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Znacaj ekspresije, regulisane estrogenom, proteina pS2 i katepsina D u primarnom 

operabllnom karcinomu dojke 

Apstrakt 

Karcinom dojke је najzastupljenije maligno oboljenje i jedan od vodecih uzroka smrtnosti od 

malignih oboljenja medu zenama u industrijski-razvijenim zemljama, u najvecoj meri zbog 

sklonosti primarnih karcinoma dojke da metastaziraju do limfuih cvorova u pazusnoj jami i 

udaljenih mesta u organizmu. Tok bolesti ranog karcinoma dojke u prve 3 godine pracenja toka 

bolesti se karakterise pojavom maksimalnog broja udaljenih metastaza koji је nezavisan od 

primenjene terapije (hirшska, hirшska i hemio-, hirшska i hormonska terapija). Identiflkacija 

karakteristika tumora/domacina tumora (bioloska ili klinicka) koje Ьi preciznije ukazale na 

pacijente sa niskim/visokim rizikom za pojavu metastatske bolesti predstavlja va2an predmet 

istra2ivanja. Као potencijalni faktori prognoze/predikcije toka bolesti su predlozeni brojni 

molekularni Ьiomarkeri ili zato sto su direktna meta terapije ili zato sto njihova ekspresija 

predstavlja sekundarni fenomen u mehanizmu delovanja terapije. Studije su pokazale da је visoka 

koncentracija katepsina D nezavisan pokazatelj lose prognoze za pacijentkinje obolele od 

karcinoma dojke, kao i da је visoka koncentracija pS2 u karcinomu dojke povezana sa povoljnijim 

tokom bolesti i da predstavlja koristan faktor za predvidanje odgovora pacijentkinja na delovanje 

adjuvantne hormonske terapije. U ovom istra2ivanju su ispitivani estrogenom-indukovani 

molekulski Ьiomarkeri, pS2 i katepsin D, sa ciljem odredivanja granicne vrednosti za defmisanje 

povisenih vs. bazicnih koncentracija, odnosno za defmisanje "statusa" Ьiomarkera u karcinomu 

dojke. Cilj istra2ivanja је Ьiо i da se identiflkuju grupe pacijentkinja sa niskim/visokim rizikom za 

relaps, u zavisnosti od statusa pS2, odnosno katepsina D koji Ьi Ьili defmisani na osnovu prethodno 

odredenih granicnih vrednosti za njihove ekspresije u karcinomu dojke. Analiza povezanosti 

klasicnih i Ьiohemijskih faktora prognoze/predikcije toka bolesti sa koncentracijama pS2 i katepsina 

D је omoguCila defmisanje granicnih vrednosti, za ekspresiju pS2 (15 ng/mg) i za ekspresiju 

katepsina D (39 pmol/mg) u karcinomu dojke, koje imaju ne samo statisticki, vec i bioloski znacaj, 

u srnislu defmisanja estrogen-zavisne vs. estrogen-nezavisne ekspresije. Pregled literatшe pokazuje 

da granicne vrednosti za ekspresye pS2 i katepsina D, do sada, nisu odredivane na nacin 

predstavljen u ovom istra2ivanju. Analiza toka bolesti pacijentkinja na osnovu statusa katepsina D, 

u periodu od 3 godine nakon hirurske terapije, је ukazala na Ьioloski znacaj proteina u karcinomu 

dojke, tj . na ulogu proteina u procesima proliferacije i apoptoze, i omogucila da se odredi njegov 

klinicki znacaj, tj. da se defmisu visoko-rizicne grupe (pN+ рТ2 CD-, pN+ III CD-, I CD+), kao i 

nisko-rizicna grupa pacijentkinja (I CD-), bez obzira na primenjenu terapiju. Analiza toka bolesti 

pacijentkinja na osnovu statusa pS2, u periodu od 3 godine nakon hirшske terapije, је ukazala na 



bioloski znacaj proteina u karcinomu dojke, tj. na anti-proliferativnu i anti-apoptotsku, kao i ulogu 

ovog proteina u rasejavanju malignih celija, i omoguCila da se odredi njegov klinicki znacaj, tj. da 

se definisu visoko-rizicne (post pN+ pS2-, рТ2 ПI pS2-, pre П ER+ PR+ pS2+) i nisko-rizicne 

grupe pacijentkinja (post П ER+ PR+ pS2+, pre П ER+ PR+ pS2-), bez obzira na primenjenu 

terapiju. 

Кljucne reci: karcinom dojke, estrogenom-regulisani proteini, pS2, katepsin D, granicna vrednost, 

nisko-rizicne grupe pacijentkinja, visoko-rizicne grupe pacijentkinja; 



The relevance of estrogen-regulated expression of pS2 and cathepsin D proteins in primary 

operaЬie breast carcinoma 

Abstract 

Breast carcinoma is the most common malignancy and one of the leading causes of death 

ftom cancer among women in industrial countries, mainly due to the propensity of the primary 

breast carcinoma to metastasize to lymph nodes in the armpit and remote places in the body. Dшing 

the fust З years of follow-up, early breast carcinoma is characterized Ьу the maximum number of 

distant metastases, independent of applied therapy (sшgery, sшgery and chemothetapy, sшgery and 

hormonal therapy) . Identification ofthe tumor/tumor-host characteristics (clinical or biological) that 

would specifically indicate patients with low/high risk for metastatic disease represents an 

important research goal. Numerous molecular biomarkers have been suggested as potential 

prognostic/predictive factors for breast carcinoma either because they are direct targets of therapy 

or because their expression is а secondary phenomenon in the mechanism of therapy. Studies have 

shown that high concentrations of cathepsin D represent an independent indicator of poor prognosis 

for breast carcinoma patients as well as high concentrations of pS2 in breast carcinoma are 

associated with а favoraЬle сошsе of the disease and represent а useful predictive factor for 

patients' response to adjuvant hormonal therapy. Estrogen-induced molecular biomarkers, pS2 and 

cathepsin D, were investigated in order to determine the cut-off values for defming elevated vs. 

basic concentrations, i.e. to defme the status of biomarkers in breast carcinoma. The aim of this 

study was to identi:fy the groups of patients with lowlhigh risk for relapse, on the basis of pS2 and 

cathepsin D status that would Ье defmed according to the cut-off values for their expression in 

breast carcinoma. 

Analysis of the relationship of classical and biochemical prognostic/predictive factors with 

concentrations of pS2 and cathepsin D allowed us to defme the cut-off values for the expression of 

pS2 (15 ng/mg) and cathepsin D (З9 pmoVmg) in breast carcinoma that have not only statistical but 

also biological relevance, in terms of defming the estrogen-dependent vs. estrogen-independent 

expression. Literatшe review shows that the cut-off values for the expression of pS2 and cathepsin 

D, so far, have not been determined in the manner done in this study. Analysis of the patients' 

fo llow-up on the basis of cathepsin D status, dшing а period of З years after sшgical treatment, 

indicated the biological relevance of the protein in breast carcinoma, i.e. the role of the protein 

within the processes of proliferation and apoptosis, and allowed us to determine its clinical 

significance, i.e. to define high-risk groups (pN + рТ2 CD-, pN + III CD-, I CD +) and low-risk 

group of patients (I CD-), regardless of applied therapy. Analysis of the patients' follow-up on the 

basis of pS2 status, dшing а period of З years after sшgical treatment, indicated the biological 



relevance of pS2 protein in breast carcinorna, i.e. the anti-proliferative and anti-apoptotic as well as 

the role ofthis protein in dissemination ofmalignant cells, and allowed us to determine its clinical 

significance, i.e. to defrne high-risk (post pN + pS2-, рТ2 ПI pS2-, pre П ER+ PR+ pS2+) and low

risk groups of patients (post П ER+ PR+ pS2+, pre П ER+ PR+ pS2-), regardless of applied 

therapy. 

Кеу words: breast carcinoma, estrogen-regulated proteins, pS2, cathepsin D, cut-offvalue, low-risk 

groups of patients, high-risk group of patients; 
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DOKTORSКA DISERTACIJA Uvod 

1. UVOD 

Кancer predstavlja vrstu oboljenja u kome se grupa celija karakterise nekontrolisanim 

rastom, sposobnoscu invazije u okolna tkiva i potencijalom za metastaziranje, odnosno za 

rasejavanje do udaljenih tkiva i organa putem limfe ili krvi i stvaranja depozita metastatskih 

celija (metastaza). NajveCi deo humanih kancera nastaje kao rezultat akumulacije genetskih i 

epigenetskih promena. Ove promene mogu da se ispolje u vidu velikog broja promena celijske 

morfologije, struktшe i funkcije sto uslovljava: а) da је kancer dovoljan sam seЬi u pogledu 

stvaranja signala za rast, Ь) neosetljivosti na signale inhiЬitora rasta, с) izbegavanja apoptoze, d) 

neogranicen potencijal za reprodukovanje, е) aktiviranje signalnih puteva koji dovode do neo

angiogeneze, invazije i nastanka metastaza (1 ). 

Karcinom predstavlja medicinski termin koji se odnosi na maligni tumor, sastavljen od 

transformisanih epitelnih celija. Karcinom dojke је najzastupljenije maligno oboljenje i jedan od 

vodecih uzroka smrtnosti od malignih oboljenja medu zenama u industrijski-razvijenim 

zernljama (2), u najvecoj meri zbog sklonosti primarnih karcinoma dojke da metastaziraju do 

limfnih cvorova u pazusnoj jami i udaljenih mesta u organizmu, kao sto su pluca, jetra, kosti i 

centralni nervni sistem (3). Procena Americkog drustva za kancer је da se, godisnje, ocekuje oko 

1 milion novih slucajeva karcinoma dojke u svetu (2). 

Ukoliko, prilikom dijagnostikovanja karcinoma dojke, nema uocljivih znakova prisustva 

udaljenih metastaza u organizmu, smatra se da је bolest u ranoj ili pocetnoj fazi (tzv. rani 

karcinom dojke) i vise od 90 % novih slucajeva karcinoma dojke se dijagnostikuje u ovoj fazi 

bolesti (4) . Pretpostavljeno је da prirnarni maligni tumori dojke, vec u ranoj fazi bolesti, 

rasejavaju maligne сеЩе u krvotok (5) tako da u trenutku detekcije bolesti, osirn primarnog 

tumora, mogu da postoje i udaljene pojedinacne maligne celije i udaljeni depoziti malignih celija 

(6). Uprkos znacajnom napretku u dijagnostici i klinickom lecenju, kao i razumevanju 

molekulske osnove biologije karcinoma dojke, oko 30 % pacijenata obolelih od karcinoma dojke 

u ranoj fazi, koji nisu leceni adjuvantnom sisternskom terapijom, se suoCi sa ponovnom pojavom 

sirnptoma bolesti, odnosno dozivi relaps u toku dU.Zeg perioda pracenja toka bolesti с~ 10 god.) 

(2). Ukoliko se, prilikom postavljanja dijagnoze, utvrdi prisustvo udaljenih metastaza u 

organizmu, smatra se da је bolest u kasnoj ili uznapredovaloj fazi (tzv. uznapredovali kancer 

dojke). 

Prisustvo rasejanih celija malignog tumora na udaljenim mestirna u organizmu је povezano 

sa kracirn periodom bez ponovne pojave bolesti (DFI) i sa kracirn periodom ukup 

prezivljavanja (OS) pacijenata obolelih od malignog tumora dojke (7). Ako se prirnarni t 
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detektuje i ukloni u ranoj fazi bolesti, pre nego sto nastanu metastaze, prognoza toka bolesti 

pacijenta moze da bude povoljna i verovatnoca za prezivljavanje bez ponovne pojave bolesti је 

velika. Sto је duzi vremenski period u kome pacijent nema simptome ponovne pojave bolesti, to 

Ьi i ukupan vremenski period do smrtnog ishoda, usled kancera, trebalo da bude dиZi. Iako 

pacijenti sa rasejanim tumorskim celijama imaju veCi rizik za ponovnu pojavu bolesti, nece se, 

tokom perioda pracenja toka bolesti, kod svih tih pacijenata stvoriti udaljene metastaze, odnosno 

razviti metastatska bolest (8). Naime, posle hirurske terapije se, uglavnom, primenjuje 

adjuvantna sistemska terapija (citotoksicna hemioterapija ili manje toksicna hormonska terapija), 

da Ьi se spreCilo ili odlozilo moguce nastajanje udaljenih metastaza. Medutim, i nakon primljene 

adjuvantne sistemske terapije, oko 15-20 % pacijenata sa primarnim karcinom dojke, i dalje, u 

seЬi nosi rasejane maligne celije (9), koje imaju nisku ili uopste nemajи proliferativnи aktivnost 

(1 0). Deo ovih rasejanih malignih celija moze da nastavi da postoji u stanjи tzv. "иspavanosti", 

sve dok se ne vrate и aktivnи fazu i iniciraju nastanak metastaza. Na aktiviranje malignih celija 

иtiси razliciti faktori koji obиhvatajи genetske predispozicije "иspavanih" celija, kao i 

imиnoloski i angiogeni иticaj okrиzenja. 

Lecenje karcinoma dojke и ranoj fazi cesto Ьiva neиspesno zbog toga sto и toku 15-20 

godina, а najcesce u toku prvih 5 godina nakon hirurske terapije, dolazi do ponovne pojave 

simptoma bolesti, odnosno relapsa, иsled razvoja metastatske bolesti ( 4). Analiza zavisnosti 

pojave relapsa od vremenskog perioda koji је protekao od uklanjanja primarnog tumora 

(hirurska terapija) do pojave relapsa, и okviru tzv. "prirodnog" toka bolesti pacijenata obolelih 

od karcinoma dojke, је pokazala da se na krivoj koja odgovara funkciji rizika za ponovnи pojavu 

bolesti mogи razlikovati 2 pika, pri сети se prvi pik uocava и sirokom vremenskom opsegи do 3 

godine, adrиgi, иglavnom, izmedи 3. i 5. godine nakon hirurske terapije (7, 11-12). Postojanje 

2 pika na krivoj funkcije rizika је иосеnо za razliCite podgrиpe pacijenata, bez obzira na faktore 

prognoze/predikcije toka bolesti (statиs menopauze, statиs limfnih cvorova pazusne jame, 

velicinu tumora, status receptora za estrogen) sto upиcuje na Ьioloski fenomen. Jednom od 

hipoteza, kojom Ьi se mogao objasniti uoceni oЬlik funkcija rizika za ponovnи pojavu bolesti, se 

pretpostavlja da uklanjanje primarnog tumora hirurskom terapijom moze da indukuje promene 

unutar mikro-metastatskih zarista, odnosno da stimulise proliferacijи ilili angiogenezu celija 

tumora (13-14). Transformacija malignih celija iz stanja bez deobe celija u stanje rasta bez 

krvnih sudova, kao i iz posledenjeg stanja u fazu stvaranja kapilara i daljeg rasta predstavlja 

transformacijи mikrometastatskih zarista u angiogenezni fenotip sto rezultиje iznenadnim 

иbrzanjem metastatskog procesa i odgovara prvom piku na krivoj rizika za ponovnu pojavu 

bolesti. Drиgi pik na krivoj је pripisan aktiviranjи mikrometastatskih depozita koje se, иsled 

"иspavanosti" tиmora, moze desiti neko liko godina nakon hirurske terapije ( 15). Lecenje 

2 
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metastatske bolesti se, jos иvek, svodi na иЬla.Zivanje tegoba (palijativno lecenje), sa obzirom na 

to da је mogиcnost izlecenja veoma ogranicena ili prakticno ne postoji (16). 

Klinicko lecenje karcinoma dojke se, dodatno, komplikиje cinjenicom da invazivni 

karcinomi dojke pokazujи sirok opseg molekиlskih profila, morfoloskih tipova i klinickog 

ponasanja. Ne samo da postoji velika heterogenost и prirodi tipova celija izmed:и razliCitih 

tumora, vec se и okviru jednog tumora moze иoCiti znacajna heterogenost feno- i geno-tipova 

(1 7). Stoga је glavni izazov, za istra.Zivace и translacionim stиdijama, иnapred:enje znanja о 

molekulskim иzrocirna takve heterogenosti. Nova saznanja о иzrocirna heterogenosti tumora 

dojke sи od velike va.Znosti ne samo za bolje razиmevanje bioloske osnove nastanka malignog 

tumora dojke i rasejavanja metastaza, vec i za razvoj novih terapeиtskih pristиpa, а sve и ciljи 

poboljsanja ishoda bolesti pacijenata. 

1. 1. Nastanak malignog tumora dojke 

Maligni tиmor dojke је, cak i и ranoj fazi, heterogena bolest и kojoj, pored genetskih i 

epigenetskih mиtacija, interakcije izmed:и tиmorskih celija i njihovog mikrookru:Zenja (stroma, 

inflamatome celije i krvni sиdovi) irnajи znacajan иticaj na proces tumorigeneze, и smislи da 

иtiси na rast, progresijи i metastatski potencijal tumora (6, 18). Pored postojanja razliCitih 

podtipova tиmora, celije и okvirи jedne tиmorske popиlacije, cesto, ispoljavajи funkcionalnи 

heterogenost, pri сети celije ispoljavajи razliCite kapacitete za proliferacijи i diferencijacijи 

(18). Da bi se objasnilo zasto svaka celija иnиtar tumora nije sposobna da inicira i!ili odrzi rast 

tumora, predlozena sи dva modela za heterogenost celija tumora, kojima se objasnjava i nastanak 

kancera (19-20): 

• model klonske selekcije i 

• model "stem" celije kancera. 

1. 1. 1. Model klonske selekcije 

Dva aspekta modela klonske selekcije (slika 1.1. А) , koji је 1976. godine prvi predlozio 

Nowell (19), јеsи : а) heterogenost и okvirи tumora, иsled genetske nestabilnosti i Ь) postepena 

prirodna selekcija celija koje imajи najpodesniji (najagresivniji) fenotip. Model klonske selekcije 

pretpostavlja da svaka celija и tumorи irna potencijal da inicira tиmor. Genetske mutacije 

obezbed:uju datirn celijama selektivnи prednost pri rastu, u odnosu na okolne normalne celije, 

з 
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tako da се сеЩе sa mutacijama biti dominantne u odnosu na sve druge celije u tumoru i stvorice 

novi klon. Celije-potomci novo-stvorenog klona се biti okarakterisane novim karakteristikama, 

izmedu ostalog i razlicitim potencijalom za diferencijaciju, u odnosu na druge celije tumora, а 

slicnim potencijalima za inicijaciju rasta tumora, u okviru novo-stvorene populacije (20). Sa 

jedne strane, ove celije mogu da stvore veliki broj potomaka, а sa druge, nove mutacije mogu da 

omoguce prednost pri rastu, u odnosu na druge tumorske celije, kao sto је otpornost na apoptozu. 

Prema modelu, svaka celija kancera, potencijalno, moze da postane invazivna i da lZazove 

nastanak metastaze ili da postane otporna na terapije i izazove ponovnu pojavu bolesti. 

А) Model klonske selekcije 

normalna eelija cf 

m•llgo. ""'"' Jr 
1 \ 

0 noviklon 

с 

В) Model "stem" celije kancera 

normalna "stem" eelija celija-prekurzor 

с 

\ 1 
"stem" eelija kancera 

с 

/l\ 
~ ... .... ~ 

~ 
eelije-potomci 

Slika 1.1. - Dva predloiena modela za inicijacijи i progresijи tитша, odnosno heterogenost 
tиmora. А) Ро modelи klonske selekcije, svaka normalna celija, potencijalno, moie da pretrpi 
transformacijи. Nastala maligna celija (Ьеlа Ьоја) moie da stekne dodatnи mиtacijи i stvori novi 
klon celija (siva Ьоја), dok drиge maligne celije ostajи bez dodatne mиtacije. Ovaj proces moie 
da se ponavlja beskonacno i neke mиtacije тоgи da dovedи do novih osoЫna, kao sto sи 
difaencijacija i sposobnost za samo-obnavljanje. Celije sa mиtacijama се imati pт·ednosti и tokи 
rasta i Ысе dominantne и tитоrи. В) Р о modelи "stem" celije kancaa, mиtacije koje izazivajи 
kancer se, verovatno, dogadajи и normalnim "stem" celijama (siva Ьоја), koje se samo
obnavljajи, ili и celijama-prekиrzoт·ima (siva Ьоја) . Od ovih celija poticи tzv. " stem" celija 
kanceт·a (siva Ьоја) koje mogu da se samo-obnavljajи i diferentиjи tako da stvoт·e sve drиge 
celiJe tитша, ali isto tako mogu i dodatno da тиtiт·аји. celiJe-potomci (sт·afiraпoJ sи geпetski 
identicne " stem" celijama kancaa, ali nisи sposobne da se samo-obnavljajи. И А) i В) - krиgovi 

pгedstavljajи celije, типја pт·edstavlja mиtagenezи, zvezdice pгedstavljajи mиtacije, ргi сети 

рт-vа zvezvica и svakom krиgu pгedstavlja visestт·иke mиtacije koje sи neophodne da Ы se 
normalna celija tт·ansfшmisala и malignи. 
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1. 1. 2. Model "stem" celije kancera 

Model "stem" celije kancera је, kao model karcinogeneze, bio opisan jos 30-ih godina 

proslog veka, ali је tek nedavno prosiren na solidne tumore, pri cemu је dokazano da "stem" 

celije kancera mogu da postoje i u tumorima dojke (21). Prema modelu (slika 1.1. В), odred:ena 

populacija celija kancera, nazvanih "stem" celije kancera1
' regulise inicijaciju, progresiju i 

ponovnu pojavu tumora (22). Ove celije su nazvane "stem" celijama kancera kako Ьi se naglasile 

njihove osobine, slicne osobinama "stem" celije norrnalnog tkiva, i sposobnost da kontinualno 

odrze proces tumorigeneze. Ро defmiciji, "stem" celije kancera su sposobne da se neograniceno 

samo-obnavljaju i da diferentuju, sto dovodi do stvaranja svih (tumorigenih i ne-tumorigenih) 

tipovq celija koje sacinjavaju ostatak tuтora. Pretpostavlja se da se ucestalost "stem" celije 

kancera razlikuje izmed:u pojedinacnih tumora istog podtipa i da је potencijalno veca u 

agresivnijim tumorima. Jos uvek nisu obezbed:eni defmitivni eksperimentalni dokazi koji 

pokazuju da "stem" celije kancera poticu od norrnalnih "stem" celija tkiva sa kancerskim 

fenotipom ili od celija-prekurzora, koje su diferentovanjem stekle kapacitet za samo-obnavljanje, 

ili, pak, od spajanja "stem" i mutiranih celija sto Ьi, teorijski, omoguCilo dalju akumulaciju 

mutacija. 

Modeli selekcije klonova i "stem" celija kancera imaju zajednicko to da tumor nastaje od 

pojedinacne celije koja је akumulirala visestruke mutacije i koja је stekla neogranicen potencUal 

za proliferaciju. VaZno је napomenuti da dva modela nastanka kancera nisu med:usobno 

iskljuciva jer same "stem" celije kancera podlefu klonskoj selekciji (23). Stoga se karakteristike 

"stem" celije kancera mogu promeniti tokom tumorigeneze i, eventualno, moze nastati posebna, 

dominatnija "stem" ~elija kancera. 

1. 2. Nastanak metastaza- metastatska kaskada 

Metastatska bolest, kao posledica nastanka udaljenih metastaza, је uzrok preko 90 % 

smrtnih ishoda med:u pacijentima obolelim od kancera (24). Metastaze predstavljaju depozite 

malignih celija koji nastaju kao posledica rasejavanja celija tumora sa mesta nastanka primarnog 

tumora do udaljenih mesta u tkivima/organima, odnosno do sekundarnih tumora (3). 

Metastaziranje tumora је veoma slozen i dinamican Ьioloski proces tokom koga se desavaju 

brojne interakcije izmed:u samih celija tumora, kao i izmed:u celija tumora i tkiva koje okrufuje 

1 Mezenhimalne stem celije su multipotentne stem celije koje imaju visok kapacitet za samo-obnavljanje i koje 
mogu da diferentuju u mnostvo specijalizovanih tipova celija. 
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tumor. Pri tome је nastanak metastaza "pritajeni" proces koji se desava unutar organizma i kao 

takvog ga је tesko detektovati. Trajanje bolesti na niskom, odnosno klinicki-nedetektabilnom 

nivou (tzv. "minimalna rezidualna bolest") је cesta osobina karcinoma dojke, sto је potvrdeno 

sve veCim brojem pacijenata sa karcinomom dojke, cak i bez indikacija о metastatskom sirenju, 

koji imaju pojedinacne maligne celije u krvi (25). 

primarni tumor 

angiogeneza 

disocijacija 

invazija 

i ntravazacija 

rasejavanje 

vezivanje 

ekstravazacij 

metastaza 1 1 smrt 6elije 

Slika 1.2. - Razliciti koraci и okviru metastatske kaskade. Suiavanje figuт-e ukazuje па sve veCi 
gubltak tumorskih celija tokom metastatske kaskade. 

Uprkos svom klinickom znacaju, celijski i molekulski mehanizmi kojima nastaju 

metastaze u kanceru jos nisu dovoljno poznati. Utvrdeno је da proces nastanka metastaza, tzv. 

metastatska kaskada (slika 1.2.), obuhvata nekoliko uzastopnih bioloskih procesa (3, 26). Tokom 

rasta, primarni tumor mora da razvije sistem za dovod krvi koji се da zadovolji njegove 

metabolicke potrebe - proces koji se naziva angiogeneza. Kljucni dogadaj u formiranju 

metastaza је proces invazije malignih celija u okolno tkivo. Da bi doslo do invazije, neophodno 

је odvajanje pojedinacne maligne celije od primarnog tumora (disocijacija), kao i slozena i 

pravovremeno-regulisana interakcija sa tkivom koje okrufuje datu celiju. Preduslov za 

prodiranje odvojenih malignih celija u vancelijski matriks i okolno tkivo је njihova sposobnost 

tzv. "aktivne promene mesta" sto, takode, predstavlja visestepeni proces. Da bi migrirale kroz 

vancelijski matriks, maligne celije moraju da se privremeno vefu za pojedine komponente tog 
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matriksa, uz posredstvo receptora na povrsini celije koji sи specificni za odgovarajиce sиbstrate. 

Potom, maligne celije morajи da prodи kroz intersticijalni2 matriks, sto se desava posredstvom 

proteolize. Utvrdeno је da mnogi maligni tumori pokazujи povisene nivoe proteoliticke 

aktivnosti i smatra se da је proteoliticka degradacija vancelijskog matriksa predиslov da Ьi 

maligne celije mogle иspesno da prodrи и ciljno tkivo (27). 

Nakon sto иspesno prodи kroz vancelijski matriks, maligne celije иlaze и krvotok ilili и 

limfni sistem - proces koji se naziva intravazacija3
. Ovaj proces, takode, zahteva dobro 

koordinisanи sekvencи proteolize i "aktivne promene mesta". Ро иlaskи и krvotok, maligne 

celije se rasejavajи do sekundarnih mesta и иdaljenim tkivima/organima, gde Ьivаји vezane и 

kapilarima, na osnovu ogranicenja velicinom celije (28). Potom, maligne celije aktivno 

napиstajи sistem krvnih sиdova (ekstravazacija4
) pиtem иzastopnih procesa proteolize, adhezije 

izmedи celija i sиbstrata, kao i "aktivne promene mesta" i prodirи и ciljna tkiva/organe 

(invazija). Prodiranje malignih celija и ciljni organ/tkivo ne rezultиje, obavezno, razvojem 

klinicki-ocigledne metastaze jer invazivne maligne celije mogи da Ьиdи иЬiјеnе od strane 

imиnog sistema (slika 1.3.). Takode, ove celije mogи ostati "иgasene", иsled fenomena 

"иspavanosti" tиmora. 

ekstravazacija 

1 

klinicki nedetektabilno 

proliferacija 

~: 
uspavanost 

1 
1 

smrt •-- Ј 

proliferacija 

... 
1 
1 

uspavanost 
1 
1 

smrt •-- Ј 

klinicki detektaЬilno 

Slika 1.3. - Moguce sиdЫпе malignih celija па sekиndarnom mestи. Maligne celije тоgи da 
postoje kao pojedinacne celije, kao male pre-angiogene metastaze ili kao velike metastaze sa 
krvnim sиdovima. Ргi svakom km-akи, samo mali deo celija се nastaviti proces, pri сети 
preostale celije ili mikm-metastaze mogu Ш da ш1и и stanje иspavanosti ili da doiive smrt. 
Samo deo metastaza sa la-vnim sиdovima је klinicki detektaЫlan dok sи pojedinacne celije i 
mikro-metastaze klinicki nedetektaЫlne. Smatra se da sи procesi proliferacije i apoptoze 
Ыokiт-ani и " иspavanim " pojedinacnim celijama, dok sи и" иspavanim "pт-e-angiogenim тikт-o
metastazama ovi pт'ocesi игavnoteieni, sto rezиltиje ogгanicenom veliCinom ovih mikro
metastaza. 

2 Intersticijalni matrik:s- prazan prostor ili supljina, koji se nalaze izmedu pюstora popunjenih strukturom ili materijom. 
3 lntravazacija- proces ulaska molekula u krvni sud. 
4 Ekstravazacija- proces izlaska molekula iz krvnog suda u okolno tkivo. 
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Kada se nalaze na novom, sekundarnom mestu, maligne celije moraju da ponovo zapocnu i 

da odrze svoj rast, da bi formirale pre-angiogene mikrometastaze. Prema tzv. hipotezi "semena i 

podloge" (eng. "seed and soil"), koju је prvi put predlozio Paget 1889. godine (29), maligne 

celije mogu da prezive i kolonizuju samo ona sekundarna mesta na kojima mikro-okrиZenje 

moze da promeni ekspresije gena u tumorskim celijama u znacajnoj meri i da time utice na 

stvaranje novih krvnih sudova u mikro-metastazama. Ovaj proces neovaskularizacije mikro

metastaza omogucava njihov dalji rast i nastanak makroskopskog tumora. No, nemaju ni sve 

celije u tumoru sposobnost da metastaziraju. Metastatski potencijal zavisi od vise faktora koji 

odreduju ukupan rast, prezivljavanje, angiogenezu i invaziju tumorskih celija. Smatra se da bi 

samo visoko-maligne celije, tj, celije sa visokim proliferativnim indeksom i sa skoro potpuno 

izostalom celijskom adhezijom, ttebalo da budu sposobne da napuste primami tumor i da 

metastaziraju, odnosno dovedu do nastanka metastaza (30). 

Stvaranje metastaza се biti uspesno samo ako је pojedinacna maligna celija sposobna da 

prezivi svaki pojedinacan korak metastatske kaskade (28). Iako se u krvotoku pacijenata obolelih 

od karcinoma dojke mogu detektovati stotine ili hiljade pojedinacnih, rasejanih malignih celija, 

uocena frekvenca metastaza ostaje znacajno manja od ocekivane jer manje od 0,05 % malignih 

celija u cirkulaciji uspeva da prezivi sve korake metastatske kaskade (31) . Na osnovu ove 

cinjenice se moze smatrati da је nastanak metastaza veoma neeftkasan proces. Sa obzirom na to 

da је, na osnovu studija, zakljuceno da su rani koraci u metastatskom procesu - od trenutka kada 

maligne celije udu u krvotok ра dok ne napuste krvotok i udu u sekundarne organe - potpuno 

eflk:asni (5, 32), razlog za neeflk:asnost metastaziranja moze da bude regulacija rasta malignih 

celija na sekundarnom mestu, odnosno rast mikro-metastaza i njihovo odrzavanje/rast do makro

metastaza (33-34). Ipak, neprekidno ponavljanje metastatke kaskade се, u jednom trenutku, 

obezbediti dovoljan broj malignih celija koje su sposobne da prevazidu sve prepreke i da 

uspesno dovedu do nastanka klinicki-detektabilnih metastaza, odnosno detektabilnog 

metastatsko g tumora . 

1. 2. 1. Uspavanost tumora 

Studije ukazuju da model usporenog rasta malignih celija nije verovatan, kada se govori о 

stanju uspavanosti tumora, i radije se favorizuje model diskontinualnog rasta, koji podrazumeva 

postojanje perioda mirovanja malignih celija (33, 35). Trenutno postoje 2 hipoteze kojima se 

objasnjava uzrok uspavanosti malignih celija: 
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I - uspavanost rasejanih malignih 6elija predstavlja njihov odgovor na nepovoljno mikro

okruzenje, 

П- uspavane raseJane maligne 6elije predstavljaju "stem" 6elije kancera koje su 

pronasle/stvorile novo specificno mikro-okruzenje, tzv. "tumorsko utociste", gde se ove 

6elije sklanjaju da ne Ьi proliferisale (36). 

Na osnovu eksperimentalnih modela sa 6elijskim kultшama i sa zivotinjama, hipotetise se о 

postojanju dva stanja uspavanosti tumora: 

I - Stanje uspavanosti pojedinacne 6elije - Pojedinacne uspavane 6elije su defmisane kao 

6elije koje ne podlefu deoЬi (37). Ove 6elije su okarakterisane produzenom GO-fazom 

6elijskog ciklusa, u kojoj su i proliferacija i apoptoza Ьlokirane, i ovo stanje mirovanja, 

verovatno, prU.Za 6elijama zastitu od mnogih konvencionalnih citotoksicnih lekova koji 

ciljaju samo 6elije sa aktivnim 6elijskim ciklusom (37-38). 

П- Stanje uspavanosti mikrometastaza Dokazano Је da postoje pre-angюgene 

mikrometastaze koje ne mogu da narastu vise od 1-2 mm u precniku (34). U ovim mikro

metastazama је potencijalno visoka proliferativna aktivnost malignih 6elija шavnotezena 

pove6anom brzinom apoptoze, tako da nema ukupnog pove6anja velicine mikro

metastaza. Ravnoteza је regulisana faktorima stimulacije i inhiЬicije koji se luce od strane 

mikrookruzenja, imunih 6elija i samih tumorskih 6elija. 

Smatra se da su uspavanost pojedinacnih malignih 6elija uspa vano st mikro-metastaze 

prekшzori metastatske bolesti, ali da su to razlicite vrste uspavanosti. 

Maligne 6elije se, na sekundarnom mestu, prilagodavaju novom tkivu/organu i Ьivaju 

organizovane kao pojedinacne 6elije ili kao grupe 6elija (mikro-metastaze) i to је prvo Ьiolosko 

stanje, koje se moze oznaCiti kao S1 (39). Sa obzirom na to da ve6ina malignih 6elija u stanju S1 

mogu da budu 6elije koje ne pro1iferisu, ovo stanje mirovanja odgovara prvom uspavanom 

stanju. Faza rasta, koja sledi nakon stanja S 1, moze da bude indukovana kako genetskim 

promenama u 6eliji tako i promenama u mikro-okrU.Zenju i moze da ima razlicite ishode, u 

zavisnosti od sposobnosti mikro-metastaza da indukuju angiogenezu. Smatra se da promene u 

regulaciji angiogeneze imaju najvainiju ulogu u molekulskim mehanizmima koji indukuju 

prelaz iz stanja uspavane mikro-metastaze u klinicki-detektaЬilnu metastazu (slika 1.3.). 

Izostanak angюgeneze sprecava rast ne-angiogenih mikro-metastaza preko odredene, 

mikroskopske velicine (tzv. "kancer bez bolesti") ( 40), te nastaju "zarista" mikro-metastaza bez 

krvnih sudova, sto predstavlja drugo uspavano stanje - S2. Mikro-metastaze mogu da izadu iz 

stanja uspavanosti preko bar 2 mehanizma (30): 

I- uklanjanje inhiЬitora angiogeneze moze da oslobodi one mikro-metastaze koje su ve6 

sposobne da indukuju stvaranje novih krvnih sudova (tzv. Folkman-ov efekat), 
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П- subpopulacija malignih celija unutar mikro-metastaza moze da se transformise IZ ne-

angiogenog u angiogeni fenotip; 

Ova faza rasta moze da se oznaCi kao SЗ. Pretpostavlja se da uklanjanje primarnog tumora 

hirшskom terapijom moze da ima nezeljeni efekat u vidu iznenadnog ubrzavanja metastatskog 

procesa na taj nacin sto се se znacajno povecati verovatnoca prelaza iz stanja S 1 u stanje S2 (tzv. 

Fisher-ov efekat) (41) i iz stanja S2 u stanje SЗ, sto umanjuje znacaj ranog otkrivanja bolesti (6). 

uspavanost 

/,---m_i_k_ro--m-et_a_s-ta_z_e---, 

/ 1 imunoloski odgovor 

(epi-) genetske promene 

е anti-angiogeneza 

\ г--mik-ro-o-kru-zen-ife ---, 
uspavanost 

pojedinacne celije 

111 

111 

Slika 1.4. - SиdЫпа rasejanih tиmoгskih celija. Титот-skе celije se т-аsејаvаји па sekиndarno 
mesto i mogи da do:iive jednи od tri moguce sиdЫne: Ј) тоgи da proliferisи, sto т-еzиltије ranim 
relapsom, II) mogи da podlegnи apoptozi, tj pmgramiranoj celijskoj smгti i III) тоgи da ostanи 
" иspavane ". Moguca sи dva stanja иspavanosti tитот-а: а) иspavanost pojedinacne celije -
tиmorske celije sи и stanjи mirovanja (zaиstavljene и GO-fazi celijskog ciklиsa) i тоgи da Ьиdи 
reaktiviт-ane иsled (epi-)genetskih ili promena и тikго-оkги:iепји; Ь) иspavanost mikгo

metastaze - tиmorske celije pгoliferisи i rastи kao mikгo-metastaze, do odreaene veliCine, иsled 
toga sto је njihov rast regиlisan delovanjem angiogenih i imиnoloskihfaktora. 

Obelezje uspavanosti tumora је reverziЬilna promena, tzv. epitelno-mezenhimalni prelaz, 

kojim se maligne celije, koje ne_proliferisu, transformisu u celije koje aktivno proliferisu (42). 

Stoga, bez obzira na uspavanost tumora, maligne celije su sposobne da nastave celijski ciklus, u 

bilo kom trenutku, i da dovedu do stvaranja klinicki-detektabilnih udaljenih metastaza. Као 

posledica uspavanosti tumora, udaljene metastaze se mogu razviti decenijama nakon primarnog 

lecenja (43-44). 
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1. 2. 2. Epitelno-mezenhimalni prelaz 

Sa obzirom na to da "stem" 6elije kancera, jos uvek, nisu potpuno defmisane, ne moze se 

defmitivno proveriti prisustvo ovih 6elija u karcinomu dojke. Zbog toga se u obzir moraju uzeti 

druge, alternativne hipoteze kojima se mogu objasniti neke od zbunjujucih karakteristika 

odredenih populacija malignih 6elija. Jedna od tih alternativnih hipoteza је ona kojom је 

obuhvacen reverziЬilni epitelno-mezenhimalni prelaz (ЕМТ) . Epitelno-mezenhimalni prelaz 

predstavlja regulisan niz dogadaja u kojima se: а) menjaju interakcije 6elija-6elija i 6elija

van6elijski matriks, da bi se epitelne 6elije oslobodile iz tkiva koje ih okrufuje, Ь) preureduje 

citoskeleton, da Ьi se povecala 6elijska pokretljivost i omogu6ilo kretanje 6elije kroz 

trodirnenzionalni vancelijski matriks, i с) indukuje novi program transkripcije, da Ьi se odrfuo 

mezenhimalni fenotip "stem" 6elije ( 45). 

Smatra se da је, za maligne tumore koji poticu od epitelnih 6elija, epitelno-mezenhimalni 

prelaz jedan od kljucnih dogadaja u metastatskom procesu ( 42). Pretpostavka је da Ьi indukcija 

epitelno-mezenhimalnog prelaza mogla da stirnulise epitelne celije karcinoma dojke da steknu 

karakteristike "stem" 6elija ( 46), sto sugerise da "stem" 6elije kancera nisu razliCiti entiteti, ve6 

da su to epitelne 6elije tumora koje, privremeno, sticu osobine "stem" 6elije, sto irn povecava 

potencijal za nastanak metastaza. 

Pretpostavljeno је i da је sposobnost tumora da metastazira karakteristika koja је 

svojstvena jednoj podpopulaciji "stem" 6elija kancera. Tokom progresije tumora, "stem" 6elije 

kancera koje podlefu epitelno-mezenhirnalnom prelazu mogu dovesti do pojave metastatskih 

"stem" 6elije kancera, koje imaju sposobnost samo-obnavljanja i koja eksprimiraju razliCite 

povrsinske markere, u odnosu na "stem" 6elije kancera ( 4 7). Metastatske "stem" 6elije kancera 

mogu ili da udu u u krvotok, kolonizuju udaljena tkiva/organe i iniciraju sekundarni tumor, ili da 

ostanu "uspavane". Ove 6elije zadrfuvaju vecinu genetskih programa koje su stekle na mestu 

pпmarnog tumora putem samo-obnavljanja, sto objasnjava fenotipske slicnosti izmedu 

prirnarnih i me'tastatskih kancera. Medutirn, metastatske "stem" 6elije kancera su, na 

sekundarnom mestu rasta, sposobne da nezavisno evoluiraju putem akumulacije dodatnih 

genetskih promena, koje ih cine otpornirn na terapije koje su eflkasne protiv primarnih tumora 

(48). 
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1. 3. Faktori prognoze/predikcije toka bolesti za primarni karcinom dojke 

U trenutku postavljanja dijagnoze, kod mnogih pacijenata obolelih od pпmarnog 

karcinorna dojke u ranoj fazi su prisutne mikro-metastaze u organizmu zbog cega postoji 

odredena verovatnoca za nastanak udaljenih metastaza, а sarnim tim i za razvoj metastatske 

bolesti i smrtni ishod ( 49). Stoga је sustinski vafuo da se, za svakog pojedinacnog pacijenta, 

predvidi rizik za pojavu udaljenih metastaza. Nakon primarne hirurske terapije, mnogi pacijenti 

oboleli od primarnog karcinorna dojke Ьivaju leceni adjuvantnom sistemskom terapijom, sa 

ciljem da se uniste udaljene metastaze. Medutirn, adjuvantna sistemska terapija sa sobom nosi i 

prateci rizik i zato Ьi Ьilo korisno da se optimalno odaberu pacijenti koji се, najverovatnije, imati 

koristi od iste, odnosno da se odabere optimalna adjuvantna terapija za pojedinacnog pacijenta 

(50). U tom smislu se Ьilo koja merljiva karakteristika tumora/dornacina tumora (Ьioloska ili 

klinicka), ili njihova kombinacija, koja Ьi preciznije ukazala na pacijente sa visokim/niskim 

rizikom za ponovnu pojavu bolesti, smatra znacajnom. Stoga, identifikacija klinicki-korisnih 

faktora prognoze/predikcije toka bolesti za primarni karcinom dojke predstavlja vazan predmet 

istra:Zivanj а. 

Faktor prognoze toka bolesti је Ьilo koji merljivi parametar, dostupan u trenutku hirurske 

terapije, koji је povezan sa tokom bolesti pacijenta kada nije primenjena adjuvantna terapija, u 

u:Zem smislu, odnosno ne uzimajuCi u obzir primenjenu adjuvatnu terapUu, u sirem smislu. 

Faktori prognoze su povezani sa metastatskim i/ili potencijalom brzine rasta primarnog tumora i, 

stoga, odra:Zavaju sposobnost tumora da proliferise, izvrsi invaziju tkiva i metastazira (51). 

V afuo је razlikovati faktore prognoze od faktora predikcije toka bolesti. Faktor pre?ikcije toka 

bolesti је Ьili koje merljiv parametar, dostupan u trenutku hirurske terapije, koji је povezan sa 

odgovorom, odnosno relativnom osetljivoscu i/ili rezistencijom pacijenta na odredenu vrstu 

terapije (51). u sirem smislч, faktor predikcije moze da opisuje Ьilo sta sto utice na rizik 

pacijenta za razvoj bolesti. 

Brojni su teorijski i prakticni razlozi koji opravdavaju ispitivanje upotrebu faktora 

prognoze/predikcije toka bolesti: 

• Prognoza/predikcija toka bolesti 

Analiza faktora prognoze toka bolesti, u odnosu na parametre toka bolesti, omogucava da se 

odredi tzv. "prirodan" tok bolesti pacijenata. Ukoliko izmedu dve grupe pacijenata, 

defmisanih prema statusu faktora prognoze, postoji znacajna razlika u toku bolesti, bez 

obzira na to da li su pacijenti leceni ili ne nekom dodatnom terapijom, faktori prognoze toka 
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bolesti omogucavaju da se identifikuju pacijenti sa povoljnim od onih sa nepovoljnim tokom 

bolesti (52). 

Analiza faktora predikcije toka bolesti, u odnosu na parametre toka bolesti, omogucava da se 

odredi tzv. "klinicki" tok bolesti pacijenata. Ukoliko izmedu dve grupe pacijenata postoji 

znacajna razlika u toku bolesti, usled primene odredene terapije za koju dati faktor predvida 

osetljivost ili rezistenciju, faktori predikcije toka bolesti omogucavaju da se identifikuju 

pacijenti sa povoljnim od onih sa nepovoljnim tokom bolesti (51). 

• Defmisanje podgrupa pacijenata sa razlicitim rizicima 

Moguce је defmisati podgrupe pacijenata (tzv. "grupe rizika") koje се imati uporedive 

verovatnoce za ponovnu pojavu bolesti, odnosno za efikasnost odredene vrste terapije (6). 

Pri tome, treba imati na umu studije u kojima је, na osnovu unapredenih statistickih modela, 

ustanovljeno da prognostickaJprediktivna vrednost prihvacenih i predlozenih faktora nije 

konstantna tokom perioda pracenja toka bolesti i da se menja u zavisnost od duzine perioda 

pracenja toka bolesti pacijenata (53). 

• Odabir terapije 

Faktori prognoze/predikcije mogu da stvore osnovu za odabir izmedu alternativnih terapija 

za pojedinacnog pacijenta ili za podgrupe pacijenata (50). Sledstveno, faktori predikcije toka 

bolesti mogu poboljsati klinicko ispitivanje i ukazati na faktore kojima se moze meriti uspeh 

ili neuspeh odredenih terapija. Pored toga, moguce је identifikovati podgrupe pacijenata za 

koje је potrebno primeniti agresivnije modalitete terapije ( 49). 

• Razumevanje bolesti 

Studije о faktorima prognoze/predikcije toka bolesti imaju za cilj da, direktno ili indirektno, 

objasne znacajnu heterogenosti koja је uocena izmedu karakteristika pacijenata i tumora, sa 

jedne, i ishoda bolesti pacijenata, sa druge strane. Faktori prognoze/predikcije toka bolesti su 

promenljive koje se odreduju za pojedinacne pacijente i koje, samostalno ili u medusobnoj 

kombinaciji, objasnjavaju deo ove hetrogenosti. Stoga, oni faktori prognoze/predikcije za 

koje se ustanovi da su znacajni, eventualno, mogu da obezbede uvid u proces bolesti. 

• Dizajn ispitivanja (studija) 

Faktori prognoze/predikcije toka bolesti mogu biti upotreЬljeni u dizajniranju klinickih 

trajala ili drugih studija na nacin da defmisu kriterijum izbora, odnosno podesnost pacijenata 

ili da razdvoje pacijente prema grupama rizika na nacin da neravnote:Zna raspodela ne utice 

na primarnu terapiju, kao i da obezbede smernice za buduce studije (6). 

Кlasicni prognosticki faktor~ koji se trenutno koriste u klinickoj praksi, obuhvataju parametre 

(godine i status menopauze) domacina tumora i parametre ( status limfnih cvorova, velicina 
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turnora, histoloski tip i histoloski gradus) tumora. Standardni prediktivni faktori, pored statusa 

receptora za estrogen (ER) i receptora za progesteron (PR), koji se koriste u svrhu odabira 

endokrine terapije, obuhvataju i umnozavanje gena ilili prekomernu ekspresiju HER2/neu, koji 

se koriste za klinicke trajale u adjuvantnom lecenju, kao i za odabir pacijenata za primenu leka 

Trastuzurnab u lecenju metastatske bolesti (50). 

1. 3. 1. Klasicni faktori prognoze/predikcije toka bolesti 

1.3 .1.1. Parametri domacina tumora - godine i status menopauze 

Analiza parametara domacina tumora, kao prognostickih parametara primarnog karcinoma 

dojke, је pokazala znacajnu neusaglasenost rezultata (52, 54-55). Istaknuta је potreba za 

defmisanjem medusobnog odnosa godina i statusa menopauze domacina tumora, kao i potreba 

za napustanjem pojednostavljenih analiza godina i statusa menopauze domacina tumora koja se 

ogledaju u podeli pacijentkinja na mlade, odnosno starije od 50 godina, kao i na pre-, odnosno 

post-menopauzne (52). Starost pacijentkinja је direktno povezana sa statusom menopauze 

pacijentkinja. Tako su pacijentkinje mlade od 45 godina uglavnom premenopauzne, а one starije 

od 59 godina postmenopauzne, dok pacijentkinje starosne dobi izmedu 45 i 59 godina mogu biti 

i premenopauzne i postmenopauzne. 

Pretpostavlja se da su karcinomi dojke, koji se pojavljuju u mladoj i starijoj zivotnoj doЬi, 

Ьioloski razliCiti entiteti, i da se, stoga, i "prirodan" tok bolesti kod mladih i starijih pacUentkinja 

znacajno razlikuj~ (56) . Odredeni rezultati ukazuju na pacijentkinje mlade od 35 godina, kao 

poseban entitet, za koje је ustanovljeno da imaju izrazito nepovoljniju prognozu toka bolesti 

(57). 

Uzrok za neusaglasenost rezultata koja se odnosi na prognosticku vrednost parametara 

domacina tumora је, jednim delom, u cinjenici da su parametri domacina tumora ispitivani kao 

nezavisni parametri prognoze, odnosno da su zanemarivani rezultati koji pokazuju medusobnu 

zavisnost parametara domacina tumora i parametara turnora (58) . 
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1.3.1.2. Parametri tumora 

1.3.1.2.1. Status lim(nih cvшova pazusne јате 

Prilik:om histo-patoloskog pregleda, prisustvo malignih celija u limfuim cvorovima 

pazusne jame pruza dokaz о tome da su se maligne celije rasejale do udaljenih mesta u 

organizmu i, stoga, ima odreden prognosticki znacaj (59). Medutim, znacajnija prognosticka 

informacija se dobija na osnovu broja limfnih cvorova u kojima su detektovane maligne celije 

nego na osnovu samog prisustva/odsustva metastaza u regionalnim lirnfnim cvorovima. Naime, 

u vecini sprovedenih studija је pokazano da postoji povezanost izmedu broja limfuih cvorova u 

kojima su detektovane maligne celije i verovatnoce za ponovnu pojavu bolesti, kao i izmedu 

ovog broja i verovatnoce za prezivljavanje, odnosno smrtni ishod (60-62). 

u vecini klinickih istra2ivanja, pacijenti se, prema broju limfuih cvorova u kojima su 

detektovane maligne celije, razvrstavaju u 4 nodalne grupe, koje su defmisane na osnovu 

podataka NSAВP studije (skr. od eng. The National Surgical Adjuvant Breast and Bowel 

Project): О cvorova, 1-3 pozitivna cvora, 4-9 pozitivnih cvorova, 10 i vise pozitivnih cvorova 

(50, 61). Status limfnih cvorova (pN) se defmise prema tome da li su u limfnim cvorovima 

detektovane maligne celije (pN+, pozitivan status, bez obzira na broj limfnih cvorova) ili ne 

(pNO, negativan status). Ovaj parametar predstavlja najuticajniji pojedinacni indik:ator za 

pono\тnu pojavu bolesti i smrtni ishod i koristi se pri odlucivanju о primeni adjuvantne sistemske 

terapije (63). 

I dok su, u slucaju operabilnih pacijenata, metastaze u pazusnoJ Jami najvaznija 

determinanta prognoze toka bolesti, cinjenica da priЬlizno 25 % pacijenata bez metastaza u 

regionalnim limfnim cvorovima ne bude izlecena lokalno-regionalnom terapijom, kao i cinjenica 

da su brojni pacijenti sa metastazama zivi i da su dobro, nekoliko godina nakon hirшske terapije, 

ukazuju na to daje status limfnih cvorova nepotpun pokazatelj sistemske bolesti (64-65). 

1.3.1.2.2. VeliCina tumora 

Histopatoloska velicina tumora (рТ) predstavlja naj\тecu dimenziju tumora, izmerenog dиZ 

tri ose, i na osnovu nje se tumori mogu svrstati u рТ1 (Т:::; 2 cm), рТ2 (2 <Т:::; 5 cm) i рТ3 (Т> 

5 cm) tumore (66). Velicina tumora је direktno povezana sa prisustvom i sa povecanim 

prosecnim brojem limfnih cvorova u kojima su detektovane maligne celije, odnosno sa 

povecanom verovatnocom za nastanak regionalnih metastaza (59, 62). Pri tome, i broj udaljenih 
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metastaza raste sa povecanjem velicine tumora, te је velicina tumora u direktnoj korelaciji sa 

povecanom verovatnocom za ponovnu pojavu bolesti i smrtni ishod (67). Na osnovu toga se 

moze pretpostaviti da velicina tumora predstavlja funkciju vremena tokom koga tumor raste, 

odnosno funkciju brzine rasta tumora. Tumori koji su velicine 1 cm ili manji imaju izrazito nizak 

rizik, odnosno malu verovatnocu za ponovnu pojavu bolesti i smrtni ishod (59) . Medutim, 

tumori iste v~licine ne moraju imati istu agresivnost, brzinu rasta i proliferativne karakteristike 

malignih celija (55) . 

Velicina tumora је od posebnog interesa u grupi pacijentkinja sa negativnim statusom 

limfnih cvorova. Na osnovu baze podataka SEER (skr. od eng. Surveillance, Epidemiology and 

End Results) studije, za vise od 13 000 pacijentkinja sa negativnim statusom limfnih cvorova, 

ustanovljeno је da su pacijentkinje sa tumorima manjim od 1 cm imale ukupno prezivljavanje 

(OS) od skoro 99 %, u periodu od 5 godina, u poredenju sa 89 %, za one sa tumorima izmedu 1 i 

З cm, i 86 %, za one sa tumorima izmedu З i 5 cm (60). Za pacijente sa negativnim statusom 

limfnih cvorova, velicina tumoraje najmocniji, nezavisan faktor prognoze i rutinski se koristi pri 

odluCivanju о primeni adjuvantne sistemske terapije. Studije podrzavaju hipotezu da pacijenti 

koji imaju negativan status liшfnih cvorova i precnik tumora 1 cm ili manji predstavljaju grupu 

pacijenata sa najpovoljnijom prognozom toka bolesti, koji ne bi imali znacajne koristi od 

primene adjuvantne sistemske terapije (54). Generalno, pacijenti sa tumorima veCim od 1-2 cm 

se uzimaju u · obzir za primenu adjuvantne terapije jer se kod vise od 20 % ovih pacijenata 

razvijaju udaljene metastaze (50). Кlinicke studije su pokazale da u slucaju kada su maligne 

celije prisutne u limfnim cvorovima, velicina tumora nije nezavisan parametar prognoze (68). 

Ј . 3.1. 2. З. Histoloski tip tum01'a 

U skladu sa preporukama eksperata Svetske zdravstvene orgamzaclJe u oЬlasti 

histopatologije malignih tшnora dojke (69), invazivni karcinorni se, na osnovu porekla malignih 

celija, mogu podeliti na: 

- invazivne duktalne (IDC) i 

- invazivne lo bularne (ILC) karcinome; 

Treba napomenuti da uprkos sugestiji koju namece podela tumora na histoloske tipove, rnaligni 

tumori оЬа tipa nastaju iz iste regije dojke- terrninalne duktalno-lobularne jedinice (70). 

Brojne studije о prognostickom znacaju histoloskog tipa karcinoma dojke su dale 

kontradiktome rezultate (71-72). Za uobicajene tipove karcinorna dojke, kao sto su IDC i ILC, 

upotreba histoloskog gradusa kao faktora prognoze toka bolesti је bila ogranicena zbog 
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sиbjektivnog иticaja histopatologa и klasifikaciji tиmora (7З) . Dok za karcinome dojke, koji sи 

bili okarakterisani kao IDC ili ILC, nije nadena korelacija sa pojavom иdaljenih metastaza, za 

nekoliko specificnih histoloskih tipova karcinoma dojke (mиcinozni, tиbиlarni, medиlarni i 

papilarni) је pokazano da иslovljavajи manji rizik za rasejavanje malignih celija i za izazivanje 

smrtnog ishoda, te da imajи povoljnijи prognozu toka bolesti (74-77). Ovi specificni tipovi 

karcinoma predstavljajи malи grири karcinoma koja obиhvata manje od 6 % svih invazivnih 

karcinoma (78). 

1.3.1.2.4. Histoloski gradus tumora 

Usled nesavrsenosti dostиpnih faktora prognoze/predikcije toka bolesti, postalo је 

evidentno da је neophodno иvodenje nekih ne-anatomskih faktora da bi se optiшalno procenila 

prognoza toka bolesti i planiralo lecenje pacijenata. Histoloski gradиs tuшora је иveden u 

klinickи ироtrеЬи sa ciljem da se poboljsa prognoziranje toka bolesti pacijenata koje је, 

prvenstveno, bilo zasnovano na statиsи limfnih cvorova i velicini tиmora (79). 

Histoloski gradиs tиmora obиhvata dve, medиsobno nezavisne osobenosti malignih celija

proliferativnost i diferentovanost (7З , 80). Proliferativnost је izr<lZena kroz prisиstvo malignih 

celija и mitozi5
, prisиstvo celija sa hiperhromatizmom6 i prisиstvo celija koje pokazujи 

pleomorfizam7
. Posebna paznja је Ьila иsmerena na diferentovanost tuшora kao morfoloskog 

pokazatelja agresivnosti tиmora. Diferentovanost је izr<lZena kroz prisиstvo/odsиstvo 

sposobnosti malignih celija da obrazujи tkivo (tиbиlarne struktшe) dojke (81). 

U pokusajи da se poboljsa neиsaglasenost koje је Ьila prisиtna izmedи nalaza razliCitih 

histopatologa, predlozeni sи visegradni sistemi za gradiranje tиmora. Najsire prihvacen sistem za 

gradiranje tиmora је tzv. Scarff-Bloom-Richardson (SBR) klasiflkacija (82). Ovaj sistem је, 

kasnije, modiflkovan od strane Elston-a i Ellis-a (8З), koji sи uzeli и obzir indeks mitoze, 

diferencijacijи i pleomorfizam, tako da se ove promenljive осеnјији od 1 do З , ocene za svaku 

promenljivu se sabirajи, te se na osnovu doЬijenih vrednosti, odnosno stepena proliferativnosti i 

diferentovanosti malignih celija, mogи razlikovati tri grиpe tuшora: 

sa ocenama З do 5 sи dobro-diferentovani tuшori (niska proliferativnost 

diferentovanost шalignih celija)- gradиs I, 

5 Мitoza - faza celijskog ciklusa и kojoj dolazi do deobe celija. 
6 Hiperhromatizam- proces kondezacije hromatina ujedru. 
7 Pleomorfizam - pojava dve ili vise strukturnih formi tokom Zivotnog ciklusa. 

visoka 
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- sa ocenama 6 do 7 sи umereno-diferentovani tumori (niska proliferativnost i niska 

diferentovanost ili visoka proliferativnost i visoka diferentovanost rnalignih celija) - gradиs 

п, 

- sa ocenama 8 do 9 sи slabo-diferentovani tumori (visoka proliferativnost 

diferentovanost malignih celija)- gradиs ПI ; 

niska 

KoristeCi SBR klasiflkacijи i drиge sisteme gradiranja, и vecini stиdija је potvrdeno da pacijenti 

Ciji sи tumori visokog gradиsa (slabo-deferentovani) imajи veCi rizik za relaps od onih Ciji sи 

tumori niskog gradиsa (dobro-diferentovani) (84). 

Histoloski gradиs је znacajan faktor za prognozu иkupnog prezivljavanja i srnrtnosti kako 

za pacijente sa pozitivnim tako i za pacijente sa negativnim statиsom limfnih cvorova (61). 

Histoloski gradиs је zavisan od statиsa lirnfnih cvorova i velicine tumora kao prognostickih 

karakteristika (85). Los, odnosno visok histoloski gradиs moze da ukaie na odgovor pacijenta na 

adjиvantnи hemioterapijи jer је иstanovljeno da ova terapija dovodi do znacajnog poboljsanja 

toka bolesti i и grиpi pacijenata sa negativnim i и grиpi pacijenata sa pozitivnim statиsom 

limfnim cvorovima, koji imajи slabo-diferentivane tиmore, и poredenjи sa odgovarajиCim 

pacijentima koji imajи dobro-diferentovane tиmore (86). 

Povezivanje stadijиma bolesti sa histoloskim gradиsom tиmora omogиcava identiflkovanje 

dve dijametralno-sиprotne grиpe pacijenata и pogledи prognoze toka bolesti, odnosno procene 

vremenskog perioda za ponovnи pojavu bolesti: 

grиpa sa najmanjim rizikom - pacijenti sa tиmorima manJim od ili jednakim 2 cm, bez 

malignih celija и limfnim cvorovima i histoloskog gradиsa I, 

- grиpa sa najveCim rizikom- pacijenti sa tиmorima vecim od 5 cm, sa malignim celijama и 

cetiri ili vise limfnih cvorova i histoloskog gradиsa IП ; 

NajveCi broj primarnih operabilnih malignih tumora dojke obиhvata intermedijarni stadijиm 

bolesti, te intermedijarni histoloski gradиs tumora, oko 66 % (87). Rezultati stиdija sи 

kontradiktorni i иslovljavajи znacajnи protivrecnost koja se odnosi na prognozu toka bolesti za 

pacijente sa tиmorima histoloskog gradиsa П. Sa obzirom na nedovoljno poboljsanje 
. 

prognoze/predikcije toka bolesti na osnovu histoloskog gradиsa tumora, predlozena је иpotreba 

dodatnih biomarkera- biohemijskih faktora prognoze/predikcije toka bolesti. 
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1. 3. 2. Biohemijski faktori prognoze/predikcije toka bolesti - status receptora za estrogen 

i receptora za progesteron 

Receptor za estrogen, tacnije receptor za estrogen alfa (obele:Zava se i kao ER-a) i receptor 

za progesteron sи najvise izucavani biohemijski parametri prognoze/predikcije toka bolesti 

pacijenata obolelih od karcinoma dojke (88-89). Poznato је da 50 - 80 % pacijenata obolelih od 

karcinorna dojke sadrze merljive koncentracije ER (92). PR se, иglavnom, eksprimira zajedno sa 

i pri visim koncentracijama ER, а иstanovljeno је i da priЬlizno 5 % pacijenata obolelih od 

karcinoma dojke ima tumore sa merljivim koncentracijama PR и kojima, istovremeno, nije 

eksprimiran i ER (90). 

Znacaj ekspresije ER i PR и prognozi i predikciji toka Ьolesti pacijenata obolelih od 

karcinoma dojke је ispitivan poslednjih tridesetak godina, иglavnom, и okvirи "pozitivnog" i 

"negativnog" statиsa receptora (90-92). Sa obzirom na to da је granicna vrednost za defmisanje 

pozitivnog/negativnog statиsa steroidnih receptora arbitrarna i da obиhvata interval od З do 20 

fmoVmg proteina malignog tumora dojke, kao i da sи niske koncentracije steroidnih receptora 

(do 50 :fi.noVmg proteina) najzastиpljenije и raspodeli koncentracija steroidnih receptora (90), 

razumljiva је i neиsaglasenost rezultata и objavljenim radovirna koja se tice njihovog znacaja. 

Statиs ER i PR и karcinomи dojke predstavlja i faktor prognoze i faktor predikcije toka 

bolesti pacijenta. Prognosticki znacaj ER i PR и karcinomи dojke se moze ispitivati и 

slиcajevima kada sи pacijenti oboleli od karcinoma leceni samo hirшskom terapijom (50) . U 

NSAВP stиdiji, jednoj od najznacajnijih stиdija о prognostickom znacajи ER, и okvirи koje 

pacijentkinje obolele od kancera dojke и ranoj fazi nisи primale adjиvantnи sistemsku terapijи 

(9З), иtvrdeno је da sи pacUentkinje sa pozitivnim statиsom ER и tиmorima imale verovatnocи 

od 0,74 za DFI i verovatnocи od 0,92 za OS, и tokи prvih 5 godina pracenja toka bolesti, dok sи 

one sa negativnim statиsom ER и tиmorima, и istom periodи, imale odgovarajиce verovatnoce 

od 0,66 i 0,82, respektivno. Va:Zno је naglasiti da za sve pacijentkinje и ovoj stиdiji, koje nisи 

ispoljile иdaljene metastaze, period pracenja toka bolesti nije bio isti (5 godina) za sve 

pacijentkinje. Stиdije sa dиzim intervalom pracenja toka bolesti sи ukazale da se povoljna 

prognoza toka bolesti, koja је povezana sa tиmorima sa pozitivnim statиsom ER, ne odrzava 

tokom vremena. Tako је Hilsenbeck иstanovio da је prognoza toka bolesti pacijenata sa 

pozitivnim statиsom ER povoljnija tokom prve З godine pracenja toka bolesti, ali ne i posle З 

godine (94). Stиdije ukazujи da је statиs ER slab pokazatelj prognoze toka bolesti i da, kada se 

statиsi ER i PR analizirajи zajedno, statиs PR ne doprinosi znacajno povecanjи prognosticke 

vrednosti statиsa ER (88). 
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Status ERIPR u karcinomima dojke је, medutim, mocan faktor predikcije toka bolesti 

pacijenata koji ukazuje na efikasnost adjuvantne hormonske terapije (50). Klinicki znacaj ER se 

odnosi principijelno na cinjenicu da njegovo prisustvo identifikuje tumore koji su osetljivi na 

delovanje estrogena. Ustanovljeno је da priЬlizno 55 % pacijentkinja obolelih od karcinorna 

dojke, koje imaju pozitivan status ER, povoljno odgovaraju na adjuvantnu hormonsku terapiju 

(95), u smislu da pacijentkinje sa pozitvnim statusom ER u tшnorima imaju produzen interval 

bez ponovne pojave bolesti nakon primarne terapije, duze prezivljavanje nakon ponovne pojave 

bolesti i znacajno bolje ukupno prezivljavanje, U poredenju sa pacijentkinjama koje lffiaJU 

tumore sa negativnim statusom ER. Ukoliko tumori pacijentkinja, pored ER, sadrze i PR, 

odgovor na neku vrstu adjuvantne hormonske terapije је prisutan kod 75 - 80 % pacijentkinja 

(90, 96). Dakle, optimalna upotreba statusa steroidnih receptora је kao faktora predikcije za 

efikasnost adjuvantne hormonske terapije (tamoksifen) (97). Sve pacijentkinje sa pozitivnim 

statusom steroidnih receptora, koje је opravdano leCiti adjuvantnom sistemskom terapijom, Ьi 

trebalo da budu lecene hormonskom terapijom, osim ako postoje kontraindikiacije. 

Као potencijalni faktori prognoze/predikcije toka bolesti, predlozeni su brojni molekularni 

Ьiomarkeri ili zato sto su oni direktna meta terapije ili zato sto njihova ekspresija predstavlja 

sekundarni fenomen u mehanizmu delovanja terapije (63). 

1. 4. Katepsin D 

1. 4. 1. Osnovne informacije о katepsinu D 

U zavisnosti od amino-kiseline koja se nalazi na aktivnom mestu, katepsini se mogu 

podeliti u З grupe (98) : 

serinske proteaze - katepsini А i G; 

cisteinske proteaze- katepsini В, С, Н, F, К, L, О, S, V, i W, 

aspartatske proteaze - katepsini D i Е; 

Generalna uloga katepsina је da ucestvuju u katabolizmu proteina, tacnije da razgraduju proteine 

i peptide u lizozmima, pri kiselom рН . Eksperimenti su ukazali da katepsini imaju i druge, 

specificne funkcije, kao Sto su: 

neovaskularizacija endotelnih celija prekшzora (99), 

aktiviranje prekurzora proteina do njihovih Ьioloski-aktivnih formi (1 ОО) , 

omogucavanje delovanja antigena i hormona (101), 

rast celije i homeostaza tkiva (1 02), 
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razaranJe vancelijskog matriksa ili pobudivanje invazivnog rasta fibroЬlasta, kada su 

izluceni u vancelijski matriks, i izvrsavanje programirane celijske smrti (apoptoze), kada su 

izluceni u citosol (101, 103), 

relativno visoka koncentracija katepsina D koja је nadena u mleku sugerise jos nepoznatu 

funkciju (1 04). 

Wilstatter i Bamman (105) su 1928. godine uveli termin katepsin da bi defmisali enzim 

koji је imao proteoliticku aktivnost u ekstraktima tkiva. Potom је, 1960. godine, Press sa 

saradnicima (1 06) upotrebio termin katepsin D da bi razlikovao ovaj enzim od drugih endo- i 

egzo-proteaza. Westly i Rochefort (107) su 1980. godine bili prvi koji su opisali katepsin D u 

karcinomu dojke kao enzim od 52 kDa cija је ekspresija indukovana estrogenom u MCF-7 

celijskoj liniji, а koji se eksprimira i u onim celijskiЏl linijama karcinoma dojke koje ne 

odgovaraju na dejstvo estrogena. Studije su ukazale da katepsin D postoji u vidu tri izoforme 

(1 08): 

- neaktivna izoforma, pro-katepsin D (52 kDa), 

- intermedijarna, aktivna izoforma ( 48 kDa) i 

- stabilna, aktivna izoforma koja se sastoji od teskog (34 kDa) i lakog lanca (14 kDa). 

Кatepsin D је gliko-protein, clan Al farnilije aspartatskih proteaza, familije kojoj pripada 

vecina aspartatskih endo-proteaza prisutnih u covecijem telu (109). Opsti kataliticki mehanizam, 

zajedno sa optimalnim рН koji је potreban za njihovu kataliticku aktivnost, kao i visok nivo 

slicnosti primarne i tercijarne struktшe su razlozi zbog kojih katepsin D pripada ovoj familiji 

aspartatskih peptidaza. V a.Zna karakteristika katepsina D је da је prisutan u skoro svim celijama, 

tkivima i organima, tacnije unutar kiselih odeljaka lizozoma i razliCitih pre-lizozomskih i 

endozomskih vezikula celija vecine sisara, ali ne i u zrelim eritrocitima, koji ne sadrze lizozome 

(1 09-11 0). Zbog svoje rasprostranjenosti, katepsin D је jedna od proteaza koje su najvise 

proucavane medu hidrolazama prisutnim u lizozornima. NajveCi deo katepsina D је naden u 

rastvorljivim delovima humanih celija, dok је oko 20 % molekula vezano za membrane ( 46). Za 

razliku od drugih tkivnih proteaza, kod sisara nije poznat endogeni inhiЬitor katepsina D, ako se 

izuzme propeptid katepsina D koji se odvaja tokom aktivacije enzima (111). 

1. 4. 2. Gen za katepsin D 

Gen za katepsin D se nalazi na kraju kratke ruke hromozoma 11, u regionu pl5,5, u Ьlizini 

onkogena za H-ras (106). Gen se sastoji od 9 egzona i sadrzi 11 106 baznih parova. Gen ima 

kombinovanu struktшu sa opStim karakteristikama tzv. "housekeeping" gena (112) i regulisanih 
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gena koji sadrze ТАТАА sekvencu (43) . Кarakteristicno za tzv. ,,housekeeping" gene је da se 

konstitutivno eksprimiraju, da imaju visok sadrzaj guanina i citozina, kao i potencijalna vezivna 

mesta za transkripcioni faktor Sp1. 

Transkripcija gena moze biti zapoceta sa pet pozicija koje obuhvataju 52 bazna para (113) . 

U celijskim linijama karcinoma dojke sa pozitivnim statusom ER, estrogen stimulise 

transkripciju gena za katepsin D samo sa pozicije za pocetak transkripcije koje se nalazi 

nizhodno od ТАТАА sekvence, odnosno sa pozicije -20. U celijskim linijama karcinoma dojke 

sa negativnim statusom ER su nadeni niski udeli transkripcije, odnosno tzv. konstitutivna 

ekspresija, sto је sugerisalo da i drugi faktori, razliciti od estrogena, mogu da stimulisu 

transkripciju gena koja zavisi od ТАТАА sekvenci (114) . Utvrdeno је da ekspresiju gena za 

katepsin D, pored estrogena, regulisu i faktori rasta IGF-1, ТNF-a, EGF i bFGF (107, 115-116), 

kao i retinoicna kiselina (117). 

1. 4. 3. Sinteza i post-translaciona obrada katepsina D 

Transkripcija gena za katepsin D dovodi do stvaranja molekula informacione RNK (iRNK) 

koji sadrzi 1988 baza (118). Katepsin D se sintetise u oЬliku pre-pro-katepsina D, posredstvom 

iRNK koja је vezana za hrapavi endoplazmaticni retikulum (119). Humani pre-pro-katepsin D se 

sastoji od 412 amino-kiselinskih ostataka, sa pre-peptidom koji sadrzi 20 amino-kiselina i pro

peptidom koji sadrzi 44 amino-kiseline(120). 

Tokom svog celijskog zivota, katepsin D podleze razliCitim proteolitickim promenama. 

Posle prvog proteolitickog cepanja, koje podrazumeva uklanjanje signalnog peptida sa pre-pro

katepsina D pomocu signalnih peptidaza, nastaje pro-katepsin D koji se, potom, glikolizuje 

(11 8). Molekul pro-katepsina D se sastoji od 392 amino-kiseline, ima molekulsku masu od 52 

kDa i, pod normalnim uslovima, glikolizovan је na dva Asn ostatka - mesta za glikolizaciju, 

slika 1.5. (109) . Deo molekula pro-katepsina D koji predstavlja secer se sastoji od dva 

oligosaharidna lanca koji su medusobno spojeni na jednom kraju i, istovremeno, povezani 

pomocu N-glikozidne veze sa ostatkom proteina (121). Katepsin D sadrzi osam razliCitih vrsta 

oligosaharidnih lanaca u okviru molekula. Pet oligosaharidnih lanaca se vezuje za amino

kiselinski ostatak Asn70 na lakom lancu katepsina D i sadrzi 3, 5, 6 ili 7 ostataka manoze. Tri 

oligosaharidna lanca se vezuju za ostatak Asn199 na teskom lancu katepsina D i sadrze 5 

ostataka manoze. 
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signalni peptid 
(20 amino-kiselina) 

aktivacioni peptid 
(44 amino-kiseline) 

opSta svojstva 1 

aktivni ostaci 
aspartatske kiseline 
(АsрЗЗ i Asp231) 

~ 
~~~~ т----~------~~------~----------, 

svojstva specificna 
za katepsin D 

odvojeni peptid 
(pozicije 98-105) 

mesta za glikolizaciju 
(Asn70 i Asn199) 

Uvod 

Slika 1.5. - Sematski pl'ikaz struktuгe aspaгtatskih peptidaza. Katepsin D se tгansfoгmise и 
dvolancani enzim odvajanjem malog peptida, izmedu pozicija 98 i Ј 05. 

Glikolizovani pro-enzim se, iz endoplazmaticnog retikuluma, transportuje do Goldzijevog 

aparata (122). U trans-zoni Goldzijevog aparata, terminalni ostaci manoze podle:lu fosforilaciji 

do manoze-6-fosfata (М6Р) (123). U zavisnosti od vrste celije, katepsin D moze biti usmeren ka 

lizozornima na, bar, 2 nacina: 

I ) Posredstvom M6P-ostataka, fosforilisani pro-katepsin D se vezuje za receptor za М6Р 

(M6P-R), koji transportuje hidrolaze od Goldzijevog aparata do lizozoma i prisutan је u 

dve forme (121) . Delovanje M6P-R od 46 kDa zavisi od prisustva dvovalentnih katjona, 

dok delovanje M6P-R od 300 kDa nije zavisno od tih katjona (124) . Ovi receptori su 

prisutni na povrsini plazma membrane, pri cemu katjon-nezavisan M6P-R sprecava 

katepsin D, ili pro-katepsin D, da napusti celijsko okruzenje i sposoban је da veze 

vancelijski pro-katepsin D i da ga uvuce u celiju putem endocitoze, dok је manji receptor 

neefikasan u endocitozi. U trans-Gold:lijevom aparatu, оЬа receptora, pri odgovarajucoj 

koncentraciji, vezuju lizozomske enzime, forrniraju komplekse i premestaju se, u oЫiku 

vezikule, do lizozorna, endozorna i drugih kiselih odeljaka celije (121-122, 125). 

П ) Nekoliko studija је ukazalo na altemativno usmeravanje pro-katepsina D do lizozoma u 

makrofagama (46) i celijama karcinoma dojke (126) koje ne zavisi od M6P-R i, uprkos 

obimnim istra:livanjima, nije potpuno razjasnjeno. Istra:Zivanja sugerisu da odred:enu ulogu 

u ovom transportu ima interakcija pro-katepsina D sa proteinom od 68 kDa, koji је 
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identiflkovan kao prosasponin (1 09). Dva тolekиla formirajи kornlpeks i transportиjи se 

zajedno do kiselih odeljaka celije (primanih lizozoтa). Pretpostavljeno је da N-terminalni 

deo pseиdo-katepsina D тоzе da Ьиdе иkljиcen и оvи interakcijи izтedи pro-katepsina D i 

prosaporuna. 

U оЬа slиcaja, иsled niskog рН ( 4,5-5,5) и рnтаrшт lizozomima, dolazi do disocijacije 

koтpleksa te se oslobodeni тolekиl receptora/prosaponina vraca и Goldzijev aparat i biva 

dostиpan za transportovanje novog тolekиla pro-katepsina D, dok slobodni pro-katepsin D 

podleze defosforilaciji (118). 

Pro-sekvenca pro-katepsina D se иopsteno naz1va pro-peptid ili aktivacioni peptid. 

Aktivacioni peptid sadrzi 44 aтino-kiseline i savijen је и i iznad dzepa aktivnog тesta (127). 

Aktivacija pro-katepsina D је posledica uklanjanja pro-peptida aиtoproteolizoт ili proteolitickiт 

delovanje lizozornskih peptidaza. Aиtokataliticka aktivacija pro-katepsina D se dogada и 

primarniт lizozomima, pri kiseloт рН. Iskljиcivo tokoт aиtoaktivacije se stvara takozvani 

pseиdo-katepsin D и kоте је C-terminalni deo aktivacionog peptida povezan sa zreliт enziтoт 

(1 09, 120). Puna aktivacija, odnosno риnа funkcionalnost katepsina D se тоzе postici sато иz 

proteoliticko delovanje drиgih, иglavnoт cisteinskih lizozornskih peptidaza (128). Tako nastaje 

aktivna interтedijarna, jednolancana izoforrna katepsina D koja se sastoji od 348 amino

kiselinskih ostataka, priЬlizne тolekulske таsе od 48 kDa (109). Interтedijarna izoforтa 

katepsina D se, odvajanjeт тalog peptida od 7 amino-kiselina izтedи pozicija 98 i 105, 

transformise и dvolancani тolekul. Teski (C-terminalni) lanac sadrzi 204, а laki (N-terminalni) 

137 amino-kiselinskih ostataka, pri сети sи laki i teski lanac povezani hidrofobnoт 

interakcijoт (129). Ova izoforma katepsina D se, pod fiZioloskiт иsloviтa, dalje transformise 

do krajnje, enziтski-zrele izoforтe dvolancanog katepsina D, koja је sastavljena od 337 aтino

kiselinskih ostataka. U teskoт lancи se nalazi 196 amino-kiselinskih ostataka (34 kDa), dok se и 

lakoт lancи nalazi 141 aтino-kiselinski ostatak (14 kDa). 

Ukиpan oЬlik, kao i rnnogi detalji strukture clanova famiЩe aspartatskih peptidaza sи 

veorna slicni. Naiтe, иосеnа је siтetrija na nivoи primarne, sekиndarne i tercijarne strukture. 

Veorna slicne, ali ne i identicne, sи sekvence aktivacionih peptida. Aspartatske petpidaze imajи 

strukturи sastavljenи od 2 podjedinice, pri сети sи оЬа dela peptidaze strukturno slicna (130). 

Ova cinjenica sиgerise postojanje zajednickog pretka, dimernog тolekula sastavljenog od 2 

identicne podjedinice koji је, иsled dиplikacije i spajanja gena, evolиirao и тоnотеmи, 

dvodelnи strukturи (131 ). Sve peptidaze iz faтilije А1 sadrze dиbok aktivni dzep, koji forтirajи 

zidovi оЬе podjedinice proteina. Na dnи ovog dzepa se nalazi kataliticko тesto katepsina D koje 

cine dva ostatka aspartatske kiseline, Asp33 i Asp231, na lakoт i teskoт lancи, respektivno 

(132). 3D analiza X-zracima је pokazala da aspartatske peptidaze тоgи da prihvate sиpstrat 
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velicine do 9 amino-kiselina u procep svog aktivog mesta (130, 132), pri cemu dve podjedinice 

proteina zajedno pozicioniraju substrat i aktiviraju njegovu hidrolizu. 

1. 4. 4. Ekspresija katepsina D 

U fizioloskom stanju se mogu naCi samo tragovi pro-katepsina D jer se najveCi deo (oko 

90 %) transformise u intermedijarnu izoformu i, роtощ u zreo, dvolancani enzim (133). Maligno 

tkivo dojke је, usled prekomerne ekspresije gena za katepsin D, okararakterisano visokim 

koncentracijama ovog pro-enzima. Rezultati doЬijeni razlicitim metodama (imunohistohemijska 

metoda, in situ hiЬridizacija, imunoesej u citosolu, ,,Northern Ыоt" i " Western Ыоt") su ukazali 

da је koncentracija katepsina D u celijama karcinoma dojke od 2 do 50 puta veca u odnosu na 

koncentraciju u benignom tumoru dojke i celijama normalne dojke (134-137). Usled 

preopterecenja transportnih puteva ka lizozomima, znacajan deo pro-enzima se prerusmerava sa 

normalne putanje obrade sto se manifestuje kao vancelijsko lucenje pro-katepsina D ( 46, 135, 

138-139). Katepsin D se prekomerno eksprimira u karcinomima dojke, kako sa pozitivnim tako i 

sa negativnim statusom ER (112). 

1. 4. 5. Funkcija katepsina D 

1.4.5.1. Fizioloska funkcija katepsina D 

Katepsin D је proteaza za koju је pretpostavljeno da .ima brojne fizioloske funkcije jer 

razgraduje iskoriscene i denaturisane unutarcelijske proteine i peptide, ali i one koji pokazuju 

abnormalne strukture i one koji su usli u celiju putem endocitoze (140-142). Proteoliticka 

degradacija proteina zapocinje tako sto proteaza prekida peptidne veze unutar proteina, 

prvenstveno u hidrofobnim amino-kiselinama (118, 143). Na taj nacin se proteini cepaju u velike 

:ftagmente usled cega su njihove peptidne veze pristupacnUe za dodatno cepanje. Nastali peptidi 

se, daUe, razgraduju, pomocu drugih lizozomskih peptidaza, do dipeptida i, krajnje, do arnino

kiselina koje bivaju dostupne za sinteze novih proteina. Katepsin D, takode, ucestvuje i u 

ogranicenoj proteolizi pojedinacnih peptidnih veza pri cemu cepanje svake pojedinacne peptidne 

veze u molekulu proteina moze da izazove strukturnu denaturaciju i funkcionalnu deaktivaciju 

proteina (144). Tokom ogranicene proteolize, katepsin D moze da aktivira prekurzore enzima, da 

aktivira i degradira polipeptidne hormone i faktore rasta, da obradi aktivatore i inhiЬitore 

enzima, kao i da regulise prograrniranu celijsku smrt - apoptozu (120, 145-14 7). Као posledica 
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ovakvog delovanja, katepsin D moze da иcestvuje и proteolitickoj kaskadi, pri сети sи 

proteoliticke aktivnosti jedno- i dvo-lancane izoforme katepsina D jednake (118). Hidroliza 

peptidne veze, иsled katalitickog delovanja katepsina D, se desava и dve faze, а mиtacija na 

jednom od 2 aspartatska ostatka aktivnog mesta је dovoUna da onemogиci enzimskи aktivnost 

(148). 

Proteoliticka aktivnost katepsina D је regиlisana razlicitim faktorima иnиtar lizozoma, kao 

sto sи рН, proizvodi metabolizma, hormoni, faktori rasta i specificni inhiЬitori (149). Iako neki 

istra:livaCi nisи иspeli da detektиjи proteoliticku aktivnost proteaze pri рН vecem od 5,5 (150), 

drиgi sи иstanovili da katepsin D pokazuje znacajnи aktivnost pri рН vecem 6,5 (151-152), sto је 

potvrdilo pretpostavkи da katepsin D moze proteoliticki da сера sиbstrate i izvan lizozomskog 

odeljka (153). Eseji и in vitro иslovima sи pokazali da је hиmani katepsin D stabilan и opsegи 

рН od 1 do 9 (152) pri сети је, и vecini stиdija, иstanovljeno da је katepsin D optimalno aktivan 

prema vecini sиpstrata и opsegи рН od З do 5 (154). Vrednost рН rnanja od 5,5 se retko moze 

naCi и va€6elijskom okrиzenjи normalnog tkiva iako ovaj рН moze da varira и zavisnosti od 

prirode sиbstrata i okolnih molekиla, kao sto sи membranski lipidi. Medиtirn, poznato је da је 

рНи tиmorи, izvan celija, kiseo (155). Pretpostavlja se da vise mehanizama doprinosi tome da 

рН mikro-okru:Zenja in vivo Ьиdе kiseo. Zakiseljavanje citosola је dobro dokumentovan fenomen 

и apoptozi (156). Stиdije ukazujи da celije karcinorna dojke i makrofage и kanceroznom tkivu 

imajи visok potencijal da oslobode protone и vancelijsko okru:Zenje, preko protonske риmре H+

ATP-aze, na plazma membrani (157). Anoksija, koja је karakteristika mnogih kancera, moze, 

takode, da doprinese stvaranjи kiselog okru:Zenja и turnorima (158). Pored toga, ~-podjedinica 

mitohondrijalne ATP-sinteaze је detektovana na povrsini celija kancera i moze da doprinese 

odrzavanjи kiselog vancelijskog рН pиtem stvaranja vancelijskog АТР-а (159). 

1.4.5.2. Patoloska funkcija katepsina D - funkcija и progresiji kancera 

Brojne stиdije sи ispitivale и1оgи katepsina D и razlicitim patoloskim procesima (npr. 

Alchajmerova bolest, atroskleroza), а najveCi deo tih stиdija se odnosio na njegovu и1оgи и 

kancerи. Progresija malignog turnora predstavlja proces koji zahteva neprestan razvoj interakcija 

izmedи tиmorskih (neoplasticnih) celija i njihovog mikro-okru:Zenja, sastavljenog od 

vancelijskog matriksa, strome (endotelnih celija i fibroblasta) , masti i celija imиnog sistema, kao 

i mesavine citokina i faktora rasta (160). U karcinomи dojke, иticaj mikro-okru:Zenja celija se, 

pиtem parakrinog provodenja signala, prenosi izmedи epitelnih celija karcinoma i okolnih 

fibroblasta strome (161). Tokom transformacije od normalnog tkiva do in situ i invazivnog 
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karcinoma, epitelne celije karcinoma i celije strome mogu da razmenjuju brojne enzime, faktore 

rasta i citokine koji menjaju lokalni vancelijski rnatriks, stimulisu rnigraciju i invaziju, 

olaksavaju proliferaciju i prezivUavanje i indukuju selekciju i rasejavanje malignih celija (162). 

Sa obzirom na to da је katepsin D, odnosno pro-katepsin D, prekomerno eksprirniran u 

karcinomu dojke i da se luci van celija tumora, njegovo izluCivanje utice na vise faza progresije 

tumora. 

1.4. 5.2.1. Funkcija katepsina D и proli(eraciji celija kancaa 

Nekoliko studija је ukazalo na to da izluceni katepsin D, za razliku od drugih piOteaza, ima 

mitogeni efekat na celije ~arcinoma dojke, odnosno da moze da stimulise proliferaciju epitelnih 

celija malignog tumora dojke (163). Da bi se objasnilo mitogeno delovanje katepsina D, 

pretpostavljeni su razliCiti mehanizmi. Prvobitno је bilo pretpostavljeno da Ьi izluceni pro

katepsin D morao da bude transforrnisan u aktivni enzim, sa obzirom na to daje vancelijski рН u 

tumoru umereno kiseo (157). U tom slucaju Ьi delovanje katepsina D kao mitogena moglo da 

bude posledica njegove proteoliticke aktivnosti koja potpoтaZe oslobadanje ilili aktiviranje 

faktora rasta, ili njihovih receptora, odnosno deaktiviranje inhiЬitora rasta ili sprecavanje 

njihovog lucenja (40, 101 , 145, 164-166). U rnnogim studijama, medutim, mitogena aktivnost 

pro-katepsina D nije Ьila povezana sa njegovom proteolitickom aktivnoscu. U jednoj od studija, 

mitogena aktivnost nije Ьila detektovana kada је u eksperimentima koriscen katepsin D (167) 

dok је, u drugoj studiji, proliferativno dejstvo pro-katepsina D Ьilo detektovano i u prisustvu 

pepstatina А, inhiЬitora katepsina D u in vitro uslovima (168). Nedavne studije su pokazale da i 

mutirane, enzimski-neaktivne izoforme pro-katepsina D stimulisu rast celija tumora in vitro i in 

vivo jednako eflkasno kao i tzv. "wild type" pro-katepsin D (169). Stavise, istrativanjima је 

utvrdeno da sam aktivacioni peptid pro-katepsina D stimulise rast celija kancera dojke in vitro i 

in vivo jer је pokazano da se vezivanje pro-katepsina D za celije kancera i njegova rnitogena 

aktivnost mogu Ьlokirati antitelima koja su usmerena protiv aktivacionog peptida pro-katepsina 

D (146, 163, 167). 

Pri neutralnom ili baznom рН, aktivacioni peptid pro-katepsina D stvara petlju tako da se 

veCi deo N-terminalne polovine enzima vezuje elektrostatickim silama za aktivno mesto enzima 

i, time, Ьlokira pristup supstrata aktivnom mestu enzima (130, 132). Istovremeno, ·veCi deo C

terminalne polovine enzima se nalazi na povrsini molekula sto sugerise da Ьi C-terminalni deo 

enzima mogao da interaguje sa drugim molekuЏma (170) . U pojedinim studijama је Ьilo 

sugerisano da se rnitogena aktivnost pro-katepsina D ostvaruje posredstvom jednog odredenog 
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dela aktivacionog peptida (168, 171-173 ). Utvrdeno је da se region, odgovoran za vezivanje pro

katepsina D za povrsinu celije kancera i njegovu mitogenu aktivnost, nalazi izmedu amino

kiselina na pozicijama 27 i 44, u okviru aktivacionog peptida pro-katepsina D (167, 171). 

Sa obzirom na to da је pokazano da se izluceni pro-katepsin D vezuje za povrsinu celija 

karcinorna dojke (171 ), postavljena је hipoteza da se pro-katepsin D vezuje za receptor, prisutan 

na povrsini celije, koji ucestvuje u provodenju signala. Receptori za М6Р su jedini poznati 

receptori koji se vezuju za pro-katepsin D jer prepoznaju marker za М6Р na brojnirn 

glikoproteinima. Medutirn, utvrdeno је da antitela usmerena protiv М6Р ili M6P-R ne Ьlokiraju 

mitogeni niti potencijal za vezivanje pro-katepsina D (169, 174). Pored toga, sprecavanje 

glikolizacije pro-katepsina D, mutacijom na jednom ili оЬа mesta za glikolizaciju, ili uklanjanje 

saharidnih lanaca, upotrebom glikozidaza, samo neznatno srnanjuje mitogenu i pro-invazivnu 

aktivnost pro-katepsin D in vitro i in vivo (109, 168-169). Ovi nalazi ukazuju na to da delovi 

molekula pro-katepsina D koji sadrze secere nisu znacajni za ulogu pro-katepsina D u 

proliferaciji celija tumora i da receptori za М6Р nisu ukljuceni u posredovanje mitogenog 

delovanja pro-katepsina D. 

Nedavno је utvrdeno da pro-katepsin D mitogeno deluje i na fibroЬlaste strome (103). 

Nairne, ustanovljeno је da enzirn, izlucen od strane epitelnih celije tumora, moze da bude 

zaroЬljen od strane сеЩа strome i da, stoga, deluje kao parakrini faktor (175). Pri tome, enzim 

moze da stimulise proliferaciju, prezivljavanje, pokretljivost i invazivni kapacitet fibroЬlasta. 

Dejstvo pro-katepsina D na epitelne celije tumora i/ili fibroЬlaste strome indukuje signal usled 

cega dolazi do aktivacije signalnog puta ras-МAPK (1 03) (176) i ekspresije razlicitih gena koji 

su ukljuceni u progresiju, prezivljavanje, adheziju, angiogenezu i invaziju celija karcinoma dojke 

i nastanak metastaza (20). Uprkos znacajnom naporu, pretpostavljeni receptor za pro-katepsin D 

na povrsini celije kancera, jos uvek, nije identifikovan. 

1.4.5.2.2. Funkcija katepsina D и invaziji celija kancaa i nastanku metastaza 

Invazija је kljucni aspekt procesa progresije tumora jer је neophodan uslov za sistematsko 

rasejavanje malignih celija i nastanak metastaza. Da bi doslo do invazije malignih celija, 

neophodan је doprinos proteaza koje su sposobne da razgrade vancelijski inatriks i komponente 

bazalne membrane (177) . Prvobitno se verovalo da ovakvo delovanje proteza predstavlja njihovu 

glavnu ulogu u procesu progresije tumora (177). Kasniji dokazi su sugerisali da su proteaze i 

kljucni regulatori rasta turnora, kako na mestu primarnog turnora, tako i na mestirna nastanka 

metastaza (168-169, 178-180). Studije su pokazale da pro-katepsin D, pored mitogenog 
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delovanja na celije kancera, ima ulogu i u procesu invazije (181) i nastanka metastaza (182). 

Mehanizam odgovoran za stimulaciju nastank:a metastaza usled delovanja pro-katepsina D, 

najverovatnije, ima pozitivan efekat na proliferaciju malignih celija, favorizujuCi rast mikro

metastaza, pre nego povecanje invazivnog potencijala (169, 179, 182-184). 

1.4. 5.2.3. Funkcija katepsina D и angiogenezi 

Poznato је da rast tumora zavisi i od procesa angiogeneze8 (185), koji је kontrolisan 

ravnotezom izmed:u pozitivnih i negativnih faktora angiogeneze. Imunohistohemijske studije su 

pokazale da katepsin D, nezavisno od svoje kataliticke aktivnosti, stimulise i angюgenezu 

tumora (184). 

U jednoj od prvih studija, Briozzo i sar. su pretpostavili da katepsin D moze da stimulise 

angiogenezu oslobad:anjem pro-angiogenog molekula bFGF iz vancelijskog matriksa (40). 

Med:utim, pretpostavljeno је i da bi pro-katepsin D mogao da bude odgovoran za stvaranje 

angiostatina koji је specificni inhiЬitor angiogeneze in vivo (186). Neki istraZivaci su sugerisali 

da је katepsin D ukljucen u regulaciju formiranja krvnih sudova, narocito u solidnim tumorima, i 

ustanovljeno је da postoji znacajna povezanost izmed:u ekspresije katepsina D od strane celija 

strome i gustine krvnih sudova u karcinomima dojke (187). 

Mehanizam delovanja katepsin D u procesu angiogeneze, za razliku od drugih 

proteolitickih enzima, ne podrazumeva njegovo proteoliticko dejstvo i razaranje vancelijskog 

matriksa jer је pokazano da је kataliticki-neaktivan katepsin D bio potentant, isto kao i tzv. 

"wild-type" katepsin D, u izazivanju angiogeneze (184). Benes i sar. su uocili da se nekoliko 

regulatora angiogeneze eksprimira nakon sto se epitelne celije karcinoma dojke tretiraju sa 

aktivacionim peptidom katepsina D (176). Pored toga, pretpostavljeno је da katepsin D moze da 

stirnulise i rast endotelnih celija karcinoma (175), putem parakrinog mehanizma, tako sto kao 

ligand interaguje, bilo direktno ili indirektno, sa neidentifikovanim receptorom koji moze da 

bude prisutan i na povrsini epitelnih celija tumora, sto је ranije sugerisano (169), i na povrsini 

endotelnih celija tumora (184). 

8 Angiogeneza је bltan korak u transformaciji tumora, od Jatentnog do maJignog stanja, i predstaYJja fizio]oSki proces koji 
podrazumeya rast no,тih krmih sudova, па osnovu vec postojecih. 
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1.4.5.2.4. Fиnkciia katepsina D и apoptozi 

Ustanovljeno је da, pored prethodno-navedenih, katepsin D ima ulogu i u regulaciji 

programirane celijske smrti, odnosno apoptoze. Apoptoza moze Ьiti realizovana preko dve 

osnovne putanje: unutrasnje i spoljasnje (188). Spoljasnja putanja apoptoze (tzv. putanja 

"receptora smrti") dovodi do aktiviranja kaspaze-8 , zatim kaspaze-10 i na kraju kaspaze-3 (189) . 

Aktiviranje kaspaze-3 , kao "izvrsioca" apoptoze, moze Ьiti indukovano i dodatnim aktiviranjem 

kaspaze-9, preko unutrasnje putanje apoptoze (179). Naime, kaspaza-8 moze, takode, da izazove 

i proteolizu Bid-a sto dovodi do toga da se nastali skraceni Bid (tBid) transportuje do membrane 

mitohondrije gde izaziva oligomerizaciju Вах-а, koji se umece u spoljnu membranu 

mitohondrije, praveCi u njoj kanale, usled cega dolazi do gubitka potencijala membrane 

mitohondrije (189). Disfunkcija mitohondrije, usled guЬitka potencijala membrane, inicira 

unutrasnju putanju apoptoze (tzv. mitohondrijalna putanja) u okviru koje se u citosol otpustaju 

mitohondrijalni apopotoski faktori, kao sto su citohrom с (190), Smac/DIAВLO (247), AIF 

(248). Otpustanje citohroma с , kao primarnog aktivatora kaspaza, rezultira aktivacijom kaskade 

kaspaza, odnosno aktiviranjem kaspaze-9 (249) koja, zatim, aktivira "izvrsne" kaspaze-6, -7 i -3 

(250). Aktivacija ovih "izvrsnih" kaspaza stvara rastucu kaskadu proteoliticke aktivnosti koja 

dovodi do razgradnje hromozomske DNK i strukturnih proteina u citoplazmi, omogucavajuCi 

time razaranje celije. 

U svakoj fazi kaskade apoptoze је neophodna saradnja mnogih, razliCitih proteina. 

Najvazniji proteini u procesu apoptoze su kaspaze, koje predstavljaju klasu proteaza, i njihova 

aktivnost је striktno regulisana inhiЬitorima proteina apoptoze (IAP) (191 ). No, i druge grupe 

proteina su, takode, odgovorne za regulaciju apoptoze u njenim razlicitim fazama, te su glavni 

regulatori apoptoze su: familija bcl-2 proteina, ТNF-a i р53 (192). Znacajnu ulogu imaju i 

proteaze koje nisu kaspaze, а koje obuhvataju i katepsine. Deiss је, sredinom 70-tih godina 

proslog veka, prvi pokazao da katepsin D ucestvuje u regulaciju apoptoze (188). Studije su 

pokazale da katepsin D moze da ima dvojaku ulogu u apoptozi. 

1.4.5.2.4.1. Fиnkcija katepsina D и stimиlisanjи apoptoze 

Katepsin D moze da bude kljucni posrednik u apoptozi koja је indukovana pomocu nekog 

od brojnih apoptotskih agenasa (videti (193)). Pepstatin А, inhiЬitor aspartatskih proteaza, moze 

delimicno da odlozi apoptozu koja је indukovana pomocu razlicitih apoptotskih stimulusa (135, 

152, 188) na osnovu cega је zakljuceno da katepsin D ima ulogu u apoptozi posredstvom svoje 
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kataliticke funkcije. Katepsin D је jedan od lizozomskih enzima koji zahteva kiseliji рН da bi 

bio proteoliticki aktivan. Prvobitno је Ьilo prihvaceno stanoviste da, in vitro, katepsin D moze da 

razgradi svoje sиbstrate sve do рН 6,2, ali ne preko te vrednosti, zbog deprotonizacije оЬа 

aktivna mesta (194). Stogaje Ьilo opravdano pretpostaviti da Ьi proteoliticka aktivnost katepsina 

D и citosolи Ьila drasticno иmanjena pri nepovoljnim иslovima рН, onima koji ne роgоdији 

njegovoj katalitickoj funkciji. Medиtim, eksperimentalno је pokazano da katepsin D ima иlоgи и 

apoptozi time sto иcestvuje и: а) aktivaciji pro-kaspaza (153, 195), Ь) in vitro сераnји Bid-a, pri 

рН 6,2 (179) i с) aktivaciji В ах-а, n~zavisno od cepanja Bid-a (117), sto potvrdиje pretpostavke 

da katepsin D moze proteoliticki da сера sиbstrate i izvan lizozomskog odeljka. 

Nasиprot dokazima о иlozi katepsina D и apoptozi posredstvom svoje kataliticke funkcije, 

postoje istra:livanja и kojima је pokazano da katepsin D potporna:le apoptozu, indukovanи 

apoptotskim agensima, nezavisno od svoje kataliticke funkcije. Poznato је da procesi и koje sи 

ukljиceni apoptotski stimиlиsi ( deterdzenti, oksidacioni stres, lekovi protiv kancera), generalno, 

dovode do destaЬilizacije, propиstljivosti, ра i razaranja lizozomske membrane, sto rezultira 

brzim otpиStanjem katepsina D и citosol (196-197). Ustanovljeno је da se ne samo kataliticki

aktivan, tzv. "wild type" katepsin D, vec i njegova mиtirana izoforma, koja је kataliticki 

neaktivna, brzo otpиstajи и citosol kao odgovor na delovanje apoptotskog agensa (193). 

Posledica otpиstanja katepsina D и citosol је otpиstanje apoptotskih faktora, prvenstveno 

citohroma с, iz mitohondrija и citosol kao i aktiviranje apoptotskih procesa koji rezultиjи 

aktivacijom kaspaze-9 i kaspaze-3 (1 01, 152-153, 195-196). 

1.4.5.2.4.2. Funkcija katepsina D и sprecavanuju apoptoze . 

Dvojna иloga katepsina D и apoptozi је naglasena kontradiktornim rezиltatima koji sи 

doЬijeni и stиdijama sa celijskim linijama 3Y1-Ad12. Jedna od иloga katepsina D и apoptozi se 

ogleda и njegovoj zastiti od apoptoze. Katepsin D moze da spreCi apoptozu, sto је pokazano и 

eksperimentalnim i fizioloskim иslovima, ali i и patoloskim иslovima kao sto је kancer (102, 

193, 198-199). Zanimljivo је da sи Liaиdet-Coopman i sar. prvoЬitno иstanovili da је 

prekomerno eksprimirani katepsin D sprecavao apoptozu и celijskoj liniji 3Y1-Ad12 na nacin 

koji је zavisio od njegove kataliticke funkcije (184 ). Medиtim, druga stиdija ovih aиtora (193 ), 

izvedena sa istim celijskim linijama, koje sи tretirane sa hemioterapeиtskim agensima, је ukazala 

na stimиlacijи apoptoze nezavisno od kataliticke aktivnosti katepsina D. 
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1. 4. 6. Katepsin D kao faktor prognoze/predikcije toka bolesti 

Rano dijagnostiflkovanje karcinoma dojke је doprinelo velikom povecanju broja 

pacijentkinja obolelih od karcinoma dojke sa negativnim statusom limfuih cvorova (200) . Ova 

populacija pacijentkinja se sastoji od nekoliko podgrupa pacijentkinja koje se razlikuju ро 

klinicko-patoloskim karakteristikama tumora i ро verovatno6i za ponovnom pojavom bolesti 

nakon hirшske terapije primarnog karcinoma dojke. Sa obzirom na to da klasicni i Ьiohernijski 

faktori prognoze/predikcije toka bolesti, koji su prihvaceni i koriste se u klinickoj praksi, ne 

mogu dovoljno precizno da identiflkuju pacijente koji се imati povoljan/nepovoljan tok bolesti, 

odnosno pacijente koji се imati, ili ne, korist od adjuvantne terapije, identiflkacija novih, 

Ьio loskih markera prognoze/predik:C:ije, koji su povezani sa razlicitim klinicko-patoloskim 

karakteristikama tumora, predstavlja jedan od znacajnih ciljeva u onkologiji. Proteini koji se 

prekomerno eksprimiraju i luce iz malignih celija predstavljaju ne samo moguce 

prognosticke/prediktivne faktore, vec i mete za terapijske tretmane. Sa obzirom da su 

proteoliticki enzimi Ьitni za proliferativni, invazivni i metastatski kapacitet tumora, ispituje se 

njihova moguca upotreba kao klinicki-relevantnih, prognostickih/prediktivnih faktora za mnoge 

solidne kancere, ukljucuju6i i karcinom dojke. Prve studije su, pre 20-ak godina, pokazale da 

celije karcinoma dojke prekomerno eksprimiraju glikolizovani katepsin D, koji se pre izlucuje 

nego sto se transportuje do lizozorna (137, 201), а sto dovodi do povecanih nivoa katepsina D u 

tkivu. Pretpostavljeno је da Ьi na osnovu koncentracije katepsina D, а u kombinaciji sa drugim 

Ьioloskim i/ili klasicnim klinicko-patoloskim faktorima, mogla tacnije da se predvidi 

verovatnoca za ponovnu pojavu bolesti, odnosno za nastanak metastaza u malignom tumoru 

dojke (110, 201). 

Мnoge nezavisne klinicke studije su pokazale da је koncentracija katepsina D u citosolu 

primarnog karcinorna dojke nezavisan prognosticki/prediktivni parametar (136-137, 139, 197, 

201-205) i daje pokazatelj lose prognoze za pacijentkinje obolele od karcinoma dojke (139, 204-

209). Naime, pokazano је da је visoka koncentracija katepsina D u tkivu tumora dojke povezana 

sa povecanom verovatnocom za invazivni rast tumora i za nastanak klinickih metastaza, 

verovatno usled toga sto katepsin D stimulise rast mikrometastaza na udaljenim mestima, pre 

nego lokalnu invaziju putem razaranja bazalne membrane (136, 201, 204, 210-213). Shodno 

tome, u vecini studija је prekomerna ekspresija katepsina D Ьila povezana sa kra6im DFI i sa 

kracim OS pacijentkinja obolelih od karcinoma dojke (139, 201, 203-206, 213-216). Ovi 

rezultati su doЬijeni kako na osnovu studija u kojima su koriscene standardizovane i 

kvantitativne metode za odredivanje koncentracije katepsina D u citosolnom ekstraktu celija 
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tumora (ELISA - skr. od eng. Enzyme-Linked ImmunoSoт-bent Assay, IRМA - skr. od eng. 

ImmunoRadioMetric Assay ) (139, 182-183, 205-206, 217), tako i na osnovu nestandardizovanih 

i nekvantitativnih metoda, kao sto su imunohistohemijska metoda i "western Ыoting" (2 18-219). 

Castiglioni (220), Niskanen (221) i Aziz (222) sa sar. , koristeci imunohistohemijsku 

metodu, nisu uspeli da poka:Zu da је katepsin D koristan prognosticki pokazatelj u humanom 

kanceru dojke dok su Winstanley i sar. (223) nasli povezanost prekomerne ekspresije katepsina 

D od strane celija tumora sa losim prezivljavanjem u univarijantnoj, ali ne i u multivarijantnoj 

analizi. Istra2ivanjem koje је sprovedeno u grupi od 270 pacijentkinja obolelih od karcinoma 

dojke, Gohring (224) је ustanovio da imunohistohemijska analiza katepsina D pruza bolje 

prognosticke informacije nego imunoradiometrijska analiza. Rezultati koje su dobili Bevilacqua 

i sar. (225) su ukazali da је katepsin D koristan prognosticki pokazatelj u ranom stadijumu 

karcinoma dojke. 

Aaltonen i sar. (226) su ustanovili da је prekomerna ekspresija katepsina D povezana sa 

kracim OS i kracim DFI dok је Okamura sa sar. (227) ustanovio da povecane koncentracije 

katepsina D, koji su bile odredene imunohistohemijskim putem, korelisu sa smanjenim OS, ali 

ne i sa smanjenim DFI. NaroCito је studija Foekens-a i sar. (205), koja је obuhvatila veliki broj 

(281 О) pacijentkinja tokom dugog perioda pracenja toka bolesti (88 meseci), dala ubedljive 

argumente u korist prognosticke vrednosti katepsina D, koji је odredivan pomocu IRМA eseja. 

Foekens је ustanovio da su visoke ili srednje koncentracije katepsina D u citosolu celija 

primamog karcinoma dojke, kada se analizira ukupno ili prezivljavanje bez relapsa, povezane sa 

nepovoljnim tokom bolesti u grupi pacijentkinja kako sa negativnim tako i sa pozitivnim 

statusom limfnih cvorova, а nezavisno od drugih, klasicnih prognostickih parametara. Studija 

Billgr~n-a (216), koja је obuhvatila 1851 pacijentkinju, а u kojoj је koncentracija katepsina D 

odredivana u citosolnomekstraktu, putem IRМA eseja, је potvrdila rezultate Foekensa. 

Jedan broj studija је bio fokusiran na pacijentkinje obolele od karcinoma dojke koje su 

imale negativan status limfnih cvorova i u njima је nadeno da је katepsin D nezavisan 

prognosticki faktor i da postoji znacajna znacajna povezanost izmedu visokih koncentracija 

katepsina D i kraceg ukupnog i prezivljavanja bez ponovnog javljanja bolesti (213 , 228). 

Ravdin i sar. su, u restrospektivnoj studiji koja је obuhvatila 927 pacijentkinja, ustanovili da 

katepsin D nije koristan za prognoziranje toka bolesti, kada se odreduje pomocu "western 

Ыotting"-a ili imunohistohemijske metode (229). Sa druge strane, Femo i sar. su, u studiji sa 623 

pacijentkinje, nasli da odredivanje koncentracije katepsina D imunoradiometrijskim esejom ima 

prognosticki znacaj samo za one pacijentkinje obolele od karcinoma dojke koje su imale 

pozitivan status limfnih cvorova (230). U drugoj studiji је pokazano da је prekomema ekspresija 

katepsina D u kanceru dojke, u vidu intenzivnijeg bojenja imunohistohemijskih preparata, 
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povezana sa duzim prezivljavanjem pacijentkinja sa pozitivnim statusima limfnih cvorova i 

steroidnih receptora (231). 

U pojedinim studijama se polemisalo da bi analiza koncentracija izoforme katepsina D od 

34 kDa trebalo da obezbedi korisnije prognosticke informacije od analize kojom se odreduje 

koncentracija ukupnog katepsina D i ne pravi razlika izmedu aktivnih i neaktivnih izoformi 

enzima (134, 208). Brouillet i sar. (232) su ustanovili da је koncentracija pro-katepsina D u 

citosolu celija kancera dojke bila manje korisna kao prognosticki marker od koncentracije 

ukupnog katepsina D, sto ide u prilog stanovistu da neaktivnu prekurzorsku formu katepsina D 

ne bi trebalo uzeti u obzir kada se katepsin D koristi kao prognosticki marker. Brojne klinicke 

studije su ustanovile da odnos koncentracija enzimski-aktivnog i -neaktivnog katepsina D (pro

katepsin D/katepsin D) predstavlja nezavisan prognosticki faktor u razlicitim vrstarna kancera 

(136, 174, 233) i da је indikator lose prognoze za kancer dojke. Pokazano је da је ovaj odnos 

koncentracija u citosolu karcinoma dojke povezan sa velicinom tumora i sa visokim rizikom za 

nastanak metastaza (136, 138-139, 205, 217). 

Na osnovu nekih studija је sugerisano da katepsin D koji је detektovan u celijama strome 

ima bolju prognosticku vrednost nego onaj detektovan u epitelnim celijama tumora (187, 211, 

234-237). Medutim, u studiji u kojoj је ispitivana ekspresija katepsina D u epitelnoj i stromalnoj 

komponenti tumora pomocu imunohistohemijske metode (238), komponenta epitelnog tumora је 

Ьila znacajno povezana sa OS i DFI. Rezultati rnnogih studija koje su koristile 

imunohistohemijsku metodu sugerisu da katepsin D koji eksprimiraju ne samo celije tumora, vec 

i celije strome i makrofage, utice na prognozu toka bolesti. 

Sa obzirom na promenljiv znacaj Ьiomarkera tokom vremena, treba naglasiti da dosadasnje 

studije о prognostickoj/prediktivnoj vrednosti katepsina D nisu ispitivale relevantnost 

Ьiomarkera u zavisnosti od perioda pracenja toka bolesti. 

1. 5. pS2 

1. 5. 1. Osnovne informacije о pS2 

Gen za pS2 је identiflkovan pocetkom 80-ih godina proslog veka, tokom potrage za 

genima koji su regulisani estrogenom u MCF-7 celijskoj liniji humanog karcinoma dojke, 

gajenoj uz i bez prisustva estrogena (239). Kasnije је iz ove celijske linije, koja se karakterise 

pozitivnim statusom ER, izolovan protein pS2 (240). 
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Protein pS2 pripada familiji sekretomih detelinastih faktora (TFF, skr. od eng. Ђ-eFoil 

Factor) . Poznata su 3 humana detelinasta proteina (241): 

- TFF1 , odnosno pS2, (oznacava se i kao BCEI, pNR-2, Md2) peptid koji је indukovan 

estrogenom i povezan sa karcinomom dojke, 

- TFF2, spazmoliticni protein (SP), 

- TFF3, crevni detelinasti faktor (IТF); 

Detelinasti faktori su mali, stabilni proteini, molekulske mase 6-1 О kDa, za koje је zajednicko da 

imaju jedan karakteristican domen (242). Тај domen, koji se naziva detelinasti, trolisti ili P

domen, cini jednostavna, ali ocuvana sekvenca amino-kiselina, koja podseca na detelinu sa tri 

lista. Detelinasti faktori sadrze promenljiv broj (1-6) detelinastih domena (240, 243). pS2 је 

identifikovan u coveku (239), misu (244) i pacovu (245). 

1. 5. 2. Gen za pS2 

1.5.2.1. Struktшa gena za pS2 

Citogenetske studUe su pokazale da su geni koji kodiraju 3 humana detelinasta proteina 

locirani na hromozomu 21q22,3 (246), pri cemu su ovi geni sadrzani unutar jednog fragmenta 

DNК, velicine 55 kb (247). Gen za humani pS2 је dugacak priЬlizno 4,5 kb i sastoji se od 3 

egzona sa 125, 153 i 212 baznih parova, izmedu kojih se nalaze 2 introna- А (3 ,1 kb) i В (0,77 

kb) (240). Gen za pS2 ima slozen promotorski region koji sadrzi elemente klasicnog estrogen

osetljivog gena, sto podrazumeva ТАТАА sekvencu, СААТ sekvencu i nepravilan element 

odgovora na delovanje estrogena (ERE) izmedu pozicja -405 i -393 (248) . Ustanovljeno је da u 

5' regionu gena za pS2, postoji slozen, uzhodni pojacivacki region sa specificnim sekvencama 

koje regulisu ekspresiju gena usled delovanja EGF, bFGF, turnor-promotora ТРА, onkoproteina 

c-Ha-ras i c-jun (249) (250). Takode је ustanovljeno i da izmedu pozicija -338 i -332 postoji 

element odgovora na delovanje proteina aktivacije АР-1 , usled cega se transkripcija gena za pS2 

moze izazvati i pomocu IGF-1 (251). Izmedu pozicija -12 i -7 је identifikovana i sekvenca koji 

sadrzi puno guanina i citozina, koja interaguje sa transkripcionim faktorom Sp1 i koja reguliSe 

efikasnost transkripcije gena sa razlicitih promotora (252). 

Istra2ivanja su pokazala da gen za pS2 sadrzi 2 mesta za pocetak transkripcije, oznacena 

kao pS2B 1 i pS2B2. Sa obzirom na to da је u MCF-7 celijskoj liniji karcinoma dojke detektovan 

molekul iRNK koji odgovara mestu za pocetak transkripcije oznacenom kao pS2B1 , 

pretpostavlja se da је, uglavnoщ aktivno samo jedno od ta dva mesta (253). 
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1.5.2.2. Regulacija transkripcije gena za pS2 

Struktura histona9 i aktivnost brojnih transkripcionih faktora, koji su povezaш sa 

promotorom gena za pS2, zajednickim delovanjem regulisu nivo transkripcije ovog gena (254). 

Pretpostavlja se da preuredenje histona regulise ekspresiju gena za pS2 putem 2 mehanizma: 

I) putem direktnog preuredenja strukture hromatina, tako da mesta na kojima se 

transkripcioni faktori vezuju za DNK postanu dostupna; 

П) putem stvaranja nove povrsine za specificno vezivanje proteina koji regulisu strukturu 

hromatina i transkripciju; 

Poznato је da estrogen, koji deluje preko nuklearnih receptora ER-a i ER-P (255), i faktori rasta 

(IGF-"1, IGF-2, EGF, TGF-a), Cije је dejstvo posredovano transrhembranskim receptorima 

tirozin-kinaze (256), kontrolisu ekspresiju razlicitih gena i proliferaciju celija karcinoma dojke. 

U klasicnom modelu delovanja ER, receptor se vezuje kao homodimer (257) ili kao 

heterodimer (258) za ERE, u okviru promotora gena koji odgovaraju na delovanje estrogena 

(249). Каdа је prisutan na promotoru takvih gena, ER vezuje za sebe grupu transkripcionih 

kofaktora, u kojoj mogu biti i koaktivatori i korepresori transkripcije gena (259). Kofaktori 

poseduju aktivnost za preuredenje hromatina, ра se dostupnosti vezivnih mesta za transkripcione 

faktore u nativnom hromatinu moze izmeniti, а, pored toga, kofaktori interaguju sa drugim 

transkripcionim faktorima, ukljucujuci komponente opSteg transkripcionog mehanizma (259-

260). Posredstvom klasicnog signalnog puta ER, estrogen indukuje brzu promenu hromatina u 

okviru promotora gena za pS2 u karcinomu dojke i direktno aktivira transkripciju jedne kopije 

gena za pS2 (248). Na taj nacin se indukuje iRNK pS2, sto rezultira povecanom koncentracijom 

iRNK i izlucenog proteina, putem mehanizma koji је nezavisan od de novo sinteze proteina 

(239-240, 261). 

ER moze da bude aktiviran i nezavisno od vezivanja liganda, odnosno pomocu faktora 

rasta (262). Pri tome, ER regulise transkripciju gena za pS2 putem indirektne interakcije sa 

DNК, odnosno interakcijom sa drugim transkripcionim faktorima. Rezultati studija pokazuju da 

ј е za aktivaciju transkripcije gena za pS2, koja ne zavisi od estrogena, neophodno prisustvo 

kompleksa АР-1 na promotoru gena (263). Da Ьi doslo do pune interakcije izmedu 2 

transkripciona faktora, nakon stimulacije pomocu IGF-1 , potrebni su elementi odgovora i na 

delovanje АР-1 i na delovanje ER (TRE i ERE, respektivno) (263). Iako ER i komlpeks АР-1 

deluju zajednicki tokom aktivacije transkripcije, oni imaju razliCite funkcije. Kompleks АР-1 se 

sastoji od razliCitih kombinacija Jun (c-Jun, JunВ , JunD) i Fos (c-Fos, Fra-1, Fra-2, FosB) 

9 Нistoni predstavljaju glavne proteinske komponente hromatina oko kojih se namotavaju mo] ekuli DNК i formirqju osnovne 
struktume jednice hromatina, nuldeozome. 
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proteina, pri cemu razliCite kombinacije hetero- i homodimera odreduju koji geni се Ьiti 

regulisani posredstvom АР-1 (264). Ро vezivanju za promotor gena za pS2, tacnije za TRE 

sekvencu, АР-1 vezuje faktor za preuredivanje (Brg1) i indukuje preuredenje strukture 

hromatina (263). ER nema nikakvu ulogu u preuredenju hromatina, koje prethodi zapocinjanju 

transkripcije gena, vec је ukljucen u kasnije korake transkripcije. Povecanje koncentracije c-Jun 

proteina i njegova fosforilacija omogucavaju da se veCi broj molekula ER, preko interakcije sa 

АР-1, veze za ERE sekvencu. Na taj nacin, ER moze da privuce i veze koaktivatore i zadrzi 

visok nivo transkripcije gena za pS2. 

Znacajno је istraZivanje Oduroa i sar. (254) koje је dovelo do pretpostavke da visok stepen 

modiflkacija histona moze da nadvlada delovanje ER u regulisanju ekspresije gena za pS2 i da 

omoguci intenzivnije vezivanje drugih transkripcionih faktora, sto · dovodi do visoke 

konstitutivne transkripcije. Ovakva regulacija transkripcije moze da ima VaZne posledice za 

patologiju karcinoma dojke imajuCi u vidu cest guЬitak zavisnost ekspresije gena i proliferacije 

celija od delovanja estrogena. Veliki broj modiflkacija histona u genomu Ьi, u slucaju gena koji 

su regulisani posredstvom ER, moglo da doprinese signalnim putevima koji dovode do razvoja 

hormon-nezavisnih karcinoma dojke. 

Pored regulacije na genskom nivou, ekspresija pS2 је, takode, zavisna i od epigenskih 

faktora. Na promotoru gena za pS2 је prisutno nekoliko CpG ostrva10 (265). Pretpostavlja se da 

је metilacija CpG ostrva, koja se nalaze unutar 5' regiona gena za pS2, ukljucena u kontrolu 

ekspresije gena (265). 

1. 5. 3. Struktura proteina pS2 

Humani gen za pS2 kodira iRNK od 600 baza (239) koja se translira u mali prekurzorski 

protein od 84 amino-kiseline, sa molekulskom masom od 9,14 kDa (240). Prisustvo N

terminalne glutaminske kiseline ukazuje na to da prekurzorski protein sadrzi signalni peptid, koji 

је karakteristican za sekretorne proteine i koji se oslobada nakon delovanja signalne peptidaze 

(240). Nakon obrade, prekurzorski protein se сера do polipeptida od 60 amino-kiselina (6,4 kDa) 

kojeg luce celije humanog karcinoma dojke i normalne celije sluzokoze zeludca (248), slika 1.6 .. 

Izlucena, zrela forma proteina pS2 sadйi ostatak piro-glutaminske kiseline na N

terminalnom kraju, detelinasti (TFF) domen u sredisnjem delu molekula i kiseli domen na C

terminalnom kraju (248). Detelinasti domen sadrzi 39 amino-kiselinskih ostataka, ukljucujuCi 6 

1° CpG ostrvo је genomski region, du.Zine tipicno 300- З 000 bamih parova, koji ima visok sadr2aj dinukleotida citozin-guanin i 
tipicno је prisutan na ili u Ыizini mesta za pocetak transkripcije gena. 
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а) 

signalni peptid 
(24 amino-kiseline) 

\ 
TFF domen 

60 amino-kiselina 

Uvod 

CDOH 

kiseli domen 

Slika Ј . б. - Prikaz strиktиre proteina pS2/TTFI: а) primarna strиktиra pl'oteina pS2/TFFI sa 
naznacenim signalnim peptidom, TFF domenom i kiselim domenom; b)Dvodimenziona strиktиra 
и oЬlikи deteline. Konzaviт-ane amino-kiseline sи oznacene latinicnim slovima. СЈ-Сб i sivi 
krиgovi predstavljajи amino-kiseline и okvirи TFF domena. С7 i srajil-ani kт-иgovi predstavljajи 
amino-kiseline и okvirи kiselog domena. = иkаzије па di-sиlfidne veze izmedи amino-kiselinskih 
ostataka. 

cisteinskih ostataka koji formiraju karakteristicnu strukturu sa di-sulfidnim petljama, nalik 

detelini sa З lista, pri cemu di-sulfidi povezuju cisteine 1 i 5, 2 i 4 i З i 6 (266). Pored cisteina, 

detelinasti domen sadr:li i druge ocuvane amino-kiselinske ostatake. Uoceno је da је su 

detelinasti proteini otporni na povisenи temperaturu, kao i na proteinaze koje sи prisиtne и 

gastrointestinalnom traktи (267). Srnatra se da sи ove osobine rezultat kompaktne strukture 

detelinastog domena. Кiseli domen cini 6 amino-kiselinskih ostataka na C-terminalnom krajи 

proteina. Ovaj domen је vaian za homodimerizacijи pS2 (268). 

Amino-kiselinska sekvenca pS2 ima slicnosti sa sekvencom spazmolitickog polipeptida 

svinjskog pankreasa (pSP) i sa sekvencom IGF-1 i IGF-2 (266, 269). Sekundama struktura pS2 

se sastoji od ~-ploca, heliksa i nasиmicnog kalema, koji se nalazi izmedи pozicija 5З i 60 (269). 

Elementi sekundarne strukture pS2 sи veoma slicni onima koji sи nadeni и domenima proteina 

pSP i pretpostavka је da се domeni imati slicnи i tercijarnи strukturи (269). Clanovi familije 

detelinastih proteina sadrze do 6 detelinastih domena, pri сети pS2 sadrzi jedan takav domen 

(240). Protein pS2 postoji kao monomer i stvara dimere koji sи povezani роmоси di-sиlfida, 

preko cisteina na poziciji 58. 
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1. 5. 4. Ekspresija pS2 

1.5.4.1. Ekspresija pS2 u normalnim tkivima 

Analizom normalnog humanog tkiva odraslih osoba ustanovljeno је da se pS2 eksprimira u 

zeludcu, gde su detektovane visoke koncentracije proteina, dok u tkivu dojke, kao i u materici, 

misiCima, pluCima, bubrezima, jetri, mozgu, crevima, srcu, kozi i pankreasu nisu detektovane 

znacajne koncentracije ovog proteina (270-271). Detaljnijim ispitivanjimaje utvrdeno daje pS2, 

pretefuo, prisutan u sluzokozi zeludca (272), tacnije u epitelnim celjama sluzokoze gornjeg dela 

zeludca, u oЬlasti gde celije podlefu diferencijaciji da bi dovele do obnavljanje ostecenog tkiva, 

odnosno do nastanka funkcionalne sluzokoze (243, 272). Pri tome је pS2 detektovan u 

citoplazmi celija koje eksprimiraju ovaj protein, gde se akumulirao u peri-nuklearnom prostoru, 

izmedu unutrasnje i spoljasnje membrane jedra (272). 

1.5.4.2. Ekspresija pS2 u patoloskim tkivima 

Кlinicka istraZivanja su pokazala da se pS2 ektopicno 11 eksprimira u toku oboUenja koja se 

odnose na citav humani gastrointestinalni trakt, pri cemu је prisustvo proteina bilo detektovano u 

regenerativnom tkivu (272-273). Utvrdeno је da је pS2 ektopicno eksprimiran i u brojnim 

humanirn, primarnim karcinomima, kao i u njihovim metastazama (274) . pS2 је detektovan u 

karcinomima dojke (275) , pankreasa (276), debelog creva (276), pluca (277), mokracne besike 

(274), prostate (278) i jajnika (276), sto pokazuje da se pS2 prvenstveno eksprimira u 

karcinomima koji su povezani sa gastrointestinalnim traktom i endokrinim organima. Pri tome, 

prisustvo proteina је bilo detektovano u citoplazmi epitelnih celija malignih tumora, kao sto је to 

slucaj i u normalnim celijama zeludca (272). 

Ekspresija pS2 је detektovana u 30-70 % primarnih karcinoma dojke, u zavisnosti od 

studija i metoda koje su u njima koriscene (279). Upotrebom specificnih antitela, usmerenih 

prema proteinu pS2 (280), ustanovljeno је da se pS2 pretezno eksprimira u pпmarrum 

karcinomima dojke koji su okarakterisani pozitivnim statusom ER (275). U humanom 

gastrointestinalnom tkivu, koje normalno eksprimira visoke koncentracije pS2, је uoceno da 

maligne epitelne celije mogu da budu lisene prisustva pS2 (276, 281), tj. da malignitet moze da 

dovede do guЬitka ekspresije pS2. Mehanizam koji је ukljucen u ovaj proces nije poznat. 

11 Ektopicna ekspresija је ekspresija gena na neuoЬicajenom mestu и organizmu. Mok biti uzrokovana bolescu ili izazvana 
vestackim putem. 
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1. 5. 5. Funkcija pS2 

1.5.5.1. Funkcija pS2 vezana za celijsku pokretljivost 

Kada nastane ostecenje sluzokoze gastrointestinalnog trakta, epitelne celije u okruzenju 

migriraju ka ostecenom mestu da bi se ponovo uspostavila celovitost epitelnog tkiva. Na osnovu 

eksperirnenata sa zivotinjama, pretpostavljeno је da detelinasti proteini mogu da regulisu 

migraciju celija i pokazano је da pS2 moze da utice i na pokretljivost malignih celija (282), sto 

је Ьioloski aspekt direktno povezan sa agresivnoscu tumora i pretpostavljeno је da pS2 ima 

ulogu u rasejavanju tumora (283). Rezultati studija ukazuju da su detelinasti proteini ukljuceni u 

obnavljanje epitela gastrointesinalnog trakta preko mitogene funkcije, u okviru signalnog puta 

koji је nezavisan od TGF-~ (284). 

1.5.5.2. Funkcija pS2 u polimerizaciji sluzokoze 

U sluzokozi zeludca i creva su nadene visoke koncentracije pS2 koje sugerisu mogucu 

ulogu u zastiti od delovanja proteaza (270). Neke studije su ukazale na to da је pS2, kao sastojak 

zeludacnog soka, ukljucen u polirnerizaciju proteina mukusa12
, odnosno u staЬilizaciju fizickih 

osobina odrzavanju celovitosti mucrnoznog sloja koji prekriva epitel Citavog 

gastrointestinalnog trakta (270, 285). 

1.5.5.3. Funkcija pS2 u proliferacijildiferencijaciji celije 

Sa obzirom na ektopicnu ekspresiju pS2 u vecini humanih karcinoma, prvoЬitno је Ьilo 

pretpostavljeno da ovaj protein ima funkciju faktora rasta (240, 266, 270). Pretpostavka је Ьila 

podrzana cinjenicom da Је to mali molekul koji pokazuje strukturne slicnosti sa drugim 

faktorirna rasta, kao sto su EGF, IGF-1 i IGF-2 (270). Uprkos brojnim in vitro i in vivo 

studijama, nije dokazano da pS2 potpomaze proliferaciju, odnosno rast epitelnih celija Ьilo 

kancera gastrointestinalnog trakta Ьilo karcinoma dojke (284, 286). Naprotiv, pokazano је da 

pS2 irna anti-proliferativnu funkciju (287). Na osnovu in vitro i in vivo studija, pretpostavljena је 

funkcija pS2 kao tumor-supresor gena (276). Nairne, odsustvo pS2 dovodi do intenzivne 

proliferacije i nepotpune diferencijacije epitelnih celija gastrointestinalnog trakta sto pokazuje da 

12 U kicmenjacima, mukгus је sluzava izlucevina koja sadrzi razliCite proteine i neorganske soli, а koju stvaraju i kojom su 
pokrivene mukozne membrane. 
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pS2 moze da bude ukljucen u proces zaustavljanja rasta celije i/ili proces rane diferencijacije 

(276, 281, 288). 

Pored toga, pokazano је da pS2 ne indukuje apoptozu, kao sto bi se ocekivalo za tumor

supresor gen, vec naprotiv, da ima sposobnost da spreci apoptozu koja је indukovana pomocu 

hemijskih agenasa ili Bad proteina u celijama gastrointestinalnog trakta (287). Pri tome је anti

apoptotska funkcija pS2 nezavisna od stimulansa apotoze jer је usmerena ka aktivnoj izoformi 

kaspaze-9. 

1.5.5.4. FunkcijapS2 kao neuropeptida 

Pretpostavljeno је, takode, da је pS2, slicno vecini drugih gastrointestinalnih peptida, 

neuropeptid sa obzirom na to daje detektovan u mozgu pacova i rnisa (289). 

1. 5. 6. pS2 kao faktor prognoze/predikcije toka bolesti 

Као odgovor na delovanje estrogenog stimulansa na celije karcinoma dojke, detektovana 

је ekspresija pS2 (239), Sto је dovelo do pretpostavki da bi pS2 mogao biti gen/protein od 

klinickog znacaja. Poznato је da se pS2 eksprirnira u 30-70 % karcinorna dojke. Poznato је i da 

se pS2 eksprimira u okviru metastaza u limfnim cvorovima, mozgu, kostima (356), а koje poticu 

od karcinoma dojke, tako da u slucaju karcinoma dojke postoji interesovanje za pS2, u srnislu 

klinickog znacaja. Na osnovu eksperimentalnih nalaza i humanih studija је moguce pretpostaviti 

da pS2 moze da bude koristan kao dijagnosticki, prognosticki i/ili terapeutski faktor i u drugim 

malignim tumorima, kao i u patologiji gastrointestinalnog trakta. 

Iako postoje kontraverze koje se odnose na povezanost ekspresije pS2 i ishoda bolesti 

pacijentkinja obolelih od karcinorna dojke, u brojnim studijama је utvrdeno da pS2, odnosno 

njegova koncentracija u karcinomu dojke, ima znacajnu prognosticku vrednost. Preliminarni 

rezultati studija su ukazali na to da је pozitivan status pS2 uglavnom povezan sa uzorcima 

karcinorna dojke u kojima је eksprirniran ER (276, 320). U vecini studija је utvrdeno da је 

visoka koncentracija pS2, time i pozitivan status proteina, u karcinomu dojke direktno povezana 

sa povoljnijim tokom bolesti (304, 309, 322). U skladu sa tim rezultatima su i nalazi studija 

prerna kojima niska koncentracija, odnosno negativan status pS2 ima prognosticki znacaj za 

pacijentkinje sa karcinomom dojke jer је utvrdeno da је negativan status pS2 povezan sa 

nepovoljnom prognozom toka bolesti u grupi pacijenata sa ER+/PR+ tumorima (290) i u grupi 
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pacijenata sa negativim statиsom limfnih cvorova (34 7). Prognosticki znacaj pS2 se nije иvek 

odrzao и okvirи mиltivarijantne analize, sto је zavisilo od parametara koji sи bili obиhvaceni 

analizom (313). U vecini stиdija и kojima је za odredivanje koncentracije pS2 koriscen esej sa 

citosolom, pacijentkinje sa pozitivnim statиsom pS2 и karcinornima dojke sи, i и okvirи 

mиltivarijantne analize, imale povoljnijи prognozu toka bolesti (291-292). Medиtim, postoje i 

stиdije и kojima nije nadena povezanost izmedи statиsa pS2 i toka bolesti pacijenata, odnosno 

nije dokazan prognosticki znacaj pS2 i to sи, иglavnom, stиdije и kojima је za odredivanje 

ekspresije pS2 и tumorima dojke koriscena imиnohistohemijska metoda (293-294). 

Rezultati vise studija sи ukazali na mogиcnost da је ekspresija pS2 и karcinomи dojke 

koristan faktor za predvidanje odgovora pacijentkinja obolelih od karcinorna dojke na delovanje 

adjиvantne endokrine terapije (314, З 84 ). Pored prediktivne vrednosti ekspresije proteina, и 

nekim stиdijama је i ekspresija iRNK pS2 omogиcila predvidanje odgovora na adjиvantnи 

endokrinи terapijи (295). Prezentovani sи rezultati koji sи pokazali da је visoka koncentracija 

pS2 direktno povezana sa povoljnim odgovorom pacijentkinja obolelih od karcinoma dojke na 

endokrinи terapijи (290, 296-297). U skladи sa tim nalazima, rezultati nekih stиdija sи pokazali 

da sи pacijentkinje obolele od karcinoma dojke, ciji tиmori nisи eksprimirali pS2, imale kraCi 

period trajanja odgovora na hormonsku terapijи i krace prezivljavanje nakon primene endokrine 

terapije (290, 298). Dosta se diskutovalo о tome da се estrogen-osetljivi tиmori dojke 

eksprimirati i PR i pS2, zbog cega bi odredivanje ekspresija оЬа proteina bilo sиvisno. No, 

stиdije sи pokazale da se na osnovu ekspresije pS2 mogи izdvojiti podgrиpe pacijentkinja 

obolelih od karcinoma dojke koje pokazujи razliCite odgovore na adjиvantne endokrine terapUe i 

da prisиstvo pS2 moze da identiflkиje one pacijentkinje za koje се se dobiti povoljan odgovor na 

anti-hormonskи terapijи, cak i и odsиstvu ER ili PR (271 , 290, 299). Iako ER, i ponekad PR, 

mogи biti sиperiorniji и odnosи na pS2 za predvidanje dиzine trajanja i ukupnog odgovora na 

adjиvantnи hormonsku terapijи, и jednoj studiji је иstanovljeno , mиltivarijantnom analizom (ER, 

PR, pS2), da је i pS2, uz ER, imao prediktivnи vrednost za odgovor na adjиvantnи hormonsku 

terapijи, te је pretpostavljeno da pS2 moze da pomogne и defmisanjи podgrupa pacijentkinja sa 

intermedijarnim koncentracija ER koje се verovatno odgovoriti na delovanje adjиvantne 

hormonske terapije (275, 300). 

I и slисајн pS2 treba naglasiti da dosadasnje stиdije о prognostickoj/prediktivnoj vrednosti 

ovog proteina nisн ispitivale relevantnost biomarkera tokom perioda pracenja toka bolesti. 
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2. CILJRADA 

Primarni cilj ovog radaje bio : 

• da se, na osnovu povezanosti ekspresije katepsina D, odnosno pS2 sa klasicnim i biohemijskim 

faktorima prognoze/predikcije toka bolesti, odredi granicna vrednost za ekspresiju katepsina D, 

odnosno za ekspresiju pS2 na osnovu koje bi bilo moguce defmisati estrogen-zavisnu vs. 

estrogen-nezavisne ekspresije, odnosno status proteina u primarnom malignom tumoru dojke. 

Sekundarni cilj ovog radaje bio: 

• da se, u zavisnosti od statusa katepsina D, odnosno pS2 u malignom tumoru dojke, identifikuju 

grupe pacijenata sa niskim/visokim rizikom za ponovnu pojavu bolest~ defmisanu pojavom 

udaljenih metastaza. 
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3. MATERIJAL 1 METODE 

3. 1. Pacijentkinje sa primarnim operabilnim karcinomom dojke 

Studijom је bilo obuhvaceno 226 pacijentkinja sa primarnim operabilnim karcinomom 

dojke. Sve pacijentkinje su operisane na Institutu za onkologiju i radiologiju SrЬije, u Beogradu. 

Reprezentativnost uzorkaje planirana ро principu "sistematskog uzorka". Parametri tumora su 

Tabela 3.1. - Raspodela pacijentkinja ро grupama definisanim parametт-ima domal:ina tumora, 
tumora, statusom ER il ili statusom Р R. 

Karakteristike pacijenata i tumora В ro ј pacije nata (%) 

Ukupno 226 100 
Godine 

<45 39 17,3 
45- 59 96 42,5 
>59 91 40,4 

Status menopauze 
Pre-menopauza 77 34,1 
Post-menopauza 144 63,7 
Nepoznato 5 2,2 

Status limnih cvorova 
NO 92 40,7 
N+ 112 49,6 
Nepoznato 22 9,7 

Velicina tumora 
п 100 44,2 
Т2 122 54 
Nepoznato 4 1,8 

Histoloski gradus 
I 33 14,6 
п 146 64,6 
ш 43 19 
Nepoznato 4 1,8 

Histoloski tip 
IDC 112 49,6 
ILC 80 35,4 
Ostali 34 15 

Status ER 
ER+ 153 67,7 
ER- 73 32,3 

Status PR 
PR+ 102 45,1 
PR- 124 54,9 

Komblnovani status ER i PR 
ER+PR+ 92 40,7 
ER+ PR- 61 27 
ER-PR+ 10 4,4 
ER- PR- 73 32,3 
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odredivani od strane histopatologa, dok sи podaci о domacinи tиmora Ьili dostиpni na osnovu 

istorija bolesti pacijentkinja. U tabeli 3.1. је prikazan broj pacijentkinja и grиpama koje sи Ьile 

defmisane na osnovu parametara domacina tиmora, tиmora, statиsa ER ilili statиsa PR. Treba 

napomenиti da sи godine i statиs menopauze domacina tиmora Ьili medиsobno povezani (x2-test, 

р<О,ОО 1) иsled toga sto sи sve pacijentkinje mlade od 45 godina Ьile premenopauzne, sve starije 

od 59 godina sи Ьile postmenopauzne, dok sи pacijentkinje srednje doЬi Ьile pre- i 

postmenopauzne. Pored toga, velicina tиmora је Ьila direktno povezana sa statиsom limfnih 

cvorova (x2-test, р=О,О4) jer је vecina pacijentkinja sa рТ1 tumorima imala negativan, а vecina 

pacijentkinja sa рТ2 tumorima pozitivan statиs limfnih cvorova. 

Podaci vezani za tok bolesti pacijentkinja, и okvirи perioda pracenja toka bolesti od 36 

meseci, sи Ьili dostиpni za 201 pacijentkinjи, medи kojima је Ьila 41 pacijentkinja (20%) kod 

koje је potvrdeno prisиstvo иdaljenih metastaza, odnosno 140 pacijentkinja koje nisи imale 

иdaljene metastaze и periodи pracenja toka bolesti. Pri tome, 20 pacijentkinja nije ispиnjavalo 

kriterijиme vezane za pracenje toka bolesti и periodи od 36 meseci, tako da ove pacijentkinje 

nisи uzete и obzir pri analizi verovatnoca za DFI. 

3. 2. Odredivanje koncentracija ER i PR- Ьiohemijska metoda 

Koncentracije steroidnih receptora, ER i PR, и tkivu karcinoma dojke sи odredivane 

Ьiohernijskom metodom na osnovu stavova i preporuka EORTC (skr. od eng. Еш-ореап 

Organization for Research and Treatment of Cancer) (301). Metoda se bazira na vezivanjи 

molekula estrogena i progesterona, obelezenih tricijиmom ен), za molekule odgovarajиcih 

receptora koji sи prisиtni и citosolnom ekstraktи tkiva karcinoma dojke. Ovom metodom mogи 

se detektovati samo slobodni receptori, tj. oni receptori za koje nisи vezani endogeni hormon. 

Biohemijska metoda za odredivanje koncentracija steroidnih receptora obuhvata sledece 

postиpke: 

1.) uzimanje i cиvanje иzoraka karcinoma dojke, 

2.) homogenizacijи tkiva i izdvajanje frakcije citosola malignih celija, 

3.) izbor hormona i izbor opsega koncentracije hormona, 

4.) vezivanje hormona za receptore prisиtne и citosolnom ekstraktи malignih celija, 

5.) odvajanje viska nevezanog hormona, 

6.) odredivanje radioaktivnosti и ~-scintilacionom Ьrојаси, 

7.) odredivanje koncentracije proteina и uzorku, 

8.) izracиnavanje koncentracije ER i PR; 
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Pravilno uzimanje uzorka tumorskog tkiva, kao i nJegovo cuvanje (302), је vazno sa 

stanovista istovremenog odredivanja koncentracUa razlicitih biomarkera u citosolnom ekstraktu 

tkiva karcinoma dojke. Neposredno ро hirurskom odstranjenju tumora iz dojke, histopatolog 

izdvaja reprezentativni uzorak rnalignog tkiva, rnase od 200 mg do 1 g, za odredivanje 

koncentracije steroidnih receptora. Tkivo karcinoma dojke se cuva u tecnom azotu (-196 °С) do 

trenutka odredivanja koncentracije steroidnih receptora, sa obzirom da је utvrdeno da se u 

uzorcima tumora, koji su cuvani na ovaj nacin, kvantitativni sadrzaj receptora za estrogen ne 

menja tokom vremena (303). 

Pokazano је da је najeflkasniji nacin za homogenizaciju uzorka tkiva karcinoma dojke 

sprasivanje uzorka, zaledenog u tecnom azotu, koje se izvodi na temperaturi ledenog kupatila (0-

4 °С) (13). Spraseni uzorak se homogenizuje u puferu, na temperaturi ledenog kupatila, u cilju 

dobijanja suspenzije. Prilikom odredivanja koncentracija steroidnih receptora, preporucuje se 

koriscenje fosfatnog pufer sledeceg sastava: 5 mМ fosfatni pufer, 10 % (v/v) glicerol, 1 mМ 

monotioglicerol, 1,18 mМ EDTA, pri рН = 7,4 - 7,7 (13 , 301). Suspenzija se centrifugira na 

800-1000 g (oko З 500 obr/min), u toku 30 rnin, na temperaturi ledenog kupatila. Dobijeni 

supematant predstavUa nepreCiscenu frakciju citoso1a celija tumora. Nakon u1tracentrifugiranja 

supematanta na 100 000 g (37 000 obr/min, ultracentrifuga Beckman L5-50) , u toku 60 min, na 

temperaturi ledenog kupatila, u supematantu se izdvaja citosolna :frakcija celija tumora. 

U svrhu odredivanja koncentracije ER koriscen је 17-~-estradiol (Amersham, Eng1eska), 

obe1ezen tricijumom, speciflcne aktivnosti 90 Cilmmol (3 ,5 TBq/mmol). Као kompetiti\mi 

hormon koriscen је sinteticki estrogen, dietilstilЬestrol. Pri odredivanju koncentracije ER је 

potrebno da koncentracije "obelezenog" estrogena u ispitivanom uzorku budu u opsegu 2-32 х 

10-10 М, odnosno da koncentracije "neobelezenog" estrogena budu u opsegu 2-32 х 10-8 М 

(302). Koncentracija PR је odredivana u prisustvu sintetickog progesterona ORG 2058 

(Amersham, Eng1eska), obe1ezenog tricijumom, speciflcne aktivnosti 40 Cilmmol (1 ,5 

TBq/mmol). ' 'Neobe1ezeni" progesteron, ORG 2058, је koriscen kao konkurentni hormon. Pri 

odredivanju koncentracije PR је potrebno da koncentracije "obelezenog" progesterona u 

ispitivanom uzorku budu u opseg 4-64 х 1 о-10 М, odnosno da koncentracije "neobelezenog" 

progesterona budu u opsegu 8-128 х 10-8 М u ispitivanom uzorku (302). Izbor hormona-liganda 

mora da zadovolji dva neophodna uslova za odredivanje koncentracija receptora za estrogen i 

receptora za progesteron. Prvi uslov је da hormon ima ma1u vrednost konstante disocijacije za 

reakciju hormona sa odgovarajuCim receptorom, а drugi uslov је da hormon pokazuje 

speciflcnost u pogledu biofunkcionalnosti. Navedeni opseg koncentracija hormona-liganda, u 

okviru konstanti disocijacija kompleksa hormona i njegovog receptora, omogucava odredivanje 

koncentracije receptora u citosolnom ekstraktu celija malignog tumora dojke. 
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Citosolcelija tumora dojke sadrzi proteine sa visokim afmitetom vezivanja (ER i PR, Kd < 

1 nМ) i proteine sa niskim afmitetom vezivanja (Kd > 30 nМ) za steroidne hormone (304-305). 

Ukupno vezivanje hormona (Вт) predstavlja vezivanje hormona kako za proteine sa visokim, 

tako i za proteine sa niskim afinitetom vezivanja. Nespecificno vezivanje hormona predstavlja 

vezivanje hormona za proteine koji imaju nizak afmitet vezivanja. Odredivanje ukupnog i 

nespecificnog vezivanja hormona zasniva se na kompetitivnoj inhiЬiciji, odnosno na medusobno 

iskljuCivom vezivanju "obelezenog" ili "neobelezenog" hormona za molekule receptora. Razlika 

izmedu ukupnog i nespecificnog vezivanja hormona predstavlja specificno vezivanje hormona 

za odgovarajuci receptor (Bs). Koncentracija "obelezenog" hormona, koji је nakon 

uspostavljanja ravnoteze ostao slobodan u rastvoru (F), moze se odrediti jednostavnim 

oduzimanjem koncentracije ukupno-vezanog "obelezenog" hormona (Вт) od pocetne 

koncentracije "obelezenog" hormona (Т) . Uslovi koji moraju da budu zadovoljeni pri interakciji 

hormona i proteina u citosolu celija malignog tumora dojke se odnose na ocuvanje 

biofunkcionalnosti receptora i omogucavanje uspostavljanja dinamicke ravnoteze izmedu 

hormona, receptora i kompleksa hormon-receptor (302). Reakcija izmedu ER, odnosno PR, i 

odgovarajuceg steroidnog hormona se izvodi na temperaturi ledenog kupatila, а vreme 

interakcije obuhvata interval od 18 do 24 sata jer је pokazano da је reakcija izmedu estradiola i 

njegovog receptora zavisna od temperature i vremena (302). 

Za razdvajanje molekula hormona vezanih za receptore od slobodnih molekula hormona 

se, ро uspostavljanju ravnoteze izmedu reaktanata i nastalih proizvoda, koristi aktivni ugalj (0,25 

% norit А, Sigma, Nemacka) koji se oЬla:le secerom (0,0025 % dekstran Т-70, Pharmacia, 

Svedska) (306). Razdvajanje se zasniva na fizicko-hernijskoj adsorpciji slobodnih molekula 

hormona na cvrstoj fazi uglja. Aktivni ugalj se oЬla:le dekstranom da bi se spreCio pristup velikih 

molekula povrsini aktivnog uglja, odnosno da Ьi se dozvolilo samo malim molekulima da se 

adsorbuju. Adsorpcija slobodnih molekula hormona se desava na temperaturi ledenog kupatila, 

u trajanju od 30 minuta, u 0,01 М TRIS puferu, pri рН 8, uz povremeno mesanje (13 , 305). 

Talozenje aktivnog uglja, na kome је adsorbovan nevezani hormon, se posti:le centrifugiranjem 

na 2000-3000 g (oko З 500 obr/min), u toku 30 min, na temperaturi ledenog kupatila (302). U 

supematantu ostaje hormon vezan za odgovarajuci receptor. 

Radioaktivnost uzorka se meri u alikvotu supematanta, u scintilacionoj tecnosti (0,4 % 

РРО i 0,005 % РОРОР rastvoreni u toluolu), pomocu ~-scintilacionog brojaca (Beckman LS 

7000). Istovremeno se meri i pocetna radioaktivnost dodatog "obelezenog" hormona (Т). 

Izmerenu relativnu aktivnost uzorka, izra:lenu kao broj detektovanih raspada u minuti (cpm- skr. 

od eng. counts per minute), је potrebno podeliti sa efikasnoscu ~-scintilacionog brojaca, koja је 

Ьila izmedu 0,45 i 0,6, da Ьi se odredila apsolutna aktivnost, izra:lena kao broj raspada u minuti 

47 



DOKTORSКA DISERTACIJA Materijal i metode 

(dpm- sk:r. od eng. desinteg~-ations per minute). Eflkasnost brojaca, tj. odnos broja raspada koje 

sи detektovani роmоси brojaca i broja raspada koji sи se stvarno dogodili, se odredиje na osnovu 

kaliЬracione krive za brojac koja se periodocno odredиje, koriscenjem radioaktivnih standarda 

koje isporиcиje proizvodac ~-scintilacionog brojaca. 

Koncentracija ukupnih proteina и citosolnom ekstraktи је odredivana metodom ро Lowry

и (307). Ova mikrometoda se bazira na dve hemijske reakcije: Ьiuretskoj reakciji proteina sa 

jonom bakra и baznoj sredini i redиkciji fosfo-molibdenskog-fosfo-volframovog reagensa 

(Folin-Ciocalteи-ev fenolni reagens) tirozinom i triptofanom prisиtnim и citosolnom ekstraktи. 

Apsorbancija је merena spektrofotometrom (Boewe, Nernacka) na talalasnoj dиZini od 660 nm. 

Prilikom svakog merenja koncentracije иkиpnih proteina и uzorcima, konstrиisana Је 

kaliЬraciona kriva za odredivanje koncentracije proteina koriscenjem vodenih rastvora sa 

razliCitim koncentracijama govedeg serиma alЬиmina (BSA). Vrednosti koncentracije proteina и 

иzorcima, koje sи Ьile ocitane sa kaliЬracione krive, na osnovu izmerenih vrednosti apsorbancije, 

sи Ьile korigovane za koriscena razЬlaienja i izraiene и mg/ml. 

Kada sи poznate ravnotefue koncentracije slobodnog "obelezenog" (F) speciflcno

vezanog "obelezenog" (Bs) hormona, роmоси Scatchard-ove jednacine (308): 

Bs =--~-Bs + Ro 
F Kd Kd 

se moze odrediti koncentracija receptora za steroidni hormon (RO) i konstanta disocijacije (Kd). 

Graflckim predstavljanjem Scatchard-ove jednacine do Ьiја se linearna zavisnost ( slika 3 .1. ). 

о 

Slika З . Ј . - Graficki prikaz Scatchшd-ove jednaCine 

48 



DOKTORSКA DISERTACIJA Materijal i metode 

Ekstrapolacijom dobUene prave za uslov BS/F=O, odnosno iz preseka prave sa apscisorn, moze 

se odrediti ukupna koncentracija steroidnih receptora RO, dok se konstanta disocijacije Kd 

mozeodrediti iz nagiЬa prave kao negativna reciprocna vrednost nagiЬa prave. Relativna greska 

odredivanja је Ьila manja od 5% (8<0,05). Koncentracija steroidnog receptora, odredena na 

opisani nacin, је izra:Zena u fmol/ml i potrebno је doЬijenu vrednost podeliti sa koncentracijom 

ukupnih proteina da Ьi se doЬila koncentracija steroidnog receptor izrazena u fmol/mg ukupnih 

proteina. 

Pokazano је da se, umesto Ьiohemijske metode sa 5 koncentracija hormona, pouzdano 

moze upotreЬiti metoda sa jednorn, maksimalnom koncentracijom hormona (309). Stoga su, za 

odredivanje koncentracija steroidnih receptora Ьiohemijskom metodom sa jednom 

koncentracijom steroidnog hormona, koriscene maksimalne koncentracije steroidnih hormona 

koje su navedene u odeUku 3.2., а u skladu sa preporukama EORTC-a. Upotreba samo jedne 

koncentracije hormona је omoguCila da se u citosolnom ekstraktu, istovremeno, odrede i 

kvantitativni sadrzaji katepsina D i pS2. 

3. 3. Odredivanje koncentracija pS2 1 katepsina D - imunoradiometrijski 

esej (IRМA) 

Citosolni ekstrakt, koji је Ьiо koriscen za odredivanje koncentracija steroidnih receptora 

Ьiohemijskom metodorn, је koriscen i za odredivanje koncentracija pS2 i katepsina D. 

Koncentracije pS2 i katepsina D su odredivane IRМA metodorn, tacnije koriscena је jedna 

varijanta ove metode, tzv. "sendvic" imunoradiometrijski esej na cvrstoj fazi. Za odredivanje 

koncentracija pS2 1 katepsina D su korisceni komercijalni kompleti za kvantitativno 

odredivanje pS2, odnosno katepsina D (ELSA-pS2, odnosno ELSA-CATH-D, CIS 

Biolntemational, Francuska). Upotrebom navedenog komercijalnog kompleta za katepsin D је 

Ьilo moguce detektovati sve tri izoforme katepsina D (34 kDa, 48 kDa i 52 kDa). Granica 

detekcije, odnosno najmanja koncentracija razliCita od nule koju је Ьilo moguce odrediti sa 

verovatnocom 0,95, је Ьila 20 fmol/ml za katepsin D, odnosno 40 pg/ml za pS2. 

"Sendvic" imunoradiometrijski esej na cvrstoj fazi se zaniva na upotreЬi dva monoklonska 

antitela koja se specificno vezuju za prostomo udaljene regione ( epitope) na ispitivanom 

antigenu (molekul pS2 ili katepsina D). Antitelo za vezivanje predstavlja primarno antitelo, koje 

је vec vezano za dno epruvete (cvrsta faza) , i slu:Zi da se ispitivani antigen, prisutan u citosolnom 

ekstraktu, veze za antitelo i, samim tim, za cvrstu fazu. Sekundarno antitelo, tj. antitelo za 

obelezavanje, је obelezeno radioaktivnim jodom 125 С25Ј) i specificno se vezuje za ispitivani 
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antigen, koji је vec vezan za cvrstи fazu. Na taj nacin se antigen nalazi и "sendvicи" izmedи 

primarnog i sekundarnog antitela (slika 3.2.). Nakon ispiranja viska nevezanog sekundarnog 

antitela, radioaktivnost, koja potice od 125 Ј vezanog za antigen, se meri роmоси y-scintilacionog 

brojaca i proporcionalna је koncentraciji antigena vezanog izmedи dva antitela и eprиveti. 

Preporuka proizvodaca navedenih kompleta za IRМA esej је da koncentracija ukupnih 

proteina и citosolnom ekstraktи Ьиdе podesena na vrednost izmedи 1 i 2 mg/ml pre izvodenja 

eseja. Za potrebe eseja, koji se izvodi na sobnoj temperatшi, kontrolni i ispitivane иzorke za 

analizu pS2 је potrebno razЬlaZiti sa odgovarajиcim rastvaracem и odnosи 1/20, а и slисаји 

katepsina D је potrebno razЬlaZiti samo ispitivane иzorke и odnosи 1/40 i 1/80. U svaki eprиvetи 

iz komercijalnog kompleta za odredivanje је potrebno dodati ро 200 IJ.l monoklonskog antitela 

za pS2 obelezenog sa 1 25Ј, odnosno ро 300 IJ.l monoklonskog antitela za katepsin D obelezenog 

......--+--- 12s Ј 

....---1--- Antitelo za obelezavanje 
(sekundarno antitelo) 

.-.-+---- Antigen 
(pS2 ili katepsin D) 

lo za vezivanje 
(primarno antitelo) 

Slika З. 2. - Sematski pl'ikaz priпcipa па kome se zasпiva tzv. " seпdvic " imuпшadiomen-ijski esej 
па cvrstoj fazi. Aпtitelo za vezivaпje (primarno aпtitelo) је, prethodпo, vezaпo za cvrstu fazu i 
опо, ргеkо odgovarajuceg геgiопа (epitopa) , specificпo vezuje aпtigen. Aпtitelo za vezivaпje 
(sekuпdarno aпtitelo), koje је obeleieпo molekulom l'adioaktivпogjoda 125, se specificпo vezuje 
za aпtigeп ргеkо drugog, pl'OStorno udaljeпog epitopa. 

sa 125 Ј. Zatim је, и odgovarajиce eprиvete, potrebno dodati ро 200 IJ.l standarda, razЬlaZenog 

kontrolnog ili razЬlazenog ispitivanog иzorka, za analizu pS2, odnosno ро 50 IJ.l za analizи 

katepsina D. Nakon inkubacije na sobnoj temperatшi, и trajanjи od 1 sata za analizu pS2, 

odnosno 3 sata za analizu katepsina D, potrebno је ukloniti visak nevezanog sekundarnog 

antitela pиtem nekoliko uzastopnih ispiranja, sto predstavlja jedan od kriticnih koraka 

Na osnovu izmerenih radioaktivnosti za standarde, mogиce је konstrиisati standardnи 

krivu sa koje se mogи odrediti nepoznate koncentracije antigena koje odgovarajи izmerenim 

aktivnostima иzoraka. Kolicnik nepoznate koncentracije antigena, izraZene и ng/ml za pS2, 

odnosno и pmollml za katepsina D, koje sи korigovane za odgovarajиca razЬlaZenj a, i ukupne 
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koncentracije proteina u uzorku, izra.Zene u mg/ml ukupnih proteina, predstavlja koncentraciju 

antigena izra.Zenu u ng/mg za pS2, odnosno u pmol/mg za katepsina D. 

3. 4. Statisticke metode za obradu rezultata 

Sa obzirom da su vrednosti koncentracija i pS2 i katepsina D bile u sirokom opsegu 

vrednosti, pomocu Kolmogorov-Smirnov testa (31 О) su analizirane raspodele vrednosti 

koncentracija ova dva molekularna biomarkera da bi se utvrdilo da li one odstupaju, ili ne, od 

normalne raspodele. Kako је utvrdeno da raspodele vrednosti koncentracija оЬа molekularna 

biomarkera statisticki znacajno odstupaju od normalne raspodele, za obradu rezultata su 

korisceni neparametrijski statisticki testovi: 

• Za uporedivanje vrednosti koncentracija pS2, odnosno katepsina D, u grupaшa pacijentkinja 

definisanim parametrirna domacina tumora, tumora, statusom ER ilili statusom PR је 

koriScen Mann-J!Vhitney-ev U-test (311) ili Kruskal-Wallis-ov test (312). 

• Upotrebom Spearman-ovog testa је odredivan rang korelacije kao priЬliZna indikacija 

povezanosti izmedu koncentracija ispitivanih proteina (313). 

• Za uporedivanje ucestalosti pacijenata sa pozitivnirn/negativnim statusom pS2, odnosno 

katepsina D, u grupama pacijentkinja defmisanirn parametrirna domacina tumora, tumora, 

statusom ER ilili statusom PR, upotrebljenje x2-test (314). 

• Verovatnoce za interval bez ponovne pojave bolesti u grupama pacijentkinja defmisanim 

parametrirna domacina tumora, tumora, statusom ER ilili statusom PR su odredivane 

metodom Kaplan-a i _Meier-a (315), na osnovu poznatog broja pacijentkinja kod kojih је 

potvrdeno prisustvo udaljenih metastaza, broja meseci nakon hirurske intervencije, za svaku 

od tih pacijentkinja, posle kojih је doslo do pojave udaljene metastaze, kao i broja 

pacijentkinja koje nisu imale metastaze, u periodu ukupnog pracenja toka bolesti od 36 

mesec1. 

• Upotrebom tzv. "log-rank" testa (316), koji је poznat i kao Mantel-Cox-ov test, ispitivano је 

da li se verovatnoce za interval bez ponovnog javljanja bolesti statisticki znacajno razlikuju 

izmedu odredenih grupa pacijentkinja u datom periodu pracenja toka bolesti. 
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4. REZULTATI 

4. 1. Raspodela koncentracija 

4. 1. 1. Raspodela koncentracija katepsina D 

' 4. 1.1.1. Raspodela ucestalosti koncentracija katepsina D 

U celoj grupi od 226 pacijentkinjica sa primarnim operabilnim karcinomom dojke, vrednosti 

koncentracija katepsina D su bile u opsegu od 8,3 do 237,8 pmol/mg, sa medijanom od 37,7 

pmol/mg. Raspodela ucestalosti koncentracija katepsina D, za 226 pacijentkinja sa primarnim 

operabilnim karcinomom dojke, је prikazana na slici 4.1 .. 

60 

50 

40 

~ 30 

20 

10 

о 

о 40 во 120 160 200 240 

katepsin D (pmol/mg) 

Slika 4.1. - Raspodela ucestalosti koncentracija katepsina D, za 226 pacijentkinja sa primarnim 
operahilnim karcinomom dojke (Kolmogoгov-Smirnov test, р< О, ООЈ), и intavalimд od 20140 
p mol/mg. 

Sa slike 4.1. se moze videti da raspodela ucestalosti koncentracija katepsina D u tumorima 

znacajno odstupa od normalne raspodele, sto to је potvrdeno i pomocu Kolmogorov-Smirnov testa 

(p<O,OOl). Stoga su, u toku dalje analize, korisceni neparametrijski testovi statisticke analize. 
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4. 1.1.2. Raspodela koncentracija katepsina D u grupama pacijentkinja defrnisanim parametrima 

domacina tumora 

Na osnovu godina domacina tumora, pacijentkinje su podeljene u tri grupe: а) pacijentkinje 

mlade od 45 godina, Ь) pacijentkinje starosti izmedu 45 i 59 godina i с) pacijentkinje starije od 59 

godina, dok su, prema statusu menopauze, podeljene u dve grupe: а) premenopauzne i Ь) 

postmenopauzne pacijentkinje. Karakteristike raspodele koncentracija katepsina D u grupama 

pacijentkinja defrnisanim parametrima domacina tumora, su prikazane u tabeli 4.1. 

Koncentracije katepsina D, u grupi pacijentkinja mladih od 45 godina (n=39), su bile u 

opsegu od 15,4 do 143,2 pmollmg, sa medijanom od 31,6 pmollmg. U grupi pacijentkinja srednje 

dobi (n~96), koncentracije katepsina D su bile u intervalu od 12,1 do 237,8 pmollmg, pri cemu је 

medijana bila 39,4 pmollmg. PacUentkinje starije od 59 godina (n=91) su imale tumore u kojima su 

koncentracije katepsina D bile izmedu vrednosti 8,3 i 167,8 pmollmg, sa medijanom od 38,7 

pmollmg. Analiza је pokazala da se koncentracUe katepsina D u tri grupe pacijentkinja, defrnisanih 

godinama domaCina tumora, ne razlikuju znacajno. 

Tabela 4.1. - Karakteristike т-aspodele koncentracija katepsina D и gгupama pacijentkinja 
definisanim parametrima domaCina tumora (Ьrој pacijenata, opseg vrednosti i medijana 
koncentracije, р vт-ednost). 

Godine 

< 45 

45-59 

>59 

Status me по pauze 

Pre-menopauza 

Post-menopauza 

Nepomato 

Broj 
pacijenata 

39 

96 

91 

77 

144 

5 

* Mann-Whitney ili Kгuskal-Wallis test 

(%) 

17,2 

42,5 

40,3 

34,1 

63,7 

2,2 

Ко псе ntracija kate ps ina D 
(pmol!mg) 

Opseg 

15,4- 143,2 

12,1 - 237,8 

8,3- 167,8 

12,1 - 237,8 

8,3- 207,2 

11 - 73,8 

50% 
vrednost 

31 ,6 
" 39,4 

38,7 

35,9 
" 38,8 

26,5 

р 

vrednost* 

0,3 

0,9 

Od ukupnog broja pacijentkinja, njih 77 је bilo defrnisano kao premenopauzne, а 144 kao 

postmenopauzne, dok za 5 pacijentkinja nije bio poznat status menopauze. U grupi premenopauznih 

pacijentkinja, koncentracije katepsina D su bile u opsegu od 12,1 do 237,8 pmollmg, pri cemu је 

medijana bila 35,9 pmol/mg. Za postmenopauzne pacijentkinje, koncentracije katepsina D su imale 
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vrednosti izmedи 8,3 i 207,2 pmollmg. Medijana koncentracija katepsina D, и ovoj grиpi, је bila 

38,8 pmollmg. Koncentracije katepsina D, и dve grиpe defшisane statиsom menopauze domacina 

tumora, se nisи znacajno razlikovale. 

4.1. 1.3. Raspodela koncentracija katepsina D и grиpama pacUentkinja defшisanim parametrima 

tиmora 

U tabeli 4.2. sи prikazane karakteristike raspodele koncentracija katepsina D и grиpama 

pacijentkinja defшisanim parametrima tumora. Pacijentkinje sи, prema statиsи limfnih cvorova, bile 

svrstane и dve grиpe pacijentkinja: а) sa negativnim statиsom limfnih cvorova, odnosno bez 

malignih celija и limfnim cvorovima (pNO) i Ь) sa pozitivnim statиsom limfnih cvorova, odnosno sa 

malignim celijama и limfnim cvorovima (pN+). Za 22 pacijentkinje nije Ьiо poznat statиs limfnih 

cvorova. Pacijentkinje sa negativnim statиsom limfnih cvorova (n=92) sи imale koncentracije 

katepsina D и intervalи od 8,3 do 132,7 pmollmg, sa medijanom od 20,3 pmol/mg, dok sи one sa 

pozitivnim statиsom limfnih cvorova (n=112) imale koncentracije katepsina D и intervalи od 12,2 

do 237,8 pmollmg, sa medijanom od 43 ,2 pmollmg. Analizom vrednosti koncentracija katepsina D 

ustanovljeno је da sи se one statisticki znacajno razlikovale (Mann-Whitney test, р<О ,ОО1) и dve 

grиpe, pri сети sи koncentracije katepsina D и grиpi pacijentkinja sa pozitivnim statиsom limfnih 

cvorova imale vece vrednosti. 

Na osnovu velicine tиmora, pacijentkinje sи Ьile svrstane ili и grupи pacijentkinja sa 

tumorima koji sи manji od 2 cm (рТ1, n=100) i и grupи pacijentkinja sa tиmorima koji sиjednaki ili 

veCi od 2 cm (рТ2, n=122). Velicina tиmora је Ьila nepoznata za 4 pacijentkinje. Koncentracije 

katepsina D sи Ьile izmedи 8,3 i 237,8 pmollmg, и grиpi pacijentkinja sa tumorima manjim od 2 

cm, odnosno, izmedи 12,2 i 189,3 pmollmg, и grиpi pacijentkinja sa tumorima jednakim ili veCim 

od 2 cm. Odgovarajиce medijane koncentracija sи Ьile 35 i 39,2 pmollmg, respektivno. Vrednosti 

koncentracija katepsina D, и grиpama pacijentkinja defшisanih prema velicini tиmora, se nisи 

znacajno razlikovale. 

Histoloski gradиs tumora је Ьiо nepoznat za 4 pacijentkinje. Tиmori pacijentkinja sи Ьili 

karakterisani koncentracijama katepsina D и rasponи od 8,3 do 132,7 pmollmg (medijana 27,7 

pmollmg), za tumore histoloskog gradиsa I (n=33) , и rasponи od 10,4 do 237,8 pmollmg (medijana 

38,3 pmollmg), za tumore histoloskog gradиsa П (n=146), i и rasponи od 12,2 do 167,8 pmollmg 

(medijana 43 ,5 pmollmg), za tиmore histoloskog gradиsa III (n=43). Vrednosti koncentracija 

katepsina D, и grиpama pacijentkinja defшisanih prema histoloskom gradиsи tumora, se nisu 

znacajno razlikovale. 
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Tabela 4. 2. - Karakteristike raspodele koncentracija katepsina D и gl'Иpama pacijentkinja 
definisanim parametrima tumora (Ьт-ој pacijenata, opseg vrednosti i medijana koncentracije, р 
vrednost). 

Koncentracija katepsina D 

Broj (pmollmg) р 

pacijenata 
(%) 

vrednost* 50%-
O pseg 

vrednost 

Status limnih cvo rova 

pNO 92 40,7 8,3- 132,7 30,4 
< 0,001 

pN+ 112 49,6 12,2 - 237,8 43,2 

Nepomato 22 9,7 10,4 - 131,5 42,2 

Velicina tumora 

р П 100 44,2 8,3-237,8 35 
0,4 

рТ2 122 54 12,2- 189,3 39,2 

Nepomato 4 1,8 11 - 78,4 47,2 

Нistoloski gradus 

I 33 14,6 8,3 - 132,7 27,7 

п 146 64,6 10,4- 237,8 38,3 0,2 

ш 43 19 12,2- 167,8 43,5 

Nepomato 4 1,8 16,7- 27,5 24 

Нis tolo s ki tip 

IDC 112 49,6 10,4- 237,8 39,6 
0,3 

ILC 80 35,4 12,8 - 120,3 37,7 

Ostali 34 15 8,3 - 110,8 29,3 

* Mann-Whitney ili Kгuskal- Wallis test 

U zavisnosti od histoloskog tipa tumora, pacijentkinje su razvrstane u grupe sa: а) invazivnim 

duktalnim karcinomima (IDC), Ь) invazivnim lobularnim karcinomima (ILC) i с) ostalim tipovima 

karcinoma dojke. U grupi pacijentkinja sa IDC karcinomima dojke (n=112), koncentracije katepsina 

D su bile u opsegu od 10,4 do 237,8 pmol/mg, sa medijanom od 39,6 pmol/mg, dok su, u grupi 

pacijentkinja sa ILC karcinomima dojke (n=80), bile u opsegu od 12,8 do 120,3 pmol/mg, sa 

medijanom od 37,7 pmol/mg. U celoj grupi ispitivanih pacijentkinja, 34 pacijentkinje su imale retke 

tipove karcinoma dojke, koji nisu bili IDC ili ILC. Ustanovljeno је da se koncentracije katepsina D 

nisu znacajno razlikovale izmed:u grupa pacijentkinja sa IDC i ILC karcinomima. 
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4.1.1 .4. Raspodela koncentracija katepsina D u grupama pacijentkinja defmisanim statusom ER 

i/ili PR 

Karakteristike raspodele koncentracija katepsina D u grupama pacijentkinja defmisanim 

statusom ER i/ili PR su prikazane u tabeli 4.3. U tumorima pacijentkinja sa pozitivnim statusom ER 

(n=153), koncentracije katepsina D su bile u opsegu od 10,4 do 237,8 pmol/mg, pri cemu је 

medijana Ьila 42,9 pmollmg, i one su se statisticki znacajno razlikovale od koncentracija katepsina 

D u tumorima pacijentkinja sa negativnim statusom ER (n=73), koje su Ьile u opsegu od 8,3 do 

107,9 pmollmg, sa medijanom od 26,9 pmollmg (Mann- Whitney test, р<О,ОО 1 ). Koncentracije 

katepsina D su Ьile vece u grupi pacijentkinja sa pozitivnim statusom ER. 

Koncentracije katepsina D su se statisticki znacajno razlikovale izmedu grupa pacijentkinja 

sa pozitivnim (n=102, opseg=10,4-207,2 pmol/mg, medijana=39,8 pmol/mg) i negativnim (n=124, 

opseg=8,3-237,8 pmollmg, medijana=33 ,4 pmollmg) statusom PR (Mann-Whitney test, р=О,О2). 

Koncentracije katepsina D su Ьile vece u grupi pacijentkinja sa pozitivnim statusom PR. 

Tabela 4.3. - Karakteristike raspodele koncentracija katepsina D и grupama pacijentkinja 
definisanim statusom ER i/ili PR (Ьrој pacijenata, opseg vrednosti i medijana koncentl'acije, р 
vrednost) 

Ко псе ntracija kate ps ina 

Broj D (pmollmg) р 

pacijenata 
(%) 

vrednost* 50%-
Opseg 

vrednost 

Status ER 

ER+ 153 67,7 10,4- 237,8 42,9 
< 0,001 

ER- 73 32,3 8,3 - 107,9 26,9 

Status PR 

PR+ 102 45,1 10,4- 207;2 39,8 
0,02 

PR- 124 54,9 8,3-237,8 33,4 

KomЬinovani. status ER i PR 

ER+PR+ 92 40,7 10,4- 207;2. 40,1 

ER+ PR- 61 27 12,1 - 237,8 45,8 
<0,001 

ER- PR+ 10 4,4 11 - 93,4 39;2. 
ER- PR- 73 32,3 8,3- 107,9 26,9 

* Mann-Whitney ili Kruskal-Wallis test 
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Kada su analizirane koncentracije katepsina D u grupama pacijentkinja koje su bile defmisane 

na osnovu kombinovanog stausa ER i PR, utvrdeno је da se koncentracije katepsina D statisticki 

znacajno razlikuju (Kruskal-Wallis test, p<O,OOl). Ova razlika је poticala od razlike vrednosti 

koncentracija katepsina D izmedu fenotipova ER+PR+ i ER-PR- (p<O,OOl) i izmedu fenotipova 

ER+PR- i ER-PR- (р<О,ОО1), sa obzirom da su u okviru fenotipa ER-PR- bile prisutne znacajno 

niZe koncentracije katepsina D u odnosu na druga dva fenotipa. 

4.1.1.5. Raspodela koncentracija katepsina D u grupama pacijentkinja defmisanim 

kombinovanjem parametara domacina tumora, tumora i statusa ER i/ili PR 

U daljem toku analize, raspodela koncentracija katepsina D је analizirana u grupama 

pacijentkinja koje su defmisane kombinovanjem razliCitih parametara. Sa obzirom na to da su 

nadene statisticki znacajne razlike u koncentracijama katepsina D izmedu grupa pacijentkinja 

defmisanih pojedinim parametrima (status limfnih cvorova, status ER, status PR ili kombinovani 

status ER i PR), pafuja је bila usmerena na grupe pacijentkinja defmisane kombinovanjem, 

prvenstveno, ali ne i iskljucivo navedenih parametara. 

U okviru fenotipa ER+PR+ је bilo 37 pacijentkinja sa negativnim statusom limfnih cvorova, 

kod kojih su koncentracije katepsina D bile u intervalu od 18,6 do 119,6 pmol/mg, sa medijanom od 

39,5 pmol/mg, dok su u grupi pacijentkinja sa pozitivnim statusom liшfnih cvorova (n=44), 

koncentracije bile u intervalu od 14,7 do 207,2 pmol/mg, sa medijanom od 44,8 pmol/mg, slika 4.2 .. 

Analiza је pokazala da postoji statisticki znacajna razlika u vrednostima koncentracija 

katepsina D izmedu grupa pacijentkinja sa pozitivnim i negativnim statusom limfuih cvorova, u 

okviru fenotipa ER-PR- (Mann-Whitney test, р<О,ОО1), pri cemu su vrednosti koncentracija 

katepsina D bile manje u grupi pacijentkinja sa negativnim statusom limfuih cvorova. Sa slike 4.2. 

se moze videti da su se opsezi koncentracija katepsina D u dve prethodno navedene grupe 

pacijentkinja razlikovali. Ovaj rezultat ukazuje na mogucnost da, pored razlike koja postoji u smislu 

statisticke znacajnosti, postoji i bioloski znacajna razlika izmedu dve grupe pacijentkinja. Vrednosti 

koncentracija katepsina D u grupama pacijentkinja sa negativnim statusom limfuih cvorova su se 

statisticki znacajno razlikovale izmedu fenotipa ER-PR- i druga dva analizirana fenotipa ERJPR 

(Mann-Whitney test, р<О,ОО1 u оЬа slucaja), pri cemu su vrednosti koncentracija bile manje u 

okviru fenotipa ER-PR-. Istovreшeno, vrednosti koncentracija katepsina D se nisu znacajno 

razlikovale izmedu grupa pacijentkinj ~ sa negativnim statusom limfuih cvorova, koje su pripadale 

fenotipovima ER+PR+ i ER+PR-. 
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Slika 4. 2. - Raspodela vredпosti kопсепtгасiја katepsiпa D и gmpama pacijeпtkiпja defiпisaпim 
statиsom limfпih cvorova, и okvirи statиsa ERIP R. Na slici sи prikazaпe medijaпe i opsezi 
koпceпiracija katepsiпa D i broj pacijeпtkiпja и svakoj od aпalizimпih gгира, kao i р vгedпosti koje 
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Slika 4. З. - Raspodela vredпosti koпceпtracija katepsiпa D и grиpama pacijeпtkiпja defiпisaпim 
veliCiпom tиmora, и okvirи statиsa ERIPR (Maпп- Whitney test, р<О, ООЈ). Na slici sи pт-ikazaпe 

medijaпe i opsezi koпceпtracija katepsiпa D i broj pacijeпtkirija и svakoj od aпaliziraпih grиpa, 

kao i р vгedпosti koje se odпose па Maпп- Whitпey test. 

Imajuci u vidu cinjenicu da је velicina tumora znacajno povezana sa statusom limfuih cvorova 

(Х2 test, р=О,ОЗ) , analizirana је i raspodela vrednosti koncentracija katepsina D u grupama 
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pacijentkinja defmisanim velicinom tumora, и okvirи fenotipova ER/PR, slika 4.3.. U okviru 

fenotipa ER+PR+, koncentracije katepsina D, u grupi pacijentkinja sa рТ1 tumorima (n=42), su 

imale vrednosti izmedu 10,4 i 207,2 pmoVmg, sa medijanom od 37,2 pmoVmg, dok su, u grupi 

pacijentkinja sa рТ2 tumorima (n=49), koncentracije katepsina D imale vrednosti izmedu 15,3 i 

189,3 pmoVmg, sa medijanom od 44,1 pmoVmg. U grиpi pacijentkinja sa manjim tumorima (n=33), 

koje su pripadale fenotipu ER+PR-, koncentracije katepsina D su bile u opsegu od 12,1 do 132,7 

pmoVmg i medijana је bila 36,4 pmoVmg, dok su, u grupi pacijentkinja sa vecim tumorima (n=27), 

koncentracije katepsina D bile u opsegu od 12,2 do 123,1 pmoVmg, а medijana је bila 36,4 

pmoVmg. U okviru fenotipa ER-PR-, analizirane su 24 pacijentkinje sa рТ1 tumorima, koje su 

imale koncentracije katepsina D u opsegu od 8,3 do 38,7 pmoVmg i medijanи od 24,5 pmoVmg, kao 

i 38 pacijentkinja sa рТ2 tumorima, koje su imale koncentracije katepsina D и opsegu od 15,2 do 

107,9 pmoVmg, sa medijanom od 28,5 pmoVmg. 

Utvrdeno је da su se koncentracije katepsina D statisticki znacajno razlikovale izmedu grupa 

pacijentkinja sa pTl i рТ2 tumorima samo u okviru fenotipa ER-PR- (Mann-Whitney test, р<О,О5). 

Pri tome su vrednosti koncentracija bile vece za pacijentkinje sa vecim tumoгima. Sa slike 4.3 . se 

moze videti da su se opsezi koncentracija katepsina D u grupi pacijentkinja sa manjim, odnosno 

vecim tumorima, razlikovali u okviru navedenog ERJPR fenotipa. Ovaj rezultat, takode, ukazuje na 

mogucnost da, pored razlike koja postoji u srnislu statisticke znacajnosti, postoji i bioloski znacajna 

razlika izmedи dve grupe pacijentkinja. Za pacijentkinje sa рТ1 tumorima, vrednosti koncentracija 

katepsina D u okviru fenotipa ER-PR- su bile statisticki znacajno manje od vrednosti koncentracija 

и okviru druga dva analizirana fenotipa ERJPR (Mann-Whitney test, p<O,OOl u оЬа slucaja). 

Istovremeno, vrednosti koncentracija katepsina D za pacijentkinje sa рТ1 tumorima u okviru druga 

dva analizirana fenotipa ERJPR se, medusobno, nisu znacajno razlikovale. 

Razlike u vrednostima koncentracija katepsina D, izmedu grupa pacijentkinja defmisanih 

statusom limfnih cvorova ili velicinom tumora, sи nadene u okviru fenotipa ER-PR-. Najveca 

vrednost koncentracije katepsina D, u grupi pacijentkinja sa рТ1 tumorima, је bila 38,7 pmoVmg, а 

и grupi pacijentkinja sa negativnim statusom limfniђ. cvorova 37,3 pmoVmg. U svrhu dalje analize, 

vrednost od 39 pmoVmg је usvojena kao granicna vrednost za ekspresijи katepsina D, tj. kao 

vrednost na osnovu koje је Ьilo moguce defmisati ekspresiju katepsina D koje jeste ili ШЈе 

regulisana dejstvom estrogena, odnosno defmisati status ekspresije katepsina D u tumorima 

pacijentkinja. Stoga su pacijentkinje koje su imale tumore sa koncentracijama katepsina D jednakim 

ili vecim od 39 pmoVmg Ьile defmisane kao pacijentkinje sa pozitivnim statusom kateps~a D 

(CD+), dok su one sa koncentracijama katepsina D manjim od 39 pmoVmg Ьile defmisane kao 

pacijentkinje sa negativnim statusom katepsina D (CD-). 
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4.1 .1.6. Raspodela statusa katepsina D u grupama pacijentkinja defmisanim parametrima 

dornacina tumora, tumora ili statusima ER ilili PR 

Na osnovu granicne vrednosti za koncentracije katepsina D od 39 pmol/mg, analizirana је raspodela 

statusa katepsina D u grupama pacijentkinja defmisanim parametrima domacina tumora, tumora ili 

statusima ER ilili PR, odnosno ispitivano је da li је status katepsina D povezan sa navedenim 

parametrima. U tabeli 4.4 је prikazan broj pacijentkinja sa negativnim (CD-) i pozitivnim (CD+) 

statusom katepsina D, u gruparna pacijentkinja defmisanim parametrima domacina tumora, tumora 

ili statusima ER ilili PR. Status katepsina D је bio statisticki znacajno povezan sa statusom limfuih 

cvorova, statusom ER, statusom PR, kao i kombinovanim statusima ER i PR. 

Tabela 4. 4. - Broj pacijentkinja, па osnovu statusa katepsina D, и grupama pacijentkinja 
definisanim parametrima domaCina tumшa, tumora ili statusima ER i/ili Р R i odgovarajuce р 
vrednosti 

Godine 
< 45 
45 - 59 
>59 

Status menopauze 
Р re-menopauza 
Post-menopauza 

Status Iimnih cvorova 
pNO 
pN+ 

Velicina tumora 
р ТЈ 

рТ2 

Histoloski oradus 
I 
п 

ш 

Histoloski tip 
шс 
ILC 

Status ER 
ER+ 
ER-

Status PR 
PR+ 
PR-

Komblnovani status ER i PR 
ER+PR+ 
ER+PR-
ER-PR+ 
ER-PR-

* Hi-kvadrat test 

В roj pacije nata 
Status kate ps ina D 

+ 

23 16 
47 49 
46 44 

40 37 
73 71 

59 33 
47 65 

55 45 
60 62 

19 14 
75 71 
19 24 

54 58 
41 39 

64 89 
53 20 

44 58 
73 51 

40 52 
24 37 
4 6 

49 14 

р 

v rednost* 

0,6 

0,003 

0,5 

0,5 

0,8 

< 0,001 

0,03 

< 0,001 

60 



DOKTORSКA DISERTACJJA Rezultati 

U grupi pacijentkinja sa pozitivnim statusom limfnih cvorova, broj pacijentkinja sa 

pozitivnim statusom katepsina D је bio veCi od broja pacijentkinja sa negativnim statusom 

katepsina D, dok su u grupi pacijentkinja sa negativnim statusom limfnih cvorova, pacijentkinje sa 

negativnim statusom katepsina D bile brojnije od onih sa pozitivnim statusom katepsina D. Pri 

tome, frekvencije pacijentkinja u navedenim grupama su se statisticki znacajno razlikovale od 

:frekvencija koje bi se ocekivale pod nultom hipotezom, prema kojoj nema razlike izmedu doЬijenih 

i slucajno rasporedenih frekvencija pacijentkinja u grupama defmisanim statusom limfnih cvorova i 

statusom katepsina D (х2 -test, р=О,ООЗ). 

U grupi pacijentkinja koje su imale tumore sa pozitivnim statusom ER, veCi broj pacijentkinja 

Је imao pozitivan status katepsina D, dok је u grupi pacijentkinja sa tumorima koji su imali 

negativan status ER, veCi broj pacijentkinja imao negativan status katepsina D. Frekvencije koje se 

odnose na pacijentkinje u gruparna sa razlicitim statusima ER i katepsina D su se statisticki 

znacajno razlikovale od frekvencija koje Ьi se ocekivale pod nultom hipotezom (x2-test, р<О,ОО1). 

Frekvencije pacijentkinja u grupama defmisanim statusom PR su Ьile rasporedene tako da su se 

statisticki znacajno razlikovale od frekvencija pacijentkinja koje Ьi se ocekivale pod nultom 

hipotezom (Hi-kvadrat test, р=О,ОЗ). 

Sto se tice grupa pacijentkinja defmisanih kombinovanim statusom ER i PR, frekvencije 

vezane za pacijentkinje sa razlicitim statusom katepsina D, u grupama defmisanim statusom ER i 

PR, su Ьile statisticki znacajno razliCite od frekvencija koje Ьi se ocekivale pod nultom hipotezom, 

prema kojoj nema razlike izmedu doЬijenih i slucajno rasporedenih frekvencija (Hi-kvadrat test, 

р<О,ОО1). Ustanovljeno је da је ova razlika Ьila uslovljena razlikom u broju pacijentkinja sa 

pozitivnim i negativnim statusom katepsina D samo izmedu fenotipova ER+PR+ i ER-PR

(p<0,001), pri cemu је veCi broj pacijentkinja, u okviru fenotipa ER+PR+, imao pozitivan status 

katepsina D, dok је u okviru fenotipa ER-PR-, veCi broj pacijentkinja imao negativan status 

katepsina D. 

4. 1. 2. Raspodela koncentracija pS2 

4.1.2.1. Raspodela ucestalosti koncentracija pS2 

Na slici 4.4 је predstavljena raspodela ucestalosti koncentracija pS2, za 226 pacijentkinja sa 

primamim operaЬilnim malignim karcinomom dojke. Vrednosti koncentracija pS2 su Ьile u opsegu 

od 1,5 do 137,4 ng/mg, sa medijanom od 9 ng/mg. Pomocu Kolmogorov-Smirnov testa је 

ustanovljeno da raspodela ucestalosti koncentracija pS2 u tumorima pacijentkinja statisticki 
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znacajno odstupa od normalne raspodele (р<О,ОО1 ) te su, u toku dalje analize, korisceni 

neparametrijski testovi statisticke analize. 
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Slika 4. 4. - Raspodela ucestalosti koncentracija pS2, za 226 pacijentkinja sa primarnim 
оретаЫ!пiт karcinomom dojke (Kolmogorov-Smirnov test, р< О, 001), и intervalima od Ј 0/20 
nglmg. 

4.1 .2.2. Raspodela koncentracija pS2 u grupama pacijentkinja defmisanim parametrima domacina 

tumora 

U tabeli 4.5 su prikazane karakteristike raspodele koncentracija pS2 u grupama pacijentkinja 

definisanim parametrima domacina tumora. Tumori pacijentkinja mladih od 45 godina su bili 

okarakterisani vrednostima koncentracija pS2 izmedu 2 i 82,9 ng/mg, sa medijanom od 17,7 ng/mg, 

tumori pacijentkinja starosti izmedu 45 i 59 godina su sadrzavali izmedu 1,5 i 124,1 ng/mg pS2, sa 

medijanom od 7,9 ng/mg, dok su u tumorima pacijentkinja starijih od 59 godina, koncentracije pS2 

bile izmedu 1,8 i 137,4 ng/mg, pri cemu је medijana bila 9,4 ng/mg. Koncentracije pS2 se nisu 

razlikovale izmedu grupa pacijentkinja defmisanih na osnovu godina pacijentkinja. 

Vrednosti koncentracija pS2 su Ьile u intervalu od 2 do 124,1 ng/mg, sa medijanom od 13,6 

ng/mg, u grupi premenopauznih pac~entkinja, i u intervalu od 1,5 do 137,4 ng/mg, sa medijanom 

od 8 ng/mg, u grupi postmenopauznih pacijentkinja. Analiza је pokazala da su vrednosti 

koncentracija pS2 Ьile statisticki znacajno vece u grupi premenopauznih, u odnosu na grupu 

postmenopauznih pacijentkinja (Mann- Whitney test, р=О ,О2). 
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Tabela 4.5. - Karakteristike raspodele koncentracija pS2 и grupama pacijentkinja definisanim 
parametl'ima domatina tитот-а (Ьгој pacijentkinja, opseg vrednosti i medijana koncentracije, р 
vгednost) 

Koncentracija pS2 (ng/mg) 
Broj 

(%) 
р 

pacijenata 50%- vrednost* 
Opseg 

vrednost 

Godine 

< 45 39 17,2 2,0- 82,9 17,7 

45- 59 96 42,5 1,5 - 124,1 7,9 0,1 

>59 91 40,3 1,8- 137,4 9,4 

Status menopauze 

Pre-menopauza 77 34,1 2,0- 124,1 13,6 
0,02 

Post-menopauza 144 63,7 1,5- 137,4 8 

Nepomato 5 2,2 2,2- 19,4 3,7 

* Mann-Whitney ili Kгuskal-Wallis test 

4. 1.2.3 . Raspodela koncentracija pS2 u grupama pacijentkinja defmisanim parametrima tumora 

Karakteristicne vrednosti raspodele koncentracija pS2 u grupama pacijentkinja defmisanim 

parametrima tumora, sa odgovarajuCim р vrednostima, su prikazane u tabeli 4.6 .. Status limfnih 

cvorova u tumorima pacijentkinja је uslovio da su koncentracije pS2, u grupi pacijentkinja sa 

negativnim statusorn, bile u opsegu od 1,5 do 137,4 ng/mg, sa medijanom od 7,4 ng/mg, dok su, u 

grupi pacijentkinja sa pozitivnim statusorn, bile u opsegu od 2 do 124,1 ng/mg, sa medijanom od 

11,2 ng/mg. 

Koncentracije pS2 su bile u intervalu od 1,5 do 137,4 ng/mg, u tumorima manjim od 2 crn, 

odnosno u intervalu od 1,9 do 124,6 ng/mg, u tumorima jednakim ili vecim od 2 crn, uz medijane 

od 10,6 i 8,8 ng/mg, respetktivno. 

U grupi pacijentkinja koje su imale tumore histoloskog gradusa I, pS2 је bio eksprimiran u 

koncentracijama izmedu 1,9 i 56,2 ng/mg, sa medijanom od 7,3 ng/mg, u grupi pacijentkinja koje su 

imale tumore histoloskog gradusa П, pS2 је bio eksprimiran u koncentracijama izmedu 1,6 i 124,6 

ng/mg, sa medijanom od 12,1 ng/mg, dokje, u grupi pacijentkinja koje su imale tumore liistoloskog 

gradusa III, pS2 bio eksprimiran u koncentracijama izmedu 1,5 i 137,4 ng/mg, sa medijanom od 3,1 

ng/mg. 

U grupi pacijentkinja sa invazivnim duktalnim karcinomima dojke, koncentracije pS2 su bile 

u opsegu od 1,5 do 137,4 ng/mg, а u grupi pacijentkinja sa invazivnim lobularnim karcinomima, 
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koncentracije pS2 su bile u opsegu od 2 do 124,1 ng/mg. Odgovarajuce medijane za koncentraciju 

pS2 su bile 6,4 i 12 ng/mg, respektivno. U celoj grupi ispitivanih pacijentkinja, 34 pacijentkinje 

nisu imale invazivne karcinome dojke. 

Tabela 4. 6. - Kш-akteristike raspodele koncentracija pS2 и grupama pacijentkinja dejinisanim 
parametrima tumora (Ьrој pacijentkinja, opseg vrednosti i medijana koncentт-acije, р vrednost) 

Koncentracija pS2 (ng/mg) 

Karakte ris tika 
В го ј 

(%) 
р 

pacijenata 50%- vrednost* 
Opseg 

vrednos t 

Status limfuih cvorova 

pNO 92 40,7 1,5 - 137,4 7,4 
0,1 

pN+ 112 49,6 2,0- 124,1 11,2 

Nepomato 22 9,7 1,6 - 58,1 7 

Ve licina tumora 

р П 100 44,3 1,5- 137,4 10,6 
0,5 

рТ2 122 54 1,9 - 124,6 8,8 

Nepomato 4 1,8 2,2- 19,4 6,4 

Histo loski gradus 

1 
.,., 

14,6 1,9 - 56,2 7,3 .).) 

1 1 146 64,6 1,6 - 124,6 12,1 < 0,001 

1 1 1 43 19 1,5 - 137,4 3,1 

Nepomato 4 1,8 з- 42,3 15,1 

Histo loski tip 

IDC 112 49,6 1,5 - 137,4 6,4 
0,07 

ILC 80 35,4 2,0- 124,1 12 

ostali 34 15 1,6- 54,4 13,7 

* Mann-Whitney ili Kruskal-Wallis test 

Statisticka analiza је pokazala da se vrednosti koncentracija pS2 nisu znacajno razlikovale 

izmedu grupa pacijentkinja defmisanih statusom limfnih cvorova, velicinom ili histoloskim tipom 

tumora, dok su se statisticki znacajno razlikovale izmedu grupa pacijentkinja defmisanih 

histoloskim gradusom tumora (Kruskal-Wallis test, р<О ,ОО1). Tumori histoloskog gradusa П su 

imali vece vrednosti koncentracija pS2 u odnosu na tumore histoloskog gradusa I, koji su, sa druge 

strane, imali vece vrednosti koncentracija pS2 u odnosu na tumore histoloskog gradusa III. 
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4.1.2.4. Raspodela koncentracija pS2 u grupama pacijentkinja defmisanim statusima ER i/ili PR 

U tabeli 4. 7. su predstavljene karakteristik:e raspodele koncentracija pS2 u grupama 

pacijentkinja defmisanim statusoш ER i/ili PR. Koncentracije pS2 su, u tuшorima pacijentkinja sa 

pozitivniш statusoш ER, Ьile izшedu 1,6 i 137,4 ng/шg, а u tuшorima pacijentkinja sa negativniш 

statusoш ER, izшedu 1,5 i 66 ng/шg, pri сешu su odgovarajuce шedijane Ьile jednake 15,9 i 3,7 

ng/шg, respektivno. Koncentracije pS2 su Ьile statisticki znacajno vece u tuшoriшa pacijentkinja sa 

pozitivniш statusoш ER (Mann-Whitney test, р<О,ОО1). 

Tabela 4. 7. - Karakteristike т-aspodele koncentracija pS2 и grupama pacijentkinja definisanim 
statusom ER il ili Р R (Ьrој pacijentkinja, opseg vrednosti i medijana koncentracije, р vrednost) 

Broj 
Koncentracija pS2 (ng/mg) 

Karakte ris tika (%) 
р 

pacijenata 50%- vrednost* 
Opseg 

vrednost 

Status ER 

ER+ 153 67,7 1,6- 137,4 15,9 
< 0,001 

ER- 73 32,3 1,5-66 3,7 

Status PR 
PR+ 102 45,1 1,6- 137,4 15,4 

< 0,001 
PR- 124 54,9 1,5- 124,6 5,2 

Kombinovani status ER i PR 

ER+PR+ 92 40,7 1,6 - 137,4 16,4 

ER+ PR- 61 27 1,9- 124,6 15 
<0,001 

ER-PR+ 10 4,4 2,2- 56,2 12,7 

ER- PR- 73 32,3 1,5 - 66 3,3 

* Mann-Whitney ili Kmskal-Wallis test 

Sto se tice raspodele koncentracija pS2 u grupaшa pacijentkinja defmisaniш statusom PR, 

analiza је pokazala da su koncentracije pS2 Ьile statisticki znacajno vece za pacijentkinje sa 

pozitivnim statusom PR, jer su Ьile u opsegu od 1,6 do 137,4 ng/шg i sa medijanom od 15,4 ng/mg, 

nego za pacijentkinje sa negativniш statusom PR, za koje su koncentracije pS2 Ьile u opsegu od 1,5 

do 124,6 ng/mg i sa medijanom od 5,2 ng/mg (Mann-Whitney test, р<О,ОО1). 

Analiza vrednosti koncentracija pS2 u grupama pacijentkinja defmisanim kombinovanjem 

statusa ER i PR је pokazala da su koncentracije pS2 statisticki znacajno razlik:ovale izmedu grupa 

pacijentkinja (Kruskal-Wallis test, р<О,ОО1). Dodatnom analizom је ustanovljeno da su 

koncentracije pS2, u okviru grupe pacijentkinja sa fenotipom ER-PR-, Ьile statisticki znacajno 
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manje u odnosu na koncentracije pS2 u grupama pacijentkinja koje su pripadale fenotipovirna 

ER+PR+ (р<О,ОО1 ), ER+PR- (р<О ,ОО1) i ER-PR+ (р=О,ОО6). 

4. 1.2.5. Raspodela koncentracija pS2 u grupama pacijentkinja defmisanirn kombinovanjem 

parametara dornacina tumora, tumora i statusa ER i/ili PR 

U cilju odredivanja granicne vrednosti za ekspresiju pS2, raspodela koncentracija pS2 је 

analizirana u grupama pacijentkinja koje su definisane kombinovanjem razliCitih parametara. Sa 

obzirom na to da su nadene statisticki znacajne razlike u koncentracijama pS2 izmedu grupa 

pacijentkinja defmisanih pojedinim parametrirna (status menopauze, histoloski gradus tumora, 

status ER, status PR ili kombinovani status ER i PR), painja је bila usmerena na grupe pacijentkinja 

defmisane kombinovanjem, prvenstveno, ali ne i iskljuCivo, navedenih parametara. 

Analizirane su koncentracije pS2 u grupama pacijentkinja sa negativnim pozitivnim 

statusom ER, u okviru fenotipova defmisanih statusom menopauze i histoloskirn gradusom tumora 

(slika 4.5.). U okviru grupe postmenopauznih pacijentkinja, sa tumorirna histoloskog gradusa П, 

nj ih 74 su irnale tumore sa pozitivnirn statusom ER i sa koncentracijama pS2 izmedu 1,6 i 124,7 

ng/mg (medijana је bila 13,3 ng/mg), dok је 14 pacijentkinja imalo tumore sa negativnim statusom 

ER i sa koncentracijama pS2 izmedu 2 i 12,9 ng/mg (medijana је bila 3,3 ng/mg). Pri tome su 

koncentracije pS2 bile statisticki znacajno vece u tumorirna pacijentkinja sa pozitivnim statusom 

ER (Mann-Whitney test, р<О,ОО1) . 

U okviru grupe postmenopauznih pacijentkinja, ali sa tumorirna histoloskog gradusa IП, njih 

16 је irnalo tumore sa pozitivnim statusom ER, pri cemu su koncentracije pS2 bile u opsegu od 1,9 i 

137,4 ng/mg, sa medijanom od 3,4 ng/mg, dok је 12 pacijentkinja irnalo tumore sa negativnim 

statusom ER, а koncentracije pS2 su bile u opsegu od 1,5 do 9,6 ng/mg, sa medijanom od 2,6 

ng/mg. 

Kada su analizirane koncentracije pS2 za premenopaume pacijentkinje koje su irnale tumore 

histoloskog gradusa П, u grupama pacijentkinja sa pozitivnim (n=5) i negativnim (n=9) statusom 

ER, ustanovljeno је da se koncentracije pS2 u prvoj grupi pacijentkinja ( opseg od 17,7 do 48,3 

ng/mg) statisticki znacajno razlikuju od koncentracija pS2 u drugoj grupi pacijentkinja ( opseg od 2 

do 14,9 ng/mg) i da su vece u prvoj grupi pacijentkinja, sa obzirom na odgovarajuce medijane 

koncentracija pS2 u dvema grupama koje bile 18,1 i З ng/mg, respektivno (Mann- Whitney test, 

р=О,ООЗ) . 
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Medijana (pmol/mg) 13,3 3,3 18,1 з 3 ,4 2 ,6 

Opseg (pmol/mg) 1,6-124,7 2-12,9 17,7-48 ,3 2-14,9 1,9-137,4 1,5-9,6 

Slika 4. 5. - Raspodela vrednosti koncentracija pS2 и grиpama pacijentkinja definisanim statиsom 
ER, и okvirи fenotipova definisanih statиsom тепораиzе i histololoskim gradиsom tиmora. 

Prikazane sи medijane i opsezi koncenfl'acija pS2 i broj pacijentkinja и analiziгanim grиpam, kao i 
odgovшajиce р Vl'ednosti za Mann-Whitney test. 

Analiza је pokazala da negativan status ER uslovljava da koncentracije pS2 budu statisticki 

znacajno manje, u poredenju sa koncentracijama koje odgovaraju pozitivnom statusu ER, za tumore 

histoloskog gradusa П, kako pre- tako i postmenopauznih pacijentkinja. Dodatno, moze se smatrati 

da se, u okviru sva tri fenotipa sa slike 4.5 . koji su defшisani statusom menopauze i histoloskim 

gradusom tumora, opsezi koncentracija pS2 razlikuju u tumorirna pacijentkinja sa razlicitirn 

statusom ER, sto ukazuje da, pored statisticki znacajne, postoji i Ьioloski znacajna razlika izmedu 

tumora okarakterisanih razliCitim statusirna ER. U analiziranim grupama pacijentkinja koje su irnale 

negativan status ER, vrednosti koncentracija pS2 su Ьile manje od 15 ng/mg. Ova vrednost је 

usvojena kao granicna vrednost za ekspresiju pS2 i koriscena је za defшisanje statusa pS2 u 

tumorirna pacijentkinja. Pacijentkinje koje su imale tumore sa koncentracijama pS2 manjim od 15 

ng/mg su Ьile defшisane kao pacijentkinje sa negativnim statusom pS2 (pS2-), dok su one sa 

koncentracijama pS2 jednakim ili veCim od 15 ng/mg Ьile defшisane kao pacijentkinje sa 

pozitivnim statusom pS2 (pS2+). 
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4.1.2.6. Raspodela statusa pS2 u grupama pacijentkinja defшisanim parametrima doma6ina 

tumora, tumora i statusima ER i/ili PR 

Na osnovu granicne vrednosti za ekspresiju pS2 od 15 ng/mg, analizirana је raspodela 

koncentracija pS2, u grupama pacijentkinja defшisanim parametrima doma6ina tumora, tumora ili 

statusima ER i/ili PR, koje su bile manje, odnosno ve6e od granicne vrednosti. U tabeli 4.8 su 

Tabela 4. 8. - Broj pacijentkinja, па osnovu statusa pS2, и grupama pacijentkinja definisanim 
parametrima domaf:ina tumora, tumora ili statusima ER i/ili Р R i odgovarajuce р vrednosti 

Godine 
<45 
45-59 
>59 

Status menopauze 
Pre-menopauza 
Р ost-menopauza 

Status limfnih cvorova 
pNO 
pN+ 

Velicina tumora 
рТl 

рТ2 

Histoloski gradus 
I 
I I 
I I I 

Histoloski tip 
IDC 
ILC 

Status ER 
ER+ 
ER

Status PR 
PR+ 
PR-

KomЬinovani status ER i PR 
ER+PR+ 
ER+PR
ER-PR+ 
ER-PR-

* Hi-kvadrat test 

Broj pacijenata 
Status pS2 

+ 

19 20 
65 31 
57 34 

43 34 
94 50 

61 31 
66 46 

62 38 
76 46 

22 11 
85 61 
32 11 

75 37 
48 32 

75 78 
66 7 

51 51 
90 34 

45 47 
30 31 
6 4 

60 з 

р 

vrednost* 

0,2 

0,3 

0,4 

0,2 

0,4 

< 0,001 

<0,001 

< 0,001 

prikazane frekvencije koje se odnose na pacijentkinje sa negativnim i pozitivnim statusom pS2, u 

grupama pacijentkinja defшisanim parametrima domacina tumora, tumora ili statusima ER i/ili PR. 

Analizom је utvrdeno da је status pS2 је bio statisticki znacajno povezan sa statusom ER, 

statusom PR, kao i kombinovanim statusima ER i PR. U grupi pacijentkinja sa tumorima koji su 
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imali pozitivan status ER, veci broj pacijentkinja је imao pozit ivan status pS2, dok ј е u grupi 

pacijentkinja sa tumorima koj i su imali negativan status ER, ve6i broj pacijentkinja imao negativan 

status pS2 (x2-test, p<O,OOl ). Pacijentkinje sa pozitivnim statusom PR su bile podjednako brojne u 

grupama sa pozit ivnim i negativnim statusom PR, dok su medu pacijentkinjama sa negativnim 

statusom PR Ьile brojnije one koje su imale negativan status pS2 (Х2 -test, р=О,ОЗ). Sa obzirom na to 

da su frekvencije vezane za pacijentkinje sa razliCitim statusima pS2 Ьile ujednacene u grupama sa 

pozitivnim statusom ER ili PR, evidentno је da su statisticki znacajne razlike u frekvencUama za 

pacijentkinje sa pozitivnim, odnosno negativnim statusom pS2, u odnosu na slucajno rasporedene 

frekvencije, Ьile uslovljene razliCitim brojem pacijentkinja u grupama sa negativnim statusom ER, 

odnosno PR. 

Sto se tice grupa pacijentkinja defmisanih kombinovanim statusom ER i PR, frekvencije 

vezane za pacijentkinje sa razliCitim statusom pS2, u grupama defmisanim statusom ER i PR, su 

Ьile statisticki znacajno razliCite od frekvencija koje Ьi se ocekivale pod nultom hipotezom, prema 

kojoj nema razlike izmedu doЬijenih i slucajno rasporedenih frekvencija (x2-test, p<O,OOl). Ova 

razlika је Ьila posledica razlika izmedu frekvencija u grupi pacijentkinja sa fenotipom ER-PR- u 

odnosu na ostale analizirane grupe. Pri tome, doЬijena razlika је Ьila uslovljena mnogo vecim 

brojem pacijentkinja sa negativnim, u odnosu na one sa pozitivnim statusom pS2, u okviru fenotipa 

ER-PR-. 

4. 2. Verovatnoca za DFI 

Verovatnoce za DFI је Ьilo moguce odrediti metodom Kaplan-a i Meier-a, u svakoj od 

analiziranih grupa pacijentkinja, na osnovu poznatog broja pacijentkinja kod kojih је potvrdeno 

prisustvo udaljenih metastaza i vremenskog perioda, za svaku od tih pacijentkinja, proteklog od 

hirurske terapije do pojave udaljenih metastaza, kao i na osnovu broja pacijentkinja kod kojih nisu 

detektovane metastaze u periodu ukupnog pracenja toka bolesti od 36 meseci. Upotrebom log-rank 

testa је Ьilo moguce ispitati da li postoje znacajne razlike u verovatnocama za DFI izmedu 

analiziranih grupa pacijentkinja. 

Kada su verovatnoce za DFI analizirane u celoj grupi ispitivanih pacijentkinja, nije nadena 

znacajna razlika u verovatnocama izmedu grupa pacijentkinja defmisanih samo na osnovu statusa 

katepsina D ili statusa pS2. Stoga su verovatnoce za DFI analizirane и okviru grupa pacijentkinja 

defшisanih parametrima domacina tumora, tumora ili statusima ER i/ili PR. Statisticka analiza је 

pokazala da se verovatnoce za DFI statisticki znacajno razlikuju izmedu grupa pacijentkinja 
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defmisanih statиsom limfnih cvorova (slika 4.6.), histoloskim gradиsom tиmora (slika 4.7.) ili 

statиsom PR (slika 4.8.). 

1 , О 
-L ,_ 

0,8 

'-"'--1.., 
L., __ _ 

-----
pNO (9/73) 

-L--,-~-
--, pN+ (30/97) 

0,6 

Q.. 

0,4 

0,2 p=O,OOS 

0,0 

о 10 20 30 40 

lnterval pracenja toka bolesti (meseci) 

Slika 4. б. - Verovatnoca za DFI (Р) za pacijentkinje koje sи imale negativan (pNO), odnosno 
pozitivan statиs limfnih cvшova (pN+ ), и intervalи pracenja toka bolesti od З б meseci (log-rank 
test, р=О, 005). И zagгadama је pl'ikazan Ьгој pacijentkinja sa potvn1enim иdaljenim metastazama i 
иkирап broj pacijentkinja и datoj grиpi. 

Utvrdeno је da sи kod 9 pacijentkinja od 73 sa pozitivnim statиsom limfnih cvorova, odnosno 

kod 30 pacijentkinja od 97 sa negativnim statиsom limfnih cvorova potvrdene иdaljene metastaze 

sto је иslovilo statisticki znacajnи razliku и verovatnocama za DFI izmedи ove 2 grиpe 

pacijentkinja (log-rank test, р=О,ОО5) . Меdи 25 pacijentkinja koje sи imale tumore histoloskog 

gradиsa I, kod njih З sи se razvile иdaljene metastaze и periodи od 36 meseci. U istom periodи, 

medи pacijentkinjama koje sи imale tиmore histoloskog gradиsa П, kod njih 24 od 119 sи se razvile 

иdaljene metastaze, dok sи se и grиpi od 33 pacijentkinje koje sи imale tumore histoloskog gradиsa 

IП, metastaze razvile kod 14 pacijentkinja. V erovatnoce za DFI sи se statisticki znacajno 

razlikovale izmedи pacijentkinja sa tиmorima histoloskog gradиsa IП, sa jedne, i pacijentkinja sa 

tumorima histoloskog gradиsa I, odnosno histoloskog gradиsa П, sa drиge strane (log-rank test, 

р=О,О2 za оЬе analize). Pri tome se verovatnoce za DFI za pacijentkinje sa tиmorima histoloskih 

gradиsa I i П nisи znacajno razlikovale. Kada sи verovatnoceza DFI analizirane и grиpama 

pacijentkinja sa pozitivnim (12 pacijentkinja sa i 70 
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Slika 4. 7. - Verovatnoca za DFI (Р) za pacijentldnje sa tиmorima гazliCitog histoloskog gradиsa (!, 
II, ЈП), и intervalи ргасепја toka bolesti od З б meseci. И zag1'adama је prikazan Ьгој pacijentldnja 
sa potvn:1enim иdaljenim metastazama i иkирап broj pacijentldnja и datoj grиpi. Naznacene р 
vrednosti se odnose па log-rank test. 
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Slika 4.8. - Verovatnoca za DFI (Р) za pacijentldnje koje sи imale tитт-е sa pozitiv~im (PR+), 
odnosno negativnim statиsom receptora za progestemn (PR-), и intervalи pracenja toka bolesti od 
36 meseci (log-rank test, р=О, 006). И zagradama је prikazan bmj pacijentldnja sa potvn:1enim 
иdaljenim metastazama i иkирап bmj pacijentldnja и datoj grиpi. 
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bez udaljenih metastaza), odnosno negativnim statusom PR (29 pacijentkinja sa i 69 bez udaljenih 

metastaza), ustanovljeno је da se verovatnoce u dvema grupama statisticki znacajno razlikuju (log

rank test, р=О,ОО6). 

Sa slika 4.6. , 4.7. i 4.8. se moze videti da su pacijentkinje sa pozitivnim statusom limfnih 

cvorova, sa tumorima histoloskog gradusa III ili sa negativnim statusom PR imale manje 

verovatnoce za DFI, odnosno nepovoljniji tok bolesti. 

4. 2. 1. Verovatnoca za DFI na osnovu statusa katepsina D 

Na osnovu granicne vrednosti za koncentracije katepsina D od 39 pmol/mg, odreden је status 

katepsina D u tumorima, za 180 pacijentkinja koje su lecene od karcinoma dojke, а za koje su bili 

poznati podaci о toku bolesti. Као sto је prethodno objasnjeno u odeljku 4.1.4., pacijentkinje kod 

koj ih su detektovane koncentracije katepsina D jednake ili vece od 39 pmol/mg su bile defmisane 

kao pacijentkinje sa pozitivnim statusom katepsina D (CD+), а one sa koncentracijama katepsina D 

manjim od 39 pmol/mg kao pacijentkinje sa negativnim statusom katepsina D (CD-). Da bi se 

ispitao znacaj statusa katepsina D u prognozi toka bolesti pacijentkinja sa karcinomom dojke, 

analizirane su verovatnoce za DFI na osnovu statusa katepsina D u grupama pacijentkinja koje su 

defmisane kombinovanjem parametara domacina tumora, parametara tumora i statusima steroidnih 

receptora. Pri tome, rezultati koji su predstavljeni na slikama 4.6. - 4.8. su usmerili dalji tok analize. 

4.2.1.1. Verovatnoca za DFI na osnovu statusa katepsina D - u grupama pacijentkinja defmisanim 

statusom limfnih cvorova 

Analiza је pokazala da ne postoji znacajna razlika u verovatnocama za DFI izmedu 

pacijentkinja sa negativnim i pozitivnim statusom limfnih cvorova koje su imale рТ1 tumore 

(rezultati nisu prikazani). Medutim, u grupi od 39 pacijentkinja koje su imale рТ2 tumore i 

negativan status limfnih cvorova, kod 6 pacijentkinja su utvrdene udaljene metastaze, dok је u grupi 

od 58 pacijentkinja, koje su imale рТ2 tumore i pozitivan status limfnih cvorova, bila 21 

pacijentkinja sa potvrdenim udaljenim metastazama. Verovatnoce za DFI su se statisticki znacajno 

razlikovale izmedu ove dve grupe pacijentkinja (log-rank test, р=О,О3) i bile su vece za 

pacijentkinje sa negativnirn statusom limfnih cvorova. 

Kada је u okviru dve grupe pacijentkinja sa razlicitim statusom limfnih cvorova, koje su imale 

рТ2 tumore, analiziran i znacaj statusa katepsina D, slika 4.9. , utvrdeno је da postoji statisticki 
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znacajna razlika u verovatnocama za DFI izmedu dve grupe pacijentkinja sa negativnim statusom 

katepsina D (log-rank test, р=О,ОО1). Ova razlikaje bila rezultat cinjenice da su kod 4 pacijentkinje, 

od 28 sa negativnim statusom limfnih cvorova, potvrdene udaljene metastaze i da је kod 11 

pacijentkinja, od 19 sa pozitivnim statusom limfnih cvorova, utvrdeno prisustvo udaljenih 

metastaza. Pri tome su pacijentkinje sa pozitivnim statusom limfnih cvorova imale manje 

verovatnoce za DFI, odnosno nepovoljniji tok bolesti. Istovremeno, pozitivan status 
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Slika 4. 9. - Verovatnoca za DFI (Р) za pacijentkinje sa negativnim (pNO) i pozitivnim (pN+ Ј 
statиsom limfnih cvorova, koje sи imale рТ2 tиmore i negativan (CD-, crne linije), odn. pozitivan 
statиs katepsina D (CD+, sive linije), и intervalи pracenja toka bolesti od 36 meseci. И zagradama 
је prikazan bl'Oj pacijentkinja kod kojih sи detektovane иdaljene metastaze i иkирап broj 
pacijentkinja и datoj grиpi. Naznacene р vrednosti se odnose па Zog-rank test. 

katepsina D u grupaшa pacijentkinja sa рТ2 tшnorima, koje su, pri tоше, imale pozitivan, odnosno 

negativan status limfnih cvorova, nije uslovio postojanje znacajne razlike u verovatnocaшa za DFI 

izшedu dve grupe pacijentkinja. 

Analiza је pokazala da su se statisticki znacajno razilkovale i verovatnoce za DFI za 

pacijentkinje sa pozitivniш i negativniш statusoш katepsina D, koje su imale р'Г2 tuшore i 

pozitivan status limfnih cvorova (log-rank test, р=О,О2). Na slici 4.9 su predstavljene i verovatnoce 

za DFI u grupi od 39 pacijentkinja koje su iшale рТ2 tuшore i pozitivan status limfnih cvorova i 

katepsina D, а шedu kojiшa је bilo 1 О pacijentkinja kod kojih su dijagnostiБkovane udaljene 

metastaze, u intervalu pracenja toka bolesti. Sa slike 4.9. se moze videti da su, u grupi pacijentkinja 

sa pozitivniш statusoш limfnih cvorova i рТ2 tuшorima, pacijentkinje sa negativniш statusoш 

katepsina D imale шаnје verovatnoce za DFI, odnosno nepovoljniji tok bolesti. 
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Status katepsina D nije uslovio postojanje znacajnih razlika u verovatnocama za DFI izmedu 

dve podgrupe pacijentkinja koje su imale tumore histoloskog gradusa I ili П i, istovremeno, 

pozitivan ili negativan status limfnih cvorova (rezultati nisu prikazani). Medutim, u grupi 

pacijentkinja sa tumorima histoloskog gradusa III, nadena је podgrupa pacijentkinja sa pozitivnim 

statusom limfnih cvorova, u kojoj је status katepsina D uslovio postojanje znacajne razlike u 

verovatnocama za DFI izmedu odgovarajuCih podgrupa (log-rank test, р=О,ОО5, slika 4.1 0.). U 

podgrupi od 15 pacijentkinja sa pozitivnim statusom katepsina D, kod 5 pacijentkinja su potvrdene 

udaljene metastaze, dok su u podgrupi od 7 pacijentkinja sa negativnim statusom katepsina D, 

udaljene metastaze potvrdene kod 6 pacijentkinja zbog cega su pacijentkinje sa negativnim 

statusom katepsina D imale nepovoljniji tok bolesti. 
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Slika 4.1 О. - Verovatnoca za DFI (Р) za pacijentkinje sa tиmorima histoloskog gгadиsa ЈП i sa 
pozitivnim statиsom limfnih cvorova (pN+), koje sи imale pozitivan (CD+), odnosno negativan 
(CD-) statиs katepsina D, и inteгvalи pracenja toka bolesti od 36 meseci (log-rank test, р=0,005) . 

И zagradama је p7'ikazan Ь7'Ој pacijentkinja sa potvn1enim иdaljenim metastazama i иkирап Ьгој 
pacijentkinja и datoj grиpi. 
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4.2.1 .2. Verovatnoca za DFI na osnovu statusa katepsina D - u grupama pacijentkinja defrnisanim 

histoloskim gradusom tumora 

Verovatnoce za DFI su se statisticki znacajno razlikovale kada su upored:ivane grupe 

pacijentkinja sa tumorima histoloskih gradusa I i III, odnosno П i III, sto је predstavljeno u odeljku 

4.З. (slika 4.7.). Na osnovu toga su upored:ene verovatnoce za DFI izmed:u З grupe pacijentkinja sa 

tumorima razliCitih histoloskih gradusa koje su imale pozitivan, odnosno negativan status katepsina 

D. Kada su pacijentkinje bile okarakterisane negativnim statusom katepsina D, analiza је pokazala 

da su se verovatnoce za DFI za 16 pacijentkinja koje su imale tumore histoloskog gradusa I, od 

kojih nijedna pacijentkinja nije imala udaljene metastaze, statisticki znacajno razlikovale od 

verovatnoca za DFI za 56 pacijentkinja koje su imale tumore histoloskog gradusa П, med:u kojima 

је bilo 13 pacijentkinja sa utvrd:enim udaljenim metastazama (log-rank test, р=О,О4) . Verovatnoce 

za DFI za 13 pacijentkinja sa tumorima histoloskog gradusa III, od kojih је 8 imalo udaljene 

metastaze, su se statisticki znacajno razlikovale kako od odgovarajucih verovatnoca za pacijentkinje 

sa tumorima histoloskog gradusa I (log-rank test, p<O,OOl) tako i od odgovarajucih verovatnoca za 

pacijentkinje sa tumorima histoloskog gradusa П (log-rank test, р=О,ОО5). Pri tome, pacijentkinje sa 

tumorima histoloskog gradusa I su imale najpovoljniji, а pacijentkinje sa tumorima histoloskog 

gradusa III najnepovoljniji tok bolesti. Verovatnoce za DFI, koje se odnose na pacijentkinje sa 

tumorima razlicitog histoloskog gradusa i negativnim statusom katepsina D, su prikazane na slici 

4. 11.. U slucaju kada su pacijentkinje bile okarakterisane pozitivnim statusom katepsina D, 

verovatnoce za DFI pacijentkinja sa tumorima razliCitog histoloskog gradusa se nisu med:usobno 

znacajno razlikovale. 

Pored toga sto Је negativan status katepsina D uslovio postojanje znacajne razlike u 

verovatnocama za DFI izmed:u grupa pacijentkinja Ciji su tumori bili razliCitog histoloskog gradusa, 

nad:eno је da su se, za pacijentkinje sa tumorima histoloskog gradusa I, verovatnoce za DFI 

statisticki znacajno razlikovale izmed:u grupa pacijentkinja sa pozitivnim i sa negativnim statusom 

katepsina D (log-rank test, р=О ,О2) . Dok u grupi pacijentkinja sa tumorima histoloskog gradusa I i 

sa negativnim statusom katepsina D nije bilo onih sa potvrd:enim udaUenim metastazama, dotle su З 

pacijentkinje, od 9 pacijentkinja sa pozitivnim statusom katepsina D i tumorima histoloskog 

gradusa I, imale detektovane udaljene metastaze u toku intervala pracenja toka bolesti. Na slici 

4.12. su predstavljene verovatnoce za DFI za pacijentkinje sa tumorima histoloskog gradusa I i 

negativnirn, odnosno pozitivnim statusom katepsina D i moze se videti da su pacijentkinje sa 

pozitivnim statusom katepsina D imale nepovoljniji tok bolesti. 
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Slika 4.11. - Verovatnoca za DFI (Р) za pacijentkinje sa tиmorima razliCitog histoloskog gradиsa 
(!, II, ЈП), koje sи imale negativan statиs katepsina D (CD-), и intervalи pracenja toka bolesti od 36 
meseci. и zagradama је prikazan bmj pacijentkinja sa potvrdenim иdaljenim metastazama 
иkирап broj pacijentkinja и datoj grиpi. Naznacene р vrednosti se odnose па log-rank test. 
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Slika 4.12. - Verovatnoca za DFI (Р) za pacijentkinje sa tиmorima histoloskog gгadиsa Ј, koje sи 
imale pozitivan (CD+ ), odnosno negativan (CD-) statиs katepsina D, и intavalи pracenja toka 
bolesti od 36 meseci (log-rank test, р=О, 02) . и zagradama је prikazan Ьт-ој pacijentkinja sa 
potvrdenim иdaljenim metastazama i иkирап Ьгој pacijentkinja и datoj gгupi. 
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4. 2. 2. Verovatnoca za DFI na osnovu statusa pS2 

Na nacin slican kao и slисаји katepsina D, statиs pS2 је odreden za 201 pacijentkinjи obolelи 

od karcinoma dojke na osnovu granicne vrednosti za ekspresijи pS2 od 15 ng/mg. Ekspresija, 

odnosno koncentracija pS2 и tиmorи dojke koja је Ьila jednaka ili veca od 15 ng/mg је ukazivala na 

mogиcnost da је ekspresija pS2 и tиmorи dojke regиlisana dejstvom estrogena i smatrano је da 

pacijentkinja ima pozitivan statиs pS2 (pS2+). Nasиprot tome, koncentracija pS2 manja od 15 

ng/mg је ukazivala na mogиcnost da ekspresija pS2 и tиmorи dojke nije regиlisana dejstvom 

estrogena, odnosno da је konstitиtivna, i smatrano је da pacijentkinja ima negativan statиs pS2 

(pS2-). 

Da Ьi se ispitao znacaj statиsa pS2 и prognozi toka bolesti pacijentkinja obolelih od 

karcinoma dojke, analizirane sи verovatnoce za DFI na osnovu statиsa pS2 и grиpama pacijentkinja 

koje sи defmisane kombinovanjem parametara domacina tиmora, parametara tumora i statиsima 

steroidnih receptora. Pri tome, rezultati koji sи predstavljeni na slikama 4.6. - 4.8 . sи иsmerili dalji 

tok analize. 

4.2.2.1. Verovatnoca za DFI na osnovu statusa pS2 - и grиpama pacijentkinja defmisanih 

statиsom limfnih cvorova 

U odeljkи 4.3. је navedeno da sи se verovatnoce za DFI statisticki znacajno razlikovale 

izmedи grиpe pacijentkinja sa pozitivnim i grиpe pacijentkinja sa negativnim statиsom limfnih 

cvorova (slika 4.6.). Dalja analiza, и okvirи dve navedene grиpe pacijentkinja, је pokazala da sи se 

verovatnoce za DFI statisticki znacajno razlikovale za pacijentkinja koje sи, istovremeno, imale i 

negativan statиs pS2 (log-rank test, р=О,ОО2). Dodatno је, и okviru grupa pacijentkinja sa 

negativnim statиsom pS2, izdvojena grиpa postmenopauznih pacijentkinja и kojoj sи se verovatnoce 

za DFI statisticki znacajno razlikovale za pacijentkinje sa pozitivnim i sa negativnim statиsom 

limfnih cvorova (log-rank test, р=О,О1) , slika 4.13 .. Naime, и grиpi postmenopaиznih pacijentkinja 

sa negativnim statиsom pS2, od 38 pacijentkinja sa negativim statиsom limfnih cvorova, 4 

pacijentkinje sи imale potvrdene иdaljene metastaze, dok је medи 31 pacijentkinjom sa pozitivim 

statusom lirnfnih cvorova Ьilo 11 pacijentkinja sa potvrdenim иdaljenim metastazama. Pacijentkinje 

и prvoj grиpi sи imale vece verovatnoce za DFI, odnosno povoljniji tok bolesti. Verovatnoce za DFI 

se nisи znacajno razlikovale za pacijentkinje sa pozitivnim statиsom pS2, koje sи, pri tome, Ьile 

postmenopazne i imale pozitivan ili negativan status limfnih cvorova. 
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Slika 4. Ј З. - Verovatnoca za DFI (Р) za postmenopaиzne pacijentkinje sa negativnim (pNO) i 
pozitivnim (pN+) statиsom limfnih cvorova, koje sи imale negativan (pS2-, crne linije), odnosno 
pozitivan statиs pS2 (pS2 +, sive linije), и intervalи pracenja toka bolesti od 36 meseci. И 
zagradama је prikazan broj pacijentkirqa kod kojih sи detektovane иdaljene metastaze i иkирап 
broj pacijentkinja и datoj grиpi. Rezиltat log-rank testa (p=O,Ol) se odnosi па grиpe pacijentkinja 
sa negativnim statиsom pS2. 

4.2.2.2. Verovatnoca za DFI na osnovu statusa pS2 - u gruparna pacijentkinja defmisanim 

histoloskim gradusom tumora 

Као sto је u odeljku 4.2. predstavljeno, verovatnoce za DFI su se statisticki znacajno 

razlikovale izmed:u grupa pacijentkinja koje su imale tumore histoloskog gradusa I i gradusa III, kao 

i izmed:u grupa pacijentkinja koje su imale tumore histoloskog gradusa П i gradusa ПI, odnosno, 

verovatnoce se nisu razlikovale izmed:u grupa pacijentkinja koje su imale tumore histoloskog 

gradusa I i П (slika 4. 7.). Na osnovu ovog rezultata, pacijentkinje sa tumorima histoloskog gradusa I 

i П su analizirane, izmed:u ostalog, i kao pacijentkinje koje cine jednu grupu. Kada su pacijentkinje 

sa tumorima histoloskog gradusa I i П analizirane tako da pripadaju istoj grupi, ustanovljeno је da 

se verovatnoce za interval bez ponovne pojave bolesti, u okviru grupa pacijentkinja sa tumorima 

histoloskih gradusa I+П i IП, ne razlikuju znacajno kada se one porede izmed:u grupa pacijentkinja 

koje su okarakterisane pozitivnim statusom pS2. Med:utim, za pacijentkinje sa negativnim statusom 

pS2, verovatnoce za DFI za pacijentkinje sa tumorima histoloskog gradusa I+П su se statisticki 

znacajno razlikovale od verovatnoca za DFI odgovarajucih pacijentkinjama sa tumorima 

histoloskog gradusa III (log-rank test, p<O,OOl). 
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Postavilo se pitanje, da li jos neki parametar, dodatno, uslovljava postojanje razlike u 

verovatnocama za DFI izmedu grupa pacijentkinja sa tumorima razliCitih histoloskih gradusa, а 

koje imaju negativan status pS2. Nadeno је da su se verovatnoce za DFI statisticki znacajno 

razlikovale izmedu grupa pacijentkinja sa tumorima histoloskog gradusa I+II, odnosno III, kada su 

pacijentkinje sa negativnim statusom pS2 imale рТ2 tumore (log-rank test, р=О,ОО2), slika 4.14 .. U 

grupi pacijentkinja sa tumorima histoloskog gradusa I+II, koji su bili jednaki ili veci od 2 cm i sa 

negativnim statusom pS2, је bilo 42 pacijentkinje, od kojih је 7 bilo sa potvrdenim udaljenim 

metastazama, dok је u grupi pacijentkinja sa рТ2 tumorima histoloskog gradusa III i sa negativnim 

statusom pS2 bilo 20 pacijentkinja, od kojih је za 11 bilo potvrdeno prisustvo udaljenih metastaza. 

Pri tome su pacijentkinje sa tumorima histoloskog gradusa I+II imale vece vrednosti verovatnoca za 

DFI, odnosno povoljniji tok bolesti. U grupi pacijentkinja koje su imale рТ2 tumore i pozitivan 

status pS2, verovatnoce za DFI se nisu znacajno razlikovale za pacijentkinje koje su imale tumore 

histoloskog gradusa I ili П u odnosu na odgovarajuce verovatnoce za pacijentkinje koje su imale 

tumore histoloskog gradusa III. 
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Slika 4.14. - Verovatnoca za DFI (Р) za pacijentkinje sa рТ2 tиmorima histoloskog gгadиsa Ј ili П 
(I+II) i histoloskog gradиsa III, koje sи, istovremeno, imale negativan (pS2-, crne linije), odnosno 
pozitivan statиs pS2 (pS2+, sive linije) , и intervalи pl'acenja toka bolesti od 36 meseci. И 
zagradama је prikazan broj paci.jentkinja kod kojih sи detektovane иdaljene metastaze i иkирап 
broj pacijentkinja и datoj grиpi. Rezиltat log-rank testa (р=О, 002) se odnosi па grиpe pacijentkinja 
sa negativnim statиsom pS2. 

Analiza grupe pacijentkinja koje su imale tumore histoloskog gradusa П је obezbedila 

dodatne rezultate. Naime, utvrdeno је da su status menopauze pacijentkinja, zatim kombinovani 
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statusi ER i PR, kao i status pS2, uslovljavali postojanje razlika u verovatnocama za DFI izmedu 

pojedinih grupa pacijentkinja defmisanih kombinacijama ovih parametara. 

Prvo, nadeno је da su se, u okviru grupe pacijentkinja sa pozitivnim statusom pS2 i sa 

tumorima histoloskog gradusa П, verovatnoce za DFI statisticki znacajno razlikovale izmedu dve 

grupe postmenopauznih pacijentkinja, i to grupe sa fenotipom ER+PR+ i grupe sa fenotipom 

ER+PR- (log-rank test, р=О,О4). Ove verovatnoce su prikazane na slici 4.15., sa koje se moze videti 

da su pacijentkinje u grupi sa fenotipom ER+PR+ imale vece verovatnoce za DFI, odnosno 

povoljniji tok bolesti sto је posledica cinjenice da medu 14 pacijentkinja sa fenotipom ER+PR+ nije 

bilo pacijentkinja sa udaljenim metastazama, kao i da su 4 pacijentkinje, od 14 pacijentkinja sa 

fenotipom ER+PR-, imale potvrdene udaljene metastaze. Pri tome, verovatnoce za DFI se nisu 

znacajno razlikovale za pacijentkinje koje su imale negativan status pS2. 
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' 1 1 1

-
i --- --:.____ _ ER+PR+ post 1! pS2- (3/221 
,~...., 1 ---, ' 
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i ---------------~-
6...----------···--~, ER+PR- post 11 pS2+ (4/14) 

1 

·-~-' 
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р=О, О4 
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lnterval pracenja toka bolesti (meseci) 

Slika 4.15. - Verovatnoca za DFI (Р) za pacijentkinje sa tиmorima histoloskog gradиsa 11 i 
fe notipom ER+PR+, odnosno ER+PR-, koje sи, istOVl'emeno, imale pozitivan (pS2+, crne linije), 
odnosno negativan statиs pS2 (pS2-, sive linije), и intervalи pl'acenja toka bolesti od 36 meseci. И 
zagradama је prikazan broj pacijentkinja kod kojih sи detektovane иdaljene metastaze i иkирап 
broj pacijentkinja и datoj grиpi. Rezиltat log-rank testa (р=О, 04) se odnosi па gmpe pacijentkinja 
sa pozitivnim statиsom pS2. 

Drugo, utvrdeno је da su, u grupi pacijentkinja sa pozitivnim statusom pS2 i sa tumorima 

histoloskog gradusa П, postmenopauzne pacijentkinja sa fenotipom ER+PR+ imale statisticki 

znacajno vece verovatnoce za DFI u odnosu na odgovarajuce premenopauzne pacijentkinje (log

rank test, р=О,ОО9). Ovaj rezultat је posledica cinjenice da је bilo 6 pacijentkinja koje su imale 

potvrdene udaljene metastaze, u grupi od 15 premenopauznih pacijentkinja dok kod nijedne od 14 
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postmenopauznih pacijentkinja nisu detektovane udaljene metastaze (slika 4.16.). Verovatnoce za 

DFI se nisu znacajno razlikovale za pacijentkinje sa negativnim statusom pS2. 

Trece, pacijentkinje sa fenotipom ER+PR+, koje su bile premenopauzne i imale tumore 

histoloskog gradusa П, su se razlikovale u verovatnocama za DFI za razliCite statuse pS2. U 

prethodnom pasusu је navedeno da su udaljene metastaze detektovane kod 6 premenopauznih 

pacijentkinja sa fenotipom ER+PR i tumorima histoloskog gradusa П, koje su istovremeno imale 

pozitivan status pS2. Analiza је pokazala da su pacijentkinje sa istim karakteristikama, ali sa 

negativnim statusom pS2, imale statisticki znacajno vece verovatnoce za DFI, а shodno tome i 

povoljniji tok bolesti, jer nijedna od 8 pacijentkinja u grupi nije imala udaljene metastaze (log-rank 

test, р<О,О5) . 
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Slika · 4.16. - Verovatnoca za DFI (Р) za pre- i postmenopaиzne pacijentkinje sa tиmorima 
histoloskog gradиsa 11 i fenotipom ER+PR+, koje sи, istovremeno, imale pozitivan (pS2 +, crne 
linije), odnosno negativan statиs pS2 (pS2-, sive linije), и intervalи pracenja toka bolesti od 36 
meseci. И zagт·adama је prikazan bl'O} pacijentkinja kod kojih sи detektovane иdaljene metastaze i 
иkирап broj pacijentkinjca и datoj grиpi. Rezиltati log-1'ank testa se odnose па gт-ире: pacijentkinja 
sa pozitivnim statиsom pS2 (р=О, 009), pl'emenopaиznih pacijentkinja (р< О, 05). 
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5. DISKUSIJA 

Etiologija, odnosno uzrok nastanka vecine karcinoma dojke obuhvata kako genetske tako i 

faktore okrиZenja, i moguce је da mnogi od faktora koji su odgovorni za nastanak bolesti jos nisu 

identifilшvani. Rast i razvoj karcinoma dojke zahteva koordinisanu interakciju genskih produkata i 

signalnih puteva u genetski izmenjenim celijama karcinoma, kao i provodenje signala izmedu 

razlicitih vrsta celija, transforrnisanih i norrnalnih, koje istovremeno postoje u malignom tumoru. Sa 

obzirom na cinjenicu da postoje razliCiti podtipovi malignih tumora, sa razliCitim tipovirna celija, i 

da se celije u okviru jednog tumora mogu razlikovati ро feno- i genotipu, karcinom dojke је 

heterogena bolest sto dodatno otezava njegovo lecenje. 

Incidenca karcinoma dojke је imala period kontinualnog rasta u mnogirn industrijalizovanirn 

zemljama, ali se broj srnrtnih ishoda uzrokovanih karcinomom dojke stabilizovao ili cak smanjio u 

poslednjih 10-15 godina (317) usled znacajnog napretka u istrazivanjima koja se ticu detekcije i 

lecenja primarnih karcinoma dojke. Masovni prograrni preventivnih pregleda su rezultovali ranijom 

detekcijom i dijagnostikovanjem malih i manje agresivnih tumora, sto је, u kombinaciji sa 

terapeutskim poboljsanjima, dovelo do znacajnog povecanja broja pacijenata koji su preziveli 

karcinom dojke. 

U ranom karcinomu dojke, maligne celije se detektuju samo u tumoru dojke ili i u lokalno

regionalnim lirnfnim cvorovirna i za izlecenje Ьolesti је dovoljna hirurska terapija. Usled depozita 

malignih celija koji mogu biti prisutni lokalno ili na udaljenim mestirna u organizmu, kod najveceg 

broja pacijentkinja obolelih od prirnarnog operabilnog karcinoma dojke se, u toku prvih 5 godina 

nakon hirшske terapije, razvija metastatska bolest za koju nije dovoljna hirшska terapija vec se u 

lecenju prirnenjuje i adjuvantna sistemska terapija. Sa obzirom na to da је za terapiju vezana i 

znacajna toksicnost, lekari se suocavaju sa proЫemom balansiranja izmedu rizika i cene koji su 

povezani sa adjuvantnom sistemskom terapijom, sa jedne strane, i potencijalne koristi za pacijente, 

sa druge strane. Identiflkovanje bilo pacijenata sa niskirn rizikom za relaps, za Cije izlecenje је 

dovoljna samo primena lokalno-regionalne terapije, bilo onih sa visokirn rizikom, kod kojih је 

neophodno prirneniti agresivnije modalitete terapije, kao i odabir adekvatne sisternske terapije, 

zasnovano је na koriscenju faktora prognoze/predikcije toka bolesti, na osnovu kojih је moguce 

doneti odluku о eventualnoj (dalne), а istovremeno i razumnoj primeni (koja vrsta) adjuvantne 

sisternske terapije. 

Uslovi koje treba da ispuni prognosticki/prediktivni faktor, da Ьi Ьiо klinicki prihvacen su: а) 

da је njegovo odredivanje lako ponovUivo (reproduktiЬilno merenje), Ь) da је povezan sa 

povoljnirn/nepovoljnim ishodom bolesti u meri da је klinicki znacajan za pacijenta i с) da 
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obezbeduje nezavisnu informaciju, odnosno onu koja se ne moze obezbediti putem merenja nekih 

drugih faktora (318). V afuo је da se jasno razluci razlika izmedu prognostickih i prediktivnih 

faktora kao i njihove uloge u usmeravanju lecenja pacijenata. Faktori prognoze su povezani sa 

tokom bolesti pacijenata nezavisno od primenjene terapije (319) i mogu da odrazavaju unutrasnje, 

bioloske karakteristike tumora, kao sto је njihova sposobnost da proliferisu i metastaziraju. Idealno 

Ьi Ьilo da se prognosticka vrednost potencijalnih tumorskih markera ispituje u grupi pacijenata koji 

nisu primali sistemsku terapiju, sa ciljem da se eliminisu oni efekti terapije koji mogu da izazovu 

konfuziju u interpretaciji rezultata ispitivanja. То znaci da Ьi novije studije, uz upotrebu najnovijih 

tehnologija, mogle da budu onemogucene usled neprihvatljivo malog broja uzoraka sa obzirom na 

to da se sistemska terapija primenjuje kod sve sireg opsega pacijenata sa karcinomom dojke. 

Prediktivni faktori ukazuju na moguci odgovor pacijenta na odredenu sistemsku terapiju ili zato Sto 

su direktna meta terapije ili zato sto njihova ekspresija predstavlja sekundarni fenomen u 

mehanizmu delovanja terapije. Мnogi faktori mogu da budu i prognosticki i prediktivni, ali njihov 

znacaj u prognozi i predikciji toka bolesti nije jednak. 

Trenutno, klinicki prihvaceni klasicni faktori za karcinom dojke obuhvataju karakteristike 

pacijenata i karakteristike koje su povezane sa tumorom. Iako је status limfnih cvorova pazusne 

јате najznacajniji prognosticki faktor za karcinom dojke (320-321), ne postoje dokazi da је ovaj 

status prediktivan faktor za Ьilo koju od uoЬicajeno koriscenih adjuvantnih sistemskih terapija 

(320). Kako klasicni faktori ne omogucavaju da se dovoljno precizno identiflkuju pacijenti sa 

razliCitim rizicima za relaps, prepoznata је potreba da se pronadu novi, tzv. molekulski markeri. 

Postoji dugacak spisak potencijalnih prognostickihlprediktivnih faktora za karcinom dojke koji cine 

Ьiohemijski markeri, povezani sa razliCitim celijskim funkcijama, kao sto su proliferacija, apoptoza, 

hormonska zavisnost, neo-angiogeneza, invazija i nastanak metastaza. Medutim, za vecinu 

Ьiohemijskih markera, jos uvek nije moguce odrediti, na pouzdan i lako ponovljiv nacin, da li Ьi oni 

mogli Ьiti korisni u klinickom lecenju pacijenata obolelih od karcinoma dojke ( 49). Jedini izuzeci 

su merenja celijske proliferacije (322) i faktori koji su povezani sa aktivacijom plazminogena (323) 

za prognozu toka bolesti, te ER, PR i HER2/neu za predvidanje odgovora na hormonsku ili anti

HER2/neu terapiju (97). 

Puno informacija о prognostickim faktorima se doЬija na osnovu retrospektivne analize 

uskladistenih uzoraka tumora usled cega objavljene studije cesto: а) imaju razliCite intervale 

pracenja toka bolest~ koji se uveliko razlikuju i izmedu pacijentkinja u okviru iste studije, Ь) 

nemaju potpune podatke vezane za klasicne prognosticke faktore, с) nemaju kontrole za odredene 

promenljive i d) koriste mnostvo razliCitih zavrsnih tacaka pracenja toka bolesti, kao sto su ukupno 

prezivljavanje i interval bez ponovne pojave bolesti. Svi na,тedeni razlozi otezavaju uporedivanje 

rezultata razliCitih studija. Postoje i drugi razlozi zbog kojih su rezultati razlicitih studija 
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kontradiktorni i koji otezavaju ili onemogucavaju primenu ispitivanih molekulskih markera kao 

faktora prognoze/predikicije toka bolesti u klinickoj praksi. Ti razlozi obuhvataju: а) dizajn studije 

(prospektivna naspram retrospektivne), Ь) velicinu studije (broj ispitivanih pacijenata), с) etnicko i 

geografsko poreklo ispitivanih pacijenata, d) izvodenje analize koriscenjem citosolnog ekstrakta 

dobijenog iz tkiva tumora dojke ili preparata za imunohistohemijsku analizu, sto uslovljava izbor 

metode za odredivanje ekspresije ispitivanog faktora, е) metode statisticke analize, f) izbor granicne 

vrednosti za defmisanje statusa nekog markera. 

Prospektivna studija је potrebna da bi se prec1zno procenila ucestalost odredenog ishoda 

bolesti ili relativan rizik za odredeni ishod bolesti. Ovakva studija ima manje potencijalnih izvora za 

sistematsku gresku (tzv. "Ьias") koja dovodi do pogresne procene nekog efekta ili korelacije, u 

odnosu na retrospektivnu studiju. lako pozeljna, ovakva studija је uglavnoin dugotrajna i cesto је 

potrebno da prode vise godina ili cak i decenija da Ьi se prikupilo dovoljno podataka sa ciljem da se 

izvede neki jasan zakljucak. U slucaju bolesti koja postaje klinicki evidentna posle dugog 

vremenskog perioda, oЬicno је neophodno sprovesti retrospektivnu studiju za koju, medutim, neke 

informacije mogu Ьiti tesko dostupne. Velicina studije, odnosno broj pacijenata koji је obuhvacen 

studijom, utice na rezultate statisticke obrade i uslovljava moguci prognosticki/prediktivni znacaj 

date studUe. 

Ekspresija katepsina D, odnosno pS2 u malignom tumoru dojke se moze odrediti razlicitim 

metodama, medu kojima su najcesce koriscene ELISA, IRМA, "westem Ыotting" 1 

imunohistohemijska metoda (206, 229, 324). U tu svrhu se koriste ili citosolni ekstrakti doЬijeni iz 

tkiva tumora dojke ili preparati za imunohistohemijsku analizu. U odnosu na studije u kojima su 

katepsin D, odnosno pS2 analizirani u citosolnom ekstraktu tkiva primarnog karcinoma dojke i Ciji 

su rezultati u velikoj meri usaglaseni, studije u kojima su markeri analizirani imuiюhistohemijskom 

metodom su dosta kontradiktome (110, 223 , 231, 325-326) . Posledica toga su razlike u zakljuccima 

kako izmedu samih imunohistohemijskih studija, tako i izmedu ovih i studija u kojima su koriscene 

imunoloske metode. Ove razlike mogu Ьite uslovljene: 

а) razlikom u specificnosti i osetljivosti metoda (219), 

Ь) upotreЫjenim antitelima (izvor i kvalitet antitela koje је upotreЫjeno , а koje se razlikuje 

medu studijama) (218-219, 327), 

с) heterogenoscu tumora (u homogenatu iz koga se doЬija citosolni ekstrakt su prisutne sve 

vrste celija, а pomocu imunohistohemijske metode moze da se ispituje i samo odredena 

vrsta celija) (219-220), 

d) promenama antigena zbog standardizovane pripreme uzorka za analizu (procedura fiksacije 

tkiva, procedura dernaskiranja epitopa, uslovi i nacin cuvanja uzoraka pripremljenih za 

analizu) (218-219) ilili 
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е) odsustvom standardizacije kvantitativnog odredivanja, odnosno kvantiflkacije (intenziteta) 

obojenja imunohistohemijskih preparata (218-219). 

Generalno, razlike u metodama merenja, kao i tehnicki proЬlemi vezani za standardizaciju metoda, 

koji su svojstveni nekim metodama, mogu da rezultuju nemogucnoscu da se doЬiju lako ponovljivi 

rezultati. Stoga је standardizacija metoda od velikog znacaja. U tom smislu је Rochefort (328) 

sugerisao , 90-tih godina proslog veka, da ne treba uporedivati studije, u ovom slucaju о katepsinu 

D, u kojima su podaci dobijeni pomocu dobro standardizovanih metoda, а to su najcesce one u 

kojima se za analizu koristi citosolni ekstrakt, sa onima u kojima su podaci doЬijeni pomocu 

nestandardizovanih metoda. Najcesce koriscene standardizovane metode za kvantitativno 

odredivanje pS2 i katepsina D u studijama о karcinomu dojke su ELISA i IRМA, zasnovane na 

tehnici sa 2 monoklonska antitela. Pogodnost ovih eseja је i sto se koncentracije pS2 i katepsina D 

mogu odrediti u istom citosolnom ekstraktu koji se priprema za rutinsko odredivanje koncentracija 

ER i PR (301). Pored toga sto је osetljivija, IRМA је metoda za koju је sprovedena kontrola 

kvaliteta (karakteristike metode su potvrdene pan-evropskom studijom od strane EORTC-a) (329). 

Cak i kada postoji saglasnost u vezi metode za odredivanje kvantitativnog sadrzaja 

Ьiomarkera, primena neadekvatnih testova statisticke analize, selektivan nacin na koji se podaci 

analiziraju i neadekvatan vid podataka uslovljavaju krajnje rezultate i mogu da uticu na donosenje 

pogresnih zakljucaka. U tom smislu, jedna od vaZnih stavki је sistematska i cesto nerelevantna 

kategorizacija kvantitativnih prognostickih faktora i stoga su date preporuke da је za ispitivanje 

prognostickog/prediktivnog znacaja nekog Ьiomarkera potrebno imati kontinualne podatke (330-

331). 

Razlog za kontradiktornost studija, koji је u vezi sa statistickom analizoщ је i neusaglasenost 

oko-granicne vrednosti za defmisanje statusa nekog Ьiomarkera. U vecini studija је koriscena jedna, 

а u nekim studijama i vise granicnih vrednosti za ekspresiju prognostickog/ prediktivnog faktora 

(204) da Ьi se podaci grupisali, sto olaksava statisticku analizu. Za neke faktore postoji saglasnost о 

tome koje vrednosti Ьi trebalo da budu granicne, dok za druge markere nema ili ima vrlo malo 

slaganja izmedu razlicitih laborator~a u vezi deflnisanja granicnih vrednosti za ekspresiju nekog 

markera. Grupisanje podataka pomocu unapred-izabranih granicnih vrednosti, iako pojednostavljuje 

statisticku analizu, takode rezultuje guЬitkom informacija koje su dostupne na osnovu originalnih 

podataka (331). Stoga је i nacin odredivanja!izbora granicnih vrednosti veoma va:Zan. Granicne 

vrednosti mogu Ьiti izabrane koriscenjem ne-proizvoljnih kriterijuma, kao sto је podela podataka na 

osnovu vrednosti medijane ili aritmeticke sredine za koncentraciju biomarkera (332). Idealno је 

kada se ove vrednosti odrede u preliminarnoj "pilot" studiji i onda potvrde za velike populacije 

pacijenata, u okviru studija sprovedenih u razlicitim laboratorijama. Medutim, granicne vrednosti se 

cesce biraju ad hoc, u pojedinacnoj studiji, speciflcno zato sto pokazuju pozitivnu povezanost sa 
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tokom bolesti za datи рориlасiји pacijenata. Tako odabrane granicne vrednosti nisи bezuslovno 

bezvredne, ali njihovo interpretiranje i generalizovanje biva teze. 

Iako se broj potencijalnih faktora stalno иvecava, broj klinicki-prihvacenih faktora prognoze/ 

predikcije toka bolesti za karcinom dojke је relativno mali i ostao је, sиstinski, nepromenjen и 

poslednjih 20 godina. Razlog tome је sto ni klinicki-prihvaceni markeri nisи idealni i njihova 

prirnena irna za posledicи nesvrsishodnи prirnenи terapije, koja је ili nepotrebna ili potrebna, а 

neefikasna, odnosno nedovoljno agresivna. U tom smislи, opseg raspolozivih terapija za karcinom 

dojke, zajedno sa rastиcirn brojem prognostickihlprediktivnih faktora koji sи danas dostиpni, 

ukazuje da bi ispitivanje svakog pacijenta trebalo da Ьиdе individиalno da bi se sto preciznije 

predvideo prirodan tok bolesti, odnosno odredila optirnalna terapija (333). Stoga, precizno 

funkcionalno klasifikovanje tumora, na osnovu prognostickih/prediktivnih faktora toka bolesti, 

dalje predstavlja va.zan cilj и istra2ivanjи karcinoma dojke. 

5. 1. Raspodela koncentracija 

Da Ьi se tumori sto preciznije i sto funkcionalnije klasifikovali i tirne, potencijalno, sto tacnije 

predvideo prirodan/klinicki tok karcinoma dojke, potrebno је identifikovati one markere koji mogи 

da pomognи и postizanjи navedenog cilja. Ekspresije katepsina D i pS2 и karcinomи dojke sи 

regиlisane delovanjem estrogena, posredstvom ER, ali mogи Ьiti i konstitиtivne, odnosno estrogen

nezavisne. Pretpostavljeno је da se na osnovu ekspresije ovih proteina и karcinomи dojke mogи 

identifikovati pacijentkinje sa povoljnim/nepovoUnim tokom bolesti. 

U slисаји katepsina D, stиdije sи pokazale da је prekomerna ekspresija katepsina D и 

karcinomи dojke povezana sa povecanom - иcestaloscи klinicki-evidentnih metastaza i kraCim 

periodom prezivljavanja pacijenata (221). Sto se tice ekspresije pS2 и karcinomи dojke, istra2ivanja 

sиgerisи da prisиstvo pS2 иslovljava postojanje razlika izmed:и podgrиpa pacijenata obolelih od 

karcinoma dojke и njihovom odgovorи na endokrine tretmane i d<lo stog<lo pS2 moze da pomogne и 

identifikovanjи ' onih pacijenata koji се pozitivno odgovoriti na anti-hormonskи terapijи, cak i и 

odsиstvu Ьilo ER Ьilo PR (299). Stиdije sи pokazale da maligni tиmori dojke sa pozitivnim 

statиsom pS2 irnajи povoljnijи prognozu toka bolesti (71). 
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5. 2. Raspodela koncentracija katepsina D 

Vrednosti koncentracije katepsina D koje su odredene u ispitivanim uzorcirna su bile u skladu 

sa literatшnirn podacirna. Као sto је prethodno pomenuto, neadekvatna statisticka analiza podataka 

koji su dobijeni tokom istrazivanja је jedan od razloga koji mogu da uslove izvodenje pogresnih 

zakljucaka i da onemoguce potencijalnu prakticnu primenu nekog biomarkera. Da bi se ispitalo da li 

raspodela ucestalosti koncentracija katepsina D u ispitivanim uzorcima karcinoma dojke odgovara 

normalnoj raspodeli ili ne, sto uslovljava potonju prirnenu parametrijskih ili neparametrijskih 

statistickih testova, respektivno, upotreЬljen је Kolomogorov-Smirnov test. Ustanovljeno је da 

raspodela ucestalosti koncentracija katepsina D znacajno odstupa od normalne raspodele (slika 4.1.) 

i da је neophodno prirneniti neparametrijske testove analize. Kada su vrednosti koncentracija 

katepsina D analizirane u grupama pacijentkinja definisanim parametrirna domacina tumora ili 

tumora, nadeno је da se koncentracije ne razlikuju izmedu analiziranih grupa, osim izmedu grupa 

defmisanih na osnovu statusa limfnih cvorova, pri cemu su vece vrednosti Ьile karakteristicne za 

grupu pacijentkinja sa pozitivnim statusom lirnfnih cvorova. Pored toga, i statusi ER i PR u 

tumorirna pacijentkinja sa kancerom dojke, Ьilo da su analizirani pojedinacno Ьilo kombinovano, 

su, takode, uslovili postojanje znacajne razlike u vrednostirna koncentracija katepsina D izmedu 

ispitivanih grupa pacijentkinja. Vrednosti koncentracija katepsina D su Ьile vece u grupama 

pacijentkinja sa pozitivnim statusom ER ili PR, odnosno sa pozitivnirn statusom ER kada је 

analiziran komЬinovani status steroidnih receptora. Ovi rezultati su, donekle u saglasnosti sa 

literatшnim podacima. Nairne, u okviru razliCitih studija је pokazano kako postojanje tako i 

nepostojanje korelacija katepsina D sa klasicnim parametrirna prognoze/predikcije toka bolesti. U 

tom pogledu је veoma znacajna studija Foekensa i saradnika (237). Ova studija је, zbog broja 

pacijenata koji su ispitivani (281 О pacijenata) i dugog perioda pracenja toka bolesti (88 meseci), 

dala ubedljive argumente u korist prognosticke vrednosti katepsina D, merenog pomocu 

imunoradiometrijskog eseja. Prema rezultatirna ove studije, koncentracija katepsina D nije Ьila 

povezana sa histoloskirn gradusom tumora, ali је Ьila povezana sa statusom menopauze i godinama 

pacijentkinja, statusom limfuih cvorova, velicinom tumora i koncentracijama ER i PR. 

Na osnovu doЬijenih rezultata, analizirana је raspodela vrednosti koncentracija katepsina D u 

gruparna pacijentkinja koje su defmisane kombinovanjem parametara koji su uslovili · postojanje 

znacajnih razlika (status limfnih cvorova, status steroidnih receptora). Nadeno је da status limfuih 

cvorova uslovljava postojanje znacajne razlike u vrednostirna koncentracija katepsina D izmedu 2 

grupe pacijentkinja samo u oviru fenotipa ER-PR-, pri cemu fenotip ER-PR+ nije uzet u obzir za 

analizu zbog malog broja uzoraka. ТrеЬа napomenuti da su se vrednosti koncentracija katepsina D u 
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grupi pacijentkinja sa fenotipom ER-PR- i sa negativnim statusom limfnih cvorova, istovremeno, 

znacajno razlikovale i od vrednosti u grupama pacijentkinja sa drugim fenotipovima ERJPR, bez 

obzira na status limfnih cvorova. Sa slike 4.2. se moze videti da, u okviru fenotipa ER-PR-, opsezi 

koncentracija katepsina D u grupama pacijentkinja sa negativnim, odnosno pozitvnim statusom 

limfnih cvorova nisu podudarni, vec se u odredenoj meri razlikuju. Ovi rezultati ukazuju na 

mogucnost da, pored razlike koja postoji u smislu statisticke znacajnosti, postoji i bioloski znacajna 

razlika izmedu dve posmatrane grupe pacijentkinja. Ak:o se uzme u obzir pretpostavka da negativni 

statusi ER i PR ukazuju na to da rast tumora ne zavisi od delovanja estrogena i da signalni put ER, 

uslovljen delovanjem estrogena, nije funkcionalan, moze se pretpostaviti da vrednosti koncentracija 

katepsina D u grupi pacijentkinja sa negativnim statusom limfnih cvorova odra:lavaju konstitutivnu 

ekspresiju katepsina D, dakle nezavisnu od delovanja estrogena, u celijama tumora koje se nalaze u 

fazi uspavanosti. Celije tumora mogu da budu ili u stanju S 1 ili u stanju S2, organizovane bilo kao 

pojedinacne celije bilo kao mikro-metastaze, pri cemu izostanak angiogeneze sprecava rast ne

angiogenih mikro-metastaza preko odredene, mikroskopske velicine, sto se oznacava kao tzv. 

"kancer bez bolesti". Shodno tome, vrednosti koncentracija katepsina D u grupi pacijentkinja sa 

pozitivnim statusom limfnih cvorova, u okviru fenotipa ER-PR-, bi mogle da odra:lavaju ekspresiju 

katepsina D, koja nije zavisna od delovanja estrogena, u celijama tumora koje se nalaze u stanju 

koje se oznacava kao S3, а koje se karakterise time da su mikro-metastaze izasle iz stanja 

uspavanosti (14). Sa obzirom na to da se smatra daje, za malignitete koji poticu od epitelnih celija, 

epitelno-mezenhimalni prelaz jedan od kljucnih dogadaja u metastatskom procesu, moze se 

pretpostaviti da је prelaz u stanje S3 posledica ovog prelaza. Као sto је u uvodu napomenuto, 

epitelno-mezenhimalni prelaz bi mogao da stimulise epitelne celije karcinoma dojke da steknu 

karakteristike "stem" celija kancera -koje su sposobne da se neograniceno samo-obnavljaju i, 

konacno, dovedu do stvaranja klinicki-evidentnih metastaza ( 42). Takode se moze pretpostaviti da 

је maksimalna vrednost koncentracije katepsina D od 37,3 pmol/mg, odredena u grupi pacijentkinja 

sa negativnim statusima limfnih cvorova, ER i PR, priЬliZna maksimalnoj vrednosti koncentracije 

katepsina D u celijama tumora koje su, jos uvek, u fazi uspavanosti i u kojima ekspres~a katepsina 

D nije zavisna od delovanja estrogena. 

U uvodu је vec napomenuta cinjenica da је velicina malignog tumora dojke znacajno 

povezana sa statusom limfnih cvorova, te је analizirana i raspodela vrednosti koncentracija 

katepsina D u grupama bolesnica defmisanim velicinom tumora i statusom steroidnih receptora. 

Slicno prethodnoj analizi, utvrdeno је da, samo u oviru fenotipa ER-PR-, postoji znacajna razlika u 

vrednostima koncentracija katepsina D izmedu 2 grupe pacijentkinja defmisanih na osnovu velicine 

tumora. Opseg vrednosti koncentracija katepsina D u 2 posmatrane grupe pacijentkinja, takode, nije 

bio podudaran. Vrednosti koncentracija katepsina D u grupi pacijentkinja sa fenotipom ER-PR- i sa 
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malim tиmorima sи se, istovremeno, znacajno razlikovale i od vrednosti и grupama pacijentkinja sa 

drиgim fenotipovima ERIPR, bez obzira na velicinи tumora. Као i и slисаји analize pacijentkinja sa 

fenotipom ER-PR- i sa razliCitim statиsima limfnih cvorova, i и ovom slисаји se moze pretpostaviti 

da vrednosti koncentracija katepsina D и grиpi pacijentkinja sa malim tumorima i fenotipom ER-PR 

odra2avajи konstitиtivnи, tj . estrogen-nezavisnи ekspresijи katepsina D и celijama tиmora koje se 

nalaze и fazi иspavanosti i и kojima jos nije doslo do epitelno-mezenhimalnog prelaza i pojave 

""stem"" celija kancera. Nasиprot tome, vrednosti и grиpama pacijentkinja sa velikim tиmorima i 

fenotipom ER-PR-, verovatno, odra2avajи konstitиtivnи ekspresijи katepsina D и celijama koje sи 

pretrpele epitelno-mezenhimalni prelaz i и kojima sи se, verovatno, pojavile ""stem'"' celije kancera 

koje sи sposobne da se neograniceno samo-obnavljajи i, time, dovedи do stvaranja klinicki

eviden~nih metastaza ( 42). I и ovom slисаји se moze pretpostaviti da· је maksiщalna vrednost 

koncentracije katepsina D od 38,7 pmol/mg, odredena и grиpi pacijentkinja sa negativnim statиsima 

limfnih cvorova, ER i PR, priЬliZna maksimalnoj vrednosti koncentracije katepsina D и celijama 

tumora koje sи, jos иvek, и fazi иspavanosti i и kojima је ekspresija katepsina D nezavisna od 

dejstva estrogena. 

Na osnovu rezиltata dobijenih pri analizi raspodele vrednosti koncentracija katepsina D и 

grиpama pacijentkinja koje sи defшisane kombinovanjem statиsa steroidnih receptora sa statиsom 

limfnih cvorova ili velicinom tиmora, vrednost koncentracije katepsina D od 39 pmol/mg је 

defшisana kao granicna vrednost za koncentracije katepsina D na osnovu koje је defmisan statиs 

katepsina D и ispitivanim иzorcima kancera dojke (334). Za vrednosti koncentracije katepsina D 

koje sи bile manje od granicne vrednosti, statиs katepsina D је bio defmisan kao negativan, dok је 

za vrednosti koncentracije katepsina D koje sи bile jednake ili vece od granicne, statиs katepsina D 

bio defmisan kao pozitivan. 

Sa obzirom na to da sи se vrednosti koncentracije katepsina D и grиpama pacijentkinja 

definisanih statиsom limfnih cvorova ili statиsom steroidnih receptora znacajno razlikovale, 

postavilo se pitanje da li се se i statиsi katepsina D и navedenim grupama pacijentkinja znacajno 

razlikovati. Pretpostavljeno је da bi odabrana granicna vrednost za koncentracije katepsina D, 

ukoliko је priЬlizna nekoj pretpostavljenoj granicnoj vrednosti koja ima biolosku znacajnost, trebalo 

da иslovi postojanje znacajne razlike i и statиsima katepsina D izmedи navedenih grиpa 

pacijentkinja. Ova pretpostavka је potvrdena jer је иpotrebom Hi-kvadrat testa иtvrdeno .da postoje 

znacajne razlike и statиsima katepsina D izmedи grиpa pacijentkinja koje sи defmisane bilo 

statusom limfnih cvorova bilo pojedinacnim ili kombinovanim statиsom steroidnih receptora. 
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5. 3. Raspodela koncentracija pS2 

Vrednosti koncentracije pS2 koje sи odredene и ispitivanim uzorcima sи bile и skladи sa 

literaturnim podacima. Роmоси Kolomogorov-Smirnov testa је иstanovljeno da raspodela 

иcestalosti koncentracija pS2 znacajno odstиpa od normalne raspodele (slika 4.4.) i da је neophodno 

primeniti neparametrijske statisticke testove za dа~и analizи . Analiza koncentracija pS2 је pokazala 

da se vrednosti koncentracija pS2 znacajno razlikиjи izmedи grиpa defшisanih na osnovu statиsa 

menopauze pacijentkinja, histoloskog gradиsa tumora ili pojedinacnog/kombinovanog statиsa 

steroidnih receptora. Ovi rezultati sи и saglasnosti sa nekim literaturnim podacima, dok sи и 

sиprotnosti sa drиgim, jer se и literatшi mogи naci razlicite informacije о povezanosti koncentracija 

pS2 sa klasicnim i biohemijskim parametrima prognoze/predikcije toka bolesti. 

Na osnovu dobijenih rezultata, analizirana је raspodela vrednosti koncentracija pS2 и 

grиpama pacijentkinja koje sи defшisane kombinovanjem statusa menopaиze pacijentkinja, statиsa 

steroidnih receptora i histoloskog gradиsa tиmora. Nadeno је da podela pacijentkinja prema statиsи 

ER иslovljava znacajne razlike и vrednostima koncentracija pS2 и okvirи grupe postmenopaиznih 

pacijentkinja koje sи imale tшnore histoloskog gradиsa П, kao i и okvirи grиpe premenopaиznih 

pacijentkinja koje sи imale tиmore histoloskog gradиsa П. Pri tome, opsezi koncentracija pS2 и 

grиpama pacijentkinja sa negativniщ odnosno pozitivnim statиsom ER nisи bili podиdarni. Ovaj 

rezultat ukazuje na mogиcnost da razlika и koncentracijama pS2, koja postoji izmedи grиpa 

pacijentkinja sa razliCitim statиsom ER, pored statisticke ima i biolosku znacajnosti. Kada sи 

rezultati analize predstavljeni graficki (slika 4.5.), иосеnо је da se veoma slicna raspodela vrednosti 

koncentracija pS2 dobija i и grиpama pacijentkinja sa razliCitirn statиsom ER, koje sи bile 

postmenopauzne i imale tиmore histoloskog gradиsa ПI. Iako sи opsezi koncentracija pS2 и 

grиpama pacijentkinja sa negativnim, odnosno pozitivnim statиsom ER, и okvirи poslednjeg 

fenotipa, bili nepodиdarni, vrednosti koncentracija pS2 se nisи znacajno razlikovale prema statиsи 

ER. Iako nema statisticki znacaj, ovaj rezultat је interesantan zbog odredivanja granicne vrednosti 

za ekspresijи pS2. Nairne, cinjenica da vrednosti koncentracije pS2 и grиpi pacijentkinja sa 

negativnim statиsom ER nisи bile vece od 15 ng/mg proteina, kako и slисаји dva fenotipa и okvirи 

kojih је nadena razlika и koncentracijama pS2 za pacUentkinje sa razliCitim statиsima ER, tako i и 

slисаји fenotipa и kome razlika nije nadena (slika 4.5.), ukazuje na to daje koncentracija pS2 od 15 

ng/mg priЬlizna maksimalnoj vrednosti koncentracije pS2 и onim celijama tиmora и kojima 

ekspresija pS2 nije kontrolisana delovanjem estrogena. Stoga је vrednost koncentracije pS2 od 15 

ng/mg definisana kao granicna vrednost za koncentracije pS2 na osnovu koje је defmisan statиs pS2 

и ispitivanim uzorcirna kancera dojke (334). Za vrednosti koncentracije pS2 koje sи bile manje od 
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granicne vrednosti, status pS2 је bio defmisan kao negativan, dok је za vrednosti koncentracije pS2 

koje su Ьile jednake ili vece od granicne, status pS2 Ьiо defmisan kao pozitivan. 

Upotrebom Hi-kvadrat testa, а na osnovu defmisane granicne vrednosti za koncentracije pS2, 

Је ispitivano da li izmedu grupa pacijentkinja, za koje su nadene statisticki znacajne razlike u 

vrednostima koncentracija pS2, postoji i statisticki znacajne razlike u statusima pS2. Za razliku od 

katepsina D, u slucaju pS2 nije doЬijena podudarnost grupajer је ustanovljeno postojanje znacajnih 

razlika u statusima pS2 samo izmedu grupa pacijentkinja koje su defmisane pojedinacnim ili 

kombinovanim statusom steroidnih receptora. 

V afuo је пaglasiti da se granicne vrednosti za ekspresiju katepsina D i za ekspresiju pS2, koje 

su defmisane u ovom istrazivanju, razlikuju od granicnih vrednosti koriscenih u drugim 

istra2ivanjima ne samo ро brojnim vrednostima ve6 i ро nacinu na koji su odredene jer su, u vecini 

studija, za granicne vrednosti za ekspresije ovih proteina birane uglavnom vrednosti koje imaju 

statisticki znacaj, kao sto su 25 %-na, 50 %-na ili 75 %-na vrednost koncentracije, ili vrednosti koje 

imaju klinicki znacaj, ali ne i jasnu biolosku osnovu, kao sto је vrednost koja se dobija prilikom 

analiziranja verovatnoca za DFI, а koja odgovara tzv. "minimalnoj р vrednosti". Pregled literatшe 

pokazuje da granicne vrednosti za ekspresije pS2 i katepsina D, do sada, nisu odredivane na nacin 

na kojije to шadeno u ovom istra2ivanju. 

5. 4. Verovatnoce za DFI 

Prognosticki/prediktivni znacaj nekog parametra se ispituje analiziran]em toka bolesti 

pacijenata u okviru odredenog vremenskog perioda nakon hirшske terapije. Broj pacijenata kod 

kojih su se razvile udaljene metastaze i broj pacijenata sa smrtnim ishodom, uslovljen karcinomom 

dojke, nije konstantan tokom perioda pracenja toka bolesti. Postavlja se pitanje da li svi 

prognostickilprediktivni faktori, koji su dostupni i odredeni u momentu hirшske terapije, zadrzavaju 

svoj potencijalni prognostickilprediktivni znacaj za dalje pracenje toka bolesti, nekoliko godina 

nakon hirшske terapije, ili su ovi faktori vremenski-zavisne promenljive (З62-З6З). Pokazano је da 

velicina tumora zadrzava prognosticki znacaj do 7 godina nakon hirшske terapije (ЗЗ5), dok 

prognosticki znacaj ER, koji је najveci neposredno nakon hirшske terapije, ne moze da se odrzi 

dugorocno. Hilsenbeck је pokazao poboljsanu prognozu toka bolesti za pacijentkinje sa ER+ 

tumorima tokom prve З godine pracenja toka bolesti, ali ne i posle З godine (94). ER је, takode, 

imao prediktivni znacaj za rani relaps (u periodu od 2,5 godine nakon hirшske terapije), ali је 

pokazano da se taj znacaj smanjuje tokom vremena (ЗЗ5). 
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Katepsin D i pS2 su proteini Cije ekspresije zavise od delovanja estrogena preko ER tako da је 

za ocekivati postojanje povezanosti koncentracija dva ispitivana proteina sa koncentracijom ER u 

karcinomu dojke. U nasem istrazivanju је, pomocu Spearman-ovog testa za korelaciju rangova, 

utvrdeno da postoji statisticki znacajna korelacija izmedu koncentracije bilo katepsina D bilo pS2 i 

koncentracije ER (р=О,23 i р=О ,З , respektivno, pri cemu је р<О,ОО1 u оЬа slucaja). Sledstveno, za 

ocekivati је da se i prognostickilprediktivni znacaj katepsina D, odnosno pS2 menja tokom duzeg 

perioda pracenja toka bolesti. Stogaje tefuja u ovom istra2ivanju bila da se prognostickilprediktivni 

znacaj katepsina D i pS2 ispita u vremenskom periodu koji је dovoljno dug da Ьi Ьiо relevantan, а 

koji istovremeno i dovoljno kratak da se u njemu odrzi nepromenjenim potencijalni 

prognostickilprediktivni znacaj ovih Ьiomarkera. 

U stuфjama u kojima se ispituje prognostickilprediktivni znacaj nekog parametra, period 

pracenja toka bolesti pacijentkinja bez relapsa varira tako da se tok bolesti ovih pacijentkinja prati 

od par meseci do par desetina meseci, а u nekim studijama i do 10-15 godina, sto uslovljava i 

razlike u medijanama perioda pracenja toka bolesti. Sa obzirom na neujednacenost perioda pracenja 

toka bolesti pacijenatkinja bez relapsa, kako u okviru pojedinacnih studija, tako i izmedu razlicitih 

studija, za ocekivatije da rezultati pojedinih studija, kao i njihovo poredenje, mogu Ьiti diskutabilni. 

Iz ovog razloga је tefuja u ovom istra2ivanju Ьila da vremenski period pracenja toka bolesti za sve 

ispitivane pacijentkinje bude ujednacen. 

Као sto је vec napomenuto, kod najveceg dela pacijentkinja obolelih od karcinoma dojke se 

metastatska bolest razvija u periodu do З godine nakon hirurske terapije. U slucaju pacijentkinja 

koje nisu Ьile lecene adjuvantnom sistemskom terapijom, moze se pretpostaviti da udaUene 

metastaze nastaju kao posledica prirodne agresivnosti tumora. Moguce је da је ova agresivnost 

posledica prisustva '"'stem"" celija kancera. Pored toga, rezultati nekih studija ukazuju da је manja 

populacija malignih celija, u okviru heterogenog tumora dojke, vec programirana da metastazira, 

prvenstveno, u nekom specificnom organu ( 48). Za pacijentkinje koje su lecene adjuvantnoш 

sistemskom terapijom moze se pretpostaviti da su udaljene metastaze posledica de novo rezistencije 

na terapiju. Pretpostavlja se da vecina ""stem"" celija kancera izbegava dejstvo citotoksicnih 

terapija preko aktivnih mehanizama. Кlinicki znacajna karakteristika ""stem"" celija је da one 

mogu da sadrze visoke koncentracije specificnih proteina koji su transporteri za lekove i preko kojih 

se hemioterapeutski agensi izbacuju van celije ( 48). Smatra se i da su neaktivne "stem" celije 

kancera, koje mogu da udu u stanje mirovanja i da odgovaraju "uspavanim" celijama kancera, 

otpornije na delovanje terapeutskih agenasa (336). Ako se maligni tumor odrzava pomocu male 

subpopulacije ""stem"" celija kancera, cije је konstitutivno svojstvo da su otpome na terapeutske 

agense, primena terapije za lecenje tumora rezultira u selektivnom uЬijanju "netumorigenih" celija, 

koje su diferentovane u vecoj meri i koje Cine tumorsku masu, dok "stem" сеЩе kancera 
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prezivljavaju i ostaju sposobne da nastave sa odrzavanjem i/ili ponovnom inicijacijom rasta tumora 

na metastatskom mestu. Neki klinicki dokazi ukazuju na to da se pojava klonova celija tumora koji 

su otporni na citotoksicne lekove desava usled visestrukih mutacija i klonske selekcije (336). 

U nasoj laboratoriji su sprovedene tri odvojene studije, pri cemu su u svakoj od studija sve 

ispitivane pacijentkinje bile ili lecene istom vrstom adjuvantne sistemske terapije (samo hemio

terapijom ili samo hormonskom terapijom) ili uopste nisu bile lecene adjuvantnom sistemskom 

terapijom. Analizom podataka iz te tri studije је ustanovljeno da se prirodan i klinicki tok bolesti 

pacijentkinja obolelih od karcinoma dojke ne razlikuju znacajno u toku prve 3 godine nakon 

hirшske terapije (slika 5.1 .). Imajuci na umu neujednacenost perioda pracenja toka bolesti u 

studijama i njihov potencijalni uticaj na rezultat analize, zatirn potencijalnu zavisnost prognostickog 

znacaja markera od duzine perioda pracenja toka bolest~ kao i ucestalost pojave metastaza, period 

pracenja toka bolesti u ovoj studiji је bio ujednacen, odnosno bio је 36 meseci za sve pacijentkinje 

obolele od karcinoma dojke koje nisu razvile udaljene metastaze. 
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Slika 5.1. - Verovatnoca za DFI (Р) za pacijentkinje koje su primale samo hoт-тonsku (- -) ili 
samo hemijsku (--) terapiju ili uopste nisu primale (- · ·-) adjuvantnu sistemsku teгapiju. 

Idealna studija za ispitivanje klinicke vrednosti nekog faktora prognoze bi trebala da bude 

prospektivna, za defmisan broj pacijenata, koriscenjem unapred izabrane metode i unapred 

defmisane granicne vrednosti za ekspresiju datog faktora. Sa ciljem da se izbegne diskutabilan 

uticaj terapije, studijom bi trebalo da budu obuhvaceni samo pacijenti koji nisu prirnili adjuvantnu 

sistemsku terapiju. Као sto је vec napomenuto, adjuvantna sistemska terapija se primenjuje u sve 

sirem opsegu pacijenata sa prirnarnim operabilnim karcinomom dojke, te Ьi studije, u kojima Ьi se 

93 



DOKTORSКA DISERTACIJA Diskusija 

ispitivao prognosticki znacaj nekog markera u иZem smislu, mogle da budu, prakticno, nemogu6e 

zbog neprihvatljivo malog broja uzoraka. Stoga ispitivanje prognostickog znacaja nekog markera u 

sirem smislu, odnosno nezavisno od terapije, postaje opravdano. 

Verovatno6e za DFI se nisu znacajno razlikovale izmedu grupa pacijentkinja koje su bile 

defmisane samo na osnovu statusa katepsina D ili statusa pS2, sto ukazuje na to da u slucaju 

pacijentkinja obolelih od kancera dojke ni katepsin D ni pS2 nisu nezavisni parametri prognoze toka 

bolesti. Stoga su verovatno6e za DFI analizirane u grupama pacijentkinja koje su bile defmisane 

kombinovanjem klasicnih ilili biohemijskih faktora sa statusom katepsina D ili pS2, da bi se 

ustanovilo da li status ispitivanih proteina ima prognosticki znacaj za karcinom dojke. Na osnovu 

rezultata ovakve analize, ocekivalo se da Ьi kombinovanje faktora omogu6ilo da se preciznije 

identiflkuju: 

- pacijenti sa niskirn rizikom za relaps, kojima pпmena adjuvantne sistemske terapije ne Ьi 

obezbedila dovoljno veliku korist da Ьi se opravdali rizici njene prirnene i koji, stoga, mogu Ьiti 

postedeni adjuvantne sistemske terapije, 

- pacijenti sa visokirn rizikom za relaps, u slucaju kada se pacijenti ne lece adjuvantnom 

sisternskom terapijom. 

Da Ьi se tok analize donekle usmerю, prvo su analizirane verovatno6e za DFI u grupama 

pacijentkinja defmisanim pojedinacnim klasicnim ili Ьiohernijskirn faktorirna. Utvrdeno је da status 

limfnih cvorova, histoloski gradus tumora i status PR uslovljavaju statisticki znacajne razlike u 

verovatno6arna za DFI izmedu grupa pacijentkinja. Ovakav nalaz је u skladu sa opste prihva6enim 

rezultatirna u klinickoj onkologiji. 

5. 4. 1. Verovatnoce za DFI па osnovu statusa katepsina D - u grupama pacijentkinja 

definisanim statusom limfnih cvorova 

U okviru analize kojom se ispitivao znacaj statusa katepsina D, ustanovljeno је da razlika u 

verovatno6ama za DFI, izmedu grupa pacijentkinja defmisanih statusom limfnih cvorova, potice od 

pacijentkinja sa рТ2 tumorirna. Uzimanjem u obzir i statusa katepsina D u grupama pacijentkinja sa 

pozitivnim statusom limfnih cvorova i рТ2 tumorirna, pokazalo se da status katepsina D uslovljava 

statisticki znacajno razliCite verovatno6e za DFI. Kada је status katepsina D Ьiо negativan, 

navedene verovatno6e za DFI su Ьile odredene statusom limfnih cvorova i sa slike 4.9. se moze 

videti da su pacijentkinje sa negativnim statusom limfnih cvorova irnale statisticki znacajno ve6e 

verovatno6e za DFI u odnosu na pacijentkinje sa pozitivnim statusom limfnih cvorova. Medutirn, 

kada је status katepsina D Ъiо pozitivan, status limfnih cvorova nije imao znacaj za pacijentkinje sa 
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рТ2 tumorima jer se verovatnoce za DFI pacijentkinja sa razlicitim statusom limfnih cvorova nisu 

znacajno razlikovale. Istovremeno, ove verovatnoce se nisu znacajno razlikovale ni od verovatnoca 

koje su se odnosile na pacijentkinje sa negativnim statusom limfnih cvorova i negativnim statusom 

katepsina D. Stoga su pacijentkinje, Ciji su tumori bili okarakterisani nepovoljnim klinicko

patoloskim parametrima (pN+ i рТ2), imale povoljniji tok bolesti kada је status katepsina D bio 

pozitivan, odnosno kada је njegova ekspresija bila zavisna od delovanja estrogena. 

Na osnovu ovih rezultata se moze pretpostaviti da u рТ2 tumorima katepsin D ima znacajnu 

ulogu u procesu apoptoze (193). Naime, u velikim tumorimaje tok bolesti pacijentkinja, verovatno, 

uslovljen statusom limfnih cvorova sve dok је koncentracija katepsina D manja od granicne 

vrednosti, tj. nezavisna od delovanja estrogena, jer tada katepsin D ne ucestvuje u signalnom putu 

za apoptozu, odnosno ne stimulise apoptozu u dovoljnoj meri. Medutim, pri koncentracijama 

katepsina D koje su zavisne od delovanja estrogena, odnosno vece od granicne vrednosti, katepsin 

D aktivira neki od signalnih puteva za apoptozu sto ima za posledicu da pacijentkinje sa pozitivnim 

statusom katepsina D imaju povoljniji tok bolesti. 

Dodatnom analizom u grupama pacijentkinja definisanim na osnovu statusa limfnih cvorova 

Је ustanovljeno da postoji statisticki znacajna razlika u verovatnocama za DFI u okviru grupe 

pacijentkinja sa pozitivnim statusom limfnih cvorova koje su, pri tome, imale tumore histoloskog 

gradusa III. Razlika је bila uslovljena statusom katepsina D tako da su pacijentkinje sa pozitivnim 

statusom katepsina D imale statisticki znacajno vece verovatnoce za DFI u odnosu na pacUentkinje 

sa negativnim statusom katepsina D. Na osnovu ovog rezultata se moze pretpostaviti da, u 

tumorima koji su izrazito proliferativni i koji su se rasejali u limfne cvorove, katepsin D ima ulogu 

u procesu apoptoze (193, 195). Pozitivan status katepsina D uslovljava stimulisanje procesa 

apoptoze, verovatno usled toga sto se aktivira signalni put za apoptozu u kome ucestvuje katepsin 

D, sto ima za posledicu da pacijentkinje sa estrogen-zavisnim koncentracijama katepsina D imaju 

povoljniji tok bolesti. 

Navedeni rezultati su protivni rezultatima studija prerna kojima је katepsin D nepovoljan 

parametar prognoze toka bolesti (139, 205, 337). Rezultati analize u ovoj studiji ukazuju na 

pozitivnu ulogu katepsina D, odnosno ulogu njegove estrogen-zavisne ekspresije i to u tumorima 

koji su okarakterisani veorna nepovoljnim klinicko-patoloskim parametrima (pN+ i pT2/gradus III). 

Sa evolucione tacke gledista, postojanje razlicitih signalnih puteva za iniciranje apoptoze, u 

kojima verovatno ucestvuje i katepsin D, bi trebalo da zastiti celije od kancerogenih transforrnacija. 

Stoga bi mogucnost divergencije signalnih puteva mogla da bude objasnjenje za relativno retku 

pojavu kancera, uzimajuCi u obzir veorna veliki broj mutacija i gresaka prilikom deoba celija u toku 

zivota svakog organizma. 
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5. 4. 2. Verovatnoce za DFI na osnovu statusa katepsina D - u grupama pacijentkinja 

definisanim histoloskim gradusom 

Kada је analiziran znacaj statusa katepsina D u grupama pacijentkinja definisanim na osnovu 

histoloskog gradusa tumora, nadeno је da, u slucaju negativnog statusa katepsina D, tok bolesti 

pacijentkinja zavisi od histoloskog gradusa tumora. Sa slike 4.11 se moze videti da su najpovoUniji 

tok bolesti imale pacijentkinje Ciji su tumori Ьili najpovoljnijeg histoloskog gradusa (gradus I), dok 

su pacijentkinje Ciji su tumori Ьili najnepovoljnijeg histoloskog gradusa (gradus III) imale 

najnepovoljniji tok bolesti. Pri tome su se verovatnoce za DFI statisticki znacajno razlikovale 

izmedu tri grupe pacijentkinja. U slucaju pozitivnog statusa katepsina D, tok bolesti pacijentkinja 

nije zavisio od histoloskog gradusa tumora jer se verovatnoce za DFI ovih pacijentkinja nisu 

znacajno razlikovale. 

Na osnovu ovog rezultata se moze pretpostaviti da, u tumorima u kojima је ekspresija 

katepsina D nezavisna od estrogena, protein nije aktivan ili, bar, nema znacajnu ulogu u procesima 

proliferacije i diferencijacije tumora. Medutim, pri koncentraciji katepsina D koja је zavisna od 

delovanja estrogena, moze se pretpostaviti da protein ima ulogu u pomenutim procesima, ali ta 

uloga nije jasna. Verovatnoce za DFI pacijentkinja sa pozitivnim statusom katepsina D su 

ujednacene i ne ukazuju ni na povoljniji ni na nepovoljniji tok bolesti pacijentkinja te se na osnovu 

toga ne moze izvesti neki zakljucak. Medutim, kada se analizira znacaj statusa katepsina D u 

gruparna pacijentkinja koje su imale tumore odredenog histoloskog gradusa, moze se pretpostaviti 

da postoji sustinska razlika vezana za ulogu katepsina D u tumorima razliCitog histoloskog gradusa. 

Pacijentkinje sa tumorima histoloskog gradusa III su imale vece verovatnoce za DFI kada је 

status katepsina D Ьiо pozitivan. Pacijentkinje sa tumorima histoloskog gradusa III i sa pozitivnim 

statusom limfnih cvorova su imale statisticki znacajno vece verovatnoce za DFI kada је status 

katepsina D Ьiо pozitivan. Dakle, u tumorima nepovoljnog histoloskog gradusa, pozitivan status 

katepsina D је Ьiо povoljan parametar usled pretpostavljene uloge katepsina D u stimulisanju 

apoptoze. Nasuprot tome, u tumorima histoloskog gradusa I, pozitivan status katepsina D је Ьiо 

nepovoljan prognosticki parametar jer је uslovljavao da pacUentkinje sa pozitivnim statusom imaju 

statisticki znacajno manje verovatnoce za DFI u odnosu na pacijentkinje sa negativnim statusom 

katepsina D, sto је u skladu sa vecinom literaturnih podataka о katepsinu D kao nepovoljnom 

prognostickom parametru. 

Moze se pretpostaviti da u tumorima histoloskog gradusa I, koji su dobro diferentovani i slabo 

proliferativni, nasuprot tumora histoloskog gradusa III, katepsin D ima ulogu u procesu proliferacije 

malignih celija (169). Kada је koncentracija katepsina D u celijama tumora veca od granicne 
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vrednosti, verovatno dolazi do aktivacije odredenog signalnog puta kojirn se stirnulise proces 

proliferacije tumorskih celija. Na moguCi znacaj uloge katepsina D u procesu proliferacije celija 

tumora ukazuje i rezultat prema kome nijedna od ispitanih pacijentkinja sa tumorirna histoloskog 

gradusa I i sa negativnim statusom katepsina D nije irnala relaps u toku perioda pracenja toka 

bolesti. Za izlecenje pacijentkinja sa navedenim karakteristikama bi, verovatno, Ьila dovoljna samo 

hirurska terapija. 

5. 4. 3. Verovatnoce za DFI na osnovu statusa pS2 - u grupama pacijentkinja definisanim 

statusom limfnih cvorova 

Pri ispitivanju znacaja statusa pS2, utvrdeno је da postoji statisticki znacajna razlika u 

verovatnocama za DFI izmedu grupa pacijentkinja sa negativnim, odnosno pozitivnim statusom 

limfnih cvorova i da razlika potice od pacijentkinja sa estrogen-nezavisnim koncentracijama pS2. 

Za pacijentkinje sa estrogen-zavisnim koncentracijama pS2, verovatnoce se nisu znacajno 

razlikovale bez obzira na status limfnih cvorova pacijentkinja. Dalja analiza је pokazala da su se 

verovatnoce za DFI statisticki znacajno razlikovale i izmedu grupa pacijentkinja sa negativnim 

statusom pS2 i sa razlicitim statusirna limfnih cvorova, ukoliko su pacijentkinje Ьile 

postmenopauzne, dok razlika nije nadena izmedu grupa premenopauznih pacijentkinja. Ni u ovom 

slucaju se, za pacijentkinje sa pozitivnirn statusom, tj. estrogen-zavisnim koncentracijama pS2, 

verovatnoce za DFI nisu znacajno razlikovale bez obzira na status limfnih cvorova pacijentkinja. 

Iako se verovatnoce za DFI nisu statisticki znacajno razlikovale u slucaju premenopauznih 

pacijentkinja, verovatnoce su zavisile od intervala pracenja toka bolesti na slican nacin kao u 

slucaju postmenopauznih pacijentkinja. Та cinjenica ukazuje, sa jedne strane, na mogucnost da је 

nepostojanje znacajne razlike, mozda, posledica nedovoljnog broja pacijentkinja u analiziranim 

podgrupama. Ukoliko se iskljuCi ta mogucnost, objasnjenje za nadenu razliku u verovatnocama za 

DFI izmedu podgrupa postmenopauznih pacijentkinja se moze naCi u nacinu aktivacije ER. Poznato 

је da је ekspresija gena za pS2 regulisana posredstvom ER. Pri tome, ER moze Ьiti aktiviran 

delovanjem estrogena - ligand-zavisna aktivacija (338). Medutirn, evolucioni dokazi sugerisu da 

transkripcija gena za pS2 moze da bude aktivirana i nezavisno od estrogena, odnosno posredstvom 

ER koji ne odgovara na delovanje estrogena vec deluje kao konstitutivni transkripcioni aktivator -

ligand-nezavisna aktivacija (339). 

Stoga se moze pretpostaviti da, u slucaju postmenopauznih pacijentkinja, pri niskim 

koncentracija pS2 u tumorirna, dominantno dolazi do ligand-nezavisne aktivacija ER koja dovodi 

do aktivacije odredenog signalnog puta. U okviru tog pretpostavljenog signalnog puta, pozitivan 
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status limfnih cvorova, verovatno, uslovljava nastanak udaljenih metastaza, moguce zbog povecane 

proliferacije. Moguce је da prisustvo pS2 u koncentracijama koje su vece od pretpostavljene 

granicne vrednosti dovodi do aktivacije mehanizma, odnosno signalnog puta koji sprecava maligne 

celije tumora da proliferisu (287) i da produ metastatsku kaskadu (283), sto uslovljava da se 

verovatnoce za DFI pacijentkinja sa pozitivnim statusom pS2 ne razlikuju znacajno. 

5. 4. 4. Verovatnoce za DFI na osnovu statusa pS2 - u grupama pacijentkinja definisanim 

histoloskim gradusom 

Sa obzirom na to da је nadena statisticki znacajna razlika u verovatnocama za DFI izmedu 

grupa pacijentkinja sa tumorima histoloskog gradusa I i IП, kao i izmedu grupa pacijentkinja sa 

tumorima histoloskog gradusa П i IП, pacijentkinje sa tumorima histoloskog gradusa I ili П su 

analizirane kao da pripadaju istoj grupi. Nadeno је da postoji statisticki znacajna razlika u 

verovatnocama za DFI izmedu grupa pacijentkinja sa tumorima histoloskih gradusa IIII i III 

(р=О,ОО5, slika 5.2.). Postavilo se pitanje da li neki dodatni parametri uslovljavaju postojanje te 

razlike. 
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Slika 5.2. - Verovatnoca za DFI (Р) za pacijentkinje sa tиmoт-ima histoloskog gradиsa Ј ili 11 (Ј+ 11), 
odnosno histoloskog gradиsa ЈЦ и intervalи рт-асепја toka bolesti od 36 meseci (log-rank test, 
р=О, 005). И zagradama је prikazan Ьт-ој pacijentkinja sa potvn1enim иdaljenim metastazama i 
иkирап broj pacijentkinja и datoj grиpi. 
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Utvrdeno је da је razlika и verovatnocama za DFI Ьila иslovljena tиmorima koji sи Ьili 

jednaki ili veci od 2 cm, i to и grиpi pacijentkinja sa estrogen-nezavisnim koncentracijama pS2, dok 

и grиpi pacijentkinja sa estrogen-zavisnim koncentracijama pS2 razlika и verovatnocarna nije 

postojala (slika 4.14.). Verovatnoca nastanka иdaljenih metastaza и velikim, odnosno рТ2 tumorima 

ј е znacajno veca ako sи tumori histoloskog gradиsa III, odnosno ako sи celije tumora okarakterisane 

niskim stepenom diferentovanosti i visokim stepenom proliferativnosti. Moze se pretpostaviti da, и 

рТ2 tиmorima, prisиstvo pS2, pri koncentracijama koje sи estrogen-zavisne, aktivira signalni риt и 

okvirи koga protein ima anti-proliferativnи иlоgи (287). Posledica ovakve иloge pS2 moze da Ьиdе 

иjednacen stepen proliferativnosti i diferentovanosti celija tumora razlicitih histoloskih gradиsa Sto 

иslovljava da se verovatnoce za DFI izmedи grиpa pacijentkinja sa estrogen-zavisnim 

koncentracijama pS2 ne razlikujи znacajno . 

Razlike и verovatnocama za DFI sи nadene i и okvirи grиpe pacijentkinja sa tиmorima 

histoloskog gradиsa П. Analizom је иtvrdeno da, и ovoj grиpi pacijentkinja, znacajan иticaj na tok 

bolesti ima kako statиs menopaиze pacijentkinja tako i statиsi ER, PR i pS2 и tиmorima 

pacijentkinja. Prvi rezultat koji se odnosi na navede razlike pokazuje da se postmenopaиzne 

pacijentkinje sa tиmorima histoloskog gradиsa П i estrogen-nezavisnim koncentracijama pS2 ne 

razlikujи znacajno, sto se tice toka bolesti, kada sи okarakterisane fenotipom ER+PR+ ili ER+PR

(slika 4.15 .). Medиtirn, и slисаји kada је koncentracija pS2 и tиmorima zavisna od estrogena, tok 

bolesti pacijentkinja sa navedenim ER!PR fenotipovima se statisticki znacajno razlikuje. Moze se 

pretpostaviti da је, и slисаји postmenopauznih pacijentkinja, aktivan signalni риt koji podrazumeva 

ligand-nezavisnи aktivacijи ER (339) koja, dalje, aktivira ekspresijи gena za PR i gena za pS2 . 

Kada pS2 nije prisиtan и tumorima и dovoljno visokoj koncentraciji, verovatnoca nastanka 

иdaljenih metastaza nije иslovljena statиsom PR. Medиtim, ako је pS2 eksprimiran и tumorima и 

dovoljno visokoj koncentraciji, mogиce је da pS2 иcestvuje и signalnom риtи kao potentni inhiЬitor 

proliferacije (287). No, rezultat ukazuje da, и tumorima sa negativnim statиsom PR, taj signalni риt 

nije potpuno funkcionalan sto omogиcava nastanak иdaljenih metastaza. U tom smislи moze da 

Ьиdе indikativno da nijedna pacijentkinja sa fenotipom ER+PR+ nije imala relaps и tokи pracenja 

toka bolesti. 

Drиgi rezultat se odnosi na pacijentkinje sa pozitivnim statиsima ER i PR ( slika 4.16). U 

slисаји kada је koncentracija pS2 и tиmorima zavisila od delovanja estrogena, postojala је 

statisticki znacajna razlika и verovatnocarna za DFI izmedи pacijentkinja sa razlicitim statиsima 

menopauze. IrnajиCi и vidи pretpostavljeni signalni риt za pS2 и tumorima postmenopauznih 

pacijentkinja, и okvirи koga dolazi do ligand-nezavisne aktivacije ER, moze se pretpostaviti da је и 

slисаји premenopauznih pacijentkijna aktivan signalni риt za pS2 и okvirи koga dolazi do ligand

zavisne aktivacije ER. Usled takve aktivacije ER, mogиce је da pS2, pri dovoljno visokim 
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koncentracijama u tumorirna premenopauznih pacijentkinja, irna ulogu bilo u sprecavanju apoptoze 

(287) bilo u rasejavanju malignih celija (283). ОЬе potencijalne funkcije pS2 u tumorirna 

premenopauznih pacijentkinja bi mogle da omoguce nastanak udaljenih metastaza sto irna za 

posledicu nepovoljniji tok bolesti ovih pacijentkinja. Mogucu potvrdu ovakve pretpostavke 

predstavlja i rezultat prema kome premenopauzne pacijentkinje sa tumorirna histoloskog gradusa П 

i fenotipom ER+PR+pS2- irnaju statisticki znacajno vecu verovatnocu za DFI u odnosi na 

odgovarajuce pacijentkinje sa fenotipom ER+PR+pS2+, sa obzirom na to da nijedna od navedenih 

pacijentkinja sa negativnim statusom pS2 nije irnala relaps u toku pracenja toka bolesti. 
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6. ZAКLJUCCI 

Istra.Zivanje u okviru ove doktorske disertacije је zasnovano na sledecim osnovama: 

- Znacaj faktora prognoze/predikcije toka bolesti se menja tokom perioda pracenja toka bolesti. 

- Tok bolesti ranog karcinoma dojke u prve З godine pracenja toka bolesti se karakterise pojavom 

maksimalnog broja udaljenih metastaza. Ovaj broj је nezavisan od primenjene terapije (samo 

hirшska terapija, hirшska i hemio-terapija, hirшska i hormonska terapija). 

- Ispitivani su estrogenom-indukovani molekulski Ьiomarkeri, pS2 i katepsin D, u svrhu 

odredivanja estrogen-zavisne vs. estrogen-nezavisne ekspresije, odnosno sa ciljem odredivanja 

granicne vrednosti za defmisanje povisenih vs. bazicnih koncentracija, odnosno za defmisanje 

"statusa" Ъiomarkera. 

- Odredivanje kvatitativnog sadr.Zaja pS2 i katepsina D, u istra.Zivacke svrhe, omogucava ispitivanje 

njihovog Ьioloskog znacaja. 

Na osnovu rezultata ovog istra.Zivanja mogu se izvesti sledeCi zaklucci: 

• Analiza povezanosti klasicnih i Ьiohemijskih faktora prognoze/predikcije toka bolesti sa 

koncentracijama pS2, odnosno katepsina D је omoguCila definisanje granicnih vrednosti, za 

ekspresiju pS2 (15 ng/mg) i za ekspresiju katepsina D (39 pmol/mg) u karcinomu dojke, koje 

imaju ne samo statisticki, vec i Ьioloski znacaj, u smislu defmisanja estrogen-zavisne vs. 

estrogen-nezavisne ekspresije. 

• Analiza toka bolesti u celoj grupi ispitivanih pacijentkinja је pokazala da пi katepsin D ni pS2 

nisu nezavisni faktori prognoze toka bolesti. 

• Analiza toka bolesti na osnovu statusa katepsina D ukazuje na ulogu ovog proteina u procesima 

proliferacije i apoptoze, odnosno na пjegov Ьioloski znacaj u karcinomu dojke. 

• Analiza toka bolesti na osnovu statusa katepsina D omogucava da se odredi klinicki znacaj 

katepsina D u karcinomu dojke, odnosno defmisu visoko-rizicne grupe pacijentkinja (pN+ рТ2 

CD-, pN+ IП CD-, I CD+ ), kao i nisko-rizicna grupa pacijentkinja (I CD-). 

• Analiza toka bolesti na osnovu statusa pS2 ukazuje na anti-proliferativnu i anti-apoptotsku, kao i 

ulogu ovog proteina u rasejavanju malignih celija, odnosno na njegov Ьioloski znacaj u 

karcinomu dojke. 

• Analiza toka bolesti na osnovu statusa pS2 omogucava da se odredi klinicki znacaj pS2 u 

karcinomu dojke, odnosno defmisu visoko-rizicne grupe pacijentkinja (post pN+ pS2-, рТ2 IП 

pS2-, pre П ER+PR+ pS2+), kao i nisko-rizicne grupe pacijentkinja (post П ER+PR+ pS2+, pre 

П ER+PR+ pS2-). 
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Opsti zakljucci ovog istra.Zivanja su: 

I - Ispitivanje pS2 i katepsina D omogucava da se pretpostavi moguca uloga ovih Ьiomarkera u 

procesima proliferacije i apoptoze koji predstavljaju osnov za sukcesivne dogadaje koji 

dovode do pojave udaUenih metastaza. 

П- U periodu od З godine, bez obzira na primenjenu terapiju za lecenje karcinoma dojke, pS2 i 

katepsin D omogucavaju defmisanje grupa pacijentkinja sa niskim/visokim rizikom za 

pojavu udaljenih metastaza radi kreiranja individualnih profila Ьiomarkera, а sa krajnim 

ciljem poboljsanja prognoze klinickog toka bolesti. Pri tome, pS2 i katepsin D ne 

predstavljaju nezavisne pokazatelje vec su zavisni od klasicnih i Ьiohemijskih faktora 

prognoze/predikcije toka bolesti. Rezultati ovakvog istra.Zivanja predstavljaju osnovu za 

potonja klinicka istra.Zivanja. 
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8. SPISAK SКRACENICA 

Skracenica Punnaziv strana 

DFI interval bez ponovne pojave bolesti 1 

os ukupno prezivljavanje 1 

ЕМТ epitelno-mezenhimalni pelaz 11 

ER receptor za estrogen 14 

PR receptor za progesteron 14 

HER2/neu humani epidermalni faktor rasta 2 14 

NSAВP The National Sшgical Adjuvant Breast and Bowel Project 15 

SEER Sшveillance, Epidemiology and End Results 16 

IDC invazivni duktalni karcinom 16 

IL invazivni lobularni karcinom 16 

SBR klasiflkacija Scarff-Bloom-Richardson klasifikacija 17 

IGF faktor rasta slican insulinu 22 

ТNF faktor nekroze tumora 22 

EGF epidermalni faktor rasta 22 

bFGF bazni flbroЬlasni faktor rasta 22 

iRNK informaciona RNK 22 

Asn asparagm 22 

М6Р manoza-6-fosfat 23 

M6P-R receptor za manozu-6-fosfat 23 

Asp aspartat 24 

АТР adeno zin-З-fosfat 26 

IAP inhiЬitor proteina apoptoze 30 

ELISA esej sa enzimom na adsorbentu 33 

IRМA imuшadiometrijski esej 33 

TFF detelinasti faktor 35 

SP spazmo liticni protein 35 

IТF crevni detelinasti faktor 35 

ERE element odgovora na delovanje estrogena 35 
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