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Metabolički i redoks profil ćelija tumora i masnog tkiva dojke 
premenopauzalnih žena: veza sa gojaznošću 

 

REZIME  

Incidenca premenopauzalnog karcinoma dojke i gojaznosti je u porastu, a veza između ovih oboljenja 
je izrazito kompleksna. Gojaznost pokazuje negativnu korelaciju sa incidencom premenopauzalnog 
karcinoma dojke, ali pozitivnu korelaciju sa stopom metastaza, terapijske rezistencije i smrtnosti. 
Metaboličko reprogramiranje i visoka plastičnost redoks homeostaze su fundamentalne karakteristike 
malignog fenotipa koje omogućavaju adaptivni odgovor na povišene energetske zahteve i selektivne 
pritiske poreklom iz tumorske mikrosredine. U karcinomu dojke adipociti su ključni konstituent tumorske 
mikrosredine, a dvosmerna komunikacija između kancerskih ćelija i adipocita doprinosi proliferativnom i 
invazivnom potencijalu kancerskih ćelija. Uprkos ovakvim nalazima, in vivo molekulski mehanizmi 
redoks-senzitivnog metaboličkog reprogramiranja su mahom nepoznati. Cilj ove doktorske disertacije bio 
je da se okarakteriše redoks i metabolički profil tumorskog i masnog tkiva normalno uhranjenih i gojaznih 
premenopauzalnih žena sa benignim, odnosno malignim tumorom dojke i identifikuju ključni metabolički 
putevi i transkripcioni faktori uključeni u redoks-senzitivno metaboličko reprogramiranje. Pokazana 
povećana ekspresija osnovnih enzima antioksidativne odbrane ukazuje da malignitet indukuje 
uspostavljanje nove redoks homeostaze, paralelno u tumorskom i masnom tkivu. Diferencijalna ekspresija 
enzima antioksidativne odbrane i master regulatora redoks homeostaze, nukleusnog faktora-eritroid faktor 
2-zavisnog faktora 2 (Nrf2), između normalno uhranjenih i gojaznih žena, ukazuje da gojaznost utiče na 
uspostavljanje nove redoks homeostaze u tkivima dojke. Simultano sa redoks reprogramiranjem, povećana 
ekspresija AMP-aktivirane protein kinaze (AMPK), enzima glikolize i pentozofosfatnog puta ukazuje na 
uspostavljanje AMPK-zavisnog Varburgovog efekta. Posledično, metabolizam glukoze u tumorskom tkivu 
je usmeren ka glikolizi uz produkciju laktata i pentozofosfatnom putu, dok je u masnom tkivu usmeren 
prevashodno ka pentozofosfatnom putu, ističući tkivno specifičan karakter Varburgovog efekta. U skladu 
sa Varburgovim efektom, smanjena ekspresija enzima oksidativne dekarboksilacije piruvata i Krebsovog 
ciklusa, a povećana ekspresija enzima oksidativne fosforilacije ukazuju da se metabolizam mitohondrija u 
tumorskom tkivu održava zahvaljujući plastičnosti anaplerotskih puteva. Sa druge strane, povećan broj 
kopija mitohondrijske DNK, kao i povećana proteinska ekspresija enzima oksidativne dekarboksilacije 
piruvata, Krebsovog ciklusa i oksidativne fosforilacije ukazuju da je indukcija oksidativnog metabolizma 
u osnovi metaboličkog reprogramiranja masnog tkiva u malignitetu. Markantne razlike u ekspresiji enzima 
uključenih u mobilizaciju, β-oksidaciju i de novo sintezu masnih kiselina između normalno uhranjenih i 
gojaznih premenopauzalnih žena ukazuju da gojaznost utiče na smer metaboličkog reprogramiranja u 
tumorskom i masnom tkivu dojke. Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da u procesu neoplastične 
transformacije tumorsko i masno tkivo dojke čine kompleksan pseudo-organ u kome dolazi do 
uspostavljanja specifičnih redoks i metaboličkih profila u zavisnosti od sistemskih i lokalnih uticaja 
gojaznosti na tumorsku mikrosredinu u kojoj se razvija karcinom dojke.  

KLJUČNE REČI: premenopauzalni karcinom dojke, masno tkivo, redoks homeostaza, 
metaboličko reprogramiranje, gojaznost. 

NAUČNA OBLAST: Biologija 

UŽA NAUČNA OBLAST: Biologija ćelija i tkiva 



 
 

Metabolic and redox profile of breast tumor and adipose cells in 
premenopausal women: the relationship with obesity 

 

SUMMARY 

The incidence of premenopausal breast cancer and obesity is rising, while accumulating evidence shows 
that the relationship between two diseases is highly complex. Obesity shows a negative correlation with the 
incidence of premenopausal breast cancer but a positive correlation with the rate of metastasis, therapeutic 
resistance, and mortality. Metabolic reprogramming and high redox homeostasis threshold are fundamental 
characteristics of the malignant phenotype that enable adaptive responses to increased energy demands and 
selective pressures imposed by the tumor microenvironment. In breast cancer, adipocytes represent a crucial 
component of the tumor microenvironment, where two-way communication between cancer cells and 
adipocytes contributes to cancer cell proliferation and invasion. Despite such findings, in vivo molecular 
mechanisms of redox-sensitive metabolic reprogramming remain mostly unknown. This doctoral 
dissertation aimed to characterize the redox and metabolic profile of tumor and adipose tissue of normal-
weight and obese premenopausal women with benign or malignant breast tumors and identify key metabolic 
pathways and transcription factors involved in redox-sensitive metabolic reprogramming. Increased 
expression of main antioxidant defense enzymes was shown, indicating that malignancy contributes to the 
establishment of new redox homeostasis, both in tumor and adipose tissue. Differential expression of 
antioxidant defense enzymes and the master regulator of redox hemostasis, the nuclear factor-erythroid 
factor 2-related factor 2 (Nrf2), between normal-weight and obese women indicates that obesity affects the 
establishment of new redox homeostasis. Simultaneously with redox reprogramming, increased expression 
of AMP-activated protein kinase (AMPK), glycolytic, and pentose phosphate pathway enzymes indicates 
the establishment of an AMPK-dependent Warburg effect. Consequently, glucose metabolism in tumor 
tissue is directed to glycolysis with lactate production and the pentose phosphate pathway, while in adipose 
tissue, it is directed primarily to the pentose phosphate pathway, emphasizing the tissue-specific character 
of the Warburg effect. Consistent with the Warburg effect, decreased expression of pyruvate 
decarboxylation and Krebs cycle enzymes and increased expression of oxidative phosphorylation enzymes 
indicate that mitochondrial metabolism in tumor tissue is maintained due to the plasticity of anaplerotic 
pathways. On the other hand, increased mitochondrial copy number, as well as protein expression of 
pyruvate decarboxylation, Krebs cycle, and oxidative phosphorylation enzymes indicate that the induction 
of oxidative metabolism underlies metabolic reprogramming of adipose tissue in malignancy. Striking 
differences in the expression of enzymes involved in mobilization, β-oxidation, and de novo synthesis of 
fatty acids between normal-weight and obese premenopausal women indicate that obesity affects the 
direction of metabolic reprogramming in breast tumor and adipose tissue. This doctoral dissertation showed 
that in the process of neoplastic transformation, breast tumor and adipose tissue behave as a complex 
pseudo-organ in which specific redox and metabolic profiles are established, in accordance with the 
systemic and local influences of obesity on the tumor microenvironment. 

KEYWORDS: premenopausal breast cancer, adipose tissue, redox homeostasis, metabolic 
reprogramming, obesity. 
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1 
 

1. UVOD 
 

1.1. Karcinom dojke kod premenopauzalnih žena 

Karcinom dojke je najčešće maligno oboljenje kod žena sa preko milion dijagnostikovanih 
slučajeva godišnje širom sveta (Bray i sar., 2018). U Republici Srbiji karcinom dojke je takođe 
najčešće maligno oboljenje kod žena sa najvećom stopom mortaliteta u Evropi (Mihajlović i sar., 
2013). Na osnovu menopauzalnog statusa karcinom dojke se klasifikuje kao premenopauzalni ili 
postmenopauzalni ukoliko se javlja kod mladih žena pre menopauze, odnosno starijih žena posle 
menopauze. Ova distinkcija je važna zato što su uzroci, molekulske karakteristike, dijagnostika, 
terapijski pristup, prognoza i ishod bolesti u vezi sa menopauzalnim statusom i značajno se 
razlikuju između premenopauzalnih i postmenopauzalnih žena (Heer i sar., 2020). Tako je 
incidenca premenopauzalnog karcinoma dojke u poslednjim decenijama u porastu, dok se 
incidenca postmenopauzalnog karcinoma dojke smanjuje (Johnson i sar., 2013). Pored toga, 
epidemiološke studije pokazuju da je rana detekcija otežana kod mladih žena, te da se 
premenopauzalni karcinom dojke tipično identifikuje u poodmaklim stadijumima (Rosenberg i 
sar., 2015), kao i da često pokazuje veću agresivnost i nižu stopu preživljavanja u poređenju sa 
postmenopauzalnim karcinomom dojke (Lewis i sar., 2014). Uprkos ovakvim nalazima, 
premenopauzalni karcinom dojke je nedovoljno ispitan, a faktori rizika i molekulske karakteristike 
karcinoma dojke kod premenopauzalnih žena su mahom nepoznati.  

Karcinom dojke je heterogeno maligno oboljenje koje se patohistološki može klasifikovati na 
nekoliko načina: po veličini tumora, histološkom gradusu, zahvaćenosti aksilarnih limfnih čvorova 
i prisustvu hormonskih receptora (Eliyatkin i sar., 2015). Na osnovu prisustva ili odsustva 
hormonskih receptora, karcinom dojke se može podeliti na estrogen-pozitivan/negativan   
(ER+/ER-), progesteron-pozitivan/negativan (PR+/PR-) i receptor humanog epidermalnog faktora 
rasta 2-pozitivan/negativan (HER2+/HER2-). U odnosu na kombinaciju prisutnih receptora, 
karcinom dojke se klasifikuje na nekoliko molekulskih podtipova: luminalni tip A 
(ER+/PR+/HER2-), luminalni tip B (ER+/PR+/HER2+), HER2 pozitivan (ER-/PR-/HER2+) i 
trostruko negativan (ER-/PR-/HER2-). Najčešći tip karcinoma dojke kod premenopauzalnih žena 
je invazivni duktalni karcinom luminalnog tipa A (Birmann i sar., 2017).  

 

1.2. Paradoks gojaznosti i karcinoma dojke kod premenopauzalnih žena 

Gojaznost poprima epidemijske razmere, sa preko petsto miliona gojaznih i gotovo milijardu 
prekomerno uhranjenih ljudi širom sveta. Novije studije dovode gojaznost u vezu sa incidencom 
nekoliko vrsta malignih oboljenja, uključujući i karcinom dojke (Renehan i sar., 2008). Veza 
između gojaznosti i postmenopauzalnog karcinoma dojke je dobro opisana i gojaznost se 
nedvosmisleno smatra jednim od faktora rizika za nastanak karcinoma dojke kod 
postmenopauzalnih žena (Cheraghi i sar., 2012; Xia i sar., 2014). Takođe, gojaznost se dovodi u 
vezu sa povećanom incidencom invazivnih karcinoma, stopom recidiva i smrtnosti kod 
postmenopauzalnih žena (Niraula i sar., 2012; White i sar., 2012). Nasuprot tome, veza između 
gojaznosti i premenopauzalnog karcinoma dojke je kompleksnija i još uvek nedovoljno ispitana. 
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Naime, novije studije su pokazale negativnu korelaciju između gojaznosti i incidence 
premenopauzalnog karcinoma dojke (Rose i sar., 2010; Cheraghi i sar., 2012), posebno kada su u 
pitanju estrogen- i progesteron-pozitivni podtipovi (Schoemaker i sar., 2018). Interesantno, 
gojaznost u detinjstvu, adolescenciji i pre menopauze negativno korelira sa rizikom od 
premenopauzalnog i postmenopauzalnog karcinoma dojke, dok gojaznost posle menopauze 
pozitivno korelira sa rizikom od karcinoma dojke (Baer i sar., 2010). I pored toga što se gojaznost 
čak može smatrati protektivnim faktorom u odnosu na razvoj karcinoma dojke kod 
premenopauzalnih žena, epidemiološke studije pokazuju veće incidence metastaza i terapijske 
rezistencije, odnosno nižu stopu preživljavanja kod gojaznih premenopauzalnih žena u odnosu na 
normalno uhranjene žene (Chan i sar., 2014; Lee i sar., 2019). Kako bi se utvrdili molekulski 
mehanizmi koji stoje u osnovi ovog, naizgled paradoksalnog odnosa između gojaznosti i 
premenopauzalnog karcinoma dojke, neophodne su sveobuhvatne in vivo studije koje uključuju 
normalno uhranjene i gojazne premenopauzalne žene. 

 

1.3. Metaboličko reprogramiranje kao osnova maligne transformacije 

Tumorogeneza je dinamičan višestepeni proces u toku kojeg ćelije stiču niz molekulskih, 
biohemijskih i morfoloških karakteristika koje čine osnovu maligne transformacije od normalne 
do invazivne maligne ćelije preko niza premalignih i malignih stanja. Maligni fenotip se može 
okarakterisati kroz šest fundamentalnih alteracija u ćelijskoj fiziologiji: samoodrživost signala 
rasta, neosetljivost na inhibitorne signale rasta, izbegavanje programirane ćelijske smrti, 
neograničen replikativni potencijal, kontinuirana angiogeneza i tkivna invazija i metastaza 
(Hanahan i sar., 2000). Ove adaptivne osobine počivaju na metaboličkom reprogramiranju 
esencijalnih bioenergetskih i biosintetskih puteva, obezbeđujući preživljavanje u uslovima stresa, 
kao i intenzivan rast i proliferaciju, pri čemu se tokom procesa neoplastične transformacije postiže 
nova tkivna homeostaza kroz interakciju kancerskih ćelija sa tumorskom mikrosredinom (Hanahan 
i sar., 2011; Fouad i sar., 2017).  

Sa aspekta bioenergetike, kancerske ćelije se odlikuju izmenjenom strategijom u odnosu na 
netransformisane diferencirane ćelije. Oto Varburg je 1924. godine zabeležio da kancerske ćelije 
produkuju gotovo polovinu ukupne hemijske energije u vidu ATP fermentacijom glukoze do 
laktata, čak i u prisustvu kiseonika (Warburg i sar., 1927). Terminalno diferencirane ćelije 
uglavnom metabolišu glukozu do ugljen-dioksida u prisustvu kiseonika, oksidacijom piruvata iz 
glikolize u Krebsovom ciklusu zarad maksimalne produkcije hemijske energije u procesu 
oksidativne fosforilacije u mitohondrijama. Nasuprot tome, kancerske ćelije nezavisno od 
prisustva kiseonika obezbeđuju neophodnu količinu ATP u značajno većem udelu iz glikolize, u 
poređenju sa netransformisanim ćelijama koje za produkciju ATP koriste gotovo isključivo 
oksidativnu fosforilaciju. Ovaj metabolički svič, od oksidativne fosforilacije ka glikolizi 
predstavlja jednu od osnovnih biohemijskih karakteristika malignog fenotipa. Iako se glikolizom 
od jednog molekula glukoze dobijaju 2 molekula ATP u poređenju sa 30 (32) molekula ATP koji 
se dobijaju potpunom oksidacijom glukoze u procesu oksidativne fosforilacije u mitohondrijama, 
količina ATP postaje ograničavajući faktor za ćelije samo kada se nalaze u sredini siromašnoj 
nutrijentima. Zahvaljujući stimulisanoj angiogenezi i metaboličkoj kooperaciji sa drugim ćelijama 
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unutar maligno transformisanih tkiva, proliferišuće kancerske ćelije tipično ne oskudevaju u 
nutrijentima (Heiden i sar., 2009). Pored toga, povećano preuzimanje glukoze i kontinuirana 
glikoliza sa produkcijom laktata u prisustvu kiseonika donosi nekoliko metaboličkih prednosti 
kancerskim ćelijama, za koje su rapidan rast i proliferacija fiziološki imperativ (DeBerardinis i 
sar., 2020). Povećan glikolitički fluks obezbeđuje bogat izvor glikolitičkih intermedijera za 
biosintetske puteve. Naime, kancerske ćelije intenzivno sintetišu nukleinske kiseline, proteine i 
lipide kako bi obezbedile biomasu neophodnu za rast, biogenezu organela i ćelijsku deobu. U 
skladu sa ovakvim potrebama, kancerske ćelije reprogramiraju katabolizam glukoze ka simultanoj 
produkciji ATP, ugljenikovih jedinica (acetil-CoA), riboza i redukujućih ekvivalenata u vidu 
nikotinamid adenin dinukleotida (NADH/NADPH) kroz uravnoteženu propagaciju puteva 
glikolize, oksidativne dekarboksilacije piruvata i pentozofosfatnog puta (Pavlova i sar., 2016). 
Shodno tome, Varburgov efekat predstavlja metaboličku adaptaciju na kojoj počiva selektivna 
prednost visoko proliferišućih ćelija.  

Sa druge strane, centralni katabolički put, Krebsov ciklus, predstavlja izvor redukujućih 
ekvivalenata za produkciju glavnine hemijske energije u vidu ATP u procesu oksidativne 
fosforilacije, dok su intermedijeri Krebsovog ciklusa izvor prekursora za sintezu 
biomakromolekula (Ahn i sar., 2015). Uz piruvat iz glikolize i aminokiseline, β-oksidacija masnih 
kiselina predstavlja glavni izvor supstrata za Krebsov ciklus u vidu acetil-CoA. Glutaminoliza, 
karboksilacija piruvata i metabolizam aminokiselina takođe predstavljaju izvor supstrata za 
Krebsov ciklus (Owen i sar., 2002). Glutamin konverzijom do glutamata i α-ketoglutarata u seriji 
reakcija glutaminolize doprinosi održavanju pula intermedijera Krebsovog ciklusa (Hensley i sar., 
2013). Slično, karboksilacija piruvata i aminokiseline predstavljaju izvor oksaloacetata, acetil-
CoA i drugih intermedijera Krebsovog ciklusa (Mayers i sar., 2014). Uporedo sa glikolitičkim 
reprogramiranjem, fleksibilnost anaplerotskih puteva predstavlja osnovu metaboličke plastičnosti 
koja kancerskim ćelijama omogućava brz i adekvatan odgovor na varijabilne selektivne pritiske 
poreklom iz tumorske mikrosredine u kontekstu dostupnosti nutrijenata i kiseonika (Boroughs i 
sar., 2015). Tokom evolucije tumora u procesu tumorogeneze, bioenergetska strategija je određena 
trenutnim energetskim potrebama kancerskih ćelija u različitim stupnjevima progresije, koje su u 
velikoj meri definisane interakcijom kancerskih ćelija sa različitim komponentama tumorske 
mikrosredine.  

Metaboličko reprogramiranje bioenergetskih puteva obezbeđuje i gradivne jedinice i hemijsku 
energiju za sintezu biomakromolekula, u skladu sa zahtevima intenzivnog rasta, proliferacije i 
migracije kancerskih ćelija, kao i dostupnošću resursa koje diktiraju sistemski i lokalni uticaji 
tumorske mikrosredine. Biosintetski putevi obuhvataju preuzimanje nutrijenata iz cirkulacije i 
ekstracelularnog matriksa, konverziju u intermedijere kroz centralne metaboličke puteve kao što 
su glikoliza, pentozofosfatni put, Krebsov ciklus i oksidativna fosforilacija i konačno sintezu 
nukleinskih kiselina, proteina i lipida. Sinteza proteina je visoko regulisan proces koji uključuje 
intenzivirano preuzimanje aminokiselina (esencijalnih i neesencijalnih) iz ekstracelularnog 
matriksa, što obezbeđuje pul aminokiselina za sintezu proteina, ali i kontinuiranu aktivaciju 
signalnih puteva koji stimulišu translaciju i biogenezu ribozoma (Laplante i sar., 2012). Povećano 
preuzimanje glutamina obezbeđuje intracelularni pul, kako za sintezu neesencijalnih 
aminokiselina (Cluntun i sar., 2017), tako i za eksport i zamenu za esencijalne aminokiseline 



4 
 

(Nicklin i sar., 2009). U uslovima prolaznog nutritivnog stresa kancerske ćelije privremeno mogu 
obezbediti aminokiseline, ugljenik i azot iz intra- i ekstracelularne sredine autofagijom (White, 
2015) i endocitozom (Commisso i sar., 2013). Kancerske ćelije aktiviraju i puteve de novo sinteze 
masnih kiselina, usled povećanih potreba za sintezom fosfolipida, sekundarnih glasnika i ATP. 
Acetil-CoA za sintezu masnih kiselina primarno potiče od glukoze, ali izuzetno, glukogene 
aminokiseline mogu predstavljati alternativni izvor (Yoo i sar., 2004; Metallo i sar., 2012; Schug 
i sar., 2015; Green i sar., 2016), dok NADPH uglavnom potiče iz pentozofosfatnog puta i u manjoj 
meri folatnog ciklusa (Fan i sar., 2014). Uporedo sa de novo sintezom masnih kiselina ili u 
uslovima stresa kada je de novo sinteza masnih kiselina suprimirana, kancerske ćelije preuzimaju 
masne kiseline i lipide iz ekstracelularne sredine (DeBerardinis i sar., 2006). Izuzetan replikativni 
potencijal nameće i visoke potrebe za sintezom nukleinskih kiselina, odnosno purinskih i 
pirimidinskih nukleotida. Biosinteza nukleotida je kompleksna i zahteva koordinisan priliv 
supstrata iz nekoliko metaboličkih puteva (Stincone i sar., 2015).  

Metaboličko reprogramiranje dovodi i do značajne promene u bazalnim nivoima pojedinih 
metabolita. Produkti metabolizma čija je koncentracija znatno veća u maligno transformisanim 
tkivima u odnosu na netransformisana nazivaju se onkometaboliti i specifično učestvuju u 
održanju i propagaciji malignog fenotipa (Yang i sar., 2013). Neki od do sada definisanih 
onkometabolita su metabolički produkti glikolize i Krebsovog ciklusa: laktat, fumarat, sukcinat, 
acetil-CoA i α-ketoglutarat. Onkometaboliti ostvaruju svoje uloge van konvencionalnih 
metaboličkih puteva, najverovatnije doprinoseći mehanizmima epigenetičke regulacije kroz 
modifikaciju histona i posttranslacione regulacije kroz interakciju sa sulfhidrilnim grupama 
proteina (Adam i sar., 2011; Kaelin i sar., 2013; Chen i sar., 2021). 

Opisane alteracije u osnovnim metaboličkim putevima ilustruju generalni princip po kome 
metaboličko reprogramiranje doprinosi preživljavanju i adaptivnoj prednosti proliferišućih 
kancerskih ćelija (Shema 1). Metaboličko reprogramiranje je dinamičan proces koji je visoko 
specifičan za tip kancera i stadijum progresije, a takođe zavisi od sistemskih i lokalnih selektivnih 
pritisaka poreklom iz tumorske mikrosredine (Jacquet i sar., 2021).  
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Shema 1. Pojednostavljen prikaz metaboličkih puteva koji su u osnovi metaboličkog reprogramiranja u 
kanceru. Kancerske ćelije produkuju gotovo polovinu hemijske energije u vidu ATP fermentacijom glukoze do 
laktata, čak i u prisustvu kiseonika. Metabolički svič od oksidativne fosforilacije ka glikolizi je osnovna biohemijska 
karakteristika malignog fenotipa i po naučniku koji je definisao se naziva Varburgov efekat. Intenzivirano preuzimanje 
glukoze i glikolitički fluks donose brojne prednosti proliferišućim kancerskim ćelijama kroz suplementaciju 
biosintetskih puteva i održavanje redoks homeostaze. Glikoliza predstavlja izvor supstrata za biosintezu proteina, dok 
pentozofosfatni put predstavlja izvor supstrata za biosintezu nukleotida i NADPH. Intermedijeri centralnog 
kataboličkog puta, Krebsovog ciklusa, potiču od metabolizma glukoze, aminokiselina i masnih kiselina koje se 
uključuju u Krebsov ciklus preko acetil-CoA i drugih intermedijera. Anaplerotska priroda Krebsovog ciklusa 
predstavlja osnovu metaboličke plastičnosti koja kancerskim ćelijama omogućava fleksibilnost u odgovoru na vrstu i 
dostupnost nutrijenata iz tumorske mikrosredine. MCT1, monokarboksilatni transporter 1; MCT4, monokarboksilatni 
transporter 4; HKs, heksokinaza 1 i heksokinaza 2; LDHA, laktat dehidrogenaza A; LDHB, laktat dehidrogenaza B, 
G6PDH, glukozo 6-fosfat dehidrogenaza; PDH, piruvat dehidrogenaza; CS, citrat sintaza; IDH, izocitrat 
dehidrogenaza; ME, malični enzim; ACOX, peroksizomalna acil-CoA dehidrogenaza; ACADM, mitohondrijalna acil-
CoA dehidrogenaza srednjeg lanca; ACC, acetil-CoA karboksilaza; FAS, sintaza masnih kiselina; NADPH, 
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat; ATP, adenozin trifosfat; ROS, reaktivne vrste kiseonika; G-6-P, glukoza 6-
fosfat; 3-P-G, glicerat 3-fosfat; 2-P-G, glicerat 2-fosfat; P-EP, fosfoenolpiruvat. 

 

 

 

 



6 
 

1.4. Redoks homeostaza i neoplastična transformacija 

Oksidativni metabolizam je neraskidivo povezan sa produkcijom reaktivnih vrsta kiseonika 
(eng. Reactive oxygen species, ROS), u prvom redu superoksid anjon radikala (O2

•−), vodonik 
peroksida (H2O2) i hidroksil radikala (OH•) (Schieber i sar., 2014). Održavanje fizioloških nivoa 
reaktivnih vrsta ističe njihovu ulogu kao važnih signalnih molekula u regulaciji vitalnih ćelijskih 
procesa poput replikacije genoma, deobe, migracije i apoptoze. Prostorno i vremenski 
lokalizovane promene u koncentraciji reaktivnih vrsta dovode do oksidativnih modifikacija 
biomolekula i predstavljaju ključni signal u regulaciji transkripcije, protein-protein interakcija, 
aktivnosti enzima i aktivaciji transkripcionih faktora (D’Autréaux i sar., 2007). Sa druge strane, 
ukoliko nivoi reaktivnih vrsta prevaziđu kapacitete antioksidativne odbrane, dolazi do oksidativnih 
oštećenja biomolekula i narušavanja ćelijskih funkcija (Jones i sar., 2015).  

Bazalni nivoi reaktivnih vrsta su određeni stopom kontinuirane produkcije i uklanjanja. O2
•− 

je reaktivna, relativno kratkoživeća vrsta koja se dismutacijom brzo prevodi u H2O2. H2O2 je 
slabije reaktivan, relativno stabilan molekul koji ima sposobnost kretanja kroz membrane 
difuzijom ili membranskim transportom (Wang i sar., 2020). H2O2 je važan redoks signalni 
molekul i sekundarni glasnik redoks-senzitivne signalizacije (Sena i sar., 2012). H2O2 u reakciji 
sa O2

•− u prisustvu jona Fe2+ i Cu+ daje visoko reaktivnu vrstu OH• koja neselektivno reaguje sa 
molekulskim targetima na mestu produkcije (Glasauer i sar., 2014). Osnovni endogeni izvori 
reaktivnih vrsta kiseonika uključuju neenzimsku produkciju nepotpunom redukcijom molekulskog 
kiseonika u elektron transportnom lancu mitohondrija (Muller i sar., 2004) i enzimsku produkciju 
od strane NADPH oksidaza, ksantin oksidaza, lipoksigenaza i citohroma P450 (Li i sar., 2013). 
Održavanje fizioloških nivoa ROS u prvom redu je omogućeno antioksidativnom odbranom, čije 
enzimske i neenzimske komponente specifično uklanjaju ROS. Njihova lokalizacija u citoplazmi 
(hidrofilne) i membranama (lipofilne), kao i ćelijska kompartmentalizacija u organelama, 
uključujući mitohondrije, peroksizome, endoplazmin retikulum i nukleus dodatno doprinosi 
specifičnosti uklanjanja ROS. Enzim superoksid dismutaza (eng. Superoxide dismutase, SOD) 
dismutacijom prevodi O2

•− do H2O2 ubrzavajući reakciju dismutacije za više od tri puta (Halliwell 
i sar., 2015). Nastali H2O2 se primarno uklanja aktivnošću dve grupe enzima. Peroksidaze (npr. 
glutation peroksidaza, eng. Glutathione peroxidase, GSH-Px i peroksiredoksini) razlažu H2O2 
koristeći ga za oksidaciju drugih supstrata. Sa druge strane, enzim katalaza (eng. Catalase, CAT) 
katalizuje direktnu dekompoziciju H2O2 do vode i molekulskog kiseonika (Halliwell i sar., 2015). 
Antioksidativna odbrana je odgovorna za uspostavljanje redoks homeostaze koja onemogućava 
nekontrolisanu propagaciju oksidativnih oštećenja biomolekula, održavajući homeostatski nivo 
reaktivnih vrsta. Detalji puteva produkcije i uklanjanja ROS u ćeliji su prikazani na Shemi 2. 

Izmenjena redoks homeostaza je danas prepoznata kao fundamentalna karakteristika malignog 
fenotipa koja je delom odgovorna za inicijaciju maligne transformacije, progresiju i metastaze 
(Galadari i sar., 2017). Plastičnost redoks homeostaze ogleda se u promenama bazalnih nivoa 
reaktivnih vrsta kiseonika i komponenti antioksidativne odbrane, ali i reprogramiranju 
mehanizama redoks regulacije i puteva redoks-senzitivne signalne transdukcije (Dawane, 2012). 
Alteracije u redoks homeostazi predstavljaju fiziološki odgovor na promene u metaboličkim 
zahtevima i tkivno remodeliranje (Glasauer i sar., 2014). Povećana produkcija i povišeni bazalni 
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nivoi reaktivnih vrsta su česta odlika kancerskih ćelija koja je usko povezana sa uspostavljanjem 
fundamentalnih karakteristika malignog fenotipa kao što su rast i proliferacija, angiogeneza, 
autofagija, apoptoza i metastaze (Prasad i sar., 2017). U zavisnosti od koncentracije, ROS iniciraju 
tumorogenezu indukcijom nestabilnosti nukleusnog i mitohondrijskog genoma putem mutacija 
(Tafani i sar., 2016) ili epigenetičkih modifikacija (Ushijima, 2005) i posledičnom aktivacijom 
onkogena, odnosno inaktivacijom tumor supresora (Waris i sar., 2006). ROS takođe aktiviraju 
signalne puteve koji omogućavaju proliferaciju kancerskih ćelija. Pod uticajem faktora rasta, ulaz 
u ćelijski ciklus otpočinje regulisanom i lokalizovanom enzimskom produkcijom O2

•−, nakon čega 
H2O2 kao redoks sekundarni glasnik inaktivacijom, odnosno aktivacijom određenih signalnih 
puteva inicira propagaciju kroz ćelijski ciklus (Burhans i sar., 2009). Slično, aktivacijom 
transkripcionih faktora ROS pospešuju preživljavanje, rast i proliferaciju kancerskih ćelija 
(Klaunig i sar., 2010). Sa druge strane, izuzetno visoka produkcija ROS dovodi do oksidacije 
specifičnih cisteinskih rezidua i inaktivacije kinaza i transkripcionih faktora, čime se inhibira 
propagacija kroz ćelijski ciklus. Pored koncentracije, smatra se da i kompartmentalizacija 
produkcije ROS uslovljava pro-, odnosno antiproliferativne efekte (Cheung i sar., 2016). ROS su 
takođe uključeni u preživljavanje, proliferaciju i migraciju endotelskih ćelija što doprinosi 
formiranju novih krvnih sudova u tumorskoj mikrosredini, odnosno angiogenezi (Ushio-Fukai i 
sar., 2008). Pozitivna povratna sprega između faktora rasta, ROS i integrina je uključena u 
pokretanje signalne kaskade koja je neophodna za inicijaciju ćelijske invazije u okolna tkiva i 
metastaze putem regulacije citoskeletne dinamike, interakcije kancerskih ćelija sa 
ekstracelularnim matriksom i remodeliranja ekstracelularnog matriksa (Lee i sar., 2013). ROS su 
takođe uključeni u regulaciju programirane ćelijske smrti, različitim mehanizmima inicirajući pro- 
(Wang i sar., 2008) ili antiapoptotske (Madesh i sar., 2001) signalne puteve.  

 Uloga reaktivnih vrsta u malignoj transformaciji je kompleksna i zavisna kako od trenutnih 
energetskih potreba kancerskih ćelija tako i od selektivnih pritisaka poreklom iz tumorske 
mikrosredine. Povećani nivoi ROS doprinose inicijaciji i progresiji tumora, ali istovremeno čine 
kancerske ćelije osetljivim na indukciju oštećenja biomolekula i ćelijske smrti. Karakterizacija 
redoks homeostaze u kancerskim tkivima in vivo, u zavisnosti od stepena progresije i specifičnih 
metaboličkih adaptacija, neophodna je za definisanje terapijskih strategija koje se zasnivaju na 
modulaciji produkcije/eliminacije ROS ili stimulaciji/inhibiciji redoks signalizacije. 
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Shema 2. Pojednostavljen prikaz puteva endogene produkcije i eliminacije reaktivnih vrsta kiseonika. Osnovni 
endogeni izvori superoksid anjon radikala (O2

•−) uključuju neenzimsku produkciju nepotpunom redukcijom 
molekulskog kiseonika (O2) u elektron transportnom lancu u mitohondrijama i enzimsku produkciju od strane NADPH 
oksidaza (NOX), ksantin oksidaza (XO), lipoksigenaza (LOX) i citohroma P450 (CYP). Široka distribucija enzimskih 
i neenzimskih komponenti antioksidativne odbrane koje su lokalizovane u membranama (hidrofobne) i citoplazmi 
(hidrofilne), kao i u različitim organelama doprinosi specifičnosti uklanjanja reaktivnih vrsta. Enzimi bakar, cink 
superoksid dismutaza (CuZnSOD) i mangan superoksid dismutaza (MnSOD) dismutacijom brzo prevode O2

•− iz 
citoplazme, odnosno mitohondrija do H2O2. H2O2 u Fentonovoj reakciji sa jonima Fe2+ ili Cu+ daje visoko reaktivnu 
vrstu OH• koji neselektivno reaguje sa molekulskim targetima na mestu produkcije kao što su lipidi, proteini i 
nukleinske kiseline. H2O2 u prvom redu eliminiše enzim katalaza, prevodeći ga do vode (H2O). Takođe, specifični 
izoenzimi glutation peroksidaze (GSH-Px) kao što su GSH-Px1 i GSH-Px4 uklanjaju H2O2 i lipidne perokside (LP), 
respektivno. Enzim glutation reduktaza (GR) regeneriše glutation (GSH) koristeći nikotinamid adenin dinukleotid 
fosfat (NADPH) kao redukciono sredstvo. U metabolizmu H2O2 i reparaciji oksidativnih modifikacija proteina 
učestvuje i tioredoksin-peroksiredoksin sistem. Tioredoksini (TRX) i peroksiredoksini (PRX) su grupa proteina sa 
širokom ćelijskom distribucijom koji redukuju cisteinske rezidue na drugim proteinima uz istovremenu oksidaciju 
sopstvenih cisteinskih rezidua. Tioredoksini učestvuju u regeneraciji peroksiredoksina, dok enzim tioredoksin 
reduktaza (TR) regeneriše tioredoksine koristeći NADPH kao redukciono sredstvo. Antioksidativna odbrana u prvom 
redu održava fiziološke nivoe reaktivnih vrsta koje ostvaruju svoje intra- i ekstracelularne uloge u regulaciji vitalnih 
ćelijskih procesa putem aktivacije receptora i transkripcionih faktora poput Nrf2 (eng. Nuclear factor-erythroid factor 
2-related factor 2), FOXO (eng. Forkhead box protein O) i NF-κB (eng. Nuclear factor kappa B), odnosno putem 
modulacije aktivnosti enzima i protein-protein interakcija. 
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1.5. Redoks-senzitivno metaboličko reprogramiranje 

Metaboličko reprogramiranje i visoka plastičnost redoks homeostaze su osnovne karakteristike 
malignog fenotipa. Metaboličko reprogramiranje omogućava proliferišućim kancerskim ćelijama 
da odgovore na energetske zahteve koje nameće intenzivna produkcija biomase (De Berardinis i 
sar., 2016). U uslovima povišenih metaboličkih zahteva, povećana produkcija reaktivnih vrsta 
uslovljava kompenzatorno povećanje kapaciteta antioksidativne odbrane čime se uspostavlja nova 
redoks homeostaza (Wu i sar., 2016). Metaboličko i redoks reprogramiranje predstavljaju dva 
nerazdvojna fenomena, gde se specifičnost malignog fenotipa ogleda upravo u kapacitetu 
kancerskih ćelija za reprogramiranjem metabolizma koji počiva na visokoj plastičnosti redoks 
homeostaze (Zhang i sar., 2016). Održavanje povišenog bazalnog nivoa produkcije reaktivnih 
vrsta uz istovremenu zaštitu od oksidativnih oštećenja se ne zasniva samo na antioksidativnoj 
odbrani, već i na iniciranju metaboličkih adaptacija koje doprinose održavanju redoks homeostaze 
(Trachootham i sar., 2009). Sa druge strane, ROS kao signalni molekuli i sekundarni glasnici 
direktno i indirektno utiču na protein-protein interakcije, aktivnost enzima i aktivaciju 
transkripcionih faktora, čime doprinose reprogramiranju metaboličkih i signalnih puteva 
(Hornsveld i sar., 2016). Interakcije između ćelijskog metabolizma i redoks signalnih puteva na 
molekulskom nivou čine redoks-metaboličke regulatorne mreže, koje su u osnovi adaptivnog 
preživljavanja kancerskih ćelija u dinamičnim uslovima tumorske mikrosredine (Wang i sar., 
2019). Uopšteno, promene u oksidativnom metabolizmu, ćelijskoj respiraciji i aktivnosti 
metaboličkih enzima poput glicerol 3-fosfat dehidrogenaze (eng. Glycerol 3-phosphate 
dehydrogenase, GPDH) i piruvat dehidrogenaze (eng. Pyruvate dehydrogenase, PDH) dovode do 
promena u produkciji reaktivnih vrsta. Reaktivne vrste za uzvrat regulišu aktivnost metaboličkih 
enzima direktno, oksidacijom cisteinskih rezidua, ili indirektno, inicirajući signalne kaskade i 
aktivirajući transkripcione faktore. Aktivacija transkripcionih faktora pokreće promene u 
ekspresiji gena koji kodiraju druge redoks i metaboličke transkripcione faktore, enzime i 
komponente antioksidativne odbrane, čime se na širokoj skali reprogramira metabolizam u skladu 
sa energetskim zahtevima ćelije uz istovremeno održavanje redoks homeostaze (Kim i sar., 2016). 
Iako je istraživanje redoks-metaboličkih regulatornih mreža još uvek u povoju, novi podaci o 
interakciji metaboličkih i redoks regulatornih puteva nedvosmisleno ukazuju da se integrisan 
odgovor nalazi u osnovi ćelijske adaptacije (Corkey i sar., 2020). Reaktivnim vrstama indukovana 
aktivacija ključnih senzora energetskog metabolizma, kao i metabolitima indukovana aktivacija 
master regulatora redoks homeostaze ilustruje interakciju između redoks i metaboličkih 
regulatornih mreža, kao i važnost ispitivanja redoks-senzitivnog metaboličkog reprogramiranja u 
malignoj transformaciji.  

 

AMPK je redoks-senzitivni regulator energetskog metabolizma 

AMP-aktivirana protein kinaza (eng. 5′ AMP-activated protein kinase, AMPK) je evolutivno 
konzervirana serin/treonin kinaza i jedan je od najvažnijih metaboličkih senzora koji igra ulogu 
master regulatora energetskog metabolizma i redoks homeostaze. U uslovima nutritivnog stresa, 
predominantno deplecije glukoze, adenozin monofosfat (eng. Adenosine monophosphate, AMP) 
aktivira AMPK koja inhibira puteve sinteze lipida i sterola, glikogena, RNK i proteina, dok aktivira 
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katabolizam glukoze i lipida, restituišući nivoe ATP (Lin i sar., 2018). Nutritivni stres neminovno 
vodi redoks stresu kroz depleciju NADPH i glutationa i povećanu produkciju H2O2, usled 
kompromitovanog pentozofosfatnog puta (Jeon i sar., 2012). Pod ovakvim uslovima, AMP 
direktno i H2O2 direktno ili indirektno aktiviraju AMPK, koja pored restitucije nivoa ATP igra 
važnu ulogu u održavanju redoks homeostaze. Naime, AMPK inhibira sintezu i aktivira β-
oksidaciju masnih kiselina (Ren i sar., 2019). Takođe, aktivirana AMPK u uslovima povećane 
produkcije ROS reguliše ekspresiju gena za komponente antioksidativne odbrane aktivacijom 
transkripcionog koaktivatora PGC-1α (eng. Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 
coactivator 1-alpha) čime doprinosi koordinisanoj regulaciji redoks homeostaze i metabolizma 
mitohondrija (Chaube i sar., 2015; Rabinovitch i sar., 2017). Još jedan od mehanizama kojim 
AMPK doprinosi održavanju redoks homeostaze je pokretanje autofagije kojom specifično dolazi 
do degradacije represornog proteina KEAP1 (eng. Kelch-like ECH-associated protein 1) i 
posledične aktivacije transkripcionog faktora Nrf2 (eng. Nuclear factor erythroid 2-related factor 
2) (Endo i sar., 2018), odnosno direktne fosforilacije i posledične aktivacije Nrf2 koji reguliše 
ekspresiju gena uključenih u antioksidativnu odbranu (Joo i sar., 2016). Interesantno, u uslovima 
nutritivnog stresa, tioredoksin predstavlja esencijalni kofaktor koji redukcijom specifičnih cisteina 
omogućava aktivaciju AMPK, što je još jedan od primera redoks regulacije energetskog 
metabolizma (Shao i sar., 2014). U skladu sa ulogom u inhibiciji anaboličkih puteva i propagacije 
kroz ćelijski ciklus AMPK ostvaruje antitumorske efekte, dok je njena uloga u održavanju redoks 
homeostaze i energetskog metabolizma kroz stimulaciju glikolize, pentozofosfatnog puta i β-
oksidacije masnih kiselina povezana sa protumorskim efektima (Vara-Ciruelos i sar., 2020). Još 
uvek nisu razjašnjeni mehanizmi dualne uloge AMPK u inicijaciji i progresiji karcinoma dojke. 

 

Nrf2 je master integrator redoks-metaboličke regulacije 

Nrf2 transkripcioni faktor je evolutivno konzerviran master regulator redoks homeostaze koji 
reguliše ekspresiju preko 200 gena uključenih u zaštitu od ćelijskog stresa, uključujući gene za 
komponente antioksidativne odbrane i faze II detoksikacije (Aliyev i sar., 2021). Pored toga, Nrf2 
reguliše ekspresiju gena uključenih u osnovne metaboličke puteve kao što su glikoliza, 
pentozofosfatni put, β-oksidacija masnih kiselina, Krebsov ciklus, sinteza nukleotida, glutationa i 
serina zbog čega se smatra jednim od glavnih integratora redoks-metaboličke homeostaze 
(Dinkova-Kostova i sar., 2015; Smolková i sar., 2020). U fiziološkim uslovima Nrf2 je u 
citoplazmi vezan za represorni protein KEAP1 koji dovodi do ubikvitinacije i proteazomalne 
degradacije kompleksa. U kanonskom putu aktivacije, u uslovima stresa sa oksidativnom, 
nitrozativnom ili elektrofilnom osnovom, cisteini na KEAP1 i Nrf2 bivaju oksidovani, čime se 
raskida Nrf2-KEAP1 kompleks i aktivira Nrf2, koji nakon translokacije u nukleus i dimerizacije 
sa partnerima transaktivacije reguliše ekspresiju gena vezujući se za ARE (eng. Antioxidant 
response element) sekvence (Ru i sar., 2020). U kanceru, perzistentna aktivacija Nrf2 pospešuje 
rast, proliferaciju, metaboličko reprogramiranje, zaštitu od apoptoze, epitelno-mezenhimalnu 
tranziciju i terapijsku rezistenciju (Zhang i sar., 2019; Almeida i sar., 2020; Antonucci i sar., 
2020). Nrf2 može biti aktiviran i od strane onkometabolita, intermedijera Krebsovog ciklusa i 
glikolize kao što su fumarat (Ooi i sar., 2011) i metilglioksal (Bollong i sar., 2018). Pored toga 
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što je aktivacija Nrf2 senzitivna na promene u količini metabolita, aktivacija Nrf2 je u čvrstoj vezi 
sa aktivnošću glavnog metaboličkog senzora AMPK koja direktnom fosforilacijom aktivira Nrf2 
(Joo i sar., 2016; Walker i sar., 2018). Pod određenim uslovima Nrf2 doprinosi Varburgovom 
efektu, stimulišući glikolizu i pentozofosfatni put i inhibirajući oksidaciju piruvata i metabolizam 
glutamina (Shin i sar., 2017; Zhang i sar., 2018). Pokazano je da aktivacija Nrf2 promoviše 
indukciju AMPK-zavisnog glikolitičkog fenotipa stimulacijom ekspresije mangan superoksid 
dismutaze (eng. Manganese superoxide dismutase, MnSOD), što takođe podržava koncept 
koordinisanog redoks-metaboličkog reprogramiranja tokom progresije karcinoma dojke pod 
uticajem Nrf2 (Hart i sar., 2016). 

 

PGC-1α je redoks-senzitivni regulator metabolizma mitohondrija 

Transkripcioni koaktivator PGC-1α je master regulator metaboličkih puteva uključenih u 
fiziologiju mitohondrija i redoks homeostazu (Villena, 2015; Andrzejewski i sar., 2017). Kao 
koaktivator, PGC-1α u interakciji sa preko 20 transkripcionih partnera reguliše biogenezu 
mitohondrija, lipidni metabolizam, oksidativnu fosforilaciju i antioksidativnu odbranu u odgovoru 
na metabolički i redoks stres (Mastropasqua i sar., 2018). Nutritivni i oksidativni stres aktiviraju 
PGC-1α, čija aktivacija sa jedne strane u invazivnim kancerskim ćeijama stimuliše oksidativnu 
fosforilaciju što vodi produkciji ROS (Lebleu i sar., 2014; Bost i sar., 2019), dok sa druge strane 
kompenzatorno aktivira ekspresiju gena za komponente antioksidativne odbrane (Aquilano i sar., 
2013). Pored uloge u regulaciji ćelijske respiracije, PGC-1α u interakciji sa signalnim putevima 
energetskog metabolizma reguliše glikolizu, glutaminolizu i β-oksidaciju masnih kiselina (Vega i 
sar., 2000). U skladu sa svojom metaboličkom ulogom, aktivnost PGC-1α je fino regulisana od 
strane AMPK (Jäer i sar., 2007). Sa druge strane, u pozitivnoj povratnoj sprezi interakcija između 
PGC-1α i Nrf2 vodi međusobnoj aktivaciji i redoks-metaboličkoj integraciji koja je odgovorna za 
terapijsku rezistenciju u kanceru (Deng i sar., 2020).  

Opisani mehanizmi integracije redoks i metaboličkih regulatornih mreža ilustruju adaptivni 
kapacitet kancerskih ćelija za adekvatan odgovor na promenljive uslove koje nameće tumorska 
mikrosredina (Shema 3). Samo celovitom analizom redoks i metaboličkog reprogramiranja kao 
jedinstvenog fenomena, uzimajući u obzir kompleksnost koja postoji u tumorskim tkivima in vivo 
i uz razumevanje opšteg metaboličkog konteksta u kome dolazi do tumorogeneze, možemo početi 
da dešifrujemo ove molekulske mehanizme. 
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Shema 3. Pojednostavljen prikaz interakcije ključnih regulatora energetskog metabolizma i redoks homeostaze 
u aktivaciji redoks-senzitivnog metaboličkog reprogramiranja. Visoki energetski zahtevi dovode do metaboličkog 
i redoks reprogramiranja koje omogućava kancerskim ćelijama rast, proliferaciju, migraciju i adaptacije na 
promenljive selektivne pritiske poreklom iz tumorske mikrosredine. Alteracije u osnovnim metaboličkim putevima i 
redoks homeostazi uslovljavaju promene u koncentraciji (onko)metabolita i reaktivnih vrsta kiseonika (ROS). Ovako 
nastao metabolički i oksidativni stres aktivira ključne senzore energetskog metabolizma i redoks homeostaze poput 
AMPK (eng. AMP-activated protein kinase), transkripcionog koaktivatora PGC-1α (eng. Peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator 1-alpha) i transkripcionog faktora Nrf2 (eng. Nuclear factor-erythroid factor 2-
related factor 2). Samostalno ili nakon međusobne interakcije i aktivacije AMPK, PGC-1α i Nrf2 dovode do promena 
u aktivnosti enzima i ekspresiji gena čime se uspostavlja nova energetska i redoks homeostaza kroz uravnoteženu 
propagaciju kataboličkih puteva glikolize, pentozofosfatnog puta i β-oksidacije masnih kiselina uz istovremenu 
regulaciju antioksidativne odbrane, metabolizma ROS i sinteze glutationa. 
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1.6. Karcinom dojke se razvija u kompleksnoj tumorskoj mikrosredini 

U karcinomu dojke, fiziologija i ponašanje maligno transformisanih ćelija su uslovljeni 
interakcijama sa tumorskom mikrosredinom (Mueller i sar., 2004). U solidnim tumorima, 
kancerske ćelije koegzistiraju sa različitim vrstama stromalnih ćelija unutar dinamične tkivne 
mikrosredine sa specifičnim sastavom raznorodnih solubilnih faktora i specifično organizovanim 
ekstracelularnim matriksom, čineći permisivnu nišu za uspostavljanje, održavanje i propagaciju 
malignog fenotipa (Shema 4) (Liotta i sar., 2001). U ovakvim uslovima, kancerske ćelije su pod 
konstantnim selektivnim pritiscima koji potiču iz tumorske mikrosredine kao što su varijabilne 
koncentracije kiseonika, količina i vrsta dostupnih nutrijenata, akumulacija produkata 
metabolizma i varijacije u sredinskom pH (Li i sar., 2020). Stoga, kancerske ćelije u odgovoru na 
unutrašnje i spoljašnje signale pokreću adaptivne mehanizme koji su u osnovi ranije pomenutih 
karakteristika malignog fenotipa kao što su metaboličko i redoks reprogramiranje (Faubert i sar., 
2020). Rezultat metaboličkog reprogramiranja u varijabilnim uslovima sredine je metabolička 
heterogenost kancerskih ćelija (Egeblad i sar., 2010) koja potiče od diferencijalnih bioenergetskih 
i biosintetskih adaptacija duž koncentracionih gradijenata kiseonika, nutrijenata, metabolita i pH 
(Gouirand i sar., 2018). Sledeći nivo kompleksnosti potiče od heterogene komunikacije između 
kancerskih ćelija i komponenti njihove mikrosredine. Fibroblasti, imunske ćelije (limfociti, 
makrofagi, dendritične ćelije, ćelije prirodne ubice), endotelske ćelije, periciti, mast ćelije i 
adipociti su najčešći ćelijski konstituenti tumorske mikrosredine sa kojima kancerske ćelije 
koevoluiraju kroz dvosmernu komunikaciju i uzajamno metaboličko reprogramiranje (Lyssiotis i 
sar., 2017). U osnovi metaboličke simbioze između kancerskih ćelija iz različitih tumorskih 
kompartmenata i njima pridruženih stromalnih ćelija stoji dvosmerna razmena metaboličkih 
supstrata i produkata, signalnih onkometabolita i redoks aktivnih jedinjenja i sekundarnih glasnika 
(Dias i sar., 2019). Raznovrsnost signala i metaboličkih supstrata poreklom iz stromalnih ćelija 
doprinosi kapacitetu kancerskih ćelija za metaboličku plastičnost u kontekstu diferencijalnog 
reprogramiranja metabolizma glukoze, aminokiselina i masnih kiselina. Ovako nastala 
metabolička heterogenost je ključna za odabir i naseljavanje distinktnih sekundarnih niša u procesu 
metastaze (Schild i sar., 2018). 
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Shema 4. Pojednostavljen prikaz kompleksne tumorske mikrosredine u kojoj se razvija karcinom dojke. 
Stromalne ćelije (fibroblasti, imunske ćelije, endotelske ćelije, periciti, mast ćelije i adipociti), komponente 
ekstracelularnog matriksa i solubilni faktori čine tumorsku mikrosredinu i zajedničkim delovanjem uspostavljaju 
permisivnu nišu za razvoj malignog fenotipa. U skladu sa histološkom građom dojke, adipociti predstavljaju glavni 
ćelijski konstituent tumorske mikrosredine u karcinomu dojke i nazivaju se kancer asocirani adipociti. Sekrecijom 
hormona, faktora rasta, adipokina, proinflamatornih citokina, metaboličkih supstrata, reaktivnih vrsta i redoks 
sekundarnih glasnika adipociti doprinose preživljavanju, proliferaciji, migraciji i terapijskoj rezistenciji kancerskih 
ćelija dojke.  

 

1.7. Ključni konstituent tumorske mikrosredine: masno tkivo dojke 

Kao ćelijskoj komponenti tumorske mikrosredine, adipocitima je posvećeno relativno malo 
pažnje, iako je dobro poznato da se nekolicina malignih oboljenja, kao što su karcinom dojke i 
prostate, prirodno razvija u tkivnoj mikrosredini u kojoj su kancerske ćelije u bliskom kontaktu sa 
adipocitima. Pored toga, adipociti su deo tkivne mikrosredine u preferiranim metastatskim nišama 
za kancer dojke kao što su limfni čvorovi i kostna srž. Adipociti su metabolički i endokrino aktivne 
ćelije koje pored ključne uloge u održavanju metabolizma lipida i glukoze na sistemskom nivou 
(Sethi i sar., 2007) aktivno sekretuju signalne molekule koji se nazivaju adipokini i uključuju 
hormone, faktore rasta, hemokine i proinflamatorne citokine (Ouchi i sar., 2011). Pored toga, 
morfofunkcionalna plastičnost masnog tkiva, u odgovoru na sistemske i lokalne energetske 
zahteve čini masno tkivo odličnim kandidatom za uspostavljanje permisivne mikrosredine za 
tumorogenezu. Pokazano je da kancerske ćelije i adipociti uspostavljaju kanale bidirekcione 
komunikacije, dok su izmenjeni adipociti koji nastaju kao rezultat uzajamne interakcije nazvani 
kancer asocirani adipociti (Muller, 2013).  
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Prve opisane karakteristike kancer asociranih adipocita se odnose na promene u morfologiji, 
parakrinoj i lipolitičkoj aktivnosti. Ove fenotipske i funkcionalne promene uključuju smanjenje 
lipidnog sadržaja i ekspresije markera zrelih adipocita, kao i povećanje ekspresije inflamatornih 
citokina i proteaza (Dirat i sar., 2011). Sa fenotipskog aspekta, adipociti manjeg dijametra su 
uočeni na invazivnom frontu tumora u poređenju sa adipocitima koji su udaljeni od tumorske mase 
(Nieman i sar., 2011), dok su u centru tumorske mase uočene ćelije koje nalikuju fibroblastima i 
potencijalno predstavljaju dediferencirane adipocite (Tan i sar., 2011). Sa funkcionalnog aspekta, 
delipidacija praćena smanjenjem ekspresije markera zrelih adipocita, kao što su vezujući protein 
masnih kiselina 4 (eng. Fatty acid-binding protein 4, FABP4), adiponektin i hormon senzitivna 
lipaza (eng. Hormone-sensitive lipase, HSL), kao i promene u sekretomu adipocita poput povećane 
sekrecije osteoponina, matriksnih metaloproteinaza (eng. Matrix metalloproteinases, MMPs), 
faktora nekroze tumora α (eng. Tumor necrosis factor α, TNFα), interleukina 6 (IL-6) i interleukina 
1β (IL-1β), su definisane kao karakteristike aktiviranog fenotipa kancer asociranih adipocita 
(Duong i sar., 2017). Ovakve promene u karakteristikama adipocita koje su posledica bidirekcione 
komunikacije između adipocita i kancerskih ćelija ultimativno vode ka agresivnijem fenotipu 
kancerskih ćelija i progresiji kancera. Uticaj adipocita na vijabilnost kancerskih ćelija je evidentan 
na svim nivoima, od makroskopskog do molekulskog. Naime, kancerske ćelije dojke pokazuju 
višu stopu proliferacije u ortotopskim modelima kancera dojke, gde se kancerske ćelije injektiraju 
direktno u mlečnu žlezdu, u poređenju sa subkutanim modelima, gde se tumor razvija potkožno, 
izvan svoje prirodne mikrosredine (Elliott i sar., 1992; Manabe i sar., 2003). Takođe, prisustvo 
adipocita je dovedeno u vezu ne samo sa proliferacijom već i sa invazivnim i metastatskim 
potencijalom (Dirat i sar., 2011), kao i terapijskom rezistencijom (De Angel i sar., 2013; Park i 
sar., 2013; Duong i sar., 2015).  

Kompleksni uticaji adipocita na ponašanje kancerskih ćelija počivaju na nekolicini različitih, 
ali međusobno povezanih i sinhronizovanih mehanizama. Uticaj adipokina i faktora rasta 
poreklom iz adipocita je relativno dobro opisan i pokazano je da leptin (Zheng i sar., 2011) i 
rezistin (Deshmukh i sar., 2015) promovišu, dok adiponektin (Dieudonne i sar., 2006) inhibira 
rast i proliferaciju kancerskih ćelija. Slično, faktori rasta, hormoni i proinflamatorni citokini koje 
sekretuju adipociti su dovedeni u vezu sa povećanom proliferacijom, invazivnim i metastatskim 
potencijalom kancerskih ćelija (Duong i sar., 2017). Pored direktnog efekta na ćelijsku 
proliferaciju i progresiju tumora, kancer asocirani adipociti su dovedeni u vezu sa serijom 
indirektnih efekata na tumorsku mikrosredinu koji doprinose progresiji karcinoma dojke kao što 
su angiogeneza (Gonzalez-Perez i sar., 2010) i remodeliranje ekstracelularnog matriksa 
(Andarawewa i sar., 2005; Park i sar., 2012). Takođe, adipociti iz udaljenih tkiva poput limfnih 
čvorova ili kostne srži sekrecijom hemokina usmeravanju migraciju kancerskih ćelija, čime 
doprinose formiranju metastaza (Templeton i sar., 2015).  

Novija istraživanja se okreću ispitivanju još jednog od mehanizama u osnovi interakcije 
kancerskih ćelija i adipocita koji može biti od izuzetnog značaja za uspostavljane permisivne 
mikrosredine za razvoj i progresiju karcinoma dojke, a to je metabolička kooperacija. Iako je 
koncept metaboličke kooperacije koja se razvija simultano sa metaboličkim reprogramiranjem 
kancerskih ćelija i adipocita tek u povoju, ovo polje istraživanja je vrlo značajano za razumevanje 
ne samo uloge adipocita u razvoju kancera već i mehanizama odgovornih za neoplastičnu 
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transformaciju unutar kompleksne tumorske mikrosredine. Naime, pored adipokina i drugih 
sekretornih faktora, adipociti predstavljaju bogat i dinamičan izvor raznovrsnih metaboličkih 
supstrata. Tako, kancerske ćelije indukuju lipolizu u kancer asociranim adipocitima, nakon čeka 
preuzimaju slobodne masne kiseline, a zatim ih skladište u lipidnim telima (Wang i sar., 2017) ili 
koriste kao supstrat za β-oksidaciju masnih kiselina, što doprinosi proliferaciji i migraciji 
kancerskih ćelija (Balaban i sar., 2017). Mehanizmi metaboličke kooperacije između kancerskih 
ćelija i adipocita su mahom nepoznati, posebno oni koji su aktivni in vivo i koji se odnose na druge 
aspekte fiziologije adipocita kao što su metabolizam glukoze, gliceroneogeneza i redoks 
homeostaza.  

Uloga redoks regulacije u funkcionalnoj transformaciji adipocita u kancer asocirane adipocite 
je potpuno novo polje istraživanja. Esencijalni aspekti jedinstvene morfofunkcionalne plastičnosti 
masnog tkiva su redoks senzitivni. Adipogeneza, transdiferencijacija, lipoliza i sekretorna 
aktivnost adipocita su podržani redoks zavisnim alteracijama u homeostazi glukoze i lipida, 
oksidativnom metabolizmu i antioksidativnoj odbrani (Jankovic i sar., 2014, 2015; Li i sar., 2020). 
Ipak, mehanizmi uključeni u redoks i metaboličko reprogramiranje adipocita kao i uloga ovih 
procesa u progresiji kancera su mahom nepoznati. Naši prethodno objavljeni rezultati ističu da je 
uspostavljanje nove redoks homeostaze, orkestrirano od strane master regulatora redoks 
homeostaze Nrf2, deo redoks reprogramiranja adipocita u procesu postizanja aktiviranog fenotipa 
(Kalezic i sar., 2021). Pored toga, simultane promene u antioksidativnoj odbrani u malignom 
tumorskom tkivu i njemu asociranom masnom tkivu otvaraju pitanje redoks-senzitivne 
kooperacije između kancerskih ćelija i adipocita kao jednog od mehanizama metaboličke 
kooperacije (Kalezic i sar., 2021). 

 

1.8. Sistemski i lokalni uticaj gojaznosti na tumorsku mikrosredinu u karcinomu dojke  

Incidence gojaznosti i karcinoma dojke kod mladih žena su u konstantnom porastu, dok se 
podaci koji dovode gojaznost u vezu sa lošijom prognozom bolesti akumuliraju (Zimta i sar., 
2019). Nasuprot ovakvim zabrinjavajućim trendovima veoma malo se zna o podležućim 
mehanizmima u osnovi veze između gojaznosti i progresije karcinoma dojke kod 
premenopauzalnih žena. Uopšteno govoreći, uticaj gojaznosti na razvoj i progresiju karcinoma 
dojke se može posmatrati na sistemskom i lokalnom nivou, pri čemu se uticaj sistemskih alteracija 
koje nastaju u gojaznosti može podeliti u dve grupe: direktan uticaj gojaznosti na kancerske ćelije 
i uticaj gojaznosti na tumorsku mikrosredinu koji indirektno doprinosi razvoju i progresiji 
neoplastične transformacije. U kanceru dojke, specifično, postoji još jedan nivo kompleksnosti 
koji potiče od činjenice da je izmenjena funkcija masnog tkiva u gojaznosti istovremeno uzrok 
sistemskih alteracija kao i da adipociti izmenjene fiziologije čine ključnu komponentu tumorske 
mikrosredine (Shema 5).  

Narušena ravnoteža između kalorijskog unosa i potrošnje u korist hroničnog prekomernog 
kalorijskog unosa rezultuje kompenzatornim promenama u masnom tkivu koje uključuju 
hipertrofiju i delimično hiperplaziju adipocita u prvom redu, nakon čega dolazi do ekstenzivnih 
promena u fiziologiji masnog tkiva usled glukotoksičnosti i lipotoksičnosti i konačno ektopične 
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depozicije lipida u drugim tkivima kada su svi homeostatski kapaciteti masnog tkiva prevaziđeni 
(Korac i sar., 2021). Izmenjena funkcija masnog tkiva u gojaznosti dovodi do sistemskih alteracija 
koje se mogu dovesti u direktnu vezu sa malignim oboljenjima. Ovakve sistemske alteracije 
uključuju promene u koncentracijama metabolita, hormona, adipokina i inflamatornih medijatora 
u cirkulaciji. Hiperinsulinemija i posledična insulinska rezistencija su neke od najčešćih posledica 
gojaznosti koje su povezane sa lošijom prognozom karcinoma dojke (Goodwin i sar., 2002), dok 
je pokazano da insulin, kao i insulinom stimulisana sinteza insulinu sličnog faktora rasta 1, 
doprinosi proliferaciji kancerskih ćelija dojke (Christopoulos i sar., 2015). Ovi mehanizmi su 
posebno značajni u hormon zavisnom karcinomu dojke, budući da insulin i insulinu sličan faktor 
rasta 1 interaguju sa estrogenskom signalizacijom kroz povećanje aktivnosti aromataze u 
adipocitima i posledično povećanje nivoa estrogena u cirkulaciji (Key i sar., 2003). Ovaj 
mehanizam je od značaja kod postmenopauzalnih žena budući da se sinteza estrogena nakon 
menopauze dominantno odvija u masnom tkivu (Wang i sar., 2015). Estrogenska signalizacija 
doprinosi progresiji karcinoma dojke putem nekoliko kompleksnih mehanizama koji uključuju 
genotoksičnost, stimulaciju proliferacije, angiogeneze i inhibiciju apoptoze (Yager i sar., 2006; 
Péqueux i sar., 2012). Simultano sa hiperinsulinemijom, stimulisana lipoliza u masnom tkivu vodi 
povećanoj koncentraciji slobodnih masnih kiselina u cirkulaciji, a slobodne masne kiseline 
(Balaban i sar., 2017) i FABP4 (Hao i sar., 2018) doprinose rastu i agresivnosti kancerskih ćelija 
dojke. Funkcionalna karakteristika gojaznosti i disfunkcije masnog tkiva je i izmenjeni sekretorni 
profil adipocita koji podrazumeva smanjenu sekreciju adiponektina i povećanu sekreciju leptina, 
dok je ovako izmenjen odnos ključnih adipokina povezan sa neoplastičnom transformacijom (Gui 
i sar., 2017). Adiponektin se smatra protektivnim faktorom u tumorogenezi, budući da je in vitro 
pokazan inhibitorni efekat adiponektina na proliferaciju kancerskih ćelija dojke (Grossmann i sar., 
2008). Sa druge strane, epidemiološke studije su pokazale da povećani nivoi adiponektina 
smanjuju rizik od postmenopauzalnog, ali ne i od premenopauzalnog karcinoma dojke (Ye i sar., 
2014). Uloga leptina u razvoju karcinoma dojke je dobro opisana. Sa jedne strane in vitro studije 
su pokazale proliferativni efekat leptina na kancerske ćelije (Liang i sar., 2018), dok 
epidemiološke studije pokazuju korelaciju nivoa leptina sa rizikom od nastanka karcinoma dojke, 
posebno kod gojaznih postmenopauzalnih žena (Pan i sar., 2018). Još jedan od mehanizama koji 
može objasniti vezu između karcinoma dojke i gojaznosti je sistemska i lokalizovana inflamacija 
u masnom tkivu. Gojazne osobne često imaju povišene cirkulatorne nivoe proinflamatornih 
medijatora koji su povezani sa neoplastičnom transformacijom i progresijom kancera (Hursting i 
sar., 2012; Morris i sar., 2013).  

Na lokalnom nivou, izmenjena funkcija rezidentnih adipocita u bliskom kontaktu sa 
kancerskim ćelijama doprinosi stimulaciji već postojećih mehanizama kooperacije koji 
ultimativno vode intenzivnoj progresiji kancera. Stimulisana sekrecija faktora rasta, adipokina, 
proinflamatornih citokina, matriksnih metaloproteinaza, masnih kiselina, glicerola i ketonskih tela 
su samo neki od mehanizama putem kojih adipociti u gojaznosti mogu doprineti metaboličkom 
reprogramiranju i posledično proliferaciji, migraciji i terapijskoj rezistenciji kancerskih ćelija 
(Duong i sar., 2017). Takođe, izmenjena redoks homeostaza masnog tkiva u gojaznosti kroz 
povećanu produkciju reaktivnih vrsta, narušenu antioksidativnu odbranu i izmenjenu sekreciju 
redoks aktivnih sekundarnih glasnika može promeniti sastav tumorske mikrosredine i izmeniti 
karakter kooperacije između kancerskih ćelija i adipocita (Korac i sar., 2021). Konkretni 
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metabolički i redoks profili masnog tkiva dojke, kao i mehanizmi kojima izmenjen metabolizam 
glukoze i masnih kiselina sa alteracijama u redoks homeostazi doprinosi tumorogenezi i progresiji 
premenopauzalnog karcinoma dojke u gojaznosti su mahom nepoznati. 

 

 

 

Shema 5. Pojednostavljen prikaz redoks-metaboličke kooperacije između kancerskih ćelija i adipocita u 
odgovoru na sistemske i lokalne uticaje gojaznosti koji oblikuju tumorsku mikrosredinu. Sistemski nivo 
cirkulatornih parametara poput glukoze (Glu), masnih kiselina (MK), insulina i insulinu sličnog faktora rasta 1 (eng. 
Insulin-like growth factor 1, IGF-1) oblikuje tumorsku sredinu direktnim uticajem na metabolizam kancerskih ćelija, 
odnosno indirektnim uticajem na metabolizam adipocita. U gojaznosti, hronično povišeni nivoi pomenutih 
cirkulatornih parametara dovode do promena u morfofunkcionalnoj plastičnosti adipocita i posledično do promena u 
sekreciji i lokalnim nivoima piruvata, laktata, glicerola, ketonskih tela i masnih kiselina. U odgovoru na vrstu i 
dostupnost nutrijenata u ekstracelularnoj sredini dolazi do adaptivnog metaboličkog reprogramiranja koje diktira kako 
bioenergetsku strategiju kancerskih ćelija tako i strategiju metaboličke kooperacije između kancerskih ćelija i 
adipocita. Uporedo sa metaboličkim reprogramiranjem, uspostavljanje nove redoks homeostaze je fundamentalna 
karakteristika malignog fenotipa, koja posebno može biti značajna u gojaznosti, gde se izmenjena funkcija adipocita 
zasniva na redoks-senzitivnim alteracijama u metabolizmu glukoze i masnih kiselina. Adaptirano iz (Korac i sar., 
2021). 
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2. CILJEVI 
 

Brojne bolesti posmatramo kao sindrome čiji su uzroci i manifestacije multifaktorijalni i 
gotovo uvek praćeni promenama u redoks homeostazi i metabolizmu. Tako je i sa kancerom koji 
danas smatramo metaboličkim, sistemskim oboljenjem koje koristi milionima godina evolutivno 
razvijane molekulske mehanizme redoks i metaboličkog reprogramiranja za nastanak i opstanak. 

U ovoj doktorskoj disertaciji se ispituje aspekt redoks-metaboličkog reprogramiranja u 
karcinomu dojke premenopauzalnih žena u parnim biopsijama tumorskog i asociranog masnog 
tkiva dojke koje predstavlja dominantnu mikrosredinu za njegov razvoj, posmatrajući ova dva 
tkiva i njihovu komunikaciju kao kompleksan pseudo-organ. Budući da epidemiološke i 
molekularno-biološke studije ukazuju na čvrstu vezu između karcinoma dojke i gojaznosti, a da 
su molekulski mehanizmi koji stoje u osnovi ovog fenomena mahom nepoznati, u istraživanje je 
uključen i ovaj faktor. 

Cilj ove doktorske disertacije je ispitivanje redoks i metaboličkog reprogramiranja tumorskog 
i asociranog masnog tkiva dojke in vivo kod normalno uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih 
žena sa benignim tumorom dojke tipa fibroadenom, odnosno malignim tumorom dojke tipa 
invazivni duktalni karcinom (luminalni tip A,  ER+/PR+/HER2-). 

Stoga, specifični ciljevi ove doktorske disertacije su: 

- Karakterizacija redoks i metaboličkog profila tumorskog i masnog tkiva dojke; 

- Identifikacija i funkcijski aspekt ključnih metabolita i metaboličkih puteva koji mogu biti 
odgovorni za razvoj malignog fenotipa; 

- Karakterizacija transkripcionih i redoks-metaboličkih regulatornih faktora odgovornih za 
reprogramiranje tumorskog i masnog tkiva; 

- Ispitivanje koordinacije redoks i metaboličkog odgovora kancerskih ćelija i njima 
pridruženih adipocita na ćelijskom nivou. 
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3. MATERIJAL I METODE 
 

3.1. Eksperimentalni dizajn - selekcija pacijentkinja i prikupljanje uzoraka 

Premenopauzalne žene sa tumorom dojke su na osnovu maligniteta (patohistološkog nalaza) i 
stepena uhranjenosti podeljene u četiri grupe: 1. normalno uhranjene sa benignim tumorom, 2. 
gojazne sa benignim tumorom, 3. normalno uhranjene sa malignim tumorom i 4. gojazne sa 
malignim tumorom dojke. Sa aspekta maligniteta, za studiju su odabrane pacijentkinje sa 
luminalnim tipom A (ER+/PR+/HER2-) invazivnog duktalnog karcinoma dojke, dok su žene sa 
benignim tumorima tipa fibroadenoma služile kao kontrole. Kao kriterijum za stepen uhranjenosti 
korišćen je indeks telesne mase (eng. Body mass index, BMI) izračunat kao odnos telesne mase u 
kilogramima i kvadrata visine u metrima. Žene sa vrednošću BMI <25 kg/m2 smatrane su 
normalno uhranjenim, a žene sa BMI ≥25 kg/m2 prekomerno uhranjenim i gojaznim. Od svih 
pacijentkinja su prilikom rutinskih operativnih zahvata pod balansiranom opštom anestezijom 
uzete parne biopsije tumorskog i masnog tkiva dojke. Tom prilikom, jedan deo uzorka je fiksiran 
za mikroskopske analize, dok je drugi deo uzorka zaleđen na -80 °C za izolaciju i analizu DNK, 
RNK i proteina. Istraživanje je odobreno od strane Etičkog odbora Instituta za onkologiju 
Vojvodine, Sremska Kamenica, broj: 4/19/1-1486/2-13. 

 

3.2. Priprema uzoraka za analize 

3.2.1. Priprema tkiva za određivanje enzimske aktivnosti 

Uzorci tkiva dobijeni parnom biopsijom tumorskog i masnog tkiva dojke su prvo izmereni, a 
zatim macerirani na ledu. Uzorci su zatim homogenizovani na ledu u saharoznom puferu (0,25 M 
saharoza, 0,05 M Tris, 1 mM EDTA, pH 7,4), tri puta po deset sekundi, sa po deset sekundi pauze 
u električnom homogenizeru (Heidolph DIAX 600). Nakon toga, uzorci su sonifikovani na ledu 
pri jačini od 10 kHz, tri puta po petnaest sekundi, sa po deset sekundi pauze. Tako dobijeni 
sonifikat je centrifugiran na ultracentrifugi (Beckam), 90 min. na 38000 g na 4 °C. U 
supernatantima dobijenim nakon centrifugiranja je određivana enzimska aktivnost. 

 

3.2.2. Priprema tkiva za Western blot i PCR analize 

Za sekvencijalnu izolaciju DNK, RNK i proteina iz uzoraka tumorskog i masnog tkiva dojke 
dobijenih parnom biopsijom korišćen je modifikovani protokol (Chomczynski i Sacchi, 1987) od 
strane proizvođača TRIzol™ reagensa (Invitrogen). Ukratko, u sterilnim uslovima, 100 mg tkiva je 
macerirano na ledu i homogenizovano u ručnom staklenom homogenizeru u 1 mL TRIzol™ 

reagensa. Nakon 5 min. inkubacije na sobnoj temperaturi, na 1 mL TRIzol™ reagensa, dodato je 
0,2 mL hloroforma, inkubirano 3 min. i centrifurigano 15 min. na 12000 g na 4 °C. Gornja, vodena 
faza koja sadrži RNK je alikvotirana u novu sterilnu ependorficu, dok su interfaza i donja organska 
faza dalje korišćene za izolaciju DNK i proteina. Za dalju izolaciju RNK u gornju vodenu fazu je 
dodato 0,5 mL izopropanola, inkubirano 10 minuta i centrifugirano 10 min. na 12000 g na 4 °C. 
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RNK precipitira kao talog nakon centrifugiranja; supernatant je odliven, a talog RNK je 
reprecipitiran 75% etanolom. 1 mL 75% etanola je dodat u talog RNK, uzorak je kratko 
vorteksovan, a zatim centrifugiran 5 min. na 7500 g na 4 °C. Supernatant je odbačen, talog RNK 
je kratko prosušen na vazduhu, a zatim rastvoren u sterilnoj vodi za PCR. Ovako dobijeni uzorci 
RNK su čuvani na -80 °C. Za dalju izolaciju DNK u donju organsku fazu dodato je 0,3 mL 100% 
etanola, inkubirano 3 min., a zatim centrifugirano 5 min. na 2000 g na 4 °C. Nakon centrifugiranja, 
DNK se nalazi u talogu, a supernatant je alikvotiran u novu sterilnu ependorficu za dalju izolaciju 
proteina. Talog DNK je ispran sa 1 mL 0,1 M natrijum citrata u 10% etanolu, pH 8,5, a zatim 
centrifugiran 5 min. na 2000 g na 4 °C, nakon 30 min. inkubacije na sobnoj temperaturi. Ovaj 
korak ispiranja je ponovljen dva puta. Dobijeni talog je resuspendovan u 2 mL 75% etanola, 
inkubiran 20 min., a zatim centrifugiran 5 min. na 2000 g na 4 °C. Talog DNK je osušen i 
resuspendovan u 0,3 mL 8 mM NaOH puferisanog sa HEPES puferom do željene pH. Ovako 
dobijeni uzorci DNK čuvani su na -80 °C. Za dalju izolaciju proteina u preostali fenol-etanolni 
supernatant dodato je 1,5 mL izopropanola, inkubirano 10 min., a zatim centrifugirano 10 min. na 
12000 g na 4 °C. Dobijeni talog proteina je dva puta ispran sa 2 mL 0,3 M guanidin hidrohlorida 
u 95% etanolu, a zatim centrifugiran 5 min. na 7500 g na 4 °C. Supernatant je odbačen, a talog je 
ispran 100% etanolom, vorteksovan, inkubiran 20 min. na sobnoj temperaturi, a zatim 
centrifugiran 5 min. na 7500 g na 4 °C. Supernatant je odbačen, talog kratko osušen na vazduhu, 
a zatim resuspendovan u 1% SDS i sonifikovan pri jačini od 10 kHz do potpune solubilizacije 
proteina. Ovako dobijeni uzorci proteina čuvani su na -20 °C za analizu proteinske ekspresije 
Western blot metodom.  

 

3.2.3. Priprema tkiva za svetlosnu i konfokalnu mikroskopiju 

Preostali deo tkiva koji nije korišćen za izolaciju proteina, DNK i RNK je fiksiran u 4% 
paraformaldehidu u fosfatnom puferu, pH 7,4. Nakon fiksiranja, uzorci su isprani u česmenskoj 
vodi preko noći, a zatim dehidratisani kroz seriju etanola rastuće koncentracije. Nakon 
dehidratacije, uzorci su prosvetljeni u ksilolu i ukalupljeni u parafin. Ukalupljeni uzorci tkiva su 
naknadno sečeni na rotacionom mikrotomu (Reichert) na preseke odgovarajuće debljine, a zatim 
preneti na mikroskopske pločice (Thermo Fisher Scientific). 

 

3.3. Određivanje koncentracije proteina  

Koncentracija proteina iz uzoraka tumorskog i masnog tkiva dojke pripremljenih u saharoznom 
puferu i u TRIzol™ reagensu određena je spektrofotometrijski po metodi Lowry i sar. (1951). 
Metoda se zasniva na Biuret reakciji u kojoj peptidne veze iz proteina reaguju sa bakrom u alkalnoj 
sredini. Tako nastali jon Cu+ reaguje sa Folinovim reagensom u Folin–Ciocalteau reakciji koja se 
u osnovi zasniva na redukciji fosfomolibdotungstenata do heteropolimolibdenum plavog, 
zahvaljujući bakrom katalizovanoj oksidaciji aromatičnih aminokiselina. Rezultat ovih reakcija je 
plavo obojeni kompleks sa maksimumom apsorpcije na 500 nm talasne dužine, dok je intenzitet 
boje proporcionalan koncentraciji proteina u uzorku, tačnije zastupljenosti aromatičnih 
aminokiselina u ukupnim proteinima. Koncentracija proteina u ispitivanim uzorcima očitava se iz 
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linearnog opsega standardne krive, konstruisane merenjem apsorbance rastvora albumina rastućih 
i poznatih koncentracija. Metoda ima senzitivnost od 0,01 mg/mL proteina, a koncentracija 
ukupnih proteina se izražava u mg/mL. 

 

3.4. Određivanje koncentracije RNK i DNK 

U uzorcima dobijenim sekvencijalnom izolacijom TRIzol™ reagensom, koncentracija RNK i DNK 
je određena spektrofotometrijski u UV spektru na spektrofotometru sa ksenonskom lampom 
(Biophotometer, Eppendorf). Za određivanje koncentracije RNK apsorbanca je snimljena na 260 
nm, a koncentracija je izračunata kao A260 x dilucija x 40 = μg RNK/mL. Odnos apsorbanci na 
260 nm i 280 mn je korišćen za određivanje čistoće RNK. Odnos A260/A280 ~2 je smatran za 
odgovarajuću čistoću izolata RNK. Za određivanje koncentracije DNK apsorbanca je snimljena 
na 260 nm, a koncentracija je izračunata kao A260 x dilucija x 50 = μg DNK/mL. Odnos apsorbanci 
na 260 nm i 280 nm je korišćen za određivanje čistoće DNK. Odnos A260/A280 ~1,8 je smatran za 
odgovarajuću čistoću izolata DNK.  

 

3.5. SDS-PAGE i Western blot 

3.5.1. Elektroforeza proteina 

Proteini su razdvajani po molekulskim masama natrijum-dodecil sulfat (eng. sodium dodecyl 
sulfate, SDS) - poliakrilamidnom elektroforezom (SDS-PAGE) u Mini-Protean III sistemu 
(BioRad). Korišćeni gelovi za razdvajanje proteina su bili različite koncentracije akrilamida (AA), 
zavisno od molekulske mase ciljnog proteina, dok su gelovi za koncentrovanje uvek bili 5% (5% 
AA, 0,1% SDS, 0,125 M Tris, pH 6,8). Polimerizacija gelova je omogućena dodavanjem 0,05% 
amonijum-persulfata i 0,033% tetrametiletilendiamida. Pufer za razdvajanje je sadržao 0,192 M 
glicin, 0,1% SDS i 0,025 M Tris, pH 8,3. U određenu zapreminu uzorka proteina dodata je ista 
zapremina pufera za uzorke (4% SDS, 20% glicerol, 10% β-merkaptoetanol, 0,025% brom-fenol 
plavo, 0,125 M Tris, pH 6,8). Uzorci su pre nanošenja na gel denaturisani kuvanjem 5 min. na 95 
°C. Za sve ispitivane proteine nanošeno je 5-20 µg proteina iz uzorka. Na gelove je nanošen i 
proteinski marker u cilju određivanja molekulskih masa (Thermo Fisher Scientific). Elektroforeza 
je trajala 60-90 min. pri konstantnom intenzitetu struje od 70 mA i diskontinuiranom naponu. 
Napon je nakon prelaska proteina u gel za razdvajanje podešen sa 100 V na 120 V. Nakon 
elektroforeze, gelovi su korišćeni za Western blot. 

 

3.5.2. Prenos proteina sa SDS-poliakrilamidnog gela na membranu i imunološka detekcija 
imobilizovanih proteina (Western blot) 

Mokrim elektrotransferom proteini su sa gelova preneseni na polivinil difluoridne membrane 
(Roche Diagnostics). Membrane su aktivirane u metanolu (10 sekundi) i destilovanoj vodi (3 
minuta). Prenos proteina sa gelova na membrane se odvijao pri konstantnom naponu od 100 V, 60 
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min. u puferu za transfer (0,192 M glicin, 20% metanol, 0,025 M Tris, pH 8,3). Uspešnost transfera 
je proveravana 5% rastvorom Ponceau S boje u glacijalnoj sirćetnoj kiselini. Membrane su potom 
obezbojavane ispiranjem u Tris puferu sa dodatkom deterdženta Tween 20 (0,2 M Tris, 1,5 M 
NaCl, 0,05% Tween 20, pH 7,4) i inkubirane 60 min. na sobnoj temperaturi u serumu za blokiranje 
slobodnih mesta na membrani - 5% BSA (eng. bovine serum albumine) u Tris puferu sa dodatkom 
deterdženta Tween 20. Nakon blokiranja, membrane su inkubirane sa primarnim antitelom 
rastvorenim u 5% BSA preko noći na 4 °C. Podaci o antitelima korišćenim u ovom eksperimentu 
kao i njihova koncentracija, prikazani su u Tabeli 1. Nakon inkubacije i ispiranja viška primarnog 
antitela, membrane su inkubirane sa odgovarajućim sekundarnim antitelima (Abcam) dobijenim 
imunizacijom koze na IgG zeca, odnosno miša u razblaženju 1:3000, odnosno 1:2000 u 5% BSA 
u trajanju od 120 min. na sobnoj temperaturi. Po inkubaciji, membrane su ispirane Tris puferom 
sa dodatkom deterdženta Tween 20, 30 minuta na sobnoj temperaturi. Za vizuelizaciju proteina 
membrane su inkubirane u hemiluminiscentnom supstratu - luminolu, uz dodatak H2O2 (3 min.). 
Nakon toga, rentgen filmovi (Carestream Health Inc.) su izlagani ekscitovanom luminolu sa 
membrana (1-3 min.). Razvijani i skenirani filmovi su korišćeni za kvantifikaciju proteinskih traka.  

 

Tabela 1. Primarna antitela korišćena za Western blot. 

Antitelo 
Proizvođač, 

kat. br. 
Koncentracija 

(μg/mL)  
Mr (kDa) 

LDHA Abcam, ab47010 1 μg/mL 36 

LDHB Abcam, ab85319 0.1 μg/mL 37 

AMPK Millipore, #07-350SP 1 μg /mL 65 

Heksokinaza 1 Santa Cruz, sc-46695 1 μg/mL 120 

Heksokinaza 2  Abcam, ab104836 1 μg/mL 102 

PFK-1 Abcam, ab119796 1 μg/mL 86 

GAPDH Abcam, ab8245 0.2 μg/mL 36 

G6PDH Abcam, ab76598 1 μg/mL 59 

β-aktin Abcam, ab8226 0.5 μg/mL 42 

GSK-3 Abcam ab90366 1 μg/mL 47, 51 

VDAC Abcam, ab34726 1 μg/mL 32 

4-HNE Abcam, ab48506 0.5 μg/mL; N/A 
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Nrf2 Abcam, ab31163 1 μg/mL 67 

PGC-1α Abcam, ab54481 1 μg/mL 92 

CS Santa Cruz, sc-390693 1 μg/mL 50 

Kompleks I Abcam, ab55521 0.5 μg/mL 43 

Kompleks II Abcam, ab14715 0.5 μg/mL 70 

Kompleks III Abcam, ab14745 0.2 μg/mL 50 

Kompleks IV Abcam, ab14744 0.5 μg/mL 17 

ATP sintaza Abcam, ab14730 1 μg/mL 52 

PDH Abcam, ab84588 1 μg/mL 39 

PDK4 Abcam, ab89295 1 μg/mL 46 

ACADM Abcam, ab92461 1 μg/mL 47 

ACOX Abcam, ab184032 1 μg/mL 50,74 

ACC Abcam, ab45174 0.5 μg/mL 265 

FAS Abcam, ab150508 0.5 μg/mL 273 

UCP1 Abcam, ab10983 2 μg/mL 32 

MCT1 Abcam, ab238825 1 μg/mL 50 

MCT4 Abcam, ab74109  1 μg/mL 49 

 

Skraćenice korišćene u tabeli: LDHA, laktat dehidrogenaza A; LDHB, laktat dehidrogenaza B; AMPK, AMP-
aktivirana protein kinaza; PFK-1, fosfofruktokinaza 1; GAPDH, gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza; G6PDH, 
glukozo 6-fosfat dehidrogenaza; GSK-3, kinaza glikogen sintaze 3; VDAC, voltažno zavisni anjonski kanal; 4-HNE, 
4-hidroksinonenal; Nrf2, nukleusni faktor-eritroid faktor 2-zavisni faktor 2; PGC-1α, PPARγ koaktivator-1α; CS, 
citrat sintaza; PDH, piruvat dehidrogenaza; PDK4, kinaza piruvat dehidrogenaze 4; ACADM, acil-CoA 
dehidrogenaza srednjeg lanca; ACOX, peroksizomalna acil-CoA dehidrogenaza; ACC, acetil-CoA karboksilaza; FAS, 
sintaza masnih kiselina; UCP1, dekuplujući protein 1; MCT1, monokarboksilatni transporter 1; MCT4 
monokarboksilatni transporter 4.  
 

3.5.3. Kvantifikacija rezultata dobijenih Western blot analizom 

ImageJ softverski paket je korišćen za denzitometrijsku kvantifikaciju dobijenih traka. 
Rezultati su izraženi putem integracije volumena i predstavljaju sumu svih vrednosti piksela 
pobuđenih signalom (1 piksel = 0,007744 mm2) unutar označenog objekta (trake) 
vizuelizovane na prethodno objašnjen način. Ova vrednost umanjena za fon pozadine (eng. 
background) predstavlja intenzitet zatamnjenja (eng. volume) na površini zaokružene trake. 
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Dobijene vrednosti za proteine od interesa normalizovane su u odnosu na vrednosti dobijene 
za β-aktin kao standard za konstitutivno eksprimirani protein. 

 

3.6. Određivanje izoenzimskog profila laktat dehidrogenaze 

Izoenzimski profil laktat dehidrogenaze analiziran je elektroforetski. Za analizu je korišćeno 5 
μg, odnosno 10 μg, proteina izolovanih u saharoznom puferu za tumorsko i masno tkivo 
respektivno. Izolati proteina iz srca, odnosno jetre, su korišćeni kao pozitivne kontrole za 
determinaciju elektroforetskih migracionih dužina pet izoenzimskih formi laktat dehidrogenaze. 
Elektroforeza je rađena pod neredukujućim, nedenaturišućim uslovima na 1% agaroznom gelu u 
hladnom puferu za elektroforezu pri konstantnoj struji od 100 V u trajanju od 2 h. Izoforme su 
detektovane vizuelizacijom aktivnosti laktat dehidrogenaze na gelu nakon inkubacije u puferu za 
aktivnost (115 mM natrijum laktat, 3,75 mg/mL NAD+, 0,075 mg/mL farnezin metilsulfat i 0,75 
mg/mL nitro plavo tetrazolijum). Gelovi su inkubirani na 37 °C u trajanju od 20-30 min. u mraku. 
Nakon inkubacije, gelovi su skenirani, a dobijene trake su denzitometrijski analizirane.  

 

3.7. Određivanje ukupne aktivnosti enzima laktat dehidrogenaze 

Ukupna aktivnost laktat dehidrogenaze je određena u uzorcima proteina izolovanim u 
saharoznom puferu modifikovanom metodom po Amadoru (Amador i sar., 1963). 50 μL uzorka 
je dodato u reakcionu smešu (5,25x10-8 M NAD+, laktat 7,75x10-2 M u 0,1 M Tris-HCl puferu, pH 
8,5), a zatim je kvarcna kiveta odmah prebačena u spektrofotometar. Porast apsorbance NADH je 
praćen na 340 nm u trajanju od 3 min. na 30 °C. Za datu koncentraciju supstrata i pH reakcione 
smeše više od 95% maksimalne aktivnosti svih pet izoformi enzima je izmereno, zbog čega se ova 
metoda koristi za određivanje aktivnosti ukupne laktat dehidrogenaze. Specifična aktivnost je 
izražena u nM NADH min-1 mg-1 proteina i u nM NADH min-1 g-1 tkiva. 

 

3.8. Određivanje broja kopija mitohondrijske DNK lančanom reakcijom polimeraze u 
realnom vremenu (RT-PCR)  

Nakon sekvencijalne izolacije DNK, RNK i proteina po uputstvima proizvođača TRIzol™ 

reagensa i spektrofotometrijskog određivanja koncentracije i čistoće DNK, 20 ng ukupne DNK je 
korišćeno za umnožavanje genskih sekvenci nukleusnog gena za 18S ribozomalnu RNK (18S) i 
mitohondrijskog gena za nikotinamid adenin dinukleotid dehidrogenazu 2 (ND2) lančanom 
reakcijom polimeraze u realnom vremenu po uputstvima proizvođača (Super Script First Stri 
Synthesis Kit, Invitrogen). Komercijalne sekvence nukleusnog i mitohondrijskog gena sa 
odgovarajućim prajmerima su korišćene za konstrukciju standardne krive prema kojoj je finalno 
izračunat odnos broja kopija mitohondrijskog i nukleusnog genoma u uzorcima tumorskog i 
masnog tkiva dojke. Serijska razblaženja komercijalnih DNK sekvenci od 20 ng do 2x10-4 ng su 
korišćena za konstrukciju standardnih kriva. Reakciona smeša od 20 μL je sadržala 5 pM 
odgovarajućih prajmera, fluorescentnu boju SYBR Green sa referentnom fluorescentnom bojom 
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ROX (Applied Biosystems), TaqMan polimerazu i 20 ng ukupne DNK, a ciljne sekvence su 
umnožene prema protokolu sekvencijalnih ciklusa od 5 min. na 95 °C inicijalne denaturacije, 40 
ciklusa od po 15 sekundi denaturacije na 95 °C, 60 sekundi vezivanja prajmera za matricu na 60 
°C i 60 sekundi elongacije na 72 °C. U Tabeli 2 su date komercijalne sekvence gena 18S i ND2, 
kao i sekvence odgovarajućih prajmera za njihovo umnožavanje. 

 

Tabela 2. Sekvence gena i parova prajmera korišćenih u lančanoj reakciji polimeraze u realnom 
vremenu. 

Ciljni gen Sekvenca gena/prajmera 

18S 5’-
TAGAGGGACAAGTGGCGTTCAGCCACCCGAGATTGAGCAATAACAGG
TCTGTGATGCCCTTAGATGTCC-3’ 

ND2 5’-
ACTGCGCTAAGCTCGCACTGATTTTTTACCTGAGTAGGCCTAGAAATA
AACATGCTAGCTTTTATTCCA-3’ 

18S F: 5’-TAGAGGGACAAGTGGCGT-3’ 

R: 5’-CGCTGAGCCAGTCAGTGT-3’ 

ND2 F: 5’-ACTGCGCTAAGCTCGCACTGA-3’ 

R: 5’-GATTATGGATGCGGTTGCTTG-3’ 

Skraćenice korišćene u tabeli:18S, 18S ribozomalna RNK; ND2, nikotinamid adenin dinukleotid dehidrogenaza 2. 

 

3.9. Analiza lokalizacije proteina mikroskopskim metodama 

Parafinski preseci debljine 5 μm korišćeni su za detekciju ekspresije i lokalizacije proteina 
mikroskopskim metodama. Prethodno, parafinski preseci su sprovedeni kroz rutinski proces 
deparafinizacije i rehidratacije. Zatim, parafinski preseci su inkubirani 10 min. u 10 mM citratnom 
puferu (pH 6,0) na 600 W u mikrotalasnoj i ispirani TBS puferom kako bi se otkrili epitopi, 
odnosno antigena mesta vezivanja.  

 

3.9.1. Imunohistohemijska lokalizacija proteina 

Nakon procedure otkrivanja antigena i ispiranja u TBS puferu (150 mM NaCl, 50 mM Tris-
HCl, pH 7,6), endogena peroksidaza je blokirana u 3% rastvoru H2O2 u metanolu u trajanju od 10 
min. ABC kit (Abcam) je korišćen za imunohistohemijsku detekciju proteina u uzorcima 
tumorskog i masnog tkiva dojke. Nespecifična mesta vezivanja antitela su blokirana inkubacijom 
preseka u Protein Block rastvoru albumina (Abcam), 30 min. na sobnoj temperaturi. Nakon 
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blokiranja, preseci su inkubirani sa odgovarajućim primarnim antitelima na 4 ºC preko noći. Nakon 
ispiranja u Tris puferu sa dodatkom deterdženta Tween 20, preseci su inkubirani 10 min. na sobnoj 
temperaturi u univerzalnoj smeši biotiniziranih kozjih anti-mišjih i anti-zečjih sekundarnih antitela 
(Abcam). Nakon inkubacije sa sekundarnim antitelima i ispiranja, preseci su inkubirani 10 min. 
na sobnoj temperaturi sa streptavidinom konjugovanim sa peroksidazom (Abcam). Detekcija 
mesta vezivanja antitela za odgovarajuće epitope na proteinima od interesa na tkivnim presecima 
vršena je inkubacijom preseka u 0,05% 3,3′-diaminobenzidinu rastvorenom u TBS puferu, u 
prisustvu 0,012% H2O2, do pojave reakcije. Inkubacija je trajala do 10 min., u mraku. Ispiranjem 
česmenskom vodom je prekinuto razvijanje bojene reakcije, a preseci su kontrastrirani bojenjem 
Majerovim hematoksilinom. Nakon rutinske dehidratacije kroz seriju etanola rastuće 
koncentracije, trajni preparati su napravljeni montiranjem preseka u DPX medijumu (mešavina 
distirena i ksilena, Sigma-Alrich). Primarna antitela korišćena za imunohistohemijsku detekciju 
proteina su data u Tabeli 3. Uzorci tumorskog i masnog tkiva dojke su analizirani na svetlosnom 
mikroskopu DMLB opremljenim sa DFC295 digitalnom kamerom za snimanje mikrografija 
(Leica Microsystems). 

 

3.9.2. Imunofluorescentna lokalizacija proteina 

Nakon procedure otkrivanja antigena i ispiranja u TBS puferu, tkivni preseci su inkubirani u 
10% normalnom kozjem serumu i 1% BSA u TBS-u na sobnoj temperaturi u trajanju od 60 min. 
radi blokiranja nespecifičnih mesta vezivanja antitela. Nakon blokiranja, preseci su inkubirani sa 
odgovarajućim primarnim antitelima na 4 ºC preko noći. Primarna antitela koja su korišćena za 
imunofluorescentnu detekciju proteina su data u Tabeli 3. Nakon ispiranja primarnog antitela, 
preseci su inkubirani sa odgovarajućim sekundarnim antitelima konjugovanim sa fluorohromima 
na sobnoj temperaturi u trajanju od 60 min. Zatim, preseci su isprani u TBS puferu sa dodatkom 
deterdženta Tween 20 i inkubirani 5 min. sa fluorescentnom nukleusnom bojom Sytox Orange 
(Life Technologies). Nakon ispiranja, preseci su montirani u Mowiolu (Sigma-Aldrich). Dve 
metode su korišćene za kolokalizacione studije u zavisnosti od porekla primarnih antitela: metod 
dvostruke simultane imunofluorescencije (u slučaju da antitela potiču iz različitih domaćina) i 
metod dvostruke sekvencijalne imunofluorescencije (u slučaju da primarna antitela potiču iz istog 
domaćina). Konfokalni mikroskop Leica TCS SP5 II (Leica Microsystems) je korišćen u 
sekvencijalnom modu kako bi se onemogućilo preklapanje između različitih kanala. Dvojno 
obojeni uzorci su ekscitovani Ar laserom na 488 nm i HeNe laserom na 633 nm, dok su nukleusne 
boje ekscitovane korišćenjem HeNe lasera na 543 nm. Izostavljanjem primarnih antitela dobijene 
su negativne kontrole. 
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Tabela 3. Primarna antitela korišćena za imunohistohemijsku i imunofluorescentnu detekciju 
lokalizacije proteina. 

Antitelo 
Proizvođač, 

kat. br. 
Koncentracija 

(μg/mL)  

CuZnSOD Abcam, ab13498 1 μg/mL 

MnSOD Abcam, ab13533 1 μg/mL 

CAT Abcam, ab1877 1 μg/mL 

GSH-Px Abcam, ab16798 1 μg/mL 

LDHA Abcam, ab47010 1 μg/mL 

LDHB Abcam, ab85319 0.1 μg/mL 

Heksokinaza 1 Santa Cruz, sc-46695 1 μg/mL 

Heksokinaza 2  Abcam, ab104836 1 μg/mL 

VDAC Abcam, ab34726 1 μg/mL 

4-HNE Abcam, ab48506 1 μg/mL 

MCT1 Abcam, ab238825 1 μg/mL 

MCT4 Abcam, ab74109  1 μg/mL 

 

Skraćenice korišćene u tabeli: CuZnSOD, bakar, cink superoksid dismutaza; MnSOD, mangan superoksid dismutaza; 
CAT, katalaza; GSH-Px, glutation peroksidaza; LDHA, laktat dehidrogenaza A; LDHB, laktat dehidrogenaza B; 
VDAC, voltažno zavisni anjonski kanal; 4-HNE, 4-hidroksinonenal; MCT1, monokarboksilatni transporter 1; MCT4 
monokarboksilatni transporter 4. 

 

3.10. Statistička obrada rezultata 

Statistička značajnost dobijenih rezultata je testirana pomoću GraphPad Software 8.4.3. Za 
ispitivanje normalnosti raspodele korišćeni su Anderson-Darling, D'Agostino i Pearson, Shapiro-
Wilk i Kolmogorov-Smirnov testovi normalnosti. Za poređenje varijanse između grupa i 
određivanje statističke značajnosti korišćena je parametarska i neparametarska dvofaktorska 
analiza varijanse (two-way ANOVA) praćena Tukey i Dunnet testovima za višestruka poređenja, 
respektivno. Za najniži stepen značajnosti uzeta je vrednost verovatnoće p < 0.05. Podaci su 
predstavljeni kao srednja vrednost ± standardna devijacija (± SD) ili srednja vrednost ± standardna 
greška (± S.E.M.).  
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4. REZULTATI 
 

4.1. Karakteristike pacijentkinja i patohistološki parametri tumora dojke 

U Tabeli 4 prikazane su karakteristike 36 premenopauzalnih pacijentkinja (starost i BMI) i 
patohistološki parametri tumora dojke (histološki tip, status hormonskih receptora, molekulski 
podtip, veličina tumora, histološki gradus tumora i zahvaćenost aksilarnih limfnih čvorova) po 
sledećim grupama: normalno uhranjene sa benignim tumorima, gojazne sa benignim tumorima, 
normalno uhranjene sa malignim tumorima i gojazne sa malignim tumorima. U grupi normalno 
uhranjenih žena sa benignim tumorima prosečna starost pacijentkinja je 37.29±8.01 godina, a 
prosečna vrednost BMI je 20.36±2.12 kg/m2. Patohistološkom analizom je utvrđeno da svih devet 
tumora u ovoj grupi pripada fibroadenomima po histološkom tipu, od čega su 4 tumora manja ili 
jednaka 2 cm u dijametru, dok je 5 tumora veće od 2 cm u dijametru. U grupi gojaznih žena sa 
benignim tumorima prosečna starost pacijentkinja je 33.60±9.40 godina, a prosečna vrednost BMI 
je 28.23±1.49 kg/m2. Patohistološkom analizom je utvrđeno da svih devet tumora u ovoj grupi 
pripada fibroadenomima po histološkom tipu, od čega je 5 tumora manje ili jednako 2 cm u 
dijametru, dok je 4 tumora veće od 2 cm u dijametru. U grupi normalno uhranjenih žena sa 
malignim tumorima prosečna starost pacijentkinja je 39.83±7.39 godina, a prosečna vrednost BMI 
je 22.68±1.17 kg/m2. Patohistološkom analizom je utvrđeno da svih devet tumora u ovoj grupi 
pripada invazivnim duktalnim karcinomima po histološkom tipu. Na osnovu statusa hormonskih 
receptora, maligni tumori u ovoj grupi klasifikovani su kao luminalni tip A (ER+/PR+/HER2-) po 
molekulskom podtipu. U ovoj grupi, 6 tumora je manje ili jednako 2 cm u dijametru, dok su 3 
tumora veći od 2 cm u dijametru. Na osnovu histološkog gradusa tumora, 5 tumora pripada gradusu 
II, a 4 tumora pripadaju gradusu III. Kod 7 pacijentkinja iz ove grupe nema zahvaćenosti aksilarnih 
limfnih čvorova, dok je kod 2 pacijentkinje detektovana zahvaćenost 1-3 aksilarna limfna čvora. 
U grupi gojaznih žena sa malignim tumorima prosečna starost pacijentkinja je 46.67±3.67 godina, 
a prosečna vrednost BMI je 30.6±4.29 kg/m2. Patohistološkom analizom je utvrđeno da svih devet 
tumora u ovoj grupi pripada invazivnim duktalnim karcinomima po histološkom tipu, a na osnovu 
statusa hormonskih receptora luminalnom tipu A (ER+/PR+/HER2-) po molekulskom podtipu. U 
ovoj grupi, 5 tumora je manje ili jednako 2 cm u dijametru, dok je 4 tumora veće od 2 cm u 
dijametru. Na osnovu histološkog gradusa tumora, 6 tumora pripada gradusu II, a 3 tumora 
pripadaju gradusu III. Kod 6 pacijentkinja iz ove grupe nema zahvaćenosti aksilarnih limfnih 
čvorova, dok je kod 3 pacijentkinje detektovana zahvaćenost 1-3 aksilarna limfna čvora. 
Pacijentkinje iz grupe gojaznih sa malignim tumorima su u proseku starije od pacijentkinja iz 
grupe gojaznih sa benignim tumorima (p < 0.01). Takođe, pacijentkinje iz grupe gojaznih sa 
benignim tumorima u proseku imaju viši BMI u poređenju sa pacijentkinjama iz grupe normalno 
uhranjenih sa benignim tumorima (p < 0.001), dok pacijentkinje iz grupe gojaznih sa malignim 
tumorima u proseku imaju viši BMI u poređenju sa pacijentkinjama iz grupe normalno uhranjenih 
sa malignim tumorima (p < 0.001). 
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Tabela 4. U tabeli su prikazane karakteristike premenopauzalnih žena, starost u godinama (srednja 
vrednost±SD) i indeks telesne mase u kg/m2 (srednja vrednost±SD), kao i patohistološki parametri 
benignih i malignih tumora dojke.  

 Grupe 

Karakteristike pacijentkinja 
Normalno uhranjene žene sa 

benignim tumorima (n=9) 

Gojazne žene sa benignim 

tumorima (n=9) 

Normalno uhranjene žene sa 

malignim tumorima (n=9) 

Gojazne žene sa malignim 

tumorima (n=9) 

Starost (godine) 

 
37,29±8,01 33,60±9,40 39,83±7,39 46,67±3,67a 

BMI (kg/m2) 

 
20,36±2,12 28,23±1,49b 22,68±1,17 30,6±4,29c 

Patohistološki parametri  

Histološki tip tumora fibroadenom fibroadenom invazivni duktalni karcinom invazivni duktalni karcinom 

Status hormonskih receptora / / ER+/PR+/HER2- ER+/PR+/HER2- 

Molekularni podtip / / luminalni tip A luminalni tip A 

Veličina tumora   

≤2 cm 4 5 6 5 

>2 cm 5 4 3 4 

Histološki gradus tumora  

Gradus II / / 5 6 

Gradus III / / 4 3 

Zahvaćenost aksilarnih limfnih 

čvorova 
 

Nema zahvaćenosti / / 7 6 

Zahvaćenost 1-3 aksilarna limfna čvora / / 2 3 
 

Skraćenice korišćene u tabeli: BMI, indeks telesne mase; ER+/PR+/HER2-, estrogen pozitivan/progesteron 
pozitivan/receptor epidermalnog faktora rasta 2 negativan. a-poređenje sa gojaznim ženama sa benignim tumorima (p 
< 0.01), b-poređenje sa normalno uhranjenim ženama sa benignim tumorima (p < 0.001), c-poređenje sa normalno 
uhranjenim ženama sa malignim tumorima (p < 0.001). 
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4.2. Redoks status u tumorskom i masnom tkivu dojke 
 

4.2.1. Obrazac tkivne i ćelijske lokalizacije CuZnSOD u tumorskom tkivu dojke 

Imunohistohemijska analiza proteinske ekspresije, tkivne i ćelijske lokalizacije bakar, cink 
superoksid dismutaze (CuZnSOD) u benignom i malignom tumorskom tkivu dojke normalno 
uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih žena prikazana je na Figuri 1. U benignom tumorskom 
tkivu, prisustvo CuZnSOD je zabeleženo u pojedinim epitelnim ćelijama, dok je imunopozitivna 
reakcija lokalizovana u citoplazmi. Uočen je mali broj izrazito imunopozitivnih ćelija. U 
malignom tumorskom tkivu, veliki broj kancerskih ćelija se odlikuje visokim stepenom 
imunopozitivnosti, dok je imunopozitivna reakcija takođe lokalizovana u citoplazmi. Intenzitet 
imunopozitivnosti u malignom tumorskom tkivu je izuzetno jak u poređenju sa benignim 
tumorskim tkivom.  
 

 
Figura 1. Imunohistohemijska detekcija bakar, cink superoksid dismutaze na presecima benignog i malignog 
tumorskog tkiva dojke normalno uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih žena. Bar 100 μm i 25 μm. 



32 
 

4.2.2. Obrazac tkivne i ćelijske lokalizacije CuZnSOD u masnom tkivu dojke 

Proteinska ekspresija, tkivna i ćelijska lokalizacija CuZnSOD u masnom tkivu dojke 
normalno uhranjenih i gojaznih žena sa benignim, odnosno malignim tumorima dojke prikazana 
je na Figuri 2. CuZnSOD je eksprimirana i specifično lokalizovana u adipocitima kako kod 
normalno uhranjenih tako i kod gojaznih žena sa benignim, odnosno malignim tumorima dojke. U 
adipocitima masnog tkiva normalno uhranjenih i gojaznih žena sa benignim tumorima dojke 
intenzitet imunopozitivnosti je slab do umeren, dok je imunopozitivna reakcija lokalizovana u 
citoplazmi adipocita. U masnom tkivu dojke normalno uhranjenih žena sa malignim tumorima, 
adipociti poseduju širok obod citoplazme koju odlikuje jak intenzitet imunopozitivnosti. Ovakva 
izražena imunopozitivna reakcija nije zabeležena u masnom tkivu gojaznih žena sa malignim 
tumorima u poređenju sa normalno uhranjenim ženama sa malignim tumorima.  

 

 
Figura 2. Imunohistohemijska detekcija bakar cink superoksid dismutaze na presecima masnog tkiva dojke normalno 
uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih žena sa benignim i malignim tumorima dojke. Bar 50 μm i 20 μm. 
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4.2.3. Obrazac tkivne i ćelijske lokalizacije MnSOD u tumorskom tkivu dojke 

Imunohistohemijska analiza proteinske ekspresije kao i tkivne i ćelijske lokalizacije MnSOD 
u tumorskom tkivu dojke prikazana je na Figuri 3. U benignom tumorskom tkivu, prisustvo 
MnSOD je zabeleženo u epitelnim ćelijama, gde se u citoplazmi zapaža granulisani tip 
imunopozitivne reakcije koji ukazuje na mitohondrijsku lokalizaciju MnSOD. I kod normalno 
uhranjenih i kod gojaznih žena, mali broj epitelnih ćelija pokazuje slab do umeren intenzitet 
imunopozitivnosti. U malignom tumorskom tkivu, MnSOD je eksprimirana u kancerskim 
ćelijama, dok se imunopozitivna reakcija zapaža u mitohondrijama i citoplazmi. U malignom 
tumorskom tkivu, veliki broj kancerskih ćelija pokazuje visok stepen imunopozitivnosti. Maligno 
tumorsko tkivo normalno uhranjenih žena pokazuje najveći broj imunopozitivnih ćelija, kao i 
najviši stepen imunopozitivnosti kancerskih ćelija u poređenju sa malignim tumorskim tkivom 
gojaznih žena i u poređenju sa benignim tumorskim tkivom normalno uhranjenih žena. 
 

 
Figura 3. Imunohistohemijska detekcija mangan superoksid dismutaze na presecima benignog i malignog tumorskog 
tkiva dojke normalno uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih žena. Bar 100 μm i 25 μm. 
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4.2.4. Obrazac tkivne i ćelijske lokalizacije MnSOD u masnom tkivu dojke 

Na Figuri 4 prikazana je proteinska ekspresija i tkivna lokalizacija MnSOD u masnom tkivu 
dojke normalno uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih žena sa benignim, odnosno malignim 
tumorima dojke. MnSOD je eksprimirana i specifično lokalizovana u adipocitima masnog tkiva. 
Zapaža se granulisani tip imunopozitivne reakcije, posebno u perinukleusnom regionu citoplazme, 
dok je intenzitet imunopozitivne reakcije slab do umeren. U adipocitima masnog tkiva normalno 
uhranjenih žena sa malignim tumorima zapaža se jak intenzitet imunopozitivne reakcije, u 
poređenju sa adipocitima masnog tkiva gojaznih žena sa malignim tumorima, kao i u poređenju sa 
adipocitima masnog tkiva normalno uhranjenih žena sa benignim tumorima.  

 
Figura 4. Imunohistohemijska detekcija mangan superoksid dismutaze na presecima masnog tkiva dojke normalno 
uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih žena sa benignim i malignim tumorima dojke. Bar 50 μm i 20 μm. 
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4.2.5. Obrazac tkivne i ćelijske lokalizacije CAT u tumorskom tkivu dojke 

Proteinska ekspresija i obrazac tkivne i ćelijske lokalizacije CAT u benignom i malignom 
tumorskom tkivu dojke ispitivani su imunohistohemijski (Figura 5). U benignom tumorskom 
tkivu, prisustvo CAT je zabeleženo u epitelnim ćelijama i fibroblastima. Umeren stepen 
imunopozitivnosti odlikuje citoplazmu pojedinih epitelnih ćelija. U malignom tumorskom tkivu, 
CAT je eksprimirana u velikom broju ćelija, dok se visok intenzitet imunopozitivne reakcije 
zapaža u citoplazmi i pojedinim nukleusima. Zapaža se da je maligno tumorsko tkivo normalno 
uhranjenih i gojaznih žena izrazito imunopozitivno u poređenju sa respektivnim benignim 
tumorskim tkivom.  
 

 
Figura 5. Imunohistohemijska detekcija katalaze na presecima benignog i malignog tumorskog tkiva dojke normalno 
uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih žena. Bar 100 μm i 25 μm. 
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4.2.6. Obrazac tkivne i ćelijske lokalizacije CAT u masnom tkivu dojke 

Proteinska ekspresija i tkivna lokalizacija CAT u masnom tkivu dojke prikazana je na Figuri 
6. CAT je eksprimirana i specifično lokalizovana u adipocitima masnog tkiva normalno uhranjenih 
i gojaznih žena sa benignim, odnosno malignim tumorima dojke. U benignom tumorskom tkivu 
normalno uhranjenih i gojaznih žena zapaža se uniformna imunopozitivna reakcija umerenog 
intenziteta u citoplazmi adipocita. Kod normalno uhranjenih žena sa malignim tumorima zapažaju 
se karakteristični adipociti čija se citoplazma odlikuje izrazito jakim intenzitetom 
imunopozitivnosti. Ovakav visok stepen imunopozitivnosti nije zabeležen u masnom tkivu 
gojaznih žena sa malignim tumorima.  

 

 
Figura 6. Imunohistohemijska detekcija katalaze na presecima masnog tkiva dojke normalno uhranjenih i gojaznih 
premenopauzalnih žena sa benignim i malignim tumorima dojke. Bar 50 μm i 20 μm. 
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4.2.7. Obrazac tkivne i ćelijske lokalizacije GSH-Px u tumorskom tkivu dojke 

Imunohistohemijska detekcija prisustva i lokalizacije GSH-Px u benignom i malignom 
tumorskom tkivu dojke normalno uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih žena prikazana je na 
Figuri 7. U benignom tumorskom tkivu, prisustvo GSH-Px je zabeleženo u epitelnim ćelijama, 
dok je imunopozitivna reakcija lokalizovana u citoplazmi. Epitelne ćelije se odlikuju slabim do 
umerenim intenzitetom imunopozitivnosti, dok izuzetno mali broj ćelija pokazuje jaku 
imunopozitivnost. U malignom tumorskom tkivu, veliki broj kancerskih ćelija pokazuje visok 
stepen imunopozitivnosti. Imunopozitivna reakcija ukazuje na citoplazmatsku lokalizaciju, ali se 
pored toga zapaža i granulisani tip reakcije koji ukazuje na mitohondrijsku lokalizaciju. Maligno 
tumorsko tkivo je izrazito imunopozitivno u odnosu na benigno tumorsko tkivo kako kod normalno 
uhranjenih tako i kod gojaznih žena.  

 
Figura 7. Imunohistohemijska detekcija glutation peroksidaze na presecima benignog i malignog tumorskog tkiva 
dojke normalno uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih žena. Bar 100 μm i 25 μm. 
 



38 
 

4.2.8. Obrazac tkivne i ćelijske lokalizacije GSH-Px u masnom tkivu dojke 

Na Figuri 8 prikazana je imunohistohemijska detekcija ekspresije i tkivne lokalizacije GSH-
Px u masnom tkivu dojke normalno uhranjenih i gojaznih žena sa benignim, odnosno malignim 
tumorima dojke. U adipocitima masnog tkiva kod žena sa benignim tumorom dojke zapažena je 
slaba imunopozitivna reakcija, lokalizovana u perinukleusnom regionu citoplazme. Kod žena sa 
malignim tumorom dojke zabeleženi su adipociti sa širokim obodom citoplazme koja je umereno 
do jako imunopozitivna, posebno u perinukleusnom regionu citoplazme.  

 
Figura 8. Imunohistohemijska detekcija glutation peroksidaze na presecima masnog tkiva dojke normalno uhranjenih 
i gojaznih premenopauzalnih žena sa benignim i malignim tumorima dojke. Bar 50 μm i 20 μm. 
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4.2.9. Nivo 4-HNE modifikovanih proteina u tumorskom i masnom tkivu dojke 

Nivo 4-hidroksinonenal (4-HNE) modifikovanih proteina u tumorskom i masnom tkivu dojke 
prikazani su na Figurama 9 i 10, respektivno. U tumorskom tkivu dojke detektovane su tri trake 
(Figura 9A) koje odgovaraju proteinima molekulske mase od 130 kDa (Figura 9B), 95 kDa (Figura 
9C) i 40 kDa (Figura 9D). Intenzitet traka na 130 kDa i 40 kDa se ne razlikuje između benignog i 
malignog tumorskog tkiva dojke kod normalno uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih žena, ali 
intenzitet trake koja odgovara 4-HNE modifikovanim proteinima na 95 kDa je manji u malignom 
tumorskom tkivu gojaznih premenopauzalnih žena u poređenju sa malignim tumorskim tkivom 
normalno uhranjenih žena, kao i u poređenju sa benignim tumorskim tkivom gojaznih 
premenopauzalnih žena.  

Detekcijom 4-HNE modifikovanih proteina u masnom tkivu dojke identifikovane su tri trake 
(Figura 10A) koje odgovaraju proteinima molekulske mase od 95 kDa (Figura 10B), 40 kDa 
(Figura 10C) i 25 kDa (Figura 10D). Nisu zabeležene razlike u intenzitetu trake na 95 kDa između 
masnog tkiva dojke premenopauzalnih žena sa benignim i malignim tumorima dojke. Intenzitet 
trake na 40 kDa je veći u masnom tkivu dojke gojaznih žena sa benignim tumorima u odnosu na 
masno tkivo normalno uhranjenih žena sa benignim tumorima. Takođe, nivo 4-HNE 
modifikovanih proteina na 40 kDa je veći u masnom tkivu dojke normalno uhranjenih žena sa 
malignim tumorima u odnosu na masno tkivo normalno uhranjenih žena sa benignim tumorima. 
Pored toga, nivo 4-HNE modifikovanih proteina na 25 kDa je veći u masnom tkivu dojke gojaznih 
žena sa malignim tumorima i u poređenju sa masnim tkivom normalno uhranjenih žena sa 
malignim tumorima i u poređenju sa masnim tkivom gojaznih žena sa benignim tumorima. 

 

 
Figura 9. Profil 4-hidroksinonenal (4-HNE) modifikovanih proteina u tumorskom tkivu dojke (A). Nivo 4-HNE 
modifikovanih proteina molekulske mase od 130 kDa (B), 95 kDa (C) i 40 kDa (D) u tumorskom tkivu dojke normalno 
uhranjenih (crni barovi) i gojaznih (sivi barovi) premenopauzalnih žena sa benignim i malignim tumorima dojke. 
Proteinska ekspresija izražena je u arbitrarnim jedinicama (A.J.). Na graficima su prikazane srednje vrednosti ± S.E.M. 
** p < 0.01. # poređenje sa respektivnom grupom normalno uhranjenih žena, ## p < 0.01. 
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Figura 10. Profil 4-hidroksinonenal (4-HNE) modifikovanih proteina u masnom tkivu dojke (A). Nivo 4-HNE 
modifikovanih proteina molekulske mase od 95 kDa (B), 40 kDa (C) i 25 kDa (D) u masnom tkivu dojke normalno 
uhranjenih (crni barovi) i gojaznih (sivi barovi) premenopauzalnih žena sa benignim i malignim tumorima dojke. 
Proteinska ekspresija izražena je u arbitrarnim jedinicama (A.J.). Na graficima su prikazane srednje vrednosti ± S.E.M. 
* poređenje sa respektivnom grupom žena sa benignim tumorima, * p < 0.05, *** p < 0.001. # poređenje sa 
respektivnom grupom normalno uhranjenih žena, # p < 0.05, ### p < 0.001. 

 

4.2.10. Obrazac proteinske ekspresije i ćelijske lokalizacije 4-HNE modifikovanih proteina u 
tumorskom i masnom tkivu dojke 

Imunofluorescentna detekcija prisustva i proteinske lokalizacije 4-HNE modifikovanih 
proteina u tumorskom i masnom tkivu dojke normalno uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih 
žena je prikazana na Figurama 11 i 12. U benignom tumorskom tkivu dojke, imunofluorescentnom 
analizom je detektovano prisustvo 4-HNE modifikovanih proteina u citoplazmi epitelnih ćelija 
mlečne žlezde, dok je intenzitet imunofluorescentne reakcije slab do umeren. U malignom 
tumorskom tkivu, detektovan je slab do umeren intenzitet imunofluorescentne reakcije u 
citoplazmi kancerskih ćelija kako kod normalno uhranjenih tako i kod gojaznih žena. Nisu 
zabeležene razlike u relativnom intenzitetu fluorescencije koji odgovara nivou 4-HNE 
modifikovanih proteina u tumorskom tkivu dojke, nezavisno od maligniteta i gojaznosti. U 
masnom tkivu dojke, detektovana je slaba do umerena imunofluorescentna reakcija u citoplazmi 
adipocita, posebno u perinukleusnom regionu citoplazme i kod žena sa benignim i kod žena sa 
malignim tumorima dojke, nezavisno od gojaznosti. U masnom tkivu dojke gojaznih žena sa 
malignim tumorima, relativni intenzitet fluorescencije koji odgovara nivou 4-HNE modifikovanih 
proteina je veći u poređenju sa masnim tkivom normalno uhranjenih žena sa malignim tumorima 
i u poređenju sa masnim tkivom gojaznih žena sa benignim tumorima.  
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Figura 11. Imunofluorescentna detekcija 4-hidroksinonenal (4-HNE) modifikovanih proteina na presecima benignog 
(gornji panel) i malignog (donji panel) tumorskog tkiva dojke normalno uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih žena. 
Imunobojenje je prikazano na zasebnom kanalu za 4-HNE (crveno), kao i Sytox Orange bojenje za nukleuse (plavo). 
Integrisane mikrografije predstavljaju preklopljene kanale sa fazno-kontrastne mikroskopije. NK – negativna kontrola. 
Bar 25 μm, odnosno 10 μm na integrisanim mikrografijama x6 dodatno uveličanje. 
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Figura 12. Imunofluorescentna detekcija 4-hidroksinonenal (4-HNE) modifikovanih proteina na presecima masnog 
tkiva dojke normalno uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih žena sa benignim (gornji panel) i malignim (donji 
panel) tumorima dojke. Imunobojenje je prikazano na zasebnom kanalu za 4-HNE (crveno), kao i Sytox Orange 
bojenje za nukleuse (plavo). Integrisane mikrografije predstavljaju preklopljene kanale sa fazno-kontrastne 
mikroskopije. NK – negativna kontrola. Bar 25 μm, odnosno 10 μm na integrisanim mikrografijama x6 dodatno 
uveličanje. * poređenje sa respektivnom grupom žena sa benignim tumorima, * p < 0.05. # poređenje sa respektivnom 
grupom normalno uhranjenih žena, # p < 0.05. 
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4.2.11. Proteinska ekspresija transkripcionog faktora Nrf2 u tumorskom i masnom tkivu dojke 

Razlike u proteinskoj ekspresiji transkripcionog faktora Nrf2 u tumorskom i masnom tkivu 
dojke normalno uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih žena prikazane su na Figuri 13. U 
tumorskom tkivu, proteinska ekspresija Nrf2 je veća u malignom tumorskom tkivu gojaznih žena 
u poređenju sa malignim tumorskim tkivom normalno uhranjenih žena, kao i benignim tumorskim 
tkivom gojaznih žena. U masnom tkivu dojke, proteinska ekspresija Nrf2 je veća u masnom tkivu 
dojke normalno uhranjenih žena sa malignim tumorima u poređenju sa masnim tkivom normalno 
uhranjenih žena sa benignim tumorima. Proteinska ekspresija Nrf2 je manja u masnom tkivu dojke 
gojaznih žena sa malignim tumorima u poređenju sa masnim tkivom normalno uhranjenih žena sa 
malignim tumorima, dok se ne razlikuje u poređenju sa masnim tkivom gojaznih žena sa benignim 
tumorima.  

 

 
Figura 13. Proteinska ekspresija nukleusnog faktora-eritroid faktor 2-zavisnog faktora 2 (Nrf2) u tumorskom (levo) i 
masnom (desno) tkivu dojke normalno uhranjenih (crni barovi) i gojaznih (sivi barovi) premenopauzalnih žena sa 
benignim i malignim tumorima dojke. Proteinska ekspresija izražena je u arbitrarnim jedinicama (A.J.). Na graficima 
su prikazane srednje vrednosti ± S.E.M. * poređenje sa respektivnom grupom žena sa benignim tumorima, *** p < 
0.001. # poređenje sa respektivnom grupom normalno uhranjenih žena, ## p < 0.01. 
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4.3. Glikoliza u tumorskom i masnom tkivu dojke 

 

4.3.1. Proteinska ekspresija enzima glikolize u tumorskom tkivu dojke 

Analiza proteinske ekspresije ključnih glikolitičkih enzima ukazala je na značajno izmenjen 
metabolizam glukoze u malignom tumorskom tkivu, u odnosu na benigno tumorsko tkivo. Nivoi 
proteinske ekspresije glavnih regulatornih enzima glikolize: heksokinaze 1 i 2, fosfofruktokinaze 
1 (eng. Phosphofructokinase-1, PFK-1) i gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze (eng. 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH) prikazani su na Figuri 14. Heksokinaza 1 
je konstitutivno eksprimirana i njena ekspresija se ne razlikuje između benignog i malignog 
tumorskog tkiva kod normalno uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih žena. Nasuprot tome, 
proteinska ekspresija heksokinaze 2 je veća u malignom tumorskom tkivu u odnosu na benigno 
tumorsko tkivo, nezavisno od gojaznosti. Sličan profil proteinske ekspresije pokazan je i za PFK-
1. Proteinska ekspresija PFK-1 je veća u malignom tumorskom tkivu u poređenju sa benignim 
tumorskim tkivom, i kod normalno uhranjenih i kod gojaznih žena, pri čemu je proteinska 
ekspresija u malignom tumorskom tkivu gojaznih žena veća nego u malignom tumorskom tkivu 
normalno uhranjenih žena. Proteinska ekspresija GAPDH je veća u malignom tumorskom tkivu 
gojaznih žena, u odnosu na maligno tumorsko tkivo normalno uhranjenih žena i u odnosu na 
benigno tumorsko tkivo gojaznih žena.  
 

 
 

Figura 14. Proteinska ekspresija heksokinaze 1 (A), heksokinaze 2 (B), fosfofruktokinaze 1 (PFK-1, C) i 
gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze (GAPDH, D) u benignom i malignom tumorskom tkivu dojke normalno 
uhranjenih (crni barovi) i gojaznih (sivi barovi) premenopauzalnih žena. Proteinska ekspresija izražena je u 
arbitrarnim jedinicama (A.J.). Na graficima su prikazane srednje vrednosti ± S.E.M. * poređenje sa respektivnom 
grupom žena sa benignim tumorima, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. # poređenje sa respektivnom grupom 
normalno uhranjenih žena, # p < 0.05.  
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4.3.2. Proteinska ekspresija enzima glikolize u masnom tkivu dojke 

Nivoi proteinske ekspresije glavnih regulatornih enzima glikolize: heksokinaze 2, PFK-1 i 
GAPDH u masnom tkivu dojke normalno uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih žena sa 
benignim i malignim tumorima dojke prikazani su na Figuri 15. U masnom tkivu dojke 
premenopauzalnih žena sa malignim tumorima pokazana je izrazito veća proteinska ekspresija 
heksokinaze 2 u odnosu na masno tkivo dojke žena sa benignim tumorima i to nezavisno od 
gojaznosti. Nisu pokazane razlike u proteinskoj ekspresiji PFK-1 i GAPDH u masnom tkivu dojke 
normalno uhranjenih i gojaznih žena sa benignim, odnosno malignim tumorima dojke. 
 

 
 

Figura 15. Proteinska ekspresija heksokinaze 2 (A), fosfofruktokinaze 1 (PFK-1, B) i gliceraldehid-3-fosfat 
dehidrogenaze (GAPDH, C) u masnom tkivu dojke normalno uhranjenih (crni barovi) i gojaznih (sivi barovi) 
premenopauzalnih žena sa benignim i malignim tumorima dojke. Proteinska ekspresija izražena je u arbitrarnim 
jedinicama (A.J.). Na graficima su prikazane srednje vrednosti ± S.E.M. * poređenje sa respektivnom grupom žena sa 
benignim tumorima, *** p < 0.001. 
 
 

4.3.3.  Obrazac lokalizacije heksokinaze 2 u tumorskom i masnom tkivu dojke 

U skladu sa rezultatima dobijenim Western blotom, imunohistohemijska analiza pokazala je 
umeren do jak intenzitet imunopozitivnosti na heksokinazu 2 u malignom tumorskom tkivu, u 
odnosu na benigno tumorsko tkivo koje je pokazalo izrazito slab intenzitet imunopozitivnosti 
(Figura 16). Pored toga, proteinska ekspresija heksokinaze 2 je specifično lokalizovana u 
kancerskim ćelijama. Slično, u masnom tkivu dojke, intenzitet imunopozitivnosti na heksokinazu 
2 je jači kod normalno uhranjenih i gojaznih žena sa malignim tumorima u odnosu na respektivno 
masno tkivo dojke žena sa benignim tumorima. Takođe, heksokinaza 2 je specifično lokalizovana 
u citoplazmi adipocita. 
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Figura 16. Imunohistohemijska detekcija heksokinaze 2 na presecima tumorskog (inserti 1A, 2A, 3A, 4A) i masnog 
tkiva (inserti 1B, 2B, 3B, 4B) dojke normalno uhranjenih (paneli 1, 2) i gojaznih (paneli 3, 4) premenopauzalnih žena 
sa benignim (paneli 1, 3) i malignim (paneli 2, 4) tumorima dojke. Bar 50 μm i 20 μm. 
 
 

4.3.4.  Obrazac unutarćelijske lokalizacije heksokinaze u tumorskom tkivu dojke 

Imunofluorescencijom i konfokalnom mikroskopijom analizirani su obrasci kolokalizacije 
mitohondrijskog markera, voltažno zavisnog anjonskog kanala (VDAC), sa heksokinazom 1 i 
heksokinazom 2 kako bi se ispitala unutarćelijska lokalizacija ovih enzima (Figure 17 i 18, 
respektivno). Potvrđena je konstitutivna proteinska ekspresija heksokinaze 1 u tumorskim tkivima, 
nezavisno od maligniteta i gojaznosti, budući da se intenzitet imunofluorescentne reakcije ne 
razlikuje između ispitivanih grupa. Pored toga, utvrđeno je da heksokinaza 1 kolokalizuje sa 
VDAC, odnosno asocira sa mitohondrijama. Takođe, potvrđeni su rezultati Western blota i 
imunohistohemije za heksokinazu 2. Pokazano je da je intenzitet imunofluorescentne reakcije jači 
u malignom tumorskom tkivu u odnosu na benigno tumorsko tkivo, nezavisno od gojaznosti. Pored 
toga, potvrđena je kolokalizacija heksokinaze 2 sa VDAC, odnosno njena asocijacija sa 
mitohondrijama u malignom tumorskom tkivu kod premenopauzalnih žena. 
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Figura 17. Imunofluorescentna detekcija kolokalizacije voltažno zavisnog anjonskog kanala (VDAC) i heksokinaze 
1 (HK1) na presecima tumorskog tkiva dojke normalno uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih žena sa benignim 
(gornji panel) i malignim (donji panel) tumorima dojke. Dvojno imunobojenje je prikazano na zasebnim kanalima za 
VDAC (zeleno) i HK1 (crveno), odnosno na integrisanim kanalima koji pokazuju kolokalizaciju VDAC/HK1 (žuto). 
Nukleusi su obeleženi Sytox Orange bojom (plavo). Bar 10 μm. 
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Figura 18. Imunofluorescentna detekcija kolokalizacije voltažno zavisnog anjonskog kanala (VDAC) i heksokinaze 
2 (HK2) na presecima tumorskog tkiva dojke normalno uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih žena sa benignim 
(gornji panel) i malignim (donji panel) tumorima dojke. Dvojno imunobojenje je prikazano na zasebnim kanalima za 
VDAC (zeleno) i HK2 (crveno), odnosno na integrisanim kanalima koji pokazuju kolokalizaciju VDAC/HK2 (žuto). 
Nukleusi su obeleženi Sytox Orange bojom (plavo). Bar 10 μm. 
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4.4. Metabolizam laktata u tumorskom i masnom tkivu dojke 

4.4.1. Koncentracija laktata, aktivnost LDH i izoenzimski profil LDH u tumorskom tkivu 
dojke 

U malignom tumorskom tkivu normalno uhranjenih žena pokazana je veća koncentracija 
laktata u poređenju sa benignim tumorskim tkivom normalno uhranjenih žena. U malignom 
tumorskom tkivu gojaznih žena, koncentracija laktata se ne razlikuje u odnosu na benigno 
tumorsko tkivo gojaznih žena, ali je niža u odnosu na maligno tumorsko tkivo normalno uhranjenih 
žena. Isti rezultati su dobijeni kada se koncentracija laktata izrazi u μmol mg-1 proteina i na 100 
mg mase tkiva (Figura 19A i Figura 19B). Iako su pokazane značajne razlike u koncentraciji laktata 
u malignom tumorskom tkivu između normalno uhranjenih i gojaznih žena, nisu pokazane razlike 
u ukupnoj aktivnosti laktat dehidrogenaze (LDH) između normalno uhranjenih i gojaznih žena 
(Figura 19C). Određivanjem izoenzimskog profila laktat dehidrogenaze pokazan je isti profil 
distribucije (prisustvo i zastupljenost LDH1, LDH2 i LDH3) izoenzimskih formi u benignom 
tumorskom tkivu normalno uhranjenih i gojaznih žena. Nezavisno od gojaznosti, u malignom 
tumorskom tkivu, detektovana je promena u distribuciji izoenzimskih formi LDH u vidu smanjenja 
intenziteta proteinskih traka koje odgovaraju LDH1 i LDH2 izoenzimskim formama i pojavi 
proteinskih traka koje odgovaraju izoenzimskoj formi LDH4 (Figura 19D).  

 

Figura 19. Koncentracija laktata izražena na mg proteina (A), na 100 mg mase tkiva (B), ukupna aktivnost laktat 
dehidrogenaze (LDH) (C) i izoenzimski profil laktat dehidrogenaze (D) u benignom i malignom tumorskom tkivu 
normalno uhranjenih (crni barovi) i gojaznih (sivi barovi) žena. Koncentracija laktata i aktivnost laktat dehidrogenaze 
su izraženi u apsolutnim jedinicama. Na graficima su prikazane srednje vrednosti ± S.E.M. * poređenje sa 
respektivnom grupom žena sa benignim tumorima, ** p < 0.01, *** p < 0.001. # poređenje sa respektivnom grupom 
normalno uhranjenih žena, # p < 0.05, ## p < 0.01. 
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4.4.2. Koncentracija laktata, aktivnost LDH i izoenzimski profil LDH u masnom tkivu dojke 

U masnom tkivu dojke, nisu detektovane razlike u koncentraciji laktata ni u odnosu na 
gojaznost ni u odnosu na malignitet. Isti rezultati su dobijeni kada je koncentracija laktata izražena 
u μmol mg-1 proteina i na 100 mg mase tkiva (Figura 22A i Figura 22B). U masnom tkivu dojke 
normalno uhranjenih žena sa malignim tumorima pokazana je veća ukupna aktivnost laktat 
dehidrogenaze u odnosu na masno tkivo normalno uhranjenih žena sa benignim tumorima dojke 
(Figura 22C). Izoenzimski profil laktat dehidrogenaze pokazao je prisustvo tri izoenzimske forme 
(LDH1, LDH2 i LDH3) u svim ispitivanim grupama. Intenzitet proteinskih traka koje odgovaraju 
ovim izoformama je veći u masnom tkivu dojke normalno uhranjenih žena sa malignim tumorima 
u poređenju sa masnim tkivom normalno uhranjenih žena sa benignim tumorima, što odgovara 
razlikama u ukupnoj aktivnosti laktat dehidrogenaze (Figura 22D).  

 
Figura 22. Koncentracija laktata izražena na mg proteina (A), na 100 mg mase tkiva (B), ukupna aktivnost laktat 
dehidrogenaze (LDH) (C) i izoenzimski profil laktat dehidrogenaze (D) u masnom tkivu dojke normalno uhranjenih 
(crni barovi) i gojaznih (sivi barovi) premenopauzalnih žena sa benignim i malignim tumorima dojke. Koncentracija 
laktata i aktivnost laktat dehidrogenaze su izraženi u apsolutnim jedinicama. Na graficima su prikazane srednje 
vrednosti ± S.E.M. * poređenje sa respektivnom grupom žena sa benignim tumorima, * p < 0.05. 
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4.4.3. Proteinska ekspresija LDH monomera u tumorskom tkivu dojke 

U malignom tumorskom tkivu premenopauzalnih žena, pokazana je veća proteinska ekspresija 
LDHA (Figura 20B) i manja proteinska ekspresija LDHB (Figura 20C) u poređenju sa benignim 
tumorskim tkivom, nezavisno od gojaznosti. Ovakva proteinska ekspresija LDHA i LDHB 
monomera odgovara dobijenom izoenzimskom profilu, gde je detektovano smanjenje 
zastupljenosti LDH1 i LDH2 i povećanje zastupljenosti LDH4.  

 

 
Figura 20. Proteinska ekspresija monomera laktat dehidrogenaze LDHA (A, B) i LDHB (A, C) u benignom i 
malignom tumorskom tkivu dojke normalno uhranjenih (crni barovi) i gojaznih (sivi barovi) premenopauzalnih žena. 
Proteinska ekspresija izražena je u arbitrarnim jedinicama (A.J.). Na graficima su prikazane srednje vrednosti ± S.E.M. 
* poređenje sa respektivnom grupom žena sa benignim tumorima, * p < 0.05, ** p < 0.01.  
 
 

4.4.4. Proteinska ekspresija LDH monomera u masnom tkivu dojke 

U masnom tkivu dojke normalno uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih žena sa benignim i 
malignim tumorima dojke nisu pronađene razlike u proteinskoj ekspresiji monomera LDH (Figura 
23).  
 

 
Figura 23. Proteinska ekspresija monomera laktat dehidrogenaze, LDHA (A, B) i LDHB (A, C) u masnom tkivu 
dojke normalno uhranjenih (crni barovi) i gojaznih (sivi barovi) premenopauzalnih žena sa benignim i malignim 
tumorima dojke. Proteinska ekspresija izražena je u arbitrarnim jedinicama (A.J.). Na graficima su prikazane srednje 
vrednosti ± S.E.M.  
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4.4.5. Obrazac lokalizacije LDHA i LDHB u tumorskom tkivu dojke 

 
Imunohistohemijskom detekcijom potvrđeno je da promene u ekspresiji LDHA i LDHB 

monomera dobijene Western blotom specifično odgovaraju promenama u proteinskoj ekspresiji u 
epitelnim, odnosno kancerskim ćelijama dojke. Naime, potvrđeno je prisustvo i pokazan je visok 
stepen imunopozitivnosti na LDHA u citoplazmi kancerskih ćelija, dok je intenzitet 
imunopozitivne reakcije u epitelnim ćelijama benignog tumorskog tkiva izuzetno slab. Sa druge 
strane, u citoplazmi epitelnih ćelija benignih tumora potvrđeno je prisustvo i pokazan je izuzetno 
visok stepen imunopozitivnosti na LDHB, dok je intenzitet imunopozitivne reakcije u kancerskim 
ćelijama izuzetno slab (Figura 21).  
 

 
Figura 21. Imunohistohemijska detekcija laktat dehidrogenaze A (LDHA) i laktat dehidrogenaze B (LDHB) na 
presecima benignog i malignog tumorskog tkiva normalno uhranjenih i gojaznih žena. Bar 100 μm i 20 μm. 
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4.4.6. Obrazac lokalizacije LDHA i LDHB u masnom tkivu dojke 

 
Imunohistohemijskom detekcijom monomera LDH nije detektovana imunopozitivnost 

adipocita na LDHA u ispitivanim grupama. Sa druge strane, potvrđeno je prisustvo i jak intenzitet 
imunopozitivne reakcije na LDHB u citoplazmi adipocita u masnom tkivu dojke kod normalno 
uhranjenih i gojaznih žena sa malignim tumorima. U citoplazmi adipocita u masnom tkivu 
normalno uhranjenih i gojaznih žena sa benignim tumorima nije detektovana imunopozitivnost na 
LDHB (Figura 24).  
 

 
 
Figura 24. Imunohistohemijska detekcija laktat dehidrogenaze A (LDHA) i laktat dehidrogenaze B (LDHB) na 
presecima masnog tkiva dojke normalno uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih žena sa benignim i malignim 
tumorima dojke. Bar 50 μm i 20 μm. 
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4.4.7. Obrazac lokalizacije LDHA u kancerskim ćelijama i LDHB u adipocitima u malignom 
tumorskom tkivu dojke 

 
Imunohistohemijskom detekcijom LDHA i LDHB uočena je izrazita razlika u ćelijskoj 

lokalizaciji monomera laktat dehidrogenaze između kancerskih ćelija i adipocita (Figura 25). 
Naime, imunopozitivna reakcija na LDHA je zapažena u citoplazmi kancerskih ćelija, dok se 
intenzitet imunopozitivne reakcije i broj imunopozitivnih kancerskih ćelija postepeno povećava 
od centra tumorske mase ka invazivnom frontu tumora. Nasuprot tome, imunopozitivna reakcija 
na LDHB je zapažena u citoplazmi adipocita, dok se intenzitet imunopozitivne reakcije i broj 
imunopozitivnih ćelija postepeno povećava od udaljenog tumor-asociranog masnog tkiva ka 
invazivnom frontu tumora. 
 

 
Figura 25. Imunohistohemijska detekcija laktat dehidrogenaze A (LDHA) i laktat dehidrogenaze B (LDHB) u centru 
tumorske mase, invazivnom frontu tumora i udaljenom tumor-asociranom masnom tkivu u malignom tumorskom 
tkivu dojke. Bar 100 μm i 20 μm. 
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4.4.8. Proteinska ekspresija MCT1 i MCT4 u tumorskom tkivu dojke 

U malignom tumorskom tkivu normalno uhranjenih premenopauzalnih žena pokazana je 
manja proteinska ekspresija monokarboksilatnog transportera 1 (MCT1) (Figura 26B) i 
monokarboksilatnog transportera 4 (MCT4) (Figura 26C) u odnosu na respektivnu grupu normalno 
uhranjenih žena sa benignim tumorima. U malignom tumorskom tkivu gojaznih žena, proteinska 
ekspresija MCT1 je veća u odnosu na maligno tumorsko tkivo normalno uhranjenih žena i 
nepromenjena u odnosu na benigno tumorsko tkivo gojaznih žena (Figura 26B).  

 

 
Figura 26. Proteinska ekspresija monokarboksilatnog transportera 1 (MCT1; A, B) i monokarboksilatnog transportera 
4 (MCT4; A, C) u benignom i malignom tumorskom tkivu dojke normalno uhranjenih (crni barovi) i gojaznih (sivi 
barovi) premenopauzalnih žena. Proteinska ekspresija izražena je u arbitrarnim jedinicama (A.J.). Na graficima su 
prikazane srednje vrednosti ± S.E.M. * poređenje sa respektivnom grupom žena sa benignim tumorima, * p < 0.05, 
*** p < 0.001. # poređenje sa respektivnom grupom normalno uhranjenih žena, ## p < 0.01. 
 
 

4.4.9. Proteinska ekspresija MCT1 i MCT4 u masnom tkivu dojke 

U masnom tkivu premenopauzalnih žena sa malignim tumorima pokazana je veća proteinska 
ekspresija MCT1 nezavisno od gojaznosti (Figura 27B), dok nisu pronađene razlike u proteinskoj 
ekspresiji MCT4 između ispitivanih grupa (Figura 27C). 
 

 
Figura 27. Proteinska ekspresija monokarboksilatnog transportera 1 (MCT1; A, B) i monokarboksilatnog transportera 
4 (MCT4; A, C) u masnom tkivu dojke normalno uhranjenih (crni barovi) i gojaznih (sivi barovi) premenopauzalnih 
žena sa benignim i malignim tumorima dojke. Proteinska ekspresija izražena je u arbitrarnim jedinicama (A.J.). Na 
graficima su prikazane srednje vrednosti ± S.E.M. * poređenje sa respektivnom grupom žena sa benignim tumorima, 
*** p < 0.001. 
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4.4.10. Obrazac lokalizacije MCT1 i MCT4 u tumorskom tkivu dojke 

 
Imunohistohemijskom detekcijom je potvrđeno prisustvo MCT1 i MCT4 u epitelnim ćelijama 

benignih tumora, odnosno kancerskim ćelijama malignih tumora. U benignom tumorskom tkivu, 
epitelne ćelije pokazuju granulisani tip imunopozitivne reakcije na MCT1 u citoplazmi i na 
membrani epitelnih ćelija. Intenzitet imunopozitivne reakcije je slab do umeren u citoplazmi i 
umeren do jak na membrani epitelnih ćelija (Figura 28). Slično, intenzitet imunopozitivne reakcije 
na MCT4 je slab do umeren u epitelnim ćelijama benignih tumora, dok granulisani tip 
imunopozitivne reakcije ukazuje na membransku, ali i mitohondrijsku lokalizaciju (Figura 29).  

 
Figura 28. Imunohistohemijska detekcija monokarboksilatnog transportera 1 na presecima benignog i malignog 
tumorskog tkiva normalno uhranjenih i gojaznih žena. Bar 200 μm i 20 μm. 
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U malignom tumorskom tkivu, intenzitet imunopozitivne reakcije na MCT1 je takođe slab do 
umeren u citoplazmi kancerskih ćelija, ali nije zabeležena karakteristična imunopozitivna reakcija 
na membrani kancerskih ćelija. Zabeležena je imunopozitivna reakcija u nukleusima u malom 
broju kancerskih ćelija. Zabeleženo je i prisustvo imunopozitivne reakcije na MCT4 u kancerskim 
ćelijama u malignim tumorima dojke, dok granulisan tip imunopozitivne reakcije ukazuje na 
membransku, odnosno mitohondrijsku lokalizaciju.  
 

 
 
Figura 29. Imunohistohemijska detekcija monokarboksilatnog transportera 4 na presecima benignog i malignog 
tumorskog tkiva normalno uhranjenih i gojaznih žena. Bar 200 μm i 20 μm. 
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4.4.11. Obrazac lokalizacije MCT1 i MCT4 u masnom tkivu dojke 

 
Imunohistohemijskom detekcijom je potvrđeno prisustvo MCT1 i MCT4 u adipocitima 

masnog tkiva dojke premenopauzalnih žena sa benignim, odnosno malignim tumorom dojke. 
Imunopozitivna reakcija na MCT1 je zabeležena na membrani adipocita, slabog intenziteta u 
masnom tkivu žena sa benignim tumorima i umerenog do jakog intenziteta u masnom tkivu dojke 
žena sa malignim tumorima (Figura 30).  

 

 
Figura 30. Imunohistohemijska detekcija monokarboksilatnog transportera 1 na presecima masnog tkiva dojke 
normalno uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih žena sa benignim i malignim tumorima dojke. Bar 50 μm i 20 μm. 
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U svim ispitivanim grupama, nezavisno od maligniteta i gojaznosti, zabeležena je slaba 
imunopozitivna reakcija na MCT4 u perinukleusom regionu adipocita, koja ukazuje na 
membransku i mitohondrijsku lokalizaciju (Figura 31). 
 

 
Figura 31. Imunohistohemijska detekcija monokarboksilatnog transportera 4 na presecima masnog tkiva dojke 
normalno uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih žena sa benignim i malignim tumorima dojke. Bar 50 μm i 20 μm. 
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4.4.12. Obrazac lokalizacije MCT4 u kancerskim ćelijama i MCT1 u adipocitima u malignom 
tumorskom tkivu dojke 

 
Imunohistohemijskom detekcijom monokarboksilatnih transportera MCT1 i MCT4 uočene su 

razlike u ćelijskoj lokalizaciji između kancerskih ćelija i adipocita (Figura 32). Intenzitet 
imunopozitivne reakcije na MCT4 u kancerskim ćelijama i broj imunopozitivnih ćelija se 
postepeno povećava od centra tumorske mase do invazivnog fronta tumora. Nasuprot tome, 
intenzitet imunopozitivne reakcije na MCT1 u adipocitima se postepeno povećava od udaljenog 
tumor-asociranog masnog tkiva do invazivnog fronta tumora. 
 

 
Figura 32. Imunohistohemijska detekcija monokarboksilatnog transportera 1 (MCT1) i monokarboksilatnog 
transportera 4 (MCT4) u centru tumorske mase, invazivnom frontu tumora i udaljenom tumor-asociranom masnom 
tkivu u malignom tumorskom tkivu dojke. Bar 100 μm i 20 μm. 
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4.5. Pentozofosfatni put u tumorskom i masnom tkivu dojke 

Pentozofosfatni put je ispitivan analizom proteinske ekspresije glukozo-6-fosfat 
dehidrogenaze (G6PDH), prvog i glavnog regulatornog enzima ovog metaboličkog puta (Figura 
33). Proteinska ekspresija G6PDH je veća u malignom tumorskom tkivu u odnosu na benigno 
tumorsko tkivo i kod normalno uhranjenih i kod gojaznih žena. U masnom tkivu dojke, proteinska 
ekspresija G6PDH je veća u masnom tkivu dojke žena sa malignim tumorima, u odnosu na masno 
tkivo dojke žena sa benignim tumorima, nezavisno od gojaznosti. 

 
Figura 33. Proteinska ekspresija glukozo-6-fosfat dehidrogenaze (G6PDH) u tumorskom (levo) i masnom (desno) 
tkivu dojke normalno uhranjenih (crni barovi) i gojaznih (sivi barovi) premenopauzalnih žena sa benignim i malignim 
tumorima dojke. Proteinska ekspresija izražena je u arbitrarnim jedinicama (A.J.). Na graficima su prikazane srednje 
vrednosti ± S.E.M. * poređenje sa respektivnom grupom žena sa benignim tumorima, * p < 0.05, ** p < 0.01. 
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4.6. Proteinska ekspresija AMPK u tumorskom i masnom tkivu dojke 

Proteinska ekspresija AMPK je veća u malignom tumorskom tkivu dojke u odnosu na benigno 
tumorsko tkivo dojke, nezavisno od gojaznosti. Isti profil je pokazan i u masnom tkivu dojke, gde 
je proteinska ekspresija AMPK veća u masnom tkivu dojke žena sa malignim tumorima u odnosu 
na masno tkivo dojke žena sa benignim tumorima, nezavisno od gojaznosti (Figura 34).  
 

 
 
Figura 34. Proteinska ekspresija AMP-aktivirane protein kinaze (AMPK) u tumorskom (levo) i masnom (desno) tkivu 
dojke normalno uhranjenih (crni barovi) i gojaznih (sivi barovi) premenopauzalnih žena sa benignim i malignim 
tumorima dojke. Proteinska ekspresija izražena je u arbitrarnim jedinicama (A.J.). Na graficima su prikazane srednje 
vrednosti ± S.E.M. * poređenje sa respektivnom grupom žena sa benignim tumorima, * p < 0.05, ** p < 0.01. 
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4.7. Metabolizam glikogena u tumorskom i masnom tkivu dojke 

 

4.7.1.  Sadržaj glikogena u tumorskom tkivu dojke 
 

Sadržaj i ćelijska lokalizacija glikogena su analizirani Šifovim bojenjem, kojim se kiseli 
mucini boje plavom, a neutralni mucini i glikogen ljubičastom bojom (Figura 35). Slaba do 
umerena reakcija na glikogen je uočena u benignom tumorskom tkivu normalno uhranjenih i 
gojaznih žena, pri čemu je glikogen predominantno lokalizovan u citoplazmi epitelnih ćelija dojke. 
U malignom tumorskom tkivu normalno uhranjenih žena uočena je izuzetno izražena 
citoplazmatska reakcija na glikogen u kancerskim ćelijama, dok u malignom tumorskom tkivu 
gojaznih žena nisu uočene prominentne depozicije glikogena.  
 

 
 
Figura 35. Šifovo bojenje glikogena na presecima tumorskog tkiva dojke normalno uhranjenih i gojaznih 
premenopauzalnih žena sa benignim i malignim tumorima dojke. Za svaki uzorak Šifovo bojenje je prikazano pored 
serijskog preseka koji je pretretiran dijastazom, enzimom koji katalizuje hidrolizu glikogena. Bar 20 μm. 
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4.7.2. Proteinska ekspresija GSK-3 u tumorskom i masnom tkivu dojke 

Razlike u proteinskoj ekspresiji kinaze glikogen sintaze 3 (GSK-3) u tumorskom i masnom 
tkivu dojke su prikazane na Figuri 36. Proteinska ekspresija GSK-3 je veća u malignom 
tumorskom tkivu normalno uhranjenih žena u odnosu na benigno tumorsko tkivo normalno 
uhranjenih žena. Takođe, proteinska ekspresija GSK-3 je manja u malignom tumorskom tkivu 
gojaznih žena u odnosu na maligno tumorsko tkivo normalno uhranjenih žena, dok se ne razlikuje 
u odnosu na benigno tumorsko tkivo gojaznih žena. U masnom tkivu dojke, proteinska ekspresija 
GSK-3 je veća kod žena sa malignim tumorima u odnosu na masno tkivo kod žena sa benignim 
tumorima, nezavisno od gojaznosti.  
 

 
Figura 36. Proteinska ekspresija kinaze glikogen sintaze 3 (GSK-3) u tumorskom (levo) i masnom (desno) tkivu dojke 
normalno uhranjenih (crni barovi) i gojaznih (sivi barovi) premenopauzalnih žena sa benignim i malignim tumorima 
dojke. Proteinska ekspresija izražena je u arbitrarnim jedinicama (A.J.). Na graficima su prikazane srednje vrednosti 
± S.E.M. * poređenje sa respektivnom grupom žena sa benignim tumorima, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. # 
poređenje sa respektivnom grupom normalno uhranjenih žena, ## p < 0.01. 
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4.8. Oksidativna dekarboksilacija piruvata u tumorskom i masnom tkivu dojke 

 

4.8.1.  Proteinska ekspresija PDH u tumorskom i masnom tkivu dojke 

Proteinska ekspresija piruvat dehidrogenaze (PDH) prikazana je na Figuri 37. U tumorskom i 
masnom tkivu dojke, pokazani su suprotni trendovi u proteinskoj ekspresiji PDH. Proteinska 
ekspresija PDH je niža u malignom tumorskom tkivu u odnosu na benigno tumorsko tkivo dojke, 
nezavisno od gojaznosti. Nasuprot tome, proteinska ekspresija PDH u masnom tkivu dojke žena 
sa malignim tumorima dojke je veća u odnosu na masno tkivo dojke žena sa benignim tumorima 
dojke. Iako je proteinska ekspresija PDH značajno veća u masnom tkivu gojaznih žena sa 
malignim tumorima u odnosu na masno tkivo gojaznih žena sa benignim tumorima, istovremeno 
je umereno manja u odnosu na masno tkivo normalno uhranjenih žena sa malignim tumorima.  
 

4.8.2. Proteinska ekspresija PDK4 u tumorskom i masnom tkivu dojke 

Razlike u proteinskoj ekspresiji kinaze piruvat dehidrogenaze 4 (PDK4) u tumorskom i 
masnom tkivu normalno uhranjenih i gojaznih žena sa benignim, odnosno malignim tumorima 
dojke su prikazane na Figuri 38. U tumorskom tkivu dojke, proteinska ekspresija PDK4 je manja 
u malignom tumorskom tkivu dojke u poređenju sa benignim tumorskim tkivom, nezavisno od 
gojaznosti. U masnom tkivu dojke, proteinska ekspresija PDK4 je viša u masnom tkivu dojke 
normalno uhranjenih žena sa malignim tumorima u odnosu na masno tkivo normalno uhranjenih 
žena sa benignim tumorima. Takođe, proteinska ekspresija PDK4 je manja u masnom tkivu 
gojaznih žena sa malignim tumorima u odnosu na masno tkivo normalno uhranjenih žena sa 
malignim tumorima dojke, dok se ne razlikuje u odnosu na masno tkivo gojaznih žena sa benignim 
tumorima.  

 

 
 



66 
 

 
Figura 37. Proteinska ekspresija piruvat dehidrogenaze (PDH) u tumorskom (levo) i masnom (desno) tkivu dojke 
normalno uhranjenih (crni barovi) i gojaznih (sivi barovi) premenopauzalnih žena sa benignim i malignim tumorima 
dojke. Proteinska ekspresija izražena je u arbitrarnim jedinicama (A.J.). Na graficima su prikazane srednje vrednosti 
± S.E.M. * poređenje sa respektivnom grupom žena sa benignim tumorima, *** p < 0.001. # poređenje sa 
respektivnom grupom normalno uhranjenih žena, # p < 0.05. 
 
 
 
 

 
Figura 38. Proteinska ekspresija kinaze piruvat dehidrogenaze 4 (PDK4) u tumorskom (levo) i masnom (desno) tkivu 
dojke normalno uhranjenih (crni barovi) i gojaznih (sivi barovi) premenopauzalnih žena sa benignim i malignim 
tumorima dojke. Proteinska ekspresija izražena je u arbitrarnim jedinicama (A.J.). Na graficima su prikazane srednje 
vrednosti ± S.E.M. * poređenje sa respektivnom grupom žena sa benignim tumorima, ** p < 0.01, *** p < 0.001. # 
poređenje sa respektivnom grupom normalno uhranjenih žena, ## p < 0.01. 
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4.9. Proteinska ekspresija citrat sintaze u tumorskom i masnom tkivu dojke 

Razlike u proteinskoj ekspresiji citrat sintaze (CS) su prikazane na Figuri 39. Proteinska 
ekspresija CS je manja u malignom tumorskom tkivu u odnosu na benigno tumorsko tkivo, 
nezavisno od gojaznosti. Pored toga, proteinska ekspresija CS je niža u benignom tumorskom tkivu 
gojaznih žena u odnosu na benigno tumorsko tkivo normalno uhranjenih žena. U masnom tkivu 
dojke, proteinska ekspresija CS je veća kod normalno uhranjenih žena sa malignim tumorima u 
odnosu na normalno uhranjene žene sa benignim tumorima. Takođe, proteinska ekspresija CS u 
masnom tkivu gojaznih žena sa malignim tumorima je manja u odnosu na masno tkivo normalno 
uhranjenih žena sa malignim tumorima, dok se ne razlikuje u odnosu na masno tkivo gojaznih žena 
sa benignim tumorima.  
 

 
Figura 39. Proteinska ekspresija citrat sintaze (CS) u tumorskom (levo) i masnom (desno) tkivu dojke normalno 
uhranjenih (crni barovi) i gojaznih (sivi barovi) premenopauzalnih žena sa benignim i malignim tumorima dojke. 
Proteinska ekspresija izražena je u arbitrarnim jedinicama (A.J.). Na graficima su prikazane srednje vrednosti ± S.E.M. 
* poređenje sa respektivnom grupom žena sa benignim tumorima, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. # poređenje 
sa respektivnom grupom normalno uhranjenih žena, # p < 0.05. 
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4.10. Oksidativna fosforilacija u tumorskom i masnom tkivu dojke 

 

4.10.1.  Proteinska ekspresija kompleksa elektron transportnog lanca i ATP sintaze u 
tumorskom tkivu dojke 

Razlike u proteinskoj ekspresiji kompleksa elektron transportnog lanca i ATP sintaze između 
benignog i malignog tumorskog tkiva dojke normalno uhranjenih i gojaznih žena prikazane su na 
Figuri 40. Nisu pronađene razlike u proteinskoj ekspresiji kompleksa I (Figura 40A), ni u odnosu 
na malignitet, ni u odnosu na gojaznost. Proteinska ekspresija kompleksa II (Figura 40B) i 
komleksa III (Figura 40C) je veća u malignom tumorskom tkivu u odnosu na benigno tumorsko 
tkivo, nezavisno od gojaznosti. Proteinska ekspresija kompleksa IV (Figura 40D) je veća u 
malignom tumorskom tkivu normalno uhranjenih žena u poređenju sa respektivnim benignim 
tumorskim tkivom, dok je proteinska ekspresija kompleksa IV u malignom tumorskom tkivu 
gojaznih žena manja u odnosu na maligno tumorsko tkivo normalno uhranjenih žena. Proteinska 
ekspresija ATP sintaze (Figura 40E) je veća u malignom tumorskom tkivu normalno uhranjenih i 
gojaznih žena u odnosu na njihove respektivne benigne parnjake, iako je proteinska ekspresija 
ATP sintaze u benignom tumorskom tkivu gojaznih žena manja u odnosu na benigno tumorsko 
tkivo normalno uhranjenih žena.  
 

 
Figura 40. Proteinska ekspresija kompleksa I (A), kompleksa II (B), kompleksa III (C), kompleksa IV (D) i ATP 
sintaze (E) u tumorskom tkivu dojke normalno uhranjenih (crni barovi) i gojaznih (sivi barovi) premenopauzalnih 
žena sa benignim i malignim tumorima dojke. Proteinska ekspresija izražena je u arbitrarnim jedinicama (A.J.). Na 
graficima su prikazane srednje vrednosti ± S.E.M. * poređenje sa respektivnom grupom žena sa benignim tumorima, 
* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. # poređenje sa respektivnom grupom normalno uhranjenih žena, # p < 0.05, 
## p < 0.01. 

 



69 
 

4.10.2. Proteinska ekspresija kompleksa elektron transportnog lanca i ATP sintaze u masnom 
tkivu dojke 

Proteinska ekspresija kompleksa elektron transportnog lanca i ATP sintaze u masnom tkivu 
normalno uhranjenih i gojaznih žena sa benignim i malignim tumorima dojke prikazana je na 
Figuri 41. Nisu zabeležene razlike u proteinskoj ekspresiji kompleksa I (Figura 41A) u odnosu na 
malignitet, ni u odnosu na gojaznost. Proteinska ekspresija kompleksa II (Figura 41B) je veća u 
masnom tkivu normalno uhranjenih žena sa malignim tumorima u odnosu na respektivno masno 
tkivo žena sa benignim tumorima. Slično, proteinska ekspresija kompleksa III (Figura 41C) je veća 
u masnom tkivu normalno uhranjenih žena sa malignim tumorima u odnosu na respektivno masno 
tkivo žena sa benignim tumorima. Takođe, proteinska ekspresija kompleksa III je manja u masnom 
tkivu gojaznih žena sa malignim tumorima u odnosu na masno tkivo normalno uhranjenih žena sa 
malignim tumorima, dok se ne razlikuje u odnosu na masno tkivo gojaznih žena sa benignim 
tumorima. Proteinska ekspresija kompleksa IV (Figura 41D) je veća u masnom tkivu žena sa 
malignim tumorima u odnosu na masno tkivo žena sa benignim tumorima nezavisno od gojaznosti, 
iako je proteinska ekspresija kompleksa IV manja u masnom tkivu gojaznih žena sa benignim 
tumorima u odnosu na masno tkivo normalno uhranjenih žena sa benignim tumorima. Proteinska 
ekspresija ATP sintaze (Figura 41E) je veća u masnom tkivu dojke kod žena sa malignim tumorima 
u odnosu na masno tkivo žena sa benignim tumorima, nezavisno od gojaznosti. Takođe, proteinska 
ekspresija ATP sintaze je manja u masnom tkivu gojaznih žena sa benignim tumorima u odnosu 
na masno tkivo normalno uhranjenih žena sa benignim tumorima.  
 

 
Figura 41. Proteinska ekspresija kompleksa I (A), kompleksa II (B), kompleksa III (C), kompleksa IV (D) i ATP 
sintaze (E) u masnom tkivu dojke normalno uhranjenih (crni barovi) i gojaznih (sivi barovi) premenopauzalnih žena 
sa benignim i malignim tumorima dojke. Proteinska ekspresija izražena je u arbitrarnim jedinicama (A.J.). Na 
graficima su prikazane srednje vrednosti ± S.E.M. * poređenje sa respektivnom grupom žena sa benignim tumorima, 
* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. # poređenje sa respektivnom grupom normalno uhranjenih žena, # p < 0.05, 
## p < 0.01. 
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4.11. Proteinska ekspresija UCP1 u masnom tkivu dojke 

 
Proteinska ekspresija dekuplujućeg proteina 1 (UCP1) u masnom tkivu dojke normalno 

uhranjenih i gojaznih žena sa benignim i malignim tumorima dojke prikazana je na Figuri 42. 
Proteinska ekspresija UCP1 je veća u masnom tkivu dojke žena sa malignim tumorima u odnosu 
na masno tkivo žena sa benignim tumorima. Takođe, proteinska ekspresija UCP1 je veća u 
masnom tkivu dojke gojaznih žena sa malignim tumorima u odnosu na masno tkivo gojaznih žena 
sa benignim tumorima, ali je istovremeno manja u odnosu na masno tkivo normalno uhranjenih 
žena sa malignim tumorima.  

 
Figura 42. Proteinska ekspresija dekuplujućeg proteina 1 (UCP1) u masnom tkivu dojke normalno uhranjenih (crni 
barovi) i gojaznih (sivi barovi) premenopauzalnih žena sa benignim i malignim tumorima dojke. Proteinska ekspresija 
izražena je u arbitrarnim jedinicama (A.J.). Na graficima su prikazane srednje vrednosti ± S.E.M. * poređenje sa 
respektivnom grupom žena sa benignim tumorima, *** p < 0.001. # poređenje sa respektivnom grupom normalno 
uhranjenih žena, ## p < 0.01. 
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4.12. Lipoliza u tumorskom i masnom tkivu dojke 

 
Proteinska ekspresija adipocitne triacilglicerol lipaze (ATGL) u tumorskom i masnom tkivu 

dojke normalno uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih žena prikazana je na Figuri 43. U 
malignom tumorskom tkivu dojke gojaznih premenopauzalnih žena, proteinska ekspresija ATGL 
je veća u odnosu na maligno tumorsko tkivo normalno uhranjenih žena, dok se proteinska 
ekspresija ATGL u benignom tumorskom tkivu ne razlikuje između normalno uhranjenih i 
gojaznih premenopauzalnih žena. U masnom tkivu, proteinska ekspresija ATGL je veća u masnom 
tkivu dojke gojaznih premenopauzalnih žena sa benignim tumorima u odnosu na masno tkivo 
normalno uhranjenih žena sa benignim tumorima. Slično, proteinska ekspresija ATGL je veća u 
masnom tkivu gojaznih žena sa malignim tumorima u odnosu na masno tkivo normalno uhranjenih 
žena sa malignim tumorima kao i u odnosu na masno tkivo gojaznih žena sa benignim tumorima.  

 
 

4.13. Beta oksidacija masnih kiselina u tumorskom i masnom tkivu dojke 

 

4.13.1. Mitohondrijska β-oksidacija masnih kiselina u tumorskom i masnom tkivu dojke 

Proteinska ekspresija acil-CoA dehidrogenaze srednjeg lanca (ACADM) prikazana je na 
Figuri 44. U malignom tumorskom tkivu, proteinska ekspresija ACADM je veća kod gojaznih 
žena u odnosu na maligno tumorsko tkivo normalno uhranjenih žena i u odnosu na benigno 
tumorsko tkivo gojaznih žena. Proteinska ekspresija ACADM u masnom tkivu dojke je manja kod 
gojaznih žena sa benignim tumorima u odnosu na masno tkivo normalno uhranjenih žena sa 
benignim tumorima. Takođe, u masnom tkivu dojke gojaznih žena sa malignim tumorima 
proteinska ekspresija ACADM je veća u odnosu na masno tkivo gojaznih žena sa benignim 
tumorima, ali se ne razlikuje u odnosu na masno tkivo normalno uhranjenih žena sa malignim 
tumorima.  
 

4.13.2. Peroksizomalna β-oksidacija masnih kiselina u tumorskom i masnom tkivu dojke 

Na Figuri 45 prikazane su razlike u proteinskoj ekspresiji peroksizomalne acil-CoA 
dehidrogenaze (ACOX1) u tumorskom i masnom tkivu normalno uhranjenih i gojaznih žena sa 
benignim, odnosno malignim tumorima. Proteinska ekspresija ACOX1 je veća u malignom 
tumorskom tkivu u odnosu na benigno tumorsko tkivo, kako kod normalno uhranjenih, tako i kod 
gojaznih žena. Međutim, proteinska ekspresija ACOX1 je veća u malignom tumorskom tkivu 
gojaznih žena u odnosu na maligno tumorsko tkivo normalno uhranjenih žena. U masnom tkivu 
dojke, proteinska ekspresija ACOX1 je veća u masnom tkivu žena sa malignim tumorima u odnosu 
na masno tkivo žena sa benignim tumorima, nezavisno od gojaznosti.  
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Figura 43. Proteinska ekspresija adipocitne triacilglicerol lipaze (ATGL) u tumorskom (levo) i masnom (desno) tkivu 
dojke normalno uhranjenih (crni barovi) i gojaznih (sivi barovi) premenopauzalnih žena sa benignim i malignim 
tumorima dojke. Proteinska ekspresija izražena je u arbitrarnim jedinicama (A.J.). Na graficima su prikazane srednje 
vrednosti ± S.E.M. * poređenje sa respektivnom grupom žena sa benignim tumorima, ** p < 0.01, *** p < 0.001. # 
poređenje sa respektivnom grupom normalno uhranjenih žena, # p < 0.05, ### p < 0.001. 

 

 

 
 
Figura 44. Proteinska ekspresija mitohondrijske acil-CoA dehidrogenaze srednjeg lanca (ACADM) u tumorskom 
(levo) i masnom (desno) tkivu dojke normalno uhranjenih (crni barovi) i gojaznih (sivi barovi) premenopauzalnih 
žena sa benignim i malignim tumorima dojke. Proteinska ekspresija izražena je u arbitrarnim jedinicama (A.J.). Na 
graficima su prikazane srednje vrednosti ± S.E.M. * poređenje sa respektivnom grupom žena sa benignim tumorima, 
** p < 0.01, *** p < 0.001. # poređenje sa respektivnom grupom normalno uhranjenih žena, ## p < 0.01. 
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Figura 45. Proteinska ekspresija peroksizomalne acil-CoA dehidrogenaze (ACOX1) u tumorskom (levo) i masnom 
(desno) tkivu dojke normalno uhranjenih (crni barovi) i gojaznih (sivi barovi) premenopauzalnih žena sa benignim i 
malignim tumorima dojke. Proteinska ekspresija izražena je u arbitrarnim jedinicama (A.J.). Na graficima su prikazane 
srednje vrednosti ± S.E.M. * poređenje sa respektivnom grupom žena sa benignim tumorima, * p < 0.05, *** p < 
0.001. # poređenje sa respektivnom grupom normalno uhranjenih žena, # p < 0.05. 

 
 
4.14. Sinteza masnih kiselina u tumorskom i masnom tkivu dojke 

 
Razlike u proteinskoj ekspresiji acetil-CoA karboksilaze (ACC) u tumorskom i masnom tkivu 

dojke normalno uhranjenih i gojaznih žena sa benignim i malignim tumorima dojke prikazane su 
na Figuri 46. U tumorskom tkivu nisu pronađene razlike u proteinskoj ekspresiji ACC između 
benignih i malignih tumora kod normalno uhranjenih i gojaznih žena. Proteinska ekspresija ACC 
je veća u masnom tkivu dojke žena sa malignim tumorima u odnosu na masno tkivo dojke žena sa 
benignim tumorima, nezavisno od gojaznosti. Na Figuri 47 prikazane su razlike u proteinskoj 
ekspresiji sintaze masnih kiselina (FAS) u tumorskom i masnom tkivu dojke. Proteinska ekspresija 
FAS je veća u malignom tumorskom tkivu gojaznih žena u odnosu na benigno tumorsko tkivo 
gojaznih žena. Takođe, proteinska ekspresija FAS je veća u masnom tkivu dojke kod žena sa 
malignim tumorima u odnosu na masno tkivo žena sa benignim tumorima, nezavisno od 
gojaznosti.  
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Figura 46. Proteinska ekspresija acetil-CoA karboksilaze (ACC) u tumorskom (levo) i masnom (desno) tkivu dojke 
normalno uhranjenih (crni barovi) i gojaznih (sivi barovi) premenopauzalnih žena sa benignim i malignim tumorima 
dojke. Proteinska ekspresija izražena je u arbitrarnim jedinicama (A.J.). Na graficima su prikazane srednje vrednosti 
± S.E.M. * poređenje sa respektivnom grupom žena sa benignim tumorima, * p < 0.05. 

 

 

 
Figura 47. Proteinska ekspresija sintaze masnih kiselina (FAS) u tumorskom (levo) i masnom (desno) tkivu dojke 
normalno uhranjenih (crni barovi) i gojaznih (sivi barovi) premenopauzalnih žena sa benignim i malignim tumorima 
dojke. Proteinska ekspresija izražena je u arbitrarnim jedinicama (A.J.). Na graficima su prikazane srednje vrednosti 
± S.E.M. * poređenje sa respektivnom grupom žena sa benignim tumorima, * p < 0.05, ** p < 0.01. 
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4.15. Metabolizam glutamina u tumorskom tkivu dojke  

Proteinska ekspresija ključnih enzima u metabolizmu glutamina, glutamin sintetaze (GLUL) 
i glutamat dehidrogenaze (GLUD) u tumorskom tkivu dojke normalno uhranjenih i gojaznih žena 
sa malignim i benignim tumorima dojke prikazana je na Figuri 48. Nisu zabeležene razlike u 
proteinskoj ekspresiji GLUL između benignog i malignog tumorskog tkiva normalno uhranjenih i 
gojaznih premenopauzalnih žena. Nasuprot tome, proteinska ekspresija GLUD je niža u malignom 
tumorskom tkivu u poređenju sa benignim tumorskim tkivom, nezavisno od gojaznosti.  

 

Figura 48. Proteinska ekspresija glutamin sintetaze (GLUL, A) i glutamat dehidrogenaze (GLUD, B) u tumorskom 
tkivu dojke normalno uhranjenih (crni barovi) i gojaznih (sivi barovi) premenopauzalnih žena sa benignim i malignim 
tumorima dojke. Proteinska ekspresija izražena je u arbitrarnim jedinicama (A.J.). Na graficima su prikazane srednje 
vrednosti ± S.E.M. * poređenje sa respektivnom grupom žena sa benignim tumorima, ** p < 0.01. 

 

4.16. Broj kopija mitohondrijske DNK i stepen ekspresije mitohondrijskog genoma u 
tumorskom i masnom tkivu dojke 

Na Figurama 49 i 50 prikazane su razlike u broju kopija mitohondrijske DNK i stepenu 
ekspresije mitohondrijskog genoma u tumorskom i masnom tkivu dojke, respektivno. U 
tumorskom tkivu, broj kopija mitohondrijske DNK je manji kod normalno uhranjenih žena sa 
malignim tumorima u poređenju sa normalno uhranjenim ženama sa benignim tumorima. Takođe, 
broj kopija mitohondrijske DNK je manji u benignom tumorskom tkivu gojaznih 
premenopauzalnih žena u poređenju sa normalno uhranjenim ženama. U masnom tkivu dojke, 
zabeležen je trend smanjenja broja kopija mitohondrijske DNK kod gojaznih žena sa benignim i 
malignim tumorima u odnosu na normalno uhranjene žene. U masnom tkivu dojke gojaznih žena 
sa malignim tumorima, broj kopija mitohondrijske DNK je manji u odnosu na normalno uhranjene 
žene sa malignim tumorima. Nisu detektovane razlike u stepenu ekspresije mitohondrijskog 
genoma u tumorskom tkivu između normalno uhranjenih i gojaznih žena kako sa benignim tako i 
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sa malignim tumorima. U masnom tkivu normalno uhranjenih žena sa malignim tumorima, stepen 
ekspresije mitohondrijskog genoma je veći u poređenju sa normalno uhranjenim ženama sa 
benignim tumorima. Takođe, u masnom tkivu gojaznih žena sa malignim tumorima stepen 
ekspresije mitohondrijskog genoma je manji u poređenju sa normalno uhranjenim ženama sa 
malignim tumorima, dok se ne razlikuje u odnosu na masno tkivo gojaznih žena sa benignim 
tumorima.  

 
Figura 49. Broj kopija mitohondrijske DNK u tumorskom tkivu dojke normalno uhranjenih (crni barovi) i gojaznih 
(sivi barovi) premenopauzalnih žena sa benignim i malignim tumorima dojke (A). Stepen ekspresije mitohondrijskog 
genoma prikazan kao odnos ekspresije mitohondrijskog transkripta za transportnu RNK za leucin i nukleusnog 
transkripta za 18S ribozomalnu RNK (B). * poređenje sa respektivnom grupom žena sa benignim tumorima, *** p < 
0.001. # poređenje sa respektivnom grupom normalno uhranjenih žena, ## p < 0.01. 

 

 

Figura 50. Broj kopija mitohondrijske DNK u masnom tkivu dojke normalno uhranjenih (crni barovi) i gojaznih (sivi 
barovi) premenopauzalnih žena sa benignim i malignim tumorima dojke (A). Stepen ekspresije mitohondrijskog 
genoma prikazan kao odnos ekspresije mitohondrijskog transkripta za transportnu RNK za leucin i nukleusnog 
transkripta za 18S ribozomalnu RNK (B). * poređenje sa respektivnom grupom žena sa benignim tumorima, ** p < 
0.01. # poređenje sa respektivnom grupom normalno uhranjenih žena, # p < 0.05, ## p < 0.01. 
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4.17. Proteinska ekspresija PGC-1α u tumorskom i masnom tkivu dojke 

 

Na Figuri 51 prikazane su razlike u proteinskoj ekspresiji transkripcionog koaktivatora PGC-
1α u tumorskom i masnom tkivu dojke normalno uhranjenih i gojaznih žena sa benignim, odnosno 
malignim tumorima dojke. U tumorskom tkivu dojke, proteinska ekspresija PGC-1α je manja u 
malignom tumorskom tkivu normalno uhranjenih i gojaznih žena u odnosu na benigno tumorsko 
tkivo normalno uhranjenih i gojaznih žena. U benignom tumorskom tkivu, proteinska ekspresija 
PGC-1α je manja kod gojaznih u odnosu na normalno uhranjene žene. U masnom tkivu dojke, 
proteinska ekspresija PGC-1α je manja u masnom tkivu dojke gojaznih žena sa malignim 
tumorima u odnosu na normalno uhranjene žene sa malignim tumorima, dok se ne razlikuje u 
odnosu na masno tkivo gojaznih žena sa benignim tumorima.  

 

 
Figura 51. Proteinska ekspresija PPARγ koaktivator-1α (PGC-1α) u tumorskom (levo) i masnom (desno) tkivu dojke 
normalno uhranjenih (crni barovi) i gojaznih (sivi barovi) premenopauzalnih žena sa benignim i malignim tumorima 
dojke. Proteinska ekspresija izražena je u arbitrarnim jedinicama (A.J.). Na graficima su prikazane srednje vrednosti 
± S.E.M. *poređenje sa respektivnom grupom žena sa benignim tumorima, *** p < 0.001. # poređenje sa respektivnom 
grupom normalno uhranjenih žena, ## p < 0.01, ### p < 0.001. 

 

 

 

 

 



78 
 

5. DISKUSIJA 
 

5.1. Redoks profil u tumorskom i masnom tkivu dojke 

Redoks profil predstavlja set molekulskih karakteristika koji je specifičan za tip kancera i 
odražava stepen progresije (Tsanou i sar., 2004a), metaboličke zahteve (Hart i sar., 2015) i 
selektivne pritiske poreklom iz tumorske mikrosredine (Martinez-Outschoorn i sar., 2010). 
Literaturni podaci o redoks homeostazi koji proističu iz in vivo i in vitro studija su često 
kontradiktorni (Halliwell, 2007), dovodeći povišene ili snižene nivoe reaktivnih vrsta, redoks 
biomarkera i redoks-senzitivnih proteina u vezu sa malignom transformacijom (Punnonen i sar., 
1994; Ray i sar., 2000; Kumaraguruparan i sar., 2002a; Kumaraguruparan i sar., 2002b; Gönenç 
i sar., 2005; Tas i sar., 2005). U pionirskim istraživanjima u polju redoks biologije kancera, Leri 
Oberli je pokazao da se kancerske ćelije karakterišu izmenjenom redoks homeostazom, odnosno 
povećanom produkcijom O2

•− i smanjenom ekspresijom MnSOD, te da ovakva neusklađenost 
između produkcije i uklanjanja vodi povišenim bazalnim nivoima reaktivnih vrsta (Oberley i sar., 
1979). Značaj smanjene ekspresije i aktivnosti MnSOD za održanje malignog fenotipa pokazan je 
u studijama stabilne transfekcije kancerskih ćelija koje po restituciji ekspresije MnSOD gube 
replikativni potencijal in vitro i in vivo (Li i sar., 1995). U osnovi inhibitornog efekta MnSOD na 
proliferaciju kancerskih ćelija je akumulacija H2O2 i oksidativnih oštećenja, odnosno narušena 
ravnoteža između dismutacije O2

•− do H2O2 i uklanjanja H2O2. Sa druge strane, smanjenje 
aktivnosti MnSOD takođe vodi inhibiciji proliferacije kancerskih ćelija putem narušavanja 
fiziološkog nivoa H2O2 koji je neophodan za inicijaciju ćelijske deobe (Ridnour i sar., 2004). Iz 
ovih, kao i rezultata brojnih drugih autora, proizilazi da se kancerske ćelije odlikuju 
uspostavljanjem nove redoks homeostaze u poređenju sa netransformisanim neproliferišućim 
ćelijama, kao i da se održanje malignog fenotipa zasniva na uspostavljanju homeostatske ravnoteže 
između aktivnosti O2

•− i H2O2 eliminišućih enzima (Miar i sar., 2015; Doskey i sar., 2016). U 
skladu sa ovakvim nalazima, u ćelijskim linijama karcinoma dojke (Kattan i sar., 2008) i u 
humanim uzorcima karcinoma dojke (Soini i sar., 2001; Tsanou i sar., 2004; He i sar., 2019) 
pokazana je izuzetna heterogenost u ekspresiji MnSOD, pri čemu se neinvazivne, aktivno 
proliferišuće kancerske ćelije u ranim stadijumima progresije kancera odlikuju niskom 
ekspresijom MnSOD, dok se invazivne metastatske kancerske ćelije u poodmaklim stadijumima 
progresije kancera odlikuju visokom ekspresijom MnSOD. Ovi rezultati ukazuju na visoku 
plastičnost redoks homeostaze, gde fine promene u produkciji, odnosno eliminaciji reaktivnih vrsta 
omogućavaju kancerskim ćelijama adaptaciju na dinamične zahteve koje nameću ćelijska deoba, 
invazija i migracija u metastatske niše. CuZnSOD takođe pokazuje dinamiku ekspresije koja je 
povezana sa stadijumom progresije karcinoma dojke, pri čemu se primarni tumori u ranim 
stadijumima i intenzivno proliferišuće kancerske ćelije odlikuju visokom ekspresijom CuZnSOD, 
dok je ekspresija CuZnSOD u negativnoj korelaciji sa metastazama i preživljavanjem pacijentkinja 
(Gomez i sar., 2019). Pored primarne uloge u dismutaciji O2

•−, CuZnSOD igra važnu ulogu u 
estrogenskoj signalizaciji u karcinomu dojke, gde asocira sa estrogenskim receptorom α i učestvuje 
u regulaciji ekspresije gena. Slično, pokazana je povećana ekspresija katalaze u humanim 
uzorcima karcinoma dojke i pozitivna korelacija sa lošijim ishodom bolesti (Gomez i sar., 2019). 
Uloga katalaze u progresiji karcinoma dojke je posebno izražena u metastatskim kancerskim 
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ćelijama, gde je pokazano da katalaza sa drugim enzimima antioksidativne odbrane doprinosi 
aktivaciji AMPK i posledičnom održavanju nivoa ATP i redoks homeostaze prilikom gubitka 
kontakta sa ekstracelularnim matriksom (Davison i sar., 2013). Takođe, pokazana je i pozitivna 
korelacija između visoke ekspresije GSH-Px i stope metastaza i mortaliteta (Gomez i sar., 2019), 
dok je ekspresija GSH-Px u in vitro studijama dovedena u vezu sa preživljavanjem kancerskih 
ćelija dojke u uslovima hipoksičnog stresa (Bilodeau i sar., 2002) i sa terapijskom rezistencijom 
na doksorubicin (Gouazé i sar., 2001).  

Heterogenost u ekspresiji enzima antioksidativne odbrane velikim delom potiče od ćelijske 
heterogenosti koja je prisutna u kompleksnoj tumorskoj mikrosredini karcinoma dojke. Stoga je u 
ovoj disertaciji imunohistohemijski ispitivano prisustvo, tkivna distribucija i ćelijska lokalizacija 
osnovnih enzima antioksidativne odbrane u tumorskom i njemu asociranom masnom tkivu dojke. 
Rezultati ove disertacije su u skladu sa literaturnim podacima i ukazuju na uspostavljanje nove 
redoks homestaze u malignom tumorskom tkivu dojke u poređenju sa benignim tumorskim 
tkivom. Naime, pokazano je da se kancerske ćelije u malignom tumorskom tkivu odlikuju značajno 
jačim intenzitetom imunopozitivne reakcije na CuZnSOD, MnSOD, katalazu i GSH-Px u odnosu 
na epitelne ćelije mlečne žlezde u benignom tumorskom tkivu dojke. Takođe, prema našim 
saznanjima ovo su prvi podaci o ekspresiji i ćelijskog lokalizaciji enzima antioksidativne odbrane 
u karcinomu dojke kod normalno uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih žena. Rezultati ove 
disertacije su pokazali da se maligno tumorsko tkivo karakteriše visokom ekspresijom enzima 
antioksidativne odbrane, nezavisno od gojaznosti, što je u skladu sa našim prethodno 
publikovanim rezultatima (Kalezic i sar., 2021). Ovi rezultati ukazuju da su kancerske ćelije, 
nezavisno od sistemskih i lokalnih uticaja gojaznosti na tumorsku mikrosredinu, izuzetno dobro 
adaptirane u kontekstu eliminacije reaktivnih vrsta, kao i da uspostavljanje nove redoks 
homeostaze uključuje očuvanje uravnoteženog kapaciteta za metabolizam različitih reaktivnih 
vrsta kako O2

•− tako i H2O2. 

Paralelno sa tumorskim tkivom, u ovoj disertaciji ispitivane su promene redoks homestaze u 
masnom tkivu dojke premenopauzalnih žena sa malignim, odnosno benignim tumorom dojke. 
Rezultati ove disertacije su pokazali da u masnom tkivu dojke takođe dolazi do uspostavljanja 
nove redoks homeostaze, koja se karakteriše povećanom ekspresijom enzima antioksidativne 
odbrane u masnom tkivu dojke žena sa malignim tumorima u poređenju sa masnim tkivom dojke 
žena sa benignim tumorima. Takođe je pokazano da je imunopozitivna rekacija na CuZnSOD, 
MnSOD, katalazu i GSH-Px specifično lokalizovana u citoplazmi, odnosno mitohondrijama 
adipocita. Interesantno, uspostavljanje nove redoks homeostaze u masnom tkivu dojke je zavisno 
od gojaznosti. Naime, jači intenzitet imunopozitivne reakcije na osnovne enzime antioksidativne 
odbrane uočen je samo kod normalno uhranjenih žena sa malignim tumorima u poređenju sa 
normalno uhranjenim ženama sa benignim tumorima, dok ovakvo povećanje nije uočeno kod 
gojaznih žena. Intenzitet imunopozitivne reakcije na osnovne enzime antioksidativne odbrane u 
masnom tkivu gojaznih žena sa malignim tumorima je manji u poređenju sa masnim tkivom 
normalno uhranjenih žena sa malignim tumorima i nepromenjen u odnosu na masno tkivo dojke 
gojaznih žena sa benignim tumorima. Prema našim saznanjima, ovo su prvi podaci o izmenjenoj 
redoks homeostazi u kancer asociranom masnom tkivu, kao i o uticaju gojaznosti na uspostavljanje 
redoks homeostaze u tumorskoj mikrosredini karcinoma dojke. Prethodne studije koje su ispitivale 
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interakciju kancerskih ćelija sa tumorskom mikrosredinom pokazale su da redoks signalizacija i 
promene u redoks homeostazi predstavljaju deo dvosmerne komunikacije između kancerskih i 
stromalnih ćelija. Pokazano je in vitro da kancerske ćelije dojke indukuju produkciju reaktivnih 
vrsta u kancer asociranim fibroblastima, nakon čega dolazi do metaboličkog reprogramiranja i 
uspostavljanja glikolitičkog fenotipa sa produkcijom laktata u fibroblastima, dok u kancerskim 
ćelijama dolazi do metaboličkog reprogramiranja koje favorizuje korišćenje laktata kao supstrata 
za oksidativni metabolizam (Martinez-Outschoorn i sar., 2010; Balliet i sar., 2011). Slično, na 
modelu kokulture metastatskih kancerskih ćelija pankreasa i adipocita iz kostne srži pokazano je 
da adipociti indukuju produkciju reaktivnih vrsta u kancerskim ćelijama, što doprinosi njihovom 
preživljavanju i proliferaciji (Herroon i sar., 2018). Ovi rezultati ističu da je redoks-senzitivna 
komunikacija integrisani deo metaboličke kooperacije između kancerskih i stromalnih ćelija, iako 
još uvek nisu poznati mehanizmi koji su u osnovi ovog fenomena. Rezultati ove disertacije 
podržavaju koncept dvosmerne komunikacije između kancerskih ćelija i adipocita koja uključuje 
i redoks-senzitivne puteve in vivo. Simultano povišena ekspresija enzima antioksidativne odbrane 
u malignom tumorskom tkivu i njemu asociranom masnom tkivu dojke ukazuje na koordinisan 
redoks odgovor tkiva dojke u malignitetu. Pored toga, rezultati ove disertacije ističu uticaj 
gojaznosti na uspostavljanje nove redoks homeostaze u karcinomu dojke, budući da je 
sinhronizacija u ekspresiji enzima antioksidativne odbrane uočena samo kod normalno uhranjenih 
žena, odnosno da nije uočena kod gojaznih žena sa malignim tumorom dojke. 

 

5.2. Nivo i obrazac proteinske ekspresije i ćelijske lokalizacije 4-HNE modifikovanih 
proteina u tumorskom i masnom tkivu dojke 

4-hidroksinonenal je produkt lipidne peroksidacije i marker oksidativnog stresa (Benedetti i 
sar., 1980), ali formirajući kovalentne adukate sa funkcionalnim grupama proteina, nukleinskih 
kiselina i lipida ostvaruje fiziološku ulogu u redoks signalizaciji (Zhong i sar., 2015). U 
patofiziološkim stanjima poput gojaznosti i malignih oboljenja, 4-HNE se sa jedne strane smatra 
nespecifičnim biomarkerom oksidativnog stresa kao pokazatelj stepena lipidne peroksidacije, dok 
sa druge strane, detekcija specifičnih 4-HNE adukata daje važne informacije o mehanizmima 
redoks-senzitivne signalne transdukcije uključene u metaboličko i redoks reprogramiranje, kao i 
vitalne ćelijske procese poput proliferacije, migracije i apoptoze (West i sar., 2006). 4-HNE 
modifikovani proteini su detektovani u humanim uzorcima karcinoma dojke, pri čemu je pokazana 
negativna korelacija između intenziteta imunopozitivne reakcije i proliferacije kancerskih ćelija, 
odnosno stepena progresije karcinoma (Kovács i sar., 2019). In vitro je pokazano da 4-HNE u 
fiziološkim koncentracijama učestvuje u pokretanju citoprotektivnih mehanizama putem 
aktivacije transkripcionih faktora poput Nrf2 (Huang i sar., 2012), čime doprinosi proliferaciji (Li 
i sar., 2014) i terapijskoj rezistenciji (Bekele i sar., 2016) kancerskih ćelija dojke. Suprotno, 4-
HNE u visokim koncentracijama ostvaruje citotoksične efekte i uključen je u pokretanje 
apoptotskih puteva (Bose i sar., 2021). U skladu sa literaturnim podacima, rezultati ove disertacije 
nisu pokazali razlike u profilima ekspresije 4-HNE modifikovanih proteina, niti u ćelijskoj 
lokalizaciji 4-HNE modifikovanih proteina između benignog i malignog tumorskog tkiva. 
Nepromenjen nivo 4-HNE modifikovanih proteina, uz povećanu tkivnu ekspresiju enzima 
antioksidativne odbrane, ukazuje da je visok nivo antioksidativne odbrane u funkciji 
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uspostavljanja nove redoks homeostaze u malignom tumorskom tkivu, a ne u funkciji akutne 
odbrane od povećane produkcije reaktivnih vrsta ili lipidne peroksidacije. Šta više, u malignom 
tumorskom tkivu gojaznih osoba, detektovano je blago smanjenje intenziteta proteinske trake koja 
odgovara specifično 4-HNE modifikovanim proteinima na 95 kDa u poređenju sa malignim 
tumorskim tkivom normalno uhranjenih žena i benignim tumorskim tkivom gojaznih žena. 
Funkcionalni značaj ovakve promene u malignom tumorskom tkivu gojaznih žena nije za sada 
jasan, ali ovakva promena ističe specifičnost u formiranju 4-HNE proteinskih adukata kao i 
potencijalni uticaj gojaznosti na redoks signalizaciju u malignom tumorskom tkivu. 

Sa druge strane, rezultati ove disertacije pokazali su značajne razlike u profilu 4-HNE 
modifikovanih proteina u masnom tkivu dojke koje su u vezi kako sa gojaznošću tako i sa 
malignitetom. Naime, intenzitet proteinske trake koja odgovara 4-HNE modifikovanim proteinima 
na 40 kDa je veći u masnom tkivu gojaznih žena sa benignim tumorima u odnosu na masno tkivo 
normalno uhranjenih žena sa benignim tumorima, kao i u masnom tkivu normalno uhranjenih žena 
sa malignim tumorima u odnosu na masno tkivo normalno uhranjenih žena sa benignim tumorima. 
U masnom tkivu gojaznih žena sa malignim tumorima, detektovano je izrazito povećanje 
intenziteta proteinske trake koja odgovara proteinima na 25 kDa kao i prisustvo novih traka u 
poređenju sa masnim tkivom normalno uhranjenih žena sa malignim tumorima i masnim tkivom 
gojaznih žena sa benignim tumorima. Takođe, imunofluorescentnom detekcijom je potvrđeno da 
je povećanje nivoa 4-HNE modifikovanih proteina specifično lokalizovano u adipocitima masnog 
tkiva dojke. Povećanje ekspresije enzima antioksidativne odbrane i blago povećanje nivoa 4-HNE 
modifikovanih proteina u masnom tkivu normalno uhranjenih žena sa malignim tumorima ukazuje 
da malignitet indukuje redoks reprogramiranje i uspostavljanje nove redoks homeostaze u masnom 
tkivu. Sa druge strane, nepromenjena ekspresija enzima antioksidativne odbrane i povećanje nivoa 
4-HNE modifikovanih proteina u masnom tkivu gojaznih žena sa malignim tumorima ukazuje da 
gojaznost interferira sa uspostavljanjem nove redoks homeostaze u masnom tkivu. Značajne 
razlike u redoks profilima masnog tkiva dojke između normalno uhranjenih i gojaznih žena su 
sasvim očekivane, imajući u vidu ključnu ulogu izmenjene redoks homeostaze u patofiziologiji 
gojaznosti. Naime, prethodno je pokazano da se masno tkivo gojaznih osoba odlikuje inherentno 
sniženim nivoima antioksidativne odbrane (Jankovic i sar., 2014) i povišenim nivoima 4-HNE 
(Cohen i sar., 2011; Long i sar., 2013; Li i sar., 2014; Crujeiras i sar., 2016).  

 

5.3. Proteinska ekspresija transkripcionog faktora Nrf2 u tumorskom i masnom tkivu dojke 

Rezultati ove disertacije pokazali su povećanu proteinsku ekspresiju Nrf2 u malignom 
tumorskom tkivu gojaznih premenopauzalnih žena u poređenju sa malignim tumorskim tkivom 
normalno uhranjenih žena i benignim tumorskim tkivom gojaznih žena, dok se proteinska 
ekspresija Nrf2 nije razlikovala između benignog i malignog tumorskog tkiva normalno uhranjenih 
žena. Prema našim saznanjima, ovo je prvi podatak o ekspresiji Nrf2 u karcinomu dojke kod 
gojaznih premenopauzalnih žena. Ovaj podatak može imati izuzetan dijagnostički i terapijski 
značaj u personalizovanoj medicini, budući da su epidemiološke studije pokazale čvrstu vezu 
između ekspresije Nrf2 i kliničke progresije i ishoda karcinoma dojke. Visoka ekspresija Nrf2 je 
u pozitivnoj korelaciji sa stepenom progresije karcinoma dojke (Onodera i sar., 2014), incidencom 
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metastaza i recidiva (Wang i sar., 2018), odnosno u negativnoj korelaciji sa preživljavanjem 
pacijentkinja (Almeida i sar., 2020). Takođe, diferencijalna ekspresija Nrf2 između normalno 
uhranjenih i gojaznih žena koja je pokazana u ovoj disertaciji ukazuje na uticaj gojaznosti na 
transkripcionu regulaciju uspostavljanja redoks homeostaze u malignom tumorskom tkivu dojke. 
Imajući u vidu da nisu pokazane razlike u ekspresiji osnovnih enzima antioksidativne odbrane 
između malignog tumorskog tkiva normalno uhranjenih i gojaznih žena, razlika u proteinskoj 
ekspresiji Nrf2 može biti indikator finih metaboličkih razlika, odnosno diferencijalnog 
metaboličkog reprogramiranja u gojaznosti. Naime, Nrf2 ostvaruje plejotropne uloge u redoks-
metaboličkom reprogramiranju u kanceru koje uključuju regulaciju redoks homeostaze sa jedne 
strane i regulaciju energetskog metabolizma sa druge (Wang i sar., 2018).  

Suprotno razlikama u ekspresiji Nrf2 u tumorskom tkivu, rezultati ove disertacije pokazali su 
povećanu proteinsku ekspresiju Nrf2 u masnom tkivu normalno uhranjenih žena sa malignim 
tumorima u poređenju sa masnim tkivom gojaznih žena sa malignim tumorima i masnim tkivom 
normalno uhranjenih žena sa benignim tumorima. Ovaj rezultat je u potpunosti u skladu sa 
ekspresijom enzima antioksidativne odbrane, koja je povećana isključivo u masnom tkivu 
normalno uhranjenih žena sa malignim tumorima i ukazuje na uključenost Nrf2 signalnog puta u 
uspostavljanju redoks aktiviranog fenotipa masnog tkiva u karcinomu dojke. Prema našim 
saznanjima, ovde je po prvi put ispitivana ekspresija Nrf2 u humanom masnom tkivu normalno 
uhranjenih i gojaznih žena. Literaturni podaci iz animalnih i in vitro studija ističu važnost Nrf2 za 
(pato)fiziologiju masnog tkiva, ali su njegove uloge u adipogenezi, sekreciji adipokina, insulinskoj 
senzitivnosti i termogenoj aktivaciji i dalje nedovoljno ispitane (Schneider i sar., 2013; Seo i sar., 
2013; Annie-Mathew i sar., 2021).  

 

5.4. Glikoliza u tumorskom i masnom tkivu dojke 

Varburgov efekat opisuje specifičan aspekt metaboličkog reprogramiranja koji doprinosi rastu 
i proliferaciji kancerskih ćelija i uključuje stimulisano preuzimanje glukoze i intenziviran 
glikolitički fluks sa produkcijom laktata, čak i u prisustvu kiseonika (Heiden i sar., 2009). Visoka 
proteinska ekspresija heksokinaze 2 i asocijacija heksokinaze 2 sa mitohondrijama su 
najmarkantnije molekulske karakteristike Varburgovog efekta koje su odgovorne za 
uspostavljanje stabilnog glikolitičkog fenotipa u kancerskim ćelijama (Pedersen, 2007). Rezultati 
ove disertacije su pokazali da su ove karakteristike evidentne i in vivo, u malignom tumorskom 
tkivu premenopauzalnih žena koje se karakteriše visokom proteinskom ekspresijom heksokinaze 
2 i snažnom kolokalizacijom sa mitohondrijskim markerom VDAC u poređenju sa benignim 
tumorskim tkivom i to nezavisno od gojaznosti. Ovi rezultati su u skladu sa prethodnim 
istraživanjima koja su pokazala korelaciju ekspresije i aktivnosti heksokinaze 2 sa gradusom, 
agresivnošću i invazivnošću, kao i lošijom prognozom i smanjenom stopom preživljavanja 
pacijentkinja sa karcinomom dojke (Sato-Tadano i sar., 2013; Coelho i sar., 2015). U skladu sa 
epidemiološkim nalazima, heksokinaza 2 je jedna od prvih predloženih metaboličkih meta za 
terapiju karcinoma dojke (Marini i sar., 2013; Lis i sar., 2016). U ovoj disertaciji pokazana je i 
povećana proteinska ekspresija PFK-1 i G6PDH, što takođe ide u prilog hipotezi koja postulira da 
se maligno tumorsko tkivo u velikoj meri oslanja na katabolizam glukoze za produkciju energije, 
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kao i za održavanje intermedijernog metabolizma i redoks homeostaze. Proteinska ekspresija 
glikolitičkih enzima poseduje i dijagnostički značaj, budući da je dovedena u vezu sa lošijom 
prognozom bolesti. Aktivnost PFK-1 se povećava sa veličinom tumora i pozitivno korelira sa 
invazivnošću i agresivnošću (Coelho i sar., 2015), dok visoka genska ekspresija PFK-1 korelira 
sa smanjenom stopom preživljavanja (C. P. Prasad i sar., 2017). Slično, genska ekspresija GAPDH 
je u korelaciji sa gradusom tumora i opštom stopom preživljavanja (Révillion i sar., 2000). 
Interesantno, rezultati ove disertacije su pokazali veću proteinsku ekspresiju PFK-1 i GAPDH u 
malignom tumorskom tkivu gojaznih u odnosu na normalno uhranjene žene. Ovo su takođe i jedni 
od prvih molekularnih podataka o metaboličkim razlikama u malignom tumorskom tkivu između 
gojaznih i normalno uhranjenih žena koji ističu značaj stratifikacije epidemioloških podataka u 
odnosu na gojaznost i mogu se ispostaviti kao značajni u kontekstu personalizovanih terapijskih 
pristupa. Takođe, ovi rezultati stavljaju metaboličku plastičnost karcinoma dojke u novu 
perspektivu u kojoj je metaboličko reprogramiranje zavisno od sistemskih ili lokalnih uticaja 
gojaznosti. Uporedo sa plejadom glikolitičkih alteracija u tumorskom tkivu, u ovoj disertaciji 
detektovane su i alteracije u katabolizmu glukoze u masnom tkivu. Naime, pokazana je veća 
proteinska ekspresija heksokinaze 2 i G6PDH u masnom tkivu žena sa malignim tumorima u 
odnosu na masno tkivo žena sa benignim tumorima, nezavisno od gojaznosti (Kalezic i sar., 2021). 
Ovi rezultati otvaraju mogućnost indukcije tkivno specifičnog Varburgovog efekta u masnom 
tkivu, gde je fluks glukoze dominanto usmeren ka pentozofosfatnom putu u cilju održavanja 
redoks homeostaze i lipidnog metabolizma. Takođe, ovo su prvi podaci o metaboličkom 
reprogramiranju kancer asociranog masnog tkiva na humanim uzorcima karcinoma dojke koji 
mogu imati dijagnostički potencijal. Interesantna studija na miševima je pokazala da se ekspresija 
heksokinaze 2 u masnom tkivu dojke povećava u uslovima hronične socijalne izolacije, što 
doprinosi kreiranju permisivne sredine za nastanak maligniteta i posledičnoj progresiji karcinoma 
dojke (Volden i sar., 2013). 

 

5.5. Metabolizam laktata u tumorskom i masnom tkivu dojke 

Varburgov efekat, jedan od prvih opisanih mehanizama metaboličkog reprogramiranja u 
kanceru, intenziviranjem glikolitičkog fluksa vodi ka povećanoj produkciji laktata. (Warburg, 
1956). Laktat je danas prepoznat kao onkometabolit od izuzetne funkcionalne važnosti koji 
doprinosi održavanju kontinuiteta glikolize, služi kao supstrat za oksidativni metabolizam i 
biosintezu i učestvuje u regulaciji ekspresije gena i redoks homeostaze (San-Millán i sar., 2017; 
Brooks, 2020). Shodno tome, mnoge in vivo i in vitro studije su istakle alteracije u metabolizmu 
laktata u karcinomu dojke. Pre svega, povišenu koncentraciju laktata (Kennedy i sar., 2010; 
Brodsky i sar., 2019) i aktivnost LDH (Talaiezadeh i sar., 2015) kao posledicu povećane 
ekspresije LDHA (Huang i sar., 2016), smanjene ekspresije LDHB (Brown i sar., 2013), odnosno 
promene u zastupljenosti izoenzimskih formi LDH (Hilf i sar., 1976; Hussien i sar., 2011). Pored 
toga, ove pojedinačne alteracije koje doprinose izmenjenom metabolizmu laktata su dovedene u 
vezu sa agresivnošću, metastatskim potencijalom i stopom preživljavanja, zbog čega se laktat 
smatra korisnim prediktivnim biomarkerom u dijagnostici i terapiji karcinoma dojke (Martinez-
Outschoorn i sar., 2011). Rezultati ove disertacije su pokazali veću koncentraciju laktata u 
malignom tumorskom tkivu normalno uhranjenih žena u odnosu na benigno tumorsko tkivo 
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normalno uhranjenih žena. Sa druge strane, nije pokazana razlika u koncentraciji laktata između 
malignog i benignog tumorskog tkiva kod gojaznih žena, dok je koncentracija laktata u malignom 
tumorskom tkivu gojaznih žena manja u odnosu na maligno tumorsko tkivo normalno uhranjenih 
žena. Prema našim saznanjima, ovo je prvi podatak koji opisuje razlike u koncentraciji laktata u 
malignom tumorskom tkivu dojke u odnosu na gojaznost. U ovoj disertaciji takođe su ispitivane 
promene u proteinskoj ekspresiji monomera LDH i pokazana je veća proteinska ekspresija LDHA 
i manja proteinska ekspresija LDHB u malignom tumorskom tkivu u odnosu na benigno tumorsko 
tkivo, nezavisno od gojaznosti. Povećana proteinska ekspresija LDHA i smanjena proteinska 
ekspresija LDHB su prethodno opisane od strane drugih autora kao osnovne molekulske 
karakteristike luminalnog tipa A invazivnog duktalnog karcinoma dojke (Brown i sar., 2013; Xiao 
i sar., 2016). Suprotne promene u ekspresiji monomera LDH podržavaju promenu u profilu 
ekspresije izoenzimskih formi LDH. Naime, u ovoj disertaciji je pokazano povećanje 
zastupljenosti izoforme LDH4 na račun smanjenja zastupljenosti izoformi LDH1 i LDH2 u 
malignom tumorskom tkivu u odnosu na benigno tumorsko tkivo, što je u skladu sa rezultatima 
drugih autora (Hilf i sar., 1976). Rezultati ove disertacije ukazuju da je visoka koncentracija laktata 
u malignom tumorskom tkivu normalno uhranjenih žena dominantno posledica promena u 
proteinskoj ekspresiji monomera LDH, kao i u posledičnoj promeni u ekspresionom profilu 
izoformi LDH, budući da nisu zabeležene razlike u aktivnosti ukupne LDH.  

Rezultati ove disertacije koji opisuju metabolizam laktata u masnom tkivu dojke predstavljaju 
gotovo sliku u ogledalu u odnosu na profil promena koji je opisan u tumorskom tkivu. Dok je u 
malignom tumorskom tkivu detektovano povećanje koncentracije laktata kod normalno uhranjenih 
žena, u masnom tkivu nisu detektovane razlike u koncentraciji laktata. Nasuprot tome, pokazana 
je veća aktivnost ukupne LDH u masnom tkivu normalno uhranjenih žena sa malignim tumorima 
u odnosu na masno tkivo normalno uhranjenih žena sa benignim tumorima, dok nisu zabeležene 
razlike u aktivnosti ukupne LDH kod gojaznih žena sa benignim, odnosno malignim tumorima 
dojke. Povećanje aktivnosti ukupne LDH u masnom tkivu normalno uhranjenih žena sa malignim 
tumorima je potencijalno posledica finih promena u aktivnosti pojedinih izoformi LDH. Naime, u 
ovoj disertaciji zabeležen je veći intenzitet proteinskih traka koje odgovaraju izoformama LDH2 i 
LDH3 u masnom tkivu normalno uhranjenih žena sa malignim tumorima u odnosu na masno tkivo 
normalno uhranjenih žena sa benignim tumorima, dok nisu zabeležene razlike u proteinskoj 
ekspresiji monomera LDHA i LDHB. Doprinos masnog tkiva metabolizmu laktata u tumorskoj 
mikrosredini može biti veoma značajan kako sa aspekta produkcije tako i sa aspekta oksidacije 
laktata. Sa jedne strane, adipociti predstavljaju jedno od glavnih mesta produkcije laktata u 
organizmu (Arriarán i sar., 2015; Krycer i sar., 2020). Sa druge strane, zahvaljujući prisustvu 
receptora hidroksikarboksilnih kiselina (Liu i sar., 2009) i monokarboksilatnih transportera 
(Petersen i sar., 2017), adipociti su osetljivi na ekstracelularnu signalizaciju laktatom. Pokazano 
je da laktat indukuje metaboličko reprogramiranje u adipocitima, dok adipociti oksiduju laktat do 
piruvata zarad održavanja redoks homeostaze i funkcije mitohondrija (Carrière i sar., 2014).  

Diferencijalne promene u koncentraciji laktata i aktivnosti LDH predstavljaju jednu od prvih 
indikacija o postojanju kooperacije zasnovane na metabolizmu laktata između tumorskog i masnog 
tkiva. Kako bi se ispitala potencijalna interakcija između kancerskih ćelija i adipocita, u ovoj 
disertaciji analizirana je ekspresija LDH monomera u tumorskom i masnom tkivu dojke 
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imunohistohemijski. Analizom obrasca proteinske lokalizacije LDH monomera u tumorskom 
tkivu potvrđeni su rezultati proteinske ekspresije; generalno povećanje LDHA i smanjenje LDHB 
u malignom tumorskom tkivu u odnosu na benigno tumorsko tkivo. Takođe je zabeležena 
heterogena ekspresija LDHA u kancerskim ćelijama iz različitih regiona tumorskog tkiva. Naime, 
pokazano je da se intenzitet imunohistohemijske reakcije na LDHA postepeno povećava od centra 
tumorske mase ka invazivnom frontu tumora. Drugi autori su pokazali in vitro da visoka ekspresija 
LDHA doprinosi proliferativnom i invazivnom potencijalu kancerskih ćelija dojke (Chang i sar., 
2016; Cai i sar., 2019). Rezultati ove disertacije podržavaju literaturne nalaze, budući da je najjači 
intenzitet imunopozitivne reakcije na LDHA zabeležen na invazivnom frontu tumora gde dolazi 
do proliferacije kancerskih ćelija i invazije u okolna tkiva. Nasuprot nalazima u tumorskom tkivu, 
u masnom tkivu dojke zapažena je heterogenost u imunoekspresiji LDHB monomera. Obrazac 
imunoekspresije LDHB u masnom tkivu dojke podseća na Harlekin efekat i karakteriše se 
postepenim povećanjem intenziteta imunopozitivne reakcije od udaljenog masnog tkiva dojke ka 
invazivnom frontu tumora, gde su adipociti i kancerske ćelije u bliskom fizičkom kontaktu. 
Asimetrični profil ekspresije LDH monomera na invazivnom frontu tumora, LDHA u kancerskim 
ćelijama i LDHB u adipocitima dodatno ilustruje mogućnost metaboličke kooperacije zasnovane 
na metabolizmu laktata.  

Kako bi se bliže okarakterisala laktatom dirigovana metabolička kooperacija između 
kancerskih ćelija i adipocita, u ovoj disertaciji analizirana je proteinska ekspresija, tkivna 
distribucija i ćelijska lokalizacija monokarboksilatnih transportera odgovornih za transport laktata 
i piruvata. Prethodno je pokazano da povećana proteinska ekspresija MCT1 (Johnson i sar., 2017) 
i MCT4 (Baenke i sar., 2015; Xiao i sar., 2020) korelira sa gradusom invazivnog duktalnog 
karcinoma dojke (Johnson i sar., 2017), dok su oba transportera dovedena u vezu sa glikolitičkim 
fenotipom kancerskih ćelija. Suprotno ovakvim literaturnim podacima, u ovoj disertaciji pokazana 
je manja proteinska ekspresija MCT1 i MCT4 u malignom tumorskom tkivu u odnosu na benigno 
tumorsko tkivo i to specifično kod normalno uhranjenih žena, dok se proteinska ekspresija MCT1 
i MCT4 nije razlikovala između malignog i benignog tumorskog tkiva kod gojaznih žena. Imajući 
u vidu da MCT1 i MCT4 transporteri učestvuju i u importu i u eksportu laktata i piruvata, u 
zavisnosti od šireg metaboličkog konteksta i energetskih potreba tkiva, funkcionalna interpretacija 
promena u ekspresiji monokarboksilatnih transportera je veoma komplikovana (Nye i sar., 2008; 
Hong i sar., 2016; Petersen i sar., 2017; Lagarde i sar., 2021). Međutim, ovde pokazane razlike u 
ekspresiji monokarboksilatnih transportera u malignom tumorskom tkivu između normalno 
uhranjenih i gojaznih žena mogu biti u čvrstoj vezi sa pokazanim razlikama u metabolizmu laktata 
i glikogena. Naime, u disertaciji je pokazano da se maligno tumorsko tkivo normalno uhranjenih 
žena odlikuje izraženim depozicijama glikogena u citoplazmi kancerskih ćelija, visokom 
proteinskom ekspresijom GSK-3 i visokom tkivnom koncentracijom laktata, što na molekulskom 
nivou ukazuje na snažnu indukciju glikolitičkog fenotipa. Sa druge strane, smanjena ekspresija 
monokarboksilatnih transportera koja je pokazana kod normalno uhranjenih žena može 
predstavljati još jedan od mehanizama koji kancerskim ćelijama omogućava metaboličku 
plastičnost u kontekstu simultane stimulacije glikolize i oksidativne fosforilacije. Naime, 
pokazano je da inhibicija aktivnosti MCT1 dovodi do smanjenog eksporta piruvata iz kancerskih 
ćelija dojke i posledično povećane ekspresije gena uključenih u Krebsov ciklus i oksidativnu 
fosforilaciju, ne ometajući transport laktata i glikolitički fluks (Hong i sar., 2016). Nasuprot 
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smanjenoj proteinskoj ekspresiji MCT1 u malignom tumorskom tkivu normalno uhranjenih žena, 
u disertaciji je pokazano povećanje proteinske ekspresije MCT1 u masnom tkivu dojke normalno 
uhranjenih i gojaznih žena sa malignim tumorima u odnosu na masno tkivo žena sa benignim 
tumorima. 

Imunohistohemijskom analizom ekspresije, tkivne distribucije i ćelijske lokalizacije 
monokarboksilatnih transportera zabeležena je asimetrična lokalizacija MCT1 i MCT4 u 
tumorskom, odnosno masnom tkivu. U ovoj doktorskoj disertaciji pokazano je da se 
imunoekspresija MCT4 u kancerskim ćelijama postepeno povećava od centra tumorske mase ka 
invazivnom frontu tumora, dok se imunoekspresija MCT1 u adipocitima postepeno povećava od 
udaljenog masnog tkiva ka invazivnom frontu tumora. Ovi rezultati, zajedno sa pokazanim 
povećanjem imunoekspresije LDHA u kancerskim ćelijama i povećanjem imunoekspresije LDHB 
u acipocitima ukazuju na potencijalan, laktatom dirigovan mehanizam kooperacije između 
kancerskih ćelija i adipocita koji su u bliskom fizičkom kontaktu. Naime, visoka ekspresija LDHA 
i MCT4 u kancerskim ćelijama ukazuje na produkciju i eksport laktata koji može biti preuzet od 
strane adipocita, koji pokazuju visoku ekspresiju MCT1 i LDHB. Sličan mehanizam kooperacije 
zasnovane na metabolizmu laktata je pokazan in vitro između kancerskih ćelija dojke i kancer 
asociranih fibroblasta, gde je pokazano da fibroblasti preuzimaju laktat iz kancerskih ćelija i 
oksiduju ga do piruvata (Patel i sar., 2017). Takođe, predložen je i suprotan smer transporta laktata 
između kancerskih ćelija dojke i kancer asociranih fibroblasta (Whitaker-Menezes i sar., 2011), 
odnosno metastatskih kancerskih ćelija dojke i adipocita iz aksilarnih limfnih čvorova (Sotgia i 
sar., 2012), gde laktat eksportovan iz adipocita biva preuzet i oksidovan do piruvata od strane 
kancerskih ćelija.  

 

5.6. Uloga AMPK u uspostavljanju tkivno specifičnog Varburgovog efekta u karcinomu 
dojke 

AMPK je master regulator energetske i redoks homeostaze čija aktivnost na tkivno specifičan 
način stimuliše kataboličke i inhibira anaboličke puteve, čime doprinosi održanju ćelijskog nivoa 
ATP i NADPH (Carling, 2017). Reprogramiranje energetskog metabolizma i uspostavljanje nove 
redoks homeostaze su ključne odlike maligne transformacije, ali je uloga AMPK u tumorogenezi 
veoma kompleksna i još uvek nedovoljno ispitana. Prethodne studije na humanim uzorcima 
karcinoma dojke su dale oprečne podatke, pri čemu su neke studije pokazale povećanu ekspresiju 
AMPK i pozitivnu korelaciju sa progresijom karcinoma dojke (Liu i sar., 2016; Al-Maghrabi i 
sar., 2017), dok su druge pokazale smanjenu ekspresiju AMPK i negativnu korelaciju sa 
progresijom karcinoma dojke (Fox i sar., 2013). Rezultati ove disertacije su pokazali povećanu 
proteinsku ekspresiju AMPK u malignom tumorskom tkivu u poređenju sa benignim tumorskim 
tkivom, nezavisno od gojaznosti. Brojne studije ističu važnost aktivacije AMPK za uspostavljanje 
i održanje malignog fenotipa (Jeon i sar., 2015). Sa jedne strane, AMPK reguliše ćelijski nivo 
NADPH i održava redoks homeostazu finom regulacijom lipidnog metabolizma, odnosno 
inhibicijom de novo sinteze masnih kiselina (Jeon i sar., 2012). Sa druge strane, AMPK povećava 
potencijal za metaboličku plastičnost istovremenom stimulacijom glikolize i pentozofosfatnog 
puta (Laderoute i sar., 2014). Naime, AMPK doprinosi uspostavljanju Varburgovog efekta 
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stimulacijom preuzimanja glukoze i glikolitičkog fluksa. Sa jedne strane, AMPK fosforiliše 
tioredoksin interagujući protein nakon čega dolazi do narušavanja njegove interakcije sa GLUT1 
i posledične inkorporacije GLUT1 u ćelijsku membranu, odnosno stimulacije preuzimanja glukoze 
(Wu i sar., 2013). Sa druge strane, AMPK fosforilacijom aktivira fosfofruktokinazu 2, nakon čeka 
njen produkt fruktoza 2,6-bisfosfat stimuliše aktivnost glikolitičkog enzima fosfofruktokinaze 1 
(Marsin i sar., 2000). Takođe, stimulacijom ekspresije G6PDH putem histon deacetilaze 10 
AMPK doprinosi održavanju fluksa kroz pentozofosfatni put (Shan i sar., 2019). Rezultati ove 
disertacije ističu značaj AMPK u reprogramiranju energetskog metabolizma i uspostavljanju nove 
redoks homeostaze. Naime, simultano sa visokom proteinskom ekspresijom AMPK u malignom 
tumorskom tkivu pokazana je visoka proteinska ekspresija glikolitičkih enzima (heksokinaze 2 i 
PFK-1) i enzima pentozofosfatnog puta (G6PDH). Ovakav rezultat ukazuje na uspostavljanje 
AMPK zavisnog Varburgovog efekta u malignom tumorskom tkivu, koji se karakteriše 
uravnoteženim usmeravanjem glukoze ka glikolizi i pentozofosfatnom putu. Paralelno sa 
tumorskim tkivom, u ovoj disertaciji je pokazana veća proteinska ekspresija AMPK u masnom 
tkivu dojke žena sa malignim tumorima u odnosu na masno tkivo žena sa benignim tumorima. 
Takođe, istovremeno sa povećanjem proteinske ekspresije AMPK pokazano je povećanje 
proteinske ekspresije heksokinaze 2 i G6PDH u masnom tkivu žena sa malignim tumorima što 
ukazuje na čvrstu vezu između aktivacije AMPK i metaboličkog reprogramiranja masnog tkiva u 
kanceru dojke. Pored toga, ovi rezultati ukazuju na uspostavljanje tkivno specifičnog Varburgovog 
efekta u masnom tkivu dojke, koji se karakteriše usmeravanjem glukoze primarno ka 
pentozofosfatnom putu. Prema našim saznanjima, ovo su potpuno novi podaci za humano masno 
tkivo u kanceru dojke. Jedna prethodna in vitro studija je pokazala da kancerske ćelije dojke 
indukuju aktivaciju AMPK u adipocitima (Sun i sar., 2019). Rezultati ove disertacije su pokazali 
paralelno povećanje proteinske ekspresije AMPK u malignom tumorskom i masnom tkivu dojke i 
ukazuju na ulogu AMPK u uspostavljanju tkivno specifičnog Varburgovog efekta u ovim tkivima 
dojke. 

 

5.7. Metabolizam glikogena u tumorskom i masnom tkivu dojke 

Alteracije u metabolizmu glikogena su nedavno definisane kao važan aspekt neoplastične 
transformacije koji doprinosi proliferaciji, migraciji i terapijskoj rezistenciji kancerskih ćelija 
(Khan i sar., 2020). Pokazano je da kancerske ćelije dojke akumuliraju citoplazmatske depozicije 
glikogena u odgovoru na hipoksiju, kao i da inhibicija glikogen fosforilaze smanjuje migratorni 
potencijal kancerskih ćelija dojke i u hipoksiji i normoksiji (Altemus i sar., 2019). Pored toga, 
pokazano je da je Šifovo bojenje glikogena koristan metod za diferencijaciju malignih od benignih 
lezija dojke (Panicker i sar., 2012), dok je Šifovo bojenje metastatskih niša u aksilarnim limfnim 
čvorovima korisno za predikciju incidence udaljenih metastaza (Buijs i sar., 2004). Rezultati ove 
disertacije podržavaju literaturne podatke o akumulaciji glikogena u kancerskim ćelijama dojke, 
pri čemu je ovakav fenotip povezan sa gojaznošću. Naime, izražene citoplazmatske depozicije 
glikogena su uočene u malignom tumorskom tkivu normalno uhranjenih žena u odnosu na benigno 
tumorsko tkivo normalno uhranjenih žena. Nasuprot tome, citoplazmatske depozicije glikogena su 
gotovo potpuno odsutne u malignom tumorskom tkivu gojaznih žena u poređenju sa malignim 
tumorskim tkivom normalno uhranjenih žena. Takođe, u ovoj disertaciji pokazana je visoka 



88 
 

proteinska ekspresija GSK-3 i to samo u malignom tumorskom tkivu normalno uhranjenih žena, 
što može ukazivati na razlike u regulaciji metabolizma glikogena između normalno uhranjenih i 
gojaznih žena. Ove razlike u metabolizmu glikogena mogu biti u uskoj vezi sa ovde pokazanim 
razlikama u metabolizmu glukoze i laktata između normalno uhranjenih i gojaznih žena. Naime, 
nedavno je pokazano da kancerske ćelije jajnika koriste glikogen kao izvor glukoze za glikolizu i 
produkciju laktata (Curtis i sar., 2019), dok je u disertaciji pokazana značajno veća koncentracija 
laktata u malignom tumorskom tkivu normalno uhranjenih u odnosu na gojazne žene. Nezavisno 
od metabolizma glukoze, laktata i glikogena, pokazano je da GSK-3 učestvuje i u održavanju 
redoks homeostaze, gde fosforilacija Nrf2 od strane GSK-3 vodi ubikvitinaciji i posledičnoj 
degradaciji Nrf2 (Leinonen i sar., 2014). Jedan od mehanizama koji doprinosi visokoj ekspresiji 
Nrf2 u kanceru je inhibicija GSK-3 (Rojo de la Vega i sar., 2018). U disertaciji je pokazana 
simultano manja ekspresija GSK-3 i veća ekspresija Nrf2 u malignom tumorskom tkivu gojaznih 
žena u poređenju sa malignim tumorskim tkivom normalno uhranjenih žena. Uporedo sa 
tumorskim tkivom u disertaciji je analiziran metabolizam glikogena u masnom tkivu dojke. 
Rezultati analize metabolizma glikogena u masnom tkivu dojke pokazali su veću proteinsku 
ekspresiju GSK-3 kod žena sa malignim tumorima u odnosu na žene sa benignim tumorima, 
nezavisno od gojaznosti. Funkcionalni značaj povećane proteinske ekspresije GSK-3 u masnom 
tkivu nije u potpunosti jasan, budući da je ovo prvi takav podatak na humanim uzorcima masnog 
tkiva u karcinomu dojke. 

 

5.8. Oksidativna dekarboksilacija piruvata i Krebsov ciklus u tumorskom i masnom tkivu 
dojke 

Reprogramiranje energetskog metabolizma u kancerskim ćelijama, koje podrazumeva 
intenzivnu glikolizu sa produkcijom laktata, je praćeno smanjenim fluksom ugljenika glukoze kroz 
Krebsov ciklus (Heiden i sar., 2009). Kompleks piruvat dehidrogenaze konvertuje piruvat u acetil-
CoA i kao spona između glikolize i potpune oksidacije glukoze u Krebsovom ciklusu predstavlja 
važno regulatorno mesto (Patel i sar., 2006). Inhibicija proteinske ekspresije, odnosno aktivnosti 
PDH transkripcionim i posttranslacionim regulatornim mehanizmima vodi uspostavljanju 
glikolitičkog fenotipa, koji je karakterističan za Varburgov efekat (McFate i sar., 2008; Yonashiro 
i sar., 2018). Posttranslaciona regulacija aktivnosti PDH je izuzetno kompleksna i podrazumeva 
reverzibilnu fosforilaciju i defosforilaciju koja vodi inhibiciji, odnosno aktivaciji PDH. Izoforme 
kinaze piruvat dehidrogenaze 1-4 su glavni regulatorni enzimi koji fosforilacijom dovode do 
inhibicije aktivnosti PDH (Atas i sar., 2020). Pokazano je da su ekspresija i aktivnost PDK1 i 
PDK4 povezani sa metaboličkim reprogramiranjem, metastatskim potencijalom i terapijskom 
rezistencijom u karcinomu dojke (Dupuy i sar., 2015; Walter i sar., 2015; Guda i sar., 2018; Peng 
i sar., 2018). Rezultati disertacije ukazuju na metaboličko reprogramiranje koje favorizuje 
intenzivnu glikolizu sa smanjenim fluksom ugljenika glukoze ka Krebsovom ciklusu. Naime, 
pokazana je manja proteinska ekspresija PDH u malignom tumorskom tkivu u odnosu na benigno 
tumorsko tkivo dojke, nezavisno od gojaznosti. Istovremeno je pokazana i značajno manja 
proteinska ekspresija PDK4 u malignom tumorskom tkivu u odnosu na benigno tumorsko tkivo. 
Ovi rezultati su dodatno podržani promenama u proteinskoj ekspresiji prvog enzima Krebsovog 
ciklusa, citrat sintaze, čija ekspresija je takođe manja u malignom tumorskom tkivu u odnosu na 
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benigno tumorsko tkivo. Nema puno podataka o ekspresiji citrat sintaze u humanim uzorcima 
karcinoma dojke, ali je izuzetno niska ekspresija prethodno pokazana u ćelijskim linijama 
karcinoma dojke (Lin i sar., 2012).  

Uporedo sa smanjenjem proteinske ekspresije PDH, PDK4 i citrat sintaze u malignom 
tumorskom tkivu, detektovane su suprotne promene u masnom tkivu dojke, posebno kod normalno 
uhranjenih žena sa malignim tumorima. Naime, u ovoj disertaciji je pokazana veća proteinska 
ekspresija PDH u masnom tkivu dojke žena sa malignim tumorima u odnosu na masno tkivo žena 
sa benignim tumorima, pri čemu je ekspresija PDH dodatno veća kod normalno uhranjenih žena u 
odnosu na gojazne žene sa malignim tumorima. Proteinska ekspresija PDK4 i citrat sintaze je 
takođe veća u masnom tkivu žena sa malignim tumorima u odnosu na masno tkivo žena sa 
benignim tumorima, ali samo kod normalno uhranjenih žena. Iako ovakve promene nisu prethodno 
opisane u kancer asociranom masnom tkivu, povećana proteinska ekspresija PDH i citrat sintaze 
u masnom tkivu dojke normalno uhranjenih žena snažno ide u prilog hipotezi da kancerske ćelije 
indukuju metaboličko reprogramiranje u adipocitima (Dirat i sar., 2011). Nedostatak promena u 
proteinskoj ekspresiji PDH i citrat sintaze u masnom tkivu gojaznih žena sa malignim tumorima 
može predstavljati refleksiju disfunkcije mitohondrija u gojaznosti, posebno u uslovima stresa ili 
povećanih metaboličkih zahteva koji se nameću u malignitetu. Shodno tome, smanjena ekspresija 
i aktivnost citrat sintaze, kao i smanjena potrošnja kiseonika su prethodno opisani u mišjim 
modelima gojaznosti (Rong i sar., 2007) i u humanom masnom tkivu gojaznih osoba (Goossens i 
sar., 2011; Christe i sar., 2013).  

 

5.9. Elektron transportni lanac mitohondrija i oksidativna fosforilacija u tumorskom i 
masnom tkivu dojke 

Funkcija mitohondrija i doprinos oksidativne fosforilacije progresiji karcinoma dojke su još 
uvek nedovoljno ispitani. Nedostatak podataka o morfologiji i fiziologiji mitohondrija in vivo, kao 
i metodološka ograničenja koja karakterišu in vitro studije, su neki od razloga za mnoga otvorena 
pitanja u ovom polju istraživanja. Postojeći literaturni podaci iz elektron mikroskopskih studija 
pokazuju da broj i morfologija mitohondrija mogu biti značajno izmenjeni in vivo, ističući veliku 
inter- i intratumorsku heterogenost u karcinomu dojke (Elliott i sar., 2011; Li i sar., 2017). Sa 
funkcionalnog aspekta, analiza proteinske ekspresije kompleksa respiratornog lanca, in situ 
detekcija aktivnosti kompleksa respiratornog lanca (Whitaker-Menezes i sar., 2011) i 
funkcionalno merenje respiracije i oksidativne fosforilacije (Kaambre i sar., 2012; Koit i sar., 
2017) u humanim uzorcima karcinoma dojke jasno ukazuju na važnost očuvane funkcije 
mitohondrija za održanje malignog fenotipa. Rezultati ove disertacije predstavljaju prve podatke 
o proteinskoj ekspresiji kompleksa respiratornog lanca i ATP sintaze u malignom tumorskom tkivu 
normalno uhranjenih i gojaznih žena i pokazuju generalno povećanje ekspresije kompleksa 
respiratornog lanca i ATP sintaze u malignom tumorskom tkivu u odnosu na benigno tumorsko 
tkivo. Specifično, pokazano je da je proteinska ekspresija kompleksa II, kompleksa III i ATP 
sintaze veća u malignom tumorskom tkivu u odnosu na benigno tumorsko tkivo, nezavisno od 
gojaznosti. Sa druge strane, proteinska ekspresija kompleksa IV je veća samo kod normalno 
uhranjenih žena sa malignim tumorima, u odnosu na benigno tumorsko tkivo normalno uhranjenih 
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žena. Ovakvi rezultati ističu da se maligno tumorsko tkivo dojke in vivo na molekulskom nivou 
karakteriše visokom ekspresijom kompleksa respiratornog lanca i ATP sintaze i ukazuju na 
važnost održanja oksidativne forforilacije za neoplastičnu transformaciju. U skladu sa 
Varburgovom hipotezom (Warburg, 1956) i brojnim novijim studijama (Dupuy i sar., 2015; Chen 
i sar., 2019; Jia i sar., 2019), rezultati disertacije ističu da oksidativna fosforilacija i glikoliza sa 
produkcijom laktata nisu međusobno isključive bioenergetske strategije, već neophodne 
komponente jedinstvene strategije metaboličkog reprogramiranja u karcinomu dojke. Šta više, 
pokazano je da se metabolizam mitohondrija nalazi u osnovi metaboličke plastičnosti koja 
omogućava sinergizam glikolize i oksidativne fosforilacije i koja uslovljava metaboličku 
heterogenost kancerskih ćelija kako u primarnim tumorima tako i u metastatskim nišama (Dupuy 
i sar., 2015). 

Uporedo sa razlikama u proteinskoj ekspresiji kompleksa respiratornog lanca u tumorskom 
tkivu, u disertaciji su pokazane razlike u proteinskoj ekspresiji kompleksa respiratornog lanca u 
masnom tkivu dojke. Pokazane su značajne razlike u proteinskoj ekspresiji kompleksa 
respiratornog lanca između normalno uhranjenih i gojaznih žena sa benignim tumorima, gde je u 
masnom tkivu gojaznih žena pokazana manja proteinska ekspresija kompleksa IV i ATP sintaze u 
odnosu na masno tkivo dojke normalno uhranjenih žena. Ovi rezultati su u skladu sa literaturnim 
podacima koji su pokazali smanjenu gensku i proteinsku ekspresiju pojedinih kompleksa 
respiratornog lanca (Heinonen i sar., 2017), smanjenu enzimsku aktivnost kompleksa 
respiratornog lanca (Chattopadhyay i sar., 2011) i smanjenu stopu respiracije (Xiao i sar., 2014) 
u masnom tkivu gojaznih osoba. Rezultati disertacije pokazali su da i masno tkivo dojke takođe 
pokazuje alteracije u fiziologiji mitohondrija kako u odnosu na gojaznost tako i u odnosu na 
malignitet. Naime, pokazana je veća proteinska ekspresija kompleksa II i kompleksa III u masnom 
tkivu dojke normalno uhranjenih žena sa malignim tumorima u odnosu na masno tkivo normalno 
uhranjenih žena sa benignim tumorima, dok je proteinska ekspresija kompleksa IV i ATP sintaze 
veća u masnom tkivu dojke žena sa malignim tumorima u odnosu na masno tkivo žena sa benignim 
tumorima, nezavisno od gojaznosti. Ovi rezultati pokazuju da kod žena sa karcinomom dojke 
dolazi do metaboličkog reprogramiranja masnog tkiva dojke, koje uključuje molekulske promene 
na nivou mitohondrija. Interesantno, simultano sa povećanom ekspresijom kompleksa 
respiratornog lanca pokazana je i veća proteinska ekspresija UCP1 kod normalno uhranjenih žena 
sa malignim tumorima. U kanceru dojke povećana proteinska ekspresija UCP1 je prethodno 
pokazana u adipocitima u in vitro studijama (Paré i sar., 2020), animalnim modelima (Singh i sar., 
2016) i humanim uzorcima karcinoma dojke (Wang i sar., 2014), ali fiziološki značaj 
dekuplovanja respiracije za progresiju karcinoma dojke nije još uvek ispitan. 

 

5.10. Metabolizam lipida u tumorskom i masnom tkivu dojke 

Metaboličko reprogramiranje u maligno transformisanim tkivima uključuje i reprogramiranje 
metabolizma lipida, odnosno promene u transportu, de novo sintezi i deponovanju masnih kiselina, 
odnosno mobilizaciji i β-oksidaciji masnih kiselina. Analize genske ekspresije u karcinomu dojke, 
specifično luminalnom podtipu A, pokazale su povećanu ekspresiju gena uključenih u sintezu, 
mobilizaciju i β-oksidaciju masnih kiselina u poređenju sa trostruko negativnim karcinomom 
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dojke koji se dominantno oslanja na preuzimanje i deponovanje masnih kiselina iz ekstracelularne 
sredine (Monaco, 2017). Rezultati disertacije podržavaju i pružaju dopunu postojećim literaturnim 
podacima o izmenjenom metabolizmu lipida u karcinomu dojke, doprinoseći novim podacima o 
uticaju gojaznosti na reprogramiranje metabolizma lipida i ilustrujući metaboličku kooperaciju 
zasnovanu na metabolizmu lipida između kancerskih ćelija i adipocita.  

Metabolička kooperacija između kancerskih ćelija i adipocita na nivou mobilizacije i β-
oksidacije masnih kiselina je literaturno dobro opisana. Pokazano je da kancerske ćelije dojke 
stimulišu aktivnost ATGL i HSL u adipocitima, promovišući lipolizu i oslobađanje masnih 
kiselina, koje zatim bivaju preuzete, deponovane u kompleksne lipide ili oksidovane od strane 
kancerskih ćelija, što vodi povećanoj proliferaciji, posebno u gojaznosti (Balaban i sar., 2017). 
Slično je pokazano i na modelu karcinoma kolona i akutne monocitne leukemije, gde preuzimanje 
masnih kiselina iz adipocita podržava proliferaciju kancerskih ćelija putem aktivacije AMPK i 
posledične stimulacije β-oksidacije masnih kiselina (Tabe i sar., 2017; Wen i sar., 2017). Rezultati 
disertacije su u skladu sa predloženim mehanizmom kooperacije između kancerskih ćelija i 
adipocita po kome stimulisana lipoliza u adipocitima podržava β-oksidaciju masnih kiselina u 
kancerskim ćelijama, posebno u gojaznosti. Pokazana je veća proteinska ekspresija ATGL u 
masnom tkivu gojaznih žena sa malignim tumorima u odnosu na masno tkivo gojaznih žena sa 
benignim tumorima, što podržava hipotezu indukovane lipolize u malignitetu. Interesantno, 
pokazana je i povećana ekspresija ATGL u malignom tumorskom tkivu, ali samo kod gojaznih 
žena.  

Rezultati disertacije podržavanju nalaze o stimulisanoj β-oksidaciji masnih kiselina u 
karcinomu dojke i pružaju nove informacije o doprinosu peroksizomalne, odnosno 
mitohondrijalne β-oksidacije. Pokazano je da je proteinska ekspresija ACOX, indikatora 
peroksizomalne β-oksidacije, veća u malignom tumorskom tkivu i to posebno u malignom 
tumorskom tkivu gojaznih žena, dok je proteinska ekspresija ACADM, indikatora mitohondrijalne 
β-oksidacije, veća samo u malignom tumorskom tkivu gojaznih žena. Uporedo sa malignim 
tumorskom tkivom pokazana je i povećana proteinska ekspresija enzima β-oksidacije u masnom 
tkivu. Naime, rezultati su pokazali veću proteinsku ekspresiju ACOX u masnom tkivu dojke žena 
sa malignim tumorima nezavisno od gojaznosti, dok je proteinska ekspresija ACADM veća samo 
u masnom tkivu gojaznih žena sa malignim tumorima. Značaj povećane β-oksidacije masnih 
kiselina u masnom tkivu može biti objašnjen predloženim mehanizmom koordinacije lipidnog 
metabolizma između kancerskih ćelija i adipocita putem egzozoma. Pokazano je da egzozomi 
poreklom iz adipocita koji sadrže masne kiseline i enzime β-oksidacije indukuju β-oksidaciju u 
kancerskim ćelijama melanoma čime se promoviše ćelijska migracija i invazija (Lazar i sar., 
2016). Takođe, u gojaznosti je povećana sekrecija egzozoma iz adipocita, dok su sami egzozomi 
bogatiji masnim kiselinama koje služe kao supstrati za β-oksidaciju u kancerskim ćelijama 
(Clement i sar., 2020).  

Sa aspekta de novo sinteze masnih kiselina, rezultati disertacije nisu pokazali razlike u 
proteinskoj ekspresiji ACC između malignih i benignih tumora, ali je pokazana veća proteinska 
ekspresija FAS i to samo u malignom tumorskom tkivu gojaznih žena. Nasuprot tome, u masnom 
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tkivu dojke pokazana je veća proteinska ekspresija i ACC i FAS kod žena sa malignim tumorima 
u poređenju sa masnim tkivom žena sa benignim tumorima, nezavisno od gojaznosti.  

Rezultati snažno ukazuju da je reprogramiranje metabolizma lipida u karcinomu dojke 
asocirano sa gojaznošću, pri čemu maligno tumorsko tkivo gojaznih žena pokazuje povećanu stopu 
mobilizacije, β-oksidacije i de novo sinteze masnih kiselina. Razlike u ekspresiji enzima 
uključenih u metabolizam lipida između normalno uhranjenih i gojaznih žena mogu imati 
dijagnostički i terapijski značaj budući da ekspresija ATGL (Wang i sar., 2017), ACADM (Yu i 
sar., 2019), ACOX (Jung i sar., 2015), ACC (Moncur i sar., 1998) i FAS (Alo’ i sar., 1996; Alò i 
sar., 1999; Wang i sar., 2001) korelira sa agresivnošću i stepenom progresije karcinoma dojke, 
kao i da su ovi enzimi predloženi kao metaboličke mete u terapiji karcinoma dojke (Thupari i sar., 
2001). 

 

5.11. Metabolizam glutamina u tumorskom i masnom tkivu dojke 

Glutamin, iako neesencijalna aminokiselina, je fiziološki esencijalan izvor ugljenika i azota 
za biosintezu nukleotida, aminokiselina i masnih kiselina. Takođe, glutamin doprinosi održavanju 
redoks homeostaze konvertovanjem do α-ketoglutarata, supstrata za sintezu glutationa (Cha i sar., 
2018). U karcinomu dojke alteracije u metabolizmu glutamina su specifične za molekulske 
podtipove. Visoka ekspresija transportera neutralnih aminokiselina, glutamat sintetaze i 
glutaminaze karakteriše trostruko negativni karcinom dojke, koji pokazuje visoke stope 
preuzimanja glutamina i glutaminolize (Van Geldermalsen i sar., 2016). Suprotno, za luminalni 
podtip A karakteristična je smanjena ekspresija glutaminaze i glutamat dehidrogenaze u odnosu 
na HER2-pozitivan podtip (Kim i sar., 2013) i povećana ekspresija glutamin sintetaze u odnosu 
na HER2-pozitivan i trostruko negativan podtip (Tyanova i sar., 2016). U skladu sa tim, pokazano 
je da ekspresija glutamin sintetaze korelira sa HER2 ekspresijom u kanceru dojke i stimuliše 
proliferaciju HER2-pozitivne kancerske ćelijske linije (Wang i sar., 2017). Takođe, pokazano je 
da trostruko negativni i HER2-pozitivni karcinomi imaju niže nivoe glutamina i više nivoe 
glutamata u poređenju sa estrogen-pozitivnim karcinomom dojke (Cao i sar., 2014). Rezultati 
disertacije su u skladu sa literaturnim podacima i pokazali su da se proteinska ekspresija glutamin 
sintetaze ne razlikuje između benignog i malignog tumorskog tkiva, dok je proteinska ekspresija 
glutamat dehidrogenaze niža u malignom tumorskom tkivu u odnosu na benigno tumorsko tkivo, 
nezavisno od gojaznosti. Rezultati ukazuju da je metabolizam glutamata u malignom tumorskom 
tkivu dominantno usmeren ka sintezi glutamina, a ne ka produkciji α-ketoglutarata. Međutim, i 
pored smanjene ekspresije glutamat dehidrogenaze ne treba isključiti mogućnost metabolizma 
glutamata do α-ketoglutarata, budući da je pokazano da aktivno proliferišuće kancerske ćelije 
dojke metabolišu glutamat do α-ketoglutarata putem transaminaza (Coloff i sar., 2016).  

 

5.12. Pregled mitohondrijalne dinamike u tumorskom i masnom tkivu dojke 

Usled nedostatka protektivnih histona, ograničenog potencijala sistema za reparaciju DNK i 
visoke stope produkcije ROS u mitohondrijama, mitohondrijska DNK je podložnija mutacijama i 
oksidativnim oštećenjima u poređenju sa nukleusnom DNK (Croteau i sar., 1997). Kako su 
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alteracije u produkciji reaktivnih vrsta nezaobilazni deo tumorogeneze, analiza mitohondrijskog 
genoma i asocijacija sa kliničko-patološkim parametrima su od interesa za personalizovanu 
dijagnostiku i prognostiku (Reznik i sar., 2016). Takođe, alteracije u vidu mutacija ili promena u 
broju kopija mitohondrijske DNK mogu pružiti važne informacije o funkciji i broju mitohondrija 
(Kopinski i sar., 2021). Nekoliko studija je pokazalo prisustvo specifičnih mutacija u 
mitohondrijskom genomu (Zhu i sar., 2005) i snižen broj kopija mitohondrijske DNK (Mambo i 
sar., 2005; Tseng i sar., 2006; Fan i sar., 2009; Domínguez-de-la-Cruz i sar., 2020) u karcinomu 
dojke, ali značaj ovih alteracija nije u potpunosti razjašnjen. Mitohondrijski broj kopija je doveden 
u vezu sa molekulskim podtipom karcinoma dojke, kao i stepenom progresije, epitelno-
mezenhimalnom tranzicijom, metastazama i terapijskom rezistencijom (Bai i sar., 2011; Guha i 
sar., 2014, 2018). Rezultati disertacije su pokazali manji broj kopija mitohondrijske DNK u 
malignom tumorskom tkivu u odnosu na benigno tumorsko tkivo i kod normalno uhranjenih i kod 
gojaznih žena. U benignom tumorskom tkivu detektovan je manji broj kopija mitohondrijske DNK 
kod gojaznih žena u odnosu na normalno uhranjene žene. Prema našim saznanjima, ovo su prvi 
podaci koji opisuju promene u broju kopija mitohondrijske DNK u tumorima dojke kod gojaznih 
žena. Takođe, rezultati ukazuju na kompleksnu vezu između broja kopija mitohondrijske DNK i 
transkripcione aktivnosti mitohondrijskog genoma, budući da nisu pokazane razlike u 
transkripcionoj aktivnosti između benignog i malignog tumorskog tkiva dojke. Transkripciona 
aktivnost mitonodrijskog genoma je tkivno specifična i može predstavljati kompenzatornu 
adaptaciju na smanjenje broja kopija mitohondrijske DNK, odnosno promene u energetskim 
zahtevima i oksidativnom metabolizmu (Mohd Khair i sar., 2021). U skladu sa smanjenim brojem 
kopija mitohondrijske DNK, rezultati disertacije pokazali su manju proteinsku ekspresiju PGC-1α 
u malignom tumorskom tkivu u poređenju sa benignim tumorskim tkivom kod normalno 
uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih žena, pri čemu je ekspresija PGC-1α takođe manja u 
benignom tumorskom tkivu gojaznih žena u poređenju sa benignim tumorskim tkivom normalno 
uhranjenih žena. Prethodne studije su pokazale smanjenu gensku ekspresiju i smanjen intenzitet 
imunopozitivne reakcije na PGC-1α u kancerskim ćelijama dojke (Watkins i sar., 2004), dok je 
niska ekspresija PGC-1α dovedena u vezu sa lošijom prognozom bolesti i smanjenim 
preživljavanjem pacijentkinja (Jiang i sar., 2003). Sa druge strane, in vitro je pokazano da 
aktivacija PGC-1α stimuliše biogenezu mitohondrija i oksidativnu fosforilaciju, što dovodi do 
povećanja invazivnog i metastatskog potencijala kancerskih ćelija dojke (Lebleu i sar., 2014; 
Andrzejewski i sar., 2017). Takođe, pokazana je korelacija između ekspresije PGC-1α na 
invazivnom frontu tumora i incidence metastaza, kao i visoka ekspresija PGC-1α u cirkulišućim 
kancerskim ćelijama kod pacijentkinja sa karcinomom dojke (Lebleu i sar., 2014), ističući ulogu 
PGC-1α u postizanju metastatskog fenotipa.  

U disertaciji je po prvi put ispitan broj kopija mitohondrijske DNK in vivo u masnom tkivu 
dojke normalno uhranjenih i gojaznih žena sa benignim, odnosno malignim tumorom dojke. 
Pokazan je trend povećanja broja kopija mitohondrijske DNK u masnom tkivu dojke normalno 
uhranjenih žena sa malignim tumorima u poređenju sa masnim tkivom normalno uhranjenih žena 
sa benignim tumorima. Takođe, pokazan je značajno manji broj kopija mitohondrijske DNK u 
masnom tkivu dojke gojaznih žena sa malignim tumorima u poređenju sa normalno uhranjenim 
ženama sa malignim tumorima. Smanjenje broja kopija mitohondrijske DNK u masnom tkivu 
gojaznih žena je u skladu sa literaturnim podacima koji su pokazali smanjenje broja kopija 
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mitohondrijske DNK u abdominalnom masnom tkivu gojaznih osoba (Kaaman i sar., 2007). 
Rezultati disertacije pokazuju da je transkripciona aktivnost mitohondrijskog genoma nekoliko 
redova veličine veća u masnom tkivu normalno uhranjenih žena sa malignim tumorima u 
poređenju sa masnim tkivom žena sa benignim tumorima, kao i u poređenju sa masnim tkivom 
gojaznih žena sa malignim tumorima. Usklađenost promena u broju kopija mitohondrijske DNK i 
transkripcionoj aktivnosti mitohondrijskog genoma potencijalno ukazuje na funkcionalni značaj 
ovih promena u masnom tkivu, budući da je prethodno pokazana korelacija između broja kopija 
mitohondrijske DNK i ekspresije gena uključenih u oksidativni metabolizam (Heinonen i sar., 
2015). U skladu sa promenama u broju kopija mitohondrijske DNK i transkripcionoj aktivnosti 
mitohondrijskog genoma, u disertaciji je pokazana niža proteinska ekspresija PGC-1α u masnom 
tkivu gojaznih žena sa malignim tumorima u odnosu na masno tkivo normalno uhranjenih žena sa 
malignim tumorima. Rezultati su u skladu sa literaturnim podacima koji gojaznost dovode u vezu 
sa disfunkcijom mitohondrija u masnom tkivu. Animalne studije su pokazale da smanjena 
ekspresija PGC-1α u subkutanom masnom tkivu dovodi do smanjene ekspresije gena uključenih 
u oksidativnu fosforilaciju, β-oksidaciju i termogenu aktivaciju (Kleiner i sar., 2012; Cheng i sar., 
2018). Takođe, smanjena ekspresija PGC-1α detektovana je u masnom tkivu gojaznih osoba 
(Semple i sar., 2004) i osoba sa insulinskom rezistencijom (Hammarstedt i sar., 2003). Rezultati 
disertacije nisu pokazali razlike u proteinskoj ekspresiji enzima uključenih u β-oksidaciju i 
oksidativnu fosforilaciju između masnog tkiva dojke normalno uhranjenih i gojaznih žena sa 
malignim tumorima, koje bi odgovarale manjoj ekspresiji PGC-1α u masnom tkivu gojaznih žena 
u poređenju sa normalno uhranjenim ženama sa malignim tumorima. Međutim, pokazana je manja 
proteinska ekspresija Nrf2 i osnovnih enzima antioksidativne odbrane u masnom tkivu gojaznih 
žena sa malignim tumorima, potencijalno ukazujući na vezu između PGC-1α, metabolizma 
mitohondrija i redoks homeostaze u masnom tkivu dojke. Nekoliko studija je pokazalo 
koordinisanu regulaciju ekspresije PGC-1α i Nrf2, gde ćelijske linije i miševi sa utišanom 
ekspresijom Nrf2 pokazuju i smanjenu ekspresiju PGC-1α, dok je farmakološka aktivacija Nrf2 
praćena povećanjem ekspresije PGC-1α (Ryoo i sar., 2018). Takođe, pokazano je da PGC-1α 
doprinosi antioksidativnoj odbrani i regulaciji redoks homeostaze kako indirektnom stabilizacijom 
Nrf2 putem inaktivacije GSK-3 (Choi i sar., 2017) tako i direktnom interakcijom sa Nrf2 i 
posledičnom aktivacijom ekspresije MnSOD (Cherry i sar., 2014). Uporedo sa ekspresijom PGC-
1α, Nrf2 i enzima antioksidativne odbrane, u disertaciji je pokazana veća proteinska ekspresija 
UCP1 u masnom tkivu normalno uhranjenih žena sa malignim tumorima u odnosu na masno tkivo 
gojaznih žena sa malignim tumorima. U svetlu plejotropnih uloga PGC-1α i Nrf2 u redoks-
metaboličkim adaptacijama, ekspresija UCP1 takođe može biti indikator ne samo metaboličkog 
reprogramiranja već i uspostavljanja nove redoks homeostaze u masnom tkivu. Sa jedne strane, 
pokazano je aktivacija Nrf2 (Chang i sar., 2021) i PGC-1α (Bargut i sar., 2017) povećava 
ekspresiju UCP1 u adipocitima. Sa druge strane, pokazano je da UCP1, pored termogene, ima i 
važnu antioksidativnu ulogu (Skulachev, 1998; Masschelin i sar., 2020), koja posebno može biti 
značajna u uslovima povišenih metaboličkih zahteva koji se nameću u malignitetu.  
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6. ZAKLJUČCI 
 

U ovoj doktorskoj disertaciji okarakterisani su redoks i metabolički profili masnog i tumorskog 
tkiva dojke normalno uhranjenih i gojaznih premenopauzalnih žena sa benignim i malignim 
tumorom dojke. Identifikovani su ključni metabolički putevi i transkripcioni faktori uključeni u 
redoks-senzitivno metaboličko reprogramiranje u kontekstu interakcije kancerskih ćelija i 
adipocita unutar kompleksne tkivne mikrosredine karcinoma dojke. Na osnovu rezultata, izvedeni 
su sledeći zaključci: 

 

- U procesu neoplastične transformacije tumorsko i masno tkivo dojke čine kompleksan 
pseudo-organ u kome dolazi do uspostavljanja specifičnih redoks i metaboličkih profila 
u zavisnosti od sistemskih i lokalnih uticaja gojaznosti na tumorsku mikrosredinu. 
 

- Maligna transformacija se karakteriše tkivno specifičnim promenama redoks homeostaze. 
Maligno tumorsko i njemu asocirano masno tkivo poseduju značajno različite redoks 
profile u odnosu na respektivno benigno tumorsko i masno tkivo dojke. Po prvi put je 
pokazano da u masnom tkivu dojke, paralelno sa malignim tumorskim tkivom, dolazi do 
uspostavljanja nove redoks homeostaze, kao i da je taj proces dirigovan od strane 
transkripcionog faktora Nrf2. Sinhronizovane, paralelne promene u ekspresiji enzima 
antioksidativne odbrane otvaraju mogućnost redoks-senzitivne kooperacije između 
tumorskog i masnog tkiva. Takođe, diferencijalna ekspresija redoks-senzitivnih 
transkripcionih faktora i enzima antioksidativne odbrane između normalno uhranjenih i 
gojaznih žena ističe tkivno specifičan uticaj gojaznosti na redoks reprogramiranje 
maligno transformisanih tkiva.  

 
- Maligna transformacija se karakteriše tkivno specifičnim metaboličkim 

reprogramiranjem. U malignom tumorskom tkivu i njemu pridruženom masnom tkivu 
dolazi do indukcije AMPK zavisnog Varburgovog efekta, nezavisno od gojaznosti. U 
tumorskom tkivu, metabolizam glukoze je usmeren ka glikolitičkom fluksu sa 
produkcijom laktata i ka pentozofosfatnom putu zarad održavanja bioenergetske, 
biosintetske i redoks homeostaze, dok je metabolizam glukoze u masnom tkivu primarno 
usmeren ka fluksu pentozofosfatnog puta. Ovi rezultati ističu da metaboličko 
reprogramiranje u tkivima dojke vodi uspostavljanju tkivno specifičnog Varburgovog 
efekta. Takođe, sinhronizovane, recipročne promene u ekspresiji enzima i transportera 
uključenih u metabolizam laktata otvaraju mogućnost laktatom dirigovane metaboličke 
kooperacije između tumorskog i masnog tkiva.  

 
- Maligno tumorsko i njemu pridruženo masno tkivo dojke pokazuju tkivno specifične 

strategije za reprogramiranje oksidativnog metabolizma i metabolizma mitohondrija. 
Doprinos oksidativnog metabolizma održanju malignog fenotipa pokazan je kroz 
promene na nivou oksidativne dekarboksilacije piruvata, Krebsovog ciklusa, oksidativne 
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fosforilacije i β-oksidacije masnih kiselina. U skladu sa Varburgovim efektom i snažnom 
indukcijom glikolitičkog fenotipa, oksidativna fosforilacija se održava u tumorskom tkivu 
zahvaljujući reprogramiranju metabolizma masnih kiselina. Sa druge strane, porast broja 
kopija mitohondrijske DNK, kao i proteinske ekspresije enzima Krebsovog ciklusa i 
oksidativne fosforilacije u masnom tkivu ukazuje da je indukcija oksidativnog 
metabolizma u osnovi metaboličkog reprogramiranja adipocita u malignitetu, dodatno 
podržavajući postojanje metaboličke simbioze između tumorskog i masnog tkiva dojke. 

 
- Metaboličko reprogramiranje u karcinomu dojke je zavisno od sistemskog i lokalnog 

uticaja gojaznosti na tumorsku mikrosredinu. Maligno tumorsko tkivo normalno 
uhranjenih žena karakteriše se visokom koncentracijom laktata, visokom ekspresijom 
GSK-3 i depozicijama glikogena u citoplazmi kancerskih ćelija, dok se maligno tumorsko 
tkivo gojaznih žena karakteriše visokom ekspresijom enzima uključenih u mobilizaciju, 
β-oksidaciju i de novo sintezu masnih kiselina.   

 

Generalno, rezultati pokazuju da kod žena sa premenopauzalnim karcinomom dojke dolazi do 
redoks-senzitivnog metaboličkog reprogramiranja u malignom tumorskom tkivu i njemu 
pridruženom masnom tkivu. Budući da ova dva tkiva karakteriše koordinisano reprogramiranje, 
karcinom dojke posmatramo kao kompleksan pseudo-organ koji u procesu tumorogeneze evoluira 
u odgovoru, kako na selektivne pritiske poreklom iz tumorske mikrosredine, tako i sistemske kao 
što je gojaznost. 
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Vlsjava o ayropcrBy
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trIrjanmyjena

4a je 4omopcKa Ar4cepraquja noA HacJIoBoM

METABOJII4%I<V 14 PEAOKC TTPOOI,IJI hEJII,IJA TyMOPA I4 MACHO| TKI4BA AOJKE
IIPEMEHOIIAY3AJIHI4X XEHA: BE3A CA rOJA3HOruhv

pe3ynraT corrcTBeHof r4cTpax(LlBaqKor paAa,

Aa rrpeAnoxeHa Ar4cep:raqaja y qenlrHr.r Hr4 y Aenonuvra Huje 6ura upeAJloxeHa 3a

4o6ujame 6u,no roje Ar4nnoMe npeMa cry.ulajcxurvr [pofpaMl4Ma Apyrux BpIcoKoIxKoJIcKpIx

ycTaHoBa,

Aa cy pe3ynrarr4 KopeKTHo HaBeAeHI4 14

Aa HucaM rpurzo/na ayropcKa rrpaBa r{ Koplrcrr,ro HHTeneKTyanny ceojuHy Apyrux nmla.
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Ilpnnor 2.

Wzjam o r4croBerHocrr.r ruTaMna:ae b eJreKTpoHcKe eepsuje AoKTopcxor paAa

Vlxqe u npe3r4Me ayropa Anherwra Karenh

Bpoj un4ex ca 83023 /20 17

C'rygraj cxn nporpaM Elronoruj a

Hacros pa4a Mera6oruqKu u peaoxc npo0ran henraja ryMopa IE N{acHor tx}tsa.qojxe
upenreHonaysarHux xena: ggga ca roja3Holxhy

Meirropz Ear:o Kopah u Arexcas.upa Jauronrah

flornucasu/a Anhenrara Kane:uh

I4sjaa,,syjeu 4aje ruralanaHa repsuja Mor AoKropcxor paAa r4croBerHa enexTpoHcKoj eepsnju nojy
caM npeAaolrra za o6jarmznarf,e Ha rroprany flurura;rnor perro3rrropujyvra YHunep:urera y
Eeorpagy.

[osno.maaaM Aa ce o6jane rraoju rzuuu noAarlr4 Be3aHn 3a ro6vjarbe aKaAeMcKor 3Barba AoKTopa
HayKa, Kao rrrro cy HMe r4 [pe3r4Me, roAr4Ha r4 Mecro polena H AaryM oA6paHe paAa.

Osra rraqHr4 rroAarlr.r Mory ce o6jaauriu Ha MpexHr4u crpauuqiMa Ar4rlrranne 6ra6rraorexe, y
eneKTpoHcKoM KaraJrory uy ny6turaqujanra Yuunepsurera y Eeorpa4y.

Ilornuc AoKTopaHAa

Y Eeorpasy, 11.04.2022. roauae



Ilpunor 3.

Llsjaua o xopuruherry

Oniraruhyjenr YuunepsurercKy 6u6rzorery ,,Csetosap Mapxonuh" 4a y flururasmu
penoszropvjyrvr Ynueep3r4Tera y Eeorpa4y yHece rr,rojy loxropcxy Aucepraqujy troA HacJIoBoM:

METABOJII,II{KI4I4 PEAOKC NPO@I4JI hEJII4JA TYMOPA I4 MACHO| TKI,IBA AOJKE
IIPEMEHOIIAY3AJIHI4X XEHA: BE3A CA rOJA3HOlUhv

rojaje nroje ayropcKo Aeno.

[r.rcepraunjy ca cBr.rM npuno3uMa npegaoha caM y eneKTpoHcKou tpopruary noroAHoM :a rpajHo
apxl..rBHpaH,e.

Nlojy aorcropcKy guceprauujy noxparbeuy y flururarrHr4 penosr.rroprzjyu YHunep3arera y
Beorpa4y Mory Aa Kopucre cara xojn noruryjy ogpe46e caApxaHe y o4a6paHoM rt4ry nI4rIeHIIe

Itpearueue sajeAHuqe (Creative Commons) :a rcojy caM ce og:ryuuo/,ra.

1. Ayropcreo

2. AyropcrBo - HeKoMepunja,ruo

Oeyrop.rBo - HeKoMepuu.ianHo - 6e: npepage

4. AyropcrBo - HeKoMepunja,ruo - Aeni'rrl4 noA fic'rliM vcJioBuMa

5. Ayropcreo - 6es ilpepaAe

6. AyropcrBo - Aerr.rru rroA r.rcrr{M ycnoBuMa

(Mo.nHuo Aa 3aoKpyx(ure caMo jeaHy oA ruecr nouylenrzx lHueHuH, Kparax onuc nuqeHqlr Aar
je ua no,ref uult ,rtrcra).

[oruuc AoKTopaHAa.

Y Beorpa4y, 11.04.2022. roAzue
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1. Ayropc'reo - flo:eoJbaBare yMHoxaBarLe, 4ac'rpu6yur4jy n jaeno caorllTaBarLe AeJIa, 14

rpepaAe, aKo ce HaBeAe r4Me ayropa Ha HaqHH o4peleH oA crpaHe ayropa r4Jrlr AaBaoqa JII4IIeHue,

r{aK r4 y xouepur.rja,'rHe cBpxe. Ono je uajcno6o4Huja o4 cBHx JIHIIeHITI4.

2. Ay'ropc'ruo irerouepqujaruo. ,{osnoraaare yMHoxaBaILe, 4nc'rpn6yqujy u januo

caonrrrraBarLe AeJra, r4 npepaAe, aKo ce HaBeAe uMe ayropa Ha HarII4H o4peleH oA crpane ayropa

r4nr4 AaBaorla nr4rleHrle. Ona rnqeuua He Ao3BoJbaBa KoMepqnjanny yuorpe6y 4ela.

3. AyropcrBo - HeKoMepuujanno - 6es rpepaAe. .{o:noranare yMHox(aBaFLe, Aacrpwlyuujy u
januo caolrrrraBarLe AeJra, 6es npolreua, npeo6m.rKoBalLa I,InI4 ylorpe6e Ae.ua y cBoM .qeJry, axo

ce HaBeAe r4Me ayropa Ha Haqr.rH o4pefen oA crpaHe ayropa HnI4 AaBaoqa nI4IIeHqe. Osa rI,IqeHIIa

He Ao3BoJbana nouepuujanHy ynorpe6y le.na. Y o4nocy Ha cBe ocraJle JIVIIeHIIe, oBoM nl4ueHuoM

ce orpaHr4rraaa uajnehu o6r.ru npara xopuruherLa AeJIa.

4, Ayropc'rBo - HeKoMepqrrjanHo -,{enr4Trr roA t4crrrM ycnoBrrMa. ,flosnoranate yMHoxaBaILe,

4ucrpr,r6yuurJy ujanno caoflrrrraBa]Le AeJra, r4 fipepaAe, aKo ce HaBeAe IrMe ayropaHaHaqvH
otpelen oA crpaHe ayropa r4nr4 AaBaorla JrlrqeHue Lr aKo ce rpepaAa gucrpu6yupa noA lrcroM I4JIH

cJrr.rqHoM nr.{rreHuoM. Oua ru.rqenrra He Ao3BoJbaBa KoMepqujanHy ynorpe6y Lenav npepaAa.

5. Ayropcrso - 6es rpepaAe. [osnomaeare yMHoxaBarLe, Ar4crpulyuujy u janHo caorlllraBarLe
gela, 6es rpoMeHa, npeo6ruroBau>avrlr ynorpe6e Aena y cBoM Aeny, aKo ce HaBeAe I4Me ayropa

Ha Hasr4H o4pefen oA crpaHe ayropa vilv AaBaoqa nI4IIeHIIe. Oea THIIeHIIa Ao3BoJbaBa

rcorr,tep uraj an uy y norpe6y Aena.

6. AyropcrBo - AenHTr4 noA r.rcrr4M ycnoBuMa. ,{o:noraeare yMHoxaBarLe, ALtcrpu1yuuiy n janno

caorrrrraBarre AeJra, 14 rrpepaAe, aKo ce HaBeAe r.rMe ayropa Ha HaqI{H o4pelen oA crpaHe ayropa

r4nr4 AaBaoqa nr4rleHue r.r aKo ce flpepaAa gtrwpu6yupa rIoA IrcroM I4nI4 crI4rIHoM Jll{ueHqona. Osa

nvrleHqa Ao3BoJbaBa rorr,repuujanHy ynorpe6y 4ena v ilpepa a. CruqHa je co(preepcxrau

nr4 ueHrIaM a, oAHOCHO nI4UeHIIaMa OTBOp eHO r KO,{4.
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