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SAZETAK

Uvod: dipeptidil-peptidaza IV (DPPIV ili CD26) je serin-proteaza koja ima znacajnu
ulogu u brojnim bioloskim procesima. Kalretikulin je protein koji reguliSe brojne vazne
¢elijske funkcije. Cilj ovog rada je bio da se odredi serumska aktivnost DPPIV, procenat
CD26" belih krvnih éelija i CD26  limfocita, kao i srednja vrednost intenziteta
fluorescencije ekspresije CD26 na limfocitima u bolesnica sa benignim i malignim
lezijama dojke 1 u zdravih kontrola i da se utvrdi da li su intenzitet i lokalizacija
povisene ekspresije kalretikulina u tumorskim c¢elijama povezani sa povecanjem
humoralnog imuniteta na kalretikulin u ispitivanim grupama. Takode je analiziran
procenat nekih limfocitnih subpopulacija, CD167/56" i CD16'/89" kod bolesnica sa
malignim i benignim promenama dojke, kao i1 kod zdravih kontrola.

Metode: Ukljuceno je 37 bolesnica sa benignim i 68 sa malignim promenama dojke, pre
hirur§kog tretmana, kao i 37 zdravih kontrola. Serumska aktivnost DPPIV izmerena je
kolorimetrijskim testom, dok je broj CD26 ¢elija odredena metodom protocne
citomerije. Citoplazmatska i membranska ekspresija kalretikulina u malignim i
benignim ¢elijama parafinskih iseCaka utvrdena je imunohistohemijski. Nivoi serumskih
antikalretikulinskih antitela izmereni su ELISA metodom. Procenat ispitivanih
limfocitni subpopulacija odreden je metodom proto¢ne citomerije.

Rezultati: Znacajan pad u procentu ukupnih CD26" éelija ustanovljen je u grupi
bolesnica sa benignim i malignim promenama u poredenju sa zdravim kontrolama.
Intenzitet fluorescencije CD26 ekspresije na limfocitima je znacajno nizi kod bolesnica
sa malignim promenama u poredenju sa zdravim kontrolama. Statisticki znacajna
razlika je utvrdena u serumskim nivoima antikalretikulinskih IgA antitela izmedu

bolesnica i zdravih kontrola. Relativna ucestalost gCD16%™/56™ "

subpopulacije
imunokompetentnih ¢elija je statistiCcki znacajno niza u bolesnica sa malignim, ali i
benignim promenama dojke u odnosu na zdrave kontrole; statisticki znacajno nize

vrednosti su utvrdene i u relativnoj uestalosti tCD16"™/56™ &

¢elija u bolesnica sa
malignim promenama dojke u odnosu na one u zdravih kontrola; nize vrednosti
procenta gCDI16™ " /56 ™ imunskih éelija su takodje karakteristika bolesnica sa
malignim ili benignim promenama u odnosu na zdravie kontrole. Procenat CD89"

imunskih ¢elija (uglavnom granulocita) znacajno je povisen kako u bolesnica sa



malignim promenama tako i u bolesnica sa benignim promenama u odnosu na zdrave
kontrole.

Zakljucci: U grupi bolesnica sa malignim promenama potvrden je pad u procentu
CD26" ¢elija, kao i pad ekspresije CD26 na limfocitima. Stepen povisene ekspresije
kalretikulina u lobularnom karcinomu dojke je nizi nego u duktalnom. Nivoi IgA
antikalretikulinskih antitela bili su znacajno visi kod bolesnica sa malignim promenama,

kao 1 kod bolesnica sa benignim promenama, u komparaciji sa zdravim kontrolama.

Kljucne reci: benigna bolest dojke, karcinom dojke, kalretikulin, antikalretikulinska

antitela, ELISA, humoralni imunitet, limfocitne subpopulacije



ABSTRACT

Objective: Dipeptidyl peptidase IV (DPPIV or CD26) is a serine protease which has a
significant role in a variety of biological processes. Calreticulin is a protein which
regulates many important cellular responses. The aim of this work was to determine
serum DPPIV activity as well as the percentage of CD26+ white blood cells and of
CD26+ lymphocytes and the mean fluorescence intensity (MFI) of CD26 expression on
lymphocytes in groups of patients with benign or malignant breast tumors and in
healthy controls and to elucidate whether the intensity and location of calreticulin
overexpression in tumor cells are related to the elevated humoral immunity to
calreticulin in patients with benign or malignant breast disease. It was also analized the
percentage of some subpopulations of lymphocytes, such as: CD16'/56" i CD16'/89" in
patients with benign and malignant breast lesions and in healthy controls as well.
Methods: This study involved 37 patients with benign and 68 patients with malignant
breast tumors before surgical resection and 37 healthy volunteers. Serum DPPIV
activity was determined by colorimetric test, while CD26+ cells were counted using
flow cytometer. Cytoplasmatic or membranous calreticulin overexpression in malignant
or benign cells in paraffinembedded tissues was determined using
immunohistochemistry. Levels of the serum anti-calreticulin autoantibodies were
detected by ELISA. Percentage of lymphocytes was determined using flow cytometry.
Results: Significant decrease in the percentage of CD26+ total white blood cells was
found in the group of breast cancer patients and in patients with benign breast tumors
compared to healthy people. The MFI of CD26 expression on lymphocytes was
significantly lower for cancer patients in comparison to healthy controls. Statistically
significant differences between serum levels of IgA of anti-calreticulin antibodies in
controls and patients with breast tumors, and between controls and patients with
nonmalignant breast diseases were found. It was revealed significant decrease in the
percentage of gCD16“™/56™"" cells in patients with benign and malignant breast
lesions, as well as in the of percentage of tCD16%™/56™¢"" in malignant breast lesions
compared with healthy controls. It was also found significant decrease in the of
percentage of gCD16™€""/56Y™ cells in patients with benign and malignant breast

lesions compared with healthy controls. Percentage of CD89" cells was significant



elevated in patients with benign and malignant breast lesions compared to healthy
controls.

Conclusions: Decreased percentage of CD26+ white blood cells and decreased CD26
expression on lymphocytes are characteristics of breast cancer patients. The degree of
calreticulin overexpression in lobular breast carcinoma is lower than in ductal breast
carcinoma. Elevated concentrations of anti-calreticulin IgA antibodies were present
more frequently in patients with metastasis in locoregional lymph nodes in comparison

to anti-calreticulin IgG antibodies.

Key words: benign breast disease, breast cancer, calreticulin, anti-calreticulin

antibodies, ELISA, humoral immunity, CD26 expression, lymphocyte subpopulations
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1. UVOD

1.1 EpidemiolosSke odlike raka dojke

Karcinom dojke je naj¢es¢i karcinom zenske populacije i osnovni uzrok mortaliteta od
karcinoma medu Zenama. GodiSnje se u svetu dijagnostikuje vise od 1,1 milion
novoobolelih i vise od 410 000 umrlih Zena od ove maligne bolesti u svetu. Drugi je
karcinom po ucestalosti, posle karcinoma pluc¢a. Nesto vise od polovine novootkrivenih
sluc¢ajeva (55%) je u razvijenim zemljama, mada incidenca raste i u zemljama u razvoju.
12 U Evropi je, prema podacima iz 2004. god. najée$éi karcinom u Zena, sa oko 370 000
novodijagnostikovanih, §to je oko 27,4% svih dijagnostikovanih zlo¢udnih tumora u
zena. Karcinom dojke je i1 najces¢i uzrok smrti kod Zena u Evropi, sa oko 129 900
smrtnih ishoda, §to je 17,4% svih smrtnih ishoda uzrokovanih malignitetima. 3U SAD,
karcinom dojke je, takode, najéeS¢e dijagnostikovan karcinom Zenske populacije. * Na
globalnom nivou, najviSa incidenca karcinoma dojke ustanovljena je u severnoj i
zapadnoj Evropi, Severnoj Americi, Australiji, Novom Zelandu, kao 1 u zemljama Juzne
Amerike (Urugvaj, Argentina). ' Visoka incidena karcinoma dojke u ravijenim
zemljama posledica je veée ucestalosti poznatih faktora rizika: rana menarha,
nuliparitet, kasni prvi porodaj, uticaj egzogeno unetih hormona (oralni kontraceptivi i
menopauzalna hormonska terapija), gojaznost, kasna menopauza (prolongiran uticaj
hormona, pre svih estrogena, kojima je dojka izlozena u periodu od menarhe do
menopauze). >

U kontekstu zivotne dobi, ustanovljen je porast u incidenci u premenopauzalnih zena
(do 50. god.), sto se moze dovesti u vezu sa uticajem hormona (cirkuliSucih estrogena),
&iji nivo opada nakon menopauze. °

Procena je da ¢e u 2030. god. biti 2,7 miliona novotkrivenih slucajeva, sa preko 60% u

manje razvijenim delovima sveta. >
O Epidemioloski parametri karcinoma dojke u Srbiji

Prema Registru za rak centralne Srbije, karcinom dojke je, sa uceS¢em od 23,3%,

najucestaliji malignitet u zenskoj populaciji u odnosu na malignitete ostalih lokalizacija
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1 najces¢i uzrok mortaliteta u Zena, uzrokovan karcinomom. Broj novoobolelih, kao 1
broj umrlih je najve¢i za region grada Beograda, viSestruko ve¢i nego u ostalim
regionima Srbije. Stopa incidence za grad Beograd iznosi 124/100000, dok stopa
mortaliteta iznosi 49,2/100000 stanovnika. U Srbiji je tokom poslednje dve dekade (od
1990.-2007. god.) za karcinom dojke zabeleZzena najveca standardizovana stopa
mortaliteta, u odnosu na druge lokalizacije malignih bolesti, sa porastom stope od oko

16/100000 registrovano 1990. god. do 20/100000 stanovnika registrovano 2007. god. ’

1.2 Anatomija dojke

Dojka je modifikovana znojna zlezda koze, lokalizovana na prednjem i, delom, bo¢nom
zidu grudnog koSa, u projekcionom prostoru izmedu II i VI rebarne hrskavice,
medijalno do sternuma, a lateralno do srednje pazu$ne linije. Oko regije bradavice i
areole (projekcioni prostor izmedu IV 1V rebra) cirkumferentno se prostiru kozne linije
(tzv. Langerove linije), koje imaju hirurSki znacaj, u smislu odredivanja incizionog
mesta za biopsiju. *

Dojku ¢ine dva osnovna dela: telo dojke (lat. corpus mammae) i bradavica dojke (lat.
papilla mammae). Telo dojke ¢ini mle¢na zlezda (lat. glandula mammaria), mleéni
kanal (lat. ductus lactiferi), zatim deo vezivnog tkiva (lat. stratum fibrosum) i deo
masnog tkiva (lat. stratum adiposum). ° (slika 1.1) Koza dojke je tanka i sadrzi folikule
dlaka, znojne i1 lojne zlezde. Regija areole i bradavice se sastoji od stratifikovanog
keratiniziraju¢eg skvamoznog epitela sa depozitom melanina, koji je odgovoran za
pigmentaciju. Bradavica sadrzi znojne 1 lojne zlezde, kao 1 nervne zavrSetke. Na
periferiji areole nalaze se tzv. Morganijeve kvrzice, koje predstavljaju otvore lojnih
zlezda, koje sekretuju mleku slicnu supstancu i smatra se da su to pomo¢ne mlecne
slezde. 17

Histoloski, epitel dojke je ektodermalnog porekla i sastoji se od unutrasnjeg
epitelijelnog sloja celija 1 spoljasnjeg mioepitelijelnog sloja, koji razdvaja epitelijelne
éelije od bazalne membrane.

Zenska dojka se zna¢ajno menja u pogledu oblika, veli¢ine i funkcije u razli¢itim
fizioloSkim uslovima: u pubertetu, trudno¢i, tokom laktacije 1 u postmenopauzalnoj

regresiji. Karakteristicna reznjevita struktura dojki, sa grananjem duktusa (kanala),
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formiranjem acinusnih pupoljaka i proliferacijom interduktalne strome, javlja se u
pubertetu, pod uticajem estrogena i1 progesterona. Medutim, parenhim dojke sa
¢elijskom diferencijacijom dostize kompletan razvoj tek krajem trudnoce, kada se
kompletno razvijaju sekretorni kanali¢i. Na tome se bazira pretpostavka da je indukcija

¢elijske diferencijacije u dojci tokom trudnoce delimi¢no odgovorna za inhibiciju

karcinogeneze. U menopauzi, dolazi do regresije acinusa, sa gubitkom intra- i
8,10

interlobularnog vezivnog tkiva.

Slika 1.1. Anatomija dojke: 1. zid grudnog kosa, 2. grudni misici, 3. lobulusi;

4. bradavica; 5. areola 6. laktiferni kanal; 7. masno tkivo; 8. koza i
¢ Organizacija duktalno-lobularnog sistema dojke

Dojku ¢ini 15-20 reznjeva (lobusa) radijalnog pravca pruzanja, od bradavice. Svaki
rezanj se sastoji od 20-40 reznji¢a (lobulusa), od kojih svaki sadrzi 10-100 alveola, koje
su sekretorne jedinice dojke. Svaki lobus ima jedan terminalni ekskretorni duktus.
Duktusi su promera 2mm i konvergiraju prema subareolarnim laktifernim sinusima ili
duktusima, promera 5-8mm. Oko 5-10 glavnih duktusa se zavrSava pojedina¢nim
otvorima na bradavici. Kuperovi ligamenti se protezu od koze do fascije velikog
grudnog miSic¢a i znacajni su za pravilan oblik 1 arhitektoniku tkiva dojke. Skracenje
Kuperovih ligamenata dovodi do retrakcije koZze i karakteristicnog izgleda njene
povriine — "kora pomorandze”. * '

Odredene benigne i maligne promene dojke imaju predilekciju javljanja na pojedinim

delovima duktalno-lobularnog sistema. (slika 1.2) Ciste i fibroadenomi se razvijaju

12



unutar lobulusa, dok se karcinomi najcesc¢e javljaju u terminalnim duktusima. Papilomi i
duktektazije se razvijaju u segmentnim duktusima, a klini¢ki se manifestuju sekrecijom
iz bradavice. Adenomi bradavice se takode razvijaju u segmentnim duktusima, na mestu
njihovog otvora na bradavici. Pagetova bolest dojke manifestuje se promenama na kozi

u areolarnoj regiji i bradavici i ukazuje na prisustvo karcinoma. '°

fibroadenom

cista

absces

fibrocisticna

bolest

tumor

Tumor

"nabrana" koza

Slika 1.2. Anatomska lokalizacija nekih patologkih procesa u dojci '

Vaskularizacija dojke potice od unutrasnje mamarne arteije (lat. a. mammaria interna),
koja je grana podklju¢ne arterije (lat. a. subclavia) i spoljne grudne arterije (lat. a.
thoracica lateralis), grane pazuSne arterije (lat. a. axillaris). UnutraSnje grane za dojku
(lat. rr. mammarii interni) prilaze dojci sa njene unutraSnje i gornje strane. Ove grane
nastaju iz probojnih grana (lat. rr. perforantes) unutrasnje grudne arterije. Probojne
grane koje ucestvuju u vaskularizaciji dojke probijaju II, III i IV medurebarni prostor uz
ivicu grudne kosti. Spoljne grane za dojku (lat. r». mammarii laterales) podeljene su na
gornju i donju grupu. Gornja grupa je za gornji i spoljni deo dojke. Ove grane se pruzaju

oko donje ivice velikog grudnog misic¢a, a grane su spoljne grudne arterije. Donju grupu
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¢ine grane zadnjih medurebarnih arterija (lat. aa. intercostales posteriores). Gornje
grane za dojku polaze iz grudnih arterija (lat. 7. pectorales) grudnonatpleéne arterije
(lat. a. thoracoacromialis), a ponekad i direktno iz potkljucne arterije (lat. a. subclavia).
Vecina grana za dojku prolazi kroz njeno potkozno masno tkivo i ra¢va se na povrsne
grane za kozu i1 duboke grane koje ulaze u mle¢nu zlezdu sa njene prednje strane.

Vene dojke polaze iz povr$nih i dubokih venskih spletova. Povrsni venski sudovi se
uglavnom ulivaju u bo¢ne grudne vene (lat. vv. thoracicae lat.), gornju epigastri¢nu
venu (lat. v. epigastrica sup.) 1 delom u vene baze vrata i anastomoziraju se medusobno,
kao 1 sa dubokim venama dojke. Duboke vene dojke najve¢im delom polaze iz mlecne
zlezde 1 zavr$avaju se u unutrasnjim grudnim venama (lat. vv. thoracicae int.) i u

. .. . 8,9,10
nekoliko gornjih medurebarnih vena. ™~

¢ Anatomija pazusSne jame i limfatici dojke

Pazus$na jama (lat. axilla) je sa unutrasnje strane ograni¢ena zidom grudnog kosa, prema
spolja Sirokim lednim miSi¢em (lat. m. latissimus dorsi), sa gornje strane pazusnom
venom (lat. v. axillaris), pozadi podlopatiénim miSi¢em (lat. m. subscapularis), a sa
donje strane presekom prednjeg nazubljenog (lat. m. serratus anterior) i Sirokog lednog
miSica.

Oko 75% limfne drenaze dojke odnosi se na pazuSne limfne noduse, a preostalih 25%
na unutrasnje mamarne noduse i limfatike koze. Aksila sadrzi 30-60 limfnih nodusa,
koji su anatomski grupisani u tri sprata, u odnosu na mali grudni misi¢ (lat. m.
pectoralis minor). Ova podela je od posebnog klini¢ckog znacaja, u smislu odredivanja
obima disekcije aksile kod karicnoma dojke: I sprat nalazi se upolje od spoljasnje ivice
malog grudnog misi¢a; pozadi i izmedu spoljasnje 1 unutrasnje ivice misica je II sprat i
unutra od unutrasnje ivice miSi¢a je III sprat. (slika 1.3) Izmedu velikog i malog
grudnog misi¢a (lat. m. pectoralis major et minor) smesteni su interpektoralni limfni
¢vorovi (tzv. Roterovi nodusi). Unutrasnji mamarni nodusi su smesteni u interkostalnim
prostorima 1 parasternalnom regionu. Limfna drenaZza se odvija od unutraS$njih
mamarnih nodusa prema interkostalnim nodusima, lociranim posteriorno duz ki¢me,

kao i subpektoralno i subdijafragmalno. ® °
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Karcinom dojke obi¢no metastazira u aksilarne, unutrasnje mamarne limfne noduse,
rede u supraklavikularne, infraklavikularne i interpektoralne noduse. ' '
Supraklavikularni limfni put je kratak. Od vrha aksile, nekoliko velikih limfnih puteva,
posle toka od nekoliko centimetara, uliva se u spoj jugularne vene sa potklju¢nom.
Supraklavikularni limfni nodusi nisu palpabilni, jer su duboko poloZeni,
retroklavikularno. Ukoliko postoje palpabilni nodusi supraklavikularno, odgovaraju
nodusima duz popre¢ne vratne arterije (lat. a. cervicalis transversa). Ova poslednja
grupa nodusa polozena je povrSnije i smatra se da su retrogradno zahvaceni kada su

15,16  &: .
*7  Sirenje tumora u

pravi supraklavikularni nodusi ispunjeni metastazama.
supraklavikularne noduse je lo§ prognosticki faktor. Potvrdeno je da pacijenti sa
metastazama u istostranim supraklavikularnim limfnim nodusima, bilo u sklopu
primarne dijagnoze ili kao relaps, imaju jednako nepovoljan ishod bolesti kao i pacijenti
sa udaljenim metastazama. '* Da bi se utvrdio stadijum tumora, potrebna je histologka

verifikacija limfnih nodusa.

L 3. sprat | £.
i e

A =
2 sprat | =
1. sprat | .5_

aksilarna vena \,\ mali erudni misic

(i)
\
veliki ledjni misic %

Slika 1.3. Anatomska lokalizacija limfatika dojke '’
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1.3 Benigne promene dojke

Benigne promene dojke se, zavisno od anatomske lokalizacije unutar arborizovanog
stabla duktusa, mogu klasifikovati u tri grupe: ' '®

1. promene glavnih duktusa — galaktoreja, galaktokela, duktektazija i papilom;

2. promene terminalnih duktalobularnih jedinica — fibrocistina bolest, cisti¢na
formacija, skleroziraju¢a adenoza, skleroza strome, epitelna hiperplazija i1 fibroadenom;
3. ostale benigne promene — akutni mastitis, absces, trauma, hematom, nekroza masog
tkiva.

Intraduktalni papilom predstavlja neoplasti¢ni papilarni rast unutar glavnog duktusa.
Cesto se klini¢ki manifestuju seroznim ili hemoragitkim sekretom iz bradavice, kao i
malim subareolarnim tumorima promera nekoliko mm i, retko, retrakcijom bradavice. U
benignim papilomima postoje dva ¢elijska tipa: epitelne i mioepitelne ¢elije. Cesto je
teska diferencijacija benignih papiloma od intraduktalnih papilarnih karcinoma; ipak, u
prilog malignoj leziji govori citoloska atipija, nepostojanje mioepitelnih ¢elija, odsustvo
fibrovaskularne strome. '*'®

Atipi¢na duktalna hiperplazija (ADH) predstavlja formu preinvazivne neoplazme
dojke, koja se morfoloski grani¢i sa niskogradusnim DCIS (duktalni karcinom in situ).
Kvantitativni kriterijumi za diferencijalnu dijagnozu sa DCIS su: veli¢ina iznad 2mm,
kao 1 vise od 2 zahvacena duktusa. Uz ADH cesto koegzistira DCIS ili inavzivni
karcinom.

Fibrocisticna bolest ili displazija dojke je termin za Sirok spektar razli¢itih
nenormalnosti epitela i strome dojke, od potpuno benignih do onih koje su asocirane sa
povecanim rizikom za nastanak karcinoma. Klinicki se Cesto moze manifestovati
palpabilnim promenama u tkivu dojke. Kod 60-90% Zena se tokom rutinskog pregleda
ustanovi neki oblik fibrocisticne bolesti dojke, od kojih se histoloski naj¢es¢e opisuju tri
oblika: 1. cisticna formacija i fibroza; 2. epitelijelna hiperplazija (duktalna i lobularna) 1
3. skleroziraju¢a adenoza. Od pomenutih entiteta najveci rizik za razvoj karcinoma ima
epitelijelna hiperplazija. Progresija od normalne morfologije duktusa, preko umerene i
atipi¢ne hiperplazije do karcinoma in situ prethodi razvoju invazivnog karcinoma. ' '®

Najces¢i oblik je prosta fibrocisticna promena, koji se karakerisSe povecanjem fibrozne

strome, udruzeno sa stvaranjem cisti usled dilatacijeizvodnih kanala. (slika 1.4) Cisti¢ne
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lezije se klasifikuju na mikrociste (promera do 3mm) i makrociste (promera preko
3mm). Nastaju slivanjem lobularnih acinusa. Neretko se u cistama stvaraju epitelni
proliferati u vidu papilarnih izrastaja. Limfocitna infiltracija u stromi je Cesta u svim

C ey . 18
formama fibrocisti¢ne bolesti.

Slika 1.4. Fibrocisti¢na bolest dojke *°

Sklerozirajuca adenoza predstavlja povecanje broja 1 elongaciju duktulusa, uz
proliferaciju strome. Prisutna je mioepitelna proliferacija, ali bez znakova atipije. U
zlezdanim lumenima ceste su mikrokalcifikacije. Polje skleroziraju¢e adenoze moze
imati i hrskavi¢avu konzistenciju, $to klinicki moze davati utisak malignog tumora. '*
Epitelna hiperplazija predstavlja proliferaciju epitelnih ¢elija unutar Zlezdanih
struktura. Predstavlja rizik na razvoj karcinoma i ¢esto je diskutabilna granica izmedu
benigne hiperplazije i duktalne ili lobuularne neoplazije. Kod epitelne hiperplazije
luminalni prostori izmedu proliferisnaih ¢elija su nepravilni, ¢esto pukotinasti, izgledaju
"kompresibilno”. Periduktalna fibroza i hroni¢na inflamacija, kao i nekroza i krvavljenje
su retki. Karakteristicna je polimorfna celijska populacija, sastavljena od epitela,
mioepitelnih ¢elija 1 limfocita. Medutim, ne postoji citoloska slika maligniteta, jedarca
su neupadljiva, mitoze veoma retke. '*

Fibroadenom je najces¢i benigni tumor Zenske dojke. Najcesc¢e se dijagnostikuje kod
mladih Zena. IstraZivanja su potvrdila da Zene sa fibroadenomom imaju 2-3 puta veci
rizik da obole od karcinoma. *' U prilog tome govori i prisutna hiperplazija u okolnom
parenhimu fibroadenoma. Razvoj fibroadenoma kod mladih Zena, dakle, moze ukazivati
na poveéan rizik za karcinom. *' Fibroadenom je fibroepitelni tumor, sastavljen od
fibroznog 1 glandularnog tkiva. Manifestuje se kao ostro ograni¢ena, bezbolna, pokretna

masa, najc¢esce veli¢ine 2-4cm u precniku, ali mogu biti 1 znatno veceg promera i moze
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nastaviti sa rastom pod dejstvom hormona tokom trudnocée. U starijih zena, fibroadenom

10.22 Histologki se

podleze nekrozi sa formiranjem grubih, tzv. "pop-corn” kalcifikacija.
opisuju dva tipa fibroadenoma: perikanalikularni, u kome stroma okruzuje umnozene
zlezdane elemente 1 intrakanalikularni, u kome je vezivnotkivna stroma mnogo
izraZenija 1 vr$i kompresiju i deformaciju Zlezdanih tvorevina, a posledica kompresije su
kolabirani, pukotinasti zlezdani lumeni, sa epitelnim ¢eliama u vidu uskih traka koje
leZze unutar fibrozne strome. (slika 1.5) U fibroadenomu se retko mogu naci i druga
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tkiva — masno, hrskavic¢avo, kostano, glatkomisi¢no.

Slika 1.5. Fibroadenom

Akutni mastitis je najceSCe bakterijske etiologije, najceS¢e nastaje tokom prve tri
nedelje laktacije, usled oste¢enja povrsinskog epitela dojke i nastalih ragada 1 fisura u
predelu areole i mamile. Obi¢no pocinje kao serozno zapaljenje (dojka je uvecana,
¢vrsta 1 bolna, cela ili samo jedan njen deo), koji moZe prec¢i u gnojni mastitis, sa
obilnom granulocitnom infiltracijom intersticijuma 1 degenerativno-nekroti¢nim
promenama na epitelu acinusa. Staphylococcus obicno izaziva lokalizovana zapaljenja,
kada moze do¢i do stvaranja abscesa, dok streptococcus izaziva difuzni inflamatorni
proces. Tokom sanacije inflamatornog procesa, dolazi do fibroziranja i stvaranja
lokalnog polja Cvrste konzistencije, Sto moze biti praceno retrakcijom bradavice i
neravninama na kozi, ¢ime klinicki moZe simulirati karcinom. 18

Nekroza masnog tkiva se Cesto javlja sa bolom i1 podacima o traumi. U ranoj fazi moze
do¢i samo do krvavljenja, a kasnije nastaje centralna likvefakcija masti. Dolazi do
fagocitoze nekrotiénog materijala i pojacane fibroblastne proliferacije i nakuplanja
kalcijuma. Kao ¢vrsta masa sa retrakcijom koze, usled oziljavanja, kao i zbog prisutnih

. .. . v IR I Jovs] : 18
kalcifikacija, nekroza masnog tkiva moze klini¢ki podsecati na karcinom.
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Inflamatorni pseudotumor dojke je redak patoloski entitet. Klinicki se najcesce
manifestuje kao nodularna lezija, a radioloski se teSko diferencira od karcinoma.
Citoloski nalaz nakon aspiracione biopsije ukazuje na postojanje gnezda duktalnog
epitela, u inflamatornom okruzenju, sastavljenom od fibrovaskularne strome, sa
infiltracijom plazma-¢elija i limfocita. Postoji nekoliko histoloskih varijeteta:
inflamatorni tip (plasma cell granulom), celularni tip (inflamatorni miofibroblasti¢ni

tumor) i hipocelularni tip (lezija nalik oZiljku, "scar-like” lezija). **

1.4 Maligne promene dojke

Karcinomi dojke su klasifikovani u nekoliko tipova:
1. duktalni karcinom (lat. ductal cell carcinoma) sa podtipovima:
¢ invazivni (infiltrativni)
¢ mucinozni (koloidni)
¢ tubularni
¢ papilarni
¢ medularni
2. lobularni karcinom (lat. lobular carcinoma)
¢ invazivni (infiltrativni)
3. maligni tumori porekla strome:
¢ maligni filodni tumor (lat. phyllodes)
¢ angiosarkom dojke
4. inflamatorni karcinom dojke
Neinvazivni (in situ) intraduktalni karcinom (DCIS) je najCesCa forma in situ
karcinoma dojke, sa velikim ¢elijama koje ¢esto formraju lumene (slika 1.6a). Ipak, one
se mogu prosiriti kroz duktalni sistem. Duktalni karcinom in sifu histoloski je
klasifikovan u pet subtipova: komedokarcinom; solidni; kribriformni; papilarni i
mikropapilarni. Komedokarcinom je DCIS visokog nuklearnog gradusa i dijagnostikuje
se citoloSki, na osnovu malignih karakteristika jedra i povezan je sa tzv. "comedo”

nekrozom unutar proSirenih duktusa. Nasuprot, DCIS niskog gradusa se karakteriSe
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rastom relativno uniformnih celija, bez znaCajne nekroze i javlja se u formi
kribriformnog i mikropapilarnog karcinoma. ' **

Neinvazivni (in situ) lobularni karcinom (LCIS) se manifeastuje proliferacijom dobro
diferentovanih tumorskih ¢elija u terminalnim duktusima (slika 1.6b). Oko 30% LCIS
evoluira u invazivni karcinom, ¢esto nakon mnogo godina. LCIS, za razliku od DCIS,
skoro nikad ne formira detektabilnu leziju, ve¢ se obi¢no otkriva incidentalno, kada
koegzisitra sa lezijama koje formiraju masu, kao §to je fibroadenom ili sklerozirajuca
adenoza. Kalcifikacije nisu indikativne za LCIS, a ukoliko postoje, ¢eS¢e su prisutne u
okolnom, normalnom tkivu dojke, uz LCIS, nego u samoj neoplazmi. Vazna razlika

LCIS u odnosu na DCIS je ta Sto se LCIS mnogo ¢eSée javlja bilateralno i kao

multifokalna bolest. ¢

Slika 1.6. a. Duktalni karcinom in situ (DCIS) b. Lobularni karcinom in situ (LCIS) *°

Invazivni duktalni karcinom potice od epitelijelnih celija koje oblazu duktuse i
histoloski se karakteriSe vrpcastim ili gnezdastim rasporedom malignih ¢elija, koje su
probile bazalnu membranu. (slika 1.7a) Klinicki, invazivni duktalni karcinom
determiniSu: ¢elijski tip, veliCina tumora, gradus tumora, metastaze u limfnim
nodusima, kao i prognosticki faktori, koji uklju¢uju hormonske receptore i pojacanu
ekspresiju onkogena. *°
¢ Tubularni karcinom je manje uobiCajena varijanta invazivnog duktalnog
karcinoma, dobro diferentovan, tubularne formacije. Prose¢na veli¢ina ovog
tumora je oko 1cm 1 moze se prevideti, s obzirom na nisku stopu mitoze i dobru
¢elijsku diferencijaciju. Ipak, za razliku od benignih lezija, imaju angulirane

konture 1 reaktivnu stromu 1 Cesto invadiraju masno tkivo. Takode,
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imunohistohemijskim bojenjem potvrduje se nedostatak mioepitelijelnih celija.

Najéesce se javlja u peri- i postmenopauzi i ima odli¢nu prognozu. *°

¢ Mucinozni (koloidni) karcinom je CeS$¢a forma dobro diferentovanog duktalnog
karcinoma, takode najceS¢e u postmenopauzi. Manifestuje se kao tipi¢na
masivna Zelatinozna masa. Mikroskopski, karcinom je u obliku malih grozdastih

formacija dobro diferentovanih ¢elija, koje plutaju u mucinu. *

O Medularni karcinom se karakteriSe velikim, atipi¢nim, slabo diferentovanim
¢elijama. Ostro su konturisani, §to je u korelaciji sa mikroskopskim nalazom
viSe napetih, a manje infiltrativnih ivica. Karakteristicno je prisustvo limfocitnog
infiltrata na periferiji tumora. Relativno je Cest u Zena sa mutacijom BRCA1
gena. >’

Invazivni lobularni karcinom je histoloski predstavljen pojedina¢nim ili nizovima
tumorskih ¢elija koji se protezu kroz fibrozni matriks dojke i ne formira grozdaste ili
tubulske strukture. (slika 1.7b) Cesto je tesko diferencirati lobularni od duktalnog
karcinoma i u spornim slucajevima koristan je molekularni marker — nedostatak
ekspresije E-kadherina kod lobularng karcinoma, koji je najverovatnije i odgovoran za
slabu kohezivnost c¢elija u lobularnom karcinomu. U komparaciji sa duktalnim
karcinomom, lobularni ima tendenciju multicentricnog javljanja u dojci, kao i

metastaziranja u udaljene sisteme 1 organe (gastrointestinalni sitem, ovarijumi).

Znacajno je da su metastaze lobularnog karcinoma ¢esto okultne 1 stopa prezivljavanja

10,28

je sli¢na kao za duktalni karcinom.

Slika 1.7. a. Invazivni duktalni karcinom b. Invazivni lobularni karcinom '°
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Filodni tumori predstavljaju kombinovane epitelijelne i stromalne proliferacije dojke,
sa povecanom stromalnom celularnos¢u, sa karakteristicnim pukotinastim prostorima
(slika 1.8). Obi¢no su ostro ograniCeni i veoma podsecaju na fibroadenome, mada
najces¢e dosezu vece dimenzije. Takode, obicno se javljaju kasnije u odnosu na
uobicajenu pojavu fibroadenoma; dok se fibroadenom pretezno javlja u mladoj zivotnoj
dobi, filodni tumori su karakteristicni za perimenopauzalno doba (izmedu 40. i 50.
godine). Mikroskopski, filodni tumori su sastavljeni od hipercelularne storme i benignih
glandularnih elemenata; stroga diferencijacija izmedu benignih 1 malignih filodnih
tumora je ¢esto nemoguca. Tumori koji mikroskopski podsecaju na fibroadenome sa
celularnom stromom (bez atipije), imaju benigni klinic¢ki tok; povecana celularnost u
ovim tumorima koncentriSe se periduktalno, u vidu fibroblastne proliferacije, uz
sporadicno prisustvo masnog tkiva. U malignoj formi filodnih tumora, dolazi do
atipiju i brojne mitoze. Maligni filodni tumori mogu sadrzati pleomorfne stromalne

elemente, kao §to su hrskavica ili kost. *°

e 4 C,
AN

Slika 1.8: Filodni tumor *°

Angiosarkom dojke je maligni tumor, tipi¢an za mladu zivotnu dob 1 predstavlja meku,
nekalcifikovanu masu. KarakteriSe se anastomozirajuéom mrezom nepravilnih
vaskularnih kanala, sa atipicnim endotelijelnim ¢elijama. Potvrdeno je da se ucestalije
javlja u ozra¢enoj dojci i ima logu prognozu. *!

Inflamatorni karcinom dojke je retka, ali veoma agresivna forma karcinoma dojke,
koja se obi¢no dijagnostikuje na osnovu prisustva tipi¢nih klinickih simptoma: crvenilo,
otok 1 povecana lokalna temperatura. Ovi simptomi su ¢esto povezani sa patoloskim

nalazom invazije koznih limfatika. Moguca je 1 invazija koznih limfatika u odsustvu
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klinickih znakova 1 simptoma, kada je rec o tzv. okultnom inflamatornom karcinomu, sa

loSom prognozom.

32,33

1.5 TNM Klasifikacija karcinoma dojke

U tabeli 1.1 dat je pregled TNM klasifikaciji karcinoma dojke **.

Tabela 1.1 TNM klasifikacija karcinoma dojke **

PRIMARNI TUMORI (T)

TX primarni tumor se ne moze potvrditi

TO primarni tumor nije evidentiran

Tis carcinoma in situ

Tis (DCIS) | Ductal carcinoma in situ

Tis (LCIS) | Lobular carcinoma in situ

Tis (Paget) | Pagetova bolest bradavice, bez tumora (napomena: Pagetova bolest
povezana sa tumororm klasifikuje se prema veli¢ini tumora)

T1 najveci dijametar tumora je <2 cm

T1mic mikroinvazija: najvec¢i dijametar tumora je <0.1 cm

Tla najveci dijametar tumora je 0.1 cm - 0.5 cm

T1b najveci dijametar tumora je 0.5 cm - 1 cm

Tlc najvec¢i dijametar tumoraje 1 cm-2 cm

T2 najveci dijametar tumora je 2 cm - 5 cm

T3 najveci dijametar tumora je >5 cm

T4 tumor bilo koje veli¢ine sa direktnim Sirenjem na:

T4a Sirenje na zid grudnog kosa, bez zahvatanja grudnog misica

T4b edem (koji ukljucuje izgled koze dojke kao "kora pomorandze”) ili
ulceracije koze dojke ili satelitski kozni nodulusi u istoj dojci

T4c T4a+T4b

T4d inflamatorni karcinom

REGIONALNI LIMFNI NODUSI (N)

NX zahvacenost regionalnih limfnih nodusa se ne moze potvrditi

NO nema metastaza u regionalnim limfnim nodusima

N1 metastaze u pokretnim ipsilateralnim aksilarnim limfnim nodusima

N2 metastaze u ipsilateralnim fiksiranim aksilarnim limfnim nodusima ili u
klini¢ki aparentnim ipsilateralnim unutra$njim mamarnim nodusima, u
odsustvu klini¢ki evidentnnih metastaza u aksilarnim limfnim nodusima

N2a metastaze u ipsilateralnim aksilarnim limfnim nodusima, fiksiranim
medusobno ili za ostale strukture

N2b metastaze samo u klini¢ki aparentnim ipsilateralnim unutra$njim

mamarnim nodusima i u odsustvu klini¢ki evidentnih metastaza u
aksilarnim limfnim nodusima
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N3 metastaze u ipsilateralnim infraklavikularnim limfnim nodusima, ili u
klini¢ki aparentnim ipsilateralnim unutrasnjim mamarnim nodusima i u
prisustvu klini¢ki evidentnih metastaza aksilarnih limfnih nodusa, ili
metastaze u ipsilateralnim supraklavikularnim limfnim nodusima sa ili
bez zahvatanja aksilarnih ili unutra$njih mamarnih nodusa

N3a metastaze u ipsilateralnim infraklavikularnim i aksilarnim limfnim
nodusima

N3b metastaze u ipsilateralnim unutra$njim mamarnim i aksilarnim nodusima

N3c metastaze u ipsilateralnim supraklavikularnim nodusima
Regionalni limfni nodusi (pN); klasifikacija bazirana na disekciji
aksilarnih nodusa, sa ili bez disekcije sentinel nodusa

pNX zahvacenost regionalnih limfnih nodusa se ne moze potvrditi

pNO histoloski bez metastaza u regionalnim nodusima

pNOG-) histoloski bez metastaza u regionalnim nodusima, negativna
imunohistohemija (IHC)

pNO(i+) histoloSki bez metastaza u regionalnim nodusima, pozitivna IHC

pNO(mol-) | histoloski bez metastaza u regionalnim nodusima, negativni molekularni
nalazi (RT-PCR)

pNO(mol+) | histoloski bez metastaza u regionalnim nodusima, pozitivni molekularni
nalazi (RT-PCR)

pN1mi mikrometastaze (0.2 mm - 2.0 mm)

pN1 metastaze u 1-3 aksilarna 1/ili unutrasnja mamarna nodusa, klinicki
neaparentne, ali detektovane u sentinel nodusima

pNla metastaze u 1-3 aksilarna nodusa

pN1b metastaze u unutrasnjim mamarnim nodusima, klini¢ki neaparentne, ali
detektovane u sentinel nodusima

pNlc metastaze u 1-3 aksilarna 1/ili unutrasnja mamarna nodusa, klinicki
neaparentne, ali detektovane u sentinel nodusima

pN2 metastaze u 4-9 aksilarnih nodusa ili u klinicki aparentnim unutra$njim
mamarnim nodusima u odsustvu metastaza u aksilarnim nodusima

pN2a metastaze u 4-9 aksilarnih nodusa (najmanje jedan tumorski deposit >2.0
mm)

pN2b metastaze u klini¢ki aparentnim unutrasnjim mamarnim nodusima u
odsustvu metastaza u aksilarnim nodusima

pN3 metastaze u 10 ili viSe aksilarnih nodusa ili u infraklavikularnim
nodusima ili u klini¢ki aparentnim ipsilateralnim unutrasnjim mamarnim
nodusima u prisustvu jednog ili viSe pozitivnih aksilarnih nodusa ili u
viSe od 3 aksilarna nodusa i negativnim unutra$njim mamarnim nodusima
ili u ipsilateralnim supraklavikularnim nodusima

pN3a metastaze u aksilarnim nodusima (najmanje jedan tumorski deposit >2.0
mm) ili metastaze u infraklavikularnim nodusima

pN3b metastaze u klini¢ki aparentnim unutrasnjim mamarnim nodusima u
prisustvu jednog ili viSe pozitivnih aksilarnih nodusa ili u vise od 3
aksilarna nodusa i u unutra$njim mamarnim nodusima, sa
mikroskopskom boles¢u detektovanom disekcijom sentinel nodusa, ali
klinicki neaparentnom

pN3c metastaze u ipsilateralnim supraklavikularnim nodusima
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UDALJENE METASTAZE (M)

MX udaljene metastaze se ne mogu potvrditi
MO bez udaljenih metastaza
M1 udaljene metastaze

1.6 Klini¢ki stadijumi karcinoma dojke

U zavisnosti od veli¢ine primarnog tumora, kao i proSirenosti maligne bolesti na

regionalne limfne noduse 1/ili u udaljene sisteme i organe, karcinom dojke je klinicki

klasifikovan u stadijume: 0, I, II, 111, IV (tabela 1.2). 3

Primarno hirurSko lecenje karcinoma dojke jednom od postednih hirurskih intervencija

ili modifikovanom radikalnom mastektomijom, indikovano je kod bolesnica sa

tumorom u stadijumu 0 (neinvazivni karcinom manji od 0,1 cm), stadijumu I (T1, NO,

MO), stadijumu IT A (TO-1, N1, MO ili T2, N0, M0) i stadijumu II B (T2, N1, MO ili T3,

NO, M0). *°
Tabela 1.2 Klini¢ki stadijumi karcinoma dojke
stadijum opis stadijuma
0

abnormalne ¢elije koje oblazu duktuse dojke; neinvazivni, in situ karcinom

povecan rizik za razvoj karcinoma u obe dojke

tzv. rani stadijum; karcinom manji od 2 cm u prec¢niku; limfni nodusi nisu
zahvaceni

II

tumor manji od 2 cm, ali proSiren na limfne noduse aksile

- u dojci nema tumora, ali su ¢elije karcinoma dojke nadene u limfnim
nodusima aksile

- tumor je veli¢ine od 2 do 5 cm 1 moZe, a ne mora biti prosiren na limfne
noduse aksile

- tumor je veéi od 5 cm, ali nije proSiren na limfne noduse

111

IITA: tumor je ve¢i od 5 cm 1 proSiren je na aksilarne noduse, koji su
priljubljeni jedan uz drugi ili za okolno tkivo

IIIB: tumor bilo koje veli¢ine proSiren na tkiva u blizini dojke — kozu,
misi¢e grudnog kosSa, kao 1 na aksilarne noduse; ukljucuje 1 inflamatornu
bolest dojke, retku, ali agresivnu formu karcinoma dojke

IIIC: tumor bilo koje veli¢ine prosiren na:

- 10 1li viSe aksilarnih limfnih nodusa

- limfne noduse iznad ili ispod klavikule i noduse na vratu

- limfne noduse unutar same dojke i na aksilarne limfne noduse

v

Sirenje karcinoma izvan regije dojke, u udaljene regije (pluca, jetra, kosti,
mozak)
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1.7 Uloga imunskog sistema u malignim bolestima; imunski

status bolesnica sa karcinomom dojke

Na ulogu imunskog sistema u kontroli maligne transformacije ukazano je jo$ u prvoj
polovini XX veka, kada je eksperimentalno ustanovljeno imunoloSko odbacivanje
tumorskih transplantata u miSeva. >’ U protekloj deceniji, zahvaljuju¢i zna¢ajnom
razvoju tumorske imunologije, identifikovani su tumorski proteini koji mogu stimulisati
imunost pacijenata sa tumorom, &ime je pokazano da tumori mogu biti imunogeni. **

Karcinom ne predstavlja samo prostu masu mutiranih ¢elija, ve¢ sadrzi razli¢ite tipove
¢elija koje sa njima stupaju u interakciju, kao Sto su: fibroblasti, epitelne Celije,

39, 40
" Potvrdeno

vaskularne, mezenhimalne ¢elije, kao i ¢elije urodene i stecene imunosti.
je da su i tumori dojke infiltrovani razli¢itim populacijama ¢elija imunskog sistema,
ukljucujuéi T celije, B ¢celije, celije prirodne ubice (engl. natural killer, NK) i
makrofage. *!

Karcinom, dakle, moze biti ,,0setljiv’ na regulaciju posredovanu imunskim c¢elijama,
pogotovo u prvom stadijumu svog razvoja, kada je tumorska masa mala. Kada je tkivna
homeostaza poremecena, tzv. rezidentni makrofagi i mast-¢elije promptno sekretuju
medijatore — citokine, hemokine, matriksne proteaze, histamin, koji indukuju
mobilizaciju dodatnih imunskih ¢elija u osteCeno tkivo. Dendritske celije (DC)
,prihvataju” strane antigene, migriraju do limfoidnih organa, gde ih prezentuju ¢elijama
stecenog imunskog odgovora. Funkcionalni antitumorska imunost podrazumeva
imunski odgovor posredovan antigen-prezentuju¢im ¢Eelijama (APC) i1 razli¢itim
efektorskim ¢elijama, kao Sto su citotoksi¢ni T limfociti (CTL), pomo¢nicki T limfociti,
kao i B ¢elije. **

Sa druge strane, poznat je niz mehanizama kojima tumor izbegava kontrolu imunskog
sistema domacina mogu¢im indirektnim procesima koji podrazumevaju: gubitak
ekspresije tumorskih antigena ili njihovu neadekvatnu prezentaciju; toleranciju na
tumorske antigene; selekciju mutantnih tumorskih ¢elija; blokiraju¢e faktore
(membranski antigeni tumora, otpusteni u vancelijsku tec¢nost, rastvorljivi kompleksi
tumorskih antigena (Ag) i antitela (At), a mozda i sama At, mogu delovati kao faktori

koji na razli¢ite na¢ine blokiraju efikasnu antitumorsku odbranu); fenomen povlacenja
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(rezultat je neuskladenosti brzine rasta tumora i vremena potrebnog za razvoj imunskog
odgovora); povecanu ekspresiju regulatornih proteina komplementa (RPK) u malignim
¢elijama, S§to dovodi do rezistencije malignog tkiva na oSteCenje posredovano
komplementom, omogucéavaju¢i tumorskim celijama da izbegnu citolizu; dejstvo
imunosupresivnih citokina: TGF-beta, interleukin (IL)-10; tumorsku produkciju
endotelnog faktora rasta krvnih sudova (emgl. vascular endothelial growth factor,

3742 odnosu na imunske mehanizme koje

VEGF), koja moze spreciti sazrevanje DC.
indukuju, tumorski antigeni se dele na one koje predominantno prepoznaju T limfociti i
one koje predominantno prepoznaju antitela. **

Na osnovu antigenske specifiCnosti i vremena aktivacije, razlikujemo dva oblika
imunskog odgovora: tzv. urodeni ili prirodni i stecCeni ili adaptivni ¢elijski odnosno
humoralni imunski odgovor. Komponente urodenog ¢elijskog imunskog odgovora —
DC, NK ¢elije, makrofagi, neutrofili, bazofili, eozinofili i mast-Celije, a dodatno 1
humoralnog imunskog odgovora, kao i proteini sistema komplementa, predstavljaju tzv.
prvu liniju odbrane. Jedinstvena karakteristika prirodnog imunskog odgovora, po kome
se on razlikuje od stecenog imunskog odgovora, jeste promptni odgovor na patogene,
nezavisno od njihove antigenske specificnosti 1 bez prethodne senzibilizacije na njih.

Aktivacija urodenog imunskog odgovora vodi aktivaciji sofisticiranijih oblika

specifi¢nog, adaptivnog imunskog odgovora. **

Komponente urodenog i adaptivnog imunskog sistema mogu imati ambivalentan uticaj
na razvoj karcinoma, tj. mogu podsticati, ali i inhibisati njegov rast. Naime, celije
urodenog imunskog sistema mogu delovati direktno i indirektno. Direktni mehanizmi
ukljucuju indukciju osteCenja DNA, pre svega generisanjem slobodnih radikala, dok
indirektni mehanizmi podrazumevaju dejstvo citokina, hemokina, metaloproteinaza
matriksa, podsticanje angiogeneze i tkivno remodelovanje putem produkcije faktora
rasta, kao 1 supresiju antitumorskog adaptivhog imunskog odgovora (tumorsko
izbegavanje imunskog nadzora). Celije adaptivnog imunskog sistema mogu inhibisati
rast tumora direktno, antitumorskom aktivno$¢éu citotoksicnih T <¢elija, kao 1
posredstvom citokina. Sa druge strane, mogu uticati na rast tumora aktivnoséu
regulatornih T ¢elija koje suprimiraju antitumorski odgovor T ¢elija, kao 1 humoralnim
45

imunskim odgovorom koji poja¢ava hroni¢nu inflamaciju u tumorskom okruzenju.

Tumorsko mikrookruzenje ima klju¢nu ulogu u nastanku, progresiji 1 metastatskoj
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diseminaciji karcinoma. ** Stromalni fibroblasti, miofibroblasti, endotelijelne i imunske
¢elije iz tumorskog okruzenja obezbeduju faktore rasta, proteaze, kao i angiogeni

potencijal neophodan za rast tumora. * **

VEGF je najznacajniji citokin koji podstice
angiogenezu i razvoj tumora. > Pokazano je i da tumor moze pokrenuti progenitorske
éelije iz kostne srzi u cilju pokretanja angiogeneze. *° Pretpostavlja se da interakcije
izmedu tumora i sredine dovode do promena u proteomu, posebno u ranom stadijumu
razvoja tumora. VrSena su poredenja proteina plazme miseva koji imaju tumor sa
proteomskim 1 analizama genske eckspresije celija humanog karcinoma dojke i
Her2/neu-indukovanim tumorima dojke. Medu proteinima ¢ija se koli¢ina poveéavala u
plazmi miSeva, viSe od polovine je identifikovano u ¢elijskim linijama humanog
karcinoma dojke i1 za oko 80% je potvrden porast genske ekspresije u Her2/neu
tumorima dojke. Ovi nalazi ukazuju da je sam tumor verovatno izvor nekih izmenjenih
proteina nadenih u plazmi miSeva. Pored toga, posle samo 5 nedelja Her2/neu onkogene
aktivnosti uocene su ekstenzivne neoplasticne promene duz duktalnog stabla. Iako su
lezije bile klini¢ki nedektabilne, znacajne promene u proteomu plazme su ve¢ vidljive.
Ove promene reflektuju akutnu fazu odgovora, pokretanje makrofaga i neutrofila,
remodelovanje ekstracelijskog matriksa (ECM) 1, potencijalno, proteine nastale iz
samog tumora. Generalno, proteomske promene u plazmi koje nastaju tokom razvoja
karcinoma poti¢u iz razli¢itih izvora: nespecifi¢nih sistemskih reakcija, od drugih
odgovora od strane domacina, specificnih za karcinom dojke, ali ne poti¢u od samog
tumora, kao i proteini koji poti¢u direktno od tumora i lokalnog tumorskog okruzenja. *°
Generalno, proteomske promene u plazmi koje nastaju tokom razvoja karcinoma poticu
iz razli¢itih izvora: nespecificnih sistemskih reakcija, od drugih odgovora od strane
domacina, specifi¢nih za karcinom dojke, ali ne poti¢u od samog tumora, kao 1 proteini
koji poti¢u direktno od tumora i lokalnog tumorskog okruzenja. Mnoge od alteracija
proteoma plazme nisu detektovani u inflamaciji, $to ukazuje da su verovatno povezani
sa ranim stadijumom karcinoma. Porast nekih od ovih proteina u plazmi korelira sa
veli¢inom tumora i rapidno opada nakon onkogene deindukcije, ukazujuci da prate rast
tumora. *°

NK ¢elije predstavljaju prvu liniju odbrane protiv tumorskih ¢elija. Predstavljaju 10-
15% limfocita periferne krvi. Za razliku od CTL, ove ¢elije liziraju obolele celije bez

prethodne senzibilizacije. Vec¢ina NK ¢elija eksprimira CD16 1 CD56 antigene (uz
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odsustvo CD3 antigena). °° NK ¢éelije poseduju dvostruku citolititku aktivnost: jedna se
odnosi na ¢elijsku citotoksi¢nost zavisnu od antitela — ADCC, a druga na spontanu,
MHC-nezavisnu citotoksi¢nost. ADCC reakcija je karakteristi¢na za CD16" NK ¢éelije,
budu¢i da CDI16 antigen, kao transmembranski protein, predstavlja receptor za Fc
region imunoglobulina IgG1 1 IgG3. Na znacaj NK ¢elijske antitumorske aktivnosti
indirektno ukazuje i znaajno smanjenje NK citotoksi¢nosti u pacijenata sa tumorima,
ukljuujuéi i tumore dojke, u poredenju sa zdravim osobama. >’ Tzv. CD klasifikacija
NK ¢elija podrazumeva koekspresiju Fcy receptora III (CD 16), kao i izoformu
humanog neuralnog molekula éelijske adhezije (CD56). > Pokazano je da CD56"
limfociti imaju glavnu ulogu u imunskom nadzoru i antitumorskom odgovoru. >> Tzv.
CD56%™ ¢elije, koje eksprimiraju visok nivo CD16 poseduju vecu citotoksi¢nost od
CD56™¢" koje eksprimiraju nizak nivo CD16. Pokazano je da CD56™¢" subpopulacija,
koja predstavlja oko 10% cirkuliSu¢ih NK ¢ellija 1 ima sposobnost produkcije brojnih
citokina, predstavlja prekursore CD56%™ NK éelija i moZe biti od znataja u ranom
imunoloSkom odgovoru, u smislu koordinacije izmedu prirodnog i steCenog imuniteta.
Iako NK ¢elije u perifernoj krvi predstavljaju samo mali deo ukupnog broja NK ¢elija
prisutnih u telu, porast njihovog broja u krvi je u vezi sa pojacanim imunskim
nadzorom. ** Veéina (>95%) NK ¢elija periferne krvi pripada CD56“™CD16"
citolitickim NK éelijama, dok ostatak (<5%) predstavljaju CD56™¢"CD16 éelije. NK
éelije, CD56™E"CD16™ vise nego CD56“™CD16", produkuju citokine, u cilju zastite od
infektivnih agenasa i tumora. ** Analizom uéestalosti NK ¢elija u limfocitima periferne
krvi bolesnica sa karcinomom dojke, potvrden je znacajan porast u procentu ukupnih
NK ¢elija u invazivnom duktalnom karcinomu u odnosu na grupu zdravih. Sa druge
strane, kod ostalih tipova karcinoma uocen je pad u procentu ukupnih NK ¢elija, u
poredenju sa zdravom grupom. U sludaju aktiviranih NK ¢éelija (CD56") primeéen je
njihov porast, kako u duktalom invazivnom karcinomu, tako i u ostalim tipovima
karcinoma dojke u poredenu sa zdravom grupom. Sto se ti¢e udestalosti NK éelija
unutar intratumorskih lezija, nije uo¢ena znacajna razlika u njihovom prisustvu unutar
invazivnog duktalnog karcinoma i ostalih tipova tumora, u odnosu na benigne lezije.
Neki autori ukazuju da NK ¢elije periferne krvi ne ukazuju na vezu tumora i domacina,
kao 1 da celijska imunost (u perifernoj krvi) ne korelira uvek sa prognozom. Takode,

funkcionalne analize tumor-infiltruju¢ih limfocita (TIL) i limfocita periferne krvi (engl.
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peripheral blood lymphocytes, PBL), ukazuju da je celijska imunost "nishodno
regulisana” unutar samog tumora, dok citotoksi¢ni imunski odgovor, kao deo ¢elijke

imunosti, predominantno postoji u perifernoj krvi. >

CD89 (FcalphaRI) je transmembranski glikoprotein, eksprimiran na neutrofilima,
eozinofilima, monocitima, makrofagima. Predstavlja imunoreceptor koji se vezuje za Fc
fragment IgA antitela. ** >’ Subpopulacija imunskih ¢elija sa CD89 receptorom za Fc
fragment alfa imunoglobulina, moze da omogu¢i unistavanje celija ADCC
mehanizmom, pri ¢emu bi IgA imunoglobulin mogao da bude aktivno antitelo, ¢ime se
omogucava veza izmedu Celijskog 1 humoralnog imunskog sistema, koja dovodi do
brojnih imunoloskih efektorskih funkcija, ukljucujuéi, osim ADCC reakcije, fagocitozu,
kao i otpustanje inflamatornih medijatora i citokina. °* Posebno je ukazano na znacaj
humanih IgA antitela u pokretanju neutrofila za ADCC. Eksperimentalno je potvrdeno
da je FcalphaRI receptor efikasan pokretacki molekul u citolizi posredovanoj
neutrofilima, kao i da neutrofili imaju citoliticko dejstvo na Sirok spektar tumorskih
¢elija, kao i da FcalphaRI antitela (IgA) indukuju pojac¢ano unistavanje Her2/neu+ ¢éelije

karcinoma dojke. >

1.8 Dipeptidil-peptidaza IV (DPPIV)

Dipeptidil-peptidaza IV (DPPIV) ili CD26 je glikoprotein od 110 kD, eksprimiran na
povrsini epitelijelnih celija pankreasa, jetre, creva, bubrega, prostate, lakrimalnih,
salivarnih 1 znojnih Zlezda, kao 1 na ¢elijama imunskog sistema: T 1 B limfocitima, NK
¢elijama, makrofagima. Analizom izolovane CD26 komplementarne DNA (cDNA)
potvrdeno je da predstavlja tip II transmembranskog proteina, koji se sastoji od 766
amino-kiselina i pripada familiji serin-proteaza. °**> CD26/DPPIV se sastoji od kratkog
citoplazmatskog domena od 6 amino-kiselina, transmembranskog regiona i

ekstracelularnog domena sa dipeptidil-peptidaznom IV (enzimskom) aktivnosc¢u (slika
1.9). *
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Slika 1.9. Sematski prikaz strukture CD26 **

CD26 se vezuje za adenozin-deaminazu (ADA), enzim koji ima klju¢nu ulogu u razvoju
1 funkciji limfoidnih tkiva. ADA je dominantno citoplazmatski protein, ali je prisutan i
na ¢elijskoj povrsini kao ekto-enzim (ecto-ADA). U mononuklearnim ¢éelijama periferne
krvi, ecto-ADA je prisutan na veéini monocita i B ¢elija, kao i na 10-20% T ¢elija.
Funkcija ADA-e na c¢elijskoj povrsini je da reguliSe nivo ekstracelijskog adenozina ili
deoksiadenozina, koji su toksicni za limfocite. Gubitak ili urodeni deficit ADA-e,
uzrokovan mutacijama u ADA genu dovodi do tzv. teSke kombinovane
imunodeficijencije. ADA na c¢elijskoj povrSini ima i ekstraenzimsku akivnost; putem
interakcije sa ADA-vezuju¢im proteinom CD26 moze imati kostimulatorni efekat u T
¢elijskoj aktivaciji posredovanoj T Celijskim receptorom. Na T ¢elijama periferne krvi,
ekspresija CD26 je pojaCano regulisana nakon T ¢elijske aktivacije. Naime, sistem
ADA-CD26 je bitan u interakciji izmedu limfocita i nelimfoidnih celija, pre svega
epitelijelnih. U tim interakcijama ADA-CD26 bi mogla biti uklju¢ena u prve stupnjeve
meduéelijskog prepoznavanja, §to je bitno za imunolodki razvoj. ® Osim
transmembranske, postoji i solubilna forma DPPIV (sCD26), prisutna u serumu, plazmi,
urinu, cerebrospinalnoj, sinovijalnoj tecnosti. Transmembranska i1 solubilna forma
CD26 ispoljavaju enzimsku aktivnost cepanjem dipeptida sa N-terminalnog kraja
peptida ili proteina koji na drugoj N-terminalnoj poziciji imaju aminokiseline alanin ili
prolin. Na ovaj naCin dolazi do aktivacije, inaktivacije ili modulacije aktivnosti

razli¢itih bioaktivnih peptida. ®* Osim toga, solubilna forma CD26/DPPIV regulise
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ekspresiju CD89 na APC, dovode¢i do pojacanja APC-T celijske interakcije i T Celijske
proliferacije, $to ima vazne implikacije u smislu imunoregulacije. ®

Brojna istrazivanja tokom protekle dve decenije su potvrdila zna¢aj CD26 u razli¢itim
fizioloskim funkcijama, u imunskoj regulaciji, u autoimunskim oboljenjima,
metabolickim poremecajima, a novija istrazivanja sve ¢eS¢e impliciraju njegovu ulogu u

biologiji karcinoma. **¢’

¢ Uloga CD26 u imunskoj regulaciji

CD26/DPPIV je jedna od glavnih komponenata imunskog odgovora, sa vaznom ulogom
u T ¢elijskoj funkeiji. ®” ®’ Izvorno okarakterisan kao antigen T éelijske diferencijacije,
CD26 je prevashodno eksprimiran na CD4" memorijskoj T éelijskoj populaciji, pri
gemu CD4'CD26 T-éelijska populacija omoguéava maksimalan imunski odgovor pri
ponovnom "susretu” sa antigenom. ® U brojnim istraZivanjima je pokazano da je
proliferativna aktivnost CD26'T (elija periferne krvi nakon mitogene stimulacije
znacajno veca od CD26'T celija, Sto ukazuje da CD26 moze biti od koristiti kao marker

T éelijske aktivacije. ** ¢

Pored pojacane ekspresije na aktiviranim T ¢elijama, CD26
ucestvuje u procesima signalne transdukcije, kao kostimulatorni molekul, prenoseci
signale znacajne za T celijsku aktivaciju. Pokazano je da CD26 moze provoditi
komitogene signale putem tzv. CD3/T Ccelijskog receptorskog kompleksa (TCR) ili
preko CD2 puta zrelih humanih T limfocita. Takode, CD26 prenosi komitogeni signal u
aktivaciju humanih timocita posredovanu sa CD3/T. Za razliku od zrelih T celija
periferne krvi, sposobnost CD26 da prenosi komitogene signale u timocitima je
ograni¢ena samo na CD3 put i ne ukljucuje aktivaciju indukovanu sa CD2. Takode,
ekspresija CD26 je potvrdena i na medularnim timocitima, populaciji relativno zrelih
timocita sa visokim nivoom ekspresije CD3. Ovi podaci sugeriSu da CD26 moze imati
ulogu u timusnoj diferencijaciji i maturaciji kroz razli¢ito "angaZovanje” CD3 puta. "

Potvrdeno je da CD26" Jurkat ¢elije T éelijske leukemije sliéno T éelijama periferne
krvi, ispoljavaju pojacanu mobilizaciju intracelijskog kalcijuma i produkciju IL-2 u
prisustvu anti-CD26 i anti-CD3 antitela. ' Naime, eksperimentalno je potvrdeno da
CD26'DPPIV" Jurkat ¢elije produkuju znadajno visi nivo IL-2 u odnosu na

CD26 'DPPIV” ¢elije i éelije nakon stimulacije sa anti-CD26 i anti-CD3 antitelima. Ovi
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podaci snazno sugeriSu da DPPIV enzimska aktivnost CD26 pojacava ¢elijske odgovore
na CD26" Jurkat ¢elije na eksterne stimuluse, i to preko CD26 i/ili CD3/TCR
kompleksa, $to rezultuje pojadanom produkcijom IL-2 i T-éelijskom aktivacijom.
Znacajna uloga DPPIV enzimske aktivnosti u T-Celijskoj proliferaciji pokazana je i u
eksperimentima sa solubilnim CD26 molekulima. Eksperimenti u kojima je koriS¢en
solubilni rekombinantni CD26 koji sadrzi DPPIV (sCD26 DPPIV'), kao i oni sa
solubilnim CD26 mutiranim na mestu DPPIV (sCD26 'DPPIV") su pokazali da prisustvo
DPPIV enzimske aktivnosti dovodi do povecane proliferacije T-Celija periferne krvi.
Ipak, solubilna forma sCD26 DPPIV" sama po sebi ne obezbeduje mitogene signale i ne
pojacava T-¢Celijske odgovore na mitogene stimuluse, ukazuju¢i da sCD26 moze
ispoljavati pojacavajuci efekat na T-Celijski odgovor na ponovljene antigene preko svog
uticaja na APC. "> Potvrdeno je i da egzogeno uneti sCD26 poveéava ekspresiju
kostimulatornog molekula CD86 na monocitima, posredstvom DPPIV aktivnosti, kako
na proteinskom, tako i na nivou iRNA. U skladu sa ovim eksperimentalnim podacima,
sCD26, posebno njegova DPPIV enzimska aktivnost, poja¢ava T-Celijski imunski
odgovor na ponovljene antigene putem svog direktnog efekta na antigen-prezentujuce
éelije. ©°

U brojnim studijama koriS¢eni su hemijski inhibitori DPPIV aktivnosti CD26
(Lys[Z(NO2)])-tiazolidid, Lys[Z(NO2)]-piperidid, Lys[Z(NO2)]-pyrolidid) koji su
doveli do inhibicije DNA sinteze i produkcije interleukina (IL-2, IL-10, IL-12) i IFN-y u
T-limfocitima, ¢ime je takode potvrdena klju¢na uloga ovog enzima u T-Celijskoj
aktivaciji. Sa druge strane, prisustvo ovih inhibitora povecava sekreciju
imunoinhibitornog citokina TGF-beta 1 u T-¢elijama, ukazuju¢i da ovaj citokin uti¢e na
regulatorni efekat CD26/DPPIV na funkciju T-¢elija. " Ipak, postoje i opreéni podaci
koji ukazuju da DPPIV enzimska aktivnost nije neophodna za CD26-posredovanu T-
¢elijsku funkciju; naime, DPPIV inhibitori ne inhibiSu CD26-posredovanu T-¢elijsku
citotoksi¢nost. * Ovi opre¢ni podaci se mogu delimi¢no razjasniti relativno specifiénom
ili  nesepecificnom toksicnoS¢u  hemijskih  DPPIV  inhibitora u razli¢itim
eksperimentima. Takode, bioloski efekat DPPIV moze zavisiti od pojedina¢nih
eksperimentalnih modela, koji su, opet, u vezi sa razliCito manifestovanim c¢elijskim

procesima u svakom od njih. *
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¢  CD26 i karcinom

Pored Cinjenice da status CD26/DPPIV moze biti izmenjen u nekim malignitetima, u
brojnim istrazivanjima je pokazano da i sam CD26 moze uticati na rast i razvoj nekih
tumora. Naime, uloga CD26 u tumorima moZe biti kontradiktorna; dok je u nekim
tumorima odsustvo CD26 povezano sa njihovim razvojem, u nekim drugim tumorima
prisustvo ovog enzima je povezano sa agresivnim ponasanjem tumora. *’

lako je prisutan u normalnim hepatocitima i melanocitima, gubitak ekspresije ili
aktivnosti DPPIV potvrden je u hepatocelularnom karcinomu " i u melanomu. ’°
Takode, potvrdena je uloga DPPIV u karcinomima pluca, konkretno u supresiji rasta
NSCLC (engl. non small cell lung carcinoma). Naime, ustanovljeno je da su ekspresija
DPPIV na ¢elijskoj povrSini, kao 1 njena enimska aktivnost smanjene u celijskim
linijama NSCLC, za razliku od normalnog bronhijalnog i alveolarnog epitela. ”’

U nekim studijama je ukazano na regulatornu ulogu ovog enzima u neoplasticnoj
transformaciji 1 progresiji ovarijalnog karcinoma. U celijskim linijama ovarijalnog
karcinoma, ekspresija DPPIV je varijabilna. Naime, pokazano je da je ekspresija ovog
enzima u negativnoj korelaciji sa invazivnim potencijalom karcinoma; dolazi do
smanjenja kako invazivnosti, tako 1 migracije ¢elija unutar karcinomske celijske linije
tretirane sa DPPIV, a potvrdeno je i smanjenje intraperitonealne diseminacije i
prolongiranog prezivljavanja in vivo.

Nadalje, ispitivana je i potencijalna interakcija ovog enzima sa kadherinima i ostalim
molekulima uklju¢enim u progresiju karcinoma 1 metastaziranje. Kadherini su
transmembranski glikoproteini, sa vaznom ulogom u meducéelijskoj adheziji, medu
kojima je posebno znacajan E-kadherin, bitan za invazivnost tumora. Potvrdeno je da je
ekspresija DPPIV u pozitivnoj korelaciji sa ekspresijom E-kadherina; naime, pove¢ana
ekspresija DPPIV korelira sa opadanjem metastatskog potencijala in vivo, a uloga
DPPIV ogleda se u ushodnoj regulaciji E-kadherina i tkivnih inhibitora matriks-
metaloproteinaza. "’

Takode, potvrdeno je 1 da je DPPIV ukjluCen u procese tranformacije i progresije
endometrijalnog adenokarcinoma. DPPIV je eksprimiran u normalnom endometrijumu;

naime, njegova ekspresija je potvrdena kako u proliferativnoj, tako i1 u sekretornoj fazi

(s tim §to je u ovoj drugoj fazi ekspresija niza). Ekspresija DPPIV u adenokarcinomu
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bila je jaka ili umerena u gradusu 1, dok je u gradusu 2 i 3 bila slaba ili negativna, dok
korelacija izmedu ekspresije DPPIV i klini¢kog stadijuma nije potvrdena. *°

Ukazano je na znacajnu ulogu CD26 i u razvoju nekih hematoloSkih maligniteta. U
nekim subtipovima T-Celijskih neoplazmi ekspresija CD26 korelira sa loSom
prognozom. Naime, ekspresija CD26 je potvrdena prevashodno u agresivnim
subtipovima non-Hodgkin limfoma, kao Sto su T-limfoblastni limfom (LBL), T-akutna
limfoblastna leukemija (ALL) i T-Celijski CD30" anaplasti¢ni "large cell” (ALC)
limfom. Takode je pokazano da ekspresija CD26 u T-¢elijskom LBL/ALL korelira sa

v . yors Ve o1: : 81, 82
znacajno losijim prezivljavanjem. *

Potvrdeno je i da je prisustvo CD26 na povrSini
¢elija T-¢elijske "large granular” limfocitne leukemije (T-LGLL) znacajno u inhibiciji
mijeloidnih progenitora, Sto moze ukazati na vezu izmedu nivoa ekspresije 1 stepena
mijelosupresije ¥, dok je u drugim tipovima T-¢elijskog limfoma CD26 odsutan ili
slabo eksprimiran. ©” Gubitak ekspresije CD26 je karakteristi¢an za T-éelijski limfom i
pokazano je da moZe posluziti kao dijagnosticki marker za ovu bolest. ** S obzirom na
znacaj CD26 u biologiji T-Celija, posebno u T-celijskim malignitetima, moze,
eventualno, biti meta u target-terapiji nekih T-¢elijskih tumora. Pokazano je da anti-
CD26 monoklonska antitela mogu ispoljiti antitumorsku aktivnost. Anti-CD26
monoklonsko antitelo inhibise rast éelija ALC limfoma in vitro. ®

Pored potvrdenih efekata anti-CD26 monoklonskih antitela na inhibiciju tumorskog
rasta, pokazano je i da enzimska aktivnost DPPIV znafajna u determinisanju
senzitivnosti neoplasti¢nih Celija na citotoksi¢ne agense; Celije unutar celijske linije T-
¢elijske leukemije, tretirane sa CD26 molekulom, bile su senzitivnije na doksorubicin 1
etoposid u poredenju sa netretiranim éelijama. *® Doksorubicin i etoposid su inhibitori
topoizomeraze II, koja je, kao unutaréelijski protein, njihov ciljni molekul. U vezi sa
tim, moze se smatrati da prisustvo CD26/DPPIV dovodi do povecane ekspresije
topoizomeraze 11, §to moze imati znacajne klinicke implikacije u tretmanu T-Celijskih 1
eventualno drugih maligniteta. Veza izmedu ekspresije CD26/DPPIV i topoizomeraze
I, koja je ukljucena u ¢elijski rast i1 proliferaciju, moze rasvetliti klinicka zapazanja da
prisustvo CD26 korelira sa agresivnim klinickim ponasanjem nekih tumora, ukljucujuci

i T-¢elijske malignitete. ©’
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U karcinomu prostate je potvrdena povecana enzimska aktivnost DPPIV. Naime,
DPPIV aktivnost je detektovana kako u karcinomu prostate, tako i u benignoj
hiperplaziji prostate, s tim $to je u karcinomu dvostruko veéa. *’

Ushodna regulacija DPPIV je takode potvrdena i u karcinomu tiroidne Zlezde, dok je
kod njenih benignih oboljenja ekspresija DPPIV obi¢no negativna. S obzirom na
znacajne razlike u ekspresiji, implicirano je da se imunohistohemjske analize sa DPPIV
antitelima mogu koristiti kao test u diferencijalnoj dijagnozi oboljenja tiroidne Zlezde. **
S obzirom da je CD26, osim na ¢elijskoj povrSini, prisutan i u serumu, njegov serumski
nivo moze da se analizira u kontekstu bioloskog ponaSanja nekih tmora. U
kolorektalnom karcinomu, na primer, serumski nivoi CD26 mogu imati potencijalni
dijagnostic¢ki i prognosticki znacaj. Kod pacijenata u ranom stadijumu bolesti, visok
preoperativni serumski nivo CD26 je znafajno povezan sa smanjenjem perioda bez
bolesti. *

CD26/DPPIV ima ulogu u tumorskoj migraciji i metastaziranju, shodno svojoj
sposobnosti da se vezuje za proteine ECM, kao $to su kolagen i fibronektin. °* °!
Reagujuc¢i sa komponentama ekstracelijskog matriksa, CD26 moze uticati na imunsku
regulaciju putem preusmeravanja aktiviranih limfoidnih ¢elija ka mestu tumora ili
inflamacije, > kao i na klinicko ponaSanje tumora. ®’ U kontekstu karcinoma dojke,
potvrdeno je da se CD26 molekuli prisutni na endotelijelnim ¢elijama pluca specificno
vezuju za fibronektin na celijskoj povrSini karcinoma dojke, favorizuju¢i tumorsku
adheziju 1 metastaziranje. Takode, identifikovano je vezujuce mesto na fibronektinu za
CD26/DPPIV i peptidi koji sadrze ove CD26/DPPIV vezuju¢e domene fibronektina
blokiraju interakciju CD26/DPPIV-fibronektin, ¢ime se znacajno smanjuju metastaze
karcinoma dojke u plué¢ima. *

Na osnovu brojnih istrazivanja, CD26/DPPIV imponuje kao veoma vazan faktor razvoja
1 progresije razli¢itih maligniteta. Medutim, s obzirom na svoju multifunkcionalnu
prirodu, ovaj molekul moZe kod razli¢itih tumora ispoljiti kontradiktorne efekte; dok je
ekspresija CD26/DPPIV povezana sa smanjenjem progresije nekih tumora, kod nekih
drugih tumora korelira sa agresivnim klni¢kim tokom. Enzimska aktivnost ovog
molekula dovodi do degradiranja brojnih hemokina, koji verovatno imaju razli¢it uticaj

e .6
na rast tumora kod razli¢itih neoplazmi. ¢’
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1.9 Kalretikulin — uloga u imunskom odgovoru i karcinomu

Kalretikulin (CRT) je Ca-vezuju¢i protein i molekulski Saperon (Saperoni su proteini
koji pomazu u pravilnom savijanju proteina za vreme ili nakon translacije) od 46 kDa, u
luminalnom delu endoplazmatskog retikuluma (ER). Kalretikulin, zajedno sa
kalneksinom i ERp57 (protein ER od 57 kDa) je ukljuéen u proces "savijanja”
nascentnih polipeptida koji bo¢no prelaze preko kroz ER. (slika 1.10). Kalretikulin, kao
1 kalneksin, vrsi supresiju agregacije glikoziliranih i1 neglikoziliranih proteina, putem
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medusobnih interakcija proteina, kao i proteina sa oligosaharidima.
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Slika 1.10. Saperonska funkcija kalretikulina *°
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Kalretikulin se sastoji od tri razli¢ita strukturna i funkcionalna domena: N-, P- i C-
domena. N-domen ukljuduje vezujuéa mesta za polipeptide, karbohidrate, za Zn*" i za
disulfide i formira stabilno jezgro rezistentno na proteolizu u prisustvu Ca*". ** % P-
domen kalretikulina vezuje Ca®" sa relativno visokim afinitetom, ali sa niskim
kapacitetom (1 mol Ca®"/1 mol proteina). °’ U P-domenu se nalazi i vezujuée mesto za
ERp57. C-domen je odgovoran za vezivanje 50% luminalnog Ca*" u ER, sa visokom
kapacitetom (25 mol Ca*/1 mol proteina) i malim afinitetom. **

Funkcija CRT kao $aperona i njegov kapacitet za vezivanje Ca®" ukljuéeni su u razli¢ite
éelijske procese. Ca™" ima vaznu ulogu u éeliji kao jedinstveni signalni molekul koji
utie na razliGite ¢elijske procese. Najveéi deo unutaréelijskog Ca>" se nalazi u lumenu
ER. Promene u njegovoj koncentraciji dovode do ostecenja transporta na relaciji ER-
Goldzi aparat, otezanog transporta molekula kroz nuklearne pore, kao i do prekida
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funkcije Saperona. Naime, bilo kakav poremeéaj u zalihama Ca®" unutar ER, kao i

opstrukcija njegovog otpustanja iz ER, imaju potencijal da aktiviraju transkripcionu i
translacionu kaskadu, a ove kaskade reguliSu Saperoni, proteini koji su ukljuceni i u

apoptotske procese. **

101

Preko 50% Ca”" unutar lumena ER je vezano za CRT. Povecana ekspresija CRT

dovodi do povecanje koli¢ine unutaréelijskog Ca*’, dok celije sa deficitom Ca®" i

102, 103

smanjen kapacitet njegovog skladistenja. U studijama sa animalnim modelima,

kao i u eksperimentima sa ¢elijama koje imaju deficit ili pojatanu ekspresiju CRT,
pokazano je da je regulacija homeostaze kalcijuma jedna od najvaznijih funkcija CRT.
%4 Medutim, istraZivanja u proteklih 20 godina potvrduju da je CRT ukljuéen i u razli¢ite
procese izvan ER, vezane za ¢elijsku povrinu, citoplazmu i jedro. '*'%7 Pretpostavlja
se da CRT na ¢elijskoj povrSini ima ulogu u antigenskoj prezentaciji, u aktivaciji
komplementa, uklanjanju apoptoznih ¢elija, imunogenosti tumorskih ¢elija, u fagocitozi,
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u zarastanju rana. U citoplazmi CRT funkcioniSe kao aktivator integrina i

sprovodnik signala izmedu integrina i kalcijumskih kanala u plazma-membrani. '

Veoma su znacajna 1 istrazivanja koja se odnose na ulogu CRT u jedru, koja ukazuju da

je on komponenta nuklearnog matriksa u hepatocelularnom karcinomu. ''?

Kalretikulin je identifikovan kao antigen u serumu pacijenata sa razli¢itim
autoimunskim oboljenjima, kao Sto su: SLE (sistemski eritemski lupus), celijakija,
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reumatoidni artritis, kao i neka parazitarna oboljenja. Lociran na ¢elijskoj
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povrsini, CRT intereaguje sa Clq, prvom komponentom komplementa, aktivirajuéi
klasican put komplementa. U svetlu imunskog sistema, veoma je vazna i uloga
kalretikulina u tzv. CTL (citotoksi¢nim T-limfocitima). Naime, CTL oslobadaju
specificne proteaze — perforin i granzime nakon interakcije sa ciljnim ¢elijama, $to
rezultira njihovom lizom i apoptozom. Kalretikulin se nalazi u sekretornim granulama
citotoksicnih limfocita zajedno sa perforinom. Zahvaljujuéi svom kapacitetu za
vezivanje Ca’", CRT ima protektivnu ulogu za CTL, inaktivi§u¢i u njima perforin, koji
penetrira kroz plazma-membranu ciljne ¢elije. Nasuprot tome, neka istrazivanja ukazuju
da CRT nije od klju¢nog znacaja za citoliticku aktivnost perforina i1 granzima, ali da je
potreban za efikasan kontakt CTL sa ciljnom éelijom. ' ''*

Znacajna uloga CRT u borbi protiv karcinoma potvrdena je u brojnim studijama terapije
karcinoma, a podrazumeva uce$¢e imunskog sistema u uklanjanju karcinomskih c¢elija.
Naime, preapoptotska translokacija CRT ka povrSini ¢elije je klju¢na za imunogenost
éelija koje umiru. ' Kalretikulin se translocira do éelijske povr§ine sa proteinom
ERpS7 prezentujuéi se T-¢elijama, ¢ime inicira imunski odgovor i apoptozu. Interakcija
izmedu CRT 1 ERp57 je veoma bitna za imunogenost Celije, jer prekid ovog kontakta
prevenira ekspresiju CRT na celijskoj povrSini, ¢ime ¢eliju ¢ini rezistentnom prema
dejstvu T-¢elija i sledstvenom imunskom odgovoru. Deplecija CRT takode dovodi do
rezistencije prema T-Celijama, ali je potvrdeno da egzogena aplikacija CRT moze da
prevazide ovu rezistenciju, ukazujuéi na njegovu vaznost u imunskom odgovoru na
tumorske ¢éelije. "' '*° Sa druge strane, opadanje koncentracije Ca*” u ER takode
indukuje ekspresiju CRT na ¢elijskoj povrsini. U skladu sa tim, CRT-zavisna Ca®"
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signalizacija moze oblikovati imunski odgovor, "

¢ime je podstaknuta ideja o
potencijalnoj aplikaciji CRT u terapiji karcinoma i njegovoj primeni u adjuvantnoj
hemioterapiji. Naime, eksperimentalno je pokazano da administarcija CRT sa
tumorskim antigenim peptidima rezultuje pojaCanom imunogenoS¢u u poredenju sa
aplikacijom tumorskih antigena samostalno. '*> '**

Kalretikulin je detektovan na povrSini mnogih ¢elija sisara, ukljucujuéi trombocite,
fibroblaste, apoptoticne i endotelijelne celije, pri cemu je takode potvrdeno da ima
znaGajnu ulogu u éelijskom odgovoru na apoptozu. °* Povecana ekspresija CRT dovodi
do izraZenije osetljivosti na apoptozu, za razliku od ¢elija sa deficitom CRT, za koje je

pokazano da su rezistentne na apoptozu, usled smanjenja zaliha Ca®" u ER. '*
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Kalretikulin na ¢elijskoj povrsSini u asocijaciji sa fosfatidil-serinom, obezbeduje signal
neophodan za uklanjanje mrtvih celija, kako od strane "profesionalnih” fagocita
(makrofagi, neutrofili), tako 1 od strane fibroblasta. Znacaj prisustva CRT na
apoptoticnim celijama za fagocitozu potvrden je eksperimentalno na misjem modelu,
odsustvom fagocitoze kod miSeva bez CRT-a, dok je egzogenom aplikacijom CRT ovaj
proces uspostavljen. >

Citotoksi¢ni T-limfociti 1 NK ¢elije imaju klju¢nu ulogu u imunskom odgovoru na
virusom inficirane i tumorske celije. Ove ¢elije ostvaruju svoju funkciju posredstvom
dva procesa: apoptozom, indukovanom Fas-Fas ligand interakcijom 1i/ili dejstvom
komponenata citolitickih granula. '** '*” Nakon aktivacije CTL, ekspresija CRT je
ushodno regulisana i protein se usmerava prema litickim granulama i prema plazma-
membrani. '** Osim u autoimunskim oboljenjima, ekspresija CRT je ispitivana i
potvrdena i u brojnim malignitetima, ukljuc¢ujuéi i karcinom dojke. Lwin i saradnici su
pokazali in vitro da agresivniji tipovi karcinomskih c¢elijskih linija pokazuju visu
ekspresiju CRT od manje agresivnih. Takode, pokazali su da je ova ekspresija u
pozitivnoj korelaciji sa veli¢inom tumora dojke i razvojem udaljenih metastaza. Ovi
podaci impliciraju povezanost ekspresije CRT sa uznapredovalo$¢u tumora, kao i ulogu
ovog proteina kao potencijalnog prognosti¢kog markera. '*’

lako konvencionalna terapija karcinoma koja podrazumeva radio- i hemioterapiju
dovodi do smrti tumorskih ¢elija tzv. intrinzickim mehanizmima, bez direktnog ucesca
imunskog sistema domacdina, postoje specifiéne okolnosti u kojima konvencionalni
antikancerski tretmani mogu indukovati modalitet Celijske smrti koji je imunogen, pri
gemu "umiruée” éelije indukuju tumor-specifi¢ni imunski odgovor. *° Pokazano je da
tumorske celije koje podlezu imunogenoj ¢elijskoj smrti translociraju unutarcelijski
CRT (endo-CRT) prema plazma-membrani (ekto-CRT), olakSavaju¢i prepoznavanje
tumorske celije, fagocitozu dendriticnim ¢elijama i sledstvenu eliminaciju tumora T-
¢elijama. Antraciklini i y-zraenje koji indukuju imunogenu ¢elijsku smrt dovode do
ekspozicije CRT na c¢elijskoj povrsini, dok drugi proapoptoticki agensi za koje je
pokazano da dovode do neimunogene ¢elijske smrti ne indukuju ekspoziciju ekto-CRT.
B! Na mi§jem modelu je pokazano da antraciklini indukuju snaZnu, preapoptoti¢ku
translokaciju CRT ka ¢elijskoj povrSini. Naime, blokada CRT suprimira fagocitozu (od

strane dendriti¢nih ¢elija) tumorskih ¢elija tretiranih antraciklinima i ponistava njihovu
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imunogenost. Administriranje rekombinantnog CRT ponovo uspostavlja imunogeni
efekat ¢elijske smrti i pojacava antitumorski efekat leka in vivo. Ovi podaci karakteriSu
CRT kao faktor koji determinise antikancerski imunski odgovor i implicira mogucnost
primene imunogene hemioterapije. Deplecija CRT-a ponistava imunogenost celijske
smrti indukovanu antraciklinima, dok egzogena administracija CRT ili podsticanje
povrsinske ekspozicije CRT farmakoloskim agensima, mogu pojacati imunogeni efekat
éelijske smrti.

Pokazano je da kod bolesnica sa karcinomom dojke postoji overekspresija kalretikulina
u tumorskim ¢elijama koja, zajedno sa serumskom IgG imunoreaktvnos$¢u na tumorsku

stromu, korelira sa postoperativnom pojavom metastaza, posebno kod Her-2" bolesnica,

. . . . . 132
sa metastazama u aksilarnim limfnim nodusima.
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1.

2. CILJEVI

Ispitati aktivnost serumske dipeptidil-peptidaze IV i ekspresije CD26 antigena
na imunokompetentnim c¢elijama periferne krvi kod bolesnica sa malignim i

benignim promenama dojke, kao i kod zdravih kontrola

Ispitati serumski nivo antikalretikulinskih IgA i IgG antitela kod bolesnica sa
malignim 1 benignim promenama dojke, kao i kod zdravih kontrola, kao 1
povezanost izmedu intenziteta 1 lokalizacije Ccelijske (memranska ili
citoplazmatska) ekspresije kalretikulina u tkivnim ise¢cima tumorskog tkiva
dojke 1 prisustva povisenih nivoa serumskih IgA i IgG antikalretikulinskih

antitela.
Ispitati relativnu udestalost odredenih limfocitnih subpopulacija: CD167/56" i

CD16'/89" kod bolesnica sa malignim i benignim promenama dojke, kao i kod

zdravih kontrola
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3. BOLESNICE, METODE I
MATERIJAL

3.1 Mesto i period istrazivanja

Istrazivanje je sprovedeno u Institutu za onkologiju i radiologiju Srbije (Odeljenje za
eksperimentalnu onkologiju - Laboratorija za modifikatore bioloskog odgovora; Klinika
za onkolosku hirurgiju - Odelenje hirurgije dojke), u periodu od januara 2010. do juna

2011. god.
3.2 Selekcija bolesnica

U ovom istrazivanju tipa klinicko-eksperimentalne studije preseka, ucestvovalo je 105
bolesnica sa benignim ili malignim promenama dojke, predvidenih za hirursku terapiju,
od kojih 68 sa malignim i 37 sa benignim promenama dojke. Starost bolesnica je u
intervalu od 19. — 82. godine (prosecna starost je 54,4 godine). Ukljucujuéi kriterijumi
za selekciju ispitanica su: adultno doba (=18 godina) i dijagnostikovana primarna lezija
dojke, za koju je primarno indikovan hirurski tretman - stadijumu 0 (neinvazivni
karcinom manji od 0,1 cm), stadijumu I (T1, NO, MO0), stadijumu IT A (TO-1, N1, MO ili
T2, NO, MO) i stadijumu II B (T2, N1, MO ili T3, NO, MO). Iskljucuju¢i kriterijumi za
selekciju ispitanica su: lezija dojke za koju primarno nije indikovan hirurski tretman;
kardiorespiratorna insuficijencija; hematoloska oboljenja.

Sve bolesnice su pre uces¢a u istrazivanju procitale i popunile Informisani pristanak,
prethodno odobren od Etickog komiteta Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije i
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Putem Informisanog pristanka, bile su
zamoljene da daju uzorak krvi i deo tkivnog kalupa biopsije tumora.

U istrazivanje je bilo ukljuceno i 37 zdravih osoba, kao kontrole.
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3.3 Klini¢ki (hirurski) tretman promena u dojci

Nakon obavljenih dijagnostickih procedura, koje podrazumevaju: fizikalni pregled,
mamografski pregled, ultrasonografski pregled, kao i, u situacijama kada je to
indikovano, pregled magnetnom rezonancijom, eventualno biopsiju, bolesnice su,
zavisno od tipa promene i stadijuma bolesti (ukoliko je maligna promena u pitanju), bile

podvrgnute odgovaraju¢em hirurSkom tretmanu promene u dojci.
¢ Eksciziona biopsija

Eksciziona biopsija podrazumeva kompletnu ekstirpaciju karcinoma, uz minimalnu
koli¢inu okolnog zdravog tkiva. Ukoliko se, nakon ekscizije, ispostavi da je promena
maligna, a patoloski se verifikuje da su margine bez tumora, dodatna ekstirpacija tkiva
dojke nije neophodna. Kozne, tzv. Langerove linije dojke (v. Uvod), protezu se od
regije areole i bradavice cirkumferentno prema spolja i bitne su prilikom odredivanja
incizije; incizione linije ne smeju biti upravne, ve¢ semicirkularne ili periareolarne, tako

da prate prirodne kozne linije (slika 3.1). ®

. o .. . .. . .. 8
slika 3.1. Preporucene incizione linije za ekscizionu biopsiju
Eksciziona biopsija se korisiti 1 za uklanjanje i definitivhu dijagnozu benigne promene

dojke, fibroadenoma, kada se nacini periareolarna ili inframamarna incizija kroz koju se

odstranjuje promena.
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O Varijante incizija i hirurski tretman karcinoma dojke

Radikalna mastektomija je ranije (William Halsted, XIX vek) predstavljala optimalni

tretman primarnog karcinoma dojke. Ova operacija podrazumeva uklanjanje dojke,

8, 15, 133

velikog 1 malog grudnog misi¢a i sva tri sprata limfnih nodusa. Incizija za ovu

proceduru ukljucuje i dojku i aksilu (slika 3.2a.). S obzirom da je ovo mutilantna

operacija, vise se ne preporucuje.

slika 3.2.Varijante incizija i obim hirur§kog zahvata kod karcinoma dojke *

Modifikovana radikalna mastektomija je manje mutilantna, budu¢i da podrazumeva
uklanjanje dojke uz oCuvanje grudnih misica i uklanjanje I sprata ili I 1 I sprata limfnih
nodusa (sectio Madden). Koristi se elipticna incizija, koja ukljucuje dojku i proteze se
do aksile (slika 3.2b.). Ovaj oblik mastektomije se preporucuje u slucaju velikog
primarnog tumora ili prisustva multicentricnih tumora.

Mastektomija uz poStedu koZe podrazumeva mastektomiju sa uklanjanjem kompleksa
areola-bradavica, ali uz ocuvanje ostatka koze dojke. Nacini se uzana elipti¢na incizija,
koja ukljucuje regiju areole i bradavice, ali ne mora nuzno ukljuéivati i primarni tumor
(slika 3.2¢.).

Kvadrantektomija podrazumeva uklanjanje ¢itavog kvadranta dojke koji sadrzi tumor,
kroz zakrivljenu inciziju (slika 3.2d.).

Segmentalna ekscizija (lampektomija) se izvodi kroz zakrivljenu inciziju, duz koznih

Langerovih linija, koja se na¢ini iznad tumora (slika 3.2¢.). %'
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3.4 Prikupljanje humanog materijala

Prikupljanje humanog materijala podrazumevalo je prikupljanje uzoraka krvi i
prikupljanje tkivnih uzoraka tumora. Uzorci krvi su prikupljeni od 68 bolesnica sa
malignim 1 od 37 bolesnica sa benignim promenama dojke, jedan dan pre planiranog
hirurS§kog tretmana. Takode, uzorci krvi su prikupljeni i od 37 zdravih osoba (kontrole).
Od bolesnica, kao i od zdravih osoba, uzorak krvi je prikupljen na isti nacin: jednim
Spricem je iz brahijalne vene uzeto 10ml krvi, bez dodatka hepraina (antikoagulans), a
drugim Spricem je uzeto 2,5ml krvi, kome je dodato 0,07ml heparina.

Tkivni uzorci tumora uzeti su od delova tkivnog kalupa biopsije tumora nacinjenih

ranije, u cilju postavljanja histopatoloske dijagnoze.

3.5 Instrumenti merenja (eksperimentalne metode)

3.5.1 Izolovanje limfocita periferne krvi

Mononuklearne ¢éelije periferne krvi (engl. peripheral blood mononuclear cells, PBMC)
su izolovane iz heparinizirane krvi, koja se najpre centrifugira na 500xg, 10 min, zatim
se naliva na separator — Lymphoprep (Nypacon, Norway), pa se ponovo centrifugira na
500xg, 35 min. Nakon centrifugiranja u epruveti su uoc¢ene tri faze: prva, gornja faza
pretstavlja izdvojenu plazmu, u drugoj fazi su PBMC, a u trecoj eritrociti koji imaju
najvecu masu 1 pri centrifugiranju padaju na dno. Iz epruvete je prvo izdvojena plazma,
a PBMC su prebacene u hranljivi medijum i ta suspenzija je centifugirana 10 min na
500xg. Nakon centrifugiranja, na dnu epruvete su izdvojene PBMC. Potom su tri puta
ispirane u hranljivom medijumu RPMI 1640 (CM, Gibco, UK), sa 10% FCS-om
(Sigma, USA).

3.5.2 Izolovanje seruma

Krv iz $prica bez dodatka heparina je prebacena u sterilnu epruvetu, u sterilnoj komori,

na 37°C. Nakon 30 min, formiran je koagulum, koji je odstranjen, a te¢ni deo krvi

46



centrifugiran je 30 min. na 500xg. Nakon centrifugiranja izdvojen je serum, koji je,
potom, u zapreminama od 1 ml izdvajan u eppendorf epruvete, u kojima je na -20°C

zamrznut do upotrebe.

3.5.3 Analiza na proto¢nom citometru

Protocna citometrija je metoda koja omogucava multiparametarsku analizu fizi¢kih 1
hemijskih karakteristika celija, koriste¢i opticki i elektronski detekcioni sistem. Snop
laserske svetlosti odredene talasne duzine je usmeren na cCelijsku suspenziju. Svaka
pojedinac¢na celija pri prolasku kroz svetlosni snop apsorbuje svetlost preko
fluorescentnih molekula unutar ili na povrsini éelije, koji se ekscitiraju, a potom emituju
svetlost vise talasne duzine. Opticki detektorski sistem konvertuje emitovanu svetlost u
elektricni signal. Nakon amplifikacije, analogni signal se konvertuje u digitalni, Sto
omogucava graficki prikaz ispitivanih dogadaja.

Imunofenotip izolovanih limfocita periferne krvi identifikovan je pomocéu direktno
obelezenih  monoklonskih antitela (imunofenotipizacija): CDI16PE/CDS6FITC,
CD16FITC/CDS89PE 1 CD26PE. 1z svakog uzorka je prikupljeno 10000 ¢elija periferne
krvi (PBMC za CD16PE/CDS56FITC i CD16FITC/CD89PE, odnosno PBL za CD26PE)
i anlizirano CellQUEST softverom.

Imunofenotipizacija - u epruvete su sipana monoklonska antitela (Becton Dickinson,
San Jose, USA), 5 ul antitela sa fikoeritrinom (PE) 1 5 pl antitela sa FITC-om. Potom je
dodato po 50 pl suspenzije ¢elija (uzorka limfocita), vorteksirano i inkubirano u
ledenom kupatilu 30 min. Uzorci su dva puta isprirani u 500 ml rastvora za pranje
(CellWASH, BD Biosciences, cat. no. 349524) i vorteksirani, a potom centrifugirani 5
min. na 400xg. Nakon ispiranja je odliven supernatant i dodato je 500 ml rastvora za
pranje, vorteksirano i odloZeno na 4°, do analiziranja.

Ekspresija CD26 na ¢elijama periferne krvi odredena je tako sto je 50 puL pune krvi
dodato na 2.5 pL (0.05 mg/mL) rastvora antitela za CD26, obelezena fikoeritrinom (PE;
Becton Dickinson Immunocytometry Systesms, CA, USA, catalog no. 340423) nakon
Cega je sadrzaj vorteksovan i inkubiran u mraku 15 min. Potom je dodato 800 uL
rastvora za liziranje (FACS Lysing solution, BD Biosciences, cat. no. 349202),

vorteksovano i inkubirano u mraku 10 min i centrifugirano 5 min na 400xg. Uzorci su
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isprani dva puta i na kraju je dodato 200 pL "cell fix" rastvora (CellFIX, BD
Biosciences, cat. no. 340181). Ekspresija CD26 na c¢elijama (limfociti, monociti i
granulociti) odredena je koris¢éenjem FACSCalibur protocnog citometra (BD
Biosciences Franklin Lakes, NJ, USA). Prikupljeni podaci su analizirani CELLQuest

softverom (BD Biosciences).

3.5.4 Imunohistohemija

Imunohistohemija je metoda za lokalizaciju antigena u tkivnim ise¢cima, pomocu
obelezenih antitela, putem antigen-antitelo reakcije, koja se vizualizuje razli¢itim
markerima, kao Sto su fluorescentne boje, enzimi, radioaktivni elementi. Ova metoda
omogucava vizuelizaciju ¢elijskih komponenata. Odredivanje poveéane ekspresije
kalretikulina (membranske i citoplazmatske) u ¢elijama parafinskih iseCaka benignih 1
malignih tkiva dojke realizovano je koriS¢enjem kozijih antikalretikulinskih antitela
(Abcam, cat. br. Ab 39818), prema preporuci proizvodaca. Vizualizacija formiranih
kompleksa je omogucena vizualizacionim sistemom Ultravision+ detekcioni sistem
(Labvision Thermo Shandon cat. No 100426). Stepen imunoreaktivnosti procenjen je na
osnovu prisustva i intenziteta reakcije izmedu antikalretikulinskog antitela i
kalretikulina prisutnog u citoplazmi ili na membrani tumorskih ¢elija, pri cemu je
koriS¢ena arbitrarna skala, od 0 do 3+: 0 oznacava odsustvo obojenosti preparata koje je
uglavnom karakteristicno za zdravo tkivo, dok 3+ odgovara intenzitetu obojenja koji se
dobija kada se analizira obojenje HCC (hepatocelularnog karcinoma). Stepen 1+
definisan je kao "slabo” bojenje, dok su stepeni 2+ i 3+ definisani kao "intenzivno”
bojenje (izrazena overekspresija). Ukoliko povecanje ekspresija kalretikulina na
membrani nije bila izraZenije nego citoplazmi, oznafeno je kao citoplazmatska
lokalizacija. Bitno je naglasiti da se istovremeno prisustvo membranskog povecanja
ekspresije kalretikulina u slu¢aju intenzivnog citoplazmatskog prebojavanja (2+ i 3+)
ne moze iskljuciti, koris¢enjem optickog mikroskopa.
O Postupak pripreme patohistoloskih preparata iz tkivnog kalupa tumora

Od tkivnog kalupa su, seCenjem na Mikrotom-u, napravljeni tkivni rezovi, debljine 4-5
um, nakon ¢ega su uneti u vodeno kupatilo, na 50°C. Potom su stavljeni na predmetna

stakla i suSeni su na 58-60°C, nakon &ega su histoloski bojeni. Prvi korak je
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deparafinizacija ksilolom, 20 min, zatim apsolutnim alkoholom 20 min, pa 96%
alkoholom 15 min i na kraju destilovanom vodom 5 min. Potom je izvr§eno
demaskiranje antigena, kuvanjem u citratnom puferu (pH 6,0) 40 min, u vodenom
kupatilu na 95° ili u mikrotalasnoj pe¢i 20 min, na 850 W. Nakon toga je usledilo
hladenje 20 min, ako je zagrevanje bilo u vodenom kupatilu ili 10 min, ako je
zagrevanje bilo u mikrotalasnoj pe¢i. Preparati su potom tretirani sa 3% H,0O,, 10-15
min.1i ispirani vodom, pa potom PBS-om dva puta, 2 min. Nakon toga su inkubirani sa
zeCijim anti-IgG poliklonalnim antitelom (DAKO, USA) i ze¢ijim anti-kalretikulinskim
poliklonalnim antitelom (CHEMICON International, Sweden), u razblazenju 1: 400 za
oba antitela, 35-45 min. i ispirani PBS-om dva puta, 2 min. Zatim je usledila
vizuelizacija pomoc¢u LSAB (engl. labeled streptavidin-biotin) (DAKO, USA) sistema.
Prvo je dodato biotinizovano antitelo, pa je posle 30 min. preparat ispran dva puta u
PBS-u. Nakon toga je dodat streptavidin obelezen alkalnom fosfatazom. Nakon 30 min.
usledilo je ispiranje u PBS-u. Zatim je dodat DAB supstrat (1 ml) i DAB hromogen (1
kap) i1 nakon 10-20 min. izvrSena je dehidratacija: prvo 96% alkoholom, pa nakon 15

min. 100% alkoholom i nakon 20 min ksilolom. Posle 20 min. preparati su pokriveni.

3.5.5 Direktna fotometrijska metoda

Direktna fotometrijska metoda koriS¢ena je za odredivanje enzimske aktivnosti DPPIV
u serumu, iz mikroplo¢a sa 96 bunarcica, kao $to je opisano u radu Jarmolowske i
saradnika ", u izvesnoj meri modifikovano. U uzorke seruma, kao i u njihove slepe
probe, dodato je 50 uL 0.3 M Gly/NaOH pufera (pH 8.7), 20 uL 1.5 mM Gly-Pro-p-
nitroanilida p-toluensulfonata (supstrat za DPPIV substrate, Sigma G2901) i 50 puL of
distilovane vode. Standardni uzorci su sadrzali 20 pL 1.5 mM p-nitroanilina (Sigma
N2128) umesto supstrata, a njihove slepe probe su sadrzale 20 pL distilovane vode.
Nakon 30 min inkubacije na 37°C, dodato je 50 puL ohladenog (4°C) 1M acetatnog
pufera (pH 4.2), u slepe probe serumskih uzoraka, kako bi se sprecila enzimska reakcija.
Potom je dodato 10 pL seruma u serumske uzorke i njihove slepe probe. U standardne
uzorke i standardne slepe probe dodato je 10 puL distilovane vode. Mikroploc¢e su potom
inkubirane narednih 30 min na 37°C. Enzimska reakcija je zaustavljena dodatkom 50

uL ohladenog (4°C) 1M acetatnog pufera (pH 4.2) u uzorcima koji sadrze serum.
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Uzorci standarda i njihove slepe kontrole su sadrzale istu koli¢inu acetatnog pufera.
Apsorbanca (A) je merena na talasnoj duzini od 405 nm. Aktivnost DPPIV u serumu

raCunata je prema formuli:

Enzimska aktivnost = (A uzorka seruma - A slepe probe uzorka seruma / A

standarda - A slepe probe standarda)*100
Enzimska aktivnost: IU/L= 1 uM/min/L seruma.

Svi eksperimenti su radeni u triplikatu.
3.5.6 ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

ELISA predstavlja imunoloSko-biohemijsku metodu za odredivanje prisustva antigena
ili antitela u uzorku. U ovom istrazivanju, odredivanje nivoa antikalretikulinskih IgA 1
IgG antitela u serumu vrSeno je ELISA metodom, na naCin kako je opisano u

135, 136 . .
’ Naime, humanim

prethodnim istrazivanjima (Sanchez i sar., 2008, 2003).
rekombinantnim kalretikulinom u finalnoj koncentraciji od 5 mg/ml fosfatnog pufera
(PBS) oblozZene su polistirenske plo¢e za mikrotitraciju sa 96 bunarc¢i¢a (Gama, Czech
Republic) tokom no¢i, na 4°C. Blokiraju¢i pufer (1% bovin serum albumin - BSA) u
PBS (Sigma, Germany) koris¢en je kao negativna kontrola. Svaki uzorak seruma i
standardni serum, razblazeni u blokiraju¢em puferu (1:20, 1:100 za IgA 1 1:100, 1:500
za IgQ) analizirani su u triplikatu. Najvisi opticki denzitet (OD) kontrole je oduzet od

srednje vrednosti izmerenog OD.

3.6 Klinicki deo istraZivanja
Klini¢ki deo istrazivanja podrazumeva analizu klini¢kih parametara, koristeéi kao izvor
istorije bolesti: utvrdivanje tipa lezije dojke; utvrdivanje klinickog stadijuma tumora;

procenu povezanosti tih klinickih parametara sa ¢elijskim 1 humoralnim imunoloSkim

parametrima.
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3.7 StatistiCka metodologija

3.7.1 Statisticka metodologija za odredivanje aktivnosti serumske DPPIV

StatistiCka znacCajnost dobijenih rezultata procenjena je koris¢enjem Kruskal Wallis-
ovog testa, kao i asimptotskog Wilcoxon-ovog testa sume rangova. Korelacija izmedu
dva parametra u svakoj grupi bolesnica testirana je Spearman-ovim rangom korelacije.
Normalne distribucije parametara analizirane su koris¢enjem Kolmogorov-Smirnov-
ovog testa i Shapiro-Wilk-ovog testa. Za analizu je koriSéen statistiCki program: R
version 2.8.1 (2008-12-22) Copyright (C) 2008 The R Foundation for Statistical
Computing (ISBN 3-900051-07-0). Za odredivanje statisticke znaCajnosti rezultata
koris¢ena je tzv. Bonferroni korekcija (p<0.05/3).

Porast nivoa enzimske aktivnosti u serumu definisan je kao vrednost iznad srednje
vrednosti za kontrolnu grupu, plus standardna devijacija (SD). Pad nivoa enzimske
aktivnosti u serumu definisan je kao vrednost ispod srednje vrednosti kontrolne grupe

minus SD.

3.7 2 Statisticka metodologija za odredivanje overekspresije kalretikulina u

tkivima benignih i malignih promena dojke

Neparametarski Mann—Whitney U-test je koriS¢en za komparaciju serumskih nivoa IgA
i IgG antikalretikulinskih antitela izmedu grupa bolesnica i kontrolne grupe. '’
Koncentracije antikalretikulinskih antitela u serumu su izrazene kao arbitrarne jedinice
(AU), pri ¢emu je OD standardnog seruma koris¢ena kao referentna vrednost (uzeta
100%). Tzv.cut-off vrednosti za antikalretikulinska antitela su izrazene kao srednja
vrednost plus 2SD, na osnovu podataka dobijenih iz serumskog pula 38 kontrolnih

uzoraka. Vrednosti koje su prevazilazile cut-off evaluirane su kao pozitivne.
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3.7.3 Obrada podataka dobijenih analizom na proto¢nom citometru

Analizirani  parametri: CDI16PE/CDS6FITC, CDI16FITC/CDS89PE i1 CD26PE

predstavljeni su, obradom preko CellQUEST softvera, kao procenat PBMC =za
CD16PE/CDS6FITC i CD16FITC/CD89PE, odnosno kao procenat PBL za CD26PE po

ispitivanom uzorku. Tako dobijeni podaci analizirani su slede¢im statistiCkim testovima:

Za testiranje razlika izmedu grupa od interesa, a u zavisnosti od prirode ispitivanih
parametara, koriS¢eni su Kruskal Wallis-ov test; Wilcoxon-ov test sume rangova,
Wilcoxon-ov test sume rangova sa kontinuiranom korekcijom, asimptotski
Wilcoxon-ov test sume rangova i egzaktni Wilcoxon-ov test sume rangova.

Za opis parametara od znacaja, a u zavisnosti od njihove prirode, koriS¢ene su mere
deskriptivne statistike: frekvencije, procenti, srednja vrednost (prosek), medijana,
standardna devijacija (SD) 1 opseg (raspon).

Za nivo statisticke znacajnosti usvojena je vrednost a=0.05. U slucaju visestrukog
testiranja nad istim setom podataka, koriS¢ena je Bonferroni korekcija a-vrednosti
(0;=0.05/3=0.0167).

Analiza podataka je radena u statistickom programu R version 2.8.1 (2008-12-22)
Copyright (C) 2008 The R Foundation for Statistical Computing
ISBN 3-900051-07-0.
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4. REZULTATI

U istrazivanju je uCestvovalo 105 bolesnica, predvidenih za hirurSku terapiju, od kojih
68 (64,76%) sa malignim promenama dojke, 37 (35,24%) sa benignim promenama
dojke (grafikon 4.1) 1 37 zdravih osoba kao kontrole. Starost bolesnica je u intervalu od

19 — 82 godine (prosecna starost je 54,4 godine).

Grafikon 4.1. Ucestalost bolesnica sa malignim i benignim promenama dojke:
1. bolesnice sa malignim promenama
2. bolesnice sa benignim promenama

4.1 Bolesnice sa malignim promenama dojke

U grupi bolesnica sa malignim promenama dojke, najbrojniji su invazivni karcinomi (64
bolesnice), sa podjednakom zastupljenoS¢u dva najc¢esca histopatoloSka entiteta: kod 32
bolesnice dijagnostikovan je Ca ductale invasivum mammae (47,06%) 1 kod 32
bolesnice Ca lobulare invasivum mammae (47,06%). Kod dve bolesnice je
dijagnostikovan Ca ductale in situ mammae (2,94%), dok je Ca lobulare in situ
mammae bio prisutan kod jedne bolesnice (1,47%). Kod jedne bolesnice je

dijagnostikovan Carcinosarcoma mammae (1,47%). (grafikon 4.2)
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Grafikon 4.2. Zastupljenost patohistoloskih tipova malignih promena dojke:
1. Carcinoma ductale invasivum mammae
2. Carcinoma ductale in situ mammae
3. Carcinoma lobulare invasivum mammae
4. Carcinoma lobulare in situ mammae
5. Carcinosarcoma mammae

Kod 27 bolesnca (39,71%) dijagnostikovane su metastaze karcinoma dojke u limfnim
nodusima aksile (Ca mammae matastaticum Ilymphonodi), dok kod 41 bolesnice
(60,29%) nije bilo metastatski izmenjenih nodusa (Sinus histiocytosis reactiva

lymphonodorum). (grafikon 4.3).

Grafikon 4.3. Zastupljenost metastaza u limfnim nodusima aksile:
1. bez metastaza — Sinus histiocytosis reactiva lymphonodorum
2. sa metastazama — Carcinoma mammae matastaticum lymphonodi

Kod dve bolesnice (2,94%) dijagnostikovane su udaljene metastaze karcinoma dojke,

kod obe u kostanom sistemu (Metastasis in ossibus generalisata).
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4.2 Bolesnice sa benignim promenama dojke

U grupi bolesnica sa benignim promenama dojke, najzastupljenije su fibrocisticne

displazije: kod 8 bolesnica (21,62%) je dijagnostikovana proliferativna forma, dok je

kod 6 bolesnica (16,22%) prisutna neproliferativna forma ove bolesti. Cetiri bolesnice

(10,81%) su imale dijagnostikovanu fibrocistiénu bolest dojke, kod tri (8,12%) je bio

prisutan intraduktalni papilom, kod tri atipi¢na lobularna hiperplazija (8,12%). Dve

bolesnice (5,41%) su imale histopatolocki verifikovan fibroadenom, a dve (5,41%)

intracistiéni papilom. Kod preostalih devet bolesnica dijagnostikovani su razli€iti

benigni patohistoloski entiteti: masna involucija (2,7%); policisticna displazija (2,7%);

fibroskleroza dojke (2,7%); benigni filodni tumor (2,7%); prosta inflamirana cista

(2,7%); periduktalni hroni¢ni mastitis (2,7%); masna nekroza sa kalcifikacijama (2,7%);

depigmentacija koZe (2,7%) 1 hroni¢na nespecifi¢na inflamacija (2,7%). (grafikon 4.4.)

Grafikon 4.4. Zastupljenost patohistoloskih tipova benignih promena dojke:

9.
1. Dysplasio fibrocystica proliferativa mammae 10.
®)* 11.
2. Dysplasio fibrocystica nonproliferativa 12.
mammae (6) 13.
3. Fibrocystic changes mammae (4) 14.
4. Papilloma intraductale (3)
5. Hpyperplasia lobularis atypica (3) 15.
6. Fibroadenoma (2) 16.
7. Papilloma intracysticum mammae (2)
8. Involutio adiposa mammae (1)

Dysplasio policystica (1)

Fibrosclerosis mammae (1)

Tu phillodes mammae benignus (1)

Cystis simplex mammae in inflamatione (1)
Mastitis periductalis chronica (1)

Necrosis textus adiposus et calcificationes
mammae (1)

Depigmentatio cutis (1)

Inflamatio chronica non-specifica mammae (1)

e U zagradi () je prikazan broj bolesnica sa odgovaraju¢im tipom benigne promene dojke
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4.3 Ispitivanje aktivnost serumske dipeptidil-peptidaze IV i
ekspresije CD26 antigena na imunokompetentnim celijama

periferne Kkrvi

0 Aktivnost serumske DPPIV kod zdravih osoba i kod bolesnica sa benignim i

malignim promenama dojke

Aktivnost serumske DPPIV je testirana u svakoj grupi (bolesnice sa benignim
promenama dojke, bolesnice sa malignim promenama dojke i1 zdrave osobe).
Komparacija podataka je predstavljena u odabranim reprezentativhim podgrupama
bolesnica sa malignim promenama: podgrupa sa histoloskim gradusom G2, podgrupe sa
nuklearnim gradusima NG1 i NG2, kao i podgrupe sa ili bez metastaza u regionalnim
limfnim nodusima.

Aktivnost serumske DPPIV u jedinicama IU/L nije pokazala statisti¢cki znacajnu razliku

izmedu bolesnica sa benignim ili malignim lezijama u poredenju sa kontrolama.

(grafikon 4.5 i tabela 4.1).
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Grafikon 4.5. DPPIV aktivnost u serumu bolesnica sa benignim ili malignim
promenama dojke i1 kod zdravih kontrola. Xav+/-SD su cut-off vrednosti dobijene od

zdravih kontrola
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Tabela 4.1. Serumska aktivnost DPPIV, %CD26" limfocita, % ukupnih CD26" éelija, %

limfocita i MFI (mean fluorescence intensity) CD26 ekspresije na limfocitima kod

zdravih kontrola i bolesnica sa benignim i malignim promenama dojke

Bolesnice | n serumska % CD26" % ukupnih CD26" | % limfocita MFI CD26

DPPIV limfocita celija ekspresije na
aktivnost limfocitima

(IU/L)

Kontrole | 24 | 26.34+7.33 49.58 +11.13 12.93+4.29 23.78 £ 8.33 284.50 £ 111.61

Benigne 34 | 2634+7.52 51.14 +12.87 9.91 £4.47* 19.70 = 6.54 246.10 £ 171.05

promene (p=0.0534)

dojke

Maligne 69 | 28.29+6.30 51.61+9.71 10.04 +4.52** 19.67+7.12 207.10 £ 147.22

promene p=0.04932 A

dojke

U poredenju sa zdravim kontrolama: * (p<0.01), ** (p<0.007), *** (p<0.012)

Koriste¢i cut off vrednosti za aktivnost serumske DPPIV (dobijene kako je opisano u

poglavlju Metode), 19,01 IU/L 1 33,67 IU/L, 4 i 3 od 24 kontrole su imale snizen ili

povisen nivo aktivnosti DPPIV. Neznatna ucestalost osoba sa izmenjenom aktivnoscu

DPPIV prisutna je i u grupi bolesnica sa benignim promenama (6 i 4 od 34 bolesnice

imale su smanjen odnosno povecan nivo aktivnosti DPPIV). Veca ucestalost (18 od 69)

osoba sa povisenom DPPIV aktivno$éu prisutna je samo u grupi bolesnica sa

karcinomom dojke. (tabela 4.2)
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Tabela 4.2. Ucestalost osoba sa izmenjenim parametrima

Zdrave osobe Bolesnice sa Bolesnice sa
benignim malignim
promenama dojke promenama dojke

Broj osoba u grupi 24 34 69
UCcestalost osoba sa snizenom serumskom
aktivnoicu (<19.01 IU/L) DPPIV 4(24) 6 (34) 4(69)
UCcestalost osoba sa povisenom serumskom
s (o
aktivnoscu (>33.67 IU/L) DPPIV 3(23) 4 (34) 18 (69) *
Ugestalost osoba sa snizenim % (<38.45%) CD26"
limfocita 4(23) 4(31) 3(65)
UCcestalost osoba sa povisenim % (>67.71%)
o .

CD26" limfocita 2(23) 6 (31) 11 (65)
Ucestalost osoba sa snizenim % (<8.64%) CD26"
éelija bele krvne loze 2(23) 11(31) 24 (65) *
Ucestalost osoba sa povisenim % (>17.22%)
CD26" éelija bele krvne loze 3(23) 1(31) 6 (65)
UCcestalost osoba sa snizenim MFI CD26
(<172.89) ekspresije na limfocitima 3(23) 12 (32) * 36 (66) *
UCcestalost osoba sa povisenim MFI CD26
(>396.11) ekspresije na limfocitima 3(23) 8 (32) 6 (66)
Ucestalost osoba sa snizenim % (<15.45%)
limfocita 2(23) 10 (33) * 21 (67) *
UCcestalost osoba sa povisenim % (>32.10%)
limfocita 5(23) 1(33) 3(67)

* povecana ucestalost osoba sa izmenjenim parametrima

0 Ekspresija CD26 antigena na imunokompetentnim ¢elijama periferne krvi

kod bolesnica sa malignim i benignim promenama dojke, kao i kod zdravih

kontrola

U ranijim istrazivanjima je potvrdeno da je prisustvo DPPIV u serumu povezano sa

gubitkom transmembranskog CD26 antigena sa povrine limfocita. **°' Shodno tome, u

ovom radu ispitivana je ekspresija CD26 na populaciji leukocita, u grupama ispitanica i

kod zdravih osoba.
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Podaci prikazani na grafikonu 4.6 pokazuju da postoji statisti¢ki znac¢ajano nizi procenat
ukupnih CD26" éelija (ukupna bela krvna zrnca periferne krvi sa ekspresijom CD26) u
bolesnica sa benignim (Wilcoxon rank sum test: W= 210; p< 0.01) i malignim
(Wilcoxon rank sum test sa korekcijom: W= 463; p< 0.007) promenama u komparaciji
sa zdravim kontrolama. (tabela 4.1). Iako nije ustanovljena statisticki znacajna razlika u
procentu CD26 " limfocita (grafikon 4.7) u grupama bolesnica i u grupi zdravih kontrola,
bitno je napomenuti da postoji statisticki znacajan pad intenziteta fluorescencije u
ekspresiji CD26 na limfocitima (p<0.012), jedino u grupi bolesnica sa malignim
promenama u komparaciji sa zdravim kontrolama (grafikon 4.8). Znacajno je, takode,
da je intenzitet fluorescencije (MFI - mean fluorescence intensity) ekspresije CD26 na
polimorfonuklearnim ¢elijama i monocitima bolesnica, kao i zdravih kontrola bio
zanemarljiv.

Buduéi da je CD26 ecto-ADA vezujuéi kompleksni protein >

, promene u ekspresiji
CD26/ADA na limfocitima mogu uticati na njihov broj (usled nesposobnosti ¢elija bez
ecto-ADA da konvertuju verovatno toksi¢ni adenozin u netoksi¢ni inozin). Shodno
tome, u ovom radu analiziran je i procenat limfocita u krvi ispitivanih grupa (Tabela
4.1). Nize vrednosti (ali ne statisticki znaCajne) u procentu limfocita prisutne su u
bolesnica sa karcinomom dojke u komparaciji sa vrednostima za zdrave kontrole
(Wilcoxon rank sum test: W= 558; p=0.04932) (grafikon 4.9).

Reprezentativni FSC/SSC dot-blotovi za zdrave kontrole i za bolesnice sa malignim
pormenama dojke u kojima se moze uociti pad populacije limfocita, prikazani su u
grafikon 4.10. Nadalje, grafikon 4.11 prikazuje reprezentativan histogram plot sa CD26"

preklapanjem zdravih kontrola i bolesnica sa karcinomom dojke sa slabijim CD26

bojenjem.
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Grafikon 4.6. Procenat CD26" ukupnih éelija bele krvne loze kod zdravih kontrola i kod

bolesnica sa benignim ili malignim promenama dojke. Xav+/-SD su cut-off vrednosti

dobijene od zdravih kontrola.
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Grafikon 4.7. Procenat CD26" limfocita kod zdravih kontrola i kod bolesnica sa

benignim ili malignim promenama dojke. Xav+/-SD su cut-off vrednosti dobijene od

zdravih kontrola.
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Grafikon 4.8. MFI ekspresije CD26 na limfocitima kod zdravih kontrola i kod bolesnica

sa benignim ili malignim promenama dojke. Xav+/-SD su cut-off vrednosti dobijene od

zdravih kontrola.
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Grafikon 4.9. Procenat limfocita kod zdravih kontrola i kod bolesnica sa benignim ili

malignim promenama dojke. Xav+/-SD su cut-off vrednosti dobijene od zdravih

kontrola.
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Grafikon 4.10. A.FSC/SSC dot-blot za zdrave kontrole pokazuje tri osnovne populacije
¢elija bele krvne loze; B.FSC/SSC dot-blot za bolesnice sa malignim promenama dojke;
C. 1 D.dot-plotovi “gejtovanih” limfocita, bojenih sa CD26, zdrave kontrole (C) i

bolesnice sa malignim promenama dojke (D).
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Grafikon 4.11. Histogram plot CD26": smanjenje MFI kod bolesnica sa malignim

promenama dojke (ljubicasto) u odnosu na zdrave kontrole (pink)

0 Veza izmedu nivoa serumske aktivnosti DPPIV, CD26 bojenja celijske

povrsine i klinicko-patoloskih karakteristika bolesnica sa promenama dojke

Moguca korelacija izmedu DPPIV serumske aktivnosti, procenta limfocita, procenta
CD26" limfocita i CD26" belih krvnih zrnaca ispitivana je u svakoj grupi (zdrave
kontrole, kao i bolesnice sa benignim i malignim promenama dojke). Analizirane su,
takode, 1 reprezentativne podgrupe bolesnica sa malignim tumorima: podgrupa sa
histoloSkim gradusom 2 (G2), podgrupe sa nuklearnim gradusom 1 i 2 (NG1 1 NG2),
podgrupe sa razli¢itom veli¢inom tumora (T1 1 T2), kao i podgrupe sa ili bez metastaza
u regionalnim limfnim nodusima. Nije potvrdena statisticki znacajna razlika izmedu
pomenutih ispitivanih parametara u ispitivanim podgrupama bolesnica sa karcinomom

dojke.
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U ovim analizama je pokazano da 7 od 18 bolesnica sa karcinomom dojke koje su imale
povisenu aktivnost serumske DPPIV, ima i snizen procenat (ispod cut-off vrednosti)
CD26" belih krvnih zrnaca i/ili sniZen procenat limfocita. Takode, u 12 od pomenutih
18 bolesnica sa karcinomom dojke, potvrden je pad MFI CD26 ekspresije na
limfocitima. Pokazano je i da je 36 od 66 bolesnica sa malignim promenama dojke
ispoljilo pad MFI CD26 ekspresije na limfocitima, kao i da je 15 od njih imalo 1 snizen
procenat limfocita (Tabela 4.2). Evidentiran pad MFI CD26 ekspresije na limfocitima
nije u korelaciji sa prisustvom metastaza u regionalnim limfnim nodusima ispitivanih

bolesnica.

4.4 Ekspresija Kkalretikulina u benignim i malignim

promenama dojke

Imunoreaktivnost antikalretikulinskih antitela sa kalretikulinom u ispitivanim iseccima
tkiva dojke predstavljena je na slici la kao ,intenzivno bojenje” (prikazano braon
bojom) celija u kojima je uoCena overekspresija kalretikulina. Analiza podataka
dobijenih nakon imunohistohemijskog bojenja na kalretikulin tkivnih iseCaka benignih
ili malignih promena, prikazanih na slici 4.1a i 4.1b, pokazuje prisustvo citoplazmatske
imunoreaktivnosti na kalretikulin u 55 i membranske u 8 analiziranih uzoraka od 57
(jedna bolesnica sa duktalnim karcinomom dojke od 58 ispitivanih sa malignom
promenom je iskljuena iz analize, jer uzorak nije bio tehnicki korektno nacinjen)

analiziranih uzoraka bolesnica sa malignim promenama (tabela 4.3).
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Tabela 4.3. Ucestalost bolesnica (n/57) sa malignim

overekspresije kalretikulina u njihovim tkivnim ise¢cima

promenama dojke 1 nivo

nivo overekspresije

ucestalost bolesnica (n/57)
sa citoplazmatskim

ucestalost bolesnica (n/57)
sa membranskim

kalretikulina (intenzitet prebojavanjem prebojavanjem
e

THC* bojenja) kalretikulina kalretikulina

0 2/57 49/57

I 20/57 4/57

o 19/57 4/57

37 16/57 0/57

*IHC - imunohistohemija

Slika 4.1. Overekspresija kalretikulina u duktalnom karcinomu dojke. Parafinski isecci

obeleZzeni ze¢jim poliklonalnim antitelima (Abcam) na kalretikulin. Citoplazmatsko

bojenje malignih ¢elija — strelica (a). Membransko bojenje malignih c¢elija na

kalretikulin oznaceno glavom strelice (b)
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Citoplazmatska imunoreaktivnost na kalretikulin je uocena u 17, a membranska u 11 od
26 analiziranih tkivnih ise¢aka benignih promena (jedna bolesnica od 27 ispitivanih sa

benignim promenama je iskljuena iz analize, jer uzorak nije bio tehnicki korektno
naCinjen) (tabela 4.4). Treba ista¢i da je znaCajna overekspresija kalretikulina
(arbitrarno rangirana kao 2+ i1 3+ intenzitet bojenja) u malignim ¢elijama dojke uocena
kod 35 od 57 analiziranih isecaka tumorskog tkiva, slab intenzitet bojenja (rangiran kao
1+) detektovan kod 20 od 57 uzoraka, a odsustvo bojenja ustanovljeno je kod 2 od 57
uzoraka tumorskog tkiva (tabela 4.3). Intenzivna (2+) membranska overekspresija
kalretikulina konstatovana je samo kod 4 od 57 ispitivanih uzoraka. Slab intenzitet
bojenja (1+) bio je prisutan takode u 4 tkivna uzorka. Medu bolesnicama sa duktalnim
karcinomom intenzivna citoplazmatska overekspresija kalretikulina (2+ 1 3+)
konstatovana je kod 20, dok je slabo bojenje uoceno kod 7 od 27 analiziranih uzoraka.
Sa druge strane, kod bolesnica sa lobularnim karcinomom, intenzivna citoplazmatska
overekspresija kalretikulina (2+ i 3+) detektovana je kod 12, slab intenzitet bojenja kod
11, dok kod jedne od 24 analizirane bolesnice nije bilo prebojenosti tkivnog uzorka. U
odnosu na intenzitet overekspresije kalretikulina, ovo istrazivanje pokazuje da je
intenzivna citoplazmatska overekspresija kalretikulina ¢esce prisutna u tkivu duktalnog,
nego lobularnog karcinoma. U ¢elijama benignih promena dojke, intenzivna
citoplazmatska overekspresija kalretikulina (2+ i 3+) prisutna je u 10 od 26, slab
intenzitet bojenja (1+) uocen je u 7 od 26 analiziranih tkivnih isecaka, dok je 9 od 26

uzoraka bilo negativno na bojenje (tabela 4.4).

Tabela 4.4. Ucestalost bolesnica (n/26) sa benignim promenama dojke i nivo

overekspresije kalretikulina u njihovim tkivnim ise¢cima

nivo overekspresiie ucestalost bolesnica (n/26) | ucestalost bolesnica (n/26)
Kalret ikulinalzintejnzite (HC | 52 citoplazmatskim sa membranskim
bojenia) prebojavanjem prebojavanjem
oJen kalretikulina kalretikulina
0 9/26 15/26
1+ 7/26 6/26
2+ 8/26 2/26
3+ 2/26 3/26
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Nadalje, treba napomenuti da, iako zdravo (ne-tumorsko) tkivo u najveéem broju
ispitivanih tkivnih ise¢aka nije pokazalo imunoreaktivnost sa anti-kalretikulinskim
antitelima, u 7 od 26 analiziranih uzoraka benignih promena, uo¢eno je bojenje okolnog
normalnog epitela. Intenzivna (2+ i1 3+) membranska overekspresija kalretikulina
ustanovljena je kod 5 od 26, dok je slab intenzitet (1+) membranske overekspresije

kalretikulina uocena kod 6 od 26 ispitivanih uzoraka benignih promena.

4.5 Odredivanje serumskih nivoa IgA i IgG anti-
kalretikulinskih antitela u bolesnica sa benignim i malignim

promenama dojke

Serumski nivoi IgA 1 IgG anti-kalretikulinskih antitela odredivani su za 56 bolesnica sa
malignim i 23 bolesnice sa benignim promenama dojke.

Cut-off vrednosti za odredivanje nivoa anti-kalretikulinskih antitela ustanovljeni su
analizom uzoraka 38 zdravih kontrola, kao srednja vrednost + 2 standardne devijacije
(55 arbitrarinih jedinica za IgA, odnosno 76 za IgG). Distribucija serumskih IgA i IgG
anti-kalretikulinskih antitela u bolesnica sa benignim i malignim promenama dojke i
kod zdravih kontrola prikazana je na grafikonu 4.12. Srednje vrednosti nivoa serumskih
IgA 1 IgG anti-kalretikulinskih antitela bile su najveée u grupi bolesnica sa malignim
promenama (51 + 47,6 AU, srednja vrednost + s.d.), a ove vrednosti su bile povecane i
kod bolesnica sa benignim promenama dojke (42,8 £ 27,6 AU). Nivoi IgA anti-
kalretikulinskih antitela bili su znacajno poviSeni kod bolesnica sa malignim
promenama (P < 0.01), kao i kod bolesnica sa benignim promenama (P < 0.05), u
komparaciji sa zdravim kontrolama (24,9 + 15,3 AU). Nasuprot, nije ustanovljen
znacCajan porast serumskih nivoa IgG anti-kalretikulinskih antitela kod ovih bolesnica.
Nivoi IgG anti-kalretikulinskih antitela bili su 32,8 + 35,9 AU u grupi bolesnica sa
malignim promenama, 45,8 + 44,6 AU u bolesnica sa benignim promenama i 24 + 26,3
AU kod zdravih kontrola. Takode, nije konstatovana znacajna razlika u nivoima IgA

and IgG anti-kalretikulinskih antitela izmedu dve ispitivane grupe bolesnica.
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U bolesnica sa benignim promenama, 7 od 23 analizirane bolensice su imale povisen
serumski nivo IgA antitela. PoviSen serumski nivo IgG antitela takode je imalo 7
bolesnica iz ove grupe.

Analize seruma bolesnica sa malignim promenama dojke potvrdile su poviSena IgA
antitela na kalretikulin u 17 od 56 bolesnica. Medu bolesnicama sa poviSenim nivoom
IgA antikalretikulinskih antitela, 9 od 17 su imale metastaze u regionalnim limfnim
nodusima. PoviSeni serumski nivoi IgG imunoglobulina na kalretikulin ustanovljeni su
kod 6 od 56 bolesnica sa malignim promenama dojke. Samo jedna od ovih 6 bolesnica
imala je metastatsku bolest u regionalnim limfaticima.

U zdravim kontrolama, poviseni serumski nivoi IgA antitela na kalretikulin ustanovljeni
su kod 2 od 38 osoba, a takode i1 poviSeni serumski nivoi IgG antitela na kalretikulin
konstatovani su kod 2 osobe.

Analizom odnosa overekspresije kalretikulina i humoralne imunosti na kalretikulin,
potvrdeno je da se u 17 od 55 bolensica sa intenzivnim kalretikulin-pozitivnim bojenjem
(>1+) malignih ¢elija, ispoljava znacajno visi nivo IgA i/ili IgG antikalretikulinskih
antitela: 14 bolesnica je imalo poviSen nivo IgA, 5 bolesnica je imalo povisen nivo IgG,
a 2 bolesnice su imale povisene nivoe i IgA i1 IgG antitela (tabela 4.5). Sa druge strane, 7
od 17 bolesnica sa benignim promenama koje su pokazale intenzivo kalretikulin-
pozitivno bojenje (>1+) ¢elija imalo je povisene nivoe IgA 1/ili IgG anti-kalretikulinskih
antitela: 5 je imalo poviSen nivo IgA, 5 povisen nivo IgG, dok su 3 od ovih bolesnica

imale povisene nivoe i IgA 11gG antitela.
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Grafikon 4.12. Serumski nivoi IgA i IgG anti-kalretikulinskih antitela kod zdravih
kontrola (C), benignih promena dojke (BBD) i malignih tumora (CaM). Serumski nivoi
anti-kalretikulinskih antitela su izraZzeni u arbitrarnim jedinicama (AU). Pune linije
oznacavaju srednju vrednost. Cut-off vrednosti su 55 AU za IgA i 76 AU za IgG
antitela. **P < 0.01 *P <0.05
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Tabela 4.5. Bolesnice sa povisenom serumskom IgA 1/ili IgG imunoreaktivno$éu na
kalretikulin zavisno od lokalizacije overekspresije kalretikulina (citoplazmatska 1/ili

membranska) u njthovim tkivnim ise¢cima

bolesnice maligna IgA IgG citoplazmatsko | membransko
promena (mg) |imunoreaktivnost| imunoreaktivnost | prebojavanje |prebojavanje
vs. benigna kalretikulina | kalretikulina
promena (bg)
1. mg + - 1+ 0
2. mg + - 2+ 2+
3. mg - + 0 0
4. mg - + 1+ 0
5. mg + - 2+ 0
6. mg + - 1+ 0
7. mg - + 2+ 0
8. mg + - 1+ 0
9.*% mg + - 1+ 0
10.* mg + - 1+ 0
11.* mg + - 2+ 0
12. mg + - 2+ 0
13.* mg + - 1+ 0
14.* mg + - 2+ 0
15.* mg + - 2+ 0
16.* mg + + 2+ 0
17. mg - + 3+ 0
18. mg + + 1+ 0
19.* mg + - nd nd
20. bg + - 2+ 3+
21. bg - + 1+ 0
22. bg + + 2+ 0
23. bg + + 1+ 0
24, bg + + 2+ 0
25. bg + - 2+ 2+
26. bg + - 0 0
27. bg - + 2+ 1+
28. bg - + nd nd

* N+: bolesnice sa metastazama u regionalnim limfaticima nd: nije odredeno
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4.6 Ispitivanje relativne ucestalosti odredenih subpopulacija
mononuklearnih celija periferne krvi bolesnica i zdravih

osoba

Relativna udestalost (procentualna zastupljenost) CD16" ("gejtovanih”-g i totalnih-t) i
CD56" mononuklearnih éelija periferne krvi (PBMC), izrazena kao srednja vrednost sa
standardnom devijacijom, ispitivana je kod 65 bolesnica sa malignim promenama dojke,
kod 32 bolesnice sa benignim promenama dojke i kod 33 zdrave kontrole.

Ispitivanjem relativne ucestalosti gCD16%™/56"™ i tCD16"™/56%™ subpopulacija
imunokompetentnih ¢elija, nije evidentirana statisticki znacajna razlika u ispitivanim

dim?/560riEht gybpopulacija imunskih

grupama. Ispitivanjem relativne ucestalosti gCD16
¢elija evidentirana je statisticki znacajna razlika kako izmedu bolesnica sa malignim
promenama 1 zdravih kontrola, tako 1 izmedu bolesnica sa benignim promenama dojke 1
zdravih kontrola (tabela 4.6 i grafikon 4.13a), dok je u sludaju tCD16“™/56"€"" ¢elija
potvrdena statisti¢ki znacajna razlika izmedu bolesnica sa malignim promenama dojke 1
zdravih kontrola (tabela4. 6 i grafikon 4.13b).

Statisticki znadajna razlika ustanovljena je i u relativnoj ucestalosti gCD16™€""/564™"
kako izmedu bolesnica sa malignim promenama i zdravih kontrola, tako i izmedu

bolesnica sa benignim promenama dojke i zdravih kontrola (tabela 4.6 i grafikon 4.14).
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Tabela 4.6. Prikaz relativne udestalosti CD16/CD56" imunokompetentnih éelija i

njegove statistiCke znacajnosti po grupama

*subpopulacije **grupe broj relativna | standardna | testiranje | testiranje | testiranje
PBMC (%) ispitanika | ispitanika | ucestalost [ devijacija izmedu izmedu izmedu
(%) (SD) grupe grupe grupe
ligrupe | ligrupe | 21igrupe
2 3 3
1 65 2.7 299 | W=1044 | W=1154 | W=568.5
gCD16%™/56%m* 2 32 3.13 4.94 p=0.98 p=0.54 p=0.6
3 33 1.89 1.63
1 65 0.49 0.56 W=1026 | W=1294.5 | W=643.5
tCD16%™ /569" 2 32 0.58 0.81 p=0.91 | p=0.09 | po0.13
3 33 0.3 0.26
1 65 0.22 0.38 W=959 | W=606 | W=371
gCD16%™ /56 2 32 0.37 0.67 p0.51 |p=0.0003 | po0.03
3 33 0.6 0.6
1 65 0.05 0.08 W=973.5 | W=688.5 | W=388
tCD16%™ /560t 2 32 0.08 0.14 p=0.59 | p=0.003 | p=0.06
3 33 0.11 0.14
1 65 5.78 6.08 | W=1015.5 | W=695.5 | W=324
gCD16™e /56dm 2 32 5.72 6.18 p=0.85 | p=0.005 | p=0.007
3 33 8.46 4.61
1 65 1.29 1.5 W=1033.5| W=875 | W=417.5
tCD16™e" /564 ™ 2 32 1.29 1.63 p=0.96 | p=0.14 | p=0.15
3 33 1.42 .11
1 65 0 0.02 W=1006 | W=1003.5 | W=510
gCD16™E /5t | 2 32 0.01 0.02 p=0.56 | p=0.27 | p=0.62
3 33 0.02 0.07
1 65 0 0.01 | W=1006.5| W=1008 | W=513.5
tCD 16 /56 right+ 2 32 0 0 p=0.57 | P=0.31 | p=0.83
3 33 0 0.02
1 65 8.7 6.11 W=1024 | W=810 | W=402
¢CD16'/56" (ly) 2 32 9.24 7.35 p=0.9 | p=0.05 | p=0.09
3 33 10.96 5.68
1 65 1.83 1.54 W=1036 | W=1034 | W=509
tCD16"/56" (ly) 2 32 1.94 L.74 p=098 | p=0.77 | p=0.81
3 33 1.84 1.35
Legenda:

*PBMC: mononuklearne Celije periferne krvi
**grupe ispitanika: 1. bolesnice sa malignim promenama dojke; 2. bolesnice sa benignim
promenama dojke; 3. zdrave osobe (kontrole)
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Grafikon 4.13a. Distribucija gCD16"™/56™€"" (%) po grupama (p<0,01 izmedu 1. i 3.
grupe; p<0,05 izmedu 2. 1 3. grupe)
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Grafikon 4.13b. Distribucija tCD16%™/56"¢"" (%) po grupama (p<0,01 izmedu 1. i 3.
grupe)

73



srednja
vrednost
(%)

2

grupe ispitanika 3

Grafikon 4.14. Distribucija gCD16™€"/56%™" (%) po grupama (p<0,01 izmedu 1. i 3.
grupe; p<0,01 izmedu 2. 1 3. grupe)

Ispitivanjem relativne udestalosti ostalih subpopulacija PBMC: tCD16™&"/56%™
gCD16™E /568 tCD16™ " /56" €™ na  granulocitnoj, kao i gCDI16'/56" i
tCD16/56" na limfocitnoj subpopulaciji, nije evidentirana statisticki znacajna razlika
medu ispitivanim grupama (tabela 4.6).

Relativna uéestalost CD89" subpopulacija ("gejtovanih”-g i totalnih-t) imunskih ¢elija,
izrazena kao srednja vrednost sa standardnom devijacijom, ispitivana je kod 64
bolesnice sa malignim promenama dojke, kod 34 bolesnice sa benignim promenama
dojke 1 kod 37 zdravih kontrola. Evidentirana je statisticki znacajna razlika u relativnoj
udestalosti tCD89" subpopulacija izmedu bolesnica sa malignim promenama i zdravih
kontrola, kao 1 izmedu bolesnica sa benignim promenama i zdravih kontrola (tabela 4.7

i grafikon 4.15).

74



Tabela 4.7. Prikaz relativne ucestalosti gCD89" i tCD89" imunokompenentnih éelija

1 njegove statisticke znacajnosti po grupama

subpopulacije | grupe broj relativna | standardna | testiranje | testiranje | testiranje
PBMC (%) | ispitanika | ispitanika | uCestalost | devijacija | izmedu izmedu izmedu
(%) (SD) grupe 11 | grupe 11 | grupe 21
grupe 2 grupe 3 grupe 3
grupa 1 64 97.63 4.47 W=1322.5 | W=1329.5 | W=566.5
gCD89" grupa 2 34 95.82 6.27 p=0.08 p 0.31 p=0.48
grupa 3 37 97.06 7.03
grupa 1 64 65.57 10.09 W=1050.5] W=1585 | W=857
tCD89" grupa 2 34 64.48 14.8 p=0.78 p=0.005 | p=0.008
grupa 3 37 59.44 10.17

srednja vrednost tCD89+

(%)

66
)
64
63
62
61
60
59
58
574
56

1

grupe ispitanika

zdrave osobe (kontrole)

2

bolesnice sa malignim promenama dojke
bolesnice sa benignim promenama dojke

Grafikon 4.15. Distribucija tCD89" (%) po grupama (p<0,01, izmedu 1 i3 i izmedu 2 i

3)

Relativna uéestalost gCD16/89" i tCD16/89" subpopulacija imunokompenentnih éelija,

izrazena kao srednja vrednost sa standardnom devijacijom, ispitivana je kod 64

bolesnice sa malignim promenama dojke, kod 34 bolesnice sa benignim promenama
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dojke 1 kod 37 zdravih kontrola. Nije evidentirana statisticki znaCajna razlika u

relativnoj ucestalosti ovih parametra izmedu testiranih grupa. (tabela 4.8).

Tabela 4.8. Prikaz relativne ucestalosti CD16/89" PBMC i njegove statistic¢ke

znacajnosti po grupama

subpopulacije | grupe broj relativna | standardna | testiranje | testiranje | testiranje
PBMC (%) | ispitanika | ispitanika | uCestalost | devijacija | izmedu | izmedu | izmedu
(%) (SD) grupe 11 | grupe 11 | grupe 2 i
grupe 2 | grupe3 | grupe 3
grupa 1 64 90.4 14.53 W= W= W=
gCD16/89" | grupa 2 34 88.16 16.84 1172 1031 497.5
grupa 3 37 93.42 13 p=0.53 | p=0.28 | p=0.13
grupa 1 64 60.64 12.43 W= W= W=
tCD16/89" grupa 2 34 58.31 14.42 1158.5 1120.5 553.5
grupa 3 37 62.47 8 p=0.60 | p=0.65 | p=0.39
Legenda:

*PBMC: mononuklearne Celije periferne krvi

**grupe ispitanika: 1. bolesnice sa malignim promenama dojke; 2. bolesnice sa benignim promenama

dojke; 3. zdrave osobe (kontrole)
***W: Wilcoxon-ov test sume rangova
****p: statistiCki znacajna razlika
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S. DISKUSIJA

5.1 EpidemioloSke karakteristike uzorka

U ovom istrazivanju ucestvovalo je 105 bolesnica sa benignim ili malignim promenama
dojke, predvidenih za primarnu hirurS§ku terapiju, jednom od postednih hirurskih
intervencija ili modifikovanom radikalnom mastektomijom (klinicki stadijumi 0, I, IIA 1
IIB), od kojih 68 sa malignim 1 37 sa benignim promenama dojke (proseCna starost
bolesnica je 54,4 godine). U istrazivanju je ucestvovalo i 37 zdravih kontrola. Primarni
cilj istrazivanja je bio da se ispita aktivnost serumske dipeptidil-peptidaze IV (DPPIV) i
ekspresije CD26 antigena na imunokompetentnim ¢elijama periferne krvi kod bolesnica
sa malignim i benignim promenama dojke, kao i kod zdravih kontrola. Osim pomenutih
parametara Celijskog imunskog odgovora, u navedenim grupama dodatno su analizirani
1 neki aspekti humoralnog imunskog odgovora, koji se odnose na ispitivanje serumskih
nivoa antikalretikulinskih IgA 1 IgG antitela; ispitivana je i1 povezanost izmedu
intenziteta i lokalizacije ¢elijske (memranska ili citoplazmatska) ekspresije kalretikulina
u tkivnim ise¢cima tumorskog tkiva dojke i prisustva povisenih nivoa serumskih IgA i
IgG antikalretikulinskih antitela. Istrazivanje je dopunjeno ispitivanjem relativne
ucestalosti  (procentualne zastupljenosti) odredenih limfocitnih  subpopulacija:
CD16'/56" i CD16'/89" kod bolesnica sa malignim i benignim promenama dojke, kao i
kod zdravih kontrola.

5.2 Serumska aktivnost DPPIV i ekspresija CD26 na

mononuklearnim ¢elijama periferne krvi

Dipeptidil-peptidaza IV (DPPIV) ili glikoprotein CD26, prvobitno je opisan 1966. god.,
na osnovu aktivnosti DPPIV u humanoj jetri. '** Eksprimiran je kako na povrsini

normalnih epitelijelnih ¢elija razli¢itih organa (pankreas, jetra, creva, bubrezi, prostata,
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lakrimalne, salivarne, znojne Zlezde, endotel krvnih sudova, pretezno kapilara, uterus,
placenta, pluc¢a), tako i na ¢elijama imunskog sistema (T 1 B limfociti, ¢elije prirodne
ubice-NK ¢elije, makrofagi), zbog cega je ovaj molekul ukljucen u razli¢ite fizioloske
funkcije i imunsku regulaciju. Osim pomenute fizioloske i regulatorne uloge DPPIV,
brojna istrazivanja tokom protekle dve decenije su potvrdila znacaj ovog molekula i u
autoimunskim oboljenjima, kao i metabolickim poremecajima, a novija istraZzivanja sve
&eSée apostrofiraju njegovu ulogu u biologiji karcinoma. **¢>- ¢’

Prethodna istrazivanja koja se odonose na ispitivanje uloge DPPIV i ekspresije CD26 na
¢elijama imunskog sistema u razli¢itim tumorima, pruzaju cesto kontradiktorne
informacije. U hepatocelularnom karcinomu i u melanomu, na primer, potvrden je
gubitak ekspresije ili aktivnosti DPPIV. "> ® Takode, gubitak ekspresije DPPIV, kao i
smanjenje njene enzimske aktivnosti potvrdeni su u nekim karcinomima pluc¢a, mada je
ustanovljena i supresija rasta tih tumora. ”’ U nekim tumorima odsustvo CD26 dovodi
se u vezu sa njihovim razvojem, dok je u nekim drugim tumorima prisustvo ovog
enzima povezano sa agresivnim ponasanjem tumora. ¢’ U nagem istraZivanju, relativna
ucestalost (%) ukupnih ¢elija bele krvne loze koje eksprimiraju CD26 bila je znacajno
niza u ispitivanim grupama bolesnica, u komparaciji sa zdravim kontrolama. Nije bilo
statistiki znaGajne razlike u procentu CD26" limfocita ispitivanih bolesnica sa
benignim ili malignim promenama, u odnosu na zdrave kontrole. Sa druge strane,
statistiCki znacajno smanjenje srednje vrednosti intenziteta fluorescencije ekspresije
CD26 na limfocitima ustanovljena je samo u grupi bolesnica sa malignim promenama
dojke u komparaciji sa zdravim kontrolama. Objasnjenje ove Cinjenice, u svetlu
rezultata naSeg istrazivanja, moze lezati u tome da procenat limfocita opada u bolesnica
sa malignim promenama, u komparaciji sa zdravim kontrolama, $to moze biti rezultat
tumor-zavisne imunosupresije, ali su potrebna dalja ispitivanja da bi se to potvrdilo.

U brojnim studijama su, metodama imunodetekcije, analizirani nivoi sCD26 u serumu
pacijenata sa malignitetima 1 potvrdeno je postojanje izmenjenih serumskih nivoa
sCD26 molekula i DPPIV aktivnosti. ® Kod pacijenata sa kolorektalnim karcinomom
ustanovljeni su sniZzeni nivoi sCD26 u serumu u komparaciji sa zdravim kontrolama,
posebno u ranim stadijumima bolesti, Sto moZe sugerisati potencijalnu ulogu solubilne

89, 139

forme ovog molekula u ranoj dijagnozi ovog karcinoma. Druga grupa autora je,

medutim, na maloj kohorti pacijenata sa kolorektalnim karcinomom ustanovila,
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140

testovima enzimske aktivnosti, porast DPPIV aktivnosti. Studije Cesto mogu

pokazati kontradiktorne rezultate, u zavisnosti od definicije specifi¢ne aktivnosti, ali i

89. 139191 prethodnim studijama je

od stadijuma bolesti ispitivane grupe pacijenata.
pokazano, ELISA metodom, da kolicina sCD26 antigena u serumu zdravih osoba
korelira sa vrednostima dobijenim merenjem specifiéne serumske aktivnosti DPPIV. "
12U nasem istraZivanju, grani¢ne referentne ("cut-off") vrednosti za serumku aktivnost
DPPIV, dobijene na osnovu vrednosti za zdrave kontrole, poklapaju se sa podacima
publikovanim u prethodnim istrazivanjima, mada su u nekim publikacijama prikazani
kako visi, tako 1 niZi nivoi aktivnosti serumske DPPIV za manje grupe zdravih kontrola.
63.193-198 podaci iz naseg istraZivanja po prvi put ukazuju da nema statistiki znacajne
razlike u nivou serumske aktivnosti DPPIV bolesnica sa karcinomom dojke, kao ni u
grupi bolesnica sa benignim promenama dojke, u komparaciji sa zdravim kontrolama.

PoviSena enzimska aktivnost DPPIV je potvrdena kako kod pacijenata sa zlocudnim
bolestima (npr. T-¢elijski maligniteti, non-Hodgkin limfomi, gde je ekspresija DPPIV
prisutna u agresivnim tipovima tumora i obi¢no je povezana sa lo§om prognozom), **

199150 tako i u sklopu mnogih drugih, nemalignih bolesti (hepatitis, holestaza,

142, 51 gistemskih  bolesti (reumatoidni artritis, lupus erythematosus,

osteoporoza),
Sjogren-ov sindrom), '°* ** dok je u nekim psihi¢kim poremecajima vezanim za ishranu
(anoreksija i bulimija) snizena. ' U naSem istraZivanju, udestalost bolesnica sa
povisenom serumskom aktivnosé¢u DPPIV bila je veca u grupi bolesnica sa karcinomom
dojke (v. Rezultate, tabela 2), Sto govori u prilog potencijalne involviranosti ovog
molekula u razvoj tog karcinoma. Ipak, treba naglasiti da neki drugi serumski proteini
ispoljavaju aktivnost slicnu DPPIV i da njihova aktivnost doprinosi oko 10%
vrednostima normalnih nivoa DPPIV. Pored toga, pokazano je da se ovi nivoi mogu

menjati u nekim bolestima, * '**

zbog Cega je potrebno uraditi dalje protein-specificne
testove. Ipak, rezultati iz ovog rada doprinose porastu informacija o aktivnosti serumske
DPPIV u bolesnica sa malignim promenama dojke. Cinjenica da su neke bolesnice u
naSem istrazivanju sa povisenom serumskom aktivnos¢éu DPPIV imale snizenu relativnu
udestalost CD26" ¢Celija bele krvne loze i/ili snizenu relativnu udestalost limfocita,
ukazuju na neke populacije PBMC kao na izvoriste, makar delimi¢no, solubilne forme
CD26/DPPIV, nastale proteolitickim cepanjem i/ili sekrecijom CD26 antigena, Sto je

. . . v .. 61.63
pokazano u nekim prethodnim istrazivanjima. ~
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Na proonkogene aktivnosti ovog molekula ukazuje i formiranje kompleksa CD26-ADA
(v. Uvod) sa plazminogenom. Naime, vezivanje plazminogena za receptore cCelijske
povrSine dovodi do njegove konverzije u plazmin, §to je potrebno za proteolizu
ekstracelijskog matriksa u brojnim procesima, ukljuc¢ujuc¢i ¢elijsku migraciju, tumorsku
éelijsku invaziju i metastaziranje. >

Sa druge strane, snizene vrednosti DPPIV aktivnosti zabelezene su, takode, kod

156, 157

pacijenata sa malignitetima (karcinom Stitaste zlezde, usne duplje), zatim u

sklopu nekih inflamatornih oboljenja i infekcija (hepatitis C, inflamatorna bolest creva),

198 1% metaboli¢kih poremecéaja (tip II dijabetes), ' kao i u nekih pacijenata sa

161, 162

psihickim poremecajima (depresija, anksioznost). Buduc¢i da su ranija istrazivanja

ukazala na moguéi prognosticki znacaj odredivanja enzimske aktivnosti DPPIV kod

.. vy C. . 61. 163
pacijenata sa razliCitim malignitetima, ~

poviSene vrednosti ovog parametra kod
pacijenata sa navedenim nemalignim bolestima mogle bi, posredno, usmeriti
razmi$ljanje i dalje laboratorijske i klini¢ke procedure ka dijagnostici malignih bolesti,
ukljucujuci 1 karcinom dojke.

Metastaziranje tumora se odvija u nekoliko faza: adhezija, migracija i invazija
karcinomskih ¢elija, a uloga DPPIV posebno je istaknuta u fazi adhezije. Dve osnovne
karakteristike DPPIV mogu se smatrati odgovornim za njegovu ulogu adhezivnog
molekula za ¢éelije karcinoma. Prva osobina se odnosi na njegovu enzimsku funkciju —
DPPIV koristi svoj supstrat-vezujuéi domen za formiranje adhezivnog spoja sa
supstratom na povrSini tumorske ¢elije. Druga osobina se odnosi na sposobnost DPPIV
da se vezuje za fibronektin (FN), komponentu ekstracelijskog matriksa, domenom
razli¢itm od mesta kojim prepoznaje supstrat. '**

Kada je u pitanju karcinom dojke, dostupne baze podataka ukazuju da su istrazivanja
radena pretezno na animalnim modelima, uglavnom pacova. U opStem procesu
metastaziranja, pa tako i u slucaju karcinoma dojke, maligne ¢elije ulaze u cirkulaciju,
nakon Cega dolazi do adhezije povrSinskih molekula tumorskih ¢elija za komponente
endotela sekundarnih organa. U animalnom modelu karcinoma dojke kod pacova,
pokazano je da DPPIV na plu¢nim kapilarima ima ulogu adhezionog molekula za ¢elije

165

metastatskog karcinoma dojke, Sto je objasnjeno ulogom fibronektina na povrSini

metastatskih ¢elija dojke, koji posreduje u vezivanju tih celija za DPPIV koji je

166-168

eksprimiran na endotelu pluénih kapilara. Zapravo, potvrdeno je da je DPPIV
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endotelijelni adhezioni molekul za ¢elije karcinoma dojke pacova i da posreduje u
nastanku pluénih metastaza. '® Studija koja se odnosi na DPPIV-posredovane pluéne
metastaze karcinoma dojke potvrdila je da nedostatak ekspreisje DPPIV na endotelu
Fischer 344/CRJ pacova u samo 33% slucajeva dovodi do metastaza u plu¢ima, za
razliku od DPPIV-pozitivnih pacova. Nasuprot tome, eksperimenti sa solubilnim
DPPIV pokazuju da kod DPPIV-pozitivnih pacova postoji redukcija metastaza za ¢ak
80%, ' za razliku od rezultata u naSem radu, gde je pokazano da postoji poveéana
ucestalost bolesnica sa malignim promenama koje imaju poviSenu serumsku aktivnost
DPPIV. Sa druge strane, ve¢ina bolesnica sa malignim promenama dojke iz naseg rada
imala je histoloski gradus 2 (G2) i nuklearni gradus 2 (NG2) i bila je bez metastaza u
regionalnim limfaticima, tako da izgleda da neujednaceno prisustvo CD26/DPPIV,
solubilne ili transmembranske forme, ne korelira sa stadijumom bolesti. Pad relativne
udestalosti (%) CD26" ¢elija bele krvne loze, odnosno snizena ekspresija CD26 na
limfocitima, takode su karakteristika ove grupe bolesnica. U ranijim istrazivanjima,
ustanovljeno je da su u metastatskoj bolesti kostiju nivoi serumske aktivnosti DPPIV
neizmenjeni. © U nafem istraZivanju dve bolesnice su imale dijagnostikovanu
metastatsku bolest kostiju na prvoj kontroli. Kod obe su konstatovane normalne
vrednosti serumske aktivnosti DPPIV, §to je u saglasnosti sa dosada$njim publikovanim
rezultatima.

Budu¢i da je kao ligand za DPPIV identifikovan fibronektin na povrSini tumorskih
¢elija, sledstveno tome, ustanovljena je korelacija izmedu nivoa ekspresije fibronektina 1
sposobnosti tumorskih ¢elija da se vezu za DPPIV 1 metastaziraju u pluca. Pokazano je
da su DPPIV/FN-posredovana adhezija i metastaziranje blokirani ako su tumorske ¢éelije
prethodno inkubirane sa sDPPIV. Adhezija takode moze biti blokirana anti-DPPIV
monoklonskim antitelima, kao i anti-FN antiserumom, ali ne i solubilnim fibronektinom
iz plazme, Sto je verovatno slucaj kod hematogenog Sirenja karcinoma in vivo.
Interakcija izmedu fibronektina na povrSini tumorske celije 1 DPPIV odvija se
nezavisno od supstrat domena na DPPIV, ali verovatno zavisi od konformacije FN
supstrata. 165

Imunohistohemijske analize su pokazale da i ¢elije ovarijalnog karcinoma eksprimiraju
DPPIV. ' Medutim, za razliku od DPPIV eksprimiranog na endotelu kapilara pluca

pacova koji funkcioniSe kao adhezioni molekul za ¢elije karcinoma dojke, eksperimenti
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na ¢elijskim linijama karcinoma ovarijuma, nisu potvrdile njegovu adhezivnu funkciju.
Sa druge strane, pokazano je da humane peritonealne mezotelijelne ¢elije eksprimiraju
visoke nivoe DPPIV. S obzirom da je peritonealna diseminacija glavni metastatski put
Sirenja ovarijalnog karcinoma, DPPIV na mezotelijelnim ¢elijama bi mogao biti vrlo
vazan u procesu njegove diseminacije. Na primeru karcinoma ovarijuma je pokazano da
je adhezija karcinomskih ¢elija linije SKOV3 za mezotelijelne ¢elije u blagom porastu
nakon transfekcije DPPIV u ¢elije linije SKOV3. 7* ' Na ¢elijskim linijama karcinoma
ovarijuma je takode potvrdeno, kao 1 u brojnim prethodnim istrazivanjima, da su

kolagen i fibronektin neophodni za adheziju za DPPIV. "% !"!

Naime, ustanovljeno je da
je fibronektin kljucan protein za adheziju ¢elija ovarijalnog karcinoma za mezotelijelne
¢elije, kao 1 u procesu invazije 1 proliferacije kada celije karcinoma eksprimiraju
DPPIV. '® Evaluiraju¢i ekspresiju DPPIV u razli¢itim éelijskim linijama ovarijalnog
karcinoma, odredivan je intenzitet fluorescencije za DPPIV u njima. Tri od pet
analiziranih ¢elijskih linija su pokazale pozitivnost na DPPIV, dok su dve bile skoro
negativne, S§to je bilo u saglasnosti sa podacima dobijenim analizom enzimske
aktivnosti. Potvrdeno je i1 da je ekspresija DPPIV bila u negativnoj korelaciji sa
invazivnim potencijalom. Pored toga, analizom celijske morfologije, utvrdeno je da
DPPIV-eksprimirajuce celijske linije imaju tendenciju ka epiteloidnom izgledu, za
razliku od onih koje ne eksprimiraju DPPIV, koje su nalik fibroblastima. Potvrdeno je,
takode, na animalnim modelima, da dolazi do znacajno manje diseminacije tumora
nakon inokulacije DPPIV-eksprimirajucih ¢elija nego u slucaju inokulacije ¢elija koje
ne eksprimiraju DPPIV, §to ukazuje da vec¢ina adherentnih ¢elija ne moze da raste ili
biva eliminisana zbog gubitka invazivnog ili migracionog potencijala, za Sta je
odgovoran DPPIV. '® Transfekcija DPPIV u éelije karcinoma dovodi do porasta
éelijske adhezije i smanjenja migracionog i invazivnog potencijala. ' Medutim, budu¢i
da nakon dodatka DPPIV inhibitora nije doSlo do promene invazivnosti, pretpostavlja se
da enzimska aktivnost DPPIV nije uklju¢ena u sam proces invazije. '° Rezultati ovog
istrazivanja su pokazali da overekspresija u ¢elijama karcinoma ovarijuma dovodi do
redukcije kako (intraperitonealne) diseminacije karcinoma, tako i do prolongiranja
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vremena prezivljavanja in vivo.

Metastatski potencijal ¢elijskih linija ovarijalnog
karcinoma ispitivan je i inokulacijom u abdomalnu duplju miSeva celijskih linija koje

eksprimiraju DPPIV. Svi miSevi su razvili karcinomatozu peritoneuma i egzitirali.
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Potvrdeno je da su karcinomske ¢elijske linije sa viSom ekspresijom DPPIV imale
znaGajno nizi metastatski potencijal in vivo. '®

Ustanovljeno je da je u karcinomu endometrijuma nivo ekspresije DPPIV u negativnoj
korelaciji sa gradusom tumora, Sto implicira da ¢elije karcinoma koje poseduju visok
invazivni potencijal, ispoljavaju nizu ekspresiju DPPIV. Moze se pretpostaviti da visok
nivo ekspresije DPPIV dovodi do ¢vrste meducelijske adhezije, zbog Cega se maligne
¢elije prvobitno teze odvajaju od samog tumora, da bi, kada se jednom odvoje, njihovo

pripajanje za peritoneum bilo olak3ano dejstvom DPPIV. '®

U endometrijalnom
adenokarcinomu, imunohistohemijski je utvrdeno da je DPPIV lokalizovan u samim
¢elijama karcinoma, dok je u ¢elijama strome odsutan. U gradusu I tumora, DPPIV
imunoreaktivnost je bila izrazita ili srednje izrazena, dok je u gradusu II i III ekspresija
bila slaba ili odsutna. Ova inverzna korelacija izmedu DPPIV imunoreaktivnosti i
gradusa tumora je statisti¢ki zna¢ajna. *°

U tkivnim uzorcima hirursSki tretiranih karcinoma ovarijuma, kao i u slucaju
adenokarcinoma endometrijuma, DPPIV imunoreaktivnost je potvrdena u celijama
karcinoma, dok u ¢elijama strome nije. Intenzitet imunohistohemijskog bojenja bio je
izrazeniji u dobro diferentovanim ili neinfiltrativnim karcinomima ovarijuma, u
komparaciji sa slabo diferentovanim karcinomima. Ovi podaci ukazuju da nishodna
regulacija ekspresije DPPIV korelira sa neoplasticnom transformacijom i tumorskom

.. 8
progresijom.

Sliéni rezultati su potvrdeni 1 kod karcinoma koze. Naime,
prekancerozne dermatoze i bazocelularni karcinom pokazali su visi nivo DPPIV
aktivnosti u odnosu na benigne lezije 1 normalnu kozu, dok kod slabo diferentovanog
skvamoznog karcinoma nije detektovana DPPIV aktivnost. '

Nasuprot ovim rezultatima, poviSena ekspresija DPPIV ustanovljena je kod karcinoma
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prostate i tiroidne Zlezde. ®” !

U karcinomu prostate, ali i u benignoj hipertrofiji,
detektovana je DPPIV aktivnost u epitelijelnim ¢elijama, ali ne 1 u stromalnim ¢elijama
i aktivnost je bila visa u karcinomima nego u benignim lezijama. *’ U tkivima malignih
lezija Stitaste zlezde (papilarni i folikularni karcinom) potvrdeno je postojanje aktivnosti
DDPIV, dok u benignim lezijama nije. ' Znagajno niZi nivoi iRNA DPPIV su
potvrdeni u bioloski agresivnijoj formi - nediferentovanom anaplasticnom tiroidnom

karcinomu u odnosu na papilarni i folikularni karcinom. '’
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Smatra se da CD26 ima vaznu ulogu 1 u hematoloskim malignitetima, osobito u
agresivnim podtipovima T-¢elijskog non-Hodgkin limfoma (NHL), gde postoji njegova
visoka ekspresija na malignim ¢elijama, dok je u kutanim T-¢elijskim limfomima

odsutan ili slabo eksprimiran. *" '

U B-¢elijskim neoplazijama ekspresija CD26
antigena je neSto manje istrazena, ali je potvrdena njegova konstitutivna ekspreisja na
B-¢elijama periferne krvi kod pacijenata sa hroni¢cnom limfocitnom leukemijom (B-
CLL), gde interferoni i retinoi¢na kiselina mogu uticati na ushodnu regaulaciju njegove
in vitro ekspresije. '’ ' U T-¢elijama DPPIV/CD26 je ukljucen u transdukciju signala
posredovanih CD3/T-¢elijskim receptorom (TcR), §to rezultuje ¢elijskom aktivacijom i
sekrecijom IL-2. '7®

Opisana je ekspresija DPPIV tokom maligne transformacije i u melanocitima. DPPIV je
eksprimiran in vitro i in vivo u normalnim melanocitima, ali ne i u melanomu. "® '”
Ipak, ustanovljeno je da u ¢elijama melanoma DPPIV ima antiinvazivni efekat, Sto nije
utvrdeno kod mutiranih ¢elija sa delecijom enzimskog aktivhog mesta DPPIV, S§to
implicira da upravo enzimska aktivnost uti¢e na progresiju i invaziju karcinomskih
¢elija. Naime, gubitak ekspresije DPPIV u pozitivnoj je korelaciji sa progresijom
melanoma, a na modelu misSeva je pokazano da transfekcija DPPIV u ¢elije melanoma
dovodi do smanjenja malignog potencijala, Sto rezultira redukcijom tumorskog rasta i
smanjenjem veli¢ine tumora. '* %!

Analiza klinickog odgovora ispitivanih bolesnica nakon jedne ili dve godine posle
hirurSke intervencije, mogla bi rasvetliti potencijalni klinicki znacaj ispitivanih

parametara.

5.3 Perspektiva CD26/DPPIV kao prognostickog markera

Uzimaju¢i u obzir Citav vek poznatu Cinjenicu o interakcijama imunskog sistema i
tumora, kao i novije podatke o snizenim nivoima CD26 u serumu pacijenata sa nekim
malignitetima, pojedini autori sugeriSu detaljnije ispitivanje uloge CD26 u sprezi
imunskog sistema i karcinogeneze. > Nadalje, brojni podaci impliciraju ulogu T-éelija
kao jednog od glavnih izvora cirkuliSu¢eg CD26 1 ukazuju na znacaj CD26 kao

pomoénog molekula u procesu aktivacije i proliferacije humanih limfocita. '*'** Ako bi
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se potvrdio moguéi imunosupresivni mehanizam (razvoj imunoloske tolerancije T-
¢elija, kao izvora CD26 1 snizenje nivoa CD26) posredovan tumorskim ¢elijama, onda
bi mogle biti identifikovane nove mete koje bi se koristile za prevazilazenje imunoloske
tolerancije 1 podsticanje regresije tumora (u kombinaciji sa konvencionalnim
metodama). > Neki klini¢ki trajali usmereni na podsticanje imunskog sistema na
eliminaciju tumora, ukljuc¢uju imunomodulatorne agense koji podrzavaju Tyl odgovor,
kao $to je sekrecija IL-2, -12, -18, -21 i IFN-y, koji mogu povecati nivoe sCD26. '** 1%
Sa druge strane, pokazano je da neki lekovi koji inhibisu DPPIV aktivnost mogu ubrzati
razvoj tumora i/ili oboljenje imunskog sistema. ** Iako fizioloska uloga solubilne forme,
sCD26, ostaje nedovoljno razjasnjena, * pretpostavljena je uloga sCD26 i izmena
normalnog peptidaznog kapaciteta u kompleksnoj sprezi izmedu limfoidne loze i nekih
malignih tumora. S obzirom da je u naSem istrazivanju vec¢ina bolesnica sa malignim
promenama dojke bila bez metastaza u regionalnim limfaticima, izgleda da prisustvo
solubilne ili transmembranske forme CD26/DPPIV ne korelira nuzno sa stadijumom
bolesti.

U kontekstu enzimske funkcije DPPIV, obrada peptida od strane DPPIV podrazumeva
da administracija njegovih inhibitora moze uticati na pojedine "targete”. Poznato je da
proteini i peptidi ne funkcioniSu samostalno, ve¢ unutar kompleksne mreze interakcija.
Imajuci u vidu ubikvitarno prisustvo ovog enzima (éelije brojnih organa, krvni sudovi,
telesne tec¢nosti), kao 1 brojna protein-vezujuca mesta na DPPIV 1 njegovo ucesée u
brojnim fizioloskim i patoloSkim procesima, kao Sto su T-Celijska aktivacija, ¢elijska
migracija i1 invazivnost, razumljivo je da je i DPPIV ukljucen u tu kompleksnu mrezu
bioaktivnih peptida. Imaju¢i ovo u vidu, osnovni izazov u daljim istrazivanjima
vezanim za DPPIV jeste dalje rasvetljavanje i Sto preciznije odredivanje njegovih
svojstava ukljucenih u prepoznavanje supstrata, kao i brojnih funkcija u fizioloskim i
patologkim proceisma, u kompleksnoj mrezi proteinskih i peptidnih interakcija. !
Premda je u prethodnim studijama ukazano na potencijalni znacaj DPPIV kao
dijagnostickog i prognostickog markera maligne bolesti, nije decidno utvrdeno da li
indukcija ili supresija DPPIV ekspresije moZe imati znacaja u terapijskom pristupu
bolesti. °' Istrazivanja mnogih inhibitora DPPIV su u toku, mada su mnogi od njih
neselektivni dipeptidil-peptidazni inhibitori, testirani kod pacijenata sa karcinomom
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pluca, pankreasa, kolona, hronicnom limfocitnom leukemijom, melanomom. ™ 7
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Ekspresija DPPIV moze se sagledavati i u relaciji sa stepenom diferentvanosti
karcinoma. lako izgleda da ekspresija DPPIV varira zavisno od tipa karcinoma, neka
dosadaSnja istrazivanja ukazuju da je najverovatnije u negativnoj korelaciji sa
diferentovano$éu éelija karcinoma. ' Ukazano je da reekspresija DPPIV moze olaksati
kontrolu invazije, metastaze i rasta Celija karcinoma. U skladu sa tim, DPPIV poseduje
potencijal da postane znacajan prognosti¢ki marker i vazan faktor u tretmanu karcinoma
putem genske terapije. Ipak, neophodna su dalje studije koje bi rasvetlile molekularne

mehanizme dejstva ovog molekula. '*

5.4 Ekspresija Kkalretikulina u benignim i malignim

promenama dojke

Analiza lokalizacije overekspresije kalretikulina u iseccima tumorskog tkiva ukazuje da,
u nekim analiziranim uzorcima, overekspresija kalretikulina moze imati, nezavisno od
svoje citoplazmatske, i membransku lokalizaciju. PoviSena ekspresija kalretikulina u
vecini tkivnih iseCaka dojke (intenzitet bojenja 2+ i 3+) ustanovljena u ovom radu u
saglasnosti je sa podacima prikazanim u prethodnim publikacijama. Takode, ovo
istrazivanje potvrduje i ranije ustanovljenu overekspresiju kalretikulina u duktalnim

185191 Rezultati u ovom radu pokazuju da je overekspresija

karcinomima dojke.
kalretikulina prisutna i u lobularnom karcinomu, mada u manjoj meri. Takode,
pokazano je da postoji citoplazmatska overekspresija kalretikulina u tkivu benignih
promena dojke.

U nekim tumorima kalretikulin je prisutan i kao deo plazma-membrane. Membranska
lokalizacija kalretikulina je ucestalija u grupi bolesnica sa benignim nego sa malignim
promenama dojke. Podaci proistekli iz ovih eksperimenata pokazuju da se intenzitet i
lokalizacija ¢elijske overekspresije kalretikulina ne mogu korisititi za razlikovanje
benignih od malignih tkiva. Shodno nagem prethodnom istrazivanju '**, kao i novijim

publikacijama '*

, Celijska overekspresija kalretikulina nekad moZe wukazati na
mogucénost lose prognoze nelecene bolesti.

Prisustvo statisticki znaCajnog porasta nivoa serumskog IgA i1 IgG na kalretikulin u
bolesnica sa malignim 1 benignim promenama dojke nije potvrdeno u novijim

istrazivanjima. Ovi podaci proistekli iz naSih istrazivanja su u saglasnosti sa nekim
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ranijim podacima koji ukazuju da je humoralna imunost na kalretikulin izraZenija u

nekim malignitetima, kao i nemalignim bolestima. '**"'**

U ovom istraZivanju je po prvi
put pokazano i da je humoralna imunost, pretezno IgA i/ili IgG antitela, razvijena na
citoplazmatski kalretikulin cCesto u odsustvu njegove membranske overekspresije.
Rezultati ovog istrazivanja podrzavaju ranije publikovane podatke da humoralna
imunost na kalretikulin nije specifi¢na za primarnu lokalizaciju tumora, kao i da se ne
moze Koristiti za razlikovanje malignih od benignih tkiva. Humoralna imunost na
citoplazmatski kalretikulin nije rezultat intenziteta njegove overekspresije i postojala je
¢ak 1 u odsustvu membranske lokalizacije.

Bitno je napomenuti da pravo znacenje povisenog nivoa serumskih IgA ili IgG anti-
kalretikulinskih autoantitela za prognozu maligne bolesti jo$S nije sasvim razjasnjeno.
Ipak, treba naglasiti da su poviSeni nivoi anti-kalretikulinskih IgA antitela prisutni cesce
u bolesnica sa pozitivnim lokoregionalnim limfnim nodusima (9/17), u odnosu na samo
jednu od 6 bolesnica sa poviSenim nivoom anti-kalretikulinskim IgG antitelima koja je
imala pozitivne lokoregionalne limfne noduse. U pogedu citoplazmatske overekspresije
kalretikulina i sposobnosti indukcije humoralne imunosti nezavisno od njegove
membranske lokalizacije, treba naglasiti da mnogi autoantigeni koji indukuju humoralni
odgovor u autoimunskim bolestima imaju citoplazmatsku lokalizaciju. '** "7 Treba
naglasiti da dve bolesnice nisu ispoljile ni citoplazmatsko ni membransko prebojavanje
kalretikulina, ali su imale poviSene nivoe antikalretikulinskih antitela; jedna bolesnica
sa malignom promenom je imala IgG, a druga sa benignom promenom dojke je imala
IgA antikalretikulinska antitela. Uvidom u istorije bolesti, utvrdeno je da bolesnica sa
karcinomom nije imala progresiju bolesti na prvoj kontroli, ali ima hroni¢nu reumatsku
bolest, Cime se delimi¢no moZe objasniti prisustvo IgG antitela. Moguce objaSnjenje za
odsustvo kalretikulin- pozitivnih tumorskih ¢éelija kod ove bolesnice bilo bi to da su ove
¢elije uniStene antitumorskim dejstvom anti-kalretikulinske IgG-zavisne ¢elijske
citotoksi¢nosti, koja je bila ispoljena specificno na kalretikulin-pozitivne tumorske
celije.

Prisustvo IgA anti-kalretikulinskih autoantitela u bolesnica sa malignim promenama
moze uticati na loSiju prognozu ovih bolesnica i1 u saglasnosti je sa ve¢ ranije iznetom
hipotezom da ova autoantitela mogu imati blokiraju¢i efekat u nekim tumorima.

Prisustvo serumskih IgG antitela koja se vezuju za tumorske antigene moglo bi biti
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veoma znacajno za antitumorski imunski odgovor, putem aktivacije od antitela zavisne
¢elijske citotoksi¢nosti (ADCC), uklju¢uju¢i subpopulaciju mononuklearnih celija
periferne krvi sa RIII gama receptorima za Fc-gama lanac. '

Ipak, znaCaj fenomena “imunogene cCelijske smrti” otvara nove moguénosti za
razmatranje tretmana malignih bolesti. Nadalje, konstatovan je bolji klinicki ishod kod
pacijenata sa indolentnim B-¢elijskim limfomom koji su vakcinisani autologim

199 . .
U skladu sa ovim podacima,

tumorskim ¢elijama (mehanizam imunogene smrti).
rezultati naseg istrazivanja ukazuju na potrebu za novim studijama koje bi utvrdile da li
je nastanak pojacanog cCelijskog, pre nego humoralnog anti-kalretikulinskog imunskog
odgovora znac¢ajan za poboljSanje klinickog odgovora bolesnica sa malignom boles¢u.

Podaci dobijeni u ovom istrazivanju pokazuju da intenzitet, kao ni lokalizacija ¢elijske
overekspresije kalretikulina ne mogu posluziti za razlikovanje malignih od benignih
tkiva. Takode, pokazano je da humoralna imunost koja se razvila na citoplazmatski
kalretikulin ne korelira sa intenzitetom njegove ekspresije i postoji ¢ak 1 u odsustvu
njegove membranske lokalizacije. Ipak, potvrdeno je da je stepen overekspresije
kalretikulina u lobularnom nizi nego u duktalnom karcinomu dojke. Membranska
lokalizacija kalretikulina je c¢eS¢a u bolesnica sa benignim nego sa malignim
promenama. PoviSene koncentracije anti-kalretikulinskih IgA antitela prisutne su ¢esce
u bolesnica sa pozitivnim lokoregionalnim limfnim nodusima (9/17), u odnosu na samo

jednu od 6 bolesnica sa poviSenim nivoom anti-kalretikulinskim IgG antitelima koja je

imala pozitivne lokoregionalne limfne noduse.

5.5 Relativna  ucestalost odredenih  subpopulacija
mononuklearnih celija periferne krvi bolesnica i zdravih

osoba

Siroko prihvacéena, tzv. CD ("cluster of differentiation”) klasifikacija NK éelija,
ukljucuje koekspresiju Fcy receptora III (CD16) i izoformu molekula humane neuralne
éelijske adhezije (CD56). **° Veéinu NK ¢elija periferne krvi (295%) ¢ini subpopulacija
CD56“™CD16" NK ¢éelija sa obiljem citolitickih granula. " 2°* Preostale NK éelije

periferne krvi (£5%) &ine CD56™¢"CD16 éelije koje ispoljavaju nizak nivo citolitickih
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granula, ali sekretuju veéu koli¢inu IFN-y i TNF. 2%% 22

Zapravo, na osnovu relativne
ekspresije markera CD16 1 CD56, moze se definisati pet NK ¢elijskih subpopulacija: 1.
CD56™¢"CD16™ (50-70% CD56™€"), 2. CD56™€"CD16%™ (30-50% CD56™€™), 3.
CD56“™CD167, 4. CD56"™CD16™" i 5. CD56CDI16™¢eM, 200 203 204 {J zdravoj
populaciji najmanje su zastupliene CD56“™CD16™ i CD56'CD16™ dok je
subpopulacija CD56“™CD16™#" predstavlja najbrojniju subpopulaciju cirkuli§uéih NK
éelija, buduéi da je prisutna na preko 90% NK ¢elija periferne krvi. 2°*2%

FcyRIII receptor (CD16) prisutan je na NK celijama i na maloj subpopulaciji T-
limfocita. CD16™€"" limfociti predstavljaju tipi¢nu populaciju CD3” NK ¢elija periferne
krvi, a CD16"™ je prisutan na citotoksi¢nim T-limfocitima. Dok CD16"™ T celije
ispoljavaju visSu ADCC (od antitela zavisna celijska citotoksicnost) aktivnost,
CD16™"" NK éelije ispoljavaju visu NK aktivnost. **>

U ovom istrazivanju ispitivana je relativna ucestalost (procentualna zastupljenost)
CD16/CD56"  subpopulacija  ("gejtovanih”-g i  totalnih-t)  subpopulacija
mononuklearnih ¢elija periferne krvi (PBMC), izrazena kao srednja vrednost sa
standardnom devijacijom, ispitivana je kod 65 bolesnica sa malignim promenama dojke,
kod 32 bolesnice sa benignim promenama dojke i kod 33 zdrave kontrole. Evidentirana

/5651 sybpopulacija,

je statisticki znacCajna razlika u relativnoj ucestalosti gCD16
kako izmedu bolesnica sa malignim promenama i zdravih kontrola, tako i izmedu
bolesnica sa benignim promenama dojke i zdravih kontrola, a u slucaju
tCD16%™ /56" potvrdena je statisticki znadajna razlika izmedu bolesnica sa
malignim promenama dojke i zdravih kontrola. Takode, statisticki znacajna razlika

bright+ /5 6dim+

ustanovljena je i1 u relativnoj ucestalosti gCD16 , kako 1izmedu bolesnica sa

malignim promenama i zdravih kontrola, tako i1 izmedu bolesnica sa benignim
promenama dojke i1 zdravih kontrola., §to se uslovno moze dovesti u vezu sa moguc¢om
izrazenijom NK citotoksi¢nom aktivno$c¢u kod bolesnica sa promenama dojke u odnosu

200, 201

na zdrave kontrole. U slucaju karcinoma dojke, potvrdena je statisticki znacajna

korelacija izmedu nivoa CD16 sa jedne strane i veli¢ine tumora dojke 1 metastaza u
limfnim nodusima sa druge strane, dok za nivo CD56 nije ustanovljena takva korelacija.

206

Potvrdeno je da CD56" limfociti imaju glavnu ulogu u imunskom nadzoru i
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antitumorskom odgovoru. Prekursori NK ¢elija napustaju kostnu srz, prolaze
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perifernom krvlju i dolaze do limfnih nodusa, gde se diferentuju u CD56™" NK éelije,
pod uticajem citokina, koje produkuju stromalne i dendritiéne éelije. *** Osim
genotipskih, fenotipskih i funkcionalnih razlika CD56™" i CD56%™ NK ¢elija, koje
ukazuju na nezavisno dejstvo ove dve NK ¢elijske subpopulacije **, potencijlano vazna
razlika medu njima je i nivo ekspresije adhezionih molekula. > CD56"™ NK ¢elije, sa
niskom ekspresijom CD56, predstavljaju klasicnu citotoksicnu NK  ¢elijsku
subpopulaciju. NK ¢elije sa 5-10 puta vec¢om ekspresijom CD56 su oznaCene kao
CD56™&" sa neznatnim citotoksi¢nim kapacitetom, ali ve¢om produkcijom citokina,
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kao $to su: INFy i TNFo, u komparaciji sa CD56%™ NK ¢éelijama. U prethodnim

istrazivanjima je ukazano da se citokinima moZe stimulisati diferencijacija CD56“™ NK
Gelija u CD56™E™ gelije 2'" 2", §to moZe implicirati moguénost da i na mestu
inflamacije (ili tumora) moze do¢i do lokalne diferencijacije CD56"™ u CD56™¢™ NK
elije *'>, §to je delom u saglasnosti sa rezultatima naSeg istrazivanja, gde je
ustanovljeno da su i CD56%™ i CD56™" ¢elije znadajno ulestalije u bolesnica sa
promenama dojke (kako malignim, tako i benignim) u odnosu na zdrave kontrole. U
zdravoj populaciji, oko 10% NK ¢elija pripada CD56™" subpopulaciji. Ekspanzija u
procentu ovih c¢elija registruje se nakon transplantacije kostne srzi, kao i nakon

administracije IL-2. *"> Citotoksi¢na aktivnost CD56“™ NK ¢elija je znacajno visa nego

200, 201

bright - . " . e 3
CD56™"#" i sadrze mnogo vise perforina, granzima i citoliti¢kih granula. U nasem

istrazivanju je evidentirano da postoji znaCajno veca relativna ucestalost CD56™ ¢elija

u bolesnica sa malignim i benignim promenama dojke u odnosu na zdrave kontrole,
impliciraju¢i potencijalni uticaj ovih citotoksi¢nih mehanizama svojstvenih NK
¢elijama. Visok nivo ekspresije CD16 ¢ini ih veoma efikasnim medijatorima ADCC
reakcije, dok CD56™"/CD16%™ ispolajavju veoma slabu ADCC reakciju. **° U nasem
istrazivanju statistiCki znaCajna razlika ustanovljena je u relativnoj ucestalosti
gCD16%™ /56" kako izmedu bolesnica sa malignim promenama i zdravih kontrola,
tako 1 izmedu bolesnica sa benignim promenama dojke i zdravih kontrola, ¢ime se
implicira pitanje eventualnog slabijeg uticaja ADCC reakcije. Ve¢ina NK celija u
Gdim

perifernoj krvi pripada CD5 populaciji, dok u zapaljenskom infiltratu dominiraju

bright

CD56"eM ¢elije. Znacajno je da je povecana ucestalost CD56 ¢elija registrovana

kako u nemalignim, tako i u malignim i zapaljenskim procesima. '
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Citotoksi¢na aktivnost NK celija ispitivana je u razliitim malignitetima. Kod
karcinoma grli¢a materice je potvrdeno da kod bolesnica sa udaljenim metastazama
bolesti NK aktivnost znacajno opada u poredenju sa zdravim kontrolama, kao i kod

14 Kod pacijenata sa skvamoznim karcinomom

bolesnica sa nizim stadijumima bolesti.
larinksa 1 farinka, pokazano je da ne postoji korelacija izmedu liticke aktivnosti NK
¢elija 1 stadijuma bolesti, kao 1 da je NK citotoksicnost znacajno niza u limfnim
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nodusima, nego u perifernoj krvi. = U prethodnim istrazivanjima evidentiran je porast

u procentu CD56" ¢elija u bolesnica sa cervikalnim karcinomom, ali ovaj porast nije bio
znaGajan. 2% 2"

Prethodne analize ucestalosti NK celija u limfocitima periferne krvi bolesnica sa
karcinomom dojke, potvrduju znacCajan porast u procentu ukupnih NK celija u
invazivnom duktalnom karcinomu u odnosu na grupu zdravih, > dok je kod ostalih
tipova karcinoma dojke uocen pad u procentu ukupnih NK ¢elija, u poredenju sa
zdravom grupom. Naime, u karcinomu dojke ustanovljen je porast u procentu CD56"
NK éelija u poredenju sa zdravom grupom >°, dok je ispitivanjem relativne u&estalosti
CD56" subpopulacija u nafem istraZivanju, kako CD56%™, tako i CD56™€"
evidentirana statisticki znaCajna razlika u relativnoj ucestalosti ovog parametra izmedu
bolesnica sa malignim promenama i zdravih kontrola, kao i1 izmedu bolesnica sa
benignim promenama dojke i zdravih kontrola.

Mamessier 1 sar. su potvrdili da se fenotip NK ¢elija razlikuje u tkivu tumora dojke u
odnosu na zdravo tkivo, §to se posebno odnosi na CD56™€" subpopulaciju éelija, koje
imaju slabiji citotoksicni potencijal 1 povezane su sa loSijom prognozom za karcinom

bright+

dojke. *°" Analizom relativne uéestalosti CD56 subpopulacija PBMC u naSem

ispitivanju, ustanovljena je znaCajna korelacija izmedu bolesnica sa karcinomom i
zdravih kontrola, kao i1 izmedu bolesnica sa benignim promenama i zdravih kontrola, Sto

je delom u korelaciji sa prethodnim istrazivanjima, a delom u korelaciji sa podacima iz

6bright

brojnih istrazivanja gde je evidentiran porast u procentu CD5 NK ¢elija i u sklopu

2

razli¢itih nemalignih oboljenja: multipla skleroza, *'* bradavice izazvane humanim

1y sklopu teske

. . 219 . .. . 220 .. . 2
papiloma virusom, “~ infekcije herpes virusom 6, ““* hepatitis C virus,
. . .. .. 222 . . . 223 .
kombinovane imunodeficijencije, “** sistemski lupus eritematodes, kao 1 u sklopu

HIV i citomagalovirusnih infekcija. *** **° Sa druge strane, brojne studije ukazuju na
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smanjenje procenta CDS5 NK ¢elija u sklopu nekih nemalignih oboljenja, kao §to

226 227 . . g e . 208
astma, >*’ juvenilni reumatoidni artritis.

su: koronarna bolest,
U prethodnim istrazivanjima CD16 1 CD56 su koris¢eni kao fenotipski markeri u nekim
hematoloSkim malignitetima, posebno u limfoproliferativnim bolestima. CD56 je
eksprimiran i u retkim sluc¢ajevima akutne mijeloidne leukemije, nazalnim limfomima
(povezanim sa Epstein-Barr virusnom infekcijom), u multiplom mijelomu, itd. ** **°
Naime, pokazano je da CD56 moze biti nezavistan prognosticki faktor za kompletan
odgovor na tretman T-ALL (T-¢elijske akutne limfoblastne leukemije); takode, ukazano
je 1 na mogucénost da se pomoc¢u CD16/CD56 mogu izdvojiti specifi¢ni subtipovi T-
ALL. Potvrdeno je da pacijenti sa T-ALL koji eksprimiraju CD56 i/ili CD16 imaju

Mot 230
lo$iju prognozu

, dok je u naSem istrazivanju, analizom relativne ucestalosti
gCD16'/56"1tCD16'/56" limfocitnih subpopulacija ("gejtovanih”-g i totalnih-t) PBMC,
nije potvrdena statistiCki znacajna razlika u procentu ovih parametara u bolesnica sa
karcinomom u odnosu na kontrole, kao ni u bolesnica sa benignim promenama i zdravih
kontrola.

FcaRI ili CD89 je transmembranski glikoprotein, konstitutivno eksprimiran primarno na
citotoksi¢cnim imunskim efektorskim ¢elijama, ukljucuju¢i polimorfonuklearne

leukocite, monocite, makrofage, neutrofile i eozinofile. 231,232

Predstavlja imunoreceptor
koji se vezuje za Fc fragment IgA antitela. >’ Veza FcoRI sa IgA imunskim
kompleksima, stimuliSe degranulaciju, sekreciju inflamatornih citokina, endocitozu i
fagocitozu, zbog Cega bi FcaRI mogao biti klinicki relevantan triger-receptor na
citotoksicnim imunskim efektorskim ¢elijama, usled Cega bi ove citotoksi¢ne funkcije
posredovane putem CD89 mogle biti od posebnog znacaja i u razvoju imunoterapije. >
Fagocitoza tumorskih c¢elija putem FcoRI moze, dakle, dovesti do aktivacije i
humoralnog i celularnog imunskog odgovora. *** Naime, subpopulacija imunskih éelija
sa CD89 receptorom za Fc fragment [gA imunoglobulina, moZze omoguéiti unistavanje
¢elija ADCC mehanizmom, gde bi I[gA mogao biti aktivno antitelo, ¢cime se omogucava
veza izmedu celijskog 1 humoralnog imunskog sistema, koja dovodi do brojnih
imunoloskih efektorskih funcija, ukljucuju¢i, osim ADCC reakcije, fagocitozu, kao i
otpustanje inflamatornih medijatora i citokina. >® Posebno je ukazano na znagaj humanih

IgA antitela u pokretanju neutrofila za ADCC. Eksperimentalno je potvrdeno da je

FcalphaRI receptor efikasan triger-molekul u citolizi posredovanoj neutrofilima, kao i
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da neutrofili imaju citoliticko dejstvo na Sirok spektar tumorskih celija, kao i1 da
FcalphaRI antitela (IgA) indukuju pojacano unistavanje Her2/neu+ celije karcinoma
dojke *, u Gemu zna¢ajnu ulogu ima CD89. U nasem istraZivanju relativne udestalosti
CD89" subpopulacija PBMC kod 64 bolesnice sa malignim promenama dojke, 34
bolesnice sa benignim promenama dojke i kod 37 zdravih kontrola, evidentirana je
statistiki zna¢ajna razlika u relativnoj udestalosti tCD89" subpopulacija izmedu
bolesnica sa malignim promenama i zdravih kontrola, kao i1 izmedu bolesnica sa
benignim promenama i zdravih kontrola. U relativnoj ucestalosti gCD16/89" i
tCD16/89" subpopulacija PBMC, nije ustanovljena statisti¢ki znacajna razlika unutar
ispitivanih grupa. Podaci na nasem uzorku ispitanica pokazuju da kod bolesnica sa
promenama dojke postoji veca ucestalost imunokompetentnih celija sa CD89
receptorom u odnosu na zdrave kontrole. Ovi rezultati bi se mogli uzeti u obzir u
ispitivanjima FcaRI, kao klini¢ki relevantnog triger-receptora na citotoksi¢nim
imunskim efektorskim ¢elijama kod karcinoma dojke, Sto bi potom moglo imati

eventualne implikacije i u domenu imunoterapije.
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6. ZAKLJUCCI

Aktivnost serumske DPPIV nije pokazala statisticki znacajnu razliku izmedu
bolesnica sa benignim ili malignim promenama dojke u poredenju sa kontrolama.
Postoji statisti¢ki znacajan pad u procentu ukupnih CD26" ¢elija u bolesnica sa
benignim 1 malignim promenama dojke u komparaciji sa zdravim kontrolama.
Postoji statisticki znacajan pad intenziteta fluorescencije (MFI) u ekspresiji CD26
molekula na limfocitima u grupi bolesnica sa malignim promenama dojke u
komparaciji sa zdravim kontrolama.

Nije potvrdena statisticki znaCajna razlika izmedu nivoa serumske aktivnosti
DPPIV, CD26 c¢elijskog bojenja i klinicko-patoloskih karakteristika bolesnica sa
promenama dojke.

Intenzivna citoplazmatska overekspresija kalretikulina (2+ i 3+) ¢eSce je prisutna u
tkivu duktalnog, nego lobularnog karcinoma dojke.

Nivoi IgA anti-kalretikulinskih antitela bili su znacajno viSi kod bolesnica sa
malignim promenama, kao i kod bolesnica sa benignim promenama, u komparaciji
sa zdravim kontrolama, dok za serumske nivoe IgG anti-kalretikulinskih antitela kod
ovih bolesnica nisu ustanovljene znacajano vise vrednosti.

Relativna udestalost gCD16%™ /56" €™ subpopulacije imunokompetentnih éelija je
statistiCki znaCajno niza u bolesnica sa malignim, ali 1 benignim promenama dojke
u odnosu na zdrave kontrole; statisticki znacajno nize vrednosti su utvrdene i u

relativnoj udestalosti tCD16%™ /56"

¢elija u bolesnica sa malignim promenama
dojke u odnosu na one u zdravih kontrola; nize vrednosti procenta
gCD16™"/56%™ imunskih ¢elija su takodje karakteristika bolesnica sa malignim
ili benignim promenama u odnosu na zdrave kontrole.

Procenat CD89" imunskih ¢elija (uglavnom granulocita) zna¢ajno je povisen kako u

bolesnica sa malignim promenama tako i u bolesnica sa benignim promenama u

odnosu na zdrave kontrole.
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