
1 
 

Текст ове докторске дисертације ставља се на увид јавности,  

у складу са чланом 30., став 8. Законао високом образовању 

("Сл. гласник РС", бр. 76/2005, 100/2007 – аутентично тумачење, 97/2008, 44/2010, 93/2012,  

89/2013 и 99/2014) 

 

НАПОМЕНА О АУТОРСКИМ ПРАВИМА: 

Овај текст сматра се рукописом и само се саопштава јавности (члан 7. Закона о ауторскими 

 сродним правима, "Сл. гласник РС", бр. 104/2009, 99/2011 и119/2012). 

 

Ниједан део ове докторске дисертације не сме се користити ни у каквесврхе, осим за упознавање 

са њеним садржајем пре одбранедисертације. 

 

 

 

UNIVERZITET U NIŠU 

MEDICINSKI FAKULTET 
 

 

 

 

 

 

 

MILENA S. POTIĆ FLORANOVIĆ 

 

EKSPRESIJA HEMOKINSKE OSOVINE 

CXCL12/CXCR4/CXCR7, MARKERA 

HIPOKSIJE I ANGIOGENEZE U 

KARCINOMIMA BUBREŽNOG PARENHIMA  

 
DOKTORSKA DISERTACIJA 

 

Niš, 2021. 



2 
 

 

 

UNIVERSITY OF NIŠ 

FACULTY OF MEDICINE 

 

 

 

 

 

MILENA S. POTIĆ FLORANOVIĆ 

EXPRESSION OF THE CXCL12/CXCR4/CXCR7 

CHEMOKINE AXIS, MARKERS OF HYPOXIA 

AND ANGIOGENESIS IN RENAL CELL 

CARCINOMAS 

DOCTORAL DISERTATION 

 

 

 

 

 

 

 

Niš 2021.  



3 
 

Podaci o doktorskoj disertaciji 

 

Mentor: 

 

Naslov: 

 

 

 

 

 

 

Rezime: 

 

 

 

 

 

 

 

Prof. dr Ljubinka Janković Veličković, 

Redovni profesor za užu naučnu oblast Patologija, 

Katedra za patologiju, Medicinski fakultet Univerziteta u Nišu 

Ekspresija hemokinske osovine CXCL12/CXCR4/CXCR7, markera 

hipoksije i angiogeneze u karcinomima bubrežnog parenhima 

Karcinom bubrežnih ćelija (Renal cell carcinoma-RCC) je 

najčešći tumor bubrega. Iako predstavlja oko 5% svih onkoloških 

dijagnoza, spada u najletalnije urološke malignitete. Od postojećih tipova 

najzastupljeniji je svetloćelijski (clear cell) karcinom bubrega (ccRCC), 

dok je drugi po učestalosti papilarni karcinom (pRCC). U trenutku 

dijagnoze 23% pacijenata već ima metastatsku bolest a 25% će dobiti 

metastaze u prvih 5 godina nakon nefrektomije. Svi faktori koji dovode 

do razvoja, ili mogu uticati na prognozu ovih tumora nisu u potpunosti 

razjašnjeni. Poslednjih decenija proučavani su i predlagani različiti 

biohemijski markeri koji bi mogli objasniti i predivdeti ponašanje RCC-a 

ali konsenzus nije postignut. 

U ovoj studiji imunohistohemijski je ispitivana ekspresija 

hemokina CXCL12 i njegovih receptora CXCR4 i CXCR7 na 

parafinskim uzorcima 98 karcinoma bubrežnih ćelija dobijenih nakon 

radikalne nefrektomije. Analizirana je ekspresija i Hipoksija inducibilnog 

faktora HIF1α, transkripcionog faktora koji reguliše preživljavanje u 

uslovima hipoksije, i komponente konzervativnog Notch signalnog puta, 

receptora Notch1. Upotrebom histoskora, ispitivani su lokalizacija 

procenat i intenzitet ekspresije ovih biomarkera. Analiziran je njihov 

međusobni odnos kao i povezanost sa kliničko-patološkim parametrima i 

preživljavanjem pacijenata. 

Pozitivna membranska i citoplazmatska ekspresija CXCL12 i 

CXCR7 prisutna je u više od 90% uzoraka, dok je oko 60% uzoraka 

eksprimiralo CXCR4.Nađena je povezanost veličine tumora i 

većecitoplazmatske ekspresije CXCL12 i CXCR7. Preko 70% uzoraka 

ispoljilo je HIF1α pozitivnost a veće vrednosti citoplazmatskog HIF1α 

histoskora povezane su sa većim histološkim gradusom. Nađena je 

povezanost nekroze i citoplazmatskog CXCR7, HIF1α i Notch1 

histoskora. 
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Renal cell carcinoma (RCC) is the most common kidney cancer. 

Even though it represents 5% of all cancer diagnosis, it is considered 

one of the most lethal urologic malignancies. The most common 

subtype is clear cell RCC and the second in frequency is papillary RCC. 

At diagnosis 23% of patients already have metastatic disease and 25% 

will develop metastases within five years from nephrectomy. Up to date, 

all the factors that affect the development and prognosis of these tumors 

are still not fully clarified. Over the last decade, various biomarkers 

have been studied in order to elucidate the behavior of RCC but no 

consensus has been achieved.  

In this study we immunohistochemically examined the 

expression of chemokine CXCL12 and its receptors CXCR4 and 

CXCR7 on 98 paraffin embedded RCC samples obtained after radical 

nephrectomy. We have also studied the expression of Hypoxia inducible 

factor 1α, which regulates cell survival in hypoxic conditions, and 

Notch1 receptor, which is the component of the conservative Notch 

signaling pathway. The localization, percentage and the intensity of the 

expression of these biomarkers were studied with the application of 

histoscore. We analyzed their co-expression and their association with 

clinical and pathological parameters and survival of the patients. 

Positive membranous and cytoplasmatic CXCL12 and CXCR7 

expression was present in over 90% of the samples, while about 60% 

expressed positive CXCR4 staining.We found association between 

tumor size and higher cytoplasmatic CXCL12 and CXCR7 expression. 

Over 70% of the samples were HIF1α positive, and higher values of 

cytoplasmatic HIF1α histoscore were associated with higher tumor 

grade. We also found the association between necrosis and 

cytoplasmatic CXCR7, HIF1α and Notch1 histoscore. 

Compared to ccRCC in pRCC significantly higher values of 

membranous CXCL12 as well as cytoplasmatic CXCL12, CXCR4, 

CXCR7 and HIF1α histoscore can be expected. CCRCC has 4 times 

higher probability of positive membranous CXCR4 expression and 20 
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1. UVOD 

 

Karcinom bubrežnih ćelija (Renal cell carcinoma-RCC) je najčešći tumor bubrega. Iako 

predstavlja oko 5% svih onkoloških dijagnoza, spada u najletalnije urološke malignitete. To je 

bolest starijih odraslih sa najvećom incidencom oko 60. godine, skoro 2 puta češća kod 

muškaraca. Na osnovu genetskih, anatomskih i patohistoloških karakteristika postoje različiti 

tipovi RCC-a, koji mogu biti hereditarni i sporadični. Najzastupljeniji je svetloćelijski (clear cell) 

karcinom bubrega (ccRCC) na koji otpada oko 70% svih tumora, dok je drugi po učestalosti 

papilarni karcinom (pRCC) sa incidencom od oko 18%. Uprkos primeni savremenih 

dijagnostičkih metoda, u trenutku dijagnoze 23% pacijenata već ima metastatsku bolest a 25% će 

dobiti metastaze u prvih 5 godina nakon nefrektomije. Usled postojanja brojnih genetskih 

abnormalnosti, u karcinomima bubrežnog parenhima postoji kompleksna heterogenost, zbog koje 

čak i pacijenti sa sličnim kliničkim i patohistološkim karakteristikama mogu imati različiti tok i 

ishod bolesti. Svi faktori koji dovode do razvoja, ili mogu uticati na prognozu ovih tumora nisu u 

potpunosti razjašnjeni. Poslednjih decenija proučavani su i predlagani različiti biohemijski 

markeri koji bi mogli objasniti i predvideti ponašanje RCC-a. Budući da konsenzus nije 

postignut, i dalje se traga za univerzalnim prognostičkim markerima. 

         HIF1 (hypoxia-inducible factor 1) je heterodimerni transkripcioni faktor koji reguliše 

ekspresiju gena za preživljavanje u uslovima hipoksije. Sastavljen je iz α subjedinice, koja je 

senzor hipoksije (podtipovi HIF-1α, HIF-2α i HIF-3α), i β subjedinice. Aktivira preko 100 gena, 

među kojima su i gen za trombocitni faktor rasta (PDGF), gen za vaskularni endotelni faktor rasta 

(VEGF), kao i geni za enzime koji omogućavaju sintezu ATP nezavisnu od kiseonika. Brojne 

studije dokazale su povezanost HIF 1α sa agresivnim ponašanjem različitih tumora. Jedna od 

najvažnijih genetskih karakteristika tumora bubrežnog parenhima je gubitak funkcije VHL (Von 

Hippel–Lindau) tumor supresornog gena. VHL, zajedno sa hipoksijom reguliše aktivaciju HIF1α. 
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Literaturni podaci su često kontradiktorni, kada je u pitanju uloga HIF1α i HIF2α u karcinogenezi 

tumora bubrega. Pojedine studije sugerišu da HIF1α ima ulogu tumor supresora u ccRCC, 

povezujući njegovu visoku ekspresiju sa dužim preživljavanjem pacijenata, dok druge ukazuju na 

lošu prognozu kod pacijenata sa visokom ekspresijom HIF1α i niskom ekspresijom HIF2α. 

CXCL12 ili faktor izveden iz stromalnih ćelija (stromal cell-derived factor-1 SDF-1) je 

hemokin koga sekretuju brojne stromalne ćelije: fibroblasti, makrofagi i endotelne ćelije. Vezuje 

se za dva receptora: CXC receptor 4 (CXCR4, CD184) i CXCR7 ili atipični hemokinski receptor 

3 (ACKR3). Aktivacija CXCR4 pokreće brojne G-protein zavisne signalne puteve koji kontrolišu 

različite ćelijske funkcije: progresiju ćelijskog ciklusa, reorganizaciju citoskeleta, migraciju ili 

ćelijsku adheziju. CXCL12/CXCR4 osovina je važna za hematopoezu u kostnoj srži, za 

hemotaksu i migraciju T i B limfocita kao i za embriogenezu nervnog, genitalnog i 

kardiovaskularnog sistema. Pored fizioloških uloga CXCL12/CXCR4 signalizacija učestvuje u 

procesima inflamacije, imunološkog nadzora i u patogenezi brojnih tumora. Oštećenja tkiva 

hipoksijom, toksinima ili iradijacijom povećavaju sekreciju CXCL12 u stromi i dovode do 

hemotakse CXCR4 pozitivnih ćelija na mesto oštećenja. CXCR7 je nedavno otkriven  

alternativni (orphan-siroče) receptor za CXCL12. Eksprimira se na aktiviranom endotelu, na 

površini različitih tumorskih ćelija i u tumorskim krvnim sudovima, ali ne na zdravim ćelijama. 

Pretpostavlja se da receptori CXCR4 i CXCR7 komuniciraju međusobno, modifikujući funkciju 

jedan drugom. CXCR4 gen se može aktivirati hipoksijom i poseduje domen za vezivanje HIF-1α. 

Hemokin CXCL12 i njegovi receptori, zbog svojih brojnih fizioloških ali i patoloških uloga, 

proučavani su različitim malignitetima. CcRCC sa VHL mutacijom, pokazuje produženu 

aktivnost HIF-1α, i povećanu ekspresiju gena aktiviranih hipoksijom. Među njima su i CXCR4 i 

njegov ligand CXCL12. Mnogi aspekti o ulozi CXCL12 i njegovih receptora u patogenezi 

tumora, još uvek nisu poznati i zahtevaju dalja istraživanja. Ispitivanja ekspresije hemokinske 

osovine CXCL12/CXCR4/CXCR7 u tumorima bubrega nisu postigla konsenzus ni po pitanju 

lokalizacije ekspresije (membranska, jedarna ili citoplazmatska), ni po pitanju njihovog 

prognostičkog značaja. Većina studija je pokazala povezanost ekspresije CXCR4 sa većim 

gradusom tumora, češćim metastazama i kraćim preživljavanjem pacijenata.  

Notch signalni put je uključen u brojne ćelijske funkcije poput proliferacije, 

diferencijacije i apoptoze. Sastoji se iz 3 dela: liganda, Notch receptora i DNK vezujuće sekvence 
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CSL. Kod sisara postoje 4 izoforme Notch receptora (Notch-1, Notch-2, Notch-3, Notch-4) i 5 

liganda  (Dll-1, Dll-3, Dll-4, Jagged-1, Jagged-2). Poremećaji Notch signalizacije uključeni su u 

nastanak i razvoj tumora, ali komponente ovog puta mogu funkcionisati i kao onkogeni i kao 

tumor supresorni geni, zavisno od vrste ćelija koje maligno alterišu. Postoji povezanost ovog 

signalnog puta sa hipoksija indukovanom signalizacijom. Notch signalni put smanjuje 

transkripciju VEGF receptora i time kontroliše stvaranje novih krvnih sudova. Publikovani 

podaci ukazuju na pozitivnu asocijaciju između ekspresije Notch 1 i razvoja i progresije 

ccRCC.Visoka ekspresija Notch-1 povezana je i sa lošom prognozom. 

Još uvek nisu otkrivene sve uloge koje molekuli hemokinske osovine 

CXCl12/CXCR4/CXCR7 i njima pridruženi transkripcioni faktor HIF1α i receptor Notch1 imaju 

u nastanku, evoluciji i kliničkom ishodu RCC-a. Cilj ovog istraživanja je pokušaj širenja saznanja 

o značaju ekspresije, svojstvima i međusobnom odnosu ovih molekula u karcinomu bubrežnog 

epitela. 
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2. PREGLED LITERATURE 
 

2.1. KLASIFIKACIJA TUMORA BUBREGA 

Svetska zdravstvena organizacija (World Health Organisation, WHO) je 2016. godine 

izdala poslednju klasifikaciju tumora bubrega, zasnovanu na patohistološkim, anatomskim i 

genetskim karakteristikama[1]. Bubrežni tumori mogu biti benigni, maligni ili metastatski, 

adultni i pedijatrijski, hereditarni i sporadični a prema poreklu mogu biti tumori bubrežnih ćelija, 

mezenhimni, metanefrički, neuroendokrini, nefroblastički, hematopoetski, mešoviti i drugi 

(tabela 1.) 

2.2.  EPIDEMIOLOGIJA  KARCINOMA BUBREŽNIH ĆELIJA 

Karcinom bubrežnih ćelija (renal cell carcinoma-RCC) je najučestaliji tumor bubrega. 

Uprkos sve češćoj ranoj detekciji i razvoju novih terapijskih modaliteta u poslednjih dvadeset 

godina,karcinomi bubrežnih ćelija i dalje predstavljaju najletalnije urološke malignitetete. U 

svetu ovi tumori predstavljaju između 3% i 5% svih onkoloških dijagnoza. Po učestalosti 

dijagnostikovanja, nalaze se na šestom mestu kod muškaraca i na desetom mestu kod žena. To je 

pretežno bolest starijih odraslih, gde incidenca raste nakon 40. godine i dostiže pik između 60 i 

70. godine starosti[2-4]. 

Incidenca oboljevanja od RCC-a značajno varira među zemljama širom sveta. Najveću 

incidencu na svetu (12 na 100 000) ima Severna Amerika. U Sjedinjenim Američkim Državama 

2018. godine procenjeno je 65 340 novih slučajeva, od toga 42 680 muškaraca, što predstavlja 

5% svih dijagnostifikovanih tumora, i 22 680 žena što predstavlja 3% svih dijagnoza. U istoj 

godini procenjeno je 14 970 smrtnih slučajeva usled tumora bubrega, što ove tumore stavlja na 

deseto mesto onkoloških uzročnika smrti u SAD-u [2]. U Evropi je 2018. procenjeno 136 500 

novih slučajeva, što predstavlja 3,5% svih kancerskih dijagnoza. Najveća incidenca je u Češkoj 

sa preko 3300 novih slučajeva u 2018. (oko 10/100 000), dok nešto manju incidencu imaju ostale 

zemlje zapadne Evrope. Mogući razlozi porasta incidence u razvijenim zemljama su: duži životni 

vek, porast faktora rizika, kao i razvoj i rutinska primena novih dijagnostičkih imidžing metoda 

kojima se često incidentalno detektuju tumorske promene na bubrezima. 
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Tabela 1. WHO Klasifikacija tumora bubrega (preuzeto iz reference 1.) 

I Tumori bubrežnih ćelija  

Svetloćelijski karcinom bubrežnih ćelija, 

Multilokularna neoplazma niskog malignog 

potencijala, 

Papilarni karcinom bubrežnih ćelija, 

Renalni karcinom asociran sa hereditarnom 

lejomiomatozom, 

Hromofobni karcinom bubrežnih ćelija, 

Karcinom Belinijevih sabirnih kanalića, 

Medularni renalni karcinom, 

Karcinom bubrežnih ćelija sa MIT familijarnom 

translokacijom, 

Sukcinat dehidrogenaza-deficijentni renalni 

karcinom, 

Tubulocistični karcinom bubrežnih ćelija, 

Renalni karcinom udružen sa stečenom cističnom 

bolešću, 

Mucinozni karcinom tubularnih i vretenastih ćelija. 

Svetloćelijski papilarni karcinom bubrežnih ćelija, 

Neklasifikovani karcinom bubrežnih ćelija, 

Benigni tumori bubrežnih ćelija 

Papilarni adenom 

Onkocitom 

II Metanefrički tumori 

Metanefrički adenom 

Metanefrički adenofibrom 

Metanefrički stromalni tumor 

III Nefroblastični tumori kod dece 

Nefrogeni ostaci 

Nefroblastom 

Cistični delimično diferentovani nefroblastom 

IV Mezenhimalni tumori 

Tumori koji se uglavnom javljaju kod dece 

Svetloćelijski sarkom 

Rabdoidni tumor 

Kongenitalni mezoblastični nefrom 

Osifiicirajući bubrežni tumor novorođencadi 

 

Tumori koji se uglavnom javljaju kod odraslih 

Lejomiosarkom (invadira u bubrežnu venu) 

Angiosarkom 

Rabdomiosarkom 

Maligni fibrozni histiocitom 

Hemangiopericitom 

Osteosarkom 

Angiomiolipom 

Lejomiom 

Hemangiom 

Limfangiom 

Jukstaglomerularni ćelijski tumor 

Renomedularni intersticijalni ćelijski tumor 

Švanom 

Solitarni fibrozni tumor 

 

V Mešoviti epitelni stromalni tumori 

Cistični nefrom 

Mešoviti epitelni i stromalni tumori 

VI Neuroendokrini tumori 

 

Dobro diferentovani neuroendokrini tumor 

Krupnoćelijski neuroendokrini tumor 

Sitnoćelijski neuroendokrini tumor 

Feohromocitom 

 

VII Hematopoezni i limfoidni tumori 

Limfom 

Leukemija 

Plazmocitom 

 

VIII Tumori germinativnih ćelija 

Teratom 

Horiokarcinom 

 

IX Metastatski tumori 
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Zahvaljujući ranoj i često slučajnoj detekciji, 65% pacijenata ima lokalizovanu bolest u 

trenutku postavljanja dijagnoze [3].Unutar Evrope postoje značajne razlike u smrtnosti od ovih 

tumora. Mortalitet je u opadanju u Skandinavskim zemljama, Francuskoj, Nemačkoj i Austriji, 

dok je u porastu u Slovačkoj, Letoniji, Estoniji, Grčkoj, Hrvatskoj i drugim zemljama 

Balkana[4].Prema podacima kojima raspolaže Institut za javno zdravlje Srbije „Dr Milan 

Jovanović Batut“ u našoj zemlji je takođe prisutan trend porasta broja obolelih od 

karcinoma bubrega [5]. 

2.3. ETIOLOGIJA I PATOGENEZA 

Razvoj citogenetike i molekularne biologije omogućio je detekciju brojnih genetskih i 

hromozomskih anomalija u karcinomima bubrežnih ćelija, tako da se oni mogu podeliti na 

hereditarne, sa pozitivnom porodičnom anamnezom, i sporadične koji se javljaju de novo, ali kod 

kojih se takođe mogu sresti identične genske mutacije. Faktori rizika povezani sa sporadičnim 

slučajevima su: pušenje, gojaznost i ishrana, hipertenzija, izloženost hemijskim karcinogenima i 

postojanje komorbiditeta. 

1. Pušenje: Brojne epidemiološke studije dokazale su povezanost pušenja sa razvojem 

karcinoma bubrežnih ćelija. Takođe je dokazana i dozna zavisnost koja proporcionalno raste sa 

brojem paklica godišnje. Zanimljiva je jača asocijacija u određenim podtipovim RCC kao što su 

svetloćelijski i papilarnim karcinom i odsustvo povezanosti pušenja i hromofobnog karcinoma 

bubrežnih ćelija[6].Neki odmogućih mehanizama kojima duvan utiče na kancerogenezu su 

oksidativni stres i stimulacija angiogeneze. Studije na animalnim modelima su pokazale da duvan 

najviše oštećuje renalne proksimalne tubule, za koje se smatra da su mesto nastanka 

svetloćelijskog RCC-a [7].Oksidativni stres takođe dovodi do oštećenja endotela i vaskularne 

mreže, doknikotin stimuliše umnožavanje endotelnih ćelija i angiogenezu posredovanu 

vaskularnim endotelnim faktorom rasta (VEGF), koji je često povišen u svetloćelijskom 

karcinomu bubrežnih ćelija[8].Osim uloge u nastanku, pušenje doprinosi progresiji inapredovanju 

karcinoma bubrega [9]. 

2. Gojaznost i ishrana: Epidemiološke studije sprovedene na različitim populacijama 

dokazale su povezanost između indeksa telesne mase (Body mass Index BMI) i rizika za 

nastanak RCC [10-12].Procenjeno je da porast od 5 kg telesne mase povećava rizik za nastanak 

RCC za 25% kod muškaraca i 35% kod žena [11]. Jedan od načina na koji gojaznost povećava 
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rizik za nastanak karcinoma, je podizanje nivoa insulina i insulinu sličnih faktora rasta (IGF). 

Kod gojaznih osoba takođe postoje veće koncentracije estrogena, koje podstiču karcinogeni 

efekat IGF [12].Velika evropska studija pokazala je postojanje veze između razvoja RCC i unosa 

hlebai testenina, što se dovodi u vezu sa visokim glikemijskim indeksom ovih namirnica. Studija 

je takođe pokazala da protektivni efekat ima i sveže i kuvano povrće, dok asocijacija između 

unosa različitog voća i RCC-a nije nađena.Rezultati studija koje povezuju ishranu bogatu mesom 

sa rizikom od nastanka RCC-a, su kontraverzni. Neke studije povezuju ishranu bogatu crvenim 

mesom sa RCC-om, dok druge nalaze vezu samo sa mesnim prerađevinama i živinom [13]. 

Nedavno je potvrđeno da umereno konzumiranje alkohola, pre svega piva i vina ima izvestan 

protektivni efekat na razvoj RCC [2]. 

3. Hipertenzija: Kohortne studije koje su uključile veliki broj pacijenata, dokazale su da je 

hipertenzija nezavistan faktor rizika za nastanak RCC, i da je povezana sa većom smrtnošću od 

ovih tumora[14 -16].Procenjeno je da porast krvnog pritiska od 10mmHg povećava rizik od 

RCC-a između 10-22% [14].Mehanizmi kojima hipertenzija učestvuje u kancerogenezi, još uvek 

nisu potpuno razjašnjeni. Kod hipertenzivnih osoba dolazi do hronične renalne hipoksije, koja 

indukuje transkripciju hipoksija inducibilnih faktora (HIF) i posledičnu neoangiogenezu i ćelijsku 

proliferaciju [2]. Pretpostavlja se da hipertenzija i gojaznost imaju u izvesnoj meri zajedničke 

patogenetske mehanizme. Gojaznost je asocirana sa povećanom glomerularnom filtracijom i 

povećanim protokom plazme, što čini bubrege podložnijim oštećenju i karcinogenezi.Gojaznost i 

hipertenzijasu takođe povezani sa oksidativnim stresom i lipidnom peroksidacijom sa 

formiranjem reaktivnih metabolita kiseonika, koji učestvuju u kancerogenezi [15, 16]. Jedna 

studija je pokazala da pacijenti oba pola, sa nekontrolisanom hipertenzijom imaju značajno veći 

rizik od nastanka RCC u odnosu na one koji primaju antihipertenzivnu terapiju [17]. 

4. Hemijski karcinogeni: Budući da filtriraju plazmu, izloženost ćelija bubrega 

karcinoogenima je velika u odnosu na druga tkiva. Ljudi mogu biti izloženi profesionalno u 

industriji kože, gume, boja, dok se neka jedinjenja mogu naći u hrani vodi ili lekovima, pre svega 

nesteroidnim, antiinflamatornim medikamentima ne računajući acetilsalicilnu kiselinu. Hemijske 

supstance mogu se podeliti na dokazane krcinogene bubrega, verovatne karcinogene i moguće 

karcinogene koji izazivaju tumore kod eksperimentalnih životinja (tabela 2.) [18].Među najviše 

proučavanim karcinogenima su ohratoksin, kalijum bromat, aristolohična kiselina i trihloretilen. 

Ohratoksin je metabolit gljiva Aspergilus i Penicillium genera, koji kontaminira različite 
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prehrambene namirnice, vino i pivo. Pored nefrotoksičnog efekta, na pacovima dokazano izaziva 

rast tumora. Aristoholična kiselina je alkaloidno jedinjenje prisutno u biljciAristolochia, koja se 

često upotrebljava u kineskoj tradicionalnoj medicini. Ova supstanca se smatra jednim od 

najjačih humanih karcinogena [19].Pacijenti profesionalno izloženi trihloretilenu, koji je ranije 

masovno upotrebljavan kao industrijski rastvarač, su dobijali RCC u ranijem životnom dobu u 

poređenju sa neeksponiranim pacijentima i kod njih su bile brojnije mutacije VHL gena, što 

ukazuje na genotoksičan efekat ove supstance [20]. 

Tabela 2. Hemijska jedinjenja povezana sa karcinomom bubrega (modifikovano iz reference 18) 

Hemijsko jedinjenje Mogući izvor izloženosti karcinogenost 

Fenacetin Nesteroidni antiinflamatorni lekovi Verovatni karcinogen 

2-Nitrofluoren Proizvod sagorevanja Mogući karcinogen 

Ohratoksin-A Metabolit gljiva Mogući karcinogen 

Arsen Voda za piće, industijska proizvodnja Verovatni karcinogen 

Benzpiren Izduvni gasovi motora Verovatni karcinogen 

Bromdihlormetan Hlorinacija vode za piće Mogući karcinogen 

Kadmijum Cigarete, industrijsko zagađenje Verovatni karcinogen 

Hlorotalonil fungicid Verovatni karcinogen 

Kalijum bromat (E924) Oksidativno sredstvo, dodaje se brašnu 

za bolji rast testa 

Mogući kancerogen 

Aristolohična kiselina Alkaloid Dokazani karcinogen 

Tetrahloretilen Sredstvo za hemijsko čišćenje Mogući karcinogen 

Trihloretilen Industrijski rastvarač Verovatni arcinoegen 

N-Nitrosomorpholin Proizvodnja gume Mogući karcinogen 

 

5. Komorbiditeti: Postoji povezanost između bubrežnih kalkulusa i razvoja RCC-a. Ostale 

bolesti koje se dovode u vezu sa nastankom RCC-a su dijabetes tip 2, stečena policistična bolest 

bubrega, terminalna bubrežna insuficijencija i virusni hepatitis C [2]. 
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2.3.1 Hereditarni tumori bubrega 

Hereditarni tumori bubrega obuhvataju oko 4% svih bubrežnih tumora.Kod pacijenata sa 

hereditarnim sindromima tumori se javljaju u mlađem uzrastu, češće su multifokalni, bilateralni i 

heterogeni. Postojiveći broj gena čije su mutacije povezane sa rizikom za razvoj nekog tipa RCC 

[21].Otkriveno je da geni identifikovani ispitivanjem porodica sa renalnim karcinomima 

istovremeno učestvuju i u patogenezi sporadičnih slučajeva. To je u velikoj meri unapredilo 

razumevanje molekularne osnove ovih tumora. 

Najčešći i najbolje proučen autozomno dominantni sindrom sa predispozicijom za razvoj 

različitih tumoraje Von Hippel Lindau.Javlja se sa incidencom 1 u 35000ljudi. Kod pacijenata 

se mogu razviti hemangioblastomi u mozgu, kičmenoj moždini ili retini, neuroendokrini tumori, 

feohromocitom, tumor endoplazmatske kese unutrašnjeg uha, brojne ciste pankreasa i bubrega i 

svetloćelijski karcinom bubrežnih ćelija. Za ovaj sindrom odgovorne su mutacije VHL gena 

lociranog na 3p25-26 [22]. Fenotipske varijacije unutar ovog sindromauzrokovane su različitim 

mutacijama koje mogu biti point-missense ili delecije, usled kojih najčešće nastaje inaktivni protein. 

Uloga VHL tumor supresornog gena u patogenezi RCC-a 

VHL je tumor supresorni gen i njegov gubitak je jedanod inicijalnih događaja u tumorigenezi 

ne samo naslednih već i sporadičnih svetloćelijskih tumora bubrega.U odnosu na status gena 

VHL, možemo razlikovati tri grupe RCC-a: tumore sa neizmenjenim genom wtVHL i 

funkcionalnim proteinom pVHL, tumore sa monoalelskom inaktivacijom gena VHL i 

redukovanom dozom funkcionalnog proteina i tumore sa bialelskom inaktivacijom VHL i 

potpunim odsustvom funkcionalnog pVHL [23]. ProteinpVHLulazi u sastav E3 ubikvitin 

ligaznog kompleksa, koji se u uslovima normoksije, vezuje za α subjedinicu Hipoksija 

inducibilnog faktora 1 (HIF1α), dovodeći do njegove ubikvitinacije i degradacije.HIF1α je 

transkripcioni faktor koji reguliše ekspresiju gena za preživljavanje u uslovima hipoksije, među 

kojima suigen za Trombocitni faktor rasta (PDGF), gen za Vaskularni endtoleni faktor rasta 

(VEGF), koji učestvuje u angiogenezi i enzimi koji omogućavaju sintezu ATP nezavisnu od 

kiseonika. Inaktivacija pVHL usled mutacije, dovodi do povećane sinteze i akumulacijeHIF 

molekula i posledične angiogeneze, proliferacijei promena metabolizma ćelija,čime je omogućen 

rast tumora(videti poglavlje 2.7. sliku 9.) [24]. Vezivanjem za fibronektin i kolagen IV pVHL 
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utiče na organizaciju ekstracelularnog matriksa. Zbog toga su u VHL-/- tumorima usled  narušene 

arhitekture ekstracelularnog matriksa, olakšane neoangiogeneza i migracija kacerskih ćelija. 

pVHL ima sposobnost vezivanja za mikrotubule citoskeleta, čime posredno osredno utiče na 

održavanje oblika i polariteta ćelije i formiranje cilija i mitotskog vretena. Gubitak ovog gena 

uzrokuju hromozomsku nestabilnost, a doprinosi i gubitku cilija na bubrežnim ćelijama, što jedna 

od prvih morfoloških promena koja prethodi formiranju renalnih cista koje predstavljaju 

prekancerozno stanje. Protein ovog gena uključen je i u ćelijski odgovor na DNK oštećenja i 

aktivnosti regulatora apoptoze [22]. 

Hereditarni papilarni karcinom tip 1 je redak autozomno dominantni sindrom koji se 

karakteriše pojavom multiplih bilateralnih papilarnih karcinoma tip 1. Uzrokovan je mutacijama 

MET gena na 7q31.MET kodira receptor tirozin kinaze, a njegov ligand je faktor rasta hepatocita 

(HGFR). Mutacije uzrokuju konstitutivnu aktivaciju nezavisnu od liganda [25]. 

Hereditarna lejomiomatoza sa papilarnim karcinomom tip 2 se karakteriše razvojem 

kutanih i uterinih lejomioma i renalnog papilarnog karcinoma tip 2 kod mlađih pacijenata. U 

ovom sindromu mutiran je gen za fumarat hidratazu FH, lociranom na 1q42.3-q43, koji kodira 

enzime uključene u Krebsov ciklus. Pacijenti sa bialelnom mutacijom razvijaju fumarat 

hidrataznu deficijenciju koja se karakteriše fumarat acidurijom, hipotonijom, encefalopatijom i 

smrtnim ishodom u prvim mesecima života. Jednostrana mutacija dovodi do razvoja  benignih 

lejomioma uterusa, oko 10 godina ranije u odnosu na sporadične slučajeve i papilarnog renalnog 

karcinoma tip 2 većeg histološkog gradusa i agresivnijeg toka [26]. 

Birt-Hogg-Dubé sindrom se nasleđuje autozomno dominantno i uzrokovan je mutacijama 

BHD gena na 17p11.2. Dovodi do razvoja displastičnih folikula dlake-fibrofolikuloma, cisti u 

plućima sa razvojem spontanog pneumotoraksa i različitih renalnih tumora: onkocitoma, 

svetloćelijskog, hromofobnog ili papilarnog karcinoma koji se mogu sresti unutar jednog 

bubrega, pri čemu je za ovoj sindrom karakteristična pojava hibridnog onkocitičnog tumora 

(mešanog onkocitoma i hromofobnog karcinoma) [27]. 

Ostali sindromi sa povećanim rizikom od razvoja renalnih karcinoma su: familijarni renalni 

kanceri asocirani sa BAP1 mutacijom, Tuberozna skleroza, PTEN hamartoma tumor 

sindrom, SDH- asocirani paragangliom/feohromocitom i balansirane translokacije na 

hromozomu 3 [21]. 
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2.4. KARAKTERISTIKEKARCINOMA BUBREŽNIH ĆELIJA 

 

Karcinomi bubrežnog prenhima vode poreklo iz ćelija nefrona. Smatra se dasvetloćelijskii 

papilarni RCC potiču iz epitela proksimalnih tubula, dok hromofobni, onkocitom i Belinijev 

tumor vode poreklo iz distalnih delova nefrona, verovatno iz epitela sabirnih kanalića [28]. 

Budući da se u podtipovima RCC nalaze različite genetske abnormalnosti, oni imaju i 

različite fenotipske karakteristike: makroskopski i mikroskopski izgled, imunohistohemijski 

profil, biološko ponašanje, prognozu i terapijske mogućnosti. 

2.4.1. Klinička slika i dijagnoza 

Najčešći trijas simptoma je bezbolna hematurija, povišena temperatura, i tup bol u 

slabinama. Bitno kliničko svojstvo svih RCC je da dugo ostaju nemi, a simptomi se javljaju tek 

kada je tumor dostigao značajnu veličinu. Hematurija, sa kojom se preko 50% bolesnika javlja, je 

najpre mikroskopska koja prelazi u makroskopsku.Kostovertebralni ili lumbalni bol udruženi sa 

palpabilnom masom ukazuju na to da je tumor već dostigao znatne razmere. Ekstrarenalni 

simptomi su, gubitak telesne težine, iscrpljenost, anoreksija, povišena temperatura i tupi 

abdominalni bolovi. Budući da bubreg fiziološki poseduje i endokrinu funkciju, kod ovih  tumora 

u oko 30% bolesnikamože doći do polimorfnog paraneoplastičnog sindroma u vidu policitemije, 

usled stvaranja eritropoetina, hiperkalcemije, hipertenzije feminizacije ili maskulinizacije,ili 

Kušingovog sindroma [29-31]. U oko 3% pacijenata može se javiti AA amiloidoza [32]. 

Sve rasprostranjenija upotreba ultrazvuka i drugih imidžing metoda tokom ispitivanja 

nespecifičnih abdominalnih tegoba ili sistematskih pregleda, dovela je do porasta incidentalnog 

otkrivanja renalnih tumora. Ultrazvuk je pokazao oko 79% senzitivnosti u detekciji renalnih 

parenhimatoznih masa većih od 5mm. Kompjuterizovana tomografija (CT) predstavlja zlatni 

standard u dijagnostici RCC jer ima senzitivnost i specifičnost veću od 85%. Svaka promena u 

renalnom parenhimu veća od 3cm se tretira kao maligna i zahteva hiruršku resekciju [30, 33, 34]. 

Za dijagnozu RCC sve češće se koristi perkutana biopsija tumorske lezije kako bi se 

odredio patohistološki tip tumora i stepen maligniteta. Ona se takođe koristi i za histološku 

verifikaciju tumora u cilju utvrđivanja najprikladnije farmakološke terapije kod bolesnika koji su 

kandidati za nehirurški tretmaan, kao i kod prisutnih metastaza [35]. 
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Uprkos primeni savremenih dijagnostičkih metoda, u trenutku dijagnoze 23% pacijenata 

već ima mtastatsku bolest, 25% će dobiti metastaze nakon nefrektomije, od kojih će se većina 

razviti u prvih pet godina. Najčešća mesta metastaza su pluća (45%), kosti (30%), limfni nodusi 

(22%), jetra (20%), i mozak (9%) [31,36]. 

2.5. PATOHISTOLOŠKE KARAKTERISTIKE PODTIPOVA RCC-a 

2.5.1. SVETLOĆELIJSKI KARCINOM BUBREŽNIH ĆELIJA 

Svetloćelijski karcinom bubrežnih ćelija (clear cell Renal cell carcinoma,ccRCC) je 

najčešći tip karcinoma bubrežnih ćelija, koji obuhvata između 65 i 70% svih tumora bubrega kod 

odraslih[28].U prošlosti je bio poznat pod različitim imenima: Grawitz-ov tumor, Carcinoma 

renocellulare lucidocellulare, i konvencionalni/klasični tip RCC-a [40]. 

Makroskopski izgled: Iako može nastati u bilo kom delu korteksa bubrega najčešće se 

javlja na gornjem polu, kao okrugla dobro ograničena, naizgled inkapsulirana masa veličine 3 do 

15 cm. Na preseku je žućkaste do sive boje, često sa poljima mrke boje usled hemoragije i sa 

zonama cističnog razmekšanja usled nekroze. Tokom rasta, tumor može dati satelitske noduse, 

može probiti kroz zidove sabirnog sistema, deformisati bubrežnu karlicu, raširiti se sve do uretera 

iliinfiltrisati perinfrično tkivo. U odmaklim slučajevima dolazi do urastanja tumorske mase u 

renalnu venu u vidu stuba unutar lumena krvnog suda, koji se može proširiti do donje šuplje vene 

i desnog srca.Proces se nazivapermeacija tumora i specifična je karakteristika ccRCC [31, 40]. 

Mikroskopski izgled: Ovaj tumor je dobio naziv zbog upadljivog mikroskopskog izgleda 

ćelija. One su svetle, naizgled prazne, ograničene ćelijskom membranom, dok su jedra mala i 

potisnuta bazalno (slika 1.). Prozračnost citoplazme potiče od visokog sadržaja lipida, holesterola 

i glikogena koji se gube prilikom histološke obrade tkiva. Ćelije su oko 2 puta veće od normalnih 

epitelnih ćelija tubula bubrega. Između njih je oskudna stroma sa karakterističnom mrežom 

malih, tankih krvnih sudova. Često se u stromi detektuju mešoviti zapaljenski infiltrat, nekroza i 

hemoragija.Histološki tip rasta ovog tumora može biti papilarni, trabekularni, solidni, tubularni i 

cistični, pri čemu se različiti tipovi mogu sresti unutar istog tumora [31, 40]. 
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Slika 1.  Prikaz svetloćelijskom karcinoma bubrega različitog stepena diferencijacije: a. ccRCC 

G:1 (HE x200); b. ccRCC G:1 (HE x400); c.ccRCC G:3 (HE x200); d. ccRCC G:4 (HE x400). 

U zavisnosti od stepena diferencijacije, ćelije mogu, imati i drugačiji izgled. One mogu biti 

sitnije, okrugle sa eozinofilnom citoplazmom i centralno posatvljenim jedrom, fuziformnog, 

rabdoidnog ili anaplastičnog izgleda. Rabdoidna morfologija može se sresti u oko 5% RCC-a. 

Iako ove ćelije morfološki nalikuju rabdomioblastima, krupne su, sa eozinofilnom citoplazmom, 

krupnim ekscentričnim nukleusom i prominentnim nukleolusom, poseduju drugačiji 

imunofenotip i ultrastrukturne karakteristike (slika 2.) [41]. Sarkomatoidna morfologija viđa se u 

5-10% RCC (slika 3.). Karakteriše se zgusnutim vretenastim ćelijama, sa izraženom atipijom, 

nalik fibrosarkomu, džinovskim pleomorfnim ćelijama i brojnim patološkim mitozama. Smatra se 

da su ove promene posledica divergentne diferencijacije, gdetumorske ćelije gube fenotipske 

karakteristike epitelnih, zadobijaju mezenhimske karakteristike a samim tim i veću sposobnost 

migracije i metastaziranja. Pojava sarkomatoidne diferencijacije u RCC niskog Fuhrmanovog 

gradusa, osporava tvrdnju da je ovo kontinuirani proces dediferencijacije klasičnog RCC-a, već 

može biti posledica aktivacije sarkomatoidne stem ćelije unutar tumora [42-44]. 

a b 

c d 
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Slika2. ccRCC sa rabdoidnom  Slika 3. ccRCC sa 

sarkomatoidnomdiferencijacijom(HE x 200).   diferencijacijom (HEx200).  

  

 

Imunohistohemijske karakteristike: Preko 90% ccRCC reaguje pozitivno sa Renal cell 

carcinoma (RCC) markerom, a 75-100% pozitivnosti ima i karbon anhidraza IX (CAIX). Ovi 

tumori su takođe pozitivni na: vimentin, PAX8 i PAX2, CD 10, a od epitelnih markera na 

niskomolekulske citokeratine AE1/AE3, citokeratin CAM 5.2 i epitelni membranski marker 

(EMA). Negativni markeri za ccRCC su: citokeratini 7 i 20 (CK7 I CK20), CD117, Cathepsin 

K, HMB45, MelanA, Inhibin i drugi [45]. 

Citogenetske karakteristike: Gubitak funkcije VHL gena na3p25-26 je najčešća 

mutacija sporadičnih ccRCC, pri čemu je jedna kopija mutirana ili utišana, dok je druga 

izgubljena kroz 3p deleciju. Na 3p hromozomu postoji još ccRCC asociranih tumor supresor 

gena: KD-M6A, KDM5C, SETD2 and PBRM1, koji su deo SWI / SNF kompleksa za 

remodelovanje hromatina [1]. 

Za utvrđivanje terapije i prognoze RCC važno je odrediti gradus maligniteta na osnovu 

stepena diferencijacije, gde gradus I označava dobro diferentvani tumor a gradus IV visoko 

agresivni nediferentovani tumor.U praksi je najčešće upotrebljavan Furhmanov gradusni sistem, 

zasnovan na veličini i obliku jedra i uočljivosti jedarceta [46]. 

• Furhmanov gradus I: Jedra su mala (10 mikrona), hiperhromatična i uniformna, jedarce se ne 

uočava na uvećanju 10x; 

• Furhmanov gradus II: Jedra su uvećana,(15 mikrona) blago nepravilna, a jedarca se uočavaju 

na uvećanju 40x; 

http://pathologyoutlines.com/topic/stainspax8.html
http://www.pathologyoutlines.com/topic/stainspax2.html
http://www.pathologyoutlines.com/topic/stainscam52.html
http://pathologyoutlines.com/topic/stainsema.html
http://www.pathologyoutlines.com/topic/cdmarkerscd117.html
http://www.pathologyoutlines.com/topic/stainscathepsink.html
http://www.pathologyoutlines.com/topic/stainscathepsink.html
http://www.pathologyoutlines.com/topic/stainshmb45.html
http://www.pathologyoutlines.com/topic/stainsmart1.html
http://www.pathologyoutlines.com/topic/stainsinhibina.html


26 
 

• Furhmanov gradus III: Jedra su velika (20 mikrona), izuzetno nepravilnog oblika, jedarca se 

vide na uvećanju 10x; 

• Furhmanov gradus IV: Makronukelusi kao u u gradusu III, udruženi sa bizarnim 

pleomorfnim ćelijama. 

Internacionalno udruženje uropatologa (The International Society of Urological Pathology -

ISUP) je 2012. dalo preporuku da se umesto Fuhrmanovog gradacijskog sistema koristi gradacija 

na osnovu izgleda jedarceta: 

• Gradus 1: Jedarce se ne uočava na uvećanju 40x; 

• Gradus 2: Jedarce se ne uočava na uvećanju 10x ali je vidljivo i eozinofilno na uvećanju 

40X (40% tumora); 

• Gradus 3: Jedarce vidljivo I eozinofilno na uvećanju 10x (30% tumora); 

• Gradus 4: Izražen nuklearni pleomorfizam, multinuklearne bizarne ćelije (15% tumora). 

Prema ovoj gradaciji prisustvo rabdoidne ili sarkomatoidne diferencijacije se tretira kao 

gradus IV i kao nezavisni prediktor loše prognoze. Prognoza takođe zavisi i od vrste tumora. 

Usvojen je konsenzus pri kom svi stadijumi pRCC i hromofobnog RCC imaju bolju prognozu u 

odnosu na ccRCC [47].Preporuka je da se prisustvo i procenat tumorske nekroze evidentiraju 

budući da imaju uticaja na prognozu [31, 48]. 

 

2.5.2. PAPILARNI KARCINOM BUBREŽNIH ĆELIJA 

 

Predstavlja malignu neoplazmu tubularnog epitela bubrega sa papilarnom ili 

tubulopapilarnom građom. On je drugi po učestalosti RCC sa incidencom od oko 18% [1].Češće 

je bilateralan i multifokalan u odnosu na ostale tipove RCC.  

Makroskopski izgled: Najčešće je lokalizovan u renalnom korteksu, svetlo žute do 

crveno braoin boje. Često je dobro ograničen sa izraženom pseudokapsulom, na preseku 

mekekonzistencije, pa može da “ističe iz bubrega”.Kod većih tumora mogu sevideti polja cistične 

degeneracije hemoragije i nekroze. 

Mikroskopski izgled: Papile imaju fibrovaskularnu osnovu u kojoj mogu biti prisutni 

penušavi makrofagi, psamomna telašca i hemosiderin. Moguće je prisustvo polja solidne građe, 
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svetlih ćelija, rabdoidne ili sarkomatoidne morfologije. Na osnovu histomorfološkog izgleda, 

molekularnog profila i biološkog ponašanja podeljen je u 2 podtipa. Iako u nekim tumorima može 

biti morfološkog preklapanja ova dva tipa potrebno ih je razdvojiti zbog različite prognoze i 

terapijskog pristupa [49]. 

• Tip 1 pRCC: papile su obložene jednim redom malih bledih ćelija, niskog nuklearnog 

gradusa, sa oskudnom bazofilnom citoplazmom i jedrima u kojima se ne uočavaju jedarca. 

Psamomna telašca i penušavi makrofagi su čest nalaz (slika 4.).Može imati trozomiju +7, +17, 

+12 ili +16, deleciju Y ili X hromozoma, a u 80% slučajeva mutaciju MET gena na 

hromozomu7q31, što ih čini osetljivim na terapiju inhibitorima MET signalnog puta. Klinički ima 

bolju prognozu u odnosu na tip 2 [25]. 

• Tip 2 pRCC: papile su obložene pseudostratifikovanim slojevima ćelija, izraženijeg 

citološkog pleomorfizma, većeg nuklearnog gradusa, sa oblinom eozinofilnom citoplazmom i 

krupnim sferičnim jedrima sa prominentnim jedarcima. Moguće je i prisustvo ćelija svetle 

citoplazme(slika 5.).Češći kod mlađih pacijenata. Citogenetski je polimorfan sa mogućim 

promenama na različitim hromozomima, ima goru prognozu i veću sklonost ka metastaziranju. 

 
Slika4. pRCC tip 1(HEx200.) Slika 5. pRCC tip 2 (HEx200) 

 

Imunohistohemijske karakteristike: Tumorske ćelije su pozitivne na Alfa metil acil 

koenzim A racemazu (AMACR), CD10, Vimentin, S-100, RCC, CAM 5.2, EMA, CK7 

(pozitivan u preko 80% tumora tip 1, a 20% tumora tip 2) CK8, CK18 i CK19 [50]. 
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2.5.3. HROMOFOBNI KARCINOM BUBREŽNIH ĆELIJA (chRCC) 

 

Ovaj tumor je treći po učestalosti i čini 5% svih hirurški odstranjenih epitelnih tumora 

bubrega. Jednako je zastupljen kod oba pola sa najčešćom pojavom u šestoj deceniji života [1]. 

Može biti hereditaran, u sklopu Birt-Hogg-Dubé sindroma [27]. Ima sporiju progresiju, manji 

metastatski potencijal i duže preživljavanje u odnosu na ccRCC [51]. 

Makroskopski izgled: Ovaj tumor je dobro ograničen, bez kaspule, sive do svetlo braon 

boje.Nekroza i cistične promene su prisutni u oko 30% slučajeva. 

 
Slika 6. Hromofobni karcinom (HEx200) 

Mikroskopski izgled:Postoje dve histološke varijante chRCC tipična i eozinofilna. U 

tipičnoj varijanti prisutna su 3 tipa ćelija: male ćelije sa blago granuliranom citoplazmom i 

smežuranim jedrom, ćelije sa zamućenom citoplazmom i perinuklearnim haloom i velike 

poligonalne ćelije, sa naglašenom ćelijskom membranom (slika 6.). Eozinofilna varijanta je u 

potpunosti sastavljena od eozinofilnih ćelija sa perinuklearnim haloom i prominentnom ćelijskom 

membranom [52]. Fuhrmanov gradusni sistem nije od prognostičkog značaja [53]. 

Imunohistohemijske karakteristike: 

Karakteristično za ovaj tumor je citoplazmatsko bojenje na Haleovo koloidno gvožđe. 

Tumor je takođe pozitivan na CK7, CK8/18, CD117, CD10, EMA, E-cadherin, citohrom–C 

oksidazu, dok je negativan na Vimentin, Cyclin D1 i ima nizak ki67 proliferativni indeks [54]. 

 

 

http://www.pathologyoutlines.com/topic/stainsecadherin.html
http://www.pathologyoutlines.com/topic/stainscyclind1.html
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2.5.4. SVETLOĆELIJSKI PAPILARNI KARCINOM BUBREŽNIH ĆELIJA 

 

Predstavlja redak tip tumora koji je odnedavno uključen u klasifikaciju. Poseduje  

histološke karakteristike i papilarnog i svetloćelijskog karcinoma ali se takođe od njih 

morfološki, imunohistohemijski i genetički razlikuje [55]. 

Makroskopski izgled: Najčešće dobro ograničen, unilateralan, može biti solidan ili 

multilokularan i cističan, žute do braon boje. 

Mikroskopski izgled: U ovim neoplazmama nalazi se mešavina cističnih, solidnih, 

glandularnih i papilarnih komponenti koje su obložene ćelijama svetle citoplazme, niskog 

nuklearnog gradusa.U pojedinim ćelijama jedra su apikalno postavljena tako da liče na ćelije 

endometrijuma u sekretornoj fazi. 

Imunohistohemijske karakteristike: 

Ovi tumori pokazuju jaku difuznu pozitivnost na CK7, pozitivni su još i na CAIX,  

AE1/AE3, CAM 5.2, Vimentin i EMA, a negativni naAMACR, CD10 i RCC [56]. 

 

2.5.5. TNM SISTEM KLASIFIKACIJE RCC-a 

Određivanje stadijuma karcinoma je proces kojim se utvrđuje veličina primarnog tumora i 

raspon njegovog širenja. Pomoću njega donose se odluke o načinu lečenja, moguća je prognoza i 

razmena informacija među lekarima i istraživačima. Internacionalna Unija za borbu protiv raka 

(IUCC) i The American Joint Committee on Cancer (AJCC) su sedamdesetih godina prošlog 

veka uveli stadiranje preko Tumor Nodus Metastaze (TNM) sistema, i njegova poslednja revizija 

–osmo izdanje iz 2018. godine je danas opšteprihvaćena širom sveta [37]. Polazna tačka ovog 

sistema je veličina tumora i njegov odnos sa okolnim strukturama (tabela 3), zatim stanje 

perirenalnih  i retroperitonealnih limfnih žlezda, prisustvo tumora u renalnoj i donjoj šupljoj veni, 

ili nadbubrezima i prisustvo metastaza u jetri plućima ili kostima [38]. 

 

 

 

http://www.pathologyoutlines.com/topic/stainsck7.html
http://www.pathologyoutlines.com/topic/stainscarbonicanhydraseix.html
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http://www.pathologyoutlines.com/topic/stainsamacr.html
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Tabela 3. TNM klasifikacija RCC 

 Primarni tumor 

Tx Primarni tumor se ne može proceniti; 

T0 Nema znakova primarnog tumora; 

T1 Tumor do veličine 7cm ograničen na bubreg; 

T1a Tumor ≤  4cm ograničen na bubreg 

T1b Tumor > 4 cm and ≤ 7 cm ograničen na bubreg; 

T2 Tumor veći od 7cm ograničen na bubreg; 

T2a Tumor > 7 cm and ≤ 10 cm, ograničen na bubreg; 

T2b Tumor > 10cm, ograničen na bubreg; 

T3 Tumor zahvata velike vene ili perinefrično tkivo ali ne i istostranu nadbubrežnu žlezdu i ne 

probija Gerota fasciju; 

T3a Tumor se širi u renalnu venu ili njene grane ili invadira perirenalno i/ili peripelvično masno 

tkivo, ali ne probija gerota fasciju; 

T3b Tumor zahvata venu kavu ispod dijafragme; 

T3c Tumor zahvata venu kavu iznad dijafragme ili probija njen zid; 

T4 Tumor probija Gerota fasciju i istostranu nadbubrežnu žlezdu 

Regionalni limfni nodusi- N 

Nx Regionalni limfni nodusi se ne mogu proceniti; 

N0 Metastaze u regionalne limfne noduse nisu prisutne (hilarne, kavalne ili aortne); 

N1 Metastaze prisutne u regionalnoim limfnim nodusima/nodusu 

Udaljene metastaze- M 

M0 Metastaze u udaljenim organima nisu prisutne; 

M1 Prisutne udaljene metastaze 

Na osnovu TNM klasifikacije mogu se utvrditi i prognostički stadijumi, pri čemu je za 

stadijum I procenjeno petogodišnje preživljavanje nakon nefrektomije oko 97%, za stadijum II 

oko 89%, za stadijum III - 78% a za stadijum IV oko 26% [39]. 

Tabela 4. Stadijumi tumora 

stadijum T N M 

I T1 N0 M0 

II T2 N0 M0 

III T1/T2 N1 M0 

 T3 Nx/N0/N1 M0 

IV T4 Bilo koji N M0 

 Bilo koji T Bilo koji N M1 
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2.5.6 TERAPIJA RCC-a 

Izbor terapijske procedure RCC-a zavisi najpre od stadijuma bolesti, zatim od veličine i 

lokalizacije tumorske mase, starosti, pridruženih bolesti i opšteg stanja pacijenta. Radikalna 

nefrektomija se godinama smatrala “zlatnim standardom” u tretmanu lokalizovanog RCC-a kod 

pacijenata sa zdravim kontralateralnim bubregom. Zahvaljujći novim dijagnostičkim metodama i 

ranijem otkrivanju, sve su češće poštedne operacije (nephron sparing surgery) i minimalno 

invazivne ablativne tehnike uz aktivno praćenje pacijenata. Rizik za razvoj udaljenih metastaza 

nakon radikalne nefrektomije kreće se od 20 do 50%. Nefrektomija u metastatskoj bolesti smatra 

se svrsishodnom ako tumor dovodi do kompresije okolnih struktura i samo u kombinaciji sa 

hemioterapeuticima. Smatra se da se citoredukcijom tumorske mase stvara preduslov za 

efikasnije delovanje adjuvantne terapije [38, 39]. 

Terapeutici koji se koriste kao prva linija terapije RCC-a su sunitinib, sorafenib, 

pazopanib i bevacizumab plus interferon. Kod pacijenata sa uznapredovalom bolešću, odobrena 

je kombinacija pembrolizumab i axitinib 57. Rapamycin (sirolimus) i njegovi analozi 

(temsirolimus, ridaforolimus) se koriste kod pacijenata sa lošom prognozom metastatskog RCC-

a, i kao druga linija terapije kod pacijenata koji su razvili rezistenciju. Bez obzira na terapijski 

pristup petogodišnje preživljavanje sreće se kod samo 8-11,7% pacijanata sa metastazama [58]. 

 

2.6. CXCL12/CXCR4/CXCR7 HEMOKINSKA OSOVINA 

 

2.6.1. Građa i funkcija hemokina 

Hemokini su grupa proteina sa zajedničkim strukturnim i funkcionalnim karakteristikama 

koja pripada familiji citokina. To su mali proteini, molekulske težine od 8-10KDa, najčešće 

kodirani klasterima gena na 4 i 7 hromozomu koji na N-terminalnom kraju sekvence amino 

kiselinaposeduju 4 konzervativne cisteinske rezidue, odgovorne za formiranje tercijarne 

strukture[59].Cisteinske rezidue se uparuju, formirajući disulfidne mostove, neophodne za 

održavanje strukturnog integriteta i vezivanje sa receptorom. Podeljeni su u 4 subfamilije (CXC, 

CX3C, CC and C) na osnovu položaja tih konzervativnih cisteinskih rezidua. C hemokinska 

subfamilija poseduje samo jednu N-terminalnu cisteinsku reziduu. Kod CC subfamilije, kojoj 

pripada većina hemokina, dve cisteinske rezidue se nalaze jedna pored druge. Kod CXC 
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subfamilije cisteinske rezidue su razdvojene jednom varijabilnom amino kiselinom, dok CX3C 

subfamilija ima 3 amino kiseline između dve cisteinske rezidue [60,61]. 

Do sada je otkriveno 48 hemokina. Predstavljaju posrednike ćelijske komunikacijeu 

fiziološkim i patološkim uslovima. Oni stimulišu ćelijsku aktivaciju, migraciju, hemotaksu, 

adheziju i degranulaciju limfocita Imaju presudnu ulogu u hematopoezi, morfogenezi, 

vaskularizaciji, preživljavanju, proliferaciji, imunološkom nadzoru i zapaljenskoj reakciji. 

Značajni su i u patološkim stanjima: autoimunim bolestima, kancerogenezi i metastaziranju [40, 

60, 61]. 

Hemokini ostvaruju svoju funkciju vezivanjem za svoje receptore na površini različitih 

ćelija. Do sada je identifikovano 23 receptora i oni su podeljeni u dve grupe: G protein- spregnute 

hemotaktične hemokinske receptore, kojih ima 19 i drugu grupu od 4 atipična hemokinska 

receptora (ACKR).G protein-spregnuti hemokinski receptor se sastoji od pojedinačnog 

polipeptidnog lanca sastavljenog od oko 350 amino kiselina.Ima kratak N-terminalni 

ekstracelularni domen, prolazi kroz ćelijsku membranu 7 puta pa ima 7 transmembranskih 

domena koji formiraju 3 ekstracelularne i 3 intracelularne petlje. Unutar ćelije se nalazi C-

terminalni domen polipeptidnog lanca, koji sadrži serinske i treoninske aminokiselinske rezidue 

koje služe za vezivanje G-proteinskog heterotrimera neophodnog za receptorski prenos signala 

nakon vezivanja liganda. Na osnovu subfamilije hemokina koju vezuju G-protein spregnuti 

receptori se dele na CR, CCR, CXCR i CX3CR. Svaki hemokin se može vezati za nekoliko 

specifičnih receptora i receptor može prenositi signal dobijen od različitih hemokina unutar jedne 

subfamilije. To objašnjava sposobnost hemokina da utiču na različite ćelijske populacije u 

kompleksnim mehanizmima hronične inflamacije, hematopoeze ili tumorigeneze. Prilikom 

vezivanja za svoje receptore, hemokini takođe interaguju sa glikozaminoglikanima (GAG), koji 

mogu biti u ekstracelularnom matriksu, ili zakačene za proteine na površini ćelije. GAG izazivaju 

zadržavanje hemokina na površini endotela venula, što je od značaja za hemokinima posredovano 

navođenje leukocita iz krvi u limfna tkiv [60-63]. 

Nasuprot klasičnim hemokinskim receptorima, atipični hemokinski receptori nisu 

povezani sa G proteinom i svoju funkciju ostvaruju aktivacijom drugačijih signalnih puteva. Dok 

su G protein-spregnuti receptori eksprimirani na hematopoetskim, i brojnim drugim ćelijama, 

atipične receptore poseduju eritrociti, ćelije trofoblasta, keratinociti i endotelne ćelije limfnih i 

krvnih sudova. Njihova aktivacija ne pokreće migraciju i hemotaksu, već oni uvlače hemokine u 
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ćeliju pripremajući ih za razgradnju i modifikuju funkciju klasičnih receptora. Zvanično za sada 

postoje 4 atipična receptora: ACKR 1, drugi naziv “duffy antigen receptor for chemokines” 

(DARC), ACKR 2 drugi naziv D6, ACKR3 poznatiji kao CXCR7 (receptor “siroče” engl. 

“orphan receptor”) i ACKR4 ranije nazvan “CC chemokine receptor- like 1 (CCRL1) [64]. 

 

2.6.2. HEMOKIN CXCL12 I NJEGOVI RECEPTORI 

 

CXCL12 ili faktor izveden iz stromalnih ćelija, eng. stromal cell-derived factor-1 (SDF-

1) je hemokin koga sekretuju brojne stromalne ćelije: fibroblasti, makrofagi i endotelne ćelije. 

Jedan Cxcl12 gen, kodiran na hromozomu 10q11 posredstvom modifikacije tj. splajsovanja 

informacione RNK, daje šest različitih varijanti α, β, γ, δ, ε i φ. Ove varijante imaju 3 ista egzona 

i  četvrti različiti egzon vezan za C terminalni kraj. Imaju različitu aktivnost i distribuciju u 

tkivima. Najzastupljenija varijanta je CXCL12α, koja je uključena u hematopoezu, 

embriogenezu, neuromodulaciju u CNS-u itd.[65, 66].CXCL12 se vezuje za dva receptora:  CXC 

receptor 4 koji se još zove i fuzin (CXCR4, CD184) i receptor CXC 7 ili atipični hemokinski 

receptor 3 (CXCR7, ACKR3).  

CXCR4 je evolucijski veoma konzervativan G protein spregnuti receptor sastavljen od 

352 aminokiseline.Eksprimiran je na različitim tipovima ćelija: limfocitima, hematopoetskim 

stem ćelijama (HSĆ), endotelnim, epitelnim i nekim tumorskim ćelijama. To im omogućava 

kretanje u pravcu koncetracijskog gradijenta CXCL12 [67].Vezivanje liganda za CXCR4 

ostvaruje se preko ekstracelularnog N-terminalnog domena i tri ekstracelularne hidrofilne petlje. 

Intracelularne petlje i C-terminalni domen, bogat aminokiselinama serin i treonin, su 

posredstvom konzervativnog DRY motiva vezani za heterotrimerni G protein, koji je neophodan 

za pokretanje signalne kaskade u ćeliji [61, 68].Heterotrimerni G protein sastoji se od α 

subjedinice, za koju je vezan GDP i kompleksa u kom su spojene β i γ subjedinice. 

(slika7.)Nakon vezivanja hemokina, dolazi do fosforilacije GDP u GTP i odvajanja GTP-Gα 

subjedinice od Gβγ-dimera. Ova dva dela vezuju efektorne proteine i pokreću brojne G protein-

zavisne signalne putevekao što su fosfatidil-inozitol-3 kinaza (PI3K), fosfolipaza A2 i D, 

fosfolipaza C (PLC), ras-mitogen-aktivirana-protein kinaza (MAPK), NF-κB i JNK/p38. Svi oni 

dovode do različitih promena poput, aktivacije transkripcije, reorganizacije citoskeleta, migracije 

ili adhezije ćelije. Aktivirana Gα može da aktivira Src familiju tirozin kinaza ili da inhibira adenil 
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ciklazu i time spreči stvaranje cikličnog adenozin monofosfata (cAMP). Gβγ aktivira PI3K a 

preko PLC pokreće intracelularnu akumulaciju Ca2+ jona, koji takođe aktiviraju neke protein 

kinaze (slika 7.) [68, 69]. PI3K reguliše atipičnu serin/treonin kinazu mTORkoja kao odgovor na 

stres, kiseonik ili faktore rasta, utiče na progresiju ćelijskog ciklusa, citoskeltenu reorganizaciju i 

ćelijsko preživljavanje. mTOR je meta antikancerskih lekova Rapamicina i njegovog analoga 

Temesirolimusa [70]. CXCL12/CXCR4 osovina aktivira JAK/STAT signalni put bez učešća G 

proteina.CXCL12 dovodi do prolazne asocijacije JAK2 i JAK3 sa CXCR4, posledične aktivacije 

i nuklearne translokacije brojnih STAT proteina [71].  

 
Slika 7. (Modifikovano iz reference 66.) 

Nakon produženog vezivanja CXCL12, CXCR4 se desenzitiše i endozitozom uvlači u 

ćeliju. Endocitoza receptora dovodi do njegove lizozomalne degradacije ili ponovnog vraćanja na 

površinu ćelije i reaktivacije.Desenzitizacija je posredovana vezivanjem proteina β-

arestina.Serinske i treoninske rezidue na C terminalnom domenu, nakon fosforilacije od strane G 

proteinskih receptor kinaza (GRK), vezuju citoskeletne proteineβ-arestine.Jednom vezan, β-

arestin sprečava formiranje G-protein sprege,  blokira prenos signala i posreduje u internalizaciji 

(endocitozi) receptora.β-Arestini takođe mogu aktivirati brojne signalne puteve poput Akt, PI3K, 

https://sr.wikipedia.org/wiki/Arestin
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MAPK ili NF-κB, što dovodi do različitih odgovora ćelija[68]. GTP-azna aktivnost Gα 

subjedinice ograničava aktivaciju proteina i dalji prenos signala, budući da hidroliza GTP u GDP 

dovodi do ponovnog spajanja Gα i Gβγ i inaktivacije proteina. G protein - zavisna signalizacija se 

takođe može prekinuti i proteinima koji ubrzavaju GTP-aznu aktivnost i time promovišu 

hidrolizu Gα subjedinice [72]. 

CXCL12 i CXCR4 su eksprimirani u: kostnoj srži, limfnom tkivu, mozgu, srcu, plućima, 

timusu, bubrezima, jetri, slezini i tankom crevu [73]. CXCL12/CXCR4 osovina je važna za 

održavanje i kretanje HSĆ u kostnoj srži, za stvaranje i razvoj B i T limfocita, plazmocitoidnih i 

NK ćelija kao i za kardiogenezu i neurogenezu. CXCL12/CXCR4 signalizacija reguliše kretanje 

timocita u timusu i doprinosi migraciji limfocita u i iz limfnih nodusa [74]. CXCL12/CXCR4 su 

se pokazali kao neophodni i u usmeravanju primordijalnih germinativnih ćelija u gonade, 

formiranju kardijalnih ventrikularnih septi, vaskularizaciji gastrointestinalnog trakta i migraciji 

granularnih ćelija u mali mozak tokom neurogeneze [75]. Eksperimenti na genetski 

modifikovanim (“knock out”) miševima kod kojih su isključeni geni za CXCR4 ili CXCL12, su 

pokazali defektnu hematopoezu usled neadekvatnog navođenja HSĆ iz fetalne jetre ka kostnoj 

srži. Takođe su ispoljili letalne defekte u razvoju srca mozga i krvnih sudova [76]. 

Pored fizioloških uloga CXCL12/CXCR4 signalizacija učestvuje i u inflamaciji i 

imunološkom nadzoru. Oštećenja tkiva izazvana hipoksijom, toksinima, iradijacijom povećavaju 

ekspresiju CXCL12 i regrutuju CXCR4 pozitivne ćelije na mesto oštećenja [77].Pošto ima ulogu 

u neurogenezi i razvoju korteksa velikog mozga i malog mozga CXCL12/CXCR4 osovina je 

uključena u patogenezu neurodegenerativnih i autoimunih bolesti centralnog nervnog sistema 

poput Alchajmerove bolesti, multiple skleroze iamiotrofične lateralne skleroze [65].  

Otkriveno je da je CXCR4 esencijalni koreceptor zaT-limfocito-tropni soj virusa humane 

imunodeficijencije tip-1 (HIV-1). HIV-1 gp120 protein se vezuje za CXCR4 i posreduje ulasku 

virusa u ćeliju. CXCL12 funckioniše kao prirodni antagonist HIV-1, budući da blokira infekciju 

T limfocita [75].CXCL12γ splajsing varijanta je među svim ostalim varijantama pokazala veliki 

afinitet za vezivanje za površinu ćelije i najveću sposobnost blokade ulaska HIV virusa [66]. 

CXCR7 je nedavno otkriven receptor za CXCL12, koji ima 10 puta veći afinitet vezivanja 

za u odnosu na CXCR4. Najpre se zvao “receptor siroče”, budući da nisu bili poznati njegovi 
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ligandi [78]. Ovaj alternativni receptor se takođe velikim afinitetom vezuje za interferon-

indukujući T-ćelijski α hemo atraktant (I-TAC ili CXCL11). CXCR7 je eksprimiran na 

aktiviranom endotelu, fetalnim ćelijama jetre i na površini različitih malignih ćelija i krvnih 

sudova unutar tumora, ali ne na normalnoj vaskulaturi i ostalim ćelijama.Ekspresija CXCR7 

omogućava ćeliji rast, preživljavanje, kao i povećana adheziona svojstva [79]. CXCR7 nema 

funkcionalne domene za vezivanje sa G proteinom i posledičnu signalizaciju.Njegova aktivacija 

ne izaziva porast Ca2+, mobilizaciju ili ćelijsku migraciju. Međutim, eksperimenti na ćelijskim 

kulturama su pokazali njegovo učešće u CXCR4 posredovanoj aktivaciji G proteina. CXCL12 

indukuje formiranje heterodimera CXCR4/CXCR7, koji pokreće β-arestinsku signalizaciju, i 

menja sposobnostinterakcije CXCR4 sa G proteinima. Ova dva receptora komuniciraju 

međusobno unutar heterodimera, tako što jedan modifikuje funkciju drugog kroz trans-

konformacionalne promene [70, 79-81]. Pretpostavlja se da CXCR7 funkcioniše kao receptor 

čistač (engl. scavenger) za CXCL12. On uklanja ovaj hemokin iz ektraćelijskog prostora, i 

olakšava njegovu razgradnju u lizozmima. Na taj način CXCR7 smanjuje količinu raspoloživog 

liganda za aktivaciju CXCR4 [82]. 

Iako se dosta naučilo o ulozi CXCL12 i njegovih receptora u fiziološkim i patološkim 

aktivnostima ćelija, mnogi aspekti još uvek nisu poznati i zahtevaju dalja istraživanja. 

 

2.6.3. ULOGA  HEMOKINSKE OSOVINE CXCR12/CXCR4/CXCR7  

UPATOGENEZITUMORA 

 

Zbog uloge u hemotaksi, angiogenezi, ćelijskoj proliferaciji i preživljavanju, ekspresija 

hemokina i njihovih receptora proučavana je u preko 20 različitih maligniteta. 

CXCL12/CXCR4/CXCR7osovina igra bitnu ulogu u metastaziranju tumora u udaljene organe, 

budući da kontroliše migraciju tumorskih ćelija kroz endotel krvnih sudova i ekstracelularni 

matriks. Slično kao kod hemotakse, ciljni organi eksprimiraju hemoatraktante, koji posreduju u 

ekstravazaciji tumorskih ćelija. Nivoi CXCL12 su najviši na čestim mestima metastaza, kao što 

su kosti, mozak, kičmena moždina limfni nodusi i jetra [83, 84]. 

Intratumorska sekrecija CXCL12 privlači CXCR4-pozitivne inflamatorne, vaskularne i 

stromalne ćelije u tumor. Sve te ćelije, sekretujući faktore rasta, citokine, hemokine i 
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proangiogene faktore podstiču dalji rast tumora [78]. Hemotaksa neoplastičnih ćelija u pravcu 

CXCL12 gradijenta nije jedino objašnjenje njihovog metastastskog potencijala. Da bi 

metastazirale, tumorske ćelije moraju da se izdvoje iz osnovne tumorske mase, interaguju sa 

ekstracelularnim matriksom i zidom krvnog suda, prodru u krvotok i stignu do ciljnog organa.  

CXCL12/CXCR4 osovina je važna za adheziju tumorskih ćelija za endotel i interakcijusa proteinima 

ekstracelularnog matriksa: lamininom, kolagenom i fibronektinom. CXCR4 ne reguliše direktno 

adheziju, već signalnim putevima modifikuje ekspresiju integrinskih adhezionih receptora [85]. 

CXCR4 se eksprimira na tumorskim ćelijama nesitnoćelijskog karcinoma pluća. Nalazi se 

u jedru i/ili citoplazmi malignih ćelija, ali se ne eksprimira u zdravom plućnom tkivu. Jaka 

nuklearna pozitivnost korelira sa boljim preživljavanjem, u odnosu na negativno nuklearno 

bojenje. To je bio prvi prikaz da lokacija ekspresije hemokinskog receptora može biti povezana 

sa ishodom bolesti [86]. 

Velika studija koja je uključila preko 600 pacijenata sa karcinomom prostatepokazuje da 

prekomerna ekspresija CXCR4 korelira sa povećanom agresivnošću tumora. Ćelije karcinoma 

prostate su takođe pokazale i povećanu CXCL12 ekspresiju. Taj rezultat je bio neobičan, budući 

da tumorske ćelije mogu da metastaziraju u organe sa visokom ekspresijom CXCL12, kao što su 

pluća, kosti, jetra ili limfni nodusi. Visoki nivoi i liganda i receptora unutar tumora autokrino 

stimulišu proliferaciju ćelija i čine CXCL12/CXCR4 osovinu još jednim mehanizmom 

preživljavanja i metastaziranja tumorskih ćelija [87]. CXCR7 takođe ima svoju ulogu u razvoju, 

progresiji i metastaziranju tumora. In vitro i in vivo studije su pokazale da ekspresija CXCR7 

ćelijama karcinoma prostate olakšava njihove adhezivne i invazivne mogućnosti i da je u 

korelaciji sa agresivnošću tumora [88]. 

Ekspresija CXCR4 je otkrivena u karcinomu dojke ali ne u zdravom tkivu. 

CXCl12/CXCR4 osovina ne samo da podstiče metastaziranje u udaljene organe, već podstiče rast 

i primarnog karcinoma dojke. Opsežna meta-analiza je pokazala da je ukupno preživljavanje 

(overall survival –OS) pacijenata sa karcinomom dojke značajno sniženo kod tumora sa visokom 

ekspresijom CXCR4 u poređenju sa onim kod kojih je ekspresija mala[89]. Receptor za humani 

epidermalni faktor rasta 2 (HER 2/neu), koji se često sreće u karcinomu dojke, podiže ekspresiju 

CXCR4 tako što inhibira njegovu degradaciju [90]. U jednoj studiji CXCR7+ ćelije karcinoma 
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dojke su pojačale metastaziranje CXCR4+ ćelija, što pokazuje da je CXCR7 potreban za 

normalni hemotaktički odgovor CXCR4+ ćelija na ligand[82]. 

Više studija demonstriralo je vezu ekspresije CXCR4 i CXCR7 sa kratkim periodom 

preživljavanja kod pacijenata sa sarkomima kostiju i Ewingovim sarkomom. CXCR4 ekspresija 

je takođe u korelaciji sa hondrosarkomom [91]. 

CXCR4 ekspresija je nazavisni prognostički prediktor relapsa bolesti kod pacijenata sa 

hematološkim malignitetima poput hronične i akutne mijeloidne leukemije i multiplog mijeloma. 

U hroničnoj limfocitnoj leukemiji, CXCR4-pozitivne B-ćelije se privlače u kostnu srž koja 

produkuje visoke nivoe CXCL12, taj proces je sličan homingu normalnih HSĆ u kostnu srž.  

CXCR4/CXCL12 interakcija unutar kostne srži štiti kancerske ćelije od apoptoze indukovane 

hemoterapijom [75].  

CXCL12/CXCR4 je kroz mehanizme proliferacije, migracije i angiogeneze uključena u 

razvoj i metastaziranje brojnih gastrointestinalnih kancera: kolorekatlnom, gastričnom, 

hepatocelularnom, kao i karcinomima pankreasa i jednjaka [92, 93]. 

CXCR12/CXCR4/CXCR7 hemokinska osovina je ispitivana i u karcinomima bubrežnog 

parenhima. U istraživanjima su korišćene ćelijske kulture, animalni modeli kao i humani 

materjal. Klinički značaj CXCL12 i njegovih receptora u RCC-u još uvek nije do detalja 

razjašnjen. Iako su brojne studije dokazale povećanu ekspresiju ovih markera u tumorskom tkivu 

u odnosu na tkivo zdravog bubrega i povezaleih sa agresivnim biološkim ponašanjem tumora i 

kraćim preživljavanjem, konsenzus još uvek nije postignut [61, 94].Istraživanja pokazuju 

heterogenost u pogledu metodologije, broja ispitivanih uzoraka, kliničkih karakteristika pacijenata, 

uključivanja svih raspoloživih histoloških tipova, različitih histoloških gradusa i stadijuma bolesti. 
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2.7. HIPOKSIJA INDUCIBILNI FAKTORI 

 

Sve ćelije sisara moraju da održavaju adekvatnu koncentraciju kiseonika za funkcionisanje 

aerobnog metabolizma i stvaranje energije. Hipoksija inducibilni faktori (HIF) su transkripcioni 

faktori zaduženi za održavanje homeostaze kiseonika u ćelijama. Ovi faktori su heterodimerni 

proteini koji poseduju α-subjedinicu (HIF1α, HIF2α i HIF3α) i konstitutivnu β-subjedinicu 

(HIF1β). U uslovima normoksije pVHL formira E3 ubikvitin ligazni kompleks i vezuje se za 

hidroksilisane HIF1α i HIF2α koji zatim podležu proteozomalnoj razgradnji u roku od nekoliko 

minuta. U uslovima ćelijske hipoksije pVHL ne može da veže HIF-ove i degradira ih, budući da je 

njihova hidroksilacija proces zavisan od kiseonika (slika 8.). To dovodi do njihove akumulacije, 

premeštanja u jedro, formiranja heterodimernog kompleksa sa konstitutivno eksprimiranim HIF1β 

i indukcije ciljanih gena u jedru [95]. Iako su HIF1α i HIF2α, dva različita proteina, 

poseduju48% sličnosti sekvence aminokiselina idelimično se preklapaju u aktivaciji ciljnih gena 

poput gena za sintezu CXCR4 [96].  Aktivirani kompleks pokreće transkripciju preko stogena 

među kojima su i geni za faktore rasta: transformišući faktor rasta β (TGF- β), vaskularni 

endotelni faktor rasta (VEGF), koji je uključen u angiogenezu. Takođe indukuje sintezu 

eritropoetina, zaduženog za metabolizam i transport kiseonika, laktat dehidrogenaze (LDH), 

neophodne za glikolizu,enzima koji omogućavaju sintezu ATP nezavisnu od O2 i mnogih drugih 

proteina koji učestvuju u ćelijskoj proliferaciji i migraciji. 

 
Slika 8.Aktivnost HIF1α u zavisnosti od prisustva kiseonika 
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Brojne studije dokazale su povezanost HIF1α sa razvojem različitih tumora, njihom 

agresivnim ponašanjem, rezistencijom na terapiju i lošom prognozom.[94-98]. U brzorastućim 

tumorima uvek je prisutna hipoksija,koja posredstvom HIF1α omogućava kancerskim ćelijama da 

promene metabolizam glukoze i umesto oksidativne fosforilacije, zavisne od kiseonika, pređu na 

glikolizui timeobezbede dovoljno energije. To je takozvani “Warburg efekat”, čime tumorske ćelije 

troše više glukoze. Istovremeno HIF1α podstiče neoangiogenezui metastaziranje u udaljena bolje 

oksigenisana tkivatranskripcionom aktivaciojm onkogena poput VEGF, TGF- β3 i drugih. Osim 

hipoksije, postoje i drugi načini onkogene kiseonik-nezavisne aktivacije HIF1 α. 

Aktivacija.Fosfatidil-inozitol-3 kinaze (PI3K) preko atipične serin/treonin kinaze mTOR 

povećava translaciju HIF1α. Na nju takođe može uticati i mitogenima aktivirani 

RAS/RAF/MEK/ERK signalni put.Takođe je uočena povećana ekspresija HIF1α u tumorima sa 

gubitkom p53 gena [99]. 

 

2.7.1. ULOGA HIF-a U PATOGENEZI RCC-a 

 

Jedna od čestih genetskih abnormalnosti, prisutna kod većine ccRCC je mutacija VHL gena 

čiji proteinski produkt posreduje ubikvitinizaciji i degradaciji HIF molekula. Zato nivo ovih 

transkripcionih faktora ostaje visok indukujući sintezu faktora rasta i proangiogenih proteina. 

HIF-1α istovremeno povećava translaciju, a samim tim i ekspresiju CXCR4 i CXCL12 [98]. Svi 

oni dovode do proliferacije ćelija, angiogeneze i razvoja metastatskog potencijala.  

Familija faktora indukovanih hipoksijom, ima izuzetno značajnu ulogu u procesu 

tumorigeneze bubrežnog tkiva.Brojne studije su ispitivale ulogu HIF1α i HIF2α kancerogenezi 

tumora bubrega i ponekad objavljivale kontradiktorne rezultate. U nekim studijama ccRCC-a, 

HIF2α se pokazao kao veći stimulator tumorogeneze u odnosu na HIF1α koji se sa druge strane 

pokazao kao tumor supresor [95]. Eksperimenti na transgenim miševima su pokazali nastanak 

ccRCC-a kod miševa kod kojih je HIF1α bio konstitutivno eksprimiran ali ne i kod miševa sa 

ekspresijom HIF2α [98, 100].Literaturni podaci surazličiti i kad je u pitanju uloga HIF 1α i HIF 

2α u prognozi i preživljavanju pacijenata sa RCC-om. U nekima je ekspresija HIF1α bila 

povezana sa dužim ukupnim preživljavanjem (overall survival-OS) i preživljavanjem bez 

recidiva bolesti (progression free survival- PFS). Druge su pokazale lošu prognozu kod 

pacijenata sa visokom ekspresijom HIF1α a niskom ekspresijom HIF 2 [101]. Bez obzira na 
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prognostički potencijal HIF1 molekula, njihova uloga u kancerogenezi RCC-a posredstvom 

VEGF je neosporna. Trenutni terapijski protokoli uznapredovalog RCC-a uključuju VEGF 

antagoniste kao što su: bevacizumab, sunitinib, sorafenib, pazopanib i axitinib. Oni svojim 

delovanjem smanjuju neoangiogenezu, koja je jedan od najznačajnih mehanizama u razvoju 

RCC-a [95]. 

 

2.8. NOTCH SIGNALNI PUT 

Notch signalni put je veoma konzervativan među sisarima. Učestvuje u različitim 

ćelijskim funkcijama, poput diferencijacije, proliferacije i apoptoze i ima važne uloge u 

embrionalnom razvoju, postnatalnoj hematopoezi, imunom odgovoru, angiogenezi, obnovi 

epitela i drugim fiziološkim i patološkim procesima. Do danas je identifikovano 4 Notch 

receptora (Notch1–4) i pet Notch liganda (Delta like ligand, DLL-1, DLL-3, DLL-4; Jagged1 i 

Jagged 2) [102]. Svi oni su transmembranski polipeptidi čiji se ekstracelularni domen 

aktiviradirektnim međućelijskim kontaktom. Signalni put ne uključuje amplifikaciju signala, niti 

postoje sekundarni glasnici.Za funkcionisanje receptora neophodna je post-translacijska obrada, 

isecanje pomoću furin-konvertaze u goldžijevom aparatu. Interakcija receptora jedne ćelije i 

liganda na površini signalizirajuće ćelije, dovodi dokonformacijske promene i dva proteolitička 

cepanja Notch transmembranske subjedinice (Notch transmembrane subunit NTM). Prvo cepanje 

vrši se pomoću tumor nekrozis faktor-α konvertujućeg enzima (TACE), a drugo kompleksom γ-

sekretaze. Na taj način dolazi do oslobađanja intraćelijskog domena (Notch intracellular domain 

NICD), koji se prenosi do jedra i modifikuje gensku ekspresiju. NICD se, kod ljudi, veže za 

proteinski kompleks na DNK (CSL, MAML, p300), čime nastaje kompleks za aktivaciju 

transkripcije. Ukoliko se aktiviran NCID ne veže, kopleks deluje kao transkripcijski 

represor[103].Notch signalizacija utiče na brojne gene među kojima su: cyclin D1 и 3, Her2, p21, 

NF-κB, MYC, survivin, IGF1-R i drugi(slika 9.) [104].To pokazuje uticaj ovog signalnog puta na 

diferencijaciju i dalju sudbinu različitih tipova ćelija. 

Devedesetih godina prošlog veka dokazani su Notch 1 i Notch 4 receptori i njihovi ligandi 

na endotelnim ćelijama, a u skorije vreme pokazano je i da ovaj signalni put učestvuje u 

angiogenezi posredovanoj VEGF, i da mu je jedna od najranijih uloga u embriogenezi 

usmeravanje ćelija ka arterijskoj ili venskoj diferencijaciji. Eksperimenti na životinjama su 
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pokazali da gubitak Notch 1 dovodi do rane smrti embriona usled poremećene 

angiogenezeplacente i ostalih organa [105].Notch se pokazao i kao značajan faktor u 

embriogenezi bubrega. Ovaj signalni put učestvuje u odluci da li će ćelije bubrega proliferisati ili 

diferencirati [106].Neki od gena na koje utiču komponente Notch signalnog puta su poznati po 

značajnoj ulozi u karcinogenezi [104]. 

 
Slika9.Osnova Notch signalnog puta preuzeto i modifikovano iz reference br.104 

 

Notch signalizacija je povezana i sa onkogenim i sa tumor supresornim funkcijama u 

različitim tumorima. Nenormalna Notch signalizacija je prvi put otkrivena 1991. u akutnoj T-

ćelijskoj limfoblastnoj leukemiji, gde je postojala nenormalna aktivacija Notch 1.Hromozomska 

translokacija izazvala je nastanak proteina kom nedostaje veći deo ekstracelularnog domena. 

Kasnije je otkriveno da Notch 1 deluje na gen koji kodira proto-onkogen MYC, koji dovodi do 

diferencijacije i smanjenja apoptoze [97, 107]. Ovaj isti mehanizam Notch 1-MYC posredovane 

kancerogeneze nađen je i u karcinomu dojke [108]. Eksperimenti na ćelijskim kulturama su 
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pokazali da Notch1 podstiče invazivnost i proliferaciju tumorskih ćelija preko PI3k/AKT/mTOR 

signalnog puta. Budući da hemokin CXCL12 i njegov receptor CXCR4 takođe ostvaruju svoje 

funkcije preko ovih mitogenom aktiviranih kinaza, dokazan je dvojni uticaj ovih molekula na 

agresivno ponašanje tumora [109]. Notch signalni put se pokazao značajnim za epitelno 

mezenhimsku tranziciju, proces pri kome epitelne ćelije dobijaju fenotipske karakteristike 

mezenhimnih ćelija, gube međućelijsku adhezivnost a dobijaju sposobnost migracije, što je jedan 

od preduslova metastaziranja kacerskih ćelija [103]. 

U zavisnosti od vrste tumora Notch1 može da podstiče ili suprimira rast tumora.Različite 

kliničke studije su povezale Notch 1 ekspresiju sa kraćim preživljavanjem pacijenata sa 

adenokarcinomom pluća, kolorektalnim karcinomom, gliomom i melanomom. Međutim, Notch 

signalni put je pokazao inhibitorni potencijal u ispitivanjima karcinoma prostate, pankreasa i jetre 

[110]. Literaturni podaci ukazuju na pozitivnu asocijaciju između Notch 1 ekspresije i 

kancerogeneze i progresije ccRCC. Eksperiment na kulturi RCC ćelijapokazao je da inhibicija 

Notch 1 inhibira i mTOR signalni put, dovodi do inhibicije ćelijske proliferacije i indukuje 

apoptozu [111]. 
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3. HIPOTEZA I CILJ ISTRAŽIVANJA 

 

U karcinomima bubrežnog parenhima postoji kompleksna, još uvek nedovoljno ispitana, 

heterogenost zbog koje čak i pacijenti sa sličnim kliničkim i patohistološkim karakteristikama 

mogu imati različiti tok i prognozu bolesti. Poslednjih decenija proučavani su i predlagani 

različiti biohemijski markeri koji bi mogli objasniti patogenezu,predvideti prognozu ili biti od 

koristi u ciljnoj terapiji RCC-a. Molekuli hemokinske osovine CXCl12/CXCR4/CXCR7, kao i 

njima pridruženi transkripcioni faktor HIF1α i receptor Notch1 imaju važne funkcije u 

kancerogenezi i privlače sve veću pažnju kao potencijalne mete antikancerske terapije.  

H0- Nulta hipoteza istraživanja: Ne postoji povezanost ekspresije ispitivanih markeria sa 

kliničko-patološkim parametrima ccRCC i pRCC. Visoka ekspresija biomarkera nije povezana sa 

parametrima agresivnosti tumora niti sa kraćim periodom preživljvanja. Ako se i utvrdi 

postojanje određene zavisnosti, ona nije nastala pod dejstvom sistemskog faktora, već je 

slučajnog karaktera i nije statistički značajna; 

Radne hipoteze istraživanja su: 

• Postoji značajna povezanost između visoke ekspresije ispitivanih markera i kliničko-

patoloških parametra agresivnosti (visok histološki gradus, uznapredovali patološki 

stadijum, prisustvo nekroze ili sarkomatoidne diferencijacije); 

• Visoka ekspresija ispitivanih markera značajno je povezana sa kraćim periodom 

preživljavanja pacijenata sa ccRCC i pRCC; 

• Postoji značajna povezanost markera hemokinske osovine CXCL12/CXCR4/CXCR7 sa 

transkripcionim faktorom HIF1α i Notch1 receptorom, budući da postoje preklapanja u 

signalnim putevima preko kojih oni ostvaruju svoje funkcije. 

Cilj ovog istraživanja je analiza ekspresije marekera hemokinske osovine 

CXCL12/CXCR4/CXCR7, transkripcionog faktora HIF1α i receptora Notch1 u svetloćelijskom i 

papilarnom karcinomu bubrežnog parenhima. 
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Konkretni ciljevi predstavljenog naučnog istraživanja su: 

1. Ispitati procenat ekspresije i ćelijsku lokalizaciju CXCL12 u karcinomima bubrežnih ćelija 

(ccRCCC i pRCC) i povezanost sa kliničko-patološkim parametrima: polom, starošću 

pacijenata, histološkim gradusom, i  pTNM i kliničkim stadijumom karcinoma;  

2. Analizirati rasprostranjenost i ćelijsku  lokalizaciju receptoraCXCR4 и CXCR7u ссRCC i 

pRCC i njihovu povezanost sa kliničko-patološkim parametrima: polom, starošću 

pacijenata, histološkim gradusom, Furmanovim patološkim  i kliničkim stadijumom 

karcinoma;  

3. Analizirati procenat ekspresije i ćelijsku lokalizaciju transkripcionog faktoraHIF 1α, koji 

ima ulogu u sintezi CXCR4 i čija prekomerna ekspresija može igrati kritičnu ulogu u 

tumorskoj progresiji posredovanoj angiogenezom;  

4. Analizirati ekspresiju transmembranskog proteinskog receptoraNotch1u karcinomima 

bubrežnih ćelija i njegovu povezanost sa kliničko-patološkim parametrima:polom, starošću 

pacijenata, histološkim gradusom,  patološkim  i kliničkim stadijumom karcinoma;  

5. Analizirati povezanost ispitivanih markera sa poznatim makro i mikromorfološkim 

parametrima agresivnosti (veličina tumora, vaskularna invazija, nekroza, hemoragija, 

sarkomatoidna diferencijacija); 

6. Analizirati međusobnu povezanost ekspresije receptoraCXCR4iCXCR7 sa njihovim 

ligandomCXCL12 u CCRCC i pRCC;  

7. Ispitati međusobni odnos ekspresijeHIF 1α iNotch 1, i receptoraCXCR4i CXCR7 u ссRCC 

i pRCC ; 

8. Budući da ссRCC i pRCC vode zajedničko poreklo od ćelija proksimalnih tubula, 

analizirati razliku u ekspresiji i lokalizaciji ispitivanih markera u ova dva tipa tumora. 

9. Utvrditi povezanost imunohistohemijske ekspresijeCXCL12 i njegovih 

receptoraCXCR4iCXCR7, kao i sa njima udruženih molekulaHIF1α iNotch1, sa dužinom 

preživljavanja pacijenata nakon postavljanja dijagnoze bolesti. 
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4. MATERJALI I METODE 

 

U ovom istraživanju korišćeni su tkivni uzorci bubrega 98 pacijenata ukalupljeni u 

parafinske blokove. Uzorci su dobijeni nakon radikalne nefrektomije, sprovedene na Klinici za 

urologiju Kliničkog centra u Nišu u periodu od 2014 do 2018 godine. Operativni materjal je 

obrađen, fiksiran u formalinu, kalupljen u parafinu i bojenhematoksilin-eozinom 

(H&E).Patohistološka dijagnoza postavljena je u Centru za patologiju i patološku anatomiju 

Kliničkog centra u Nišu. Studija je sprovedena u skladu sa Helsinškom deklaracijom. Istraživanje 

je dobilo odobrenje Etičkog odbora Kliničkog centra u Nišu (br. 21013/5), kao i Etičkog komiteta 

Medicinskog fakulteta Univerziteta u Nišu (br.12-8818-2/1). 

 

4.1. PACIJENTI I BIOLOŠKI MATERIJAL 

 

Studija je obuhvatila 98 pacijenata, od toga 64 muškog i 34 ženskog pola 85 ispitanika 

(86.7%) imalo je dijagnozu ccRCC i 13 (13.3%) dijagnozu pRCC.Srednja starost pacijenata bila 

je 63.16 godina, sa brojčanom dominacijom pacijenata muškog pola. 52 slučaja svetloćelijskog 

RCC-a (61.2%) i 12 slučajeva papilarnog (92.3%)bili su muškog pola. Za svakog pacijenta su 

prikupljeni sledeći kliničko-morfološki podaci: pol, godine starostii, stadijum tumora, histološki 

gradus tumora, histopatološki tip tumoraveličina (dimenzije u cm) tumora, preživljavanje (u 

mesecima) i datum smrti, ukoliko je došlo dofatalnog ishoda tokom perioda praćenja. U 

istraživanje su uključeni samo pacijenti kod kojih su podaci bili dostupni. Srednje vreme praćenja 

pacijenata bilo je35.2±19.3 meseca (srednja vrednost 32 meseca). 
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4.2 HISTOPATOLOŠKA ANALIZA 

 

Iz arhive Centra za patologiju Kliničkog centra u Nišu izdvojeni su parafinski kalupi na 

kojima je postavljena dijagnoza slučajeva od interesa u periodu od 2014. do 2019. godine.  

Od dostupnog ukalupljenog materjala svakog pacijenta, napravljeni su histološki preseci, koji su 

zatim bojeni standardnom hematoksilin-eozin (HE) metodom i histopatološki analizirani. 

Patološka klasifikacija tumora bubrega izvršena je u skladu sa Klasifikacijom Svetske 

Zdravstvene organizacije iz 2016. godine [1], a za određivanje patološkog stadijuma bolesti 

korišćeno je osmo izdanje TNM Klasifikacije malignih tumora [38]. Od ukupnog broja uzoraka 

85 je imalo dijagnozu svetloćelijskog karcinoma ccRCC a 13 papilarnog RCC, od toga 10 

papilarnog tipa 2, a tri papilarnog tipa 1. HE preseci korišćeni su za detaljnu analizu 

patohistoloških parametara: histološkog tipa tumora, histološkog gradusa tumora, prisustva 

vaskularne invazije, zapaljenja, nekroze i sarkomatoidne diferencijacije. Za svaki slučaj odabran 

je reprezentativni kalup koji je u sebi sadržao tumrsko tkivo kao i susedno zdravo tkivo bubrega u 

cilju unutrašnje pozitivne kontrole. 

 

4.3. IMUNOHISTOHEMIJSKA ANALIZA 
 

4.3.1 IMUNOHISTOHEMIJSKO BOJENJE 

 

Sa svakog izabranog kalupa, na mikrotomu su isečeni preseci debljine 4µm. Uzorci su 

zatim deparafinisani u ksilolu i rehidratisani u seriji alkohola opadajuće koncentracije (100%, 

95% i 70% etanol). Proteolitička digestija tj. demaskiranje antigena za sva bojenja izvođeno 

jepotapanjem histoloških pločica u rastvor citratnog pufera (pH 6.0) i njihovim zagrevanjem u 

mikrotalasnoj pećnici u trajanju od 20 minuta. Nakon hlađenja, blokadaaktivnosti edogene 

peroksidaze postignuta je imerzijom histoloških pločica u 3% rastvor vodonik peroksida u 

metanolu. Za ručno imunohistohemijsko bojenje korišćen je komercijalni kit (Mouse and Rabbit 

Specific HRP Plus (ABC) Detestion IHC Kit – Ready to use; Abcam ab93697). Nakon detaljnog 

ispiranja 0.01M fosfatnim puferom (PBS), na preseke su naneta primarna antitela, koja su, po 

preporuci proizvođača, inkubirana preko noći na temperaturi od 4oC.Antitela, proizvođača 

Abcam, korišćena za imunohistohemijska bojenja prikazana su u Tabeli 5.  
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Tabela 5. Antitela korišćena za imunohistohemijsku analizu 
Ciljni antigen Klon tip razblaženje Celularna lokalizacija 

CXCL12 ab9797 zečje poliklonalno 1:500 Citoplazmatska/ membranska 

CXCR4 ab124824 zečje 

monoklonalno 

1:250 Citoplazmatska/ membranska 

CXCR7 ab72100 zečje poliklonalno 1:300 Citoplazmatska/ membranska 

HIF1α ab2185 zečje poliklonalno 1:250 Citoplazmatska/ membranska/jedarna 

Notch1 ab52627 zečje 

monoklonalno 

1:150 Citoplazmatska/ membranska 

Za detekciju reakcije antitela sa odgovarajućim antigenom, korišćen je standardni avidin-

biotin imunoperoksidazni kompleks. Nakon inkubacije i ispiranja PBS-om, na pločice se nanosi 

sekundarno biotinilizovano antitelo, a zatim i streptavidin-peroksidaza. Vizuelizacija reakcije 

postignuta je korišćenjem hromogenog supstrata 3,3 diaminobenzidina (DAB). Na kraju je 

izvršeno kontrastiranje preseka bojenjem histoloških detalja pozadine Majerovim 

hematoksilinom. Za sva antitela okolno zdravo tkivo na histološkoj pločici služilo je kao 

pozitivna kontrola (slika 10.). 

 

4.3.2. INTERPRETACIJA IMUNOHISTOHEMIJSKOG BOJENJA 

 

 Analiza i interpretacija imunohistohemijski obojenih pločica izvedena je na svetlosnom 

mikroskopu (Leica). Budući da je u većini slučajeva bila prisutna izražena intratumorska 

heterogenost u pogledu intenziteta i lokalizacije ekspresije (membranska ili citoplazmatska) kao i 

procenta pozitivnih ćelija, za analizu je korišćen u literaturi opisan Histoskor koji je u obzir 

uzimao intenzitet, procenat ekspresije i sva vidna polja uzorka [106, 112-114]. Za svaki od 

ispitivanih markera nezavisno je ispitivana citoplazmatska i membranska ekspresija. Za procenu 

intenziteta kao pozitivna kontrola, korišćena je ekspresija markera na zdravim tubulima (slika 

10). Intenzitet precipitiranog braon pigmenta  gradiran je skalom od 0 do 3, gde je 0 odsustvo 

bojenja, 1– slabo prebojavanje, 2 – bojenje umerenog intenziteta i 3 – bojenje jakog intenziteta, 

za citoplazmatsko bojenje dok je za membransko bojenje 1 označavala diskretnu 

necirkumferentnu membransku ekspresiju, 2 – cirkumferentno linearno bojenje umerenog 

intenziteta i 3 – intenzivno cirkumferentno bojenje.Za svako vidno polje određivan je procenat 

ćelija sa pozitivnom ekspresijom. Histoskor u opsegu od 0-300 izračunavan je za membransku i 

citoplazmatsku ekspresiju svakog uzorka po formuli: 
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Histoskor = ((1×% ćelija sa ekspresijom slabog intenziteta) +(2× %ćelija sa ekspresijom 

umerenog intenziteta) +(3× % intenzivno prebojenih ćelija)/ broj ispitivanih polja. 

 

4.4. STATISTIČKA ANALIZA 

Statistička analiza podataka izvršena je upotrebom programskog paketa SPSS (Statistical 

Package for Social Sciences -SPSS 21.0; Chicago, IL, USA). Povezanost ekspresije markera i 

kliničkopatoloških karakteristika ispitivana je χ2-testom. Korelacija između kontinuiranih 

varijabli je procenjivana na osnovu Pearson-ovog ili Spearman-ovog koeficijenta korelacije, u 

zavisnosti od normalnosti distribucije varijabli.Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti sa 

standardnom devijcijom ili medijanom sa interkvartilnim opsegom (u zavisnosti od normalnosti 

raspodele), za kontinuirane promenjive, ili kao apsolutni broj sa frekvencijom za kvalitativne 

promenjive. Normalnost distribucije određivana je na osnovu skupa osobina raspodele 

(asimetrija, spljoštenost, prisustvo ekstremnih vrednosti, Shapiro-Wilk test). Nezavisni prediktori 

zavisnih varijabli su identifikovani pomoću modela linearne regresije. Na osnovu analize ROC 

krive (receiver operating characteristic-ROC) utvrđene su optimalne cut-off vrednosti i 

diskriminatorna sposobnost histoskora. Roc krive za muliple varijable su konstruisane na osnovu 

verovatnoće, dobijene modelom binarne logističke regresije. Upotrebom MedCalc programa (v. 

19.0; MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium) urađen je DeLong test u cilju komparacije 

dobijenih ROC-kriva. 

Ukupno vreme preživljavanja pacijenata (OS – overall survival) izraženo je u mesecima i 

definisano kao vremenski interval od terapijsko-dijagnostičke nefrektomije do poslednje kontrole 

ili smrti. Analiza preživljavanja vršena je upotrebom Kaplan-Majerovih kriva (sa Log-rank 

testom) i Cox-regresionim modelima. Prag značajnosti p<0,05 smatran je statistički 

značajnim. 
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Slika 10. Pozitivna ekspresija tubula zdravog bubrega korišćena kao interna kontrola a. 

CXCR7x200;b.CXCR4x 200;  c. CXCL12 x200; d. HIF1α x 200 e.Notch 1 x 200.  

b 

d 

a 

c 

e 
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5. REZULTATI 

 

5.1.  Kliničko-patološke karakteristike pacijenata 

 

Ova studija je obuhvatila 98 tkivnih uzoraka RCC-a. Od toga 85 (86.7%) ccRCC i 13 

(13.3%) pRCC. Osnovne karakteristike tumora i pacijenata prikazane su u tabeli6.U vreme 

postavljanja dijagnoze, najmlađi pacijent imao je 31 godinu a najstariji 82. Pacijenti muškog pola 

su bili brojniji sa52 slučaja svetloćelijskog RCC-a (61.2%) i 12 slučajeva papilarnog (92.3%). 33 

Slučaja cRCC je bilo ženskog pola (38,8%), a samo 1 slučaj pRCC (7,7%). Papilarni tumori su 

bili većeg gradusa (p<0.001), pTNM stadijuma (p<0.05) i kliničkog stadijuma (p<0.01). 

 
Tabela 6. Osnovne karakteristike pacijenata i tumora u zavisnosti od tipa tumora. 

 Papillary tumours 

(mean±SD* or 

M(IQ)** or N(%)***) 

ccRCC 

(mean±SD* or 

M(IQ)** or N(%)***) 

t* or Z** or 

χ2*** (p) 

starost (godine) 62.77±14.06 63.22±10.95 0.134 (0.894)* 

pol (muški) 12 (92.3%) 52 (61.2%) 3.547 (0.031)*** 

Veličina tumora (cm) 6.82±2.46 6.03±2.44 1.095 (0.276)* 

Histološki gradus I 2 (15.4%) 15 (17.6%) 6.553 (0.088)* 

23.235 

(0.000)*** 
II 5 (38.5%) 56 (65.9%) 

III 4 (30.8%) 8 (9.4%) 

IV 2 (15.4%) 6 (7.1%) 

pTNM 

klasifikacija 

T1a 2 (15.4%) 21 (24.7%) 2.271 (0.025)* 

13.229 

(0.010)*** 
T1b 2 (15.4%) 30 (35.3%) 

T2a 1 (7.7%) 16 (18.8%) 

T2b 4 (30.8%) 4 (4.7%) 

T3 4 (30.8%) 14 (16.5%) 

Klinički stadijum I 4 (30.8%) 56 (65.9%) 3.040 (0.002)** 

15.875 

(0.001)*** 
II 2 (15.4%) 20 (23.5%) 

III 6 (46.2%) 7 (8.2%) 

IV 1 (7.7%) 2 (2.4%) 

Nekroza(da) 8 (61.5%) 44 (52.4%) 0.101 (0.568)*** 

Sarkomatoidna 

diferencijacija (da) 

4 (30.8%) 12 (14.1%) 1.232 (0.218)*** 
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5.2. Analiza pozitivne ekspresije biomarkera 

 

Pozitivna i negativna ekspresija analiziranih markera prikazana je u tabeli 

7.CXCR4ekspresija detektovana je ne samo u tumorskom parenhimu, već i u okolnoj 

tumorskoj stromi, gde je reakcija bila fokalno pozitivna u endotelnim ćelijama i fibrilarnim 

komponentama ekstracelularnog matriksa slika. Citoplazmatska CXCR4 ekspresijam prisutna u 

61 uzorku, dominantno je bila fokalna u vidu grubogranuliranog mrkog prebojavanja (slika 14.). 

Veći intenzitet kao i veći procenat pozitivnosti viđen je u tomorima većeg histološkog 

gradusa.Pozitivna membranska ekspresija CXCR4, uočena je u 66 slučajeva i povezana sa 

svetloćelijskim tipom (χ2=4.237, p<0.05) (tabela 7.) i većim kliničkim stadijumom (Z=2.234, 

p<0.05). CcRCC ima 4 puta veću verovatnoću pozitivne membranske CXCR4 ekspresije 

(p<0.05, R2=5.3-7.4%). Interesantan nalaz bila je membranska pozitivnost u metastatskim 

depozitima (slika 15.). 

 

 
Slika 14.Ekspresija CXCR4 biomarkeraa. Pozitivna tumorska stroma (x200); b. Fokusi 

citoplazmatske pozitivnosti različitog intenziteta; c.i d.pojedinačne pozitivne ćelije (x400)  

a b 

d c

– 
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Slika 15. a. Pozitivno CXCR4 membransko bojenje metastatskih depozita (x400); b.  Dominantna 

membranska CXCR4 pozitivnost (x400); c. Intenzivna citoplazmatska CXCR4 ekspresija u 

tumoru visokog gradusa (x400); d. Zrnasta citoplazmatska ekspresija u pRCC-u (x200). 

Tabela 7. Pozitivna i negativna ekspresija biomarkera 

 Negativna (N (%)) Pozitivna (N (%)) 

CXCL12M 4 (4.1%) 94 (95.9%) 

CXCL12C 8 (8.2%) 90 (91.8%) 

CXCR4M 32 (32.7%) 66 (67.3%) 

CXCR4C 37 (37.8%) 61 (62.2%) 

CXCR7M 7 (7.1%) 91 (92.9%) 

CXCR7C 13 (13.3%) 85 (86.7%) 

Notch1M 38 (38.8%) 60 (61.2%) 

Notch1C 41 (41.8%) 57 (58.2%) 

HIF1αM 21 (21.4%) 77 (78.6%) 

HIF1αC 25 (25.5%) 73 (74.5%) 

 

 

a b 

c

– 

d 
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CXCL12 je imao pozitivnu membransku ekspresiju u 94 uzorka. Pozitivna citoplazmatska 

CXCL12C ekspresija uočena je u 90 uzoraka i povezana sa većim gradusom tumora (t=2.355, 

p<0.05), pretežno u vidu homogenog, ređe fino granuliranog prebojavanja braon ili zlatno smeđe 

boje. Intenzivna, difuzna, homogena prebojenost visokog intenziteta, uočena je u svim 

slučajevima tumora papilarnog tipa(slike 16. i 17.) (tabela 7.). 

Slika 16. Ekspresija CXCL12 a. Slaba membranska pozitivnost u ccRCC (x200) b. i 

c.Citoplazmatska pozitivnosst u pRCC (x 200 i x 400). 

a 

b c 
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Slika 17. a. i b.Komparacija pozitivne tumorske ekspresije sa zdravim tkivom koje predstavlja 

pozitivnu kontrolu (x 200).  

Pozitivna membranska CXCR7 ekspresija detektovana je u 91 slučaju, dok je 85 imalo 

citoplazmatsku pozitivnost dominantno u vidu fino granuliranog prebojavanja braon boje u 

tumorima ccRCC tipa, i u vidu intenzivnog homogenog bojenja u tumorima pRCC tipa (slika 

18.). Pozitivna CXCR7M ekspresija je povezana sa ccRCC tipom (χ2=3.302, p<0.05), (tabela 7.) 

a pozitivna CXCR7C sa većim TNM stadijumom (t=2.944, p<0.01). CcRCC tip ima 6 puta veću 

verovatnoću pozitivne membranske CXCR7 ekspresije (p<0.05, R2=4.1-10.3%). Uočena je 

intenzivna prebojenost ćelija koje okružuju područja tumorske nekroze (slika 19.). 

 
Slika 18. Ekspresija CXCR7 a. Ekspresija u pRCC (x100); b. Pozitivnost u pRCC visokog  

intenziteta 3+ (x200 ); 

 

 

 

 

 

 

a b 

b a 
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Slika 19. a, b, c, d,. Heterogena membranska i citoplazmatska CXCR7 pozitivnost u ccRCC (a i e 

x 200, b i d  x400), e. Pozitivna CXCR7 ekspresija u ccRCC visokog gradusa (x 400), f. CXCR7 

pozitivne ćelije okružuju polja nekroze (x200). 

 

 

 . 

b a 

d c 

e f 



 
 

57 
 

Tabela 8.  Pozitivna ekspresija biomarkera u odnosu na tip tumora 

 pRCC 

(mean±SD* or M(IQ)**) 

ccRCC 

(mean±SD* or M(IQ)**) 

χ2 (p) 

CXCL12M 11 (84.6%) 83 (97.6%) 2.129 (0.084) 

CXCL12C 13 (100.0%) 77 (90.6%) 0.373 (0.592) 

CXCR4M 5 (38.5%) 61 (71.8%) 4.273 (0.026) 

CXCR4C 9 (69.2%) 52 (61.2%) 0.063 (0.761) 

CXCR7M 10 (76.9%) 81 (95.3%) 3.302 (0.047) 

CXCR7C 13 (100.0%) 72 (84.7%) 1.156 (0.206) 

Notch1M 1 (7.7%) 59 (69.4%) 15.586 (0.000) 

Notch1C 9 (69.2%) 48 (56.5%) 0.321 (0.548) 

HIF1αM 4 (30.8%) 73 (85.9%) 17.200 (0.000) 

HIF1αC 13 (100.0%) 60 (70.6%) 3.702 (0.035) 

 

Upoređujući prisustvo pozitivne ekspresije biomarkera između dva tipa tumora (tabela 8.), 

nađeno je da su ccRCC tumori asocirani sa većom učestalošću pozitivne ekspresije: CXCR4M 

(p<0.05), CXCR7M (p<0.05), Notch1M (p<0.001) i HIF1αM (p<0.001).Većaučestalost pozitivne 

HIF1αC (p<0.05) ekspresije nađena je kod tumora pRCC tipa. 

I citoplazmatska i membranska ekspresija Notch1 receptora bila je zastupljena u manjem 

broju slučajeva (tabela 7.) Bez membranske Notch1 ekspresije bilo je 38 uzoraka, od toga 12 

(93.3%) tumora pRCC tipa(tabela 8.).Bez citoplazmatske ekspresije bio je 41 uzorak(slike 20.-

22.).  Dominirala je fokalna prebojenost slabijeg intenziteta. Membranska Notch1M pozitivnost 

bila je povezana sa svetloćelijskim tipom (p<0.001), manjim TNM stadijumom (p<0.05) i 

manjim kliničkim stadijumom (p<0.01), dok je citoplazmatska NOTCH1 pozitivnost bila 

povezana sa većim histološkim gradusom (p<0.05). 

Iako je model univarijantne binarne logističke regresije identifikovao 3 potencijalna 

prediktora pozitivne membraske NOTCH1 ekspresije, u multivarijantnom modelu (χ2=23.511, 

p<0.001, R2=21.3-28.9%), uključene su samo 2 promenjive usled visoke kolinearnosti pTNM i 

kliničkog stadijuma, koje su se zatim pokazale i kao nezavisni prediktori. CcRCC tumori imaju 

20 puta veću verovatnoću pozitivne membranske ekspresije Notch1 receptora (p<0.01), dok se sa 

svakim stadijumom verovatnoća pozitivne ekspresije smanjuje 1.8 puta (p<0.05) (tabela9.). 
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Tabela 9. Binarna logistička regresija membranske pozitivnosti Notch1M 

 Univariate Multivariate 

OR (95% CI of OR) p OR (95% CI of OR) p 

Tip tumora (pRCC  vs. ccRCC) 0.037 (0.005-0.297) 0.002 0.051 (0.006-0.427) 0.006 

TNM stadijum 0.731 (0.544-0.984) 0.039   

Stadium (I-IV) 0.437 (0.256-0.746) 0.002 0.541 (0.301-0.971) 0.040 

 

 
Slika 20. slaba membranska i slaba granulirana citoplazmaska Notch1  pozitivnost u ccRCC-u (x 200). 

 

 
Slika 21. Notch1 ekspresija većeg intenziteta u pRCC-u (x400) 
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Slika 22. Heterogenost Notch1 ekspresije u ccRCC-ua. i b.Sporadična citoplazmatska pozitivnost 

(x200 i x400) c. tumorski depoziti pokazuju membransku i slabu citoplazmatsku pozitivnost (x 200) 

d. slaba membranska pozitivnost (x 200). 

 

 

77 (78.6%) uzoraka ispoljilo je pozitivnu membransku (HIF1αM) a 73 (74.5%), pozitivnu 

citoplazmatsku (HIF1αC) ekspresiju (tabela 7.). Membranski obrazac imunohistohemijske 

reaktivnosti HIF1αM povezan je sa svetloćelijskim tipom tumora (χ2=17.200, p<0.001) (tabela 

8.), odsustvom sarkomatoidne diferencijacije (χ2=4.185, p<0.05) i nižim kliničkim stadijumom 

(Z=2.398, p<0.05). Nasuprot tome, pozitivna citoplazmatska ekspresija HIF1αC je povezana sa 

većim pTNM stadijumom (t=2.629, p<0.05), većim tumorskim gradusom (t=2.022, p<0.05) i 

papilarnim tipom tumora (χ2=3.702, p<0.05). Svi uzorci pRCC eksprimirali su homogenu braon 

prebojenost visokog intenziteta. Uočena je pozitivna prebojenost metastatskih depozita u krvnim 

sudovima ili masnom tkivu. Izražena citoplazmatska ekspresija uočena je i džinovskim bizarnim 

ćelijama tumora visokog gradusa (slike 23-26.). 

a b 

c d 
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Upotrebom univarijantne binarne logističke regresije izdvojena su 4 potencijalna prediktora 

pozitivne membranske HIF1α ekspresije: ccRCC tip tumora, (0<0.001), niži pTNM stadijum 

(p<0.05), odsustvo sarkomatoidne diferencijacije (p<0.05) i niži klinički stadijum (p<0.05). 

Multivarijantni model (χ2=20.325, p<0.001), koji predviđa 18.7-29.0% varijanse HIF1αM 

pozitivnosti, identifikovao je tip tumora kao jedini nezavisni prediktor:  ccRCC tumori, u odnosu 

na papilarne, imaju 11.6 puta veću verovatnoću da eksprimiraju  HIF1α membransku pozitivnost 

(p<0.001). Jedini statistički značajan prediktor pozitivne citoplazmatske ekspresije ovog markera 

bio je veći pTNM stadijum (χ2=5.232, p<0.05), uključen sa 5.2-7.7% u varijansu zavisne 

promenjive: Sa svakim narednim pTNM stadijumom verovatnoća da tumor ispolji 

citoplazmatsku HIF1α pozitivnosti je 1.513 (1.035-2.212) puta veća (p<0.05) (tabela 10.) 

Tabela 10. Binarna logistička regresija membranske pozitivnosti HIF1αM 

 Univarijantna Multivarijantna 

OR (95% CI of OR) p OR (95% CI of OR) p 

Tumour type (papillary vs. ccRCC) 0.073 (0.019-0.275) 0.000 0.086 (0.020-0.363) 0.001 

TNM stage 0.692 (0.491-0.974) 0.035 0.844 (0.434-1.641) 0.617 

Sarcomatoid differentiation 0.265 (0.084-0.830) 0.023 0.357 (0.088-1.449) 0.149 

Stadium (I-IV) 0.502 (0.291-0.866) 0.013 1.026 (0.336-3.129) 0.964 

 

 

 

 

 

Slika 23. Membranska i citoplazmatska ekspresija HIF1α u ccRCC x 200. 
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Slika 24. Ekspresija HIF1α u pRCC intenziteta 3+( x200) 

 
Slika 25. HIF1α pozitivne ćelije okružuju područja tumorske nekroze (x 200). 
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Slika 26. Ekspresija HIF1 αa. Izražena HIF1α pozitivnost, bizarnih ćelija u tumoru gradusa IV (x 

200));b. Sporadična citoplazmatska pozitivnost (x200); c. Heterogena pozitivnost (x 200);d. Snažna 

pozitivna ekspresija u tumoru visokog gradusa (x 100); e. Pozitivna ekspresija metastatskog depozita 

(x200). 

 

 

a 

b c 

d e 
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Statistički značajna povezanost između pozitivne ekspresije različitih markera prikazana je 

u tabeli 11. Prisutna je značajna asocijacija u membranskoj i citoplazmatskoj ekspresiji CXCR4 i 

CXCR7 receptora kao i njihova povezanost sa pozitivnom ekspresijom HIF1α i Notch1 markera. 

Pozitivnost nijednog markera, nije prediktor preživljavanja, zato se pristupilo analizi intenziteta i 

procentualne zastupljenosti uz pomoć utvrđenog histoskora. 

 

Tabela11. Međusobna povezanost pozitivne ekspresije ispitivanih markera (vrednosti 

predstavljaju χ2 (p)) 
 CXCL1

2C 

CXCR4

M 

CXCR4

C 

CXCR7

M 

CXCR7

C 

Notch1

M 

Notch1

C 

HIF1α

M 

HIF1α

C 

CXCL

12M 

4.787 

(0.032) 

0.045 

(0.595) 

0.000 

(1.000) 

0.180 

(0.260) 

0.002 

(1.000) 

4.170 

(0.020) 

0.732 

(0.306) 

4.178 

(0.030) 

0.371 

(0.570) 

CXCL

12C 

 0.000 

(0.714) 

0.133 

(0.471) 

0.000 

(0.460) 

7.036 

(0.010) 

0.091 

(0.707) 

9.648 

(0.001) 

2.578 

(0.062) 

1.525 

(0.197) 

CXCR

4M 

  8.134 

(0.004) 

7.228 

(0.005) 

0.026 

(0.752) 

3.273 

(0.049) 

0.002 

(0.829) 

1.925 

(0.119) 

0.107 

(0.629) 

CXCR

4C 

   0.481 

(0.421) 

4.869 

(0.028) 

1.482 

(0.200) 

8.795 

(0.003) 

0.637 

(0.319) 

3.769 

(0.034) 

CXCR

7M 

    0.437 

(0.232) 

5.029 

(0.013) 

0.000 

(1.000) 

0.000 

(0.640) 

0.000 

(1.000) 

CXCR

7C 

     0.079 

(0.558) 

6.011 

(0.013) 

0.269 

(0.467) 

8.169 

(0.003) 

Notch

1M 

      0.064 

(0.678) 

2.877 

(0.076) 

0.322 

(0.482) 

Notch

1C 

       0.732 

(0.322) 

14.268 

(0.000) 

HIF1α

M 

        1.100 

(0.261) 
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5.3. Analiza Histoskora 

 

Prikaz srednjih vrednosti Histoskora za sve biomarkere(srednja vrednost sa standardnom 

devijacijom) zavisno od tipa tumora, dat je u tabeli 12. U poređenju sa ccRCC, pRCC tumori su 

imali više vrednosti histokora za CXCL12M (p<0.05), CXL12C (p<0.001), CXCR4C (p<0.05), 

CXCR7C (p<0.001) i HIF1αC (p<0.001). Nasuprot tome papilarni tumori su bili povezani sa 

nižim vrednostima membranskog histoskora za Notch1M (p<0.001) i HIF1αM (p<0.01). 

 

Tabela 12.  Vrednosti Histoskorova ispitivanih markera u pRCC i CCRCC 

 pRCC 

(mean±SD* or M(IQ)**) 

ccRCC 

(mean±SD* or M(IQ)**) 

t* or Z** (p) 

CXCL12M 153.58±79.46 118.62±62.67 2.302 (0.024)* 

CXCL12C 113.68±80.19 60.16±66.96 5.697 (0.000)* 

CXCR4M 0.0 (0.0-85.0) 20.0 (0.0-65.0) 0.907 (0.364)** 

CXCR4C 50.0 (0.0-85.0) 5.0 (0.0-21.0) 2.080 (0.038)** 

CXCR7M 122.88±69.64 103.60±53.64 1.533 (0.149)* 

CXCR7C 200.0 (100.0-250.0) 30.0 (15.5-72.5) 4.765 (0.000)** 

Notch1M 7.69±27.74 58.49±59.43 5.062 (0.000)* 

Notch1C 50.0 (0.0-100.0) 20.0 (0.0-90.0) 0.910 (0.363)** 

HIF1αM 35.77±63.57 85.71±58.83 2.821 (0.006)* 

HIF1αC 128.46±42.00 60.25±60.28 6.106 (0.000)* 

 

Za utvrđivanje odnosa između različitih Histoskorova, zavisno od normalnosti distribucije 

varijabli, korišćeni su Pearson-ov ili Spearman-ov koeficijent korelacije (tabela 13). Jaka 

pozitivna korelacija nađena je između CXCL12M i CXCL12C (r=0.647, p<0.001), kao i između  

CXCL12C i CXCR7C (ρ=0.765, p<0.001), CXCL12C i HIF1αC (r=0.671, p<0.001), i CXCR7C 

i HIF1αC (ρ=0.607, p<0.001).  

Umerena pozitivna korelacija observirana je između sledećih parova: CXCL12M i CXCR7C 

(ρ=0.380, p<0.001), CXCL12M i Notch1C (ρ=0.495, p<0.001), CXCL12C i CXCR4C (ρ=0.402, 

p<0.001), CXCL12C i Notch1C (ρ=0.577, p<0.001), CXCR4M i CXCR4C (ρ=0.429, p<0.001), 

CXCR4C i CXCR7C (ρ=0.442, p<0.001), CXCR4C i Notch1C (ρ=0.445, p<0.001), CXCR7M i 

CXCR7C (ρ=0.346, p<0.001), CXCR7C i Notch1C (ρ=0.404, p<0.001), CXCL12M i HIF1αC 

(r=0.305, p<0.01), CXCR4C i HIF1αC (ρ=0.392, p<0.001), Notch1C i HIF1αC (ρ=0.431, p<0.001). 
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Tabela 13. Korelacija Histoskora ispitivanih markera 
 CXCL12C CXCR4M CXCR4C CXCR7M CXCR7C Notch1M Notch1C HIF1αM HIF1αC 

CXCL12M 0.647* 

(0.000) 

0.190** 

(0.061) 

0.213** 

(0.035) 

0.167* 

(0.099) 

0.380** 

(0.000) 

0.172 

(0.091)* 

0.495 

(0.000)** 

0.258 

(0.010)* 

0.305 

(0.002)* 

CXCL12C  0.092** 

(0.368) 

0.489** 

(0.000) 

0.215* 

(0.033) 

0.765** 

(0.000) 

-0.200 

(0.049)* 

0.577 

(0.000)** 

-0.042 

(0.678)* 

0.671 

(0.000)* 

CXCR4M   0.402** 

(0.000) 

0.152** 

(0.136) 

0.077** 

(0.452) 

0.216 

(0.032)** 

0.160 

(0.116)** 

0.155 

(0.127)*

* 

0.037 

(0.717)** 

CXCR4C    0.264** 

(0.009) 

0.442** 

(0.000) 

-0.209 

(0.039)** 

0.445 

(0.000)** 

0.018 

(0.861)*

* 

0.392 

(0.000)** 

CXCR7M     0.346** 

(0.000) 

0.079 

(0.441)** 

0.163 

(0.108)** 

0.063 

(0.538)* 

0.200 

(0.048)* 

CXCR7C      -0.247 

(0.014)** 

0.404 

(0.000)** 

-0.046 

(0.654)*

* 

0.607 

(0.000)** 

Notch1M       0.020 

(0.848)** 

0.165 

(0.105)* 

-0.208 

(0.040)* 

Notch1C        0.148 

(0.146)*

* 

0.431 

(0.000)** 

HIF1αM         -0.022 

(0.829)* 

*r or **ρ (p) 
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5.4.   Povezanost  Histoskora sa kliničko-patološkim parametrima 

 

Upotrebom modela linearne regresije, pokušana je identifikacija prediktora vrednosti 

histoskora za ispitivane markere. Papilarni tip je bio jedini statistički značajan prediktor za 

CXCL12M (F=5.297, p<0.05, prilagođen R2=4.2%, B(95%CI)=48.1 (6.6-89.6)), CXCR4C 

(F=16.237, p<0.001, prilagođen R2=13.6%, B(95%CI)=37.1 (18.8-55.3)) i CXCR7M (F=5.543, 

p<0.05, prilagođen R2=4.5%, B(95%CI)=41.8 (6.6-77.0)).   

Nijedna ispitivana varijabla se nije pokazala kao prediktor CXCR4M Histoskora. 

Potencijalni prediktori CXCL12C histoskora su bili: Tip tumora, pTNM stadijum, gradus, 

veličina i klinički stadijum. Usled visoke kolinearnosti, pTNM stadijum kao i klinički stadijum su 

isključeni iz multivarijantnog modela. Novoformirani model sa 3 varijable (F=14.625, p<0.001) 

učestvuje sa 29,6% u varijansi CXCL12C histoskora. Nezavisni prediktori većeg CXCL12C 

histoskora su papilarni tip tumora(p<0.001) i veličina tumora (p<0.05) (tabela 14.). 

Tabela 14. Model linearne regresije za CXCL12C histoskor 

 Univariate Multivariate 

B (95% CI of B) p B (95% CI of B) p 

Tip tumora (pRCC vs. 

ccRCC) 

113.432 (73.909-

152.954) 

0.000 103.618 (64.793-142.444) 0.000. 

pTNM  (T1a-T3) 17.585 (7.101-28.070) 0.001   

Gradus tumora (I-IV) 26.353 (7.227-45.480) 0.007 12.653 (-5.011-30.317) 0.158 

Veličina tumora (cm) 8.802 (2.688-14.916) 0.005 5.918 (0.305-11.530) 0.039 

Klinički stadijum (I-IV) 27.356 (9.561-45.150) 0.003   

 

Potencijalni prediktori CXCR7Chistoskora su bili: Tip tumora, pTNM stadijum, gradus, 

veličina, klinički stadijum kao i nekroza. Formirani multivarijantni model(F=12.173, p<0.001) C 

objašnjava 36,8% varijanse CXCR7C histoskora. Papilarni tip tumora(p<0.001) i 

veličina(p<0.05), su se pokazali kao nezavisni prediktori CXCR7C histoskora (tabela 15.). 

Korišćenjem univarijantnog modela linearne regresije, kao jedini prediktor većeg 

HIF1αMhistoscora, pokazao se svetloćelijski tip tumora (F=7.957, p<0.01, prilagođen R2=6.7%, 

B(95%CI)=49.937 (85.078-14.796)). 
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Tabela 15. Model linearne regresije za CXCR7C histoskor 

 Univariate Multivariate 

B (95% CI of B) p B (95% CI of B) p 

Tip tumora (pRCC vs. 

ccRCC) 

126.537 (88.689-

164.384) 

0.000 130.240 (91.124-

169.357) 

0.000 

pTNM stadijum (T1a-T3) 14.783 (4.124-25.442) 0.007   

Gradus tumora (I-IV) 25.428 (6.253-44.603) 0.010 14.686 (-4.146-33.519) 0.125 

Veličina tumora (cm) 8.458 (2.325-14.591) 0.007 8.487 (1.13-15.852) 0.024 

Prisustvo nekroze (da) 36.570 (6.196-66.945) 0.019 16.563 (-13.196-46.323) 0.272 

Klinički stadijum (I-IV) 23.931 (5.938-41.925) 0.010 -22.371 (-45.660-0.918) 0.060 

 

Potencijalni prediktori HIF1αC histoskora, dobijeni univarijantnim modelom dati su u 

tabeli 16. Multivarijantni model linearne regresije (F=8.671, p<0.001), je objasnio 24,3% 

varijanse HIF1αC histoscora, nakon isključivanja nekoliko nezavisnih varijabli usled 

kolinearnosti.  Nezavisni prediktori veće vrednosti histoskora su papilarni tip tumora(p<0.001) i 

veći gradus (p<0.05). 

Tabela 16. Model linearne regresije za HIF1αC histoskor 

 Univariate Multivariate 

B (95% CI of B) p B (95% CI of B) p 

Tip tumora (pRCC vs. 

ccRCC) 

68.214 (33.745-

102.684) 

0.000 58.253 (25.583-

90.923) 

0.001 

TNM stadijum 14.703 (6.216-23.191) 0.001   

Gradus tumora 29.193 (14.186-44.200) 0.000 18.462 (2.926-33.999) 0.020 

Veličina tumora(cm) 7.121 (2.153-12.088) 0.005 2.828 (-2.375-8.032) 0.283 

Prisustvo nekroze 35.479 (11.230-59.728) 0.005 14.601 (-11.957-

40.957) 

0.274 

Sarkomatoidna diferencijacija 40.878 (7.819-73.938) 0.016   

Klinički stadijum (I-IV) 23.658 (9.298-38.019) 0.001   

 

Linearni model regresije je identifikovao dva nezavisna prediktora Notch1M histoskora 

(F=6.750, p<0.01, prilagođen R2=10.6%): viši Notch1M histoskor povezan je sa ccRCC tipom 

tumora (p<0.05) i nižim kliničkim stadijumom (p<0.05) (tabela17.). 
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Tabela 17.  Model linearne regresije za Notch1M histoskor 

 Univarijantna Multivarijantna 

B (95% CI of B) p B (95% CI of B) p 

Tip tumora(pRCC vs. 

ccRCC) 

-50.802 (-84.171—

17.433) 

0.003 -38.673 (-73.623—

3.724) 

0.030 

Klinički stadijum (I-IV) -19.869 (-33.524—

6.214) 

0.005 -14.489 (-28.736—

0.241) 

0.046 

 Jedini statistički značajan prediktor višegNotch1C Histoskora je prisustvo tumorske 

nekroze(F=5.611, p<0.05, adjusted R2=4.6%, B(95%CI)=25.833 (1.183-47.484)). 

 

5.5. Povezanost ekspresije biomarkera sa mortalitetom 

 

Praćenje pacijenata je trajalo 35.2±19.3 meseci (medijana 32 meseca). U trenutku preseka 

praćenja od 98 pacijenata, smrtni ishod se dogodio kod 40 (40,8%) (tabela 18.).Mortalitet je 

povezan sa papilarnim tipom tumora (p<0.05), većim dimenzijama tumora (p<0.001), prisustvom 

nekroze(p<0.001), sarkomatoidne diferencijacije(p<0.01), većim gradusom (p<0.001), pTNM 

stadijumom(p<0.001) i kliničkim stadijumom (p<0.001). Osim toga, veća smrtnost je uočena kod 

pacijenata sa višim vrednostima histoskora za: CXCL12M (p<0.05), CXCL12C (p<0.001), 

CXCR7C (p<0.05), Notch1C (p<0.05) i HIF1αC (p<0.001). Mortalitet je takođe povezan sa 

negativnom membranskom ekspresijom HIF1α (p<0.05) (tabela 19.) 

U cilju određivanja sposobnosti histoskorova da diskriminišu mortalitet u ispitivanoj 

grupi pacijenata, izvršena je analiza ROC krive. Statistički značajnu diskriminatornu sposobnost 

su pokazali CXCL12M, CXCL12C, CXCR7C, Notch1C i HIF1αC histoskor (Tabela 20.). 

CXCL12C je imao dobru moć diskriminacije sa AUC>0.7. Histoskorovi iznad granične vrednosti 

(Cut-off) za svih 5 markera su bili značajno povezani sa većim mortalitetom. (p<0.001, p<0.001, 

p<0.001, p<0.05 i p<0.001,). Kombinovanje nekoliko histoskora nije značajno promenilo 

diskriminatornu snagu u poređenju sa pojedinačnim histoskorovima (Grafikon 1.).  
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Tabela 18. Povezanost ispitivanih  parametara sa mortalitetom pacijenata 

 Mortality (yes) 

(mean±SD* or 

M(IQ)** or N(%)***) 

Mortality (no) 

(mean±SD* or 

M(IQ)** or N(%)***) 

t* or Z* or χ2*** 

(p) 

Godine starosti 64.93±11.84 61.95±10.90 1.282 (0.203)* 

Pol (muški) 29 (72.5%) 35 (60.3%) 1.054 (0.281)*** 

Tip tumora (ccRCC 

pRCC) 

31 (77.5%) 

9 (22,5%) 

54 (93.1%) 

4 (6,9%) 

3.745 (0.034)*** 

Tumour size (cm) 7.66±1.99 5.08±2.17 5.998 (0.000)* 

Histološki gradus 

tumora 

I 1 (2.5%) 16 (27.6%) 4.435 (0.000)* 

23.235 

(0.000)*** 

II 23 (57.5%) 38 (65.5%) 

III 11 (27.5%) 1 (1.7%) 

IV 5 (12.5%) 3 (5.2%) 

pTNM stadijum T1a 1 (2.5%) 22 (37.9%) 5.812 (0.000)* 

27.894 

(0.000)*** 

T1b 10 (25.0%) 22 (37.9%) 

T2a 10 (25.0%) 7 (12.1%) 

T2b 5 (12.5%) 3 (5.2%) 

T3 14 (3.5%) 4 (6.9%) 

Klinički stadijum I 12 (30.0%) 48 (82.8%) 5.459 (0.000)** 

30.179 

(0.000)*** 

II 14 (35.0%) 8 (13.8%) 

III 11 (27.5%) 2 (3.4%) 

IV 3 (7.5%) 0 (0.0%) 

Nekroza (da) 29 (74.4%) 23 (39.7%) 9.941 (0.001)*** 

Sarkomatoidna 

diferencijacija (da) 

12 (30.0%) 4 (6.9%) 7.636 (0.004)*** 

 

Tabela 19. Povezanost vrednosti histoskora sa mortalitetom pacijenata 

 Mortality (yes) 

(mean±SD* or M(IQ)** 

or N(%)***) 

Mortality (no) 

(mean±SD* or M(IQ)** 

or N(%)***) 

t* or Z* or χ2*** 

(p) 

CXCL12M 153.58±79.46 118.62±62.67 2.327 (0.023)* 

CXCL12C 113.68±80.19 60.16±66.96 3.585 (0.001)* 

CXCR4M 10.0 (0.0-76.0) 20.0 (0.0-52.5) 0.085 (0.932)** 

CXCR4C 10.0 (0.0-40.0) 5.0 (0.0-12.8) 1.842 (0.066)** 

CXCR7M 122.88±69.64 103.60±53.64 1.479 (0.144)* 

CXCR7C 79.5 (20.0-140.8) 30.0 (19.2-70.0) 2.128 (0.033)** 

Notch1M 46.00±59.43 55.72±58.49 0.804 (0.424)* 

Notch1C 50.0 (0.0-100.0) 5.0 (0.0-55.0) 2.106 (0.035)** 

HIF1αM 71.00±68.38 84.66±56.29 1.043 (0.301)* 

HIF1αC 96.53±57.44 50.52±59.25 3.825 (0.000)* 
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Tabela 20. Diskriminatorna sposobnost za mortalitet različitih histoskorova 

 AUC (95% CI of 

AUC) 

p Cut-off Senzitivnost 

(%) 

Specifičnost 

(%) 

CXCL12M 0.638 (0.523-0.753) 0.021 200 42.5 87.1 

CXCL12C 0.711 (0.604-0.818) 0.000 73 70.0 69.4 

CXCR4M 0.495 (0.375-0.615) 0.934 110 12.5 95.2 

CXCR4C 0.606 (0.491-0.722) 0.074 13 47.5 72.6 

CXCR7M 0.575 (0.456-0.695) 0.207 170 32.5 91.9 

CXCR7C 0.627 (0.509-0.744) 0.034 100 45.0 85.5 

Notch1M 0.442 (0.325-0.560) 0.335 130 15.0 87.9 

Notch1C 0.621 (0.507-0.734) 0.043 50 55.0 70.7 

HIF1αM 0.439 (0.317-0.561) 0.306 110 30.0 74.1 

HIF1αC 0.722 (0.618-0.825) 0.000 70 72.5 69.0 

CXCL12M+ 

HIF1αC 

0.730 (0.626-0.834) 0.000  82.5 63.8 

CXCL12M+ 

HIF1αC 

+CXCL12C 

0.741 (0.640-0.842) 0.000  70.0 74.1 

CXCL12M+ 

HIF1αC +CXCR7C 

0.737 (0.635-0.840) 0.000  67.5 75.9 

CXCL12M+ 

HIF1αC +Notch1C 

0.730 (0.627-0.834) 0.000  82.5 63.8 

 

Nakon izvođenja univarijantne Cox-regresione analize, identifikovani su potencijalni 

prediktori mortaliteta (tabela 21.). Četiri od pet prethodno definisanih graničnih vrednosti 

histoskora (CXCL12M, CXCL12C, CXCR7C i HIF1αC) su imale veću prediktivnu vrednost 

nego sam histoskor (Kaplan Majerovi grafikoni). Upotrebom Forward stepwise (Wald) metode za 

unos promenjivih, dobijen je multivarijantni model (χ2=39.626, p<0.001) sa tri nezavisna 

prediktora preživljavanja. Kraće preživljavanje se može predvideti većim kliničkim stadijumom 

(p<0.001), vrednošću CXCL12C histoskora iznad 73 (p<0.05) i većim membranskim CXCR7 

histoskorom (p<0.05). 
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Tabela 21. Cox-regresiona analiza prediktora mortaliteta 

 Univarijantna Multivarijantna 

HR (95% CI of HR) p HR (95% CI of HR) p 

Tip tumora (ccRCC vs. papillary) 0.275 (0.128-0.593) 0.001   

pTNM stadijum (T1a-T3) 1.546 (1.248-1.915) 0.000   

Histološki gradus (I-IV) 1.927 (1.339-2.774) 0.000   

Veličina tumora (cm) 1.375 (1.199-1.577) 0.000   

Nekroza (da) 2.778 (1.314-5.873) 0.007   

Sarkomatiodna diferencijacija (da) 2.740 (1.347-5.574) 0.005   

Prognostički stadium (I-IV) 2.027 (1.508-2.724) 0.000 1.933 (1.373-2.720) 0.000 

CXCL12M (≥200) 2.191 (1.139-4.212) 0.019   

CXCL12C 1.005 (1.001-1.008) 0.010   

CXCL12C (≥73) 3.735 (1.857-7.513) 0.000 2.455 (1.136-5.305) 0.022 

CXCR4C (pozitivnost) 2.020 (1.002-4.074) 0.049   

CXCR7M 1.008 (1.002-1.014) 0.005 1.006 (1.136-5.305) 0.023 

CXCR7C 1.004 (1.000-1.007) 0.033   

CXCR7C (≥100) 3.745 (1.970-7.117) 0.000   

Notch1M 0.993 (0.987-0.999) 0.015   

HIF1αM (pozitivnost) 0.463 (0.237-0.906) 0.025   

HIF1αM 0.994 (0.989-1.000) 0.042   

HIF1αC (pozitivnost) 2.579 (1.006-6.609) 0.049   

HIF1αC 1.008 (1.003-1.012) 0.002   

HIF1αC (≥70) 3.469 (1.689-7.124) 0.001   
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Grafikon 1.  ROC krive različitih histoskorova u diferencijaciji mortaliteta 

 

Grafikon 2. Kaplan-Majerova kriva preživljavanja u odnosu na citoplazmatski CXCR7 histoskor 
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Grafikon 3.  Kaplan-Majerova kriva preživljavanja u odnosu na citoplazmatski CXCL12 histoskor 

 
Grafikon 4. Kaplan-Majerova kriva preživljavanja u odnosu na membranski CXCL12 histoskor 
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Grafikon 5. Kaplan-Majerova kriva preživljavanja u odnosu na citoplazmatski HIF1α histoskor 

 
Grafikon 6.   Kaplan-Majerova kriva preživljavanja u odnosu na citoplazmatski Notch1  histoskor 
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6. DISKUSIJA 

 

Svake godine od karcinoma bubrega oboli više od 300 000 ljudi. Iako on čini manje od 

5% ukupnih onkoloških dijagnoza, i dalje je najletalniji urološki malignitet sa preko 140 000 

smrtnih slučajeva godišnje širom sveta [1-4]. Svetloćelijski karcinom je najčešći podtip RCC-a 

(70-80%), sa najvećom stopom smrtnosti, rizikom za razvoj metastaza od 50% isrednjim 

petogodišnjim preživljavanjem od 40% čak i uz primenu modrnih terapeutika[95].Iako se u 

poslednjih dvadeset godina proširilo razumevanje biologije ovog tumora, i dalje se traga za 

kombinacijom adekvatnih prognostičkih markera. 

Ovo istraživanje uključilo je 98 slučajeva RCC-a obuhvativši dva najčešća podtipa, svetlo 

ćelijski i papilarni tip. Analizom epidemioloških i kliničkih karakteristika iz naše baze zaključili 

smo da se tumor bubrežnog parenhima prema polnoj distribuciji javljao češće kod muškaraca 

nego kod žena, u odnosu 2:1,što se takođe pokazalo u referentnim epidemiološkim 

studijama[115].Mortalitet je u ovoj studiji, takođe povezan sa većim dimenzijama tumora, 

prisustvom nekroze, sarkomatoidne diferencijacije, većim gradusom, pTNM stadijumom i 

kliničkim stadijumom. Svi ovi parametri su osvedočeni kriterijumi smrtnosti [1-4]. U našem 

istraživanju, pronađena je i značajna povezanost papilarnog tipa tumora i mortaliteta, iako je 

pRCC, prema podacima iz literature povezan sa boljom prognozom [2-4, 25]. Mogući razlozi 

ovakvog rezultata su limitacija studije na prikupljanje podataka iz samo jednog centra, kao i sama 

priroda uzorka. Značajan broj pRCC pacijenata, uključenih u studiju, imao je veći histološki 

gradus tumora, veći pTNM i veći klinički stadijum, a svi ti faktori doprinose većoj smrtnosti. 

Usled indolentnog kliničnog toka i kasne pojave simptoma pacijenti se često prvi put javljaju sa 

već uznapredovalim tumorom ili se on otkriva slučajno na sistematskim pregledima. 



 
 

76 
 

Veća smrtnost uočena je i kod pacijenata sa većim vrednostima citoplazmatskog 

histostoskora za: CXCL12, CXCR7, Notch1 i HIF1αC, kao i savećim vrednostima membranskog 

CXCL12 histoskora. Mortalitet je takođe povezan sa negativnom membranskom ekspresijom 

HIF1α. 

Pozitivna ekspresija svih ispitivanih biomarkera bila je prisutna u velikom procentu 

uzoraka pacijenata sa pRCC-om, svih 13 slučajeva ispoljilo je snažnu citoplazmatsku ekspresiju 

CXCL12. Međutim, za ovaj podtip, nađena je samo statistički značajna pozitivna citoplazmatska 

ekspresija HIF1α. Kada se pristupilo analizi histoskora rezultati su pokazali da pRCC u odnosu 

na ccRCC ima veću vrednost citoplazmatskog histoskora za CXCL12, CXCR4 CXCR7 i HIF1α, 

kao i veću vrednost membranskog CXCL12 histoskora, a manji membranski histoskor markera 

Notch 1 i HIF1α. 

Interakcija hemokina CXCL12 sa njegovim receptorima CXCR4 i CXCR7 je prilično 

kompleksna i zavisi od fizioloških i patoloških stanja, kao i od tipa ćelija. CXCL12/CXCR4 

osovina je uključena u hemotksu, ćelijsku komunikaciju, preživljavanje i proliferaciju. U 

tumorima podstiče metastaziranje stimulišući migraciju tumorskih ćelija kroz ekstracelularni 

matriks i krvne sudove. Ciljni organi eksprimiraju veći nivo CXCL12 čime privlače CXCR4 

pozitivne ćelije u skladu sa hemotaktičkim gradijentom [83]. 

Tokom godina komponente hemokinske osovine CXCL12/CXCR4/CXCR7 su stekle 

priličnu slavu kao važni elementi u nastanku i evoluciji RCC-a. Brojne studije su različitim 

metodama ispitivale njihov uticaj.Eksperimenti na ćelijskim kulturama su pokazali da različite 

ćelijske linije eksprimiraju CXCR4 iRNK i CXCR4 protein. Međutim, značajne količine CXCR4 

su nađene samo na površini A948 ćelija i one su bile sposobne da odgovore na stimulaciju 

CXCL12 ligandom [116, 117]. Adhezioni potencijal RCC ćelija ne određuju ni prisustvo CXCR4 

gena, niti njegova intracelularna koncentracija, već nivo površinkih CXCR4 molekula. Ovaj 

receptor je povećao sposobnost vezivanja A498 ćelija za proteine ekstracelularnog matriksa, a 

menjao je i ekspresiju i aktivnost integrina [117]. Gasenmajer i saradnici su pokazali da je 

CXCR4 takođe i marker kancerskih stem ćelija u RCC-u i da doprinosi rezistenciji na lekove. 

Tumorske ćelije, dobijene iz metastaza bile su bogate CXCR4+ ćelijama, koje su istovremeno 

pokazivale visok kapacitet samoobnavljanja. Prema njihovim rezultatima, CXCR4 je i 

potencijalni marker kancerskih stem ćelija, koji može predvideti preživljavanja kod pacijenata 
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bez metastaza. Veći nivo iRNK za CXCR4 u primarnom ccRCC-u pacijenata sa lokalizovanom 

bolešću, predviđao je kraće preživljavanje [118]. 

Molekularna karakterizacija kancerskog tkiva je pokazala da su nivoi iRNK za CXCR4 i 

za CXCR7 2 do 10 puta povećani u ccRCC i pRCC u poređenju sa normalnim tkivom i da su 

takođe povezani sa metastazama[119]. Najnovije istraživanje genske ekspresije svih hemokinskih 

receptora u RCC-u ukazalo je na povećanu ekspresiju CXCR4/6/7 u tumorskoj mikrosredini, kao 

i njihovu povezanost sa kraćim OS [120]. 

Studija na životinjskom modelu je pokazala uključenost CXCL12/CXCR4/CXCR7 

osovine u embriogenezu bubrega. Tokom različitih faza razvoja bubrega više struktura 

eksprimira CXCR7 a manje CXCR4, sugerišući da diferencijacija bubrega zahteva aktivaciju 

gena za CXCR7 a inaktivaciju gena za CXCR4. Povećana CXCR7 ekspresija u nefronu koji se 

formira karakteristika je mezenhimno-epitelne diferencijacije, što je podržano nalazom visoke 

CXCR4 ekspresije u dediferentovanim tumorima[121]. 

Ekspresija i uloga CXCL12, CXCR4 i CXCR7 u RCC-u je imunohistohemijski 

analizirana u brojnim studijama [61, 122]. Iako je većina demonstrirala pozitivnost ovih markera, 

intenzitet i lokalizacija bojenja (citoplazmatsko, nuklearno ili membransko) su značajno varirali. 

Trenutno ne postoje jasne smernice o interpretaciji heterogene ekspresije ovih markera. Veći broj 

publikacija se primarno fokusirao na ulogu CXCR4 receptora u RCC-u, budući da je njegovo 

prisustvo dokazano u preko 20 različitih maligniteta [83].Rasti i saradnici su demonstrirali 

pozitivnu CXCR4 ekspresiju na svih 173 RCC uzoraka, pri čemu jedominiralo citoplazmatsko 

bojenje srednjeg intenziteta. Upoređivanjem CXCR4 ekspresije između podtipova nađena je 

značajnu razlika. Ekspresija u ccRCC-u bila je povezana sa veličniom tumora, gradusom i 

mikrovaskularnom invazijom, u pRCC takođe sa gradusom, mikrovaskularnom invazijom ali i sa 

pTNM stadijumom. Oba ova podtipa pokazala su povezanost sa kraćim preživljavanjem, ali ova 

studija nije našla nikakvu povezanost između hromofobnog karcinoma i ekspresije 

CXCR4.[114].U drugoj studiji, Wehler i saradnici su našli pozitivnu citoplazmatsku ekspresiju 

CXCR4 markera u normalnim bubrežnim tubulima, kao i u 100% uzoraka RCC-a, dok je 

membransku ekspresiju imalo svega nekoliko slučajeva tumorskog tkiva. U kancerskim ćelijama 

intenzitet bojenja je varirao od slabog preko intermedijarnog do izraženog.Takođe su pronašli 

korelaciju između CXCR4 ekspresije i progresije RCC-a [123]. I u našem istraživanju,je takođe, 
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kao pozitivna kontrola, korišćena ekspresija velikog intenziteta, svih ispitivanih biomarkera na 

tubulima zdravog parenhima.  

U studiji starijeg datuma, Zagzag i saradnici su istovremeno analizirali uzorke RCC-a i 

hemangioblastoma na ekspresiju CXCL12 i CXCR4.Svih 15 uzoraka RCC-a imalo je nuklearnu 

CXCL12 pozitivnost, dok su 4 uzorka imala i citoplazmatsku ekspresiju. 14 od 15 uzoraka 

eksprimiralo je CXCR4 pozitivnost visokog intenziteta, od toga je 6 uzoraka ispoljilo nuklearno, 

citoplazmatsko i membransko bojenje, 6 uzoraka nuklearno i citoplazmatsko a 2 uzorka samo 

membransko bojenje [124]. Nasuprot ovim rezultatima,Wang i saradnici su dokazali dominantno 

nuklearnu distribuciju CXCR4 bojenja na 48 od 97 uzoraka RCC-a, dok je citoplazmatsku 

distribuciju, visokog intenziteta, imalo 24 uzoraka, a membransku 25 [77]. Analiza ekspresije 

CXCR4 u primarnim tumorima, ali i metastazama, u jednoj studiji, pokazala je veći intenzitet 

bojenja u svim vrstama tumorskog tkiva u odnosu na zdrav bubreg. Međutim, nađena je i razlika 

u distribuciji ekspresije pri čemu su primarni tumori ispoljili pretežno membransku a metastatski 

pretežno citoplazmatsku lokalizaciju [125]. Druge studije povezuju nuklearnu ekspresiju CXCR4 

sa metastatskim potencijalom. Njegovo prisustvo u nukleusu sugeriše delovanje posredstvom još 

nekog signalnog puta nezavisnog od G-protein signalizacije. [77, 126] 

Veći broj istraživanja se bavio prognostičkim potencijalom elemenata hemokinske 

osovine CXCL12/CXCR4/CXCR7 ali za sada konsenzus nije postignut [61, 83, 121]. U 

prethodno opisanoj studiji, nađena je korelacija visoke ekspresije CXCL12,CXCR4 i CXCR7 sa 

lošim OS i RFS, nezavisna od pola, starosti, kliničkog stadijuma i statusa limfnih nodusa  [77]. 

Na uzorku od 100 pacijenata Bao i saradnici su dokazali da je nuklearna lokalizacija CXCR4 

markera predviđala lošu prognozu i kroz aktivaciju HIF-1α, bila povezana sa metastatskim 

potencijalom tumora. Analizirajući preživljavanje došli su do zaključka da je period bez nastanka 

metastaza najkraći kod pacijenata sa potpunom nuklearnom CXCR4 ekspresijom, dok se relaps 

nije desio ni kod jednog pacijenta sa citoplazmatskom lokalizacijom CXCR4 bojenja [127].  

Meta-analiza, koja je uključila 7 značajnih publikacija u periodu između 2010. i 2014. sa 

1069 pacijenata, pokazala je da CXCR4 ekspresija može predvideti loše ukupno preživljavanje 

[61]. Još jedna meta-analiza, sprovedena 2015. Obuhvatila je 994 pacijenata iz 11 studija. 

Analizom podataka nađena je veća CXCR4 ekspresija u RCC-u u odnosu na zdravo tkivo. 

CXCR4 je takođe korelirao sa metastatskim statusom i prognozom ovih pacijenata. 
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CXCR4pozitivni pacijenti imali su kraće preživljavanje u odnosu na negativne.Ekspresija je 

takođe bila veća kod pacijenata sa nižim Fuhrmanovim gradusom, kao i kod metastatske bolesti. 

Nije nađena veza između CXCR4 ekspresije i kliničkog stadijuma [122]. Međutim, obe meta-

analize imaju brojna ograničenja. Postoji značajna heterogenost između studija. Kliničke 

karakteristike pacijenata kao što su pol, starost, performans status, nisu uzimane u razmatranje. 

Broj uključenih pacijenata, vreme praćenja kao irazličite imunohistohemijske metode (da li su 

analizirani celi tkivni isečci ili su konstruisani tkivni mikronizovi), mogli su da utiču na rezltate. 

Ekspresija različitog intenziteta i lokalizacije upoređivana je sa vremenom preživljavanja. U 

istraživanja su takođe uključivani različiti histološki tipovi RCC, iako je svetloćelijski tip najčešći 

i najagresivniji [122]. Samo je u jednoj studiji na 173 uzoraka upoređivana ekspresija CXCR4 

među RCC tipovima. Svetloćelijski i papilarni tip su imali veću CXCR4 ekspresiju, kao i goru 

prognozu. Nije nađena značajna korelacija ni asocijacija između ekspresije CXCR4 i 

kliničkopatoloških parametara u hromofobnom RCC-u[114]. Ispitujući ekspresiju CXCR4 i 

markera stem kancerskih ćelija, CD133, D’Alterio i saradnicu su našli povezanost loše prognoze i 

visoke ekspresije CXCR4, dok CD133 nije pokazao prognostičke mogućnosti [128].   

U našem istraživanju, pozitivno bojenje citoplazme na CXCR4, uočeno je u 61 slučaju. Iako 

je veći intenzitet citoplazmatskog bojenja kaoi veći procenat pozitivnosti uočen u tomorima 

većeg histološkog gradusa, vrednost histoskora za citoplazmatsku CXCR4 ekspresiju povezana je 

samo sa papilarnim tipom tumora. Pozitivna membranska ekspresija CXCR4, uočena je u 66 

slučajeva i povezana sa svetloćelijskim tipom i većim kliničkim stadijumom. Premda je pozitivna 

membranska ekspresija CXCR4 češće bila prisutna u tumorima ccRCC tipa, prilikom analize 

histoskora, nije nađena statistički značjna povezanost između nje i bilo kog ispitivanog 

parametra. U analizi preživljavanja ni citoplazmatska ni membranska ekspresija CXCR4 markera 

nije pokazla prognostički potencijal. Mogući razlozi razlike između dobijenih rezultata i 

literaturnih podataka su veličina i priroda uzorka, kao i period praćenja. U dostupnim i 

proučavanim studijama korišćena su primarna antitela različitih proizvođača, a takođe su 

pozitivne vrednosti definisane na različite načine. U našem istraživanju,analizirajući histoskor, 

ceo uzorak je uziman u razmatranje, tako da su obuhvaćene i raštrkane pojedinačne ćelije sa 

pozitivnom ekspresijom. Iako je ekspresija bila prisutna u većem broju tumora, uprkos analizi 

celog uzorka, slab intenzitet bojenja i mali procenat pozitivnih ćelija, mogli su doprineti ovim 

rezultatima.Interesantan nalaz bila je membranska pozitivnost u metastatskim depozitima unutar 
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krvnih sudova i perirenalnog masnog tkiva. Osim tumorskog parenhima, CXCR4 ekspresija je 

takođe detektovana i u okolnojtumorskoj stromi, na endotelnim ćelijama i fibrilarnim 

komponentama ekstracelularnog matriksa. 

U poređenju sa CXCR4, manje literaturnih podataka se može naći o ekspresiji CXCR7 u 

RCC-u. Ispitujući ovaj receptor, Wang i saradnici supronašli pozitivnost u 100% slučajeva 

pretežno citoplazmatske lokalizacije dok je membransku pozitivnost imalo samo 8 od 97 

pacijenata. Intenzitet ekspresije je bio visok u 72 od 97 slučajeva.Pronađena je takođe i značajna 

povezanost visoke ekspresije CXCR7 sa lošim OS i RFS ali nije dokazana povezanost ovog 

markera sa kliničko-patološkim parametrima. [77].U studiji D'Alteriai saradnika nađena je 

dominantno membranska ekspresija CXCR7, u 50% slučajeva visokog intenziteta, kao i 

pozitivnakorelacija ovog receptora sa stadijumom tumora, statusom limfnih nodusa i 

simptomima.  U njihovomistraživanju, CXCR4 i CXCR7 su pojedinačno i zajedno mogli da 

predvide preiod bez bolesti (disease-free survival). Iako su kancerske ćelije kao i normalni 

proksimalni tubuli eksprimirali CXCR4 i CXCR7, ekspresija na renalnim glomerulima i 

mezenhimnim ćelijama nije uočena, što je u skladu sa našim nalazima [129]. 

Rezultati ove studije pokazali su da je u 91 slučaju bila prisutnapozitivna 

membranskaCXCR7 ekspresija, dok je 85 slučajeva imalo citoplazmatsku pozitivnost. Pozitivna 

membranska CXCR7 ekspresija je povezana sa ccRCC tipom a pozitivna citoplazmatska 

ekspresija CXCR7 sa većim TNM stadijumom. Veći intenzitet ekspresije primećen je u tumorima 

pRCC tipa. Zbog toga su pRCC tumori, u odnosu na ccRCCimali veće vrednosti citoplazmatskog 

CXCR7 histokora. Papilarni tip se pokazao i kao nezavisni prediktor i citoplazmatskog i 

membranskog CXCR7 histoskora.Ostali potencijalni prediktori citoplazmatskog histoskora bili 

su, pTNM stadijum, gradus, veličina, klinički stadijum kao i nekroza. Sa porastom veličine 

tumora očekuju se veće vrednosti citoplazmatskog CXCR7 histoskora, budući da se statističkom 

analizom veličina pokazala kao nezavisni prediktor. Zanimljiv fenomen koji je uočen predstavlja 

intenzivna prebojenost ćelija koje okružuju područja tumorske nekroze. 

Među osnovnim ciljevima ovog istraživanja bilo je određivanje prognostičkog 

značajaimunohistohemijske ekspresije CXCR7.Jedan od najznačajnijih rezultata ove studije je 

prediktivni potencijal CXCR7 biomarkera. Pri porastu vrednosti membranskog CXCR7 

histoskora, može se očekivati značajno kraće preživljavanje. 
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Prema dosadašnjim saznanjima,CXCR7 doprinosi CXCL12/CXCR4 hemokinskoj osovini 

na dva načina. Najpre, CXCR7 funkcioniše kao specifični receptor čistač (engl. scavenger) za 

CXCL11 i CXCL12, za koji se vezuje sa deset puta većim afinitetom u odnosu na CXCR4. On 

internalizuje ligande i transportuje ih unutar ćelije, do lizozoma gde se vrši njihova degradacija. 

Na taj način smanjuje njihovu koncentraciju u eksptracelularnom prostoru. Manjak CXCL12 

posledično dovodi i do regulacije signalne aktivnosti CXCR4 receptora. [130-132]. Drugi način 

kojim CXCR7 utiče na ćelijski odgovor na CXCL12 je formiranjem heterodimera sa CXCR4. 

Ispitujući aktivaciju G proteina i intraćelijsku mobilizaciju kalcijuma, Levoy i saradnici su 

analizirali funkcionalne karakteristike ova dva receptora. Našli su da CXCL12 indukuje brzi skok 

nivoa kalcijuma u CXCR4+ ćelijama ali ne i u ćelijama koje eksprimiraju samo CXCR7. Izmena 

odgovora ćelije na CXCL12 u prisustvu CXCR7 a pri zadržanoj ekspresiji CXCR4 dovela je do 

otrića da ova dva receptora formiraju heterodimere.U prisustvu CXCR7 dolazi do 

konformacionih promena unutar CXCR4 proteina. Zbog toga CXCR4 menja svoju interakciju sa 

G proteinom, čime se menja i nishodnaG-protein zavisna ćelijska signlizacija [133]. Analiza 

ćelija karcinoma dojke je pokazala da, iako postoji CXCR4 i CXR7 koekspresija na tumorskim 

ćelijama, ova dva receptora su češće samostalno eksprimirana na odvojenim ćelijskim 

populacijama unutar istog tumora [82]. U našem istraživanju nađena je značajna međusobna 

povezanost pozitivne i membranske i citoplazmatske ekspresije CXCR4 i CXCR7.Jaka pozitivna 

korelacija nađena je između CXCL12 i CXCR7 citoplazmatskog histoskora, aumerena pozitivna 

korelacija observirana je između CXCL12M i CXCR7C kao i između CXCR4 i CXCR7 

citoplazmatskog histoskora. Rezultati prikazani u ovoj studiji idu u prilog teorijama njihovog 

uzajamnog dejstva. 

U zavisnosti od tipa tumora koekspresija CXCR7 sa CXCR4 može i ne mora biti prisutna 

na tumorskim ćelijama. Na primer, naćelijskoj kulturi glioblastoma eksprimiram je CXCR7 a ne 

CXCR4, dok je na ćelijama sitnoćelijskog karcinoma pluća obrnut slučaj [134]. In vitro 

eksperimenti na ćelijama karcinoma dojke su pokazali da bi ova dva receptora mogla imati 

različite uloge u metastaziranju. CXCR7 je podsticao rast primarnog tumora posredstvom 

angiogeneze ali je njegova prekomerna ekspresija smanjivala efekte izazvane CXCR4, i to 

motilitet unutar primarnog tumora, invazivnost i formiranje metastaza u plućima [135]. Studija na 

pacijentima sa karcinomom dojke je pokazala da ekspresija CXCR4 i CXCR7 nezavisno 

predviđa preživljavanje i da korelira sa metastatskim statusom limfnih nodusa [136]. Uloga 
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kojuovi receptori imaju u nastanku metastaza, mogla bi objasniti naše rezultate vezane za pRCC. 

Budući da je 7 od 13 pacijenata sa pRCC-a imalo metastaze u trenutku dijagnoze ne iznenađuje 

prekomerna ekspresija ovih receptora. 

Rast tumora i metastaziranje se u znatnoj meri oslanjaju na neoangiogenezu. CXCR7 je 

eksprimiran na endotelnim progenitornim ćelijama, čija migracija i distribucija predstavljaju 

ključne elemente za formaciju novih krvnih sudova [130, 133]. Yamada i saradnici su 

demonstrirali, in vitro i in vivo, povećanu ekspresiju CXCR7 na krvnim sudovima različitih 

tumora Tumorske endotelne ćelije sekretuju i CXCR7 i CXCL12, čime autokrinim putem 

podstiču angiogenezu. [137]. U ovoj studiji nađena je jaka pozitivna korelacija između 

citoplazmatske ekspresije CXCL12 i CXCR7. Možda postoji interakcija CXCL12‐sekretujućih 

endotelnih ćelija i CXCR7+ ili CXCR4+ tumorskih ćelija i ovaj odnos može biti predmet budućih 

istraživanja.  

U prezentovanoj studiji, pozitivna membranska i citoplazmatska ekspresija CXCL12 bile 

su prisutne u velikom procentu tumora. 77 od 85 ccRCC eksprimiralo je citoplazmatsku a 83 

membransku CXCL12 pozitivnost. Svi pRCC tumori ispoljili su snažnu citoplazmatsku 

pozitivnost ovog markera. Visok intenzitet ekspresije odrazio se i na visoke vrednosti histoskora 

koje su bile značajno više u tumorima papilarnog tipa, koji se pokazao kao nezavisni prediktor 

citoplazmatskog CXCL12 histoskora. Povećana citoplazmatska ekspresija bila je povezana i sa 

veličinom tumora. Granične vrednosti citoplazmatskog (73) i membranskog (200) histoskora su 

bile značajno povezane sa većim mortalitetom, a citplazmatski CXCL12 histoskor iznad 73 

nezavisno predviđa kraći period preživljavanja. 

U istraživanju Wanga i saradnika, nađena je pozitivna CXCL12 ekspresija u većini 

uzoraka, dominantno membranske lokalizacije.Imunohistohemijska ekspresija CXCL12 u RCC-u 

je upoređivana sa okolnim zdravim tkivom. Tumorsko tkivo je pokazivalo ekspresiju slabijeg 

intenziteta u poređenju sa zdravim tkivom. Veće koncentracije CXCL12 u okolnom tkivu 

sugerišu nastanak koncentracijskog gradijenta koji bi podstakao metastaziranje CXCR4+ 

tumorskih ćelija. Pacijenti sa snažnom ekspresijom CXCL12 su takođe imali kraći period 

preživljavanja što bi moglo ukazati na veću sklonost ka metastaziranju primanrog tumora [77]. U 

našoj studiji, nađena je membranska i citoplazmatska CXCL12 pozitivnost u preko 90% 

slučajeva tumorskog tkiva. Dobijene visoke srednje vrednosti membranskog i citoplazmatskog 
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histoskora za oba ispitivana tipa tumora govore o visokom intenzitetu bojenja, kao i o visokom 

procentu pozitivnih ćelija. 

U meta-analizi, koja je obuhvatila 38 studija na različitim tumorima, visoka ekspresija 

CXCL12 povezana je sa kraćim preživljavanjem pacijenata sa karcinomom pankreasa, ezofagusa 

ili pluća, ali ne i pacijenata sa karcinomom dojke. Iako je dokazana povezanost CXCL12 

ekspresije i kraćeg preživljavanja u različitim karcinomima, nije standardizovan jedinstveni 

metod kvantifikacije CXCL12. Zbog toga se, za sada, CXCL12 tretira kao potencijalni 

biomarker, vredan pažnje [138]. Wehler i saradnici su analizirajući ekspresiju CXCL12α i 

CXCL12β izoformi u RCC-unašli da većina tumora ispoljava pozitivno bojenje.CXCL12β je 

korelirao sa gradusom tumora, ali ni CXCL12α ni CXCL12β ekspresija nije imala uticaj na 

prognozu i OS [139]. U prezentovanoj studiji korišćeno antitelo predstavlja α izofromu i 

pokazalo je značajan prediktivni potencijal, budući da se kod većih vrednosti citoplazmatskog 

histoskora može očekivati veća smrtnost. 

Istraživanja ekspresije CXCL12 su se prvenstveno koncentrisala na metastatski potencijal 

ovog hemokina. CXCL12 indukuje sintezu matriks metaloproteinaza, koje, vršeći degradaciju 

ekstraćelijskog matriksa, doprinose invaziji kacerskih ćelija.  Ovo je dokazano brojnim ćelijskim 

linijama različitih tumora: pankreasa, prostate, jajnika, glioma, skvamoznog karcinoma vrata,i 

sitnoćelijskom karcinomu pluća. CXCL12 možestimulisati proliferaciju i preživljavanje 

tumorskih ćelija. On takođe štiti tumorske ćelije od lekovima indukovane apoptoze, direktno, 

pomoću aktivacije antiapoptotskih puteva, ili indirektno modifikacijom adhezivnosti kancerskih 

ćelija. [140,141]. Korišćenjem životinjskih modela, Pan i saradnici su demonstrirali povećanu 

pojavu metastaza humanih RCC ćelija u organe koji eksprimiraju povećan nivo CXCL12. Našli 

su i pozitivnu korelaciju između CXCR4 ekspresije na ćelijama RCC i njihove sposobnosti 

metastaziranja. Pored toga, primena neutrališućeg anti-CXCL12 antitela je smanjila metastatski 

potencijal RCC ćelija na mišjim modelima.Istovremeno su otkrili i povećanu ekspresiju CXCR4 

na cirkulišućim citokeratin+ RCC ćelijama, dobijenim od pacijenata sa dijagnostikovanim 

metastazama. Time su pokazali da je CXCR4 potencijalni biomarker za procenu sposobnosti 

ćelija RCC-a da metastaziraju [142]. Budući da je u ovoj studiji za svega nekoliko slučaja bilo 

dokazano prisustvo udaljenih metastaza, ova pojava se nije mogla analizirati.  
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Funkcija CXCL12 može biti modifikovana ekspresijom njegovih receptora. CXCR7  

funkcioniše kao receptor čistač (engl. scavenger). On uklanja ligand iz ekstraćelijskog prostora, 

smaćujući time njegovu koncentraciju koja bi mogla aktivirati CXCR4 signalni put. Na taj način 

CXCR7 može smanjiti CXCl12/CXCR4 posredovan tumorski rast. Ali uklanjanje CXCL12 

pomoću CXCR7 može i održavati responsivnost CXCR4 signalizacije.  U prethodno opisanoj 

studiji na ćelijama karcinoma dojke, kultivacija CXCR4+ ćelija u medijumu bogatom CXCL12 

dovela je do pada nivoa površinske ekspresije CXCR4. Međutim kada su kulturi dodate CXCR7+ 

ćelije, izostao je pad CXCR4 ekspresije. Time je dokazano da CXCR7 smanjuje desenzitizaciju 

CXCR4+ tumorskih ćelija izazvanu velikim koncentracijama CXCL12.CXCR7 na taj način 

održava ovu hemokinsku osovinu i podstiče rast i metastaziranje karcinoma dojke [82]. 

Tumorska stroma i tumorske ćelije su dve osnovne komponente tumora. Tumorska stroma 

svojim funkcijama modifikuje tumorsku mikrosredinu i utiče na sudbinu tumorskih ćelija. 

Hipoksija u tumorskoj mikrosredini može biti jedan od načina indukcije ekspresije CXCL12, što 

je i dokazano na humanom karcinomu ovarijuma[143].  U karcinomu dojke fibroblasti unutar 

tumorske strome produkuju CXCL12, time privlače endotelne stem ćelije i podstiču 

vaskularizaciju tumora. [144]. U promotornom regionu gena za CXCL12, pronađena su 2 

moguća mesta za vezivanje HIF1 transkripcionih faktora, HBS1 i HBS2. Smatra se da je HBS1 

region odgovoran za HIF-1-zavisnu indukciju sinteze CXCL12 u endotelnim ćelijama. Hipoksija 

takođe indukuje ekspresiju CXCL12 u fibroblastima i HSĆ [140, 145]. 

Prema dosadašnjim saznanjima, većina ccRCC tumora nosi u sebi mutaciju koja 

inaktiviše VHL tumor supresorni gen. Njegov protein ostvaruje brojne funkcije među kojima  su 

metabolizam glukoze, angiogeneza, ćelijska proliferacija, preživljavanje, epitelno-mezenhimna 

transmisija, apoptoza i  proteozomalna razgradnja HIF1α i HIF2α transkripcionih faktora u 

uslovima normoksije. Inaktivacija pVHL-a dovodi do akumulacije i produžene aktivnosti HIF-

a.[95].HIF1α utiče na ekspresiju gena za eritropoetin i enzime glikolize, dok HIF2α  indukuje c-

myc, TGFα, lysyl oxidase, Oct4, i Cyclin D1. Na nekim genima, poput c-myc HIF1α i HIF2α 

ostvaruju suprotne efekte, dok je kod nekih gena poputVEGF ekspresija stimulisan i sa HIF1α i 

sa HIF2α [146]. 

Tokom godina brojne studije su ispitivale ulogu HIF1α i HIF2α u kancerogenezi tumora 

bubrega i ponekad objavljivale kontradiktorne rezultate. U nekim istraživanjima ccRCC-a, HIF2α 
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se pokazao kao veći stimulator tumorogeneze u odnosu na HIF1α koji se sa druge strane pokazao 

kao tumor supresor [98,100]. Neke studije na humanom tkivu pokazale su da ekspresija HIF1α 

korelira sa boljim ukupnim preživljavanjem (OS), specifičnim preživljavanjem (disease-specific 

survival rate- DSS) i preživljavanjem bez progresije bolesti (progression-free survival- PFS) [98]. 

Istpitivanje novijeg datuma je pokazalo da visoka ekspresija HIF1α korelira sa dužim OS i PFS 

[147]. Ovi rezultati se poklapaju sa nalazima koje su dobili Lidgren i saradnici, koji su osim toga, 

našli značajno veću ekspresiju HIF1α u ccRCC u odnosu na hromofobni i papilarni tip [148]. 

Ispitujući preživljavanje, ali i reakciju RCC pacijenata na inhibitor tirozin kinaze, Sunitinib, 

Dornbusch i saradnici su pokazali povezanost visoke ekspresije HIF1α i dužih PFS i OS, kao i 

bolji odgovor na terapiju [149]. Nasuprot tome, druge studije su prezentovale suprotne podatke i 

istakle razliku u prognostičkom potencijalu između HIF1α i HIF2α. U njima se gora prognoza 

vezivala za visoku HIF1α a nisku HIF2α ekspresiju. Imunohistohemijska analiza 83 uzorka RCC 

je pokazala povezanost HIF1α sa većim Fuhrmanovim gradusom, invazijom renalne vene i 

kliničkim stadijumom [150]. Shultz i saradnici su dokazali veću imunohistohemijsku ekspresiju 

HIF1α u primarnom i metastatskom ccRCC-u u poređenju sa zdravim tkivom i njenu povezanost 

sa kraćim periodom preživljavanja [151]. U još jednoj publikaciji najveći nivo HIF1α ekspresije 

bio je povezan sa najgorom prognozom [152]. Ebru i saradnici su našli kraći period 

preživljavanja kod pozitivne ekspresije i HIF1α i HIF 2α [153]. Nedavno objavljena studija je 

ispitujući 380 pacijenata sa RCC-om našla povezanost visoke HIF1α ekspresije na tumorskim 

makrofagimasa većim gradusom, pTNM stadijumom, kao i sa kraćim PFS i OS. [154]. Rezultati 

sprovedene meta-analize su pokazali da, iako postoji negativna asocijacija između HIF2α i 

preživljavanja u brojnim solidnim tumorima, kod tumora bubrega to nije slučaj, već je HIF2α 

pozitivan prognostički biomarker preživljavanja bez metastaza [155].Kontradiktorni rezultati, 

dobijeni u različitim laboratorijama mogli bi se objasniti raznovrsnim dizajnom eksperimenata, 

tipovima animalnih modela ili humanih ćelijskih linija. Bez obzira na okolnosti HIF2α se smatra 

validnom metom u terapiji ccRCC-a [96]. HIF2α inhibitori su trenutno u fazi I/II testiranja za 

ccRCC. Inhibicija HIF2α dovodi do nishodne regulacije njegovih ciljnih gena i smanjenja 

cirkulišućih nivoa VEGF koje produkuje tumor. I faza kliničkog ispitivanja HIF2α antagonista 

prve generacije (PT2385), je pokazala njegovu bezbednost i potencijalnu korist za pacijente sa 

lokalno uznapredovalim ili metastatskim ccRCC-om, ali uz moguć razvoj rezistencije [156]. 
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Inhibitor druge generacije (PT2799) ima veći potencijal i ispituje se na pacijentima sa prethodno 

tretiranim uznapredovalim ccRCC-om [157]. 

Rezultati našeg istraživanja su pokazali razliku između pozitivne membranske i 

citoplazmatske ekspresije HIF1α. Membransku pozitivnost imalo je 77(78.6%) uzoraka a 

citoplazmatsku 73 (74.5%). Pozitivna membranska ekspresija je povezana sa ccRCC tipom, 

nižim klničkim stadijumom i odsustvom sarkomatoidne diferencijacije. Nasuprot tome pozitivna 

citoplazmatska ekspresija HIF1α povezana je sa papilarnim tipom, većim pTNM stadijumom i 

većim tumorskim gradusom. Analiza histoskora je pokazala da se veće vrednosti membranskog 

HIF1α histoskora mogu očekivati kod tumora ccRCC tipa, što je dokazano modelom 

univarijantne linearne regresije. Nasuprot tome, nađeno je više mogućih prediktora većih 

vrednosti citoplazmatskog HIF1α histoskora: tip tumora, gradus, pTNM stadijum, klinički 

stadijum, veličina tumora, prisustvo nekroze i sarkomatodina diferencijacija. Kao nezavisni 

preiktor, pokazao se papilarni tip, a veće vrednosti HIF1α citoplazmatskog histoskora mogu se 

očekivati i kod tumora većeg gradusa. 

U našoj studiji, nađena je jaka pozitivna korelacija između citoplazmatskog HIF1α 

histoskora i vrednosti citoplazmatskog histoskora za CXCL12 i CXCR7. Umerena pozitivna 

korelacija postoji između sledećih vrednosti histoskora:CXCL12M i HIF1αC, CXCR4C i 

HIF1αC, Notch1C i HIF1αC. 

Povezanost HIF-1α/VHL osovine sa promenom ekspresije CXCR4 u ćelijskoj kulturi 

RCC-a demonstrirali su Pan i saradnici. Takođe su, na mišjim modelima, pokazali uključenost 

CXCL12/CXCR4 osovine u organ-specifično metastaziranje humanih RCC ćelija. U njihovim 

eksperimentima na imunodeficijentnim (SCID) miševima došlo je do metastaza humanih RCC 

ćelija u organe sa povećanom ekspresijom CXCL12: u kostnu srž, mozak, jetru i nadbubreg 

[142]. Studija novijeg datuma istakla je važnost hipoksije, HIF-1α i CXCR4 u mehanizmima 

angiogeneze i metastaziranja. Brza proliferacija tumorskih ćelija povećava veličinu tumora, što 

dovodi do deficita kiseonika u tumorskoj mikrosredini, to za posledicu ima porast nivoa HIF-1α 

kojipovećava transkripciju CXCR4. Ova studija je takođe pokazala interakciju između HIF1α i 

CXCR4 u RCC-u, pri čemu je CXCR4 olakšao translokaciju HIF-1α u jedro i pojačao 

transkripciju njegovih ciljnih gena, stvarajući povratnu spregu [127]. 
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U značajnoj studiji, starijeg datuma, Staller i saradnicisu dokazali da se gen za CXCR4 

može indukovati hipoksijom i da poseduje domen za vezivanje HIF-1α [158]. U ccRCC-u, gde je 

VHL mutacija poznata, gubitak funkcije VHL-a dovodi do produžene aktivnosti HIF-1α, i 

posledične povećane ekspresije gena koji se aktiviraju u odgovru na hipoksiju, među kojima su 

VEGF, CXCR4 i njegov ligand CXCL12 [159, 160]. Ovim se može objasniti povećana ekspresija 

CXCR4 u regionima angiogeneze degeneracije i nekroze, koja se često sreće u tumorskom tkivu 

[140]. Neka od prvih imunohistohemijskih ispitivanja CXCL12 i CXCR4 u humanom 

glioblastomu, pokazala su njihovu povezanost sa regionima nekroze i angiogeneze [161]. Studija 

novijeg datuma ispitivala je fenomen tumorske nekroze uzrokovane dezorganizacijom 

vaskulature u oralnom skvamoznom karcinomu. Upotrebom CXCR4 inhibitora (AMD3100) na 

eksperimentalnim životinjama, došlo je do širenja HIF1α pozitivnih ćelija po celom tumoru, dok 

su u grupi bez inhibicije CXCR4, HIF1α pozitivne ćelije bile lokalizovane u centralnom delu 

tumorske mase, koji trpi najveću ishemiju i gde najpre nastaje nekroza. Ovo sugeriše da je 

intratumorska hipoksija koja je stimulus za ekspresiju HIF1α, pre svega lokalizovana u 

centralnim zonama tumora a da upotreba antagonista CXCR4 dovodi do širenja hipoksije kroz 

ceo tumor. Mehanizam kojim antagonist CXCR4 dovodi do hipoksije i posledične nekroze 

tumora je posredstvom defektne angiogeneze. Upotreba AMD3100 na eksperimentalnom 

modelu, dovela je do nastanka manjeg broja krvnih sudova unutar tumora koji su bili tanji, kraći i 

nerazgranati. Time je pokazan uticaj hemokinske osovine na tumorsku angiogenezu [162]. 

U našem istraživanju detektovana je CXCR7, HIF1α i Notch1 ekspresija, visokog 

intenziteta na ćelijama koje okružuju područja nekroze. Međutim, prilikom statističke analize, 

nekroza se pokazala kao potencijalni ali ne i nezavisni prediktor citoplazmatskog HIF1α i 

CXCR7 histoskora, dok je značajna povezanost nađena samo sa citoplazmatskom Notch1 

ekspresijom. U tumorima sa prisutnom nekrozom, mogu se očekivati veće vrednosti 

citoplazmatskog Notch1 histoskora.  

Notch receptori su evolucijski konzervativni transmembranski proteini neophodni za  

brojne ćelijske funkcije. Uključeni su u odluke o sudbini ćelija tokom embriogeneze, naručito 

nefrogeneze, određujući da li će se ćelije deliti ili diferencirati. Oni takođe imaju različite, nekad i 

kontradiktorne uloge u nastanku i razvoju tumora. Ishod koji će izazvati promena Notch 

signalizacije zavisi od funkcije koju ovi receptori imaju u određenom organu. Ako su u nekom 

tkivu uključeni u obnavljanje stem ćelija, ponašaće se kao onkogeni. Nasuprot tome, ako u tkivu 
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promovišu terminalnu diferencijaciju, ponašaće sa kao tumor supresori. Notch1 može da 

promoviše ili ograničava rast i razvoj tumora delujući naćelijski metabolizam progresiju ćelijskog 

ciklusa, angiogenezu ili imune funkcije. Notch receptori igraju važnu ulogu i u tumorskoj 

neoangiogenezi i njihova aktivacija je neophodna za funkcionisanje VEGF-a [103, 105]. 

U ovom istraživanju, i citoplazmatska i membranska ekspresija Notch1 receptora bila je 

zastupljena u manjem broju slučajeva. Bez membranske Notch1 ekspresije bilo je 38 uzoraka, od 

toga 12 tumora pRCC tipa. Istovremeno je nađena povezanost pRCC tumora sa nižim 

vrednostima membranskog Notch1 histoskora, dok je svetloćelijski tip bio prediktor viših 

vrednosti ovog histoskora. Bez citoplazmatske Notch1 ekspresije bio je 41 uzorak. 

Citoplazmatska Notch1 pozitivnost bila je povezana sa većim histološkim gradusom, dok je 

jedina statistički značajna povezanost nađena između višeg citoplazmatskog Notch1 Histoskora i 

prisustva tumorske nekroze.  

Ispitujući ekspresiju sva 4 Notch receptora, Aparicio i saradnici su našli da je ekspresija Notch 

1 receptora povezana sa stepenom diferencijacije tumora i izraženija u tumorima nižeg histološkog 

gradusa [106]. Imunohistohemijska istraživanja starijeg datuma našla su značajno veću ekspresiju 

Notch1 receptora na zdravim proksimalnim i distalnim tubulima u odnosu na ćelije RCC-a koje su 

ispoljile često negativno ili bojenje slabog intenziteta [102]. Nasuprot tome, analiza Notch1 ekspresije  

na uzorcima ccRCC iz 2017. je pokazala povezanost visoke ekspresije Notch1 sa pTNM stadijumom, 

Fhurmanovim gradusom i veličinom tumora. Inhibicija Notch1 u ccRCC ćelijskoj kulturi, dovela je 

do inhibicije proliferacije i apoptoze tumorskih ćelija [163]. Slične rezultate dobilo je još jedno 

istraživanje na ccRCC kulturi, gde je blokada Notch signalnog puta dovela do smanjene proliferacije i 

smanjenog migratornog potencijala kancerskih ćelija [164]. 

Nedavno sprovedena analiza ekspresije CXCR4 i Notch1 u adenokarcinomu pluća, pokazala je 

pozitivnu korelaciju između njih. Uz to, koekspresija ova dva markera povezana je sa 

limfovaskularnom invazijom, uznapredovalim stadijumom i kraćim preživljavanjem, sugerišući da 

simultana inhibicija oba faktora može pokazati bolje terapijske rezultate [165]. Povezanost između 

Notch signalnog puta i CXCL12/CXCR4 hemokinske osovine nađena je i ispitivanjem ćelijskih 

kultura i humanih uzoraka glioma. Dokazana je ne samo korelacija ekspresije već i povezanostovih 

signalnih puteva. Notch1 posredstvom CXCL12/CXCR4 deluje na AKT/mTOR signalni put i time 

podstiče invazivnost i samo-obnavljanje tzv. gliom inicirajućih ćelija ili stem ćelija glioma, koje 
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su u velikoj meri odgovorne za progresiju i agresivnost glioblastoma multiforme [166]. U našem 

istraživanju obserivrana je umerena pozitivna korelacija između citoplazmatskog Notch1 histoskora 

i membranskog i citoplazmatskog CXCL12 histoskora kao i između citoplazmatskog CXCR4 i 

Notch1 i HIF1α histoskora. Povezanost i međusobni uticaj (engl. cross-talk) Notch signalnog puta i 

hipoksija inducibilnih faktora počeo je da se ispituje pre skoro dvadeset godina, kada je dokazana 

povećana ekspresija Notch gena u uslovima hipoksije. Kasnija istraživanja različitih patoloških stanja 

poput ishemijskih bolesti, reumatoidnog artritisa, i tumora, su dokazala da se i HIF1α i HIF2α vezuju 

za ICD Notch receptora, modifikujući njihove funkcije. Tumorska angiogeneza počiva na istim 

principima kao i fiziološka, u uslovima hipoksije HIF indukuje sintezu VEGF i ostalih proangiogenih 

faktora. Preživljavanje i prilagođavanje tumorskih ćelija na hipoksiju posredstvom HIF-Notch 

signalizacije nađeno je u karcinomu dojke, pluća, melanomu, neuroblastomu  i ccRCC-u [146]. 

Sposobnost Notch receptora i njihovih liganda da predviđaju mortalitet proučavana je 

različitim metodama. U jednoj studiji, sekvenciranjem DNK ispitivana je genska eskpresija 

Notch receptora na preko 900 RCC uzoraka koja je zatim korelirana sa preživljavanjem. Niža 

ekspresija gena za JAG2, NOTCH1, NOTCH3 i NOTCH4, povezana je sa povoljnijim ishodom 

ccRCC i pRCC-a [167]. Imunohistohemijsko ispitivanje 3 markera Notch signalnog puta: 

Jagged1, intracellular Notch1 (ICN1) i Hes1, pokazalo je da njihovo kombinovanje u jedinstveni 

skor može biti nezavisni predoktor preživljavanja (OS i RFS) [168]. Rezultati naše studije su 

pokazali da granična vrednost citoplazmatskog Notch1 histoskora od 50 može da odredi pojavu 

mortaliteta sa senzitivnoscu od 55% i specifičnoscu od 70,7%. Međutim, on nije identifikovan 

kao nezavisan prediktor mortaliteta. 

Zbog uloge Notch receptora u angiogenezi i ekspresije na endotellnim ćelijama tumora, 

njihova blokada u terapijske svrhe je postala predmet brojnih istraživanja. Razvijeni su blokatori 

DLL4 liganda koji sprečavaju njegovo vezivanje za Notch receptore. Time se smanjuje 

vaskularizacija tumora, a posledično i njegov rast.  Međutim, nespecifična blokada DLL4 dovela 

je do oštećenja i normlalnih krvnih sudova sa ozbiljnim posledicama. Zbog toga su se istraživanja 

usmerila na otkrivanje specifičnih blokatora. Notch1 i Notch 3 specifična antitela su pokazala 

značjnu redukciju tumorske mase, na životinjskim modelima, bez razvoja toksičnosti [105]. Bez 

obzira na to koji će molekuli biti meta, blokada angiogeneze ostaje atraktivna strategija u 

istraživanjima antikancerskih terapeutika. 
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Pacijenti sa ccRCC-om ispoljavaju različito kliničko ponašanje koje može biti indolentno, 

sporo progresivno ili agresivno sa brzim propadanjem. Istovremeno postoji i različiti odgovor na 

trenutno dostupne terapijske opcije. Jedan od izazova adjuvantne terapije je precizno odrediti 

pacijente kod kojih postoji visok rizik za recidiv bolesti. Samim tim može se postići značajan 

napredak razvojem prediktivnih prognostičkih markera. Još uvek postoje nedostaci u saznanjima 

koje sve genetske i biohemijske karakteristike vode do tumorske heterogenosti.  

Za pacijente sa RCC-om intermedijarnog rizika, tj. bez teške kliničke slike i pridruženih 

komorbiditeta, na raspolaganju je prva linija terapije koju čine anti-VEGF inhibitori tirozin 

kinaze: sorafenib, sunitinib (Sutent), pazopanib i axitinib, kao i rekombinantno anti-VEGF 

monoklonsko antitelo - bevacizumab plus interferon alfa [169, 170]. Na ove terapeutike pacijenti 

reaguju određeni period, a nakon toga, dolazi do zasićenosti organizma, tumor postaje otporan na 

lečenje i bolest počinje ponovo da se širi.Zbog togase primenjuju kombinacije lekova i uporno se 

traga za novim terapijskimmodalitetima. Rapamycin (sirolimus) i njegovi analozi (Temsirolimus, 

Ridaforolimus) su inhibitori mTOR signalnog puta i koriste se kod pacijenata sa metastatskim 

RCC-om sa lošom prognozom [171]. Temsirolimus je takođe indikovan kao druga terapijska 

linija nakon neuspeha terapije Sunitinib-om ili Sorafenib-om. Inhibitori mTOR puta produžuju 

preživljavanje bez progresije (Progression free survival - PFS) kod pacijenata sa metastatskim 

RCC-om. Međutim, većina pacijenata razvije rezistenciju i na ove agense [172]. Iako je ciljna 

terapija poboljšala prognozu pacijenata sa ccRCC-om, petogodišnje preživljavanje imaće samo 

8% do 11,7% pacijenata sa metastatskim RCC-om [58]. 

Kada je razvoj novih antikancerskih terapeutika u pitanju, ciljana blokada 

CXCL12/CXCR4/CXCR7 osovine predstavlja mehanizam koji obećava. Trenutno se istražuju 

različiti CXCR4 antagonisti poput: AMD3100, T22, TN14003, CTCE-9908, ALX40-4C. Oni 

mogu biti peptidi analogni amino-terminalnom regionu hemokina CXCL12. [141]. Studije na 

različitim kancerskim modelima su pokazale da kombinacija CXCR4 inhibitora (AMD3100) sa 

imunoterapeuticima inhibira tumorski rast ui produžava period preživljavanja. [173, 174]. 

Inhibicija CXCR7 molekula na ćelijama kancera vršena je antitelima ili malom interferirajućom 

RNK (small interfering RNA siRNA). SiRNA je in vitro pokazala zadovoljavajuće rezultate na 

različitim ćelijskim linijama poput karcinoma prostate, ezofagusa, endometrijuma i u kulturi 

ćelija oralnog skvamoznog karcinoma, [175]. Kada su RCC ćelije in vitro tretirane microRNA-

218, došlo je do smanjenja vijabilnosti kao i sposobnosti migracije i invazije. [176]. Kombinacija 
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inhibitora ove hemokinske osovine sa poznatim terapeuticima bi mogla u budućnosti povećati 

terapijsku efikasnost. 

U cilju otkrivanja novih terapijskih mogućnosti ispitivana je povezanost 

CXCL12/CXCR4/CXCR7 hemokinske osovine sa mTOR singalnim putem na ćelijskim linijama 

RCC-a. Rezultati su pokazali da ciljana blokada ovih hemokinskih receptora antagonistima 

(CXCR4 inhibitor-AMD3100 ili Peptide R-specific CXCR4 antagonist, kao i anti-CXCR7) 

indukuje osteljivost na Temsirolimus u inače rezistentnim RCC ćelijskim linijama [70]. Ovo 

ukazuje na mogućnost kombinacije mTOR inhibitora sa inhibitorima CXCL12/CXCR4/CXCR7 

hemokinske osovine u cilju sprečavanja razvoja rezistencije. 

Guo i saradnici su ispitivali ekspresiju CXCR4 kod pacijenata sa metastatskim RCC-om 

koji su primili terapeutike prve linije: sorafenib, sunitinib, pazopanib i axitinib. Njihovi rezultati 

pokazuju sposobnost CXCR4 markera da predvidi efikasnost terapije sorafenibom. Pacijenti sa 

negativnom ili niskom CXCR4 ekspresijom su imali duži PFS u odnosu na one sa 

intermedijarnom ili visokom CXCR4 ekspresijom [177]. 

Imunoterapija predstavlja još jednu terapijsku mogućnost za pacijente sa RCC-om. 

Najvažnije terapijske mete su T regulatorni limfociti (T reg), koji suprimiraju različite ćelije 

imunog sistema i inhibitorni i molekuli na površini T-ćelija. Inhibitorni molekuli su površinski 

receptori koji nakon vezivanja liganda produkuju inhibitorni signal koji blokira inflamatornu 

aktivnost T-limfocita, čime se ostvaruje tolerancija na sopstvene ćelije. [178]Međutim,to je i 

mehanizam pomoću koga tumor izbegava imuni odgovor [170]. Važni površinski inhibitorni 

receptori su citotoksični T-limfocitno asocirani protein 4 (CTLA4) na površini CD4+T-limfocita 

i protein programirane smrti (Programmed cell death 1 protein 1 PD-1) na površini CD8+ T-

limfocita. Kombinacija lekova pembrolizumab-a, blokatora PD-1 receptora i antiangiogenog 

axitinib-a se koristi kod pacijenata sa uznmapredovalim RCC-om [179]. Nedavno odobreni 

terapeutici sa inhibitornom aktivnošću su Ipilimumab, monoklonsko antitela za CTLA4 i PD-1 

inhibitor, Nivolumab [170]. Istraživanja na različitim animalnim modelima kancera su 

demonstrirala da kombinacija inhibitora CXCR4 (AMD3100) i anti-PD1 inhibiše rast tumora i 

produžava vreme preživljavanja [180,174]. U svom istraživanju, Santagata i saradnici sugerišu da 

inhibicija CXCR4 može da preokrene supresivnu funkciju T-reg limfocita u tumorskoj 
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mikrosredini, i time poboljša odgovor na anti-PD1 [173]. Iako ovi podaci imaju ograničenja, 

ističu neophodnost kombinacije imunoterapeutika u cilju postizanja maksimalne efikasnosti. 

Sa svakim novim istraživanjem postaje jasno da veliki signalni putevi ne funkcionišu 

samostalno niti izolovano. Ćelije prikupljaju informacije sa različitih strana da bi adekvatno 

odgovorile na kompleksna ekstracelularna događanja. Ovim istraživanjem pokušali smo da 

pronađemo povezanost faktora hipoksije i angiogeneze HIF1α i Notch 1 sa hemokinom CXCL12 

i njegovim receptorima.  Dešifrovanje uzajamnih veza dovešće do boljeg razumevanja adaptacije 

i preživljavanja tumorskih ćelija, a samim tim i do efikasnijih terapijskih modaliteta.Proučavanje 

uloga ovih biomarkera može u budućnosti imati implikacije u dijagnostici, prognozi, prevenciji 

recidiva i razvoju ciljane terapije jednog od najletalnijih uroloških maligniteta. 
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7. ZAKLJUČAK 
 

 

Rezultati ovog istraživanja doveli su do sledećih zaključaka: 

 

1. Pozitivna membranska i citoplazmatska ekspresija hemokina CXCL12 prisutna je u više 

od 90% uzoraka. Citoplazmatska ekspresija prisutna je u svim uzorcima papilarnog tipa. 

Takođe postoji značajna povezanost između pozitivne citoplazmatske CXCL12 ekspresije 

i većeg gradusa tumora. Veći intenzitet i procenat i citoplazmatske i memranske 

ekspresije CXCL12, izračunati upotrebom histoskora, mogu se očekivati u tumorima 

papilarnog tipa.  Porast veličine tumora predviđa veću vrednost citoplazmatskog CXCL12 

histoskora. 

2. Pozitivna membranska ekspresija CXCR7 nađena je u preko 90% ispitivanih uzoraka, a 

citoplazmatska pozitivnost u 86,7% uzoraka. Postoji značajna povezanost pozitivne 

membranske ekspresije CXCR7 i ccRCC tipa, dok je pozitivna citoplazmatska 

ekspresijaCXCR7 povezana sa većim pTNM stadijumom.Svetloćelijski tip takođe ima 4 

puta veću verovatnoću pozitivne membranske CXCR4 ekspresijeMeđutim, u pRCC 

tumorima mogu se očekivati veće vrednosti membranoskog CXCR7a citoplazmatskog 

CXCR4 histoskora. Papilarni tip tumora i veličina su se pokazali kao nezavisni prediktori 

citoplazmatskog CXCR7 histoskora. Nije nađena statistički značajna povezanost 

ispitivanih parametaraimembranskog CXCR4 histoskora. 

3. Preko 70% uzoraka ispoljilo je pozitivnu HIF1α imunohistohemijsku reaktivnost i 

membranske i citoplazmatske lokalizacije. Pozitivna membranska ekspresija HIF1α 

povezana je sa ccRCC tipom tumora i nižim kliničkim stadijumom. Nasuprot tome, 

pozitivna citoplazmatska ekspresija HIF1α je povezana sa većim pTNM stadijumom, 
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većim tumorskim gradusom i papilarnim tipom tumora. Jedini prediktor većeg 

membranskog HIF1αhistoskora, je svetloćelijski tip tumora. Iako je dosta parametara (tip 

tumora, pTNM, klinički stadijum gradus, veličina tumora, prisustvo nekroze i 

srakomatoidne diferencijacije) pokazalo izvesnu povezanost sa porastom citoplazmatskog 

HIF1α histokskora, nezavisni prediktori većih vrednosti su papilarni tip tumora i veći 

histološki gradus. 

4. Membranska Notch1 ekspresija bila je negativna kod 38 uzoraka, od toga 12 (93.3%) 

tumora pRCC tipa. Membranska Notch1M pozitivnost je povezana sa svetloćelijskim 

tipom, manjim pTNM stadijumom i manjim kliničkim stadijumom. Bez citoplazmatske 

ekspresije bio je 41 uzorak, a citoplazmatska Notch1 pozitivnost je povezana sa većim 

histološkim gradusom. Jedina statistički značajna veza nađena je između većeg 

citoplazmatskog Notch1 histoskora i tumorske nekroze, dok veće vrednosti membranskog 

histoskora predviđaju ccRCCtip i niži klinički stadijum. 

5. Iako je uočena CXCR7 i HIF1α pozitivnost visokog intenziteta na ćelijama koja okružuju 

zone nekroze, nekroza se pokazala kao potencijalni prediktor citoplazmatskog CXCR7 i 

HIF1α histoskora,dok je nađena statistički značajna povezanost između prisustva nekroze 

i većih vrednosti citoplazmatskog Notch1 histoskora. Sa porastom veličine tumora 

očukuju se veće vrednosti ctioplazmatskog CXCL12 histoskora. Sarkomatoidna 

diferencijacija je bila prisutna kod 30% uzoraka pRCC-a i kod 14% uzoraka ccRCC i 

pokazla se kao nezavisni prediktor mortaliteta. Međutim pozitivna membranska HIF1α 

ekspresija može se očekivati kod tumora bez sarkomatoidne diferencijacije. 

6. Jaka pozitivna korelacija nađena je između membranskog i citoplazmatskog CXCL12 

histoskora, kao i između citoplazmatskog CXCL12 i CXCR7 histoskora.Umerena 

pozitivna korealcija je nađena izemđu citoplazmatskog CXCL12 i CXCR4 kao i između 

citoplazmatskog CXCR4 i CXCR7 histoskora, što ide u prilog njihovoj koekspresiji i 

uzajamnom delovanju.  

7. Snažna pozitivna korelacija, nađena između citoplazmatskog HIF1α histoskora i 

citoplazmatskog CXCL12 i CXCR7 histoskora, sugeriše njihovu koekspresiju i 

potencijalnu interakciju. Pronađena je umerena pozitivna korelacija između 

citoplazmatskog Notch1 histoskora i membranskog i citoplazmatskog CXCL12 
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histoskora, kao i između citoplazmatskog Notch1 histoskora i oba hemokinska receptora. 

Na moguću koekspresiju i interakciju Notch1 i HIF1α sugeriše i umerena pozitivna 

korelacija njihovog citoplazmatskog histoskora. 

8. U poređenju sa ccRCC, pRCC tumori su imali značajno veće vrednosti membranskog 

CXCL12, kao i citoplazmatskog CXCL12 i CXCR4 histoskora. U pRCC se mogu 

očekivati i veće vrednosti citoplazmatskog CXCR7 histoskora. Papilarni tip je takođe 

nezavisni prediktor većih vrednosti citoplzmatskog HIF1α histoskora. Svetloćelijski tip 

ima 20puta veću verovatnoću da ispolji membransku Notch1 pozitivnost i kod ccRCC-a 

se očekuju i veće vrednosti memranskog Notch1 histoskora. 

9. Mortalitet je u ovoj studiji povezan sa papilarnim tipom tumora, većim histološkim 

gradusom, veličinom, pTNM i kliničkim stadijumom kao i sa prisustvom nekroze i 

sarkomatioidne diferencijacije. Kao potencijalni prediktori mortaliteta identifikovane su 

vrednosti citoplazmatskog histoskora sledećih markera: CXCL12, CXCR7, Notch1 i 

HIF1α, i veće vrednosti membranskog CXCL12 histoskora. Međutim kao nezavisni 

prediktori izdvojena su tri parametra. Kraće preživljavanje se može predvideti većim 

kliničkim stadijumom, vrednošću CXCL12 citoplazmatskog histoskora iznad 73 i većim 

vrednostima membranskog CXCR7 histoskora. 
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