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POPIS KRATICA

BCP- bromokloropropan

e cDNA- engl. copy DNA

e c-erbB1/HERL1- receptor humanog epidermalnog ¢imbenika rasta 1

e C-erbB2/HER2- receptor humanog epidermalnog ¢imbenika rasta 2

e C-erbB3/HERS3- receptor humanog epidermalnog ¢imbenika rasta 3

e C-erbB4/HERA4- receptor humanog epidermalnog ¢imbenika rasta 4

o EGFR- receptor epidermalnog ¢imbenika rasta (engl. epidermal growth factor receptor)

e FFPE- formalinom fiksirani parafinski blokovi (engl. formalin-fixed and paraffin embeded)

e GSK3p- glikogen-sintetaza-kinaza 3 B (engl. glycogen synthase kinase 3 )

e HER- receptor humanog epidermalnog ¢imbenika rasta (engl. human epidermal growth factor
receptor)

e IGF1- ¢imbenik rasta slican inzulinu 1 (engl. insulin-like growth factor 1)

e LAMB- engl. lentigines, atrial myxoma, mucocutaneous myxoma, blue naevi

e LVAD- engl. left ventricule assist device

o MEF2D- ¢imbenik pojaciva¢ miocita 2 D (engl. myocyte enhancer factor 2 D)

e MMP9- matriksni metaloprotein 9 (engl. matrix metalloprotein 9)

o mMRNA- glasni¢ka RNA (engl. messenger RNA)

¢ NAME- engl. atrial myxoma, myxoid neurofibromatoma, ephelides

e PAS- engl. periodic acid Schiff

e PBS- fosfatni pufer (engl. phosphate buffer saline)

e PI3K- fosfatidilinozitol 3 kinaza (engl. phosphatidylinozitol 3 kinaze)

e (RT-PCR- kvantitativna lan¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (engl. quantitative real-
time polymerase chain reaction)

o TEE- transezofagealna ehokardiografija

e TTE- transtorakalna ehokardiografija
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1. SAZETAK

Ekspresija tirozin kinaznih receptora epidermalnog ¢imbenika rasta u sporadi¢nom miksomu srca

Dino BeSié¢

Obitelj tirozin kinaznih receptora epidermalnog ¢imbenika rasta ¢ine Cetiri ¢lana: EGFR1/c-erbB1,
c-erbB2, c-erbB3 i c-erbB4. Oni su ukljuceni u proliferaciju, diferencijaciju i prezivljenja tumorskih
stanica, te angiogeneze. Kada su ko-eksprimirani njihova heterodimerizacija pospjeSuje patolosku
signalizaciju epidermalnih ¢imbenika rasta. U ovoj studiji analizirana je proteinska i mRNA ekspresija
ovih tirozin kinaznih receptora i njihova stani¢na lokalizacija u sporadi¢nom miksomima srca.

Studijom je obuhvaéeno 36 pacijenata. Ekspresija EGFR1/c-erbB1, c-erbB2, c-erbB3 i c-erbB4
analizirana je imunohistokemijskim i gRT-PCR pristupom. Populacija pacijenata obuhvacala je 27 (75%)
zena i 9 (25%) muskaraca. Srednja dob pacijenata iznosila je 63 godine, s rasponom od 34 do 87 godina
zivota. Svi uzorci tumorskog tkiva kirurski su odstranjeni iz lijevog atrija. Vecina ispitanih uzoraka
tumorskog tkiva pokazuje umjerenu do jaku I preklapajuéu ekspresiju tirozin kinaznih receptora, osim
c-erbB2 koji se pokazao imunologki negativnim (HercepTest™) u svim slu¢ajevima. Ekspresija c-erbB4
mRNA statisti¢ki je znacajno smanjena u tumorskom tkivu u odnosu na normalno tkivo lijevog atrija.
Korelacijska analiza tirozin kinaznih receptora pokazala je da samo c-erbB2 i c-erbB3 pokazuju statisticki
znac¢ajnu (p= 0,01304) i pozitivnu (r= 0,721) korelaciju.

Moze se zaklju¢iti da su EGFR1/c-erbB1, c-erbB2 (samo mRNA razina), c-erbB3 i c-erbB4
ko-eksprimirani u sporadi¢cnom miksoimima srca i mogu igrati potencijalno znaéajnu ulogu u njihovoj

histopatogenezi.

Kljuéne rije¢i: miksom srca, EGFR1/c-erbB1, c-erbB2, c-erbB3, c-erbB4, ko-ekspresija, lijevi atrij,

sporadicna lezija



2. SUMMARY

Expression of tyrosine kinase receptors of epidermal growth factor in sporadic cardiac myxoma

Dino BeSié¢

The epidermal growth factor receptor family (EGFR) consist of four tyrosine kinas receptors,
EGFR1/c-erbB1, c-erbB2, c-erbB3 and c-erbB4. They are involved in tumor cell proliferation,
differentiation, survival and angiogenesis. Co-expressed in the same neoplastic cell source with
accompanying hetero-dimerization they further enhance pathologically important signaling transduction
pathways. In the presented study, we analyzed the expression and cellular distribution of EGFR family
members in sporadic cardiac myxoma lesions of human heart.

The study included 36 patients, who were treated with surgical excision of the lesion. Expression
of EGFR1/c-erbB1, c-erbB2, c-erbB3 and c-erbB4 was studied by immunohistochemical staining and
gRT-PCR. The patient population was comprised of 27 (75%) women and 9 (25%) men. The mean age of
patients was 63 years, with an age range of 34 to 87 years. All studied cases were sporadic myxoma
originating in the left atrium. Majority of examined cases demonstrate moderate-to-strong and overlapping
expression of EGFR family protein members in all commonly present histological types of neoplastic
myxoma cells except the c-erbb2 which was immunohistochemically negative (HercepTest) in all cases. c-
erbB4 showed statistically significant decrease in expression on mRNA level compared to normal left
atrial tissue. Compared relative quantities of EGFR protein members with each other showed that c-erbB3
and c-erbB2 were the only ones exhibiting statistically significant (p=0.01304), and positive (r=0.721)
correlation.

In conclusion the EGFR1/c-erbB1, c-erbB2 (mRNA only) c-erbB3 and c-erbB4 are co-expressed

in the tissue of cardiac myxoma lesions and may play a distinct role in their pathogenesis.

Keywords: cardiac myxoma, EGFR1/c-erbB1, c-erbB2, c-erbB3, c-erbB4, co-expression, left atrium,

sporadic lesions



3. UVOD - PREGLED LITERATURE
Definicija, lokalizacija, klasifikacija i epidemiologija miksoma srca

Tumori srca ukljucuju benigne i maligne patoloske tvorevine koje se razvijaju iz endokarda,
miokarda ili perikardijalnog tkiva srca (1-9). Po nastanku dijelimo ih na primarne i metastatske. Primarni
tumori srca vrlo se rijetko javljaju kod ljudi s otprilike istom ucestalo§¢u u fetalnom i postnatalnom
razdoblju. Javljaju se sporadi¢no ili u sklopu razli¢itih nasljednih (familijarnih) sindroma (1-13).

Incidencija (post mortem) primarnih tumora srca iznosi svega 0.0017% - 0.28%, §to ¢ini manje od
0.1% svih neoplazija (1,4,5,14). Velika ve¢ina primarnih tumora srca su benigni(1, 5, 14). Svega 10%
tumora srca kod djece te oko 25% kod odraslih otpada na maligne neoplazije (4).

Najucestaliji oblik primarnih tumora srca u odraslom razdoblju Zivota (50 - 85%) ¢ine miksomi
srca (4,14-19). Nasuprot tome tijekom fetalnog i neonatalnog razdoblja najucestaliji su rabdomiomi (60%)
dok miksomi ¢ine samo 15% primarnih tumora srca zabiljezenih kod djece (1-19).

Miksomi srca ubrajaju se u benigne, sporo-proliferirajuce tumore koji ne infiltriraju u miokard i
ne metastaziraju u druga podrucja tijela. Ipak, zbog svoje lokalizacije i patoloskih karakteristika, miksomi
srca predstavljaju klinicki ,,maligno® oboljenje, vrlo rizicno za vitalnost pacijenta (1, 15). Godisnje se na
oko 10° stanovnika dijagnosticira jedan slugaj miksoma srca. Javljaju se najéesée kod Zena (3:1 u odnosu
na muskarce) i to ve¢inom iznad tridesete godine Zivota (1, 5, 7, 9, 14). Premda se obi¢no dijagnosticiraju
u dobi od 30-60 godina, miksomi srca opaZeni su u svim dobnim skupinama uz izuzetno malu ucéestalost u
fetalnom i neonatalnom razdoblju zivota (1-14). Najmladi pacijent sa dijagnosticiranim miksomom srca
bilo je mrtvorodence, a najstarija pacijentica (kod koje je prethodno nedijagnosticirani, asimptomatski
tumor pronaden tek prilikom autopsije) imala je 95 godina (20-21).

Miksomi srca razvijaju se iz endokardijalnog tkiva srca, a ime su dobili po prevladavaju¢em
miksoidnom izvanstani¢nom matriksu bogatom proteoglikanima. Nomenklatura im se bazira na sr¢anoj
komori u kojoj se javljaju (atrijski vs. ventrikularni), strani srca koju zahvacaju (lijevi vs. desni) te
anatomskoj poziciji unutar zahvacene sréane komore (posteriorna ili anteriorna stijenka, interatrijski
septum) (1, 14).

Mogu se razviti u bilo kojoj sréanoj komori, no priblizno se 60-80% miksoma dijagnosticira u
lijevom atriju (1,5,14,19). Uglavnom nastaju iz interatrijskog septuma uz rubove fossae ovalis, premda se
mogu razviti i iz posteriornog i anteriornog atrijskog endokarda i prileze¢ih tkivnih struktura. Nadalje, 15-
28% miksoma dijagnosticirano je u desnom atriju, 8% u desnom ventrikulu, 3-4% u lijevom ventrikulu,
1.6-8.5% u oba atrija, a svega 1.6% miksoma srca je multicentricnog porijekla (1, 5, 7, 8, 14, 19).
Miksomi ventrikularnog porijekla nadeni su uglavnom kod Zena i djece, a zabiljezeni su i slucajevi

miksoma mitralnih zalistaka, pulmonarne arterije i vene te miksoma Suplje vene (1, 22-29). Oko 90%



miksoma srca javlja se sporadi¢no, a samo 5-10% slucajeva je naslijednog oblika (1, 30-41). Sporadi¢ni
miksomi srca ve¢inom su solitarni atrijski tumori (90%) (41). Nasuprot tome, naslijedni (familijarni) oblik
bolesti javlja se Cesto i u vidu multicentri¢nih neoplazija koje se s podjednakom ucestalos¢u razvijaju u
svim komorama srca (1, 30-41).

Familijarni oblik miksoma poznat je pod nazivom Carneyev kompleks. lako se histoloski ne
razlikuju od sporadi¢nog tipa bolesti, naslijedni miksomi pojavljuju se u ranijoj zivotnoj dobi s
podjednakom ucestalo$¢u u oba spola (1,14). Carneyev kompleks naslijeduje se autosomno-dominantno, a
karakteriziraju ga promjene u pigmentaciji koze (plavi nevusi, lentiginoze, ephelides, cafe-au-lait pjege),
miksomi (srca, koze, dojki), endokrina hiperaktivnost (adenom hipofize uz akromegaliju ili gigantizam,
primarna adrenokortikalna displazija s Cushingovim sindromom, tumori §titnjace), kalcifiraju¢i tumori
Sertolijevih stanica testisa i Svanomi (1, 30-42). Zbog svog varijabilnog fenotipa naslijedni oblik miksoma
srca u starijoj literaturi navodi se u sklopu sindroma poznatog po razli¢itim akronimima: LAMB (engl.
Lentigines, atrial myxoma, mucocutaneous myxoma, blue naevi) ili NAME (engl. Atrial myxoma, myxoid
neurofibromatoma, ephelides) (1, 38-40). Premda donekle sli¢nog naziva, Carney kompleks nije povezan
sa Carney trijadom koja se klini¢ki manifestira kao sklop tri zdruzena entiteta: pulmonarna hipertenzija,

ekstra adrenalni paragangliom i Zelucani leiomiosarkom (43).

Klinicka prezentacija miksoma srca

Klinicka prezentacija miksoma srca ovisi u prvom redu o lokalizaciji, veli¢ini, histoloskoj
strukturi i mobilnosti tumora (1, 44-58). Pri tome moze do¢i do pojave Sirokog spektra simptoma i
znakova pa se ponekad u literaturi miksom srca (poput sifilisa u povijesti ili lupus eritemetozusa u novije
vrijeme) naziva ,,velikim imitatorom* klinicke medicine (1,47). Kod veéine pacijenata radi se o klinickim
manifestacijama vezanim uz jedan ili viSe znakova klasi¢ne trijade koja obuhvaéa intrakardijalnu
opstrukciju, emboliju i opée, konstitucionalne simptome bolesti (1, 5, 7, 14, 47, 51, 53-55).
drugi simptomi sistemske (cerebralne i periferne) i pluéne embolije ne$to manje zastupljeni (1, 44-58). U
nekim sluéajevima, zbog funkcionalno bitne lokalizacije tumora ili njegove fragmentacije, miksomi srca
mogu rezultirati i smrtnim ishodom (1, 5, 14, 50, 53, 55-57). Otprilike 10-15% pacijenata (osobito u
slucaju malih neoplazija,<40mm) ne pokazuje vidljive simptome bolesti pa se do dijagnoze dolazi sasvim
slucajno tijekom pretraga na druga patoloska stanja ili post mortem, prilikom autopsije (1, 2, 6, 14, 21, 44,
58-62). Ovisno o njihovoj veli¢ini, mobilnosti i poloZaju, miksomi srca naj¢es¢e dovode do kongestivnog
zatajenja srca izazvanog intrakardijalnom opstrukcijom hemodinamikme lijeve ili desne strane srca.

Intrakardijalna opstrukcija se u klinickoj praksi, kao inicijalni razloga dijagnoze miksoma srca, uocava u



50% slucajeva s tim da se moze manifestirati i naknadno, u bilo koje vrijeme tijekom progresije bolesti,

obuhvacajuci na kraju i do 70% pacijenata (1, 44, 63, 64).

Intrakardijalna opstrukcija

U praksi se intrakardijalna opstrukcija pored ostalog naj¢e$é¢e manifestira pojavom simptoma Koji
se preklapaju sa klinickom slikom stenoze mitralnih ili trikuspidalnih zalistaka. Ozbiljnost simptoma ovisi
u prvom redu o intenzitetu opstrukcije (veli¢ini tumora), a u nekim slucajevima varira i ovisno o polozaju
pacijenta (1, 44, 47, 55). Kod velikih tumora, meke, deformabilne grade s dugom peteljkom moze doéi i
do potpunog prekida sr¢anog krvotoka, rezultiraju¢i pozicijskom sinkopom ili iznenadnom smréu
pacijenta (1, 5, 14, 51, 53, 55, 54, 63-68). Ucestalo pomicanje tumora izmedu atrija i ventrikula
(,,wrecking ball“ efekt), osim opstrukcije i stenoze, moze ometati pravilno zatvaranje atrioventrikularnih
zalistaka (1, 67). Posljedi¢no kod nekih pacijenata moze doc¢i do pojave mitralne i trikuspidalne
regurgitacije i strukturnog osteéenja zalistaka i/ili njihovih potpornih struktura (chordae tendine),
rezultirajuéi na kraju znacima mitralne ili trikuspidalne insuficijencije (1, 14, 19, 47, 68, 69).

Stenoza mitralnih zalistaka predstavlja najces¢i diferencijalno dijagnosticki problem povezan sa
pojavom miksoma lijevog atrija (19, 47). Po nekim autorima ¢ak ni ne postoji klinicka manifestacija
stenoze mitralnih zalistaka (ukljuCujuci i Ortnerov Kardiovokalni sindrom) koja nije na neki nacin
zabiljezena kod pacijenata sa miksomom lijevog atrija (47, 56, 70-72). Miksomi srca i stenoza mitralnih
zalistaka mogu se takoder paralelno pojaviti i kao zasebni klinicki entiteti prisutni u istom pacijentu,
dodatno komplicirajuéi klinicku sliku i pravovremenu dijagnozu oboljenja. Unato¢ tome, u praksi su vrlo
rijetko zabiljeZeni sluCajevi miksoma srca sa prevladavaju¢om klinickom slikom stenoze mitralnih
zalistaka (1, 14, 47, 56,73-78). Intrakardijalna opstrukcija lijevog srca (stenoza mitralnih zalistaka)
rezultira izmedu ostalog dispnejom, paroksizimalnom noé¢nom dispnejom, pluénim i perifernim edemima i
pluénom hipertenzijom (79-82). Nasuprot tome, kod opstrukcije desnog srca (stenoza trikuspidalnih
zalistaka) dolazi Cesto do pojave perifernih edema, ascitesa, hepatomegalije i drugih simptoma venske
hipertenzije (53, 55, 63, 83). Miksomi desnog atrija mogu takoder odavati simptome konstrikcijskog
perikarditisa i plu¢ne hipertenzije (83-86). Kod pacijenata s desno- lijevim pretokom (shuntom) moze do¢i
i do prolapsa atrijskih miksoma kroz foramen ovale (1, 13, 14). Miksomi ventrikula su najc¢esce sesilni i u
manjem broju slucajeva odgovorni za intrakardijalnu opstrukciju (1, 47). No, u slucajevima kad su
strateski locirani u subaortnom i subpulmonarnom valvularnom podruéju ovi tumori mogu takoder
prouzrociti smanjenje krvnog optoka iz lijevog i desnog ventrikula, oponaSaju¢i pri tome simptome
stenoze zalistaka pluéne arterije i aorte (1, 87-90). lako rijetki, papilarni miksomi srca sa ishodiStem u

atrioventrikularnim zaliscima mogu takoder, nakon postizanja kriticne veli¢ine, dovesti do simptoma



stenoze 1i/ili regurgitacije zahvacenih srcanih zalistaka te drugih klinickih znakova povezanih sa

poremecajem njihove funkcije (1, 22-29).

Fizikalni (auskultacijski) znaci miksoma srca

Ovisno o lokaciji, veli¢ini i mobilnosti tumora, a u nekim sluc¢ajevima i o polozaju pacijenta,
prisutni su i razli¢iti fizicki (auskultacijski) znaci bolesti. Naime, kod vise od 50% pacijenata
intrakardijalne opstrukcije uzrokovane miksomima rezultiraju uoéljivim promjenama sréanih tonova i
pojavom razliéitih sistoli¢kih i dijastolickih Sumova (13, 14, 44, 91-100). Miksomi lijevog atrija mogu se
manifestirati pojavom glasnog S1 sr¢anog tona nastalog uslijed prolongirane vibracije mitralnih zalistaka
odnosno odmaka u njihovom zatvaranju uzrokovanog prolapsom tumorskog tkiva kroz otvor zalistaka.
Glasnom S1 zvuku moze prethoditi ejekcijski zvuk prouzroCen naglim pomicanjem tumora iz lijevog
ventrikula natrag u lijevi atrij. S2 zvuk je obi¢no podijeljen i malog intenziteta, a S3 zvuk je prisutan kao
nagli udar kod otvaranja mitralnih zalistaka ili kao ventrikularni galop (13, 14, 44, 91-100). Kod otprilike
jedne tre¢ine pacijenata sa miksomom lijevog i desnog atrija, nedugo nakon drugog sréanog tona (80 do
150 ms.), moze se cuti karakteristican protodijastolicki Sum (,,tumor polp*) koji nastaje uslijed udara
tumora o stjenku endokarda. On predstavlja jedan od ranih dijagnostickih znakova koji se greskom cesto
klasificira kao tre¢i sréani ton (13, 14, 44, 91-100). Miksomi lijevog atrija mogu takoder rezultirati
pluénom hipertenzijom prac¢enom povecanjem pluéne komponente drugog srcanog tona (13, 14, 94).
Miksomi desnog atrija mogu dovesti do pojave istih dijastoli¢kih i sistoli¢kih zvukova kao i miksomi
lijevog srca s tom razlikom da se oni bolje auskultiraju uzduz donjeg desnog ruba sternuma nego li u
podrucju srcanog apeksa (13, 96, 98). Hipertenzija desnog atrija moze dovesti i do povecane hipertenzije
jugularnih vena odnosno do pojave izraZzenog A vala, a u ozbiljnijim slu¢ajevima moze oponasati i
sindrom gornje Suplje vene (13). lako auskultacijski nalazi ventrikularnih miksoma, zbog njihove
relativno male ucestalosti, nisu u potpunosti poznati oni mogu biti sli¢ni nalazima aortne i pulmonalne

stenoze (101-107).

Embolije

Embolije prouzro¢ene miksomima srca opazene su kod 30- 50% pacijenata i predstavljaju drugi
najucestaliji oblik njihove klinicke manifestacije (1, 44, 47, 107, 108, 109, 110).Nastaju uslijed
fragmentacije tumorskog tkiva i/ili diseminacije hemoragijskog tromba sa povrsine miksoma (1, 44, 47,
107, 108, 109, 110). Zahvaljuju¢i prevladavajucoj lokaciji miksoma u lijevom atriju ve¢inom je rije¢ o

sistemskim (cerebralne i periferne) embolijama (1, 44, 47, 107, 108, 109, 110). Pri tome mogu biti



zahvacene u prvom redu mozdane arterije 1 arterije mreznice, visceralne, renalne i koronarne arterije te
arterije donjih ekstremiteta kao i abdominalna aorta (1, 44, 47, 107, 108, 109, 110). Kao posljedica
embolije dolazi do infarkta ili ishemijskog udara $to u kona¢nici moze rezultirati trajnim ili privremenim
gubitkom funkcije cijelog ili dijela zahva¢enog organa (1, 44, 47). Vise od 50% embolija podrijetlom iz
miksomima srca zahvaca centralni ZivCani sustav 1 arterije mreZnice, rezultiraju¢i najcesSce
intrakranijalnim i ekstrakranijalnim opstrukcijama krvnih zila. Spomenute opstrukcije manifestiraju se
cerebralnim infarktom i nekrozom mozdanog tkiva, intrakranijalnim aneurizmama, hemiparezom,
afazijom, progresivnom demencijom i poremecajima vida (1, 111-125). Slijedeée ucestalo mjesto
embolizacije tumorskog tkiva i hemoragijskog tromba miksoma srca predstavljaju krvne Zzile ekstremiteta
(126-130). Visceralne arterije, osobito arterije bubrega, predstavljaju takoder uobi¢ajeno mjesto detekcije
embolija podrijetlom iz miksoma srca (47, 51, 109, 113). Takoder su, premda znatno rjede, zabiljeZzene i
embolije kardijalne vaskulature koje mogu rezultirati fatalnim infarktom miokarda odnosno smréu
pacijenta (131-133). Embolije se kao popratna pojava klini¢ki znatno rjede manifestiraju kod miksoma
desnog atrija i ventrikula (1,47, 53, 57, 107, 108). Te embolije mogu izazvati plu¢nu hipertenziju te u

nekim slucajevima rezultirati i pojavom letalne, fulminantne plué¢ne embolije (1,47, 53, 57, 107, 108).

Konstitucijski, opéi simptomi miksoma srca

Procjenjuje se da miksomi srca uzrokuju pojavu konstitucijskih simptoma u 90% pacijenata
(47, 55). Op¢i simptomi bolesti su Cesto praceni abnormalnim laboratorijskim nalazima. Pravi razlog
njihove manifestacije nije u potpunosti poznat. Medutim, nakon kompletnog kirurskog uklanjanja
tumorskog tkiva u pravilu dolazi do njihovog potpunog povlacenja.

Neovisno o lokalizaciji i veli¢ini tumora, tipi¢ni konstitucijski simptomi koji se manifestiraju kod
pacijenata sa miksomom srca ukljucuju slabost, letargiju, gubitak apetita i tjelesne tezine (novijeg datuma
i s brzim razvojem), anoreksiju i kroni¢no povecanje temperature. Osim toga moze do¢i i do pojave
eritematoznog osipa, petehija, artralgija, mialgija, edema lica, noéne hiperhidroze i1 hemoptize
(prouzroCena edemom i embolizacijom pluca), deformiranih prstiju (clubbed/drumstick fingers) i
Raynaudovog fenomena. Od laboratorijskih nalaza prevladava kroni¢na anemija (normokromatska,
hiperkromatska, hemoliti¢ka), povetanje sedimentacije eritrocita te povecanje razine serumskih C-
reaktivnih proteina i globulina (osobito alfa2, beta i gamaglobulini IgM i IgA frakcije). U manjem broju
slucajeva dijagnosticirana je i pojava leukocitoze, trombocitopenije i cijanoze (44, 47, 51, 69, 134).
Laboratorijski nalazi Cesto podsje¢aju na klinicku sliku infekcije (endokarditis, reumatska groznica),
imunoloskih poremecaja (reumatski artritis, vaskulitis, bolesti kolagena) i malignih oboljenja (14, 44, 47,

135-140). Prema novijim spoznajama za pojavu upalnih i imunoloskih reakcija odgovorna je autokrina



produkcija interleukina poput primjerice IL6 i IL8 (44, 141-143). Autokrina produkcija interleukina
dovodi se takoder u vezu sa ponovnim razvojem miksoma nakon kirurSkog uklanjanja primarne lezije te

sa hipotetski malignim potencijalom miksoma srca (144-146).

Infekcije tumorskog tkiva miksoma

Kod pojedinih pacijenata s razvijenom klinickom slikom infektivnog endokarditisa
dijagnosticirana je infekcija tumorskog tkiva razliCitim bakterijskim i gljivicnim patogenima. U kirurski
odstranjenom tumorskom tkivu miksoma srca utvrdena je primjerice prisutnost Streptococcus viridans,
Streptococcus oralis, Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis, Gemella morbillorum,
Porphyromonas asaccharolytica, Candida albicans i Histoplasma capsulatum (1, 147-158). lako se radi o
rijetkoj komplikaciji, kod ovih pacijenata zbog povecane opasnosti razvoja sistemske embolije, potreban

je hitan kirurski tretman inficiranog tumorskog tkiva.

Ponovni rast i maligni potencijal miksoma srca

Premda se miksomi srca uglavnom klini¢ki prezentiraju kao benigne neoplazije, koje se lijece
potpunim kirurSkim uklanjanjem tumorskog tkiva, u literaturi se navodi i veéi broj slucajeva koji
sugeriraju njihovu malignu prirodu. Opisani su slucajevi lokalno invazivnih miksoma srca, miksoma koji
su se prosirili izvan srca, izazvali metastaze u drugim podruc¢jima tijela i pojavu perifernih tumorskih masa
(1, 14, 159-191)

Takoder su zabiljezeni sluCajevi naknadne pojave multiplih lezija te ekstrakardijalnih lezija u
mozgu, mekom i koStanom tkivu te arterijama (165-180). ObjaSnjenje za tu pojavu moze se nacéi u
nepotpunom uklanjanju tumora, intrakardijalnoj implantaciji embolusa iz primarnih lezija, de novo
proliferaciji predtumorskih stanica, familijarnoj predispoziciji te neprepoznatoj multicentri¢noj pojavi
primarnog tumora (1, 13, 14, 47, 188). Ponovna pojava miksoma srca nakon njihove kirursSke resekcije
zabiljeZena je u 1- 4% sporadi¢nih miksoma srca i 12- 22% slu¢ajeva Carnejevog kompleksa (1, 13, 14).
Najpouzdaniji faktor za predvidanje ponovne pojave miksoma srca predstavlja ekspresijska analiza
tumorskog tkiva i detekcija DNA mutacija (1, 13, 30, 169-172). Mutacije genskog materijala utvrdene su
u svim sluc¢ajevima familijarnog oblika bolesti, kod kojih je ujedno zabiljezena i najveca ucestalost
ponovnog pojavljivanja tumora (1, 13, 30, 169-172).

S obzirom na starosnu dob pojava sekundarnih lezija ucestalija je kod mladih pacijenata (1,13).
Do ponovne pojave sekundarnih lezija moze do¢i ve¢ nakon nekoliko mjeseci. Ipak, najcesce je rije¢ o

periodu od 4 godine, a zabiljeZen je i slucaj pacijentice kod koje je do ponovne pojave tumora doslo 20



godina nakon uklanjanja primarne lezije (13, 173). Sekundarne lezije javljaju se najceSce intrakardijalno
na mjestu prvobitnog tumora (obi¢no u podrucju fosae ovalis atrijskog septuma) ali i u drugim, prethodno
nezahvacenim podruc¢jima endokarda (atrija i ventrikula) (174).

Kao objasnjenje metastatske pojave miksoma u drugim podrucjima tijela neki autori navode
moguénost prezivljenja stanica primarnog miksoma unutar tumorskog embolusa i njihovu implantaciju i
daljnji rast na mjestima embolije popracenu u nekim slucajevima i sukcesivnom malignom alteracijom
stanica primarnog miksoma (1, 16, 158, 189-191). Nasuprot tome drugi autori objasnjenje maligne prirode
novoizraslih metastatskih lezija nalaze u neprepoznatoj prirodi primarnih tumora, poput primjerice
miksosarkoma, hondrosarkoma ili fibromiosarkoma, inicijalno pogresno dijagnosticiranih kao miksomi
srca (192-194). Tako primjerice Wold LE. i Lie JT. u svom radu iz 1980. godine, uzimajuéi u obzir
publicirane histoloSke prikaze metastaza, sugeriraju moguénost da su pacijenti broj 3 opisan ranije u
prikazu Read RC. i suradnika kao i pacijent opisan od strane Rankin LI. i DeSousa AL. imali ustvari
miksosarkom a ne miksom srca (165, 195) U literaturi se navode i drugi primjeri malignig tumora srca
koji su oponasali metastaze atrijskih miksoma, a u stvari se radilo o fibromiksosarkomu, hondrosarkomu i
malignom histocitom (196-199). Provedena su i neka istrazivanja ekspresije pojedinih tumor supresor
gena i onkogena kako bi se rasvijetlila klinicka i bioloSka pozadina miksoma srca koji se ponasaju poput
malignih neoplazija no unato¢ tome sukcesivna maligna transformacija primarno benignih miksoma kao i

postojanje maligne subpopulacije miksoma srca jos je uvijek stvar kontroverze (200, 201).

Dijagnosticke tehnike

U literaturi se Cesto kao prvi dijagnosticirani miksoma srca navodi slucaj miksoma lijevog atrija,
zabiljezen davne 1845. godine (202). No, 2004. godine, pregledom tkivne kolekcije koju je prikupio
poznati austrijski patolog Carl von Rokitansky, otkriven je 176 godina star, dobro oCuvani uzorak
tumorskog tkiva zalistaka plu¢ne arterije (203). Rokitansky je spomenuti tumor odstranio tijekom
obdukcije sedamdesetogodiSnje pacijentice umrle 1883 godine i dijagnosticirao kao miksom srca.
Pomnijom histoloskom analizom sacuvanog tumorskog tkiva potvrdena je ispravnost njegove dijagnoze te
ona predstavlja najstariji zabiljezeni slu¢aj miksoma srca. To je ujedno i prvi slucaj detekcije tog vrlo
rijetkog oblika primarnog tumora zalistaka arterije pulmonalis (203).

U pocetku su se miksomi srca dijagnosticirali tek nakon smrti pacijenta, a prva zabiljezena
dijagnoza na zivuéem pacijentu uspostavljena je pomocu angiokardiografije, 1951. godine, detekcijom
miksoma lijevog atrija (204). Zbog uobicajeno Sirokog spektra simptoma i nespecificnih op¢ih znakova
bolesti koji se manifestiraju kod pacijenata s miksomima srca, njihovom pravodobnom klini¢kom
dijagnosticiranju treba pristupiti s izrazitim oprezom. Pri tome je vrijednost uobicajenih klini¢kih pretraga

u dijagnozi miksoma srca ograni¢enog dometa. Ve¢ prije spomenuti laboratorijski nalazi preklapaju se sa



klinickom slikom infekcije, imunoloskih poremecaja i razli¢itih malignih oboljenja te sluze samo kao
potvrda opceprisutnih, konstitucijskih znakova bolesti. Elektrokardiografski (EKG) nalazi su obic¢no
nespecificni. Javljaju se kao sekundarna posljedica rasta tumorskog tkiva i s njim povezanim
poremecajima intrakardijalne hemodinamike. EKG nalazi Cesto ukazuju na atrijsku i ventrikularnu
hipertrofiju ili kardiomegaliju. Po nekim pokazateljima se u otprilike 33% pacijenata sa miksomom srca
dijagnosticira hipertrofija lijevog atrija (54, 62). Pacijenti s miksomom srca ¢esto imaju normalni sinusni
ritam, a za razliku od poremecaja u funkciji mitralnih zalistaka, vrlo rijetko se dijagnosticiraju znaci
atrijske fibrilacije (13, 14, 17, 54, 56, 63, 205-209). Kod dugotrajnog EKG pracenja pojedinih pacijenata
moze se takoder, ovisno o polozaju tumora, opaziti supraventrikularna (miksomi atrija) i ventrikularna
(miksomi ventrikula) aritmija (13, 14, 44, 210). Fizicki (auskultacijski) znaci miksoma srca odnosno
fonokardiografija (o kojima je bilo rije¢i u poglavlju o opstruktivnim znacima bolesti) mogu pruziti vazne
naznake o prisutnosti mobilnih intrakardijalnih masa.

Miksomi srca se poput ostalih intrakardijalnih (i perikardijalnih) tumorskih masa mogu s ve¢om
ili manjom specificnos¢u pouzdano dijagnosticirati u obliku abnormalnih nalaza postojecih vizualnih
pretraga torakalne Supljine i1 srCanog organa: rentgenografija, fluoroskopija, angiokardiografija,
ehokardiografija, kompjuterizirana tomografija (CT), magnetska rezonancija (MRI).
Specifi¢nost odabrane pretrage definirana je njenom moguénoSéu da prikaze: lokaciju, veli¢inu i
pokretljivost tumorskog tkiva, vrstu tumora (histoloska grada), morfolosko-funkcionalnu interakciju
tumora sa drugim strukturama srca (valvule, interatrijski septum, koronarne arterije i sl.) odnosno stupan;j,
tumorom uzrokovane, funkcionalne opstrukcije zahvaéenog organa (211). EKG nalaz, kao ni
rentgenografski nalazi, nisu presudni za uspostavljanje dijagnoze. lako se kod nekih pacijenata mogu
detektirati patoloski (ali obi¢no nespecifi¢ni) znaci mitralne stenoze, kongestije pluénih vena, plu¢ne
hipertenzije, hipertrofije zahvacenih src¢anih komora i opée kardiomegalije, u vecini sluc¢ajeva vidljiv je
normalan rentgenogram (5, 48, 51, 63, 212, 213). Rentgenografski snimci prsnog koSa nesto su
specifi¢niji kod miksoma desnog atrija kod kojih je doslo do kalcifikacije dijela tumorskog tkiva (48, 212,
213). Zbog toga se radiografski nalaz kalcifikacije tumorskog tkiva desnog srca treba prihvatiti kao jedna
od indikacija za uklju¢enje miksoma srca u diferencijalnu dijagnozu detektiranih intrakardijalnih masa.
Kalcificirani miksomi desnog atrija mogu se nesto bolje vizualizirati fluoroskopijom kod koje je moguca i
procjenja pokretljivosti tumorskog tkiva. Mikroskopski vidljive kalcifikacije tumorskog tkiva javljaju se s
znatno manjom ucestalo$¢u kod miksoma lijevog srca i obi¢no nisu dovoljno intenzivne da se uoce na
rendgenskim snimkama prsnog kosa (48, 212).

Neko vrijeme se za uspjesnu preoperativnu dijagnozu miksoma srca koristila kateterizacija i
angiografija (214, 215). No, razvoj novih vizualnih dijagnostickih metoda (ehokardiografija, CT, MR) s

vremenom je znatno umanjio njihov znacaj u dijagnosticiranju miksoma i drugih tumora srca.



Angiografija pruza tek indirektan i nespecifican vizualni prikaz prisutnih intrakardijalnih masa baziran na
otkrivanju defekta u rasprostranjenosti koriStenog kontrastnog sredstva ili radionuklida unutar sréanih
komora, aorte te plu¢nih i sr¢anih zila. Nadalje, uvodenje katetera povecava opasnost od fragmentacije
tumorskog tkiva i prisutnih hemoragijskih zarista te s tim povezenog nastanka embolije (13, 14).

Ehokardiografija je, od 1959. godine kada je prvi put upotrjebljena u tu svrhu, s vremenom
postala glavna metoda koja se rutinski koristi u klini¢koj praksi za dijagnosticiranje miksoma srca (216).
Primjenom dvodimenzionalne ehokardiografije postize se najbolja prostorna i vremenska rezolucija i
stjecu vrlo dobre anatomske i funkcionalne informacije vezane uz potencijalno prisutne intrakardijalne
tumorske tvorevine (211, 217). Najvaznije morfoloske karakteristike miksoma srca koje ga
ehokardiografski razlikuju od drugih intrakardijalnin masa predstavljaju uska peteljka, mobilnost i
plastiéna, deformabilna grada tumora (218- 220). Dvodimenzionalnom transtorakalnom
ehokardiografijom (TTE) mogu se sasvim pouzdano odrediti sve karakteristike miksoma srca bitne za
njegovo uspjesno kirurSko odstranjivanje. Jo§ veca specifi€nost (100%) i senzitivnost u odredivanju
lokalizacije, veli¢ine, mobilnosti, oblika te mjesta i nacina pri¢vr§¢enja tumorskog tkiva za endokarda srca
postize se primjenom transezofagealne (TEE) ehokardiografije (219-223). Uporabom TEE
ehokardiografije mogu se identificirati i ostale morfoloske karakteristike tumora kao §to su ciste,
kalcificirana i nekroti¢na zariSta te hemoragijska podrucja atrijskih miksoma (218, 219, 224-230). TEE
osim toga omogucava i nesmetanu vizualizaciju anatomskih struktura atrija i ventrikula, posebice desnog
atrija, posteriornog lijevog atrijskog zida i atrijskog septuma odnosno podrucja koja se ne mogu tako
dobro vizualizirati primjenom TTE ehokardiografije.

Osim toga primjenom TEE iskljucuje se i mogucnost postojanja biatrijskih i multifokalnih
tumorskih masa. Ehokardiografija pored ostalog predstavlja i optimalnu metodu vizualizacije malih
tumorskih masa (< 1 cm) i tumora s ishodistem u sr¢anim zaliscima. Primjenom TEE ehokardiografije
mogu uspjes$no detektirati i manje vegetacije i tumorske mase do veli¢ine od 1-3 mm (231).

Druga prednost ehokardiografije u detekciji miksoma srca bazira se na mogué¢nosti Dopplerom
posredovane vizualizacije intrakardijalnih hemodinamskih procesa. Takav dijagnosticki pristup pruza
mogucnost procjene ishodista i stupnja prisutne opstrukcije krvnog optoka i valvularne regurgitacije.
Nedostaci metode uklju¢uju mali kontrast mekih tkiva koji limitira procjenu infiltracije tumorskog tkiva
(bitnije kod malignih tumora srca) i njegovu sveobuhvatniju tkivnu karakterizaciju. Nadalje, uz ovu
metodu se rutinski ne Koriste intravenozna kontrastna sredstva. To limitira mogucnost procjene
prokrvljenosti prisutnih intrakardijalnin masa (primjerice dali je tumorsko tkivo miksoma prokrvljeno
ograncima krvnih Zila lijeve ili desne koronarne arterije) Sto ponekad moze dovesti do krive dijagnoze

(232-234).  Stoga neki autori kao bolju diferencijalno dijagnosticku metodu za sveobuhvatniju



karakterizaciju tkivne grade miksoma i drugih intrakardijalnih masa (osobito tromba) sugeriraju rutinsku
uporabu kontrastne ehokardiografije (234).

Kod pacijenata sa miksomom srca starijih od 40 godina, preporuca se uporaba angiografije
(koronarnu arteriografiju) kao dopunske metode s ciljem iskljucenja potencijalno prisutnih ozbiljnih
patoloskih poremecaja cirkulacije koronarnih arterija (okluzija tumorskim embolijama) (234-239). CT i
MRI predstavljaju novije dijagnosticke tehnike koje se mogu koristiti za neinvazivnu, visokorezolucijsku i
viSeslojnu vizualizaciju anatomskih struktura srca i potencijalno prisutnih intrakardijalnih masa cija
veli¢ina prelazi 0.5- 1 cm (218, 240-252). Medutim, ukoliko je dostupna metoda ehokardiografije (vidljiva
mobilna masa tumora, peteljkom prihvacena za tkivo endokarda), CT i MRI za detekciju miksoma nemaju
bitno vece prakti¢no znacenje te njihova dodatna primjena necée bitno utjecati na kirurski tretman pacijenta
(13, 211, 253). CT i MRI pruzaju dodatne informacije u slucajevima kad primjenom ehokardiografije
nismo u mogucénosti definirati tip tumora, njegovu preciznu lokaciju i meduodnos sa susjednim
strukturama srca (vizualizirati peteljku, odrediti margine tumorskog tkiva i iskljuciti njegovu infiltraciju u
okolno tkivo srca). Primjena MRI preferira se u odnosu na CT zbog vece preciznosti te metode u
vizualizaciji mjesta i na¢ina pri¢vr$éenja miksoma za tkivo endokarda (osobito u sluéaju vec¢ih tumora ili
miksoma koji su na viSe mjesta srasli sa tkivom endokarda) (212, 241-244). Uporabom MRI omoguéava
se 1 pouzdanija detekcija kemijskog mikrookoliSa tumorskog tkiva odnosno identifikacija solidnih,
tekucih, masnih i hemoragijskih podrucja tumora (245-247). MRI se takoder moze koristiti za
diferencijalno dijagnosticiranje miksoma u odnosu na potencijalno prisutni intrakardijalni sesilni i mobilni
tromb, a uz primjenu intravenoznog kontrasta MRI omogucava i prikaz vaskularizacije tumorskog tkiva
(211). Primjena MRI metode omogucava i procjenu intrakardijalnih hemodinamskih procesa (premda u
manjoj mjeri od ehokardiografije), funkcionalnu karakterizaciju ventrikula te detekciju obstrukcije
izlaznog i ulaznog sréanog trakta i valvularne regurgitacije. Prednosti i nedostaci CT metode nalaze se
negdje izmedu ehokardiografije i MRI metode (218, 240, 243, 248, 249, 252). Noviji CT aparati
posjeduje nesto slabiju prostornu rezoluciju u odnosu na ehokardiografiju (premda vecu od MRI), ali se
njihovom uporabom postize bolji kontrast mekih tkiva pa se mogu Koristiti za definitivnu karakterizaciju
masnih i kalcificiranih podrucja tumorskog tkiva miksoma (premda ne tako precizno kao primjenom MRI
metode) (211). Uporabom CT metode (kao i u slu¢aju MRI) moze se uz primjenu intravenoznog kontrasta

do¢i i do informacija o prokrvljenosti tumorskog tkiva miksoma srca.

Diferencijalna dijagnoza

S obzirom na navedeno preklapanje specificnih i op¢ih klinickih simptoma prisutnih kod

pacijenata sa miksomom srca potrebno je izvrsiti diferencijalnu dijagnozu miksoma u odnosu na druge



benigne i maligne primarne tumore srca te metastatske neoplazije dospjele u srce putem krvi i limfe (222,
223, 254-262). Takoder se treba izvrsiti diferencijalno dijagnosticiranje miksoma u odnosu na valvularnu
vegetaciju te potencijalnu prisutnost sesilnog i mobilnog intrakardijalnog tromba (232,234,249,250,263-
270).

PatohistoloSki prikaz miksoma srca

Miksomi srca su makroskopski i mikroskopski heterogene histoloske grade koja varira u odnosu
na mjesto lezije, klinicku sliku, dob i spol pacijenta (14, 211). Javljaju se kao bijele, sivo-bijele, zuckaste
ili smede tumorske tvorevine sa hemoragijskim podru¢jima tamnosmede ili crvene boje (14, 211).
Velic¢ina miksoma krece se u rasponu od manje od 1 cm pa cak do 15 cm (prosjek 5- 6 cm), a tezina im
varira od 2 do 250 g (14,47, 51, 211). Zabiljezen je i slucaj miksoma desnog atrija teSkog 450 g (271).
Mikroskopski gledano tkivo miksoma gradeno je od stelatnih ili izduzenih poligonalnih odnosno
polihedralnih (,,lepidi¢nih®) globularnih stanica uklopljenih u amorfni, rahli izvanstani¢ni miksoidni
matriks (1, 2, 19, 47, 272). Matriks tumorskog tkiva miksoma bogat je neutralnim i Kiselim
mukopolisaharidima odnosno proteoglikanima izgradenim od varijabilne proteinske jezgre na koju je
(ovisno o vrsti proteoglikana) kovalentno vezan jedan ili vise razliitih glikozaminoglikanskih lanaca (1).
Vise od 90% glikozaminoglikana u izvanstani¢cnom matriksu miksoma srca ¢ine hondroitin-6-sulfat,
hijaluronska kiselina i hondroitin-4-sulfat (1, 10, 47, 273). Promatrane svjetlosnim mikroskopom
tumorske stanice miksoma sadrze ovalnu jezgru (sa fino rasprSenim do vezikularno granuliranim
kromatinom), manju koli¢inu izrazito eozinofilne citoplazme i neuocljivu stanicnu membranu. Mogu
sadrzavati jednu ili vise (3- 9) jezgara (1, 10, 14). Mitoze u vecini sluCajeva nisu registrirane, a
primije¢ena su i manja podru¢ja atipi¢nih stanica. Stanice tumora javljaju se pojedinacno razasute u
miksoidnom matriksu, rasporedene u manjim paralelnim nakupinama, ili kra¢im trakama sincicija (1, 14,
17,47, 48, 135, 211, 274).

Tumorske stanice miksoma, takoder tvore razli¢ite vaziformne prstenaste te tubularne strukture ili
viseslojno okruzuju manje krvne zile ispunjene limfocitima (1, 14, 211). Krvne zile unutar miksoma su
tanke stjenke i nemaju pericite, a susre¢u se i kavernozni vaskularni prostori ispunjeni krvlju ili
proteinskim sadrzajem (211). Baza i peteljka miksoma sadrze brojne arterije i vene, debljih miSicinih
stijenki, koje potje¢u iz subendokarda (47). Okolni slabo bazofilni, afibrilarni mukoidni matriks osim
proteoglikana sadrzi elastinska i kolagenska vlakna i depozite hemosiderina (razasuti unutar strome ili
smjestene u histocitima i tumorskim stanicama miksoma) (47). Osim tumorskih stanica miksoma unutar
matriksa nalaze se uklopljene glatke miSi¢ne stanice, fibroblasti, histiociti, razli¢it broj krvnih stanica

(makrofagi, dendriti¢ne stanice, limfociti, plazma stanice, granulociti, mastociti, eritrociti), a zamijecene



su i multipotentne mezenhimske stanice u razli¢itim fazama diferencijacije (47, 211). Matriks tumora boji
se slabo pozitivno sa PAS (periodic acid Schiff) metodom te znatno intenzivnije pomocu alcian blue te
Soutgate mucikarminom, Haleovom koloidalnom otopinom zeljeza i metakromatski sa toluidin blue
metodom (47, 275-277). Bojanje alcian blue metodom ponekad nije moguce nakon prethodnog tretmana
hijaluronidazom. To je ujedno jo$ jedan od pokazatelja prisustva kiselih mukopolisaharida odnosno
hondroitin sulfata. U tumorskom tkivu miksoma nadene su i razlicite, za to tkivo neuobicajene stanice,
poput epitelnih stanica organiziranih u acinarne strukture, hondrociti i osteoblasti. PovrS§ina tumora
pokazuje izrazitiju kolagenizaciju u odnosu na druge dijelove tumora, a pokrivena je dijelom (obi¢no
jednoslojnim) poligonalnim stanicama, a dijelom i endotelnim stanicama koje formiraju manje,
abnormalne vaskularne invaginacije u unutrasnjost miksoma (1, 47).

Premda su stani¢ne i izvanstani¢ne komponente i vaskularizacija svih miksoma srca u osnovi
sli¢ni, njihov brojc¢ani udio i raspored moze biti izrazito varijabilan, ne samo izmedu tumora izoliranih iz
razliCitih pacijenata ve¢ i unutar pojedinih podrucja istog miksoma (1, 47).

Miksomi srca ponekad sadrze ciste, nekrotiéna podrucja, fibroze, Gamna-Gandy tjelesca
(calcificirana degeneracija sideroti¢nih kolagenskih vlakana i hemosiderinom bogati makrofagi locirani na
mjestima prijasnjih hemoragijskih Zarista) i zariSta ekstramedularne hematopoeze (7%) (1, 48, 211, 275-
280).

Premda neki miksomi imaju izrazita makroskopski vidljiva hemoragijska podrucja, mikroskopska
hemoragijska Zarista su gotovo univerzalna karakteristika kirurski uklonjenih miksoma srca, a nadena su i
u viSe od polovine autopsijom izuzetih tumora (1, 47) U vise od 10% sluCajeva zabiljezene su i
kalcifikacije (CeS¢e kod miksoma desnog atrija) koje su ponekad mjestimice popracene i formiranjem
metaplasti¢ne kosti (1-3, 14, 19, 47, 63, 211). U 2% slucajeva zabiljezenio je 1 prisustvo
zlijezdastih/glandularnih tvorevina sa dobro definiranim cilindricnim epitelom (vazno za diferencijalno

dijagnosti¢ko isklju¢enje adeniokarcinoma) (1-3, 14, 19, 47, 63, 211).

Makroskopski gledano miksomi srca mogu se podijeliti u dvije glavne skupine (1, 6, 14, 17).
Prevladavaju pedunkulirani, okrugli ili ovalni tumori glatke ili blago lobulirane povrS§ine s kratkom
peteljkom koja je Sirokom bazom prihvaéena za endokard atrijskog zida (1, 14, 17, 47). Sesilni miksomi
srca su vrlo rijetko zastupljeni. U manjem broju slu¢ajeva miksomi srca su vilozne ili papilarne strukture
sa brojnim tanjim ili debljim izdancima (1, 14, 17, 47).

Polipoidni miksomi su obi¢no kompaktni, solidni tumori s malom tendencijom spontane
fragmentacije (1, 14).

Nasuprot tome brojni izdanci viloznih ili papilarnih miksoma su mekane, krhke, Zelatinozne
strukture sklone fragmentaciji, eroziji i embolizaciji (1, 6, 9). Kod papilarni tumora ¢esto dolazi do pojave

povrsinskih hemoragijskih ZariSta i nakupljanja krvnih ugrusaka izmedu njihovih brojnih izdanaka dok su



kod solidnih pedunkuliranih tumora ucestalija interna hemoragijska zarista (17). Papilarni tumori takoder
pokazuju odsustvo povrsinske kolagenizacije matriksa u odnosu na pedunkularne miksome srca.

Ova dva tipa makroskopske grade miksoma srca razlikuju se i po svojoj klini¢koj prezentaciji (1, 6, 237).

Terapija

Kirursko uklanjanje tumorskog tkiva je trenutno jedina postojec¢a opcija za ucinkovitu terapiju
miksoma srca. Operacija se treba izvr$iti ¢im prije nakon uspostavljanja dijagnoze zbog opasnosti od
pojave embolizacije, valvularne insuficijencije i iznenadne smrti pacijenta (8-10% slucajeva nakon
uspostavljene dijagnoze) (281, 282). Prethodno treba ehokardiografski pregledati sve komore srca kako bi
se iskljucilo postojanje multicentricnih neoplazija.  Tumor se uklanja pri sr€anom arestu uz
kardiopulmonarnu premosnicu (engl. bypass). Kod miksoma lijevog atrija potrebno je ukloniti
cijelokupno tumorsko tkivo zajedno sa odredenom marginom zdravog tkiva (5 mm) okolnog endokarda
(korijen peteljke tumora, i ako je moguce sve slojeve prilezeCeg dijela interatrijskog septuma odnosno
fossae ovalis s potencijalno prisutnim predtumorskim stanicama). Tijekom operativnog postupka
preporuc¢a se minimalna manipulacija i oprezno postupanje sa tumorom da se izbjegne intraoperativna
fragmentacija i diseminacija tumorskog tkiva i/ili hemoragijskog tromba sa povrSine miksoma. U slucaju
miksoma desnog atrija direktna kanulacija donje Suplje vene sprjecava fragmentaciju tumorskog tkiva. No
ukoliko to iz nekog razloga nije moguce, kanulacija donje Suplje vene se izvodi preko femoralne vene.
Kod tumora sa Sirom bazom prianjanja uz tkivo endokarda potrebno je izvrsiti kirurSku resekciju svih
slojeva septuma, a kod miksoma proizaslih iz atrijskog zida kirurSki se uz mjesto prianjanja uklanja i 5
mm margine zdravog tkiva endokarda i susjednog miokarda (211). Nakon kirurske resekcije tumora
preporucljivo je izvrSiti irigaciju zahvacenih sréanih komora fizioloskom otopinom natrijevog klorida
kako bi se isprali ostaci tumorskog tkiva. U slu¢aju mehanickog ostecenja ili infiltracije tumora u strukture
atrioventrikularnih zalistaka potrebno je izvrsiti njihovu kirursku korekciju (anuloplastiku) ili zamjenu sa
prostetickim zaliscima. Dugoro¢na prognoza nakon kirurSkog uklanjanja tumora je izuzetno dobra a

zabiljezena stopa post-operativnog mortaliteta iznosi 0- 3%.

Komplikacije nakon kirurske resekcije i razvoj alternativnog tretmana

Premda kirurS§ko uklanjanje miksoma srca u veéini sluCajeva sprijeCava ponovnu pojavu
neoplazije, smanjuje stopu mortaliteta i rezultira dobrom dugoroénom prognozom kod odredenih
pacijenata nije moguce njihovo potpuno kirur§ko uklanjanje. Registrirani su takoder i brojni slucajevi

postoperativnih komplikacija poput prolaznih ishemijskih udara sa perzistentnim neuroloskim deficitom,



supraventrikularne aritmije, poremecaji atrioventrikularne provodljivosti, infarkt miokarda, respiratorne
komplikacije i tamponade srca (17, 19, 283-286). Da bi se izbjegli rizi¢ni operacijski postupci i
postoperacijske komplikacije potrebno je razviti alternativne pristupe u terapiji miksoma srca.

Unato¢ brojnim imunohistokemijskim i molekularnim studijama mehanizmi tumorigeneze
miksoma srca i dalje su poprilicno nepoznati (1). Zbog toga se treba detaljno upoznati sa biolosSkom
pozadinom njihovog nastanka kako bi se rasvijetlili svi patofizioloski Cimbenici te otkrili glavni

molekularni biljezi i potencijalni ciljevi farmakoloske terapije.



4. HIPOTEZA

Promjene u transkripciji i proteinskoj ekspresiji tirozin Kkinaznih receptora epidermalnog

¢imbenika rasta ukljucene su u nastanak i razvoj sporadi¢nih miksoma srca.

5. OPCI CILJEVI RADA

Stani¢na signalizacija posredovana tirozin kinaznim receptorima epidermalnog ¢imbenika rasta
ima vaznu ulogu u razvoju srca, normalnom funkcioniranju miokarda i kardiovaskularnog sustava te

odgovoru sr¢anog misica na razliCite fizioloske i patofizioloske ¢imbenike.

Osim toga centralna uloga pojedinih komponenti EGFR/ErbB/HER signalnog puta u nastanku i
razvoju velikog broja solidnih tumora, njihova dostupnost ekstracelularnog manipulaciji i detaljno
poznavanje biokemijskih procesa u koje su ukljuceni ¢ini ih vaznim ciljem za farmakolosku intervenciju
kao §to je to primjerice slu¢aj za Herceptin® - humaniziranog protutijelo za ErbB2, koje se koristi u

terapiji pacijenata s odgovarajuc¢im stani¢nim genotipom tumora dojke.

No osim studija koje se bave kardiotoksi¢nim uc¢inkom inhibitora ovog signalnog puta malo toga
se zna o ulozi tirozin kinaznih receptora epidermalnog ¢imbenika rasta u nastanku i razvoju primarnih

tumora srca,posebice sporadi¢nih miksoma srca.

Cilj ovdje prezentiranog istrazivanja bio je utvrditi postoji li razlika u transkripciji i proteinskoj
ekspresiji tirozin kinaznih receptora: EGFR1/c-erbB1, c-erbB2, c-erbB3 i c-erbB4 u tkivu sporadi¢nih
miksoma srca i normalnog miokarda te time indicirati ima li smanjena ili prekomjerna ekspresija kojih od

njih ulogu u samom nastanku miksoma srca.



6. ISPITANICI | METODE

Ispitanici

U studiju je ukupno uklju¢eno 36 pacijenata sa sporadi¢nim miksomom srca. Populacija
pacijenata sastojala se od 27 (75%) Zena i 9 (25%) muskaraca. Srednja dob pacijenata iznosila je 63
godine (raspon 34- 87 godina). Kod svi ispitanika uklju¢enih u studiju dijagnosticiran je sporadi¢ni
miksom srca. Sve tumorske lezije locirane su u lijevom atriju.

Parafinski blokovi (n= 24) tumorskog tkiva (engl. formalin-fixed and paraffin embeded, FFPE)
pacijenata sa sporadi¢nim miksomom srca dijagnosticiranih i tretiranih u periodu 2002- 2012 na Odjelu za
Kardijalnu kirurgiju, KBC Zagreb, prikupljeni su iz arhive Odjela za Patologiju, KBC Zagreb i
upotrijebljeni za imunohistokemijsku analizu.

Nadalje 12 uzoraka svjeze smrznutog tumorskog tkiva sporadi¢nih miksoma srca upotrijebljenih
za gRT-PCR analizu prikupljeno je na Department of Cardiovascular Surgery and Transplantology and the
Department of Clinical Biochemistry, Institute of Cardiology, Jagiellonian University, School of Medi-
cine, Krakow, Poland.

Svjeze smrznuti uzorci tkiva lijevog atrija (n= 4) dobiveni od pacijenata podvrgnutih
transplantaciji srca na Klinici za Kardijalnu kirurgiju, KBC Zagreb, upotrijebljeni su kao kontrolni uzorci
za gRT-PCR analizu.

Studija je provedena u skladu sa Helsinskom Deklaracijom, a istrazivacki protokol upotijebljen u
studiji odobren je od strane nadleznog Etickog odbora. Potpisani informirani pristanak pribavljen je od

svih pacijenata ukljucenih u studiju.

Imunohistokemija

Parafinski blokovi tumorskog tkiva izrezani su u rezove od 4 mikrometra i preneseni na silanom
oblozena predmetna stakalca. Tako dobiveni preparati tretirani su modifikacijom streptavidin-biotin

imunohistokemijske metode.

Imunohistokemijska reakcija za c-erbB2 provedena je uporabom HercepTest™ (Dako, Code
K5204) slijede¢i upute proizvodaca. Ukratko, tkivni rezovi debljine 4 um podvrgnuti su toplinskom
razotkrivanju epitopa Dako Epitope Retrieval Solution) u trajanju od 40 minuta na 98°C koriStenjem
“IHC-TekTM Epitope Retrieval Steamer Set” (IHCWORLD) uredaja, inkubirani s otopinom za
blokiranje peroksidaza nakon koje je uslijedila inkubacija sa primarnim zec¢jim HER2 protutijelom kroz
30 minuta na sobnoj temperaturi. Vezivanje primarnog protutijela vizualizirano je inkubacijom preparata

uporabom reagensa “DAKO Visualization Reagent”. Kao pozitivna kontrola kori$teni su preparati sa tri



stanicne linije tumora dojke (HerceptTest kit) s intenzitetom obojenja od: 0, 1+ i 3+. Negativna kontrola
dobivena je supstitucijom primarnog protutijela sa reagensom za razrjedivanje protutijela.

Pozitivnom reakcijom ekspresije HER2 smatrana je izrazena membranska obojenost preparata.
Ostale imunohistokemijske reakcije provedene su kako slijedi.

Preparati su zagrijani na 60°C kroz 60 minuta, deparafinizirani u ksilenu | rehidrirani u serijskom
razrijedenu alkohola. Blokiranje endogeno prisutnih peroksidaza provedeno je inkubacijom preparata u
0,3% otopini hidrogen peroksida u dH2O kroz 15 minuta. Preparati su zatim rehidrirani i isprani u otopini
PBS-a (engl. Phosphat buffer saline), pH 7,4, kroz 15 minuta. Preparati su zatim inkubirani u otopini
“THC-TekTM Epitope Retreival Solution”, a razotkrivanje antigena provedeno je uporabom IHC-TekTM
Epitope Retrieval Steamer Set (IHCWORLD) uredaja. Preparati su zatim “blokirani” kroz 15 minuta
uporabom 10% normalnog kozjeg seruma u otopini 1% govedeg serumskog albumina. Nakon toga
uslijedilo je dekantiranje “blokiraju¢e” otopine i inkubacija preparata sa odgovaraju¢im primarnim
protutijelom (c-erbB1, 1:50, mi§ji monoklonalni, Dako, Clone E30 Code-Nr. M 7239; c-erbB3, 1:50, misji
monoklonalni, Dako, Code M7297; c-erbB4, 1:50, ze¢ji poliklonalni, Santa Cruz, Cat. no. ErbB-4 (C-18)
sc-283) u otopini PBS-a sa 1% govedeg serumskog albumina kroz 30 minuta n sobnoj temperaturi.
Preparati su zatim isprani uporabom PBS-a sa 1% Tween 20 detergentom kroz 10 minuta. Nakon
dodatnog ispiranja sa PBS-om preparati su inkubirani u otopini Biotinylated link universal (Dako, Cat.
K0690) reagensa kroz 30 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon slijedeceg ispiranja u PBSu preparati su
inkubirani u Streptavidin-HRP (Dako, Cat. K0690) tercijarnom reagensu kroz 30 minuta na sobnoj
temperaturi. Nakon toga uslijedilo je dodatno ispiranje u PBSu i inkubacija preparata u DAB kromogenu i
supstratnom puferu (Dako, Cat. KO960 and K0690) kroz 5 minuta na sobnoj temperaturi, bojanje sa
hematoksilinom (pozitivna plava reakcija u jezgri), dehidracija u serijskom razrijedeniju alkohola,
tretiranje ksilenom i uklapanje pokrovnice sa histomauntom (Invitrogen). Pozitivna reakcija vidljiva je kao
crvenkasto odnosno smede obojenje preparata.

Imunoreaktivnost za c-erbB2 odredeno je u skladu s instrukcijama HerceptTest™ priru¢nika: 0 i
+1 reakcija smatraju se negativhom za prekomjernu ekspresiju HER2, 2+ slabo pozitivnom reakcijom, a
3+ jako pozitivnom reakcijom prekomjerne ekspresije HER2. Da bi se imunoreakcija okarakterizirala kao
2+ potrebno je uociti kompletno bojanje membrana ili viSe od 10% tumorskih stanica umjerenog
intenziteta obojenja.

Imunoreaktivnost za c-erbB1, c-erbB3 i c-erbB4 interpretirana je na osnovu postotka i intenziteta
obojenja koristenjem slijedece skale: - (nema obojenja), + (blago obojenje), ++ (umjereno obojenje) te
+++ (intenzivno obojenje). Sve imunohistokemijske analize interpretirane su od strane dva neovsna

patologa a njihov zbirni nalaz prikazan je u Tablici 1.



Izolacija RNA

Ukupna RNA izolirana je iz uzoraka sporadi¢nih miksoma srca (n= 12) i kontrolnih uzoraka
lijevog atrija (n= 4) uporabom TissueRuptor (Qiagen) i TRI Reagent™ (Thermo Fisher Scientific;
Ambion) otopine slijedeci upute proizvodaca. Ukratko 100 mg tumorskog tkiva homogenizirano je u 1mL
TRI Reagent™ (Thermo Fisher Scientific; Ambion) otopine te inkubirano na sobnoj temperaturi kroz 5
minuta. Nakon toga u tubice s homogeniziranim tkivom dodano je 100 mikrolitara bromklorpropana
(BCP), uzorak je dobro promijesan te inkubiran na sobnoj temperaturi kroz 15 minuta. Nakon toga slijedi
centrifugiranje uzoraka na 12 000 x g na 4°C. Po zavrietku centrifugiranja gornja vodena faza prenesena
je u novu tubicu uz dodatak 500 mikrolitara izopropanola. Nakon inkubacije kroz 15 minuta na sobnoj
temperaturi uzorci su ponovo centrifugirani na 12 000 x g, odbacen je supernatant a talog inkubiran u 75%
etanolu. Nakon centrifugiranja na 7 500 x g odbacen je supernatant a RNA talog osusen na zraku. Slijedi
dodavanje TE pufrea, otapanje uzorka te mijerenje koncentracije i kvalitete (omjer apsorbancije na
260/280 nanometara) ukupne RNA uporabom NanoDrop™ spektrofotometra ((Thermo Fisher Scientific).

Nakon toga, po 1 mikrogram izolirane ukupne RNA iz svakog uzorka prepisan je u cDNA (copy
DNA) upotrebom SuperScript III (Invitrogen) reagensa koriStenjem nasumi¢nih heksamera (Invitrogen),
slijede¢i upute proizvodaca. Ukratko, u tubicu s 1 mikrogramom RNA dodano je 250 nanograma
nasumic¢nih heksamera, 1 mikrolitar 10mM dNTP miksa (10 mM : dATP, dGTP, dCTP i dTTP, neutralni
pH) uz dodatak destilirane H,O do ukupnog volumena od 13 mikrolitara. Potom slijedi inkubacija na 65°C
kroz najmanje 1 minutu. Nakon toga se u tubicu dodaje 4 ul 5X First-Strand Buffer, 1 ul 0.1 M DTT,1 ul
RNaseOUT™ Recombinant RNase Inhibitor (Cat. no. 10777-019, 40 jedinica/ul) i 1 pl SuperScript™ III
RT (200 jedinica/pl) enzima i izvr$i inkubacija 5 minuta na 25°C. Potom slijedi inkubacija 30minuta na
50°C te zavr$no inaktivacija reakcije 15 minuta na 70°C. Tako dobivena ¢cDNA moze se dalje koristiti

kao kalup za qRT-PCR (kvantitativna lan¢ana reakcija polimerazom) reakciju.
gRT-PCR analiza

Za kvantifikaciju ekspresije c-erbB1, c-erbB2, c-erbB3 i c-erbB4 gena koristene je tzv. ,,one step*
RT-PCR reakcija uporabom SYBR Premix EX Taqg (Tli RNaseH Plus, Takara) i qRT-PCR Master Mix-a
(Takara) uz koristenje Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System-a (Termofisher Scientific,
Applied Biosystems). Reakcija je provedena u opti¢kim reakcijskim plo¢ama s 96 jazica prekrivenim
optickom adhezivnom trakom (Applied Biosystems). U svakoj 25 mikrolitarskoj reakcijskoj mjeSavini
nalazilo se 1 pul ¢cDNA (reakcijski produkt SuperScript III First-Strand Synthesis System-a), 2,5 ul
pocetnica, 12,5 pl 2x SYBR Premix EX Taq (Tli RNaseH Plus) QRT-Master Mix-a, 0,5 ul ROX
Reference Dye II (50x) i 8,5 ul ddH,O bez prisustva RNA-za. Parametri gRT-PCR ciklusa su kao §to



slijedi: 95°C 30 sekundi te 40 ciklusa: 94°C 5 sekundi, 55°C 30 sekundi i 72°C 35 sekundi. Svaka qRT-
PCR reakcija izvedena je u ftriplikatu za sve analizirane gene. U reakciji su koriSteni slijedece
komercijalne gRT-PCR pocetnice: Hs EGFR 1 SG QuantiTect Primer Assay QT00085701;
Hs_ERBB2_1 SG QuantiTect Primer Assay QT00060746;; Hs ERBB3_1 SG QuantiTect Primer Assay
QT00019831; Hs_ERBB4_1 SG QuantiTect Primer Assay QT00066787; GAPDH QuantiTect Primer
assay QT00079247. Sve navedene komercijalne pocetnice proizvod su tvrtke QIAGEN. Specifi¢nost

svake qRT-PCR reakcije verificirana je metodom ,,melting curve* analize.
Statisticka analiza podataka

Kalibracija izmedu a rezultata pojedinih mikrotitarskih ploca, kvantifikacija ekspresije i statisticka
analiza ekspresijske razine svakog od analiziranih gena normaliziranih u odnosu na ekspresijsku razinu
GAPDG (endogena kontrola) izvrSena je uporabom qBase+ (Biogazelle) softvera za kvantitativnu analizu

gRT-PCR podataka (287).



7. REZULTATI
Immunohistokemijska analiza

Od ukupno 24 imunohistokemijski analizirana parafinska bloka tkivnih uzoraka sporadi¢nih
miksoma srca njih 20 (83,33%) kirurski je uklonjeno iz zenskih a 4 (16,66%) iz muskih pacijenata.
Prosjecna dob pacijenata iznosila je 63 godine, a raspon godina kretao se od 41 do 87 godina Zivota.
Prema instrukcijama opisanim u bro$uri za pravilno provodenje HercepTest' ™ testa (Dako) svi analizirani
uzorci sporadi¢nih miksoma srca bili su imunohistokemijski negativni na ekspresiju c-erbB2 gena.
Imunohistokemijska reakcija za c-erbB1 bila je negativna u 8 (33,35%) od ukupno 24 ispitana sporadi¢na
miksoma srca (Tablica 1). Medu tih 8 uzoraka, 5 uzoraka se takoder pokazalo negativnima na ekspresiju
c-erbB3 gena , a tri uzorka iskazalo je negativnu reakciju na ekspresiju c-erbB4 gena. Nadalje 4 uzorka
miksoma srca negativnih za c-erbB4 su se takoder pokazali negativnima za ekspresiju c-erbB3, a tri za
ekspresiju c-erbB1 odnosno kao negativni za ekspresiju za sva Cetiri ispitivana EGFR gena (Tablica 1).
NajizraZenija imunohistokemijska reakcija opaZzena je za c-erbB4 protein rezultirajuéi intenzivno (obojane
miksomske stanice, multinuklearne i stelatne- izduZzene poligonalne odnosno polihedralne /engl. lepidic
cells/ globularne stanice prisutne pojedina¢no ili organizirane u male nakupine ili vaziformne agregacije),
i difuzno obojenom citoplazmom i jezgrom stanica (slika 1).

Imunohistokemijska reakcija na c-erbB3 i c-erbB1/EGFRI je znatno varijabilnija rezultirajuci
uglavnom blagim te u manjoj mjeri i umjerenim intenzitetom obojenja.

Bojanje s c-erbB1/EGFR1 rezultiralo je s najslabijom, veéinom blagom i difuznom
citoplazmatskom reakcijom, uglavnom u stanicama organiziranim oko vaskularnih i perivaskularnih
prostoran dok je umjerena imunohistokemijska reakcija opazena u kardiomiocitima prisutnima u tkivnom
rezu (Slika 2).

Za c-erbB3, u vecini slucajeva opazeno je difuzno citoplazmatsko obojenje (slika 3). Nadalje, kod
svih imunohistokemijski pozitivnih uzoraka tumorskog tkiva rutinski su opazeni i pozitivho obojane
nakupine limfocita i histiocita razbacanih uzduz strome tumora. Pored toga, stanice kardiomiocita prisutne
u pojedinim rezovima tumorskog tkiva pokazale su pozitivhu imunohistokemijsku reakciju na sva Cetiri
ispitivana EGFR proteina (c-etrbB1/EGFRL1, c-erbB2, c-erbB3 i c-erbB4) uz najjace izrazenu reakciju na
c-erbB4 protutijelo (slika 1 i slika 2).



Tablica 1. Rezultati imunohistokemijske reakcije za sva Cetiri EGFR proteinska produkta
(c-etrbB1/EGFR1, c-erbB2, c-erbB3 i c-erbB4) u analiziranim uzorcima tumorskog tkiva

sporadi¢nih miksoma srca.

Uzorak Lokacija tumora Spol pacijenta Dob pacijenta c-erbB1 c-erbB2 c-erbB3 c-erbB4
1 Lijevi atrij f 58 0 0 + 4
2 Lijevi atrij f 65 + o +++ ++4+
3 Lijevi atrij f 87 ++ o ++ +++
4 Lijevi atrij f 59 ++ 0 ++ +++
5 Lijevi atrij f 63 + 0 ++ 4
6 Lijevi atrij f 62 + 0 ++ +++
7 Lijevi atrij f 42 0 0 + +++
8 Lijevi atrij f 41 0 0 0 0
9 Lijevi atrij f 66 0 0 0 +++
10 Lijevi atrij f 67 + 0 ++ +++
11 Lijevi atrij f 77 ++ 0 ++ +++
12 Lijevi atrij f 53 + 0 + +++
13 Lijevi atrij f 64 + 0 0 0
14 Lijevi atrij m 50 0 0 + +4++
15 Lijevi atrij f 65 + 0 + +++
16 Lijevi atrij f 48 ++ 0 ++ +++
17 Lijevi atrij f 81 0 1] 1] 0
18 Lijevi atrij m 53 + 0 + 4+
19 Lijevi atrij m 67 0 0 0 0
20 Lijevi atrij m 73 + 0 + 4+
21 Lijevi atrij f 61 +++ 0 ++ 4+
22 Lijevi atrij f 74 + 0 0 4+
23 Lijevi atrij f 78 ++ o ++ ++

24 Lijevi atrij f 59 1] 0 0 +



Slika 1. Imunohistokemijska reakcija na c-erbB4/HERA4. Prikazane su difuzno obojane c-erbB4- pozitivne
tumorske stanice miksoma organizirane uz vaskularne/ perivaskularne regije tumora (x100). Prisutni

kardiomiociti u gornjem desnom kutu slike takoder pokazuju intenzivno difuzno citoplazmatsko

obojenje (x100).

Slika 2. Imunohistokemijska reakcija na c-erbB1/EGFR1. Prisutni kardiomiociti pokazuju umjereno

izrazeno difuzno citoplazmatsko obojenje (x100).

Slika 3. Imunohistokemijska reakcija na c-erbB3. Prikazane su c-erbB3-pozitivne tumorske stanice
sporadi¢nog miksoma srca organizirane u prstenaste strukture oko vaskularnih/ perivaskularnih prostora

te uklopljene u miksoidni matriks tumora (x100).



gRT-PCR analiza genske ekspresije

gRT-PCR analiza transkripcijske razine EGFR gena izvrSena je na 12 svjeze smrznutih uzoraka
sporadi¢nih miksoma srca. Skupina pacijenata obuhvacala je 7 (58,33%) zena i 5 (41,66%) muskaraca.
Srednja dob pacijenata iznosila je 63 godine s rasponom od 34 do 87 godina Zivota.

Kao kontrolni uzorci koriStena su 4 tkivna uzorka desnog atrija pacijenata podvrgnutih
transplantaciji srca ( Zene/ muskarci 1:1, srednja dob 40,5, raspon godina 18- 63 godine zivota).

Nasuprot nalazima imunohistokemijske reakcije, metodom qRT-PCR-a detektirana je ekspresija
mRNA sva Cetiri pripadnika EGFR receptorske obitelji (c-etrbB1/EGFR1, c-erbB2, c-erbB3 i c-erbB4).
Ipak, samo u slucaju c-erbB4 detektirana je statisticki znacajna (p= 0,01758; nespareni, dvodirekcijski
Mann-Whitney test) razlika rezultiraju¢i smanjenom razinom transkripcijskog produkta (mRNA) u odnosu
na kontrolno tkivo lijevog atrija (slika 4).

Nadalje, usporedbom transkripcijske razine c-etrbB1/EGFR1, c-erbB2, c-erbB3 i c-erbB4
statisticki signifikantna i k tome pozitivna korelacija (r=0.721, p=0.01304, Spermanov korelacijski test)
utvrdena je samo izmedu c-erbB3/HER3 i c-rbB2/HER2 gena.
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Slika 4. Relativna kvantifikacija transkripcijske ekspresije c-erbB1/EGFR1, c-rbB2/HER2, c-erB3/HER3

i c-erb4/HER4 gena u odnosu na transkripcijske vrijednosti kontrolnog tkiva lijevog atrija.



8. RASPRAVA

U ovom radu ispitan je ekspresijski obrazac EGFR1/c-erbB1, c-erbB2/HER2, c-erbB3/HER3 i
c-erbB4/HER4 u stanicama sporadi¢nog miksoma srca podrijetlom iz lijevog atrija na proteinskoj i mRNA
razini kako bi se stekao bolji uvid u patofizioloske mehanizme odgovorne za etiologiju i progresiju

miksoma srca te eventualno prosirio njihov trenutno ograniceni biomarkerski repertoar (1).

Tirozin kinazni receptori epidermalnog ¢imbenika rasta izraZzeni su u brojnim tkivima poput
epitelnog, mezenhimskog i neuralnog tkiva, te imaju vaznu ulogu u regulaciji stani¢nog rasta, migracije,
diferencijacije i proliferacije, ne samo tijekom embriogeneze i fetalnog razvoja, nego i u postnatalnom

periodu te odrZzavanju homeostatske strukture tkiva u odraslom stadiju zivota (288-290).

U zadnjih nekoliko desetlje¢a utvrdeno je da se i prekomjerna ekspresija i mutacijska inaktivacija
ovih receptora i njihovih liganda nalazi u pozadini inicijacije i daljnjeg razvoja brojnih kancerogenih
stanja $to je s vremenom dovelo i do razvoja specificne ciljane terapije kao $to je to primjerice slucaj za
Herceptin® - humanizirano protutijelo za ErbB2, koje se koristi u terapiji pacijenata s odgovarajué¢im

stani¢nim genotipom tumora dojke (291-295).

Brojna istrazivanja takoder pokazuju da EGFR signalni putovi imaju vaznu ulogu u razvoju i
normalnom funkcioniranju srca, te prevenciji kardiomiopatija (296-304). Nasuprot tome, ekspresijska

razina ovih proteina u sréanom misi¢u nedovoljno je proucena.

Ekspresijska analiza EGFR1/c-erbBl1, c-erbB2/HER2, c-erbB3/HER3 i c-erbB4/HER4 u
primarnim neonatalnim miocitima $takora utvrdila je postojanje ekspresije epidermalnog ¢imbenika rasta
(EGF) i mRNA transkripata EGFR1/c-erbB1/HER1, c-erbB2/HER2, i c-erbB4/HER4 gena, dok je nivo
c-erbB3/HER3 transkripcije bila ispod detekcijske razine gRT-PCR-a (304).

Icli i suradnici detektirali su lokalizacija c-erbB4/HER4 u jezgrama S$takorskih kardiomiocita
(305). Nadalje, Fusch i suradnici su imunohistokemijskom metodom (HercepTest™, Dako) detektirali
slabi membranski signal za c-erbB2/HER2 u manjem dijelu analiziranih bioptata humanog miokarda
(hipertrofija n= 4, fibroza n= 2) dok je u bioptatima pacijenata sa dijagnozom ozbiljne kardiomiopatije ili
zatajenjem srca utvrden blagi citoplazmatski signal na c-erbB4/HER4 protijelo (NeoMarkers) u svim
(n= 60) analiziranim uzorcima (303). No s obzirom da nisu analizirali ekspresijsku razinu c-erbB2/HER2
i c-erbB4/HER4 nije jasno je li navedeni ekspresijski obrasca posljedica patoloSkih promjena ili stvarna

karakteristika miokarda (303).



Rohrbach i suradnici su takoder detektirali smanjenu ekspresiju c-erbB2/HER2 i c-erbB4/HER4 u
patoloski promijenjenom tkivu humanog miokarda (306). Nasuprot njima Uray i suradnici detektirali su
povecanu ekspresiju c-erbB2/HER2 i c-erbB4/HER4 kod pacijenata s ishemijskom i neishemijskom
kardiomiopatijom odnosno ugradenim LVAD (engl. left ventricular assist device) (307). Do istih rezultata
dosli su i Doggen i suradnici pokazavsi aktivaciju c-erbB2/HER2 i c-erbB4/HERA4 receptora tijekom
razvoja tzv. ,,pacing-induced* kardiomiopatije (308).

Nadalje, Geng i suradnici su nedavno objavili smanjenu transkripcijsku razinu (MRNA)
EGFR1/c-erbB1/HER1 u odraslim u odnosu na fetalne humane kardiomiocite te poveéanu ekspresiju
EGFR1/c-erbB1/HERL i smanjenu ekspresiju c-erbB3/HER3 i c-erbB4/HER4 za vrijeme fetalnog razvoja
srca u drugom trimestru trudnoce, indicirajuci time njihovu ulogu u diferencijaciji, sazrijevanju i
proliferaciji kardiomiocita (297). Poznato je takoder i da poveCana ekspresija c-erbB2/HER2 u
neonatalnim, juvenilnim i zrelim, odraslim kardiomiocitima dovodi do kardiomegalije karakterizirane s
intenzivnom hipertrofijom te dediferencijacijom i proliferacijom kardiomiocita i aktivacijom ERK, AKT
and GSK3p/B-katenin signalnih putova (309, 310).

Za razliku od EGFR1/c-erbB1, c-erbB2/HER2, i c-erbB4/HER4 koji su izrazito eksprimirani u
mi$jem srcu neposredno po rodenju nakon ¢ega dolazi do rapidnog opadanja ekspresije, c-erbB3/HER3
pokazuje drugaciji obrazac pokazujuéi stabilnu ekspresiju i vrlo male oscilacije §to upucuje na njihovu
razlic¢itu ulogu u fizioloskoj regulaciji sr¢anog misica (311).

Galindo i suradnici su nedavno pokazali da su c-erbB2/HER2, c-erbB3/HERS3 i c-erbB4/HER4
normalno prisutni u fibroblastima humanog ventrikula sugerirajué¢i njihovu ulogu u rastu i prezivljavanju
sr¢anih fibroblasta te regeneraciji sr¢anog misic¢a aktivacijom parakrine signalizacije odnosno PI3K/AKT

signalnog puta (312, 313).

Rezultati ove studije pokazuju smanjenu ekspresiju EGFR1/c-erbB1, c-erbB2/HERZ2, te osobito
c-erbB4/HER4 (p=0.011758) u tumorskim stanicama miksoma srca u odnosu na kontrolno tkivo lijevog

atrija te nepromijenjenu ekspresiju c-erbB3/HER3.

No unato¢ znacajnoj ulozi ovih tirozin kinaznih receptora u tumorigenezi njihova ekspresija

gotovo je neistrazena u tkivu sporadi¢nih miksoma srca.

Jedini dostupni podaci odnose se na ekspresiju EGFR1/c-erbB1 u tumorskim stanicama miksoma
srca, nedavno objavljeni od strane Huo i suradnika, koji ukazuju na ulogu MEF2D (engl. myocyte
enhancer factor 2D) u regulaciji IGF1( engl. insulin growth factor 1) inducirane proliferacije i apoptoze
tumorskih stanica miksoma srca (314). Cini se da IGF1, induciran pove¢anom ekspresijom MEF2D u
tumorskom tkivu miksoma srca, povecava ekspresiju EGFR1 i MMP9 (engl. matrix metalloprotein 9), dok

inaktivacija MEF2D dovodi do redukcije u njihovoj ekspresiji u odnosu na okolno normalno tkivo (314).



Suprotno njihovim rezultatima ova studija ukazuje na smanjenu ekspresiju EGFR1 u tumorskom
tkivu miksoma §to se djelomicno moze objasniti manjim brojem uzoraka kako tumorskog a posebice

kontrolnog zdravog tkiva analiziranog ovom studijom.

Sveukupno uzevsi, prikazani rezultati u ovom radu jasno pokazuju da su EGFRI1/c-erbB1,
c-erbB2, c-erbB3 i c-erbB4 ko-eksprimirani u tumorskim stanicama sporadi¢nog miksoma srca kako na
proteinskoj tako i na MRNA nivou. Isto tako istaknuta je statisticki znaCajna smanjena ekspresija
c-erbB4/HER4 mRNA u odnosu na zdravo tkivo lijevog atrija §to predstavlja dobru polazi$nu osnovu za
daljnju analizu tirozin kinaznih receptora epidermalnog ¢imbenika rasta i procjenu njihove uloge u

patohistogenezi miksoma srca.



9. ZAKLJUCAK

o EGFR1/c-erbBl, c-erbB2 (mRNA), c-erbB3 i c-erbB4 su ko-eksprimirani u tumorskom tkivu

sporadi¢nih miksoma srca.

e Ekspresija c-erbB4 mRNA statisti¢ki je smanjena u tkivu sporadiénih miksoma srca u odnosu na

kontrolno tkivo lijevog atrija.

e S obzirom na diferencijalnu transkripciju tirozin kinazni receptori epidermalnog ¢imbenika rasta

imaju potencijalno bitnu ulogu u patohistogenezi sporadi¢nih miksoma srca.
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