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1.1. Rak dojke
1.1.1. Epidemiologija raka dojke

Rak dojke najprevalentniji je rak u svijetu s incidencijom 1,7 milijuna u 2012. godini. Iste
godine od raka dojke diljem svijeta umrlo je vise od 520 000 Zena (1). Prema podatcima
GLOBOCAN-a svakih 18 sekundi u svijetu dijagnosticira se novi slu¢aj raka dojke. Globalno
svaka osma zena ima rizik od obolijevanja od te bolesti tijekom zivota, a najvisi je udio
oboljevanja u dobnoj skupini izmedu 55. 1 64. godine zivota. U Hrvatskoj je rak dojke takoder
vodeca maligna bolest po pojavnosti i po smrtnosti kod Zena. U razvijenim zemljama
incidencija je raka dojke u porastu na Sto velikim dijelom utjeCu starenje populacije,
provodenje nacionalnog programa ranog otkrivanja raka dojke, rizi¢ni ¢imbenici vezani uz
reprodukcijsko ponasanje zena (nizi paritet i kasniji prvi porod), povecanje udjela Zzena s
prekomjernom tjelesnom tezinom/pretilih Zena te manjak tjelesne aktivnosti (2). Stope
incidencije variraju skoro cetverostruko medu pojedinim podrucjima, od 27/100 000 u
sredisnjoj Africi i isto¢noj Aziji do 96/100 000 u zapadnoj Europi i Sjevernoj Americi (1) §to

je prikazano na Slici 1.1.

Ucestalost ASR
Zene

° Rak dojke
B 649+
Bl 45.8-649
I 33.9-458
[ 24.2-339
[ <242
Nema podataka

lzvor: GLOBOCAN 2012 (IARC)

Slika 1.1. Incidencija karcinoma dojke u svijetu prema GLOBOCAN-u 2012. (1)
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Studije migranata iz zemalja s niskim rizikom u zemlje s visokim rizikom potvrduju
izjednacivanje nakon jednoga ili dvaju narastaja Sto upucuje na vaznost utjecaja okolinskih
¢imbenika (3, 4). Hrvatska prati trend razvijenih zemalja s obzirom na povecanje incidencije
raka dojke, medutim za razliku od vecine razvijenih zemalja koje biljeze pad mortaliteta, u
Hrvatskoj je prisutan divergentni trend, odnosno smanjenje mortaliteta Zena u dobi od 50 do
69 godina koje su obuhvacene Nacionalnim programom ranog otkrivanja te porast mortaliteta
od raka dojke u Zena starijih od 70 godina. Prema procjenama Organizacije za ekonomsku
suradnju i razvoj (OECD-a), Hrvatska je vode¢a zemlja u Europskoj uniji po mortalitetu od
raka dojke i jedna od rijetkih koja biljezi porast mortaliteta u razdoblju od 2003. do 2013.
godine.

Pad smrtnosti u razvijenim zemljama prvenstveno je posljedica uvodenja i ucinkovitog
provodenja Programa ranog otkrivanja raka dojke, bolje edukacije Zena o prevenciji i
simptomima ranog raka te u ucinkovitijim terapijama i1 nacinima lijeCenja. Trendovi
incidencije i mortaliteta raka dojke u odabranim europskim zemljama prikazani su na Slici

1.2., a mortalitet raka dojke u svijetu prikazan je na Slici 1.3.
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Slika 1.2. Trendovi incidencije i mortaliteta raka dojke u odabranim europskim zemljama
prema GLOBOCAN-u 2012. (1)

Lijevo: Trendovi incidencije raka dojke u odabranim europskim zemljama prema
GLOBOCAN-u 2012.

Desno: Trendovi mortaliteta od raka dojke u odabranim europskim zemljama prema
GLOBOCAN-u 2012.
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Mortalitet ASR

Zene

° Rak dojke
m 18.1+
N 15.2-18.1
B 13.2-15.2
[ 10.1-132
1 <101
Nema podataka

lzvor: GLOBOCAN 2012 (IARC)

Slika 3.1. Mortalitet karcinoma dojke u svijetu prema GLOBOCAN-u 2012. (1)

1.1.2. Molekularni podtipovi raka dojke

Povijesno su se karcinomi dojke pridruzivali u podskupine temeljem klini¢kopatoloskih
odrednica kao Sto su stadij tumora i stupanj diferencijacije. Druge morfoloske osobitosti,
poput histoloskog tipa, proliferacijskog statusa i vaskularne invazije, takoder su vaZan
morfoloski prognosticki pokazatelji biologije tumora. Danas je dokazana heterogena priroda
karcinoma dojke ¢ije bioloske osobitosti odreduju njegovo ponasanje i odgovor na lije¢enje
(5). Trenutaéno postoji 21 histoloski razli¢it tip karcinoma dojke te Cetiri razlicita
molekularna podtipa (6). Ekspresija estrogenskih (ER) i progesteronskih (PgR) receptora te
ljudskog receptora za epidermalni ¢imbenik rasta 2 (HER2), koji su 50-ih godina proslog
stolje¢a identificirani kao prediktori odgovora na sistemsko lijeCenje, i danas su najvazniji
¢imbenici na ¢ijoj se osnovi definira lijeCenje karcinoma dojke (7). Temeljem trenuta¢no
prihvacene klasifikacije (deklaracija St. Gallen, 2013.) tumori se dojke pomocu
imunohistokemijskih postupaka dijele na cetiri glavna molekularna/intrinzi¢na podtipa koji
imaju razlic¢itu prognozu i prezivljenje: luminalni A, luminalni B, HER2 pozitivni i trostruko
negativni (basal-like) (8). Veé¢ina invazivnih karcinoma dojke ima pozitivne hormonske
receptore (HR+), odnosno imaju izrazene ER i PgR, HER2 je negativan, sporije rastu i manje
su agresivni (luminalni podtipovi). Studije koje su usporedivale molekularne podtipove raka

dojke s tradicionalnim patohistoloskim obiljezjima utvrdile su nizi gradus i prisutnost ER-a

3
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iI/ili PgR-a kod luminalnih karcinoma. Razlikovanje izmedu luminal A i luminal B podtipa
temelji se na proliferacijskom indeksu Ki-67. Proliferacijski indeks odreduje broj stanica u
diobi, a prijelomna je vrijednost 20 %. U usporedbi s luminal A podtipom, luminal B tumori
imaju nizi izrazaj ER-a, niZi ili nemjerljiv izrazaj PgR-a, visi histoloski gradus tumora, visi
izrazaj gena povezanih s proliferacijom (9, 10). Mala skupina HR+ tumora ima istovremeno i
amplifikaciju HER2 gena i predstavlja podtip luminal B tumora. Priblizno 15 % bolesnica s
rakom dojke uz negativne ER 1 PgR ima povecan izraZzaj HER 2 onkoproteina §to je povezano
s vetom agresivnoSéu 1 povecanom moguénoS¢u recidiva. Povecana izrazajnost HER2
receptora CeSc¢e je udruzena s loSijom diferencijacijom tumorskih stanica i visokim stupnjem
proliferacije. Trostruko negativan rak dojke fenotipski je opis tumora dojke koji nema izrazaj
ER, PgR ni HER2 te za razliku od opisivanih molekularnih podtipova nema etablirane ciljane
terapije (11). Klini¢ki se ¢e$c¢e nalazi u mladih Zena te je udruzen s loSijom prognozom, a
cesce pokazuje mutaciju BRCA 1 gena. Slika 1.4. shematski prikazuje obiljezja molekularnih

podtipova raka dojke.
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Slika 1.4. Shematski prikaz molekularnih podtipova raka dojke

Molekularna je klasifikacija raka dojke u neprekidnom razvoju te prema rezultatima
istrazivanja Curtisa i suradnika, objavljenih u Casopisu Nature 2012. godine, postoji najmanje

deset bioloski razli¢itih podtipova raka dojke koji imaju razlicito prezivljenje (12).
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1.1.3. Terapija hormonski ovisnog raka dojke

Terapijski je pristup karcinomu dojke viSediciplinaran i obuhvaca kirurgiju, radioterapiju,
kemoterapiju te hormonsku terapiju. Dvije tre€ine zena oboljelih od raka dojke imaju
hormonski ovisan tip raka dojke i kandidati su za adjuvantnu hormonsku terapiju (13).
Temeljni je u€inak bilo koje hormonske terapije deprivacija tumorskih stanica od estrogena.
U premenopauzi glavni su izvor estrogena jajnici, a u poslijemenopauzi to je periferna
sinteza, prvenstveno u masnom tkivu. U poslijemenopauzalnih Zena oboljelih od karcinoma
dojke kao adjuvantna endokrina terapija primjenjuju se dvije velike skupine lijekova:
selektivni modulatori ER (SERM) i tre¢a generacija inhibitora aromataze (IA). SERM
obuhvacaju tamoksifen (TAM) 1 raloksifen koji imaju antagonisticki uc¢inak na ER u dojci.
Treca generacija IA obuhvacda nesteroidne anastrozol i letrozol te steroidni eksemestan koji
specificno blokiraju enzim aromatazu. Aromataza je mikrosomalni enzim koji pripada obitelji
citokroma P450, kodiran genom citokrom P450 izoforma 19A1 (CYP19A1) na lokusu
15¢21.2. Nalazi se u brojnim ljudskim tkivima (jajnicima, testisima, masnom tkivu, posteljici,
mozgu, miSi¢ima i dr.) i katalizira konverziju androstendiona i testosterona u estron i estradiol
koji su glavni izvor estrogena u poslijemenopauzalnih zena (14, 15). Treca generacija 1A-a
suprimira 96 — 99 % aktivnosti aromataze tako da nakon tri tjedna terapije 1A-om dolazi do
brzoga smanjenja razine estrogena, do nemjerljivih razina (16). Brojne su klinicke studije i
meta analize u posljednjih pet godina pokazale da IA imaju znacajno manju stopu lokalnih i
distalnih recidiva u odnosu na SERM kao inicijalna monoterapija ili nakon dvije do tri godine
SERM terapije (17, 18). Posljedi¢no tomu Americ¢ko je drustvo onkologa (American Society
of Clinical oncology, ASCO) u svojim smjernicama preporucilo primjenu IA-a kao inicijalnu
monoterapiju ili nakon dvije do tri godine lije¢enja SERM-om (19). Temeljem specifi¢nosti i
potentnosti u inhibiranju aktivnosti aromataze, IA su klasificirani u prvu, drugu i treéu
generaciju. Zatim se podklasificiraju u tip 1 koji ireverzibilno inhibiraju te tip 2 koji
reverzibilno blokiraju aromatazu (20). Egzemestan je predstavnik tipa 1 1A, tzv. suicidalni
inhibitor koji kovalentnim vezanjem ireverzibilno inhibira aromatazu i dovodi do
permanentne inaktivacije koja perzistira i nakon prekida davanja lijeka, sve dok periferna
tkiva ne sintetiziraju novi enzim. Anastrozol i letrozol kao nesteroidni predstavnici tipa 2 1A
reverzibilno se veZu na heme grupu ciokroma P450 §to rezultira u kompetitivnoj inhibiciji.

Tre¢a je generacija IA-a u usporedbi s prethodnim dvjema generacijama najpotentnija,
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najselektivnija i najspecificnija u inhibiranju aktivnosti aromataze, uz poboljsan profil

nuspojava (20).

1.2. Anastrozol

1.2.1. Metabolizam anastrozola

Anastrozol se predominantno metabolizira u jetri uglavhom u dvama koracima: u fazi |
podlijeze hidroksilaciji u hidroksianastrozol te N-dealkilaciji u triazol najviSe pomocu
mikrosomalnog enzima citokroma P450, izoforme 3A4, te nesto manje pomocu izoformi 3A5
i 2C8 (CYP3A4, CYP3A5, CYP2C8), a u fazi Il glukuronidacijom stvara se glukuronid-OH-
anastrozol pomoc¢u enzima UDP-glukuroniltransferaze, izoforme 1A4, UGT1A4 (21).
Eksperimenti in vitro pokazali su da se anastrozol moze izravno metabolizirati putem faze II
glukuronidacije u anastrozol-N-glukuronid u mikrosomima ljudske jetre (15, 21) upucujuéi na
to da funkcionalni polimorfizmi u genu koji kodira UGT1A4 mogu imati ulogu u
metabolizmu anastrozola. Glavni su metaboliti anastrozola u plazmi i urinu: triazol,
hidroksianastrozol, glukuronid hidroksianastrozola te N-glukuronid anastrozola. Triazol kao
glavni metabolit u cirkulaciji nema farmakolosku aktivnost, a 40 % izlu¢enog anastrozola
nalazi se u obliku glukuronida (15).

U preporucenoj dozi od 1 mg na dan anastrozol doseze maksimalne koncentracije u plazmi za
otprilike dva sata. Manje od 10 % anastrozola izlu¢uje se u nepromijenjenom obliku, a 60 %
1zlu€uje se u obliku metabolita. Prosje¢no poluvrijeme Zivota u plazmi iznosi oko 50 sati §to
upucuje na to da je primjena jedne doze dnevno dovoljna (22). Slika 1.5. shematski prikazuje

opisan metabolizam anastrozola.
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Triazol
N-dealkilacija
Anastrozol p Hidroksianastrozol
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Glukuronid-N-anastrozol Glukuronid-OH-anastrozol

Slika 1.5. Shematski prikaz metabolizma anastrozola

1.2.2. Geneticke inacCice enzima i transportera faze I i faze Il metabolizma anastrozola

Studije su pokazale da tijekom primjene 1mg/dan anastrozola postoje velike individualne
razlike i u razinama hormona (estron, estradiol, androstendion i testosteron) kao i u
koncentracijama samog anastrozola i njegovih matabolita u plazmi (23, 24) $to moze utjecati i
na samu ucinkovitost terapije. Takoder je utvrdeno da postoji 1 varijabilnost u ucestalosti i
tezini neZeljenih popratnih pojava lijeCenja, osobito miSi¢no-koStanih nuspojava koje se
javljaju u ¢ak do 50 % slucajeva i glavni su uzrok prijevremenog prekida lije¢enja (25-28).
Takav visok stupanj varijabilnosti u metabolizmu anastrozola moze se pripisati individualnim
razlikama u farmakokinetici 1 farmakodinamici, odnosno moze biti posljedica genetickih
varijacija. Vjerojatno bi polimorfizmi pojedinog nukleotida (SNP) u genima koji kodiraju
enzime i transportere faze | i Il metabolizma anastrozola mogli imati klju¢nu ulogu u
odredivanju individualnog odgovora na anastrozol, pretpostavljaju¢i da odobrena i1
primjenjivana doza anastrozola od 1 mg/dan nije optimalna za sve bolesnice (29).

Polimorfizam jednog nukleotida (eng. single nucleotide polymorphism, SNP) promjena je
jedne baze koja se pojavljuje u frekvenciji ve¢oj od 1 % unutar populacije. SNP-ovi se
pojavljuju u kodirajuéim i nekodiraju¢im regijama. Veéina SNP-ova nalazi se u
nekodiraju¢im regijama i nemaju izravan utjecaj na fenotip jedinke. U kodiraju¢im
regijama pojavljuju se nesinonimni i sinonimni SNP-ovi Kkoji su povezani s funkcijom

proteina te mogu uzrokovati razli¢ite fenotipove i bolesti. Prou¢avanje SNP-ova koristi se za
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fenotipizaciju i1 u farmakogenetici kako bi se otkrila povezanost SNP-ova s odgovorima
organizma na lijekove.

Studije su otkrile SNP u promotorskoj regiji gena CYP3A4 (rs2740574). U usporedbi s
divljim tipom CYP3A4*1A, mutirani aleli CYP3A4*1B prema pojedinim istrazivanjima
pokazuju dvostruko povecanje aktivnosti kodirajué¢eg enzima (30). Rije¢ je o zamjeni adenina
gvaninom na kromosomu 7q22.1 . U genu CYP3AS5 Cest je SNP zamjena adenina gvaninom u
intronu 3 (rs776746). Mutirani aleli CYP3A5*3 rezultiraju defektom prekrajanja i smanjenom
aktivnosti, odnosno gubitkom aktivnosti kodirajuéeg enzima Sto bi prema nekim studijama
moglo imati ulogu ne samo u interindividualnim varijacijama, nego i u interetnickim
varijacijama u metabolizmu anastrozola (30, 31).

Gen za UGT 1A4 izrazito je polimorfan, smjeSten na lokusu 2q37.1 i kodira UDP-
glukuronoziltransferazu, enzim glukuronizacijskog puta za transformaciju malih lipofilnih
molekula poput steroida, bilirubina, hormona i lijekova u hidrofilne metabolite, topive u vodi.
Ekspresija UGT1A4 primarno je u jetri, no i u bilijarnom sustavu, debelom crijevu i u dojci
(32, 33). Glukuronidacijska aktivnost u razli¢itim ljudskim tkivima pokazuje visok stupanj
interindividualne varijabilnosti koja se ne moze objasniti jedinstvenom tkivnom specificnoséu
ekspresije UGT1A4 gena (34, 35). Moguée su objasnjenje te varijabilnosti SNP-ovi u
promotorskoj 1 u kodiraju¢im regijama UGT1A4 gena, rezultirajuéi kvantitativnim ili
kvalitativnim promjenama specifiéne enzimske aktivnosti medu pojedincima. U genu za
UGT1A4 identificirana je zamjena citozina s adeninom u egzonu 1 (rs6755571) koja in vitro
pokazuje promijenjenu (smanjenu) glukuronidacijsku aktivnost (36-38). Nakon saznanja
steCenih u in vitro uvjetima nastavljena su istrazivanja o utjecaju te geneticke inacice na
biotransformaciju anastrozola in vivo. lako prema studijama Lazarusa i Suna te Kamdema i
suradnika mutirani aleli UGT1A4*2 ne pokazuju razliku u glukuronidacijskoj aktivnosti u
usporedbi s divljim tipom (15, 21), Ehmerovo istrazivanje taj SNP povezuje sa smanjenom
glukuronidacijskom aktivnoSéu prema mutagenim aminima 1 endogenim steroidima,
mijenjajuéi jetreni metabolizam anastrozola i detoksikaciju (37, 39). Lokacija i funkcijski

ucinci opisanih SNP-ova prikazani su shematski na Slici 1.6.



1. uvoD

PROMIJENA LOKACIA "
POLIMORFIZAM RS FUNKCISKI UCINAK
NUKLEOTIDA PROTEINSKI EFEKT
PROMOTORSKI POVECANA TRANSKRIPCIJSKA
CYP3A4*1B -392A>G rs2740574 AKTIVNOST, POVECANA
SNP EKSPRESIJA ENZIMA
DEFEKT PREKRAJANJA |  SMANJENA AKTIVNOST |
CYP3A5*3 6986A>G rs776746 iR HORrS S
SMANJENA
UGT1A4%*2 70C>A rs6755571 EGZON 1 GLUKOURONIDACIISKA
AKTIVNOST

Slika 1.6. Lokacija i u¢inci CYP3A4*1B, CYP3A5*3 1 UGT1A4*2 polimorfizama

1.2.3. Nezeljene koStane nuspojave

Budu¢i da estrogen negativno regulira koStanu resorpciju i aktivnost osteoklasta, smanjenje
njegovih serumskih razina povecéat ¢e proces razgradnje kosti. Tijekom prvih 4 — 8 godina
menopauze fiziolosko smanjenje ovarijske proizvodnje estrogena udruzeno je s gubitkom
kostane mase i do 3 % godisnje (40). Kada proizvodnju estrogena preuzme masno tkivo,
gubitak se koStane mase uspori na 1 % godiSnje (41). Te bazalne razine estrogena imaju
kljuénu ulogu u usporavanju poslijemenopauzalne osteoporoze i u regulaciji koStane
pregradnje. Studije su pokazale da rezidualne razine estrogena usporavaju gubitak koStane
mase i preveniraju prijelome (42), a Zene s nemjerljivim razinama estrogena imaju povecanu
incidenciju fraktura (43). U odnosu na zdrave poslijemenopauzalne Zene, bolesnice na terapiji
anastrozolom imaju nagao i ubrzan gubitak koStane mase oko 2 % godiSnje (44). Vise je
klini¢kih studija potvrdilo da [A-om induciran gubitak koStane mase (AIBL) lumbalne
kraljeznice 1 kuka premasuje postupni gubitak od 1 % godis$nje 1 dva je do tri puta brzi u
odnosu na zdrave poslijemenopauzalne Zzene (43-46). Opisana regulacija koStane pregradnje

shematski je prikazana na Slici 1.7.
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Slika 1.7. Shematski prikaz regulacije koStane pregradnje

Zakljucno, vise je studija utvrdilo povezanost lijeCenja anastrozolom s povecanim rizikom za
osteoporozu, odnosno prijelomima (47-49).

Osteoporoza, u doslovnom znacenju ,,porozna kost, naj¢esc¢a je metabolicka bolest kosti. Ta
sistemska skeletna bolest karakterizirana je smanjenom masom koStanog tkiva i
poremecenom mikroarhitekturom kosStanih gredica. Posljedi¢no je povecan rizik za nastanak
prijeloma koji su glavna klinic¢ka posljedica bolesti te uzrok morbiditeta 1 mortaliteta, osobito
u starijoj populaciji (50). Prema International Osteoporosis Foundation (IOF), rije¢ je o tihoj
epidemiji s viSe od 200 milijuna oboljelih ljudi u svijetu. Predvida se da ¢e svaka treca Zena i
svaki peti muskarac pretrpjeti osteoporoti¢nu frakturu. Prema SZO-u osteoporoza je jedna od
najces¢ih ,oslabljuju¢ih® kron¢nih bolesti 1 glavni javnozdravstveni problem u svijetu.
Dijagnoza osteoporoze postavlja se denzitometrijom odredivanjem mineralne gustoce kosti
(BMD, engl. Bone Mineral Density). Danas je najéeS¢e primjenjivana denzitometrijska
metoda za odredivanje mineralne gustoce kosti dvoenergetska rendgenska apsorpciometrija —
DXA (engl. Dual X-ray Absorptiometry). Rezultati su mjerenja izraZzeni: kao BMD (u g/cm?)
I kao T vrijednost (predstavlja odstupanje izmjerene vrijednosti BMD-a od vrsne ko$tane
mase mladih osoba izrazeno u standardnim devijacijama (SD)) (51). SZO je 1993. godine
definirala osteoporozu u poslijemenopauzalnih Zzena kao mineralnu gustocu kosti mjerenu
DXA metodom u podru¢ju kraljeznice, vrata bedrene kosti ili podlaktice s izmjerenim
vrijednostima manjima za vise od 2,5 standardne devijacije (SD) od vrijednosti mlade odrasle

populacije. Za manji gubitak koStane gustoce, tj. rezultatima DXA mjerenja mineralne
10
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gustoc¢e kosti koji odgovaraju -1 do -2,5 SD za mladu odraslu populaciju, postavlja se
dijagnoza osteopenije (52). Godinu dana kasnije navedeni su Kriteriji dopunjeni postojanjem
“osteoporoticnog prijeloma”, unato¢ DXA nalazu, §to znaci uznapredovanu, odnosno tesku

osteoporozu (Tablica 1.1).

Tablica 1.1. Dijagnosticki kriteriji za osteoporozu prema SZO-u

Dijagnoza DXA kriterij

Uredan nalaz BMD nije nizi od 1 SD prosjeka za mladu odraslu
populaciju.

Osteopenija BMD je izmedu -1 i -2,5 SD prosjeka za mladu
odraslu populaciju.

Osteoporoza BMD je nizi od -2,5 SD prosjeka za mladu odraslu
populaciju.

Teska osteoporoza BMD je nizi od -2,5 SD prosjeka za mladu odraslu

populaciju uz postojanje jednog ili vise

osteoporoti¢nih prijeloma.

BMD — mineralna gustoca kosti (engl. Bone mineral density)

Uz dva najceSca tipa, poslijemenopauzalnu 1 senilnu osteoporozu, postoji jo§ 1 sekundarna
osteoporoza, tj. gubitak mineralne gusto¢e kosti zbog neke druge poznate bolesti (npr.
hiperkortizolizma, hiperparatireoidizma, hipertireoze, malnutricije, hipogonadizma, kroni¢ne
bubrezne insuficijencije i dr.) ili zbog uzimanja nekih lijekova poput kortikosteroida,
heparina, ciklosporina, kemoterapeutika (46). Trenutaéno ne postoji lijek za izlijeCenje
osteoporoze, nego dostupan terapijski tretman predstavlja kombinaciju lijekova uz promjene
stila Zivota u cilju usporavanja gubitka koStane mase. Uz dvije dostupne kategorije lijekova,
antiresorptivne i anabolicke, istrazivanja su usmjerena na nove terapijske pristupe. Jedan od

njih jest inhibicija sklerostina kao inhibitora Wnt signalnog puta (53).
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1.3. Signalni putovi koStane pregradnje

1.3.1. Anabolicki signalni koStani put

Za odrzavanje normalne mikroskopske kosStane grade, odnosno kosStanoga zdravlja, nuzno je
da razgradnja i stvaranje kosti tijekom preoblikovanja budu pomno uskladeni. Fizioloski
proces kostane pregradnje odrazava ravnotezu izmedu resorptivne aktivnosti osteoklasta i
osteoblastima posredovanog stvaranja kostiju, a odrzava ga kompleksan sustav signalnih
putova koji reguliraju funkciju osteoklasta i osteoblasta. RANK/RANKL/OPG sustav dugo se
godina smatrao temeljnim signalnim putom kostane pregradnje koji regulira diferencijaciju i
aktivnost osteoklasta. Ligand aktivatora receptora nuklearnog faktora-k3 (RANKL) proizvode
stromalne stanice koStane srzi i osteoblasti. On se veze za receptor aktivatora nuklearnog
faktora (RANK) na povrsini prekursora osteoklasta. Vezanjem RANKL-a na RANK dolazi do
diferencijacije i aktivacije osteoklasta te osteoklastogeneze. Osteoprotegerin (OPG) je
glikoprotein koji takoder proizvode osteoblasti, djeluje kao receptor mamac za RANKL i tako
blokira interakciju izmedu RANK-a i RANKL-a, odnosno sprjecava osteoklastogenezu (54).
U novije vrijeme sve veéu vaznost ima anabolicki kostani put Wingless/B-katenin (kanonski
Wnt signalni put) ¢ija aktivacija poti¢e diferencijaciju osteoblasta (55). Potpuna ravnoteza u
procesu kosStane pregradnje postoji onda kada se razgradena kost u potpunosti nadomjesti

novim koStanim tkivom.

1.3.2. Inhibitori anabolickog signalnog kostanog puta

Wnt signalni put klju¢an je u odredivanju diferencijacije stromalnih mati¢nih stanica u zrele
osteoblaste, hondrocite i adipocite (56). Aktivacijom Wnt puta potice se proliferacija i
diferencijacija osteoblasta, suprimira se adipogeneza i neizravno Se smanjuje
osteoklastogeneza putem pojacane ekspresije OPG-a od osteoblasta (57, 58). Navedeni
anabolicki koStani put reguliraju dva glikoproteina, sklerostin i dickkopfl (DKK1), djelujuci
kao inhibitori $to je shematski prikazano na Slici 1.8. Klinicka vaZnost sklerostina u koStanom
metabolizmu inicijalno je prepoznata u bolesnika sa sklerosteozom i van Buchenovom

boles¢u kod kojih je mutacija SOST gena rezultirala deficijencijom sklerostina te
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prekomjernom kostanom formacijom (59). Nasuprot tomu prekomjerna ekspresija SOST gena
u miseva rezultirala je osteopenijom (60). Sklerostin pak izlucuju gotovo iskljucivo zreli
osteociti (61), a DKKI1 izluCuju razli¢ita tkiva, ukljucujuc¢i i stanice tumora (62). U
posljednjih nekolika godina objavljeno je viSe istrazivanja o promjenama serumskih razina
Wnt inhibitora u poslijemenopauzalnih, a inace zdravih Zena te njihovoj mogucoj ulozi u
lijeCenju osteoporoze te drugih kostanih bolesti neutraliziraju¢im protutijelima (63-66). U
zena oboljelih od raka dojke negativan ucinak IA na zdravlje kostiju dobro je istrazen i
dokazan, a ucinak na Wnt inhibitore proucavan je u svega nekoliko studija s nedosljednim
rezultatima (67-69). Kyvernitakis je prospektivno analizirao poslijemenopauzalne Zene s
hormonskim ovisnim rakom dojke i nakon 12 mjeseci utvrdio porast serumskih razina
sklerostina uz smanjenje razina DKK1. Glavni nedostatak studije bio je nedostatak kontrolne
skupine (68). Wonjin Kim serumske je razine sklerostina u poslijemenopauzalnih bolesnica s
hormonski ovisnim rakom dojke usporedila s onima u premenopauzalnih Zena i potvrdila
porast razina sklerostina u slucaju deplecije rezidualnog estrogena, medutim nije analizirala
promjene serumskih razina DKK1 (67). Te rezultate nije potvrdio Gobel koji je 2017. objavio
da u bolesnica s hormonski ovisnim rakom dojke nakon 12 mjeseci terapije 1A-om nije
primijetio ni promjene razina sklerostina ni DKKI. Jedino je u bolesnica lijeCenih
Tamoxifenom utvrdio znacajno smanjenje serumskih razina DKK1, medutim bez promjena u
serumskim razinama sklerostina (69). Kalam je u studiji na poslijemenopauzalnim miSevima
utvrdio porast serumskih razina i sklerostina i DKK1 nakon lijeenja IA-om u odnosu na
raloksifen, medutim isti nisu imali i podleze¢i hormonski ovisni rak dojke (70). U skladu s
navedenim istraZivanjima, sklerostin i DKKI1 mogli bi postati mogu¢i novi pokazatelji
osjetljivih 1 kvantitativnih promjena u koStanoj pregradnji, ali i moguce mete za lijeCenje

kostanih bolesti.
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Slika 1.8. Shematski prikaz Wnt signalnog puta
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2. HIPOTEZA

Sklerostin i DKK1 biljezi su osjetljivih i kvanitativnih promjena kostane pregradnje tijekom
terapije IA-om.

Funkcionalni genski polimorfizmi enzima i transportera faze | i faze Il metabolizma IA
povezani su s nastankom individualnih razlika u ucestalosti i tezini nezeljenih koStanih

popratnih pojava lijecenja ispitanica s hormonski ovisnim rakom dojke lijecCenih IA-om.
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3.  CILJEVIISTRAZIVANJA

Glavni su ciljevi ovoga istrazivanja:

1. denzitometrijom odrediti gusto¢u koStane mase ispitanica,

2. biokemijskim analizama odrediti cirkuliraju¢e razine Wnt inhibitora u ispitanica s
karcinomom dojke lijeCenih IA-om te ih usporediti s kontrolnom skupinom, odnosno s
ispitanicama oboljelima od karcinoma dojke prije uvodenja terapije IA-om,

3. istraziti povezanost izmedu serumskih pokazatelja kostane pregradnje i gustoce koStane
mase ispitanica,

4. istraziti povezanost razina serumskih pokazatelja koStane pregradnje s parametrima
prehrambenih i Zivotnih navika ispitanica,

5. odrediti geneticke inafice u CYP3A4 1 CYP3AS genima i genu za UGT1A4 odgovornim za

ekspresiju/funkciju enzima i transportera uklju¢enih u metabolizam IA.
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4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ustroj studije

Opazajno presjecno istrazivanje slucaja 1 kontrola zapoceti su nakon odobrenja Etickog
povjerenstva Doma zdravlja Osijek, Medicinskog fakulteta Osijek i Klini¢ckog bolni¢kog
centra Osijek (ur. broj: 08-1621-1/15, 2158-61-07-15-128, R2-1099-4/2016.) u skladu s
odredbama Helsinske deklaracije 1964.

4.2. lIspitanici

Za opazanje vecih razlika uz razinu znacajnosti 0,05 i snagu testa od 80 % minimalno je
potrebno ukupno 85 ispitanica (G*Power ver. 3.1.2) (71). Istrazivanjem je obuhvacena
ukupno 141 Zena poslijemenopauzalnog statusa, oboljela od hormonski ovisnog karcinoma
dojke koji je u stadiju I, Il i Il prema TNM Klasifikaciji (72), a koja se kontrolira u
ultrazvucnoj i/ili mamografskoj ambulanti za dijagnostiku dojke Doma zdravlja Osijek.
Ispitanice su ukljucene u istrazivanje nakon potpisanog informiranog pristanka. Studija se
sastoji od dviju skupina ispitanica prilagodenih prema dobi, tjelesnoj visini i teZini, Zivotnim

i prehrambenim navikama.

Kriteriji za uklju€enje ispitanica u istrazivanje:

Ispitanice su poslijemenopauzalne Zene s hormonski ovisnim rakom dojke na terapiji
anastrozolom u dozi od 1mg/dan, najranije nakon Sest mjeseci od pocetka terapije, a unutar
pet godina koliko je prema smjernicama ACSO-a preporuceno trajanje hormonskog
adjuvantnog lijecenja. Ukljueno je 1 56 poslijemenopauzalnih ispitanica s
novodijagnosticiranim, hormonski ovisnim karcinomom dojke prije uvodenja adjuvantnog

hormonskog lijeCenja te prije kemoterapije.

Iskljuéni kriteriji:

Uzimanje lijekova s utjecajem na koStani metabolizam unazad Sest mjeseci (lijekovi za
lijeCenje osteoporoze, kortikosteroidi u trajanju duljem od tri mjeseca), odnosno lijekova s
utjecajem na enzim aromatazu (kroni¢na primjena antiepilepti¢nih lijekova, antifungalnih

lijekova). Takoder su iz istrazivanja iskljuCene bolesnice s psihijatrijski dokazanim
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poremecajem u prehrani, primarnim hiperparatireoidizmom, nelije¢enim hipertireoidizmom,

kroni¢nim bubreznim, gastrointestinalnim ili jetrenim bolestima.

Kretanje broja ispitanica od probira do zavrSne analize u studiji shematski je prikazano na

slici 2.1.

Procijenjene za wukljucenje u

istrazivanje (n =199)

UPIS
Iskljucene (n=21)
> Ne ispunjavaju kriterije za ukljucivanje
(n=21)
RASPODJELA
Raspodijeljene (n= 178)
1
\4
\ 4
Raspodijeljene u skupinu koja se lijeci Raspodijeljene prije pocetka adjuvantne
anastrozolom (n = 97) hormonske terapije (n = 81)
Uzimale anastrozol (n = 97) Nisu uzimale adjuvantnu hormonsku terapiju
Nisu uzimale anastrozol (n = 0) (n=81)
Uzimale su adjuvantnu hormonsku terapiju
(n=0)
ANALIZA
\ 4

Analizirane (n = 85) Analizirane (n = 56)

Iskljucene iz analize (n = 25)
Iskljucene iz analize (n =12)
»  Fraktura kuka i smrt kao komplikacija (n=1)
*  Nepokretna nakon mozdanog udara (n=1)
= Fraktura potkoljenice i otezana pokretljivost (n=1) i )
= QOdselile se iz Osijka/Hrvatske (n = 5) maligne bolesti (n =28)
= (Odbile sudjelovati iz neobjadnjivih razloga (n = 4)

=  Odbile sudjelovati u analizi
zbog psiho-fizickih razloga,
uslijed novodijagnosticirane

Slika 2.1. Shematski prikaz tijeka broja ispitanica od uklju¢enja u istraZivanje do zavrsne

toCke studije
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4.3. Metode

4.3.1. Antropometrijska mjerenja

Antropometrijskim se mjerenjima odredila tjelesna visina i tezina i izracunao indeks tjelesne
mase (ITM, eng. body mass index, BMI) koji predstavlja omjer tjelesne teZzine (u
kilogramima) i kvadrata tjelesne visine (u metrima). Za ITM koristila se sljedeca
kategorizacija:

< 20 kg/m2 — pothranjenost;

20-25 kg/m2 — idealna tjelesna masa;

25-30 kg/m2 — pretjerana tjelesna masa;

> 30 kg/m2 — pretilost.

4.3.2. Mjerenje mineralne gustoce kostiju

Mineralna se gustoca kostiju (eng. bone mineral density, BMD) odredila denzitometrijom
dvoenergetskim rendgenskim zrakama (eng. dual-energy X-ray absorptiometry, DXA)
pomocu uredaja Lunar Prodigy (GE Healthcare, SAD) u Zavodu za mineralni metabolizam
Medicinskog fakulteta Osijek. BMD se mjerila u podruc¢ju lumbalne kraljeznice (L1
kraljezak, L2 kraljezak, L3 kraljezak, L4 kraljeZak te zbirni rezultat od L1-L4 kraljezaka) 1
proksimalnog dijela bedrene kosti (vrat bedrene kosti, trohanter, zbirni rezultat za proksimalni
dio bedrene kosti i Wardov trokut). DXA je metoda koja se koristi X-zrakama dviju ja¢ina u
vrlo maloj dozi koje se propustaju kroz kost. Iza kosti detektori mjere X-zrake koje su prosle
kroz kost, a rezultat se obraduje u elektronickom racunalu. Razlika energije propustenih 1
apsorbiranih X zraka omogucuje izratun mineralne gustoc¢e kosti. Rezultati su mjerenja
izrazeni: kao BMD (u g/cm?) i kao T vrijednost (predstavlja odstupanje izmjerene vrijednosti
BMD-a od vr$ne kostane mase mladih osoba izrazeno u standardnim devijacijama (SD)) (51).
Dijagnoza se osteoporoze, prema klasifikaciji SZO-a, temelji na konceptu T vrijednosti (52).
Bolesnice su s obzirom na T vrijednost podijeljene u tri skupine:

e normalan nalaz (T vrijednost izmedu -1 i +1),

e osteopenija (T vrijednost izmedu -1 i -2,5) i

e osteoporoza (T vrijednost manja od — 2,5 ili Z vrijednost manja od — 1,0) (Slika 4.1).
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POVECANA KOSTANA MASA

+1

NORMALNA KOSTANA MASA

OSTEOPENIJA

OSTEOPOROZA

Slika 4.1. Klasifikacija osteoporoze prema SZO-u temeljem koncepta T vrijednosti

Nacin izvedbe denzitometrije i standardizirana kontrola kvalitete ve¢ su opisani (73).

4.3.3. Biokemijska analiza biljega koStane pregradnje

Uzorak je krvi izuzet prilikom ultrazvu¢nog, odnosno mamografskog pregleda u Ambulanti
za dijagnostiku dojke Doma zdravlja Osijek. Uzorkovanje se provodilo izmedu 8 i 10 sati
nakon noénog posta. Uzorci od 4 ml centrifugiranjem su se odvojili od stanica, a zatim
pohranili na -20 stupnjeva do analize. U skupini bolesnica na terapiji anastrozolom uzorak je
izuzet najranije nakon Sest mjeseci od pocetka terapije, a unutar pet godina koliko traje
terapija IA-om. U skupini bolesnica s novootkrivenim rakom dojke uzorak je krvi izuzet prije
uvodenja hormonske adjuvantne terapije kao i prije kemoterapije.

Koncentracije sklerostina u serumu mjerile su se pomoc¢u komercijalno dostupnog sklerostina
ELISA seta prema uputama proizvodaca (Biomedica, BeC, Austrija). Ukratko, 20 pl
determinirano je preliminarnim testom. PloCica s 96 jazica pripremljena je prema protokolu, a
serum i ostali reagensi izlozeni su na sobnoj temperaturi (18 — 24°C ) prije nego $to su
koriSteni u setu. Uzorci i kontrole tretirani su antitijelom sklerostina i inkubirani preko no¢i na
sobnoj temperaturi u mraku. Sljedeé¢i dan jaZice su ispirane i zatim inkubirane konjugatom 1
sat na sobnoj temperaturi u mraku. Poslije pranja dodan je supstrat. Na kraju, tijekom 30
minuta dodana je stop otopina i vrijednosti su izraCunate prema uputama. Apsorbancija je
mjerena na 450 nm, vrijednosti su dobivene u pmol/L, a najniZe je ogranicenje detekcije bilo

<7.5 pmol/L.
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Serumske razine DKK1 mjerene su pomoc¢u komercijalno dostupnog DKKI1 ELISA seta
prema uputama proizvodaca (Biomedica, Be¢, Austrija). Rije¢ je o jednodnevnom ELISA
setu. Ukratko, 20 ul determinirano je preliminarnim testom. PloCica s 96 jaZica pripremljena
je prema uputama, serum i ostali reagensi izloZeni su na sobnoj temperaturi (18 — 24°C ) prije
koriStenja. Uzorci i kontrole u jazicama tretirani su biotiniliranim DKKI1 antitijelom 1
inkubirani dva sata na sobnoj temperaturi u mraku. Zatim je plo¢ica s jazicama ispirana i
inkubirana konjugatom 1 sat na sobnoj temperaturi u mraku. Nakon pranja dodan je supstrat i
inkubiran tijekom 30 minuta na sobnoj temperaturi u mraku. Na kraju je dodana stop otopina i
izraCunate Su vrijednosti. Apsorbancija je mjerena na 450 nm, a vrijednosti su dobivene u

pmol/L.

4.3.4. DNA izolacija

Svim ispitanicama izolirali smo DNA iz pune krvi koja je uzeta venepunkcijom u
EDTA-epruvete (uz etilendiaminotetraoctenu kiselinu, EDTA kao antikoagulans) u
koli¢ini od 2 ml te se pohranila na — 20°C. Izolacija DNA iz uzorka pune krvi provedena je u
Laboratoriju za farmakologiju Medicinskog fakulteta Osijek pomoc¢u komercijalno dostupnog
seta za izolaciju DNA iz krvi i tjelesnih tekuc¢ina; QIAmp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN,
Hilden, Njemacka) prema uputi proizvodaca. Ukratko, pipetiralo se 20 puL proteaze (Qiagen,
Hilden, Njemacka) na dno mikrocentrifugalne tubice volumena 1,5 ml u koju se dodalo 200
puL uzorka krvi ispitanice, a zatim 200 pL pufera (Qiagen, Hilden, Njemacka) te se cijela
smjesa vorteksirala 15 sekundi na uredaju IKA Vortex Genius 3, a potom inkubirala na
temperaturi od 56°C u Termo Block TDB-120 uredaju. Nakon toga mikrocentrifugalna se
tubica centrifugirala 30 sekundi na 8000 okretaja u minuti, nakon ¢ega se dodalo 200 pL
etanola 1 vorteksiralo 15 sekundi. Zatim se pipetom uzelo svih 620 pL sadrzaja iz
mikrocentrifugalne tubice, dodalo se u spin column tubicu i stavilo u centrifugu jednu minutu
na 8000 okretaja u minuti. Zatim se dodalo 500 uL. AW1 pufera, a sadrzaj ponovo
centrifugirao jednu minutu na 8000 okretaja u minuti. Potom se dodalo 500 uL. AW?2 pufera,
centrifugiralo na 14 000 okretaja tijekom tri minute. QIAamp mini kolone postavljene su u
Cistu tubicu. Na kraju postupka, u QIAamp mini kolonu dodano je 200 pL. AE pufera.
Uslijedila je inkubacija na sobnoj temperaturi 15 — 25°C tijekom jedne minute, a zatim

centrifugiranje na 8000 okretaja u minuti.
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4.3.5. Odredivanje CYP3A4, CYP3A5 i UGT1A4 polimorfizama

Genotipizacija SNP u genima za CYP3A4 (rs2740574), CYP3A5 (rs776746) i UGT1A4 (
rs6755571) provodila se metodom lanc¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (real-
time PCR; RT-PCR) na uredaju 7500 Real time PCR system (Applied Biosystems, Waltham,
MA, SAD) u Laboratoriju za medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta Osijek primjenom
specificnih TagMan hibridizacijskih proba prema uputi proizvodaca.

RT-PCR metoda kao inacica klasi¢nog PCR-a podrazumijeva pra¢enje PCR umnozavanja
tijekom cijele reakcije Sto predstavlja veliku prednost u odnosu na tradicionalnu PCR
detekciju u zavrsnoj fazi pomocu agaroznih gelova. Veliko tehnolosko unaprjedenje kod real-
time PCR metode upravo je uvodenje simultanog sustava za detekciju PCR produkta tijekom
vremena (on-line PCR, kineti¢ki PCR), a visoka osjetljivost metode postignuta je pomocu
fluorescentnih proba ili pocetnica.

Real-time TagMan PCR tehnologija koristi dvostruko oznac¢enu fluorescentnu probu. Naime,
reporter boja koja emitira fluorescentnu svjetlost vezana je uz 5'kraj TagMan probe, dok je
prigusiva¢ boje (eng. quencher-onaj koji gasi) vezan uz 3'kraj. U fazi hladenja nakon
denaturacije DNA, kada se za ciljni dio DNA vezu neobiljezene pocetnice, dolazi i do vezanja
TagMan probe za specifi¢nu regiju DNA. Potom Taq-polimeraza dodaje nukleotide 3'-5'
polimeraznom aktivno$¢u pri ¢emu istovremeno dolazi i do uklanjanja TagMan probe s
kalupa DNA zbog 5'-3'egzonukleazne aktivnosti. Tim se procesom prigusivac fluorescencije
udaljava od reporter boje te ona emitira fluorescenciju jer se priguSiva¢ vise ne nalazi na
odgovarajucoj udaljenosti od reportera i nema blokade emisije. Ta se metoda koristi 1 u
analizi ekspresije gena, ali i u analizi SNP-ova. U tu svrhu obi¢no se koriste dvije TagMan
probe od kojih je svaka komplementarna pojedinom alelu SNP i obiljezena drugim
fluoroforom pa emitiraju razlic¢itu fluorescenciju. Ako uredaj otkrije jednu boju, oznacava
prisutnost jednog alela; ako otkrije drugu boju, znaci da je prisutan drugi alel. Otkrivanje pak

smjese tih boja oznacava prisutnost heterozigota (74).

4.3.6. Upitnik o prehrambenim i zivotnim navikama

Za istrazivanje povezanosti prehrambenih 1 Zivotnih navika s ispitivanom mineralnom
gusto¢om kostiju, odnosno serumskim razinama pokazatelja koStane pregradnje upotrijebljen

je upitnik koji su ispunile sve ispitanice ukljucene u istrazivanje. Upitnik se sastoji od pitanja
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iz prethodnih tuzemnih i medunarodnih istrazivanja. Prva se inacica upitnika sastojala od 30
pitanja podijeljenih u pet glavnih odjeljaka. Prvi je dio obuhvacao antropometrijska i
demografska obiljezja ispitanica (Sest pitanja), drugi dio osobne i1 obiteljske anamnesticke
podatke o kosStanim bolestima (osam pitanja), tre¢i dio pet pitanja o prehrambenim navikama
ispitanica, cetvrti dio takoder pet pitanja o Zivotnim navikama ispitanica, a peti se dio sastojao
od Sest pitanja kojima se procijenila izloZenost estrogenima tijekom Zivota.

Prvi su nacrt upitnika analizirala dva profesora interne medicine te profesor epidemiologije, a
nakon njihovih izmjena upitnik je ispitan na 30 nasumce odabranih Zena u poslijemenopauzi
koje se kontroliraju u Ambulanti za bolesti dojke Doma zdravlja Osijek. Faktorskom je
analizom utvrdeno da tre¢i dio upitnika ima nesto nizu pouzdanost (Chronbach's alpha = 0.61)
te su provedene izmjene tih Cestica. U skladu s analizom pouzdanosti, zavrSna inacica

upitnika ima 32 Cestice.

4.4, StatistiCke metode

Kategorijski podatci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Numericki su
podatci opisani aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom kod raspodjela koje slijede
normalnu, a u ostalim slu¢ajevima medijanom i granicama interkvartilnog raspona.

Razlike kategorijskih varijabli testirane su y2 testom, a po potrebi Fisherovim egzaktnim
testom. Normalnost raspodjele numerickih varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim testom.
Razlike normalno raspodijeljenih numeri¢kih varijabli izmedu dvaju nezavisnih skupina
testirane su Studentovim t- testom, a u slucaju odstupanja od normalne raspodjele Mann-
Whitneyjevim U testom. Razlike normalno raspodijeljenih numerickih varijabli u slucaju triju
1 viSe nezavisnih skupina (prema nalazu denzitometrije, prema indeksu tjelesne teZine)
testirane su analizom varijance (ANOVA, Post hoc Bonferroni), a u slu¢aju odstupanja od
normalne raspodjele Kruskal-Wallisovim testom (Post hoc Conover). Regresijskom analizom
pokusalo se utvrditi koji prediktori najvise utjecu na pogorSanje denzitometrijskog nalaza.
Ocjena povezanosti serumskih pokazatelja koStane pregradnje i gustoée koStane mase
ispitanica kao i njihove povezanosti s parametrima zivotnih navika ocijenila se Pearsonovim
koeficijentom korelacije (r) u slucaju raspodjela koje slijede normalnu, a Spearmanovim
koeficijentom korelacije (Rho) u slu¢aju odstupanja od normalne raspodjele.

Statisticka se snaga alelnog testa povezanosti polimorfizma izraCunala Genetic Power

kalkulatorom (http://osse.bii.a-star.edu.sg/calculationl.php), a testiranje Hardy-Weinberg

23



4. ISPITANICI | METODE

ekvilibrija genotipskih frekvencija (x2 testom df=1) Hardy-Weinberg equilibrium
kalkulatorom (http://www.oege.org/software/hwe-mr-calc.shtml).

Sve su P vrijednosti dvostrane. Razina je znacajnosti postavljena na Alpha = 0,05. Za
statisticku analizu koristio se statistiCki program MedCalc Statistical Software ver. 17.8.2
(MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium; http://www.medcalc.org; 2017) i SPSS Inc.
Released 2008. SPSS Statistics for Windows, Version 17.0. Chicago: SPSS Inc.
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5.1.  Antropometrijske odrednice te prehrambene 1 zZivotne navike ispitanica

Istrazivanje je provedeno na 141 Zeni, od kojih se 85 (60,3 %) lijeci anastrozolom, a 56

(39,7 %) ne uzima hormonsku adjuvantnu terapiju. Sredi$nja je vrijednost dobi (medijan) 64

godine (interkvartilnog raspona od 58 do 71 godinu) u rasponu od 44 do 89 godina, bez

znacajne razlike u dobi prema skupinama.

Medijan je visine 162 cm (interkvartilnog raspona od 158 cm do 167 cm), uz medijan tjelesne

mase 72 kg (interkvartilnog raspona od 64 kg do 80 kg) bez znacajnih razlika prema

skupinama. Indeks je tjelesne mase (ITM) 27 kg/m? (interkvartilnog raspona od 24,1 do 31,1

kg/m?) podjednako u objema skupinama. Medijan je visine u mladosti 164 cm

(interkvartilnog raspona od 160 do 168 cm (Tablica 5.1.), a u objema je skupinama ispitanica

doslo do zna¢ajnog smanjenja visine u odnosu na visinu u mladosti (Wilcoxon test, P < 0,001)

(Tablica 5.2.).

Tablica 5.1. Antropometrijske odrednice u odnosu na primjenu terapije

Medijan (interkvartilni raspon)

Terapija IA-om Bez terapije P>
Ukupno
(n=85) (n =56)
Dob ispitanika
65 (60 — 72) 62 (56 — 69) 64 (58 -71) 0,05
[godine]
Tjelesna visina [cm] 162 (158 — 165) 163 (158 — 168) 162 (158 - 167) 0,34
Tjelesna masa [kg] 70,5 (63 — 80) 72 (65— 82) 72 (64-80) 0,57
Indeks tjelesne mase
27,0(24,0-1,2) 26,7 (24,5-30,8) 27 (24,1-31,1) 0,88
(ITM) [kg/m?]
Visina u mladosti (cm) 164 (160-167) 165 (160 — 169) 164 (160 -168) 0,69

*Mann-Whitneyjev U test
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Tablica 5.2. Razlika u trenutacnoj visini ispitanica u odnosu na mladost

Medijan (interkvartilni raspon)

Sadasnja visina o ) p*
Visina u mladosti [cm]
[cm]
Terapija IA-om 162 163 < 0.001
(158 — 165) (158 — 168) ’
Bez terapije 164 165 < 0.001
(160 — 167) (160 — 169) ’

*Wilcoxonov test

S obzirom na dobivene vrijednosti indeksa tjelesne mase, 46 (32,9 %) je ispitanica normalne
tjelesne mase, 51 (36,4 %) ispitanica ima prekomjernu tjelesnu masu, dok je pretilo njih 43
(30,7 %), bez znacajne razlike s obzirom na primjenu hormonske adjuvantne terapije (Tablica

5.3.).

Tablica 5.3. Raspodiela ispitanica prema uhranjenosti i terapiji

Broj (%) ispitanica

Terapija I1A- § p*
Bez terapije Ukupno
om

Normalan indeks tjelesne mase
28 (33,3) 18 (32,1) 46 (32,9)
[18,5< ITM < 24,9]

Prekomjeran indeks tjelesne mase
29 (34,5) 22 (39,3) 51 (36,4) 0,86
[25< ITM < 29,9]

Pretili

27 (32,1) 16 (28,6) 43 (30,7)
[ITM > 30]
Ukupno 84 (100) 56 (100) 140 (100)
*y? test

Prema zanimanju, najvise je domacica, njih 33 (24,1 %), i sluzbenica, njih 31 (22,6 %), te 17

(12,4 %) fizickih radnica, bez znacajne razlike u skupinama (Tablica 5.4.).
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Tablica 5.4. Zanimanje ispitanica u odnosu na terapiju anastrozolom

Broj (%) ispitanica

*
Terapija IA-om Bez terapije Ukupno "

Domacica 19 (23,2) 14 (25,5) 33 (24,1)
Sluzbenica 23 (28) 8 (14,5) 31 (22,6)
Nastavnica 3(3,7) 3(5,5) 6 (4,4)
Poljoprivredni djelatnik 2(2,4) 1(1,8) 3(2,2)
Ekonomist 5(6,1) 6 (10,9) 11 (8)
Prehrambeni tehnicar 1(1,2) 1(1,8) 2 (1,5)

Kuhar 4 (4,9) 2(3,6) 6(4,4)
Carinik 1(1,2) 0 (0) 1(0,7) 078
Fizi¢ki radnik 10 (12,2) 7(12,7) 17 (12,4)
Prodavacica 5(6,1) 4(7,3) 9 (6,6)
Zdravstveni djelatnik 4 (4,9) 7(12,7) 11 (8)
Krojacica 2(2,4) 1(1,8) 3(2,2)
.Gliade‘vinski i arhitektonski 1(12) 1 (18) 2(L5)
mzenjer

Pravnik 2(2,4) 0 2(1,5)
Ukupno 82 (100) 55 (100) 137 (100)

*Fisherov egzaktni test

Vitamin D znacajno vise koriste ispitanice iz skupine na terapiji IA-om, njih 32 (37,8 %)
(Fisherov egzaktni test, P = 0,004), do jedne ga godine uzimaju 22 (55 %) ispitanice, a dulje
od Cetiri godine jedna ispitanica (3,1%).

Kalcij uzima 37 (27 %) ispitanica podjednako prema skupinama, do jedne godine njih 20
(54,1 %), od 1 — 2 godine njih 8 (21,6 %), Cetiri (10,8 %) ispitanice od 2 do 4 godine, a 5
(13,5 %) ispitanica kalcij koriste viSe od Cetiri godine (Tablica 5.5.).
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Fizi¢ku aktivnost (hodanje, tréanje, rad u vrtu i ku¢i) dulju od 30 minuta dnevno znacajno

viSe imaju ispitanice na terapiji IA-om, njih 73 (89 %) (Fisherov egzaktni test, P = 0,002). Pri

ukljucivanju u istrazivanje, vjezba ukupno 101 (73,7 %) ispitanica, najcesce vjezbaju Cetiri 1

vise puta tjedno, bez znacajne razlike u ucestalosti vjezbanja prema skupinama. U mladosti su

znacajno CeS¢e vjezbale ispitanice koje su bez terapije (Fisherov egzaktni test, P = 0,001)

(Tablica 5.6.).

Tablica 5.5. Uzimanje i uCestalost uzimanja vitamina D i kalcija (Ca) prema skupinama

Broj (%) ispitanica

Terapija IA-om Bez terapije Ukupno i
Uzimaju vitamin D 32 (37,8) 8 (14,5) 40 (28,5) 0,004
Koliko dugo uzimaju vitamin D
Do 1 godine 15 (46,9) 7 (87,5) 22 (55)
1 -2 godine 12 (37,5) 0 12 (30) 0.09
2 - 4 godine 4 (12,5) 1(12,5) 5(12,5)
vise od 4 godine 1(3,1) 0 1(2,5)
Uzimaju kalcij 25 (30,5) 12 (21,8) 37 (27) 0,33
Koliko dugo uzimaju kalcij
Do 1 godine 11 (44) 9 (75) 20 (54,1)
1 - 2 godine 7 (28) 1(8,3) 8 (21,6) 0.41
2 - 4 godine 3(12) 1(8,3) 4 (10,8)
vise od 4 godine 4 (16) 1(8,3) 5 (13,5)

*Fisherov egzaktni test
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Tablica 5.6. Raspodjela ispitanica prema fizickoj aktivnosti i navici vjezbanja

Broj (%) ispitanica

P*
Terapija IA-om Bez terapije ~ Ukupno
Imaju fizicku aktivnost dulju od 30
_ 73 (89) 37(67,3) 110(80,3) 0,002
min. dnevno
Vjezbaju 55 (67,1) 46 (83,6) 101 (73,7) 0,05
Koliko Cesto vjezbaju
Jednom tjedno 14 (26,4) 7 (15,2) 21 (21,2)
Dva puta tjedno 15 (28,3) 8 (17,4) 23 (23,2)
0,127
Tri puta tjedno 6 (11,3) 12 (26,1) 18 (18,2)
4 i viSe puta tjedno 18 (34) 19 (41,3) 37 (37,4)
Vjezbale su i u proslosti 47 (57,3) 47 (85,5) 94 (68,6) 0,001

*Fisherov egzaktni test; "Hi-kvadrat test

Minimalnu koli¢inu mlije¢nih proizvoda (ekvivalent je pola litre mlijeka dnevno) konzumira

90 (65,7 %) ispitanica, najceS¢e do 0,25 litara dnevno, njih 50 (55,6 %), a sira i jogurta do 1,5

kg tjedno konzumira 77 (89,6 %) ispitanica. Samo jedna ispitanica (1,2%) na terapiji, navodi

da konzumira redovito alkohol (viSe od dvije ¢aSe alkoholnog pi¢a dnevno). Cigarete pusi 30

(21,9 %) ispitanica, znacajno vise iz skupine ispitanica koje su na terapiji IA-om (Fisherov

egzaktni test, P = 0,04) (Tablica 5.7.).
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Tablica 5.7. Konzumacija mlijeka, mlije¢nih proizvoda i alkohola prema skupinama

Broj (%) ispitanica

P*
Terapija IA-om  Bez terapije Ukupno
Redovito konzumiraju minimalnu
52 (63,4) 38 (69,1) 90 (65,7) 0,58
koli¢inu mlije¢nih proizvoda
Koliko mlijeka konzumiraju dnevno
do 0,25 litre 31 (56,4) 19 (54,3) 50 (55,6)
0,25 do 0,5 litara 20 (36,4) 10 (28,6) 30 (33,3) 0,35°
0,5 do 1 litre 4(7,3) 6(17,1)  10(11,1)
Koliko sira i jogurta konzumiraju tjedno
do 1,5kg 43 (72,9) 34 (87,2) 77 (78,6)
0,13
1,5do 5 kg 16 (27,1) 5(12,8) 21 (21,4)
Redovito piju alkohol (vise od 2
1(1,2) 0 1(0,79 >0,99
¢aSe alkoholnog pi¢a na dan)
Puse cigarete 23 (28) 7(12,7)  30(2L,9) 0,04

*Fisherov egzaktni test; "Hi-kvadrat test

Dob kod prve menstruacije iznosi 13 godina (interkvartilnog raspona od 12 do 14 godina).

Regularne cikluse imale su 124 (90,5 %) ispitanice, a menopauza je nastupila prije 45. godine

zivota kod 34 (24,8 %) ispitanice. Medijan je dobi pojave menopauze na ukupnom broju

ispitanica 49 godina (interkvartilnog raspona od 45 do 51 godinu).

Histerektomiju je imalo 38 (27,7 %) ispitanica, medijana dobi 47 godina (interkvartilnog

raspona od 42 do 50 godina), a jajnici su odstranjeni kod 39 (28,5 %) ispitanica, u medijana

dobi 48 godina (interkvartilnog raspona od 42 do 51 godinu). Nema znac¢ajnih razlika prema

skupinama (Tablica 5.8.).
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Tablica 5.8. Regularnost ciklusa, nastup menopauze, stanje po histerektomiji i adneksektomiji

u odnosu na skupine prema terapiji

Terapija IA- ..
Bez terapije Ukupno P
om
Dob kod prve menstruacije (godine) 13 13 13
0,74"
[Medijan (interkvartilni raspon)] (12 - 14) (12 - 14) (12 - 14)
Regularni ciklusi [Broj (%) ispitanica] 73 (89) 51 (92,7) 124 (90,5) 0,567
Menopauza nastupila prije 45. godine
23 (28) 11 (20) 34 (24,8) 0,32°
zivota [Broj (%) ispitanica]
Dob kod menopauze (godine) 49 50 49
0,32
[Medijan (interkvartilni raspon)] (44 —-51) (46 — 52) (45-51)

Stanje nakon histerektomije [Broj (%)
25 (30,5) 13 (23,6) 38 (27,7) 0,447

ispitanica]
Dob kod histerektomije (godine) 47 47 47
0,88"
[Medijan (interkvartilni raspon)] (42 -50) (42 -51) (42 -50)
Stanje nakon adneksektomije [Broj
- 28 (34,1) 11 (20) 39 (28,5) 0,087
(%) ispitanica]
Dob kod odstranjenja jajnika (godine) 46 50 48
0,21°
[Medijan (interkvartilni raspon)] (41-50) (43-54) (42 -51)

“Mann-Whitneyjev U test; Fisherov egzaktni test

5.2. Mineralna gustoca kostiju ispitanica

Ispitanice su ovisno o BMD vrijednostima lumbalnog segmenta kraljeznice 1/ili proksimalnog
dijela bedrene kosti (izrazenoj preko T vrijednosti) podijeljene u tri skupine: u prvoj su
skupini ispitanice ¢ija je T vrijednost bila veca od -1 (normalan nalaz); u drugoj su skupini
ispitanice koje imaju T vrijednost izmedu -1 i -2.5 (osteopenija), a u tre¢oj su skupini

ispitanice koje imaju T vrijednost manju od -2.5 (osteoporoza). Pri ukljuCenju ispitanica u
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istrazivanje, uredan nalaz ima 27 (20 %) zena, od kojih je 14 (17 %) na terapiji anastrozolom,
a 13 (23 %) prije pocetka terapije, bez znacajne razlike izmedu skupina. Osteopenija je
prisutna u 79 (58 %) ispitanica, od kojih se 45 (56 %) lijeCe anastrozolom, a 34 (61 %) jos
nisu zapocele hormonsku terapiju, dok je osteoporoza prisutna u ukupno 31 (22 %) ispitanici,
od kojih su 22 (27 %) na terapiji 1A-om, a 9 (16 %) u kontrolnoj skupini, takoder bez

znacajnije razlike medu skupinama (Tablica 5.9.).

Tablica 5.9. Raspodjela ispitanica prema nalazu DXA i terapiji anastrozolom

Broj (%) ispitanica

Terapija IA-om Bez terapije Ukupno "
Uredan nalaz 14 (17) 13 (23) 27 (20)
Osteopenija 45 (56) 34 (61) 79 (58) 0,28
Osteoporoza 22 (27) 9 (16) 31 (22)
Ukupno 81 (100) 56 (100) 137 (100)

*yv2 test

T vrijednost kuka (Studentov t-test, P =0,01) i vrata bedrene kosti (Studentov t-test, P
<0,001) znacajno je nizi u skupini lijeCenih IA-om u odnosu na skupinu ispitanica bez
terapije 1A-om (-0,9 vs. -0,45 g / cm?; -1,4 vs. -1,2 g / cm?), dok za T vrijednost lumbalne
kraljeZnice nije bilo znacajnih razlika izmedu dviju skupina. Takoder je utvrdena statisticki
znacajna razlika u mineralnoj gustoc¢i vrata bedrene kosti (BMD) u skupini ispitanica lijecenih
anastrozolom (Studentov t-test, P = 0,002) te u Z vrijednosti za cijeli kuk (Studentov t-test, P

= 0,003) koji su statisti¢ki znacajno nizi u ispitanica lije¢enih anastrozolom (Tablica 5.10.).
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Tablica 5.10. Razlike u T vrijednostima, BMD i Z vrijednostima izmedu ispitanica na terapiji

IA-om i bez terapije IA-om

Aritmeti¢ka sredina

95 % interval

(standardna devijacija) pouzdanosti
Razlika p*
Terapija IA- . Od Do
Bez terapije
om

T wvrijednost L1- -0,74 0,25 0,44

-1,19 (1,42)  -0,94 (1,46) -0,25
L4
T vrijednost kuka  -0,88 (0,88) -0,46 (1,0) -0,42 -0,74 -0,01 0,01
T vrijednost vrata -0,56 -0,01 <0,001

_ -1,4(0,81)  -1,11(0,79) -0,29
bedrene kosti
BMD L1-L4 1,04 (0,17) 1,07 (0,18) -0,03 -0,87 0,03 0,71
BMD kuka 0,91 (0,11) 0,95 (0,13) -0,05 -0,09 -0,01 0,05
BMD vrata -0,07 0,01 0,002
) 0,85 (0,11) 0,88 (0,11) -0,03

bedrene kosti
Z vrijednost L1- -0,61 0,41 0,05

0,04 (1,43) 0,14 (1,51) -0,09
L4
Z vrijednost kuka 0,23 (0,96) 0,47 (1,01) -0,24 -0,58 0,10 0,003
Z vrijednost vrata -0,39 0,14 0,20

-0,05 (0,75) 0,08 (0,75) -0,12

bedrene kosti

*Studentov T-test (korekcija za dob)

Znacajno su viSe T vrijednosti podru¢ja kuka (ANOVA, P < 0,001) 1 vrata bedrene kosti

(ANOVA, P < 0,001) u skupini ispitanica prekomjernog indeksa tjelesne mase (ITM) i

pretilih (Slika 5.1).
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Normalna masa Prekomjerna masa Pretili

' i i o

05 . I s
-1
-1.5
-2
-2.5

W T vrijednost L1 - L4 BT vrijednost kuka E'T vrijednost vrata bedrene Kosti
Slika 5.1. Razlike u T vrijednostima izmedu ispitanica prema ITM
Takoder, znacajno su viSe vrijednosti mineralne gustoée vrata bedrene kosti (ANOVA, P =

0,001) u skupini ispitanica prekomjernog indeksa tjelesne mase (ITM) i pretilih, dok se Z

vrijednosti ne razlikuju znac¢ajno u odnosu na uhranjenost (Tablica 5.11.).
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Tablica 5.11. Razlike u T vrijednostima, BMD i Z vrijednostima izmedu ispitanica prema

uhranjenosti (ITM)

Aritmeti¢ka sredina

(standardna devijacija) p*
Normalna masa Prekomjerna masa Pretili
T wvrijednost L1- 0,05
L4 -1,47 (1,24) -0,94 (1,51) -0,78 (1,49)

T vrijednost kuka -1,15 (1,01) -0,51 (0,81) -0,43(0,9) <0,001
T vrijednost vrata < 0,001
) -1,58 (0,89) -1,1(0,7)  -1,15(0,79)

bedrene kosti
BMD L1-L4 1,01 (0,15) 1,06 (0,19) 1,08 (0,18) 0,20
BMD kuka 0,87 (0,13) 0,95 (0,1) 0,96 (0,12) 0,14
BMD vrata 0,001
] 0,83 (0,12) 0,88 (0,1) 0,88 (0,11)
bedrene kosti
Z vrijednost L1- 0,28
L4 -0,5 (1,19) 0,24 (1,57) 0,56 (1,38)
Z vrijednost kuka -0,22 (0,98) 0,5 (0,87) 0,73 (0,87) 0,20
Z vrijednost vrata 0,88
-0,39 (0,73) 0,17 (0,69) 0,24 (0,7)

bedrene kosti

*ANOVA (korekcija za dob)

U daljnjoj su analizi podataka ispitanice podijeljene s obzirom na nalaz T vrijednosti u
skupinu u kojoj sve ispitanice imaju nalaz T vrijednosti unutar fizioloskih granica i/ili je rije¢
0 Osteopeniji te u drugu skupinu u kojoj su sve ispitanice s osteoporozom budu¢i da one
zahtijevaju lijecenje bolesti.

Ispitanice prekomjerne mase i pretile imaju znacajnije viSe uredan nalaz T vrijednosti,

odnosno osteopeniju u odnosu na 17 (55 %) ispitanica s patoloskim nalazom koje su normalne
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tjelesne mase (2 test, P = 0,02). Menopauzu prije 45. godine imale su 34 (26 %) ispitanice,

znacajnije viSe ispitanica s patoloskim nalazom (2 test, P = 0,009). Patoloski nalaz imaju

znacajno vise ispitanice koje nemaju regularne cikluse (y2 test, P =0,01) (Tablica 5.12.).

Tablica 5.12. Povezanost ITM-a, nastupa menopauze i regularnosti menstruacijskih ciklusa s

nalazom T vrijednosti

Broj (%) ispitanica

Uredan nalaz/  Patoloski P*
y Ukupno
osteopenija nalaz
Uhranjenost
Normalne  tjelesne
29 (28) 17 (55) 46 (34)
[185< ITM < 24,9]
Prekomjerna masa [25< 0,02
43 (41) 8 (26) 51 (38)
ITM < 29,9]
Pretili [ITM > 30] 33 (31) 6 (19) 39 (29)
Ukupno 105 (100) 31 (100) 136 (100)
Menopauza prije 45. godine
Ne 82 (80) 17 (55) 99 (74)
0,009
Da 20 (20) 14 (45) 34 (26)
Ukupno 102 (100) 31 (100) 133 (100)
Regularni ciklusi
Ne 6 (6) 7 (23) 13 (10)
0,01
Da 96 (94) 24 (77) 120 (90)
Ukupno 102 (100) 31 (100) 133 (100)

* Hi-kvadrat test
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Znacajno su starije ispitanice s nalazom osteoporoze na DXA, medijana dobi 70 godina
(interkvartilnog raspona od 58 do 71 godinu), u odnosu na ispitanice s urednim nalazom ili s
osteopenijom (Mann-Whitneyjev U test, P = 0,002) (Tablica 5.13.).

Tablica 5.13. Antropometrijske odrednice ispitanica u odnosu na primjenu terapije

Medijan (interkvartilni raspon)

Uredan nalaz/ P*
- Patoloski nalaz Ukupno
osteopenija

Dob ispitanika
63 (57 — 69) 70 (62 —75) 64 (58 — 71) 0,002
[godine]

*Mann-Whitneyjev U test

Spearmanovim koeficijentom korelacije ocijenili smo da postoji znacajna povezanost indeksa
tjelesne mase s vrijednostima BMD-a. Najjaca je pozitivna veza indeksa tjelesne mase s
BMD-om kuka (Spearmanov koeficijent korelacije Rho = 0,326 P < 0,001). Dob je znacajno
povezana samo kod BMD vrata bedrene kosti, dok je tjelesna masa znacajno povezana sa

svim vrijednostima BMD-a (Tablica 5.14.).

Tablica 5.14. Povezanost indeksa tjelesne mase s BMD-om

Spearmanov koeficijent korelacije (P vrijednost) BMD

L1-L4 Kuk Vrat bedrene kosti
Dob -0,085 (0,34) -0,118 (0,19) -0,279 (0,002)
Tjelesna masa [Kg] 0,265 (0,002) 0,385 (<0,001) 0,342 (<0,001)
Indeks tjelesne mase 0,186 (0,03) 0,326 (< 0,001) 0,247 (0,004)
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5.3. Razina biokemijskih markera kosStane pregradnje poslijemenopauzalnih ispitanica s

rakom dojke prije uvodenja hormonske adjuvantne terapije i tijekom lijeCenja anastrozolom

Utvrdene su statisticki znacajno viSe serumske razine sklerostina u skupini ispitanica lijeCenih
anastrozolom u odnosu na ispitanice prije uvodenja hormonske adjuvantne terapije (Mann-
Whitneyjev U test, P <0,001). Nasuprot tomu, u skupini ispitanica lijeCenih anastrozolom
dobivene su statisticki znacajno nize vrijednosti DDK1 u usporedbi s ispitanicama prije
pocetka adjuvantnog hormonskog lijeCenja (Mann-Whitneyjev U test, P <0,001) (Tablica
5.15.).

Tablica 5.15.Vrijednosti serumskih razina sklerostina i DKK1 u odnosu na primjenu terapije

Medijan (interkvartilni raspon)

P-k
Terapija IA-om Bez terapije Ukupno
Sklerostin 31,8(28-40,2) 23,8 (15,6 - 28,8) 28,5 (22,7 - 35,8) < 0,001
DKK1 24,3 (20,4-26,4) 26,2 (24,3 -29,8) 25,2 (22,8 - 27,4) < 0,001

*Mann-Whitneyjev U test

Spearmanovim koeficijentom korelacije ocijenili smo da postoji znacajna negativna
povezanost izmedu sklerostina i DKK1 kod analize svih ispitanica ukljuc¢enih u istrazivanje

(Spearmanov koeficijent korelacije Rho=-0,287 P=0,001).

5.4.  Povezanost serumskih razina Wnt inhibitora s mineralnom gusto¢om kostiju ispitanica

Spearmanovim koeficijentom korelacije ocijenili smo povezanost serumskih razina Wnt
inhibitora s mineralnom gusto¢om kostiju ispitanica lijeCenih anastrozolom te nije utvrdena
statistiCki znacajna veza. Medutim, u skupini ispitanica s novootkrivenim hormonski ovisnim
rakom dojke prije pocetka lijeCenja anastrozolom utvrdena je pozitivna korelacija izmedu T
vrijednosti lumbalne kraljeznice s DKK1 (Rho =0,294, P =0,03) kao i BMD-a lumbalne
kraljeznice s DKK1 (Rho = 0,330, P =0,02) (Tablica 5.16.).
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Tablica 5.16. Povezanost serumskih razina Wnt inhibitora s mineralnom gusto¢om kosti

Ispitanica

Spearmanov koeficijent korelacije (Rho) (P vrijednost)

Terapija IA-om Bez terapije Svi ispitanici
Sklerostin | DKK1 | Sclerostin | DKK1 | Sklerostin | DKK1
L Rho| 0,083 0,041 0,16 0,050 0,108 -0,045
Dob ispitanica
P 0,48 0,73 0,92 0,74 0,24 0,62
3 Rho| -0,014 |-0,072| 0,182 0,294 0,019 0,098
T vrijednost L1-L4
P 0,91 0,54 0,19 0,03 0,83 0,27
. Rho| 0,105 |-0,105| 0,147 0,119 0,011 0,061
T vrijednost kuka
P 0,37 0,37 0,29 0,39 0,90 0,49
T vrijednost vrata Rho| 0,076 |-0,069 | 0,068 0,201 -0,019 0,103
bedrene kosti P 0,52 0,56 0,63 0,15 0,83 0,25
Rho| -0,039 |-0,078 | 0,151 0,330 0,002 0,100
BMD L1-L4
P 0,74 0,51 0,29 0,02 0,98 0,26
Rho| 0,094 |-0,094| 0,138 0,189 0,010 0,084
BMD kuka
P 0,42 0,42 0,33 0,18 0,91 0,35
BMD vrata Rho| 0,068 |-0,056| 0,068 0,211 -0,010 | 0,101
bedrene kosti P 0,56 0,63 0,63 0,13 0,91 0,26
. Rho| 0,025 |-0,056| 0,123 0,266 0,044 0,080
Z vrijednost L1-L4
P 0,84 0,63 0,39 0,06 0,63 0,37
. Rho| 0,198 |-0,092| 0,182 0,169 0,091 0,062
Z vrijednost kuka
P 0,09 0,44 0,20 0,23 0,31 0,49
Z vrijednost vrata Rho| 0,190 |-0,045| 0,126 0,179 0,054 0,101
Bedrene kosti P 0,10 0,70 0,37 0,20 0,55 0,26

5.5.

ispitanica

Povezanost serumskih razina Wnt inhibitora s prehrambenim 1 Zivotnim navikama

Unutar skupine ispitanica lije€enih anastrozolom kao i u skupini prije pocetka hormonske

terapije nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u cirkuliraju¢im razinama sklerostina s

obzirom na ispitivane parametre prehrambenih 1 Zivotnih navika. Medutim, kada usporedimo

te dvije skupine ispitanica, izdvajaju se sljedeca tri parametra Zivotnog stila: dnevna fizicka
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aktivnost dulja od 30 minuta (Mann-Whitneyjev U test, P <0,001), redovito vjezbanje
(Mann-Whitneyjev U test, P <0,001), redoviti ciklusi (Mann-Whitneyjev U test, P <0,001)
uz status ispitanica bez odstranjenih jajnika (Mann-Whitneyjev U test, P <0,001). Kod
navedenih ispitivanih parametara dobivene su zna¢ajno viSe vrijednosti sklerostina u skupini

ispitanica na terapiji IA-om (Tablica 5.17.).
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Tablica 5.17. Razlike u vrijednostima sklerostina prema prehrambenim i zivotnim navikama

ispitanica
Medijan (interkvartilni raspon) Sklerostin (pmol/L) pi
Terapija IA-om p* Bez terapije p*
Pusenje
Ne 31,7 (27,6 — 40,5) 0.76 23,6 (16,1 —29,4) 0.46 <0,001
Da 32,3 (28,1 -39,3) 26,4 (13,4 —-27,1) <0,001
Uzimanje vitamina D
Ne 31,3 (27,6 — 39,0) 0.50 24,5 (16,0 — 29,2) 0.22 <0,001
Da 32,8 (28,3 -41,0) 20,6 (14,4 — 24,5) 0,001
Uzimanje
Ne 30,9 (27,6 — 37,9) 0.18 24,1 (14,9 -29,2) 0.70 <0,001
Da 35,4 (28,3 —46,4) 22,9 (16,7 - 27,1) 0,002
Fizicka aktivnost dulja od 30 minuta
Ne 37,3(28,4-72,1) 0.16 27,6 (20,9 - 36,2) 0.05 0,07
Da 31,7 (27,6 — 39,7) 22,4 (14,5-27,5) <0,001
Vjezbanje
Ne 30,1 (27,4 — 43,6) 0.75 27,6 (14,3 - 48,9) 0.54 0,18
Da 32,3 (28,1 -39,5) 23,6 (15,6 — 28,2) <0,001
Vjezbanje u mladosti
Ne 32,1 (28,1 -45,9) 0.28 22,1 (13,4 -36,0) 0.89 0,03
Da 31,7 (24,6 — 38,5) 23,8 (16,1 — 28,6) <0,001
Redovita konzumacija mlijec¢nih
31,2 (27,8 - 43,1 24,1 (14,6 - 32,5
Ne ( ) 093 ( ) 0.80 0,008
Da 32,3 (28-39,3) 23,6 (16,3 - 27,7) <0,001
Nastup menopauze prije 45. godine
31,8 (26,9 - 40 24,1 (15,8 - 28,8
Ne ( ) 035 ( ) 066 | <0001
Da 31,8 (28,4 - 43,9) 21,9 (13,9- 35,9) 0,008
Stanje po histerektomiji
31,7 (27,1-38,9 23,8 (16 - 28,6
Ne ( ) 0.29 ( ) 0g3 | <0001
Da 31,8 (28,8 - 45) 23,3 (13,6 - 36) 0,007
Stanje po adneksektomiji
33,3(28,1-433 23,5(15,2-28,4
Ne ( ) 015 ( ) 044 | <0001
Da 30,5 (27,8 - 34,7) 25,6 (16,2 - 39,7) 0,14
Prisutnost  redovitih  menstruacijskih
29,9 (28,3 - 36,1 37,1 (20,8 - 56,2
Ne ( ) 0.44 ( ) 0.09 0,44
Da 32,3 (27,7 - 41,6) 23,5 (15,1 - 28) <0,001

*Wilcoxonov test; "Mann-Whitneyjev U test
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Za razliku od sklerostina, kod DKK1 dobivene su znacajno nize vrijednosti DKK1 kod
ispitanica lijeCenih anastrozolom koje redovito vjezbaju 1 imaju redovite cikluse.
Usporedujuci skupine, znacajno nize vrijednosti DKK1 imaju ispitanice lijeCene anastrozolom
koje imaju dnevnu fizi¢ku aktivnost dulju od 30 minuta, koje redovito vjezbaju, a takoder su
vjezbale 1 u mladosti, redovito konzumiraju mlijeCne proizvode, imaju redovite
menstruacijske cikluse te one ispitanice kojima nisu odstranjeni jajnici (Mann-Whitneyjev U
test, P < 0,001) (Tablica 5.18.).
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Tablica 5.18. Razlike u vrijednostima DKK1 prema prehrambenim i Zivotnim navikama

Ispitanica
Medijan (intekvartilni raspon) DKK 1 (pmol/L) p*
Terapija IA-om p* Bez terapije p*

Pusenje

Ne 24,2 (20,4 - 26,8) 0,58 25,9 (23,9 -30,3) 0,72 <0,001

Da 24,3 (19,3 - 25,4) 26,6 (25,3 — 29,0) 0,007
Uzimanje vitamina D

Ne 24,3 (20,7 - 26,2) 0,87 26,1 (24,0 — 29,4) 0,36 <0,001

Da 24,3 (19,2 - 26,8) 28,2 (24,7 —-31,8) 0,01
Dodatak kalcija

Ne 24,2 (20,2 - 26,3) 0,76 26,1 (24,0 — 29,5) 0,75 <0,001

Da 24,5 (20,4 - 26,7) 26,8 (24,6 — 31) 0,02
Fizicka aktivnost dulja od 30 minuta

Ne 23,2 (15,4 - 26,8) 0,82 26,7 (24,6 — 31,8) 0,52 0,05

Da 24,3 (20,4 - 26,3) 26,2 (24,1 - 29,4) <0,001
Vjezbanje

Ne 25,6 (23,3 -26,9) 0,01 25,6 (23,6 —30,7) 0,63 0,49

Da 23,2 (17,9 - 25,6) 26,4 (24,4 — 29,8) <0,001
Vjezbanje u mladosti

Ne 23,7 (20,4 - 26,0) 0,42 25,1 (23,5-31,1) 0,46 0,11

Da 24,3 (20,5 - 26,8) 26,5 (24,4 — 29,8) <0,001
Redovita

Ne 25,1 (22,6 - 27) 0.10 25,9 (23,2 - 30,2) 0.65 0,12

Da 23,1 (19,6 - 25,9) 26,3 (24,5 - 29,6) <0,001
Nastup menopauze prije 45. godine Zivota

Ne 24,3 (20,4 - 26,3) 0.90 25,7 (24 - 30,1) 0.47 <0,001

Da 24,1 (17,9 - 26,5) 27,5 (25,7 - 29,7) 0,01
Stanje po histerektomiji

Ne 24,3 (20,9 - 26,7) 0.35 26,3 (24,4 - 30,2) 0.37 <0,001

Da 23 (19,1 - 25,8) 25,7 (24 - 27,3) 0,04
Stanje po adneksektomiji

Ne 24,3 (20,6 - 27) 0.40 26,3 (24,4 - 30) 0.34 <0,001

Da 24,2 (20,4 - 25,9) 25,7 (22,7 - 28,8) 0,05
Prisutnost redovitih menstruacijskih ciklusa

Ne 25,9 (24,5 - 28,3) 0.03 25,4 (23,3 - 30,3) 0.55 0,76

Da 24,1 (20,4 - 26,1) 26,3 (24,3 - 29,8) <0,001

*Wilcoxonov test; TMann-Whitneyjev U test
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5.6. Raspodjela frekvencije genotipova AA, AG i GG CYP3A4 polimorfizma (rs 2740574)

poslijemenopauzalnih ispitanica s hormonski ovisnim rakom dojke

Frekvencije genotipova i varijantnih alela za CYP3A4*1B, CYP3A5*3 i UGT1A4*2
polimorfizme u poslijemenopauzalnih ER-pozitivnih ispitanica s rakom dojke prikazane su u
tablicama 5.19., 5.20. i 5.22. Frekvencije genotipova CYP3A4*1B, CYP3A5*3 i UGT1A4*2
u skladu su s Hardy-Weinbergovom ravnotezom (P > 0,05).

Homozigoti divljeg tipa za A alel CYP3A4*1B uglavnom su prisutni i u skupini koja je na
terapiji IA-om (92,7 %) kao i u skupini prije pocetka hormonske terapije (97,7 %), s ukupnom
prevalencijom od 94,4 %. Ni u jednoj skupini nije identificiran homozigot za G alel. Sest
(7,3 %) ispitanica koje se lijeCe anastrozolom i jedna (2,3 %) ispitanica u kontrolnoj skupini
heterozigoti su za CYP3A4*1B (Tablica 5.19.).

Tablica 5.19. Frekvencije genotipova i varijantnih alela za CYP3A4*1B polimorfizam u

poslijemenopauzalnih ispitanica s ER-pozitivnim rakom dojke

Broj (%) ispitanica

CYP 3A4 pP*
Terapija IA Bez terapije Ukupno

AA 76 (92,7) 43 (97,7) 119 (94,4) 0.42

GA 6 (7,3) 1(2,3) 7 (5,6)

Ukupno 82 (100) 44 (100) 126 (100)

*Fisherov egzaktni test

5.7. Raspodjela frekvencije genotipova AA, AG i GG CYP3AS5 polimorfizma (rs 776746)

poslijemenopauzalnih ispitanica s hormonski ovisnim rakom dojke

Distribucija  frekvencije za CYP3A5*3 pokazuje da u Hrvatskoj populaciji
poslijemenopauzalnih ispitanica s hormonski ovisnim rakom dojke prevladavaju homozigoti
za mutirani G alel s ukupnom prevalencijom od 88,1 %, odnosno s prevalencijom od 86,6 % u
skupini na terapiji IA-om te 90,9 % u kontrolnoj skupini zena.

Homozigoti za divlji A alel nisu pronadeni ni u jednoj skupini. Jedanaest (13,4 %) ispitanica
koje se lijee anastrozolom i Cetiri (9,1 %) ispitanice u kontrolnoj skupini heterozigoti su za
CYP3A5*3 (Tablica 5.20.).
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Tablica 5.20. Frekvencije genotipova i varijantnih alela za CYP3A5*3 polimorfizam u

poslijemenopauzalnih ispitanica s ER-pozitivnim rakom dojke

Broj (%) ispitanica

CYP 3A5 p*
Terapija IA-om Bez terapije Ukupno

GG 71 (86,6) 40 (90,9) 111 (88,1) 0.57

AG 11 (13,4) 4(9,1) 15 (11,9)

Ukupno 82 (100) 44 (100) 126 (100)

*Fisherov egzaktni test

5.8.  Disekvilibrij

Sest ispitanica koje su heterozigoti za CYP3A4*1B takoder su heterozigoti za CYP3A5*3 alel
(Tablica 5.21.). Stoga, utvrdena je znacajna neravnoteza veze (linkage disequilibrium) izmedu
CYP3A4*1B i CYP3AS5*3 alela s 84,3 % neuskladenosti povezivanja (D '= 0,843) u skupini

lijecenih anastrozolom i s 95,1 % u kontrolnoj skupini (D' = 0,951).

Tablica 5.21. Raspodjela razlic¢itih genotipova CYP3A4*1B 1 CYP3A5*3 polimorfizama

medu ispitanicama

CYP3A4*1B/ CYP3A5*3 Broj (%)
AA |GG 110 (87,3)
AA | AG 9(7,1)
GA/AG 6 (4,8)
GA /GG 1(0,8)

5.9. Raspodjela frekvencije genotipova AA, AC i CC UGT1A4 polimorfizma (rs 6755571)

poslijemenopauzalnih ispitanica s hormonski ovisnim rakom dojke

Homozigoti divljeg tipa za C alel UGT1A4*2 uglavnom su prisutni i u skupini koja je na
terapiji 1A-om (95,2 %) te u svih ispitanica u skupini prije pocetka hormonske terapije
(100 %), s ukupnom prevalencijom od 96,1 %. Ni u jednoj skupini nije identificiran
homozigot za mutirani A alel. Tri (4,8 %) ispitanice na terapiji anastrozolom heterozigoti su
za CYP1A4*2 (Tablica 5.22.).
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Tablica 5.22. Frekvencija genotipova i varijantnih alela za UGT1A4*2 polimorfizam u

poslijemenopauzalnih ispitanica s ER-pozitivnim rakom dojke

Broj (%) ispitanica

UGT 1A4 pP*
Terapija IA Bez terapije Ukupno

cC 59 (95,2) 14 (100) 73 (96,1) 0.99

AC 3(4,8) 0 339

Ukupno 62 (100) 14 (100) 76 (100)

*Fisherov egzaktni test

5.10. Razlike u BMD-u i T vrijednosti izmedu homozigota i heterozigota polimorfizama

CYP3A4, CYP3A51 UGT1A4

Nema znacajnih razlika u vrijednostima BMD-a kao ni u T vrijednostima izmedu homozigota

1 heterozigota CYP3A4, CYP3AS i UGT1A4 polimorfizama ispitanica tijekom lijeCenja 1A-

om (Tablica 5.22., Tablica 5.23.).

Tablica 5.23. Razlike u BMD-u izmedu homozigota i heterozigota za CYP3A4, CYP3AS i

UGT1A4 polimorfizme ispitanica tijekom lijecenja IA-om

Medijan (interkvartilni raspon)

Terapija IA-om p*
Homozigoti Heterozigoti
BMD L1-L4
CYP 3A4 (74:5) 1,02 (0,91-1,15) 1,02 (0,99-1,07) 0,98
CYP 3A5(70:9) 1,02 (0,91 -1,14) 1,07(0,99-1,15) 33
UGT 1A4 (56:3) 1,03 (0,92 - 1,15) 1,13(0,82-1,15) 095
BMD kuka
CYP 3A4 (74:5) 0,89 (0,83,-0,97) 1,03 (0,87-1,04)  0.15
CYP 3A5 (70:9) 0,89 (0,84 -0,98) 0,91(0,78-1,0) 0,78
UGT 1A4 (56:3) 0,91 (0,84 -1,0) 0,88 (0,75-1,06) 0,78
BMD vrata bedrene kosti
CYP 3A4 (74:5) 0,84 (0,77-0,90) 0,93 (0,76-0,94) 062
CYP 3A5 (70:9) 0,84 (0,77 —0,90) 0,80 (0,76 -0,94) 0,75
UGT 1A4 (56:3) 0,85 (0,78 - 0,92) 0,81 (0,75-0,96) 070

*Mann-Whitneyjev U test
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Tablica 5.24. Razlike u T vrijednostima izmedu homozigota i heterozigota za CYP3A4,
CYP3A5 1 UGT1A4 polimorfizme ispitanica tijekom lije¢enja [A-om

Medijan (interkvartilni raspon)
Terapija IA-om p*
Homozigoti Heterozigoti

T vrijednost L1-L4

CYP 3A4 (74:5) -1,3(-2,4--0,3) -1,3(-1,6--1) 0,98

CYP 3A5 (69:10) -1,4 (-2,3--0,3) -1(-2--0,4) 0,73

UGT 1A4 (56:3) -1,2 (-2,4 - -0,2) -0,4 (-3--0,3) 0,90
T vrijednost kuka

CYP 3A4 (74:5) -0,9 (-1,5--0,4) 0,1(-1,2-0,3) 0,15

CYP 3A5 (69:10) -0,9 (-1,4--0,3) -1,2 (-1,7--0,2) 0,58

UGT 1A4 (56:3) -0,8 (-1,5--0,2) -1(-2-0,4) 0,82
T vrijednost vrata bedrene kosti

CYP 3A4 (74:5) -1,5(-2--1) -0,8 (-2,1--0,7) 0,59

CYP 3A5 (69:10) -1,4(-2--0,9) -1,8(-2,1--0,8) 0,54

UGT 1A4 (56:3) -1,4 (-2 - -0,9) -1,7(-2,1--06) 0,75

*Mann-Whitneyjev U test
Nema znacajnih razlika u vrijednostima BMD-a kao i T vrijednostima izmedu homozigota i

heterozigota CYP3A4, CYP3A5 i UGTI1A4 polimorfizama ispitanica prije uvodenja
hormonske adjuvantne terapije (Tablica 5.24., Tablica 5.25.).
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Tablica 5.25. Razlike u BMD-u izmedu homozigota i heterozigota CYP3A4, CYP3AS i

UGT1A4 polimorfizama ispitanica prije uvodenja hormonske adjuvantne terapije

Medijan (interkvartilni raspon)

Bez terapije p*
Homozigoti Heterozigoti
BMD L1-L4
CYP 3A4 (41:1) 1,05 (0,99 -1,17) 1,30 ]
UGT 1A4 (13:0) 1,03 (0,77 - 1,25) - ]
BMD kuk
CYP 3A4 (41:1) 0,95 (0,85 -1,02) 0,96 ]
CYP 3A5 (39:3) 0,95 (0,86 —1,01) 0,96 (0,77 -1,25) 0,90
UGT 1A4 (13:0) 0,95 (0,87 - 1,01) - ]
BMD vrat bedrene kosti
CYP 3A4 (41:1) 0,87 (0,81 -0,94) 0,87 _

UGT 1A4 (13:0)

0,85 (0,79 - 0,94)

*Mann-Whitneyjev U test

Tablica 5.26. Razlike u T vrijednostima izmedu homozigota 1 heterozigota CYP3A4,

CYP3AS5 1 UGT1A4 polimorfizama ispitanica prije uvodenja hormonske adjuvantne terapije

Medijan (interkvartilni raspon)

Bez terapije p*
Homo Hetero
T vrijednost L1-L4
CYP 3A4 (43:1) -1,1(-1,5--0,1) 1,2 -
CYP 3A5 (40:4) -1,1(-1,3-0) -0,05(-3,1-1,65) 0,70
UGT 1A4 (14:0) -1,4 (-2,3-0,48) - -
T vrijednosti kuka
CYP 3A4 (43:1) -0,5(-1,3-0) -0,4 -
CYP 3A5 (40:4) -0,5(-1,3-0) -1,1(-1,9-1,3) 0,49
UGT 1A4 (14:0) -0,56 (-1,3 - -0,13) - -
T vrijednosti vrata bedrene
CYP 3A4 (43:1) -1,1(-1,6 - -0,8) -1,2 -
CYP 3A5 (40:4) -1,1(-1,5--0,8) -15(-2,2--0,3) 041
UGT 1A4 (14:0) -1,3(-1,6 - -0,8) - -

*Mann-Whitneyjev U test
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5.11.Razlike u serumskim razinama sklerostina i DKK1 izmedu homozigota i heterozigota

polimorfizama CYP3A4, CYP3A5 i UGT1A4

Nema znacajnih razlika u serumskim vrijednostima sklerostina i DKK1 izmedu homozigota i
heterozigota CYP3A4, CYP3AS5 i UGT1A4 polimorfizama u skupini ispitanica koje se lijece
anastrozolom kao ni u kontrolnoj skupini ispitanica (Tablica 5.26., Tablica 5.27.).

Tablica 5.27. Vrijednosti sklerostina i DKK1 izmedu homozigota i heterozigota CYP3A4,
CYP3A5 1 UGT1A4 polimorfizama ispitanica lijecenih anastrozolom

Medijan (interkvartilni raspon)

Terapija IA-om _ _ p*
Homozigoti Heterozigoti

Sklerostin
CYP 3A4 (71:5) 31,8 (28 - 40,5) 33,3 (27 - 42,6) 0,72
CYP 3A5(67:9) 32 (28,1 -40,5) 30,8 (22 - 39,8) 0,34
UGT 1A4 (56:3) 32,3 (28,4 - 41,6) 43,9 (40,5 - 46,3) 0,11

DKK1
CYP 3A4 (71:5) 24,3 (20,7 - 26,5) 20,4 (19,1 - 26,2) 0,56
CYP 3A5 (67:9) 24,3 (20,7 - 26,7) 20,8 (19,1 - 25,7) 0,25
UGT 1A4 (56:3) 24,4 (20,5 - 26,5) 27,4 (24,3 - 29,2) 0,09

*Mann-Whitneyjev U test

Tablica 5.28. Vrijednosti sklerostina i DKK1 izmedu homozigota i heterozigota CYP3A4,

CYP3A5 1 UGT1A4 polimorfizama u ispitanica prije poc¢etka hormonske terapije

Medijan (interkvartilni raspon)

Bez terapije p*
Homozigoti Heterozigoti

Sklerostin
CYP 3A4 (43:1) 23,6 (15,1 —28,8) 62,8 -
CYP 3A5 (40:4) 23,5 (15,1 - 27,8) 39,1(20,5-58) 0,09
UGT 1A4 (14:0) 23,8 (14,3 -32,4) - )

DKK1
CYP 3A4 (43:1) 26,3 (23,9-30,1) 32,7 -
CYP 3A5 (40:4) 26,2 (24 - 29,9) 31,1(24,4-325) 0,36
UGT 1A4 (14:0) 25,9 (24,3 -31,98) - )

*Mann-Whitneyjev U test
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6.1. Uvod rasprave

Rak je dojke najc¢es¢a maligna bolest zZena u svijetu s ¢ak 1 671 000 novooboljelih Zena u
2012. godini prema procjeni GLOBOCANA (1). U Zenskoj populaciji Hrvatske rak je dojke
takoder vodeca maligna bolest s obzirom na incidenciju i mortalitet. Prema posljednjim
sluzbenim podatcima Registra za rak Republike Hrvatske u 2014. godini od raka dojke
oboljele su 2 644 Zene (gruba stopa=120,5/100.000, ASRE=89/100.000, ASR-W=
66/100.000) (75). lako obolijevaju vecinom zene u poslijemenopauzalnoj dobi, dobna
raspodjela oboljelih pokazuje da je petina slucajeva raka dojke dijagnosticirana u Zena mladih
od 50 godina, odnosno da broj oboljelih nije zanemariv ni kod Zena generativne dobi §to
dodatno naglaSava vaznost problema u smislu obolijevanja radno aktivne populacije. Od 40
europskih  zemalja, Hrvatska se sa standardiziranom stopom incidencije (ASR-
W=60,9/100.000) nalazi na 24. mjestu, no na 15. mjestu po mortalitetu (ASR-
W=16,7/100.000)(2) sto upucuje na goru¢i problem pravovremenog dijagnosticiranja bolesti
te odgovarajuceg lijeCenja. Medutim, za razliku od Hrvatske, u veéini europskih zemalja
mortalitet je od raka dojke u padu 1 to prvenstveno zahvaljujuéi ranijem dijagnosticiranju
bolesti 1 sve ucinkovitijim nafinima lijjeenja. U lijeCenju je pristup viSedisciplinaran i
obuhvaca kirurgiju, radioterapiju, kemoterapiju te adjuvantnu hormonsku terapiju, i to u dvije
tre¢ine bolesnica koje imaju hormonski ovisan tip raka dojke (13). Nedvojbeno je u vise
klini¢kih studija 1 metaanaliza dokazano da su IA ucinkovitiji 1 sigurniji, uz zna¢ajno manju
stopu lokalnih i distalnih recidiva u odnosu na SREM bilo kao inicijalna monoterapija, bilo
nakon 2 — 3 godine terapije SREM-om (17, 18). Medutim, u odnosu na zdrave
poslijemenopauzalne Zene, u bolesnica lije¢enih IA-om dolazi do naglog i ubrzanog gubitka
kostane mase od oko 2 % godisnje (44). U literaturi je opisan tzv. IA induciran gubitak
kostane mase (AIBL) koji premasuje postupni gubitak kostane mase od 1 % na godinui2 —3
puta je brzi u odnosu na zdrave poslijemenopauzalne Zene (43-46), odnosno vise je studija
utvrdilo povezanost izmedu lijeCenja anastrozolom s poveéanim rizikom za oSteoporozu, tj. s
prijelomima (47-49). Navedeni podatci iz literature u skladu su s rezultatima provedenog
istrazivanja na podrucju Osjecko-baranjske zupanije koje je ukljucilo bolesnice lijeCene
anastrozolom te novodijagnosticirane bolesnice s hormonski ovisnim rakom dojke prije

uvodenja adjuvantnog hormonskog lijecenja.
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6.2. Znacajke [A-induciranog gubitka koStane mase u odnosu na ITM ispitanica, redovitost
menstuacijskih ciklusa i nastup menopauze prije 45. godine zivota, zivotnu dob ispitanica te

naviku pusenja

Bolesnice s hormonski ovisnim rakom dojke lije¢ene anastrozolom imaju T vrijednosti kuka i
vrata bedrene kosti znacajno niZze u odnosu na novodijagnosticirane bolesnice prije uvodenja
hormonske terapije. Takoder, u istoj je skupini bolesnica utvrdena statisticki znacajno niza
mineralna gustoca vrata bedrene kosti (BMD) kao 1 Z vrijednost za cijeli kuk. Navedeni su
rezultati prvenstveno individualno varijabilna nuspojava djelovanja anastrozola koji inhibira
96 — 99 % aktivnosti enzima aromataze rezultiraju¢i ve¢ unutar tri tjedna brzim smanjenjem
cirkuliraju¢ih razina estrogena $to za posljedicu ima povecanje procesa koStane resorpcije
(46).

| preostali u nasoj studiji dobiveni rezultati vezani uz patoloski nalaz DXA su u skladu

sa zakljucima ranije objavljenih istrazivanja. Postoji statisticki znacajna razlika u T
vrijednostima kuka te mineralne gustoce vrata bedrene kosti ovisno o vrijednostima ITM-a.
Pretile bolesnice kao i one s prekomjernom tjelesnom masom imaju veéu mineralnu gusto¢u
vrata bedrene kosti i T vrijednost kuka, dok bolesnice s normalnim ITM-om imaju manju
mineralnu gustocu kosti. Tjelesna je masa bitan ¢imbenik koji odreduje BMD i gubitak je
tjelesne mase povezan sa smanjenim vrijednostima BMD-a (76-78). IzraZeniji gubitak
tjelesne mase povezan je s izrazenijim gubitkom BMD-a u starijih osoba (79). Nedostatak je
ITM-a u tome $to ne uzima u obzir individualnu gradu tijela i stoga je primjeren za statisticku
procjenu uhranjenosti stanovniStva neke drzave, medutim neprecizan je za osobnu procjenu
pretilosti. Osoba moZe imati vrijednosti ITM-a preko 30 kg/m?, ali ne mora biti pretila. S
druge strane, stariji ljudi s manjom misi¢nom i ko§tanom masom mogu biti klini¢ki pretili, a
da vrijednost ITM-a ne upucuje na pretilost. Korelacijom vrijednosti tjelesne mase kao i [ITM-
a s BMD-om i T vrijednostima potvrdili smo pretpostavljenu pozitivnhu korelaciju tjelesne
mase s T vrijednostima i BMD-a na svim ispitivanim mjestima metodom DXA. Daobiveni
rezultati potvrduju da je pretilost zaStitni ¢imbenik u nastanku poslijemenopauzalne
osteoporoze buduci da poboljSava koStanu masu i odrzava viSu razinu estrogena tijekom
menopauze (80). Takoder, dobiveni rezultati podupiru €injenicu da je tijekom menopauze
fizioloska redukcija u proizvodnji estrogena povezana s brzim gubitkom koStane mase
tijekom prvih 4 — 8 godina trajanja menopauze te da su nakon menopauze ostatne razine

estrogena vazne za odrzavanje gustoce kosti (46). Redoviti menstruacijski ciklusi tijekom
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zivota doprinose postizanju vrSne koStane mase koja je bitan element u sprjeavanju nastanka
osteoporoze (81). U provedenom istrazivanju patoloski nalaz DXA imaju znaajno vise
ispitanice kojima je menopauza nastupila prije 45. godine Zivota kao i one koje tijekom Zivota
nisu imale regularne cikluse.

Porast zZivotne dobi jedan je od najvecih rizika za nastanak osteoporoze. Niska mineralna
gustocéa kosti 1 osteoporoti¢ni prijelomi vrlo su rijetki u premenopauzalnih Zzena, uglavnom je
tada rije¢ o sekundarnim uzrocima osteoporoze. SZO je izmjerila prevalenciju osteoporoze u
zapadnim razvijenim zemljama prema dobnim skupinama u zenskoj populaciji, uzimajuc¢i u
obzir sva podruc¢ja mjerenja. Rezultati su pokazali da osteoporozu ima 14,8 % zena u dobi od
50 do 59 godina, 21,6 % zena u dobi od 60 do 69 godina, 38,5 % Zena u dobi od 70 do 79
godina te ¢ak 70 % zena u dobi od 80 i vise godina (82). U nasem je istrazivanju utvrdena
negativna korelacija izmedu zivotne dobi i BMD-a, i to na svim ispitivanim mjestima
metodom DXA.

Pusenje, kao rizi¢an ¢imbenik za nastanak osteoporoze na naSem ispitivanom uzorku Zena
nije pokazao statisti¢ki znacajnu korelaciju s vrijednostima BMD-a. To se moze objasniti
malim uzorkom Zena koje puse u odnosu na sve ispitanice ukljucene u istrazivanje. Takoder,
u literaturi ne postoje kona¢ne potvrde da je pusenje posljedi¢no povezano s niskim BMD-om
buduci da uz studije koje ne povezuju pusenje s promjenama vrijednosti BMD-a (83) postoje i
istrazivanja koja su pokazala nize BMD vrijednosti lumbalne kraljeZnice u pusaca u usporedbi

s nepusacima (84).

6.3. Razlike u serumskim razinama Whnt inhibitora i njihova povezanost s BMD-om,

prehrambenim navikama i parametrima zivotnog stila u ovisnosti o lijeenju IA-om

Prema nasem saznanju, u literaturi do sada nije objavljeno presjecno istrazivanje koje je
proucavalo ucinke anastrozola na cirkulirajue razine sklerostina 1 DKKI1 u
poslijemenopauzalnih bolesnica s hormonski ovisnim rakom dojke prije i tijekom adjuvantne
hormonske terapije uz analizu njihove povezanosti s BMD-om te parametrima Zzivotnih i
prehrambenih navika kao i distribucijom polimorfizama enzima i transportera ukljucenih u
metabolizam anastrozola.

U naSem istraZivanju dobivene su znacajno vise cirkulirajuée razine sklerostina u skupini
poslijemenopauzalnih ispitanica lije€enih anastrozolom u usporedbi s ispitanicama prije

uvodenja adjuvantne hormonske terapije. Dobiveni su rezultati u skladu s drugim nedavno
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objavljenim studijama koje potvrduju da je sklerostin istaknuti negativni regulator stvaranja
kosti koji smanjuje diferencijaciju i aktivnost osteoblasta (55, 68). Prema tomu, sklerostin bi
mogao biti moguci specificni biljeg kostanog metabolizama te moguca meta za lijeCenje
kostanih bolesti (85). Pretpostavlja se da su u poslijemenopauzalnih Zena serumske razine
sklerostina regulirane estrogenima, a znaCajan negativan odnos izmedu serumskih razina
sklerostina i slobodnog estrogenskog indeksa utvrden je u nedavnoj studiji Mirze i sur. (64).
Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem u skladu su sa spomenutom studijom, a mogu se
objasniti ¢injenicom da IA provode ablaciju ostatnog estrogena (64). Te je rezultate potvrdila
Kim Wonjin sa suradnicima sugeriraju¢i da sklerostin moze biti biljeg kvantitativnih i
osjetljivih promjena serumskih razina estrogena kao i pregradnje kostiju (67). U naSem
istrazivanju BMD vrata bedrene kosti, kao i cijelog kuka, znacajno je nizi u skupini ispitanica
lijeCenih anastrozolom u usporedbi sa skupinom bez terapije, podupiru¢i hipotezu da
poveéanje serumskih razina sklerostina uzrokuje povecanje pregradnje kostiju te nakon toga
dovodi do gubitka BMD-a (86). Dodatno, u istrazivanju provedenom u Saudijskoj Arabiji,
koje je obuhvatilo 1803 Zene u premenopauzi i poslijemenopauzi, utvrdena je negativna
korelacija serumskih razina sklerostina s BMD-om §to je i u skladu s hipotezom da je
sklerostin potentni inhibitor koStane formacije (87). Zanimljivo je, no trenutacno tesko
objasnjivo, kako su neke studije pokazale pozitivnu korelaciju izmedu serumskih razina
sklerostina i vrijednosti BMD-a (67, 68, 88-90), dok isto se nije pokazalo u nasoj ispitivanoj
populaciji.

U vise istrazivanja provedenima na zdravim poslijemenopauzalnim Zenama bez prisutnosti
maligne bolesti, odnosno raka dojke utvrdeno je povisenje serumskih razina DKK1 ako je
istovremeno prisutna i osteoporoza, sugeriraju¢i da je DKKI, bar djelomice, ukljucen u
patogenezu poslijemenopauzalne osteoporoze te da moze sluziti kao seroloski marker za
procjenu koStanu mase u odraslih osoba (59, 61, 86). Butler sa suradnicima dokazao je vise
serumske razine DKK1 u poslijemenopauzalnih Zena s osteoporozom u odnosu na kontrolnu
skupinu zdravih zena (87). Nasuprot tomu, u nasem istrazivanju utvrdene su znacajno nize
serumske razine DKK1 u skupini ispitanica lijeCenih anastrozolom. Dobiveni su podatci u
skladu s rezultatima studije Kyvernitakisa i suradnika koji su istrazivali ucinke inhibitora
aromataze na cirkuliraju¢e razine Wnt inhibitora u poslijemenopauzalnih bolesnica s
hormonski ovisnim rakom dojke, medutim bez kontrolne skupine. U toj studiji utvrden je pad
serumskih razina DKK1 nakon 24 mjeseca lijeCenja anastrozolom. Takoder je u istoj studiji

dobivena negativna povezanost DKK1 s BMD-om kuka i vrata bedrene kosti (68). Navedene
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rezultate nije potvrdio Gobel sa suradnicima koji je istrazivao ucinke adjuvantnog lijeCenja
IA-om i tamoksifenom na vrijednosti DKK1 u premenopauzalnih i poslijemenopauzalnih
bolesnica s hormonski ovisnim rakom dojke. U tom istrazivanju nisu pronadane znacajne
razlike izmedu serumskih razina DKKI1 u bilo kojem trenutku tijekom studije u skupini
bolesnica lijeCenih anastrozolom (69). Nasi se rezultati mogu objasniti ¢injenicom da stanice
raka dojke proizvode velike koli¢ine DKK1 (91, 92) za razliku od sklerostina koji gotovo
iskljuéivo izluéuju osteociti i moguce je da se razina DKKL1 razlikuje u ispitanica ovisno o
statusu bolesti. U nasoj skupini ispitanica lijeCenih anastrozolom, serumske razine DKK1
mjerene su nakon kirurSkog uklanjanja raka dojke 1 tijekom lijeCenja adjuvantnom
hormonskom terapijom, dok su u kontrolnoj skupini ispitanica izmjerene prije bilo kakvog
lijecenja. Osim toga, komercijalno dostupan ELISA set koji se koristio u istrazivanju Gobela,
kao i u naSoj studiji, ne razlikuje netumorske i tumorske DKK1. PoviSene razine DKKI
zabiljezene su kod bolesnica kod kojih je rak dojke metastazirao u kosti. U istrazivanju
Voorzangler-Rousselot i suradnika u bolesnica s karcinomom dojke i ko§tanim metastazama
pronadene su viSe serumske razine DKK1 u usporedbi sa Zenama kod kojih je karcinom dojke
u potpunoj remisiji, kod kojih je karcionom dojke uzrokovao metastaze na nekoStanim
mjestima i u usporedbi sa zdravim zenama (91). Prema tomu, DKK1 moguci je novi biljeg
prosirenosti zlo¢udne bolesti. Dodatna istrazivanja koja bi bila usredotocena na usporedbu
serumskih razina sklorostina i DKK1 u Zena s karcinomom 1 bez karcinoma dojke mogla bi
biti korisna za rjeSavanje toga problema.

Kao jedan od sekundarnih ciljeva istraZzivanja analizirana je povezanost cirkuliraju¢ih razina
Whnt inhibitora s mineralnom gusto¢om kostiju. U naSoj studiji dobivena je pozitivna
povezanost izmedu serumskih razina DKK1 i BMD-a lumbalne kraljeznice (rho = 0,291, p
<0,03), ali samo u kontrolnoj skupini ispitanica prije uvodenja adjuvantne hormonske terapije.
Kao $§to je ranije spomenuto, Kyvernitakis sa suradnicima utvrdio je negativnu povezanost
DKK1 s mineralnom gustoom kuka i vrata bedrene kosti u skupini poslijemenopauzalnih
bolesnica s hormonski ovisnim karcinomom dojke lijeCenih anastrozolom (68). Sli¢ni
rezultati dobiveni su u studijama koje su proveli Butler sa suradnicima te Gatti sa suradnicima
(93, 94), medutim ta povezanost nije potvrdena u nasoj studiji. Stoga bi se nasi rezultati mogli
objasniti ¢injenicama da zene prije uvodenja terapije IA-om u prosjeku imaju visi BMD te
takoder imaju 1 viSe serumske razine DKK1 u usporedbi sa skupinom ispitanica lije€enih 1A-
om. U naSem istrazivanju nisu dobivene statisticki znacajne razlike u BMD-u lumbalne

kralje$nice izmedu tih dviju skupina ispitanica. Takoder, nije dobivena ni korelacija sa
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serumskim razinama Wnt inhibitora u skupini ispitanica lije¢enih anastrozolom. Potrebna su
daljnja istrazivanja tih odnosa u ve¢im prospektivnim studijama.

Kad smo sve ispitanice udruzili u jednu grupu te analizirali medusoban odnos Wnt inhibitora,
dobivena je statisticki znaCajna negativna korelacija izmedu sklerostina i DKK1 (rho = -
0,287; p <0,001). U literaturi postoji svega nekoliko studija koje su istrazivale taj odnos, i to s
oprje¢nim rezultatima njihova medusobna odnosa. Porast cirkuliraju¢ih razina sklerostina uz
smanjenje razina DKKI1 opisan je u kontekstu antiresorptivnog lijeCenja u zZena u
poslijemenopauzi (94). Medutim, takoder postoje i studije koje nisu utvrdile nikakvu
povezanost izmedu serumskih razina sklerostina i DKK1 (63, 95, 96). Naprotiv, u studiji
Sankaralingama i suradnika (97), koji su istrazivali promjene u cirkuliraju¢im razinama
sklerostina i DKK1 nakon visokih doza vitamina D2 (300.000 IU), pronadena je znacajna
pozitivna korelacija izmedu Wnt inhibitora na pocetku i nakon tri mjeseca terapije visokim
dozama vitamina D2. Jedno je od moguéih objasSnjenja za razliitost u rezultatima u
posljednjoj studiji razlika u upotrijebljenim testovima koji mjere razlicite regije ili fragmente
sklerostina i DKK 1 molekule. U naSem istrazivanju negativna povezanost mogla bi odraZavati
razlicite bioloske dogadaje zbog Cinjenice da je aktivnost sklerostina dio fiziolo§kog procesa
pregradnje kostiju i ne izlucuju ga stanice raka za razliku od DKKI1 koji proizvode stanice
tumora dojke.

Kao mogu¢i regulatori serumskih razina DKK1 izdvojili su se redovito vjeZbanje i redoviti
menstruacijski ciklusi. Medu ispitanicama lije€enim anastrozolom statisticki znacajno niZe
cirkuliraju¢e razine DKK1 imale su bolesnice koje redovito vjezbaju te su imale tijekom
zivota redovite menstruacijske cikluse. Oba navedena parametra pridonose postizanju i
odrZavanju vrSne koStane mase. Ti rezultati odgovaraju zaklju€cima objavljenim u literaturi
da se povisene serumske razine DKK1 mogu identificirati kao ¢imbenik rizika razvoja i teZine
osteoporoze (93). Dodatno, usporeduju¢i nase dvije skupine ispitanica utvrdeno je da nize
serumske razine DKKI1 imaju ispitanice koje redovito konzumiraju minimalnu koli¢inu
mlijecnih proizvoda, koje imaju redovitu dnevnu fizicku aktivnost dulju od 30 minuta, koje su
vjezbale u mladosti te kojima nisu odstranjeni jajnici. Navedeni su parametri pokazali
znacajno nize serumske razine DKK1 u skupini lije¢enoj IA-om u usporedbi s grupom bez
terapije Sto upucuje da unato¢ negativnom utjecaju koji IA imaju na kostani metabolizam kod
pacijentica oboljelih od raka dojke, moguce je da dominantnu ulogu mogu imati neki drugi

¢imbenici koji doprinose nizoj razini DKKI.
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Medu mogu¢im prehrambenim navikama i parametrima Zivotnog stila, koji mogu utjecati na
serumske razine sklerostina, izdvojili su se redovito vjezbanje, dnevna fizicka aktivnost dulja
od 30 minuta kao i prisutnost redovitih menstrualnih ciklusa tijekom zivota koji su bili
povezani sa znacajno viSom razinom serumskog sklerostina u skupini lije¢enih anastrozolom.
Dobiveni rezultati u skladu su s prethodno spomenutim negativno recipro¢nim odnosom
izmedu serumskih razina DKK1 i sklerostina u provedenom istrazivanju.

Nekoliko je studija istrazivalo povezanost izmedu starenja i serumskih razina Wnt inhibitora s
kontradiktornim rezultatima. Pojedini su istrazivaci utvrdili da ne postoji povezanost izmedu
serumskih razina DKKI1 i zivotne dobi (65, 91, 93) te potvrdili hipotezu da je patogeneza
osteoporoze odgovorna za porast serumskih razina DKK1 u zdravih poslijemenopauzalnih
Zena, a ne proces starenja (98). Medutim, 2014. Dovjak sa suradnicima prvi je objavio dokaze
o povezanosti cirkulirajuc¢ih razina DKK1 i starenja (63). U navedenom istrazivanju serumske
razine sklerostina znaajno su se povisile sa starijjom Zzivotnom dobi samo u ispitivanih
muskaraca, a ne u zena. U nekoliko ranijih istrazivanja iz 2011. godine, koja su obuhvatila
veci broj ispitanika, utvrden je porast cirkulirajucih razina sklerostina sa starenjem (66, 87).
Na nasem uzorku ispitanica nije utvrdena povezanost izmedu dobi i serumskih razina Wnt
inhibitora. U cilju razjasnjenja navedenog problema potrebne su dodatne klinicke studije u

vecoj populaciji.

6.4. Moguca ograni€enja istraZivanja

Jedno je od ogranicenja provedenog istrazivanja dizajn u smislu presjecne studije, odnosno
nedostatak prospektivnih podataka. Bilo bi idealno obje skupine zena pratiti tijekom najmanje
12 mijeseci i ponoviti sva mjerenja u vremenskom intervalu nakon godine dana. Time bi u
skupini ispitanica lijeCenih anastrozolom iskljucili moguéi utjecaj vanjskih ¢imbenika na
vrijednosti BMD-a, a u cijeloj ispitivanoj skupini dobili jo$ objektivnije podatke skeletnog
statusa. Medutim, ustroj takve studije nije opravdan i mogu¢ buduci da ozbiljnost primarne
bolesti zahtijeva relativno brzo uvodenje lijecenja te se kohorta bez terapije [A-om ne moze
prospektivno pratiti. Drugo je ogranicenje relativno mali uzorak, i to prvenstveno u kontrolnoj
skupini ispitanica s novodijagnosticiranim rakom dojke prije pocetka hormonske terapije.
Osobito su bili strogi kriteriji za ukljucenje ispitanica u kontrolnu skupinu budu¢i da je bilo
potrebno iskljuciti utjecaj ne samo hormonske terapije, ve¢ i kemoterapije na mineralnu

gustocu kostiju. U praksi je to znacilo da su ispitanice uz sve spomenute ukljucne i isklju¢ne
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kriterije dobrovoljno ukljucene u istrazivanje netom nakon spoznanje da boluju od maligne
smrtonosne bolesti. Stoga je iznimno vazan bio psiholoski pristup navedenim ispitanicama uz
pronalazenje motivacije za sudjelovanje u znanstvenom istrazivanju. Iz toga proizlazi glavna
prepoznatljiva odrednica i originalnost naseg istrazivanja u smislu postojanja usporedne
kontrolne skupine koja se sastojala od novootkrivenih ispitanica oboljelih od hormonski
ovisnog raka dojke, a ukljucenih u istrazivanje u ,,uskome prozoru“ izmedu postavljanja
dijagnoze i zapocinjanja kemoterapije, odnosno hormonske terapije. Ispitanice u kontrolnoj
skupini nisu se po antropometrijskim odrednicama te vec¢ini prehrambenih 1 zivotnih navika
razlikovale znacajno od ispitanica lijeCenih anastrozolom. Prema naSim saznanjima, ovo je
prvo istrazivanje koje je imalo takve posebne kriterije za ukljucenje i iskljucenje. To je ujedno
1 ograniCilo veli¢inu kontrolne skupine koja je obuhvacala samo ispitanice kojima jo§ u
lijeenje nije uklju¢ena ni kemoterapija ni hormonska terapija. Takoder bi jedan od
nedostataka mogao biti i objektivnost i to¢nost podataka dobivenih upitnikom u vezi S
nac¢inom Zivota i prehrambenim navikama. Postoji mogu¢nost da su Zene koje su sudjelovale
u ovoj studiji odabrale sudjelovati jer su svjesne zdravstvenih problema i bolesnije od

prosjeka.

6.5. Procjena raspodjele ispitivanih polimorfizama i njihove povezanosti s nezeljenim

nuspojavama

Vise nije stvar buduc¢nosti, ve¢ sadasnjosti da je jedan od glavnih zadataka u lijeCenju
karcinoma dojke individualiziran pristup uz optimizaciju hormonske terapije u svrhu
postizanja ucinkovitog lijeCenja uz istodobno smanjenje neZeljenih ucinaka navedenih
lijekova.

Jedan od mogucih pristupa jest i odredivanje farmakogenetickog profila bolesnica kojima bi
se odredili polimorfizmi pojedinog nukleotida u genima koji kodiraju enzime Kkoji
metaboliziraju lijekove (DME) budu¢i da mogu imati klju¢nu ulogu u individualnom
odgovoru na anastrozol. Polimorfizmi odredivani u naSem ispitivanju dobro su karakterizirani
u razliitim populacijama, medutim nema dovoljno podataka za hrvatsku populaciju, a
osobito nema podataka vezano uz bolesnice oboljele od hormonski ovisnog raka dojke
lijecenih anastrozolom. Nadalje, prema naSem saznanju, ovo je prva presjena studija koja
analizira povezanost tih polimorfizama s individualnim odgovorom na hormonsku terapiju

raka dojke i pojavu njezinih nezeljenih sporednih ucinaka.
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Farmakogeneticke su studije pokazale da polimorfizmi DME, transportera i receptora
doprinose varijabilnom odgovoru na lijek (99). CYP3A4 i CYP3AS5 izoenzimi odgovorni su
za metabolizam preko 50 % svih klini¢ki upotrijebljenih lijekova, ukljuuju¢i uobicajene
antidepresive, antibiotike, antihipertenzive, steroide i imunosupresive (100). Stoga,
polimorfizmi u obitelji CYP mogu biti vazni geneticki ¢imbenici meduindividualne i
medurasne razli¢itosti u eliminaciji lijeka putem CYP enzima, kao $to je slucaj kod
anastrozola. Osim toga, odredivanje mutiranih alela CYP3A4, CYP3A5 1 UGTI1A4 te
saznanja o njihovoj alelnoj frekvenciji u hrvatskoj populaciji mogli bi u konac¢nici dovesti do
individualizacije terapije raka dojke. Istrazivanja su pokazala da se ucestalost CYP3A4*1B i
CYP3A5*3 polimorfizama razlikuje medu razli¢itim etnickim skupinama (100-102). Nasi
rezultati potvrduju da su frekvencije mutiranih CYP alela u hrvatskih bolesnica s rakom dojke
u skladu s podatcima o genotipovima bijelaca (99). Pokazali smo da je mutirani alel
CYP3A4*1B rijedak u hrvatskoj populaciji, pri ¢emu je genotip AG bio prisutan u samo 6 %
ispitanica, dok genotip GG nije bio otkriven u hrvatskoj populaciji bolesnica s hormonski
ovisnim rakom dojke. Sli¢no tomu, prethodne su studije otkrile CYP3A4*1B alel u oko 4 — 9
% bijelaca (101, 102) sto je znatno nize nego u Afroamerikanaca kod kojih je ucestalost tog
alela oko 53 % (101-104). Ucestalost je s druge strane veca u odnosu na tajvansku i kinesku
populaciju cija je prevalencija u literaturi 0 % (105). Nasuprot tomu, utvrdeno je da
polimorfizam CYP3A5*3 prevladava u hrvatskoj populaciji s incidencijom mutiranih
homozigota od 88,1 %. Takva ucestalost mutiranog alela u skladu je s prethodnim
istrazivanjima provedenim u drugim europskim populacijama. U literaturi je opisana
ucestalost toga alela od 94,9 % u populaciji Bosne i Hercegovine (105), zatim 94,35 % u
grckoj populaciji (100), 94 % u populaciji Velike Britanije (106), 91,7 % u nizozemskoj
populaciji (107), 87,5 % u portugalskoj (101) i 82 % u francuskom stanovni$tvu (108). Ovim
smo istrazivanjem takoder otkrili simultano postojanje specifi¢nih genotipova CYP3A4*1B i
CYP3A5*3 u istih ispitanica s rakom dojke. Svih sedam ispitanica s mutiranim CYP3A4*1B
alelom takoder su imale mutirani CYP3AS5*3 alel. Prema tomu, nasi podatci nadopunjuju
podatke iz prethodnih studija i upucuju na snaznu neravnotezu povezivanja izmedu mutiranih
CYP3A4 i CYP3AS alela kod bijelaca (31, 109). Glukuronidacija je jedan od najvaznijih
metaboli¢kih putova faze II. Katalizirana je s obitelji UDP-glukuronoziltransferaznih enzima
(UGT). Jedna od podskupina jest UGT1A. Frekvencije alela u UGT1A4 pokazuju znatnu
meduetni¢ku varijabilnost. Nasi su rezultati za UGT1A4*2 zanimljivi budu¢i da se razlikuju

od rezultata Ehmerove studije u kojoj je izvijestio o malenoj frekvenciji varijante alela
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UGT1A4*2 (P24T) od 8 %. Istrazivao je povezanost polimorfizma pojedinog nukleotida
UGT1A s hepatocelularnim karcinomom — koju nije potvrdio, ali je pokazao smanjenu
glukuronidacijsku aktivnost kod varijante UGT1A4 P24T, i to 30 % smanjenje
glukuronidacijske aktivnosti za beta-naftilamin, odnosno za dihidrotestosteron 50 %
smanjenje aktivnosti. Zakljucio je da je visoka ucestalost SNP-ova kroz ljudski lokus UGT1A
genetska osnova meduindividualnih varijacija jetrenog metabolizma lijekova. UGT1A4*2
polimorfizam jetrenog enzima UGT1A4 pokazuje diferencijalnu metabolicku aktivnost prema
mutagenim aminima i endogenim steroidima, mijenjaju¢i metabolizam jetre i detoksikaciju
(39). Ti su rezultati potvrdeni u Zhouovoj studiji koja je pokazala smanjenu funkciju
UGT1A4*2 za glukuronidaciju lamotrigina in vitro §to moze dovesti do meduindividualnih
varijacija metabolizma lamotrigina in vivo (38). Nasi rezultati o prevalenciji UGT1A4*2 alela
u hrvatskih pacijentica oboljelih od raka dojke u skladu su s podatcima objavljenim u studiji
Saekija i sur. koji nisu otkrili SNP 70C>A (P24T) u japanskoj populaciji (110) kao $to ni mi
nismo otkrili u hrvatskoj populaciji ispitanica s rakom dojke. Takav bi rezultat mogao biti
posljedica male veli¢ine uzorka, no ucinak socio-ekonomskih ¢imbenika ne moze se iskljuciti.
U Jean-Nicholas Royevom istrazivanju, iako o CYP3AS5 genetskoj inacici, naznaceno je da
razlike u frekvencijama SNP-a mogu odrazavati evolucijske pritiske koje generiraju okolinski
¢imbenici u zemljopisno razli¢itim podru¢jima (111). Podatci iz literature za UGT1A4 lokus
jordanskoj populaciji iznosi 6,5 % (112) sto je u skladu s Ehmerovim rezultatima. Takoder,
Reimersovo istrazivanje potvrdilo je da su frekvencije mutiranog alela UGT1A4*2 u
norveskoj populaciji u istom rasponu kao i u ranijim istraZivanjima na bjelackoj populaciji
(113). Suprotno tomu, Lopez je utvrdio da su frekvencije alela za UGT1A4*2 $panjolskog
stanovniStva u Meksiku viSe nego kod azijata 1 viSe sli¢ne frekvencijama u bijelaca, dok su u
meksickom Mestizu bile nize nego kod bijelaca i vise nego kod azijata (114) $to jasno
potvrduje kompleksnost 1 interetniCku varijabilnost lokusa UGTI1A. Daljnje ¢e studije,
ukljucujuéi veéi broj ispitanika, prvenstveno zdravih Zena biti nuzne. Pretpostavku naSeg
istrazivanja da smanjena glukuronidacijska aktivnost kod nositelja mutiranog alela za
UGT1A4*2 na ispitivanom uzorku Zena oboljelih od hormonski ovisnog raka dojke nismo
utvrdili budu¢i da nije prisutna statisti¢ki znacajna razlika u vrijednostima mineralne gustoce
kostiju izmedu heterozigota za mutirani alel UGT1A4*2 1 homozigota za divlji alel. Kao
moguéi razlozi dolaze u obzir ograniCena veli¢ina uzorka te nemoguénost mjerenja

koncentracija metabolita anastrozola u serumu u vrijeme izvodenja istrazivanja. Upravo je
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navedeni nedostatak ujedno i potencijal novoga istrazivanja kojim bi se u serumu, uza sve do
sada obuhvacene parametre istrazivanja, dodatno mjerile koncentracije metabolita anastrozola
kao 1 razine estrogena, testosterona i adrostendiona pri samom ukljuc¢enju u istrazivanje te
nakon vremenskog intervala od jednog mjeseca do Sest mjeseci terapije anastrozolom. Do
sada je u literaturi opisano samo jedno takvo istrazivanje koje je proveo Ingle sa suradnicima.
Oni su utvrdili da od 191 bolesnice s ranim rakom dojke, dvije bolesnice ekstenzivno
metaboliziraju anastrozol i nisu pokazale znatna smanjenja serumskih razina estrogena.
MozZzemo pretpostaviti da bi u takvih bolesnica mogao izostati ucinak anastrozola kao
hormonske terapije raka dojke. Ingleova je studija terapije anastrozolom u odobrenoj dnevnoj
dozi od jednog mg otkrila znacajnu varijabilnost u metabolizmu lijeka, ali 1 u¢inka lijeka.
Promatrana varijabilnost sugerira da je anastrozol kao lijek prvog izbora u
poslijemenopauzalnih bolesnica s hormonski ovisnim rakom dojke glavni kandidat za
farmakogenomske studije usmjerene na otkrivanje genetske varijacije u metabolizmu lijeka.
Rezultati tih buduc¢ih studija mogu omoguditi kretanje prema cilju istinski individualizirane

terapije anastrozolom (23).

6.6. Buducda istrazivanja

Jedna od vrlo zanimljivih moguénosti u budué¢nosti, koja do sada prama na$im saznanjima
nije opisana u literaturi, jest korelacija metabolita anastrozola u serumu s cirkuliraju¢im
razinama Wnt inhibitora. Nuzno je identificirati osjetljive pokazatelje statusa koStanog
sustava budué¢i da se frakture javljaju i u bolesnica ¢iji su nalazi T vrijednosti unutar
fizioloskih granica.

Kao moguénost proSirenja provedenog istrazivanja dolazi u obzir i ukljuCenje zdravih zena
kojima bi se analizirala distribucija CYP3A4*1B, CYP3A5*3 i UGT1A4*2 alela te utvrdila
povezanost s pojavnoS¢u raka dojke usporedujuéi ih sa 141 ispitanicom uklju¢enom u
provedeno istraZivanje.

Aktivnost CYP3A4 varira Siroko u ljudi, a poznato je vise od 78 polimorfizama. Jedna je od
hipoteza ta da pojedine varijante CYP3A4 mogu imati ulogu u karcinogenezi dojke
moduliranjem razina metabolita spolnih hormona. Americka studija pokazala je da
nasljedivanje CYP3A4*1B korelira s ranom menarhom, ¢imbenikom rizika za karcinom
dojke. Visoka aktivnost CYP3A4, ali ne CYP3ADL, pokazala je nevjerojatnu povezanost s

pocetkom puberteta (115). Medutim, australska studija nije pronasla povezanost nastanka raka
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dojke s pojavnos¢u CYP3A4*1B (116). Alternativno, CYP3A4 moze metabolicki aktivirati
egzogene karcinogene kao Sto su policiklicki aromatski ugljikovodici, heterocikli¢ki amini,
aflatoksin i nitrozamini (117-119). Epidemioloski podatci potvrduju postojanje razlika u
frekvencijama raka dojke u razli¢itim etnickim skupinama Sto je potaklo iranske istrazivace
da analiziraju povezanost raka dojke s frekvencijama CYP3A4*1B alela. Prema podatcima u
literaturi, frekvencije mutirane varijante CYP3A4*1B medu africkim je Amerikancima 0,817,
medu bijelcima je 0,096, medu LatinoSpanjolcima koji zive u Sjevernoj Americi 0,107, medu
azijskim je stanovnistvom 0,000 i nepoznata je u americkih domorodaca. Frekvencije pet
razli¢itih etnickih populacija za CYP3A4* 1B mutirani alel slabo su korelirale s incidencijom
karcinoma dojke. Iranska studija nije pokazala povezanost raka dojke s CYP3A4*1B
polimorfizmom (30).

Izuzetno velik potencijal u smislu bududih istrazivanja imala bi studija o primarnoj prevenciji
raka dojke. Do sada je u literaturi objavljen veéi broj istrazivanja koja su koristila tamoxifen
(TAM) u dnevnoj dozi od 20 mg u svrhu kemoprevencije, ali samo dva istrazivanja koja su
koristila IA kao kemopreventivna sredstva u zdravih Zena s poviSenim rizikom obolijevanja
od raka dojke (120). Cimbenike rizika obolijevanja od raka dojke dijelimo u dvije velike
skupine (121). U prvoj su skupini ¢imbenici na koje mozemo djelovati te su generalno
povezani s nafinom zivota i izlozenosti estrogenima, a ukljucuju fizicku neaktivnost,
prekomjernu tjelesnu tezinu/pretilost, povecanu konzumaciju alkohola, upotrebu hormonskog
nadomjesnog lije¢enja (HNL) (122-125). Drugu skupinu ¢ine nepromjenjivi ¢imbenici rizika
kao Sto su rastuca Zivotna dob/starenje, pozitivna obiteljska anamneza, prekancerozne lezije
dojki te reprodukcijski ¢imbenici (rana menarha, kasna menopauza, prva iznesena trudnoca
nakon 30. godine Zivota, nuliparitet). TAM i raloxifen pripadaju grupi selektivnih modulatora
estrogenskih receptora (SERM) koji imaju antagonisticki u¢inak na ER u dojci. Prema
smjernicama Americkog drustva onkologa (ASCO), TAM je vise od desetljeca, a raloksifen
od nedavno preporucen za primarnu prevenciju raka dojke u zena s povecanim rizikom. U
Hrvatskoj je TAM (pod nazivom Nolvadex) registriran i indiciran u svrhu lijeCenja i
prevencije raka dojke, dok je raloxifen (pod nazivom Evista) registriran za lijeCenje
osteoporoze. Nedvojbeno je dokazano da TAM smanjuje rizik obolijevanja od hormonski
ovisnog karcinoma dojke 1 u premenopauzalnih 1 u poslijemenopauzalnih Zena za otprilike
jednu polovicu. Medutim TAM su u primarnoj prevenciji raka dojke bolesnici samo
ograniceno prihvacali, 1 to dijelom zato §to je povezan s rijetkim, ali ozbiljnim toksi¢nim

ucincima (126-128). Povezan je s povisenim rizikom obolijevanja od karcinoma endometrija
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te tromboembolijskim komplikacijama u smislu mozdanog udara, pluéne embolije, duboke
venske tromboze te s razvojem katarakte.

S druge strane, IA sprjeCavaju viSe kontralateralnih karcinoma dojke i uzrokuju manje
nuspojava od TAM-a u lijeCenju bolesnica s ranim stadijem karcinoma dojke (129).

Do sada su objavljena samo dva istrazivanja koja su koristila IA za kemoprevenciju (22).
Kanadska Mammary Prevention 3 Study (MAP3) studija obuhvatila je 4500
poslijemenopauzalnih Zena s umjereno povisenim rizikom za rak dojke i ispitala ucinkovitost
I sigurnost eksemestana tijekom 35 mjeseci. MAP3 studijom utvrdeno je 65 % relativno
smanjenje godis$nje incidencije invazivnog raka dojke. Nije bilo znacajnih razlika s obzirom
na nuspojave, izmedu ispitivane skupine na eksemestanu i kontrolne skupine na placebu u
smislu fraktura kostiju, kardiovaskularnih dogadaja, drugih karcinoma ili smrti povezanih s
lijeCenjem. Uocene su minimalne razlike u kvaliteti Zivota. Istrazivaci su zakljucili da je
eksemestan znacajno smanjio invazivne karcinome dojke u poslijemenopauzalnih Zena s
umjereno povecanim rizikom. Tijekom razdoblja pracenja od tri godine, eksemestan nije bio
povezan s pojavom ozbiljnih toksi¢nih u¢inaka uz samo minimalne promjene u zdravstvenoj
kvaliteti zivota ispitivanih Zena. Europska International Breast Cancer Intervention Study II
(IBIS 1I) studija tijekom pet godina pratila je 3864 poslijemenopauzine Zene s visokim
rizikom na anastrozolu vs. placebo te utvrdila 53 %-tno relativnho smanjenje godisnje
incidencije invazivnog karcinoma dojke. Zanimljiv je nalaz dobiven u istrazivanju — da je
kemopreventivni ucinak anastrozola bio najve¢i za karcinome dojke visokog stupnja. IBIS Il
studija dokazala je da anastrozol smanjuje rizik ER pozitivnog invazivnog karcinoma dojke i
duktalnog karcinoma in situ (DCIS) za vise od 50 %, medutim da ima mali u€inak na rak
dojke s negativnim ER-om. Dobiveno relativno smanjenje incidencije vece je od onih koja su
u literaturi opisana za TAM ili raloksifen. Stoga je Cuzick sa suradnicima zaklju¢io da bi
anastrozol mogao biti atraktivna moguc¢nost u kemoprevenciji poslijemenopauzalnih Zena s
povecanim rizikom obolijevanja od raka dojke (120). Iako su zabiljeZene mnoge nuspojave
kao posljedica deprivacije estrogena, iste su bile samo malo ¢eS¢e u skupini tretiranoj
anastrozolom u odnosu na placebo grupu $to moZe upucivati na to da vecina tih simptoma
zapravo nije povezana s anastrozolom. Unato¢ dobivenim rezultatima, ni anastrozol ni
eksemestan nisu jo$ odobreni u primarnoj prevenciji raka dojke. Problem najbolje dostupne
kemoprevencije mnogo je vecih razmjera buduci da Zene s povecanim rizikom, ali i lijecnici
obiteljske medicine nisu skloni primarnoj prevenciji raka dojke. Cilj je posti¢i Sire

prihvacanje i struke i op¢e populacije. Kardiolozi su po tom pitanju vrlo uspjesni buduéi da su
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kardiovaskularne c¢imbenike rizika, poput poviSenih serumskih razina kolesterola ili
povisenog krvnog tlaka, proglasili bolestima za koje se generalno podrazumijeva da se lijece
lijekovima. Nas je zadatak u buduénosti razvijati svijest o primarnoj prevenciji raka dojke te
ju uciniti Siroko dostupnom i ponudenom, mozda ¢ak dodaju¢i preventivhu komponentu

Nacionalnom programu ranog otkrivanja raka dojke.

6.7.  Zakljucak rasprave

Zakljucno, potrebno je naglasiti da su podatci na naSem uzorku Zena pokazali da su serumske
razine sklerostina znacajno povecane u skupini poslijemenopauzalnih ispitanica s hormonski
ovisnim rakom dojke, dok je razina DKK1 u serumu znacajno smanjena kao rezultat lijeCenja
IA-om. Stoga zaklju¢ujemo da serumske razine Wnt inhibitora nude nove moguce biljege za
procjenu skeletnog statusa kod bolesnica lijeCenih anastrozolom i mogli bi biti korisni kao
dodatni markeri za odrzavanje zdravlja kostiju te osigurati optimalnu kvalitetu zivota
bolesnika lijecenih [IA-om.

Analizom polimofizama gena za CYP3A4, CYP3AS 1 UGT1A4 u naSoj regiji dobivene su
frekvencije alela koje odgovaraju europskoj populaciji. Nasi su podatci pokazali veliku
prevalenciju CYP3A5*3 alela u hrvatskoj potpopulaciji bolesnica s hormonski ovisnim rakom
dojke Sto je u skladu s ucestalosti tog mutiranog alela u drugim publiciranim istraZivanjima.
Takoder, pokazali smo istodobno postojanje heterozigotnog CYP3A4*1B i CYP3A5*3 u istoj
skupini ispitanika. Budu¢i da su CYP3A4, CYP3AS5 1 UGT1A4 ukljuceni u metabolizam
brojnih, Cesto koriStenih lijekova, vazno je analizirati polimorfizme CYP3A4, CYP3AS i
UGT1A4 te odrediti odgovarajuce frekvencije alela u odredenim etni¢kim skupinama.
Klini¢cko znacenje polimorfizama CYP3A4*1B, CYP3A5*3 i UGT1A4*2 jo§ se uvijek
istrazuje, a utvrdivanje povezanosti frekvencija mutiranih alela tih polimorfizma medu
razli¢itim etnickim skupinama s aktivnoS¢u enzima koji metaboliziraju lijekove moze
znacajno doprinijeti spoznajama o djelotvornosti lijeka 1 toksi¢nosti. U skladu s tim, rezultati
naSeg istrazivanja mogu predstavljati osnovu za razvoj farmakogenetickog programa u
Hrvatskoj €iji bi klinicki znacaj bio utvrdenje uclestalosti CYP3A4*1B, CYP3A5*3 i
UGT1A4*2 alela te odredivanje njihova wucinka na farmakogenetskim primjenama

individualiziranog pristupa lijecenju bolesnica s hormonski ovisnim rakom dojke.
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. T vrijednost i Z vrijednost kuka (Studentov t-test, P = 0,01) te BMD i T vrijednost

vrata bedrene kosti (Studentov t-test, P < 0,001) zna¢ajno Su nizi u skupini ispitanica

lijeCenih anastrozolom u odnosu na skupinu ispitanica bez terapije 1A-om.

. ZnaCajno su vise serumske razine sklerostina u skupini ispitanica lijeCenih

anastrozolom u odnosu na ispitanice prije uvodenja hormonske adjuvantne terapije
(Mann-Whitneyjev U test, P < 0,001).

.U skupini ispitanica lijeCenih anastrozolom statistiCki su znacajno nize vrijednosti

DDK1 u usporedbi s ispitanicama prije hormonskog lije¢enja (Mann-Whitneyjev U
test, P < 0,001).

. Nije utvrdena statisti¢ki znacajna veza medu serumskim razinama Wnt inhibitora s

mineralnom gusto¢om kosti ispitanica lije¢enih anastrozolom.

.U skupini ispitanica s novootkrivenim hormonski ovisnim rakom dojke prije pocetka

lijecenja anastrozolom utvrdena je pozitivna korelacija izmedu T vrijednosti lumbalne
kraljeznice s DKK1 (Rho = 0,294, P = 0,03) kao i BMD-a lumbalne kraljeZnice s
DKK1 (Rho = 0,330, P = 0,02).

. Frekvencije genotipova i varijantnih alela za CYP3A4*1B, CYP3A5*3 i UGT1A4*2

polimorfizme u poslijemenopauzalnih ER-pozitivnih ispitanica s rakom dojke su u

skladu s podatcima za Europsku populaciju.

. Uglavnom su prisutni homozigoti divljeg tipa za A alel CYP3A4*1B polimorfizma i u

skupini koja je na terapiji 1A-om (92,7 %) kao i u skupini prije po¢etka hormonske
terapije (97,7 %), s ukupnom prevalencijom od 94,4 %. Ni u jednoj skupini nije

identificiran homozigot za mutirani G alel.

. Za CYP3A5*3 polimorfizam prevladavaju homozigoti za mutirani G alel s ukupnom

prevalencijom od 88,1 %, odnosno s prevalencijom od 86,6 % u skupini na terapiji I1A-
om te 90,9 % u kontrolnoj skupini Zena. Homozigoti za divlji A alel nisu pronadeni ni

u jednoj skupini.

. Utvrdena je znacajna neravnoteza veze (linkage disequilibrium) izmedu CYP3A4*1B

i CYP3A5*3 alela s 84,3 % necuskladenosti povezivanja (D'= 0,843) u skupini
lijeCenih anastrozolom, dok je u kontrolnoj skupini 95,1 % neuskladenost povezivanja
(D'=0,951).

64



7.

ZAKLIJUCCI

10. Homozigoti divljeg tipa za C alel UGT1A4*2 uglavnom su prisutni i u skupini koja je
na terapiji 1A-om (95,2 %) te u svih ispitanica u skupini prije uvodenja adjuvantne
hormonske terapije (100 %), s ukupnom prevalencijom od 96,1 %. Ni u jednoj skupini
nije identificiran homozigot za mutirani A alel. Tri (4,8 %) bolesnice na terapiji
anastrozolom heterozigoti su za CYP1A4*2,

11. Povezanost ispitivanih polimorfizama s nastankom nuspojava lijecenja nije dokazana.
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Cilj: Anastrozol je lijek prvog izbora u lijeCenju poslijemenopauzalnih zena s hormonski
ovisnim rakom dojke (HR-BC). Citokrom P450 (CYP) i UDP-glukuronoziltransferaza (UGT)
imaju kljuénu ulogu u deaktivaciji i uklanjanju anastrozola. Negativan je ucinak anastrozola
na kostani metabolizam dokazan, dok se uc¢inak na Wnt inhibitore jo§ uvijek istrazuje. Cilj je
istrazivanja bio odrediti cirkuliraju¢e razine Wnt inhibitora u bolesnica s HR-BC lije¢enih
anastrozolom 1 usporediti ih s bolesnicama oboljelima od raka dojke prije uvodenja terapije.
Takoder smo ispitali povezanost Wnt inhibitora s mineralnom gusto¢om kosti (BMD) te
prehrambenim i zivotnim navikama. Polimorfizmi jednog nukleotida (SNPs) u genima Kkoji
kodiraju CYP i UGT mogu imati Kljuénu ulogu u individualnim odgovorima na anastrozol.
Cilj je bio utvrditi ucestalost mutiranih CYP3A4*1B, CYP3A5*3 i UGT1A4*2 alela te
istraziti njihovu povezanost s ishodom lije¢enja te pojavom nuspojava.

Bolesnici i metode: U opazajno presjecno istrazivanje slucaja i kontrola je uklju¢ena 141
poslijemenopauzalna ispitanica s HR-BC, od kojih je 85 lijeeno s 1 mg anastrozola, dok je
56 ukljuceno prije adjuvantne hormonske terapije. Serumske koncentracije Wnt inhibitora
mjerene su pomocu komercijalno dostupnih ELISA testova. BMD; g/cm? izmjerena je
denzitometrijom dvoenergetskim rendgenskim zrakama (eng. dual-energy X-ray
absorptiometry, DXA) pomoc¢u uredaja Lunar Prodigy (GE Healthcare, SAD), a upitnik je
kori$ten za istrazivanje 0sobitosti zivotnog stila i prehrambenih navika ispitanica. Genomska
je DNA izolirana iz uzoraka periferne krvni upotrebom komercijalno dostupnog kompleta
(QIAamp DNA Blood Midi Kit, Qiagen, Hilden, Njemacka). PCR u realnom vremenu
upotrijebljen je za otkrivanje polimorfizama, uz primjenu specifi¢nog testa TagMan® SNP
genotipizacije (Applied Biosystems).

Rezultati: Serumske su razine sklerostina bile znatno vise u skupini ispitanica lijeenih
anastrozolom (31,8 pmol/l) u usporedbi sa skupinom prije uvodenja hormonske terapije (24,1
pmol/l, p <0,001). Nasuprot tomu, razina DKK1 u serumu bila je znatno niza u skupini
lijecenoj anastrozolom (24,3 pmol/l prema 26,02 pmol/l, p<0,001). BMD kuka i vrata bedrene
kosti bio je znatno nizi u skupini lijeCenih anastrozolom. Statisticki znacajna negativna
korelacija izmedu sklerostina i DKK1 (rho=-0,287, p <0,001) zabiljezena je u svih ispitanika.
CYP3A5*3 predominantan je alel u hrvatskoj populaciji bolesnica s HR-BC. Dokazano je i
istodobno postojanje heterozigotnog CYP3A4 *1B i CYP3A5*3 haplotipa u istoj skupini

ispitanica.
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Zakljucak: Povecanje serumske razine sklerostina i smanjenje razine DKK1 povezano je s
lijeCenjem anastrozolom. Povezanost ispitivanih polimorfizama s nastankom nuspojava

lijecenja nije dokazana.

KLJUCNE RIJECI: dickkopfl protein ljudski; farmakogenomika; inhibitori aromataze;
osteoporoza; SOST protein ljudski
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Association of sclerostin, dickkopf 1 and functional genetic aromatase inhibitors
polymorphisms with interpatient variability in the frequency and intensity of adverse

effects

Objectives: Anastrozole is the first choice treatment in postmenopausal women with
hormone-dependent breast cancer (HR-BC). Cytokine P450 (CYP) and UDP-
Glucuronosyltransferase (UGT) have a key role in deactivating and eliminating anastrozole.
The negative effect of anastrozole on bone metabolism has been demonstrated, while the
effect on Wnt inhibitors is still being investigated. The aim of the study was to determine the
circulating levels of Wnt inhibitors in HR-BC patients treated with anastrozole and compare
them with patients with breast cancer prior to the introduction of the adjuvant hormonal
therapy. We also investigated the association of Wnt inhibitors with bone mineral density
(BMD) and dietary and life habits of participants. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) in
genes encoding CYP and UGT may play a key role in individual responses to anastrozole.
The aim was to determine the frequency of mutated CYP3A4*1B, CYP3A5*3 and
UGT1A4*2 alleles and to investigate their correlation with the outcome of adjuvant hormonal
treatment and the occurrence of side effects.

Participants and methods: Cross-sectional study included 141 postmenopausal HR-BC
patients, of whom 85 were treated with 1 mg of anastrozole, and 56 were included prior to the
introduction adjuvant hormonal therapy. Serum concentrations of Wnt inhibitors were
measured using commercially available ELISA assays. BMD; g/cm2 was measured by dual-
energy x-ray absorptiometry (DXA) imaging (Lunar Prodigy, GE Healthcare, SAD) and a
self-reported questionnaire was used to investigate the lifestyle and eating habits of the
examinees. Genomic DNA was isolated from peripheral blood samples using commercially
available kit (Ql1Aamp DNA Blood Midi Kit, Qiagen, Hilden, Germany). A real-time PCR
was used for the detection of polymorphisms, with the application of the specific TagMan®
SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems).

Results: Serum levels of sclerostin were significantly higher in the group of participants
treated with anastrozole (31.8 pmol/l) compared to the w/o anastrozole therapy group (24.1
pmol/l, p<0.001). In contrast, the serum DKK1 level was significantly lower in the

anastrozole treated group (24.3 pmol/Il at 26.02 pmol/l, p <0.001). Total hip and femoral neck
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BMD were significantly lower in the group treated with anastrozole. Statistically significant
negative correlation between sclerostin and DKK1 (rho=-0.287, p<0.001) was observed in all
participants. CYP3A5*3 was found to be predominant in the Craotian population of HR-BC
patients. We have demonstrated a strong linkage disequilibrium between CYP3A5*3 and
CYP3A4*1B alleles in the same group of participants.

Conclusion: Increased serum levels of sclerostin and decreased levels of DKK1 are associated
with the anastrozole treatment. The correlation of the investigated polymorphisms with the

onset of treatment side effects has not been established.

Keywords: aromatase inhibitors; dickkopfl protein, human; pharmacogenomics; osteoporosis;

SOST protein, human
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11. ZIVOTOPIS

11. ZIVOTOPIS

Kristina Bojani¢, dr. med., rodena je 6. svibnja 1978. godine u Knezevu.

Obrazovanje i rad u struci:

Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu, Studij medicine u Osijeku, pohadala je od 1996. do
2002. godine te ga zavrsila s prosje¢nom ocjenom polozenih ispita 4,53. U Klinickoj bolnici
Osijek odradila je pripravnicki staz od 2002. do 2003., zatim radila kao znanastveni novak
Znanstvene jedinice KBC-a Osijek. U sijecnju 2006. kao zaposlenica Doma zdravlja Osijek
upuéena je na specijalizaciju iz radiologije, a specijalisti¢ki staz u trajanju Cetiri godine
obavila je u KBC-u Osijek i KBC-u Sestre Milosrdnice. Specijalisticki ispit iz radiologije
polozila je 2010. godine. U sklopu programa specijalizacije iz radiologije zavrsila je
specijalisti¢ki poslijediplomski studij na Medicinskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu.
Akademske godine 2013./2014. upisala je poslijediplomski doktorski studij Biomedicina i
zdravstvo Medicinskog fakulteta Sveudilista J. J. Strossmayera u Osijeku te je izabrana u
naslovno suradni¢ko zvanje asistenta u Zavodu za mineralni metabolizam Medicinskog
fakulteta Sveucilista J. J. Strossmayera u Osijeku. Poslijediplomski doktorski studij
Biomedicina i zdravstvo na Medicinskom fakultetu Osijek pohadala je od 2013. do 2016.
godine te polozila sve propisane ispite. U studenom 2015. godine zapocela je program uze
specijalizacije  koju je wuspjesno zavrSila u svibnju 2018. godine polaganjem

subspecijalistickog ispita iz podrucja ultrazvuka.

Akademski nazivi:
Akademski naziv doktora medicine stekla je 2004. godine, a od 2013. godine naslovna je

asistentica u Zavodu za mineralni metabolizam Medicinskoga fakulteta Osijek.

Nagrade i priznanja:

Pristupnica je tijekom studija bila dobitnica brojnih nagrada. Akademske godine 2001./2002.
dobila je Rektorovu nagradu te nagradu Lions kluba Osijek za najbolje studente Sveucilista
Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, a 1996. godine kao najbolje rangiranom kandidatu
prilikom upisa na Medicinski fakultet SveuciliSta u Zagrebu, Studij medicine u Osijeku

dodijeljena joj je Sestogodisnja stipendija Ministarstva zdravstva.
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11. ZIVOTOPIS

Prikaz znanstvenog i stru¢nog rada:

Pristupnica Kristina Bojani¢, dr. med. ima do sada objavljena cetiri rada u casopisima
indeksiranim u Current Contents, a jedan je rad u postupku objavljivanja. Aktivno je
sudjelovala na medunarodnom kongresu u SAD-u 2015. godine kao i na Europskom kongresu
radiologa (ECR) u Becu, na kojem je bila predavaé (2014. — 2018.) Takoder je bila aktivni i
pasivni sudionik niza medunarodnih i domacih radioloskih kongresa i simpozija kao $to su:
hrvatski radioloSki kongresi; EUROSON u Ljubljani, ESSR muskuloskeletni tecaj u
Dubrovniku, AVUS u Lovranu i brojni drugi.

Kroz aktivan znanstvenoistrazivacki rad pristupnica je i suradnica VIF-MEFOS- 2017
projekta: Osteoblasti¢ni biljezi u procjeni nuspojava inhibitora aromataze voditeljice izv. prof.
dr. sc. Martine Smoli¢.

Clanica je Hrvatskoga druitva radiologa, Hrvatskoga drustva za ultrazvuk u medicini i
biologiji, Osteomuskularne sekcije, European Society of radiology (ESR), Radiological
Society of North America (RSNA).

UZe podrudje istrazivanja usmjereno je na dijagnostiku bolesti osteomuskularnoga sustava i

bolesti dojke.
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