33 поларизује 

имунски одговор у Th1 правцу, насупрот протеину ослобођеном из ћелија строме који посредује у Th2 имунском 

одговору. Претходне студије су показале да IL-33 у присуству IL-12 појачава Th1 имунски одговор. 
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ЗАКЉУЧЦИ 

Експериментални подаци приказани у овој студији указују на нов механизам којим је 

сигнални пут IL-33/IL-33R укључен у туморогенезу, дајући рационално објашњење за 

потенцијалну блокаду IL-33 као терапијског модалитета у лечењу хуманог карцинома 

дојке. Делеција гена за IL-33R појачава некрозу и успорава раст тумора у мишева. 

Ослобођен из некротичних и/или живих ћелија, IL-33 олакшава експресију VEGF-а у 

околним туморским ћелијама и појачава ангиогенезу повећањем MVD у перинекротичној 

зони хуманог карцинома дојке. 

Закључак је изведен на основу следећих експерименталних доказа: 

1. Експресија IL-33 у туморским ћелијама карцинома дојке корелира са растом тумора у 

IL-33R
+/+

 мишева, а значајно је мања у IL-33
-/-

 мишева. 

2. Присуство некрозе у хуманом карциному дојке је праћено смањеном 

цитоплазматском експресијом IL-33, IL-33R и VEGF у туморским ћелијама. 

3. Експресија VEGF-а позитивно корелира са MVD у перинекротичном рубу у хуманом 

карциному дојке. 

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

туморским ћелијама хуманог карцинома дојке. 

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

експресијом истих белега у ћелијама туморске строме. 

6. Експресија IL-33 у ћелијама тумора као и IL-33R у ћелијама тумора и туморске строме 

су поуздан показатељ присуства некрозе у туморском ткиву. 

7. Пацијенти са туморима у којима су присутна поља некрозе показују значајно краће 

преживљавање у односу на групу хуманих карцинома дојке без некрозе. 

8. Повећана експресија IL-33R у туморским ћелијама указује на одсуство некрозе, док 

повећана експресија истог белега у ћелијама туморске строме указује на присуство 

некрозе у куманом карциному дојке. 
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СКРАЋЕНИЦЕ 

5-FU хемотерапеутик, инхибитор тимидилат синтазе (енгл. 5-Fluorouracil) 

ACC Америчко удружење за борбу против рака (енгл. American Cancer Society) 

AEC 3-amino-9-ethylcarbazole 

aFGF кисели фибробластни фактор раста (енгл. Аcidic fibroblast growth factor) 

AIA антителима индуковани артритис (енгл. Antibody-induced arthritis) 

AIDS синдром стечене имунодефицијенције (енгл. Acquired immune deficiency syndrome) 

AJCC Амерички заједнички комитет за рак (енгл. American Joint Committee on Cancer) 

ALK-1 киназа слична активинском рецептору (енгл. Activin receptor-like kinase) 

AMP аденозин-монофосфат (енгл. Adenosine monophosphate) 

Ang ангиопоетин (енгл. Angiopoetin) 

AP-1 активациони протеин-1 (енгл. Activator protein 1) 

APAF-1 
активациони фактор апоптотских протеаза-1 (енгл. Apoptotic protease activating 

factor 1) 

APC ћелија која презентују антиген (енгл. Antigen-presenting cells) 

APP амилоидни прекурсорски протеин (енгл. Amyloid precursor protein) 

ATCC Америчка колекција ћелијских култура (енгл. American Type Culture Collection) 

ATP аденозин-трифосфат (енгл. Adenosine triphosphate) 

BAX протеин X повезан са Bcl2 (енгл. Bcl-2-associated X protein) 

BCL2 B-ћелијски лимфом 2 (енгл. B-cell lymphoma 2) 

BCLXL B-ћелијски лимфом XL (енгл. B-cell lymphoma-extra large) 

BCR-ABL 
фузиони ген карактеристичан за Philadelphia хромозом (енгл. Breakpoint cluster 

region-ABL) 

bFGF базни фибробластни фактор раста (енгл. Basic fibroblast growth factor) 

BH3, BID 
проапоптотски протеин, члан Bcl2 фамилије (енгл. BH3 interacting-domain death 

agonist) 

BRCA тумор супресорски ген (енгл. Breast cancer) 

CCL17, TARC 
хемокин-17 или тимусом и ацтивацијом регулисани хемокин (енгл. Chemokine (C-C 

motif) ligand 17 или Thymus and activation regulated chemokine) 

CCL24, MPIF-2, 

eotaxin-2 

хемокин-24 или инхибитор мијелоидних прогенитора-2 или хемотактични протеин 

за еозинофиле-2 (енгл. Chemokine (C-C motif) ligand 24 или myeloid progenitor 

inhibitory factor 2 или eosinophil chemotactic protein 2 ) 

CD105 ендоглин (енгл. Endoglin или CD105) 

CD117, SCRF 
рецептор фактора раста мастоцита/матичних ћелија или протоонкоген c-Kit или 

тирозинска протеинска киназа Kit (енгл. Mast/stem cell growth factor receptor или 

proto-oncogene c-Kit или tyrosine-protein kinase Kit) 

CD31, PECAM-1 
тромбоцитно-ендотелни адхезивни молекул (енгл. Platelet endothelial cell adhesion 

molecule) 

CD34 
антиген хематопоетских прогениторских ћелија (енгл. Hematopoetic progenitor cell 

antigen) 

CD36 (FAT, GP88, 

GPIV, GPIIIb) 
рецептор за велики број лиганада укључујући TSP-1 (енгл. Fatty acid translocase) 

CD40 костимулаторни протеин присутан на ћелијама које презентују антиген 

CD47 протеин повезан са интегрином (енгл. Integrin associated protein) 
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CD8 
корецептор карактеристичан за цитотоксичке T лимфоците али може бити присутан 

на тимоцитима, NK и дендритским ћелијама  

CD80 Костимулаторни рецептор 

CD86 Костимулаторни рецептор 

CDK (Cdc) циклин зависна киназа (енгл. Cyclin-dependent kinase) 

CIA колагеном индуковани артритис (енгл. Collagen-induced arthritis) 

CKCR4 хемокински рецептор-4 (енгл. C-X-C chemokine receptor type 4) 

CMV цитомегаловирус (енгл. Cytomegalovirus) 

CNS централни нервни систем (енгл. Central nervous system) 

CT компјутеризована томографија (енгл. Computed Tomography) 

CVD кардиоваскуларне болести (енгл. Cardovascular disease) 

DAB 3,3'-diaminobenzidine 

DAMP 
молекулски обрасци повезани са оштећењем ћелија (енгл. Damage-associated 

molecular patterns) 

DCIS дуктални „in situ“ карцином (енгл. Ductal in situ carcinoma) 

Diablo протеин који се везује за IAP и индукује апоптозу преко проапоптотских каспаза 

DMEM медијум за култивацију ћелија (енгл. Dulbecco’s Modified Eagles Medium) 

DNA деоксирибонуклеинска киселина (енгл. Deoxyribonucleic acid) 

EAE 
експериментални аутоимунски енцефаломијелитис (енгл. Experimental autoimmune 

encephalomyelitis) 

ECM ванћелијски матрикс (енгл. Extracellular matrix) 

EDTA етилендиамино-тетрасирћетна киселина (енгл. Ethylenediaminetetraacetic acid) 

EGF епидермални фактор раста (енгл. Epidermal growth factor) 

EGFR рецептор за епидермални фактор раста (енгл. Epidermal growth factor receptor) 

EMT епително-мезенхимална транзиција (енгл. Epithelial–mesenchymal transition) 

eNOS eндотелна азот-моноксид синтетаза (енгл. Endothelial nitric oxide synthase) 

EPC прогениторске ћелије ендотела (енгл. Endothelial progenitor cell) 

ER рецептор за естроген (енгл. Estrogene receptor) 

Erk1/2 
екстрацелуларним сигналом регулисана киназа 1/2 (енгл. Extracellular signal–

regulated kinases 1/2) 

FADD 
протеин са доменом смрти везан за FAS рецептор (енгл. Fas-Associated protein with 

Death Domain) 

FAS (CD95, Apo-1, 

TNFRSF6, FasR) 
рецептор смрти из породице рецептора за фактор некрозе тумора 

FasL лиганд за FAS 

FBS фетални говеђи серум (енгл. Fetal bovine serum) 

FDA Управа за храну и лекове (енгл. The Food and Drug Administration) 

FEC хемиотерапијски протокол (5-Fluorouracil, Epirubicin, Cyclophosphamid) 

FGF фибробластни фактор раста (енгл. Fibroblast growth factor) 

FIAU 1-(29-deoxy-29-fluoro-1-β-D-arabinofuranosyl)-5-iodo-uracil 

G хистолошки градус (енгл. Histological grade) 

Gadd45 
ген и истоимени протеин са улогом у заустављању раста ћелија и оштећења DNА 

(енгл. The Growth Arrest and DNA Damage) 
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GCP Добра клиничка пракса (енгл. Good clinical practice) 

GM-CSF 
гранулоцитно-моноцитни фактор стимулације раста колоније (енгл. Granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor) 

HE бојење хамтоксилином и еозином (енгл. Haematoxylin and eosin stain) 

HER2 хумани епидермални фактор раста-2 (енгл. Human epidermal growth factor receptor-2) 

HGF фактор раста хепатоцита (енгл. Hepatocyte growth factor) 

HIF хипоксијом индуковани фактор (енгл. Hypoxia-inducible factor) 

HIV вирус хумане имунодефицијенције (енгл. Human immunodeficiency virus) 

HMGB1 протеин високе мобилности групе B1 (енгл. High mobility group box 1) 

HPF велико микроскопско увеличање (енгл. High power field) 

HPV хумани папиломавирус (енгл. Human papillomavirus) 

HRP пероксидаза из рена (енгл. Horse-radish peroxidase) 

Hsc70 протеин топлотног шока-70 (енгл. Heat shock 70 kDa protein 8) 

HtrA2 (OMI) 
митохондријска серинска протеаза HTRA2 (енгл. Serine protease HTRA2, 

mitochondrial) 

HUVEC 
ћелије из културе хумане умбиликалне вене (енгл. Human Umbilical Vein Endothelial 

Cells) 

IAP инхибитори апоптотских протеина (енгл. Inhibitors of apoptosis proteins) 

ICAD инхибитор каспазом активиране DNазе (енгл. Inhibitor of caspase-activated DNase) 

icIL-33 унутарћелијски IL-33 (енгл. Intracellular interleukin-33) 

IDC инвазивни дуктални карцином (енгл. Invasive ductal carcinoma) 

IFN-γ интерферон- γ (енгл. Interferon-γ) 

IgE имуноглобулин E 

IGF-1 инсулину сличан фактор раста-1 (енгл. Insulin-like growth factor-1) 

IHC имунохистохемија (енгл. Immunohistochemistry) 

IHPI 
имунохистохемијски прогностички индекс (енгл. Immunohistochemical prognostic 

index) 

IL интерлеукин (енгл. Interleukin) 

IL1-RacP помоћни протеин рецептора за IL-1 (енгл. Interleukin 1 Receptor Accessory Protein) 

IP-10, CXCL10 
протеин-10 индукован IFN-γ или хемокин 10 (енгл. Interferon gamma-induced protein 

10 или Chemokine (C-X-C motif) ligand 10) 

IP-9 (ITAC, 

CXCL11) 

протеин-9 индукован IFN-γ или хемоатрактант Т лимфоцита индукован IFN-γ или 

хемокин 9 (енгл. Interferon-gamma-inducible protein 9 или Interferon-inducible T-cell 

alpha chemoattractant или Chemokine (C-X-C motif) ligand 11) 

IRAK киназа повезана са рецептором за IL-1 (енгл. Interleukin-1 receptor-associated kinase) 

IκBα 
инхибитор NFκB (енгл. nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-

cells inhibitor, alpha) 

JAK JUN N-терминална киназа (енгл. Janus kinase) 

LAMP-2α 
мембрански протеин-2α повезан са лизозомом (енгл. Lysosome-associated membrane 

protein 2) 

LVI лимфоваскуларна инвазија (енгл. Limfovascular invasion) 

MAPK протеин киназа активирана митогеном (енгл. Mitogen-activated protein kinase) 

MHC1 
главни комплекс ткивне подударности класе 1 (енгл. Major histocompatibility 

complex class I) 
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MI митотски индекс (енгл. Mitotic index) 

MIP-1, CCL3  
хемокин-3 или макрофагни инфламаторни протеин-1 или (енгл. Chemokine (C-C 

motif) ligand 3 или Макрофагни инфламаторни протеин-1) 

MIP-2 (CXCL2) 
Макрофагни инфламаторни протеин-2 или хемокин-2 (енгл. Macrophage 

inflammatory protein 2-alpha или Chemokine (C-X-C motif) ligand 2) 

MMP матрикс металопротеиназе (енгл. Matrix metalloproteinases) 

MNNG енгл. N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine 

MRI магнетна резонанца (енгл. Magnetic resonance imaging) 

mRNA информациона рибонуклеинска киселина (енгл. Messenger RNA) 

MS мултипла склероза (енгл. Multiple sclerosis) 

MVD микроваскуларна густина (енгл. Microvessel density) 

myc 
ген који кодира истоимени протеин са улогом транскрипционог фактора у 

регулацији ћелијскog циклусa и пролиферацијe ћелија (енгл. Myelocytomatosis viral 

oncogene homolog) 

MyD88 (енгл. Myeloid differentiation primary response gene 88) 

NF-HEV 
нуклеарни фактор у високим ендотелијалним венама (енгл. Nuclear factor in high 

endothelial venules) 

NFκB 
нуклеарни фактор κB (енгл. Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B 

cells) 

NG нуклеарни градус (енгл. Nuclear grade) 

NK урођено убилачке ћелије (енгл. Natural killer cells) 

NKT урођено убилачке Т ћелије (енгл. Natural killer Т cells) 

NO азот монооксид (енгл. Nitric oxide) 

NOS без посебних карактеристика (енгл. Not otherwise specified) 

NPI прогностички индекс (енгл. Nottingham prognostic index) 

NSCLC неситноћелијски карцином плућа (енгл. Non-small cell lung cancer) 

NST без посебног типа (енгл. No special type) 

PAI-1 инхибитор активатора плазминогена-1 (енгл. Plasminogen activator inhibitor-1) 

PBS фосфатни пуфер (енгл. Phosphate-buffered saline) 

PCR реакција ланчаног умножавања (енгл. Polymerase chain reaction) 

PDGF тромбоцитни фактор раста (енгл. Platelet-derived growth factor) 

PET позитронска емисиона томографија (енгл. Positron emission tomography) 

PF4 (CXCL4) тромбоцитни фактор-4 (енгл. Platelet factor 4 или Chemokine (C-X-C motif) ligand 4) 

PI3K/AKT/mTOR 
сигнални пут фосфатидилинозитол-3-киназа/протеинска киназа B/мета за 

рапамицин сисара (енгл. phosphatidylinositol-3-kinases/Protein kinase B (AKT)/ 

mechanistic target of rapamycin 

PKC протеин киназа C (енгл. Protein kinase C) 

PNI перинеурална инвазија (енгл. Perineural invasion) 

PR рецептор за прогестерон (енгл. Progesterone receptor) 

PTEN 
ген који енкодира продукцију фосфатаза/тензин хомологог протеина (енгл. 

Phosphatase and tensin homolog gene) 

pTNM патолошка TNM класификација (енгл. Pathologic TNM classification) 

RA реуматоидни артритис (енгл. Rheumatoid arthritis) 

RAGE 
рецептор за крајње продукте гликације (енгл. Receptor for advanced glycation end 

products) 



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

 

196 
 

RANTES, CCL5  
хемокин 5 (енгл. Chemokine (C-C motif) ligand 5 или Regulated upon Activation, 

Normal T-cell Expressed, and Secreted)  

Ras 
онкоген за улогом у регулацији ћелијског циклуса, пролиферације, 

диференцијације, апоптозе, адхезивности и миграције ћелија.  

rIL-33 рекомбинантни IL-33 (енгл. Recombinant IL-33) 

RIP протеинска киназа везана за рецептор (енгл. Receptor-interacting protein kinases) 

ROC кривa оперативне карактеристике примаоца (енгл. Receiver operating characteristic) 

ROS реактивни медијатори кисеоника (енгл. Reactive oxygen species) 

SDF-1 (CXCL12) 
стромални изведени фактор-1 или хемокин-12 (енгл. Stromal cell-derived factor 1 или 

Chemokine (C-X-C motif) ligand 12) 

SEM стандардна грешка мерења (енгл. Standard error of mean) 

SERR 
База података за преживљавање, епидемиологију и крајњи исход (енгл. The 

Surveillance, Epidemiology, and End Results) 

SIGIRR 
протеин са улогом у модулацији имунског одговора, хемостази епитела дебелог 

црева и карциногенези (енгл. Single Ig IL-1-related receptor) 

SLE системски лупус еритематозус (енгл. Systemic lupus erythematosus) 

Smac 
други активатор каспаза изведен из митохондрија (енгл. Second mitochondria-derived 

activator of caspases) 

SMAD 
протеини за пренос сигнала и модултори транскрипције (енгл. Mothers against 

decapentaplegic homolog 2) 

SMR стромална-мононуклеарна реакција (енгл. Mononuclear Stromal Reaction) 

SOCS супресор сигнализације цитокинима (енгл. Suppressor of cytokine signaling) 

SP супстанца P (енгл. Substance P) 

SS системска склероза (енгл. Systemic sclerosis) 

SUV39H1 (енгл. Histone-lysine N-methyltransferase) 

TAM макрофаги повезани са тумором (енгл. Tumor-associated macrophages) 

TDLU терминални канал лобуларне јединице (енгл. Terminal duct lobular unit) 

TGF-β трансформишући фактор раста (енгл. Transforming growth factor-β) 

Th лимфоцити помоћнички Т лимфоцити (енгл. Т helper) 

tie2 рецептор за ангиопоетин 

TIFF 
рачунарски формат за складиштење графичких података високог квалитета (енгл. 

Tagged image file format) 

TIMP ткивни инхибитор металопротеиназа (енгл. Tissue inhibitor of metalloproteinase) 

TIR 
екстрацелуларни домен карактеристичан за рецепторе сличне „toll-u“ и присутан у 

цитоплазматском делу IL-1R1 (енгл. Toll-IL-1 receptor) 

TLR рецептори слични „toll-у“ (енгл. Toll-like receptors) 

TNF фактор некрозе тумора (енгл. Tumor necrosis factor superfamily) 

TNFAIP3, A20 протеин индукован са TNFR3 (енгл. Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3) 

TNFR рецептор за TNF (енгл. Tumor necrosis factor receptor) 

t-PA ткивни активатор плазминогена (енгл. Tissue plasminogen activator) 

TRADD 
протеин са доменом смрти везан за TNFR1 (енгл. Tumor necrosis factor receptor type 

1-associated DEATH domain protein) 

TRAF6 фактор везан за TNFR6 (енгл. TNF receptor associated factor 6) 
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TRAIL 
апоптозом индукован лиганд повезан са TNF (енгл. TNF-related apoptosis-inducing 

ligand) 

TSH тиреостимулишући хормон (енгл. Thyroid-Stimulating Hormone) 

TSLP тимусни стромлани лимфопоетин (енгл. Thymic stromal lymphopoetin) 

TSP-1 тромбоспондин-1 (енгл. Thrombospondin-1) 

UICC Међународна унија за контролу рака (енгл. Union for International Cancer Control) 

UK NEQAS 
Национални сервис за екстерну контролу квалитета Велике Британије (енгл. United 

Kingdom National External Quality Assessment Service) 

u-PA урокиназни активатор плазминогена (енгл. Urokinase plasminogen activator) 

VEGF васкуларни ендотелни фактор раста (енгл. Vascular endothelial growth factor) 

WHO Светска здравствена организација (енгл. World Health Organisation) 

WMA Светска медицинска асоцијација (енгл. World Medical Association) 

WT дивљи тип (енгл. Wild type) 

α5β1 интегрин 

α-SMA глатко-мишићни актин- α (енгл. α-smooth muscle actin) 

αVβ1 интегрин 

αVβ3 интегрин 
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Апстракт 

АП 

 

Интерлеукин-33 (IL-33)/IL-33 рецептор (IL-33R, IL-RL1, ST2) сигнални пут промовише 

раст тумора и развој метастаза инхибицијом антитуморског имунског одговора. IL-33 је 

протеин са анти- и проинфламаторном улогом који функционише као транскрипциони 

фактор и класичан цитокин са улогом алармина. Некротичне ћелије секретују 

имунорегулаторне цитокина укључујући IL-33 који је члан IL-1 фамилије цитокина. 

Претходне студије сугеришу да IL-33 промовише експресију и ослобађање васкуларног 

ендотелног фактора раста (VEGF) у мастоцитима и указују на његову проангиогену улогу 

активацијом ендотелних ћелија преко IL-33R. Међутим, значај активације IL-33/IL-33R 

сигналног пута у ангиогенези и туморској некрози није у потпуности јасна.  

Циљ наше студије је био да се испита улога сигналног пута IL-33/IL-33R у туморској 

некрози и ангиогенези карцинома дојке. 

Делеција гена за IL-33R у BALB/c мишева појачава туморску некрозу у испорава раст 

тумора у експерименталном моделу 4T1 карцинома дојке што је повезано са смањеном 

експресијом васкуларног ендотелног фактора раста и IL-33 у ћелијама тумора дојке. 

Експресија IL-33 у ћелијама карцинома дојке расте током времена у IL-33R
+/+

 али не и у 

IL-33R
-/-

. Резултат указује на механизам позитивне повратне спреге IL-33/IL-33R осовине. 

Анализирали смо експресије IL-33. IL-33R, и VEGF.а, као и микроваскуларну густину 

(MVD) у туморима 40 пацијенкиња са карциномом дојке са присутном или одсутном 

некрозом у ткиву тумора. Детектовали смо значајно већу експресију IL-33. IL-33R и 

VEGF-а у ткиву карцинома дојке без детектабилне некрозе. Експресије IL-33 и IL-33R 

корелирају са експресијом VEGF-а у туморским ћелијама. Такође, експресија VEGF је 

била у позитивној корелацији са MVD у перинекротичном рубу тумора. 

IL-33 попут IL-1β покаује проангиогену улогу и контролише продукцију VEGF-а. IL-1β 

појачава експресију VEGF-а и његових рецептора на ендотелним ћелијама а заједно са 

VEGF-ом промовише туморску ангиогенезу. Као и IL-1, IL-33 активира IL-1R3 (IL-1RAcP) 

указујућ да инхибиција овог протеин применом анти-IL-1R3 антитела инхибира 

ангиогенезу тумора и појачава туморску некрозу у ткиву царцинома дојке услед губитка 

васкуларне подпоре. На основу ових резултата сматрамо да IL-33 ослобођен из 

некротичних ћелија фацилитира експресију VEGF-а у околним туморским ћелијама 

промовишући ангиогенезу што је потврђено већом MVD у перинекротичној зони хуманог 

царцинома дојке. Наши резултати указују да IL-33/IL-33R сигнални пут игра важну улогу 

у расту тумора појачавањем експресије проангиогеног VEGF-а и инхибицијом туморске 

некрозе. У додатку на ранија истраживања, наши резултати указују на супротну улогу 

интрацелуларног и секретованог IL-33. Наша студија показује додатни механизам којим 

IL-33/IL-33R осовина учествује у карциногенези и даје рационално објашњење за 

потенцијалну блокаду IL-33 као терапијског модалитета у лечењу хуманог карцинома 

дојке. 
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Abstract: 

AB 

 

Interleukin-33 (IL-33)/IL-33 receptor (IL-33R, IL-RL1, ST2) signaling pathway promotes 

mammary cancer growth and metastasis by inhibiting anti-tumor immunity.  IL-33 is dual 

function protein with roles as a nuclear factor and a classical cytokine and functions as a 

prototypic „alarmin”. Necrotic cells release immunoregulatory cytokines, including IL-33, a 

member of the IL-1 family of cytokines. Previous studies suggest that IL-33 directly facilitated 

vascular endothelial growth factor (VEGF) expression and secretion in primed mast and showed 

proangiogenic role of IL-33 by inducing endothelial  proangiogenic activity via IL-33R 

expressed on endothelial cells.However, the role of IL-33/IL-33R axis in neoangiogenesis and 

tumor necrosis is not elucidated.  

Therefore, the aim of this study was to investigate the role of IL-33/IL-33R axis in mammary 

tumor necrosis and angiogenesis.  

Deletion of IL-33R gene in BALB/c mice enhanced tumor necrosis and attenuated tumor growth 

in 4T1 breast cancer model, which was associated with markedly decreased expression of VEGF 

and IL-33 in mammary tumor cells. IL-33 expression in mammary tumor cells significantly 

increased over time in IL-33R
+

/+ mice, but not in IL-33R-/- mice the findings that reflect positive 

feedback mechanism in IL-33/IL-33R axis We next analyzed IL-33, IL-33R and VEGF 

expression and microvascular density (MVD) in breast tumors from 40 female patients with 

absent or present tumor necrosis. We found significantly higher expression of IL-33, IL-33R and 

VEGF in breast cancer tissues with absent tumor necrosis. Both, IL-33 and IL-33R expression 

correlated with VEGF expression in tumor cells. Further, VEGF expression positively correlated 

with MVD in perinecrotic zone. 

IL-33 is very much like IL-1 in that both IL-1β and IL-33 are proangiogenic and control the 

production of VEGF. IL-1β increases expression of VEGF and its receptors on endothelial cells 

and acts together with VEGF in promoting tumor mediated angiogenesis. Thus, the 

neutralization of IL-1β reduced tumor growth and the tumor-induced angiogenesis. As IL-1 and 

IL- 33 both use IL-1R3 (IL-1RAcP), it may be speculated that anti-IL-1R3 antibodies may 

reduce angiogenesis and increase tumor necrosis in breast cancer due to loss of vascular supply. 

On the basis of these observations we suggest that IL-33 released by necrotic cells may facilitate 

VEGF expression on nearby tumor cells, which could lead to enhanced angiogenesis as 

demonstrated by high-grade MVD in perinecrotic zone in human breast cancer tissue. Taking 

together, our data indicate that IL-33/IL-33R pathway is critically involved in mammary tumor 

growth by facilitating expression of pro-angiogenic VEGF in tumor cells and attenuating tumor 

necrosis. Additionally, results indicate oposite functions of intracellular and secreted IL-33. 

Thus, this study revealed an additional mechanism by which IL-33/IL-33R pathway may be 

involved in tumorigenesis and provide rationale for blocking IL-33 as a therapeutic modality in 

human breast carcinoma. 

 

 



 

269 
 

Accepted by the Scientic Board on: 

ASB 
 

  

Defended on: 

DE 
 

  

  

Thesis defended board 

(Degree/name/surname/title/faculty) 

DB 

 

 

 

President: 

Prof. dr Miodrag Lukić, Professor Emeritus of Microbiology 

and Immunology, Faculty of Medical Sciences, University of 

Kragujevac 

  

  

Menthor: 

Prof. dr Ivan Jovanović, Associate professor of Microbiology 

and Immunology, Basic of Oncology, Faculty of Medical 

Sciences, University of Kragujevac 

  

  

Member: 
Prof. dr Slavica Knežević Ušaj, Professor of Pathology, 

Faculty of Medicine, University of Novi Sad  

  

  

Member: 

Prof. dr Gordana Radosavljević, Associate professor of 

Microbiology and Immunology, Faculty of Medical Sciences, 

University of Kragujevac 

 

  



 

270 
 

8.3. БИОГРАФСКИ ПОДАЦИ АУТОРА 

Милош  (Зоран) Милосављевић је рођен у Крагујевцу 14.04.1977. године. Основну школу 

и Прву крагујевачку гимназију завршио је у Крагујевцу. Дипломирао је  2005. године на 

Медицинском факултету, Универзитета у Крагујевцу чиме је стекао звање доктора 

медицине. Академске докторске студије на Медицинском факултету у Крагујевцу уписао 

је школске 2005/2006. године, изборно подручје Клиничка и екпериментална хирургија а 

усмени докторски испит је положио у мају 2008. године са оценом 8 (осам).  

У периоду од маја 2007. до октобра 2010. године ангажован је као инструктор практичне 

наставе на предметима Патолошка анатомија и Статистика у фармацији, Медицинског 

факултета у Крагујевцу. Од децембра 2009. године запослен је у Служби за патолошку-

анатомску дијагностику, Клиничког центра у Крагујевцу. Специјалистичке студије из 

области Патолошке анатомије започео је 2012. године на Факултету медицинских наука, 

Универзитета у Крагујевцу. 

Милош (Зоран) Милосављевић се активно бави научно-истраживачким радом у Центру за 
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