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POPIS KORISTENIH KRATICA

AJCC - American Joint Committee on Cancer (Americki zajedni¢ki odbor za rak)
BRCA-1 - Breast cancer 1 (Gen povezan s karcinomom dojke 1)

BRCA-2 - Breast cancer 2 (Gen povezan s karcinomom dojke 2)

CLI - Carcinoma Lobulare Invasivum (Invazivni lobularni karcinom)

DCIS - Ductal Carcinoma In Situ (Duktalni karcinom in situ)

ER - Estrogenski receptori

GPCho - Glicerofosfokolin

HER2 - Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (Receptor za humani

epidermalni ¢imbenik rasta 2)

HPF - High power field (Vidno polje velikog povec¢anja mikroskopa)
IDC - Invasive Ductal Carcinoma (Invazivni duktalni karcinom)
LCIS - Lobular Carcinoma In Situ (Lobularni karcinom in situ)

MR - Magnetna rezonancija

MRS - Spektroskopija magnetnom rezonancijom

NOS - Not Otherwise Specified (Koji nije drugacije odreden)

NST - No Special type (Bez karakterstika odredenog tipa)

PCho - Fosfokolin

PR - Progesteronski receptori

SLN - Sentinel Lymph Node (Limfni &vor €uvar)

SNR - Signal-to-noise ratio (Omijer signala i Suma)

tCho - Total choline-containing peak (Ukupni kolin-sadrzajni Siljak)

WHO - World health organization (Svjetska zdravstvena organizacija)
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1. Sazetak

Spektroskopija dojke magnetnom rezonancijom
Mihaela Markovinovic

In vivo MR spektroskopija (MRS) komplementarna je metoda magnetnoj rezonanciji
koja omogucuje mjerenje biokemijskih tvari u tkivima te posljedicno pruza dodatne

informacije o patologiji tumora dojke.

CILJ: Cilj ovog istrazivanja bio je analizirati vrijednost kolina dobivenog
spektroskopijom na magnetnkoj rezonanciji (MRS) za pojedine podtipove karcinoma

dojke te ovisnost o prognosti¢kim Cimbenicima karcinoma dojke.

MATERIJALI | METODE: U retrospektivno istrazivanje uklju¢ene su 82 bolesnice
prosjeéne dobi 58 godina s 84 karcinoma dojke kojima je ucinjena MRS na MR
uredaju jakosti 3 T. Izmjerene su vrijednosti (amplituda i integral) metabolita kolina u
pojedinim karcinomima dojke. Kod svake bolesnice odredena je veli¢ina tumora,
histoloSki tip tumora, prisutnost ER i PR receptora, Ki-67, prisutnost HER2
receptora, molekularni tip te prisutnost limfovaskularne invazije. Vrijednosti kolina

korelirane su s navedenim prognosti¢kim ¢imbenicima.

REZULTATI: Srednja vrijednost amplitude kolina iznosila je 54,54 (raspon 0,603 do
224), a srednja vrijednost integrala kolina iznosila je 1158,46 (raspon 5,99 do 4770).
Korelacijom vrijednosti kolina s prognostickim ¢imbenicima tumora prikazana je
statisticki znalajna razlika u koncentraciji kolina vezana uz dob pacijentica
(p=0,0067), prisutnost limfovaskularne invazije (p=0,037), veli€inu (p=0,037) te
stadij tumora (p=0,027). Nije utvrdena statisticki znacajna razlika ovisno o
molekularnom podtipu karcinoma, histoloSkom podtipu karcinoma, prisutnosti ER i

PR receptora, Ki-67 te prisutnosti HER2 receptora (p>0,05).

ZAKLJUCAK: Vrijednosti kolina se ne razlikuju ovisno o molekularnom podtipu
tumora. Medutim, prikazani rezultati mogu pomodéi u dijagnostici i interpretaciji
karcinoma dojke jer se vrijednost kolina moze koristiti kao biomarker Cimbenika

agresivnosti tumora (limfovaskularna invazija, dob, stadij, veliina).

Kljuéne rijeCi : karcinom dojke, MR spektroskopija, kolin, molekularni podtip,

prognosticki cimbenici karcinoma dojke



2. Abstract

Magnetic resonance spectroscopy of the breast
Mihaela Markovinovic

In vivo MR spectroscopy is a diagnostic method complementary to MRI which
enables measurement of biochemicals in tissues and provides useful information

about the pathology of breast lesions.

AIM: The aim of this study was to analise whether the peak integral and amplitude of
total choline compunds correlate with breast cancer subtypes.

MATERIALS AND METHODS: This retrospective study included 82 patients with
median age of 58 years old, with 84 breast cancers. The peak integral and
amplitude of total choline were obtained by MR spectroscopy on Siemens Trio 3T
MRI scanner. The peak integral and amplitude of total choline were correlated with
prognostic factors of each tumor which included patient age, size of tumor,
histological type of tumor, presence of ER, PR and HER2 receptors, Ki-67 value,

molecular subtype and presence of lymphovascular invasion.

RESULTS: The median value of total choline peak amplitude was 54,54 (0,603 -
224), while the median value of of total choline peak integral was 1158,46 (5,99 -
4770). Correlation of peak integral and amplitude of total choline with prognostic
factors showed significant difference in choline concentration for patient age
(p=0,0067), presence of lymphovascular invasion (p=0,037), tumor size (p=0,037)
and grade (p=0,027). The correlation of the peak integral and amplitude of total
choline showed no statistical significance in correlation with molecular subtype,
histological subtype, presence of ER and PR receptors, Ki-67 and HER2 receptor
presence (p>0,05).

CONCLUSION: It is not possible to determine breast cancer subtype based on peak
integral and amplitude of total choline value. However, it can be used to help in
diagnostics and interpretation of the breast cancer lesion because the peak integral
and amplitude of total choline can be used as a marker of tumor aggressiveness

(presence of lymphovascular invasion, age, tumor grade, tumor size).

Key words: Breast cancer, MR spectroscopy, choline, molecular subtype, prognostic

factors



3. Uvod

3.1. Karcinom dojke

Karcinom dojke najceS¢a je zlo¢udna bolest kod zena u Hrvatskoj i svijetu (1, 2). U
2015. godini u Hrvatskoj novootkriveno je 2748 karcinoma sa sijelom u dojci §to je
26% od ukupnog broja karcinoma u zena, sa smrtno$¢u 47,7 na 100 000 zena (1).
Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) u 2012. godini bilo je
1,7 milijuna novootkrivenih slu€ajeva, odnosno 25% od ukupnog broja karcinoma u
Zena, a karcinom dojke bio je uzrok smrti u 15% Zena oboljelih od karcinoma (2).
Pojava karcinoma dojke uclestalija je u razvijenim zemljama nego u zemljama u
razvoju. Razlog tome moZe se potraziti u Cinjenici da postoje razlike u Zivotnom
stilu, ali i tome da se u zemljama u razvoju rjede provodi probir za rano otkrivanje
karcinoma dojke te se tako stvarne brojke &ine manjima nego Sto zbilja jesu.
Medutim, zbog sve boljih Zivotnih uvjeta i zapadnjackog nacina Zivota ocekivano je
da ¢e se i pojava karcinoma dojke u zemljama u razvoju pribliziti brojkama razvijenih
zemalja (3, 4). Incidencija karcinoma dojke raste sa zivotnom dobi sve do razdoblja
menopauze, odnosno Sezdesetih godina nakon Cega se opet smanjuje (5, 6).
Naj¢esce se dijagnosticira kod Zzena u dobnoj skupini 55 do 64 godine starosti (7).
Rizi¢ni faktori koji se odnose na uCestaliju pojavu karcinoma dojke uklju€uju rane
menarhe i kasne menopauze, Zene koje nisu radale, ali i kasniju dob pri prvom
porodu (8). Proliferativne lezije s atipijama te pozitivha osobna anamneza na
karcinom dojke znatno povecava rizik za povrat bolesti, osobito ukoliko je dob
pacijentice u vrijeme dijagnoze bila manja od 40 godina (9, 10). Takoder, pozitivha
obiteljska anamneza na karcinom dojke ili ovarija kod Zenskih srodnika znacajno
povecava rizik od obolijevanja, naro€ito ukoliko se radi o srodniku u prvom koljenu
(majka, sestra, kéi) (11). Geni s nasljednim mutacijama s kojima se naj¢eSce
povezuju karcinom dojke su BRCA1 i BRCA2 (12). Smatra se da je 5 do 10% svih
karcinoma dojke uzrokovano autosomno dominantnim mutacijama na BRCA1 i
BRCA2 genima (13). Ostali rizi¢ni faktori ukljuCuju pusenje, konzumaciju alkohola,

pretilost i smanjenu tjelesnu aktivnost (14-21).



3.2. Histoloska klasifikacija tumora dojke

Tumori dojke dijele se na dobroc¢udne i zloéudne. Fibroadenom je najCeSdi
dobrocudni tumor (22). Vecina zlo¢udnih tumora nastaje iz proliferacije duktalno-
lobularnih jednica. NajCeSc¢i invazvni karcinom dojke je invazivni karcinom dojke
karakteriziran kao ,bez odredenog tipa“(NST, engl. No Special Type), takoder od
ranije poznat kao invazivni duktalni karcinom koji drugacije nije odreden (NOS, engl.
Not Otherwise Specified) (23). Od ostalih specificnih histoloSkih tipova invazivnih
karcinoma cesti su invazivni lobularni karcinom, tubularni karcinom, mucinozni
karcinom, medularni karcinom,mikropapilarni i papilarni karcinom, apokrini karcinom
te metaplasticni karcinomi (2). Neinvazivni in situ karicnomi dojke dijele se na
duktalni karcinom in situ (DCIS, engl. Ductal Carcinoma In Situ) i lobularni karcinom
in situ (LCIS, engl. Lobular Carcinoma In Situ) (24).

3.2.1. Duktalni invazivni karcinom

NajceS¢i invazivni karcinom dojke je duktalni invazivni karcinom dojke (IDC, engl.
Invasive Ductal Carcinoma) i obuhvaca oko 75% svih karcinoma dojke. Tumor se
klasificira kao IDC ukoliko najmanje 90% ukupne tumorske mase uzorka na
histoloSkom pregledu sadrzava taj tip. Naj¢eS¢e se radi o IDC tip NST, a od
specifiCnih pojavljuju se tubularni, medularni, mucinozni, adenoidno cisti¢ni i
metaplasti¢ni. Prema makroskopskim karakteristikama ovi tumori su sivo bijele boje,
neostro ograniCeni od okolnog Zljezdanog tkiva i zvjezdolikog oblika. Mogu
sadrzavati ZariSta nekroze i mikrokalcifikate. Sadrze veéu koli€inu vezivnog tkiva pa
su na dodir tvrdi od okolnog tkiva dojke. Sirenje tumora dovodi do uvladenja koze
~popust kore narance®, uvlaenja bradavice i invazije pektoralnog misic¢a s fiksacijom
dojke za prsnu stijenku. Patohistoloski, tumor je graden od &vrste vezivne strome
unutar koje se nalaze tracci ili zariSta tumorskih stanica. Na rubnim dijelovima
tumora na patohistoloSkim preparatima uocljiva je infiltracija tumorskih stanica u
okolno tkivo, €esto uz invaziju perivaskularnih i perineuralnih prostora te limfnih Zila.
U dobro diferenciranih tumora izrazeno je formiranje tubula, a odsutno u slabo

diferenciranih (25).



3.2.2. Duktalni karcinom in situ

Duktalni karcinom in situ (DCIS) definira se kao proliferacija epitelnih stanica koje
imaju morfoloski izgled zlo¢udnih stanica unutar kanali¢a tkiva dojke uz izostanak
stromalne invazije kroz bazalnu membranu kanali¢a. NajceSc¢i je preinvazivni oblik
karcinoma dojke te €ini 80% svih slu¢ajeva. Oko 20% bolesnica ima bilateralne
promijene. NajCeSc¢e se nalazi u pacijentica starih izmedu 20 i 40 godina. U vecine
Zena nalaze se malena intraduktalna zarista koja se pronalaze pri mamografiji ili
biopsijama dojki s klinicki postavlienom sumnjom na fibrocistiCne promijene.
Prognoza je izvrsna ukoliko se odstrani kirurski. U suprotnom, moguc¢ je razvoj

invazivnog karcinoma (22).

3.2.3. Invazivni lobularni karcinom

Invazivni lobularni karcinom (CLI) nastaje u terminalnoj duktulo-lobularnoj jedinici.
Cini 10% svih invazivnih tumora dojke. U posliednje vrileme uogen je porast
incidencije ovog tumora kod Zena starijih od 50 godina, a povezuje se s koridtenjem
nadomjesne hormonske terapije. Ve¢inom se otkriva kao ¢vor u dojci koji se moze
napipati. Postoje i oblici koje nije moguée otkriti makroskopski jer tumor raste u
obliku trataka izmedu normalnog Zljezdanog tkiva dojke. UoCena je sklonost

bilateralnog pojavljivanja ovog tumora te multicentricna pojavnost u istoj dojci (22).

3.2.4. Mucinozni karcinom

Mucinozni karcinom spororastuéi je tumor Cije stanice stvaraju sluz unutar koje se
nalaze nakupine tumorskih stanica. Cini oko 2% svih tumora dojke, a najéesée se
pojavljuje u zena prosjecne dobi oko 60 godina. Tumor ima izvrsnu prognozu jer su
metastaze u aksilarne limfne ¢vorove rijetke, a desetogodisnje prezivljenje je izmedu
80 i 100% (22).



3.2.5. Invazivni papilarni karcinom

Invazivni papilarni karcinom rijedak je tip karcinoma dojke koji Cini svega 1% svih
invazivnih karcinoma. Nastaje najéeSce u vec¢im izvodnim kanali¢ima, a graden je od
tumorskih papila koje se projiciraju u lumen kanali¢a i invazivhe komponente koja
urasta u okolno tkivo. lako patogeneza nije u potpunosti razjasnjena, pretpostavlja
se da nastaje malignom progresijom neinvazivnih, intraduktalnih papilarnih
karcinoma. Klini€kom slikom dominira krvarenje iz bradavice zbog ¢ega ga se Cesto

mijesa s benignim papilomom (22).



3.3. Stupnjevanje karcinoma dojke

Medunarodno prihvaéen TNM sustav za stupnjevanje karcinoma dojke koristi se za
utvrdivanje stadija bolesti te posljedi€no za procijenu prognoze bolesti i dono$enje
odluke o daljnjim terapijskim postupcima. TNM sustav klasifikacije koristi tri glavna
parametra. Slovom T oznacava se lokalni rast, odnosno veli¢ina primarnog tumora,
slovo N oznaCava zahvaéenost limfnih &vorova, a slovo M oznacava pristutnost
udaljenih metastaza. Ovaj sustav omoguéava procjenu prognoze bolesti te
usporedbu i evaluciju rezultata lije¢enja. Prema klasifikaciji, bolju prognozu imaju
tumori nizih TNM vrijednosti, dok loSiji prognosticki Cimbenici ukljuuju vece tumore,
zahvacanje limfnih €vorova i prisutnost udaljenih metastaza. TNM klasifikacija
obuhvaéa Klinicku i patolosku klasifikaciju, Kklasifikaciju nakon terapije te
stupnjevanje bolesti u slu€aju recidiva. Klinicka klasifikacija temelji se na podacima
dobivenima prije pocCetka lijeCenja primarnog tumora, a to su KliniCki pregled,
slikovna dijagnostika i patolodki pregled tkiva dobivenog biopsijom. Patoloska
klasifikacija procjenjuje prognozu i nastavak lijeCenja nakon kirurSkog zahvata te

patohistoloSkog pregleda intraoperabilno uzetog tkiva (26).



Tablica 1. Medunarodna TNM klasifikacija karcinoma dojke (27)

Primarni tumor (T)

Tx Primarni tumor se ne moze odrediti

TO Nema dokaza primarnog tumora

Tis (DCIS) Duktalni karcinom in situ

Tis (Paget) Pagetova bolest dojke koja nije povezana s invazivnim karcinomom ili
DCIS-om

T1 Veli¢ina tumora < 20 mm

Timi <1mm

Tla >1mm<5mm

T1lb >5mm<10 mm

Tlc > 10 mm <20 mm

T2 Veli€ina tumora > 20 mm < 50 mm

T3 Veli€ina tumora > 50 mm

T4 Tumor koji se Siri u torakalnu stijenku i/ili kozu

T4a Tumor zahvaca torakalno stijenku

T4b Tumor s makroskopski vidljivim promjenama koze, ulceracijama, satelitskim
koznim lezijama i/ili edemom koze

Tdc Tumori koji ispunjavaju kriterije T4a i T4b

T4d Inflamirani karcinom dojke




Regionalni limfni Evorovi (N)

NXx Nije moguca procjena regionalnih limfnih ¢vorova

NO Nema metastaze u regionalnim limfnim &vorovima ili su prisutne samo
izolirane tumorske stanice (ITC, engl. Isolated Tumor Cells)

NO(i+) Prisutne samo ITC (nakupina stanica > 0,2 mm)

" . , i . i

NO(mol+) pozitivan molekularni nalaz pomo¢u RT-PCR*, bez ITC-a

N1 Metastaza u 1-3 aksilarna limfna &vora i/illi klini¢ki negativni unutarnjim
mamarnim ¢vorovima s mikroskopskom bolesti detektiranom SLN

N1mi Mikrometastaze, nakupine stanica > 0,2 mm <2 mm

Nla Metastaza u 1-3 aksilarna limfna €vora, bar jedna <2 mm

N1b Metastaze u ipsilateralnim unutarnjim mamarnim ¢vorovime, bez ITC-a

Nic Nalaz koji ispunjava kriterije N1a i N1b

N2 Metastaze u 4-9 aksilarnih limfnih &vorova ili u klini¢ki evidentnim
unutarnjim mamarnim limfnim &vorovima u odsutnosti aksilarnih limfnih
Cvorova
Metastaze u 4-9 aksilarnih limfnih ¢vorova (bar jedan tumorski depozit

N2a
>2,0mm)
Metastaze u kliniki evidentnim unutarnjim mamarnim limfnim évorovima u

N2b odsutnosti metastaza u aksilarnim limfnim ¢vorovima

N3

N3a Metastaze u = 10 aksilarnih limfnih &vorova (bar jedna > 2 mm) ili u
infraklavikularnim limfnim &vorovima

N3b Limfni Evorovi koji sadrze kriterije N1a ili N2a uz N2b

N3c Metastaze u ipsilateralnim supraklavikularnim limfnim ¢vorovima




Udaljene metastaze (M)

MO Nema klini¢kih ili radiolo$kih znakova udaljenih metastaza

MO(i+) Prisutnost tumorskih stanica ili ITC-a dokazanih mikroskopski ili
molekularnim tehnikama u cirkulirajucoj krvi, kostanoj srzi ili neregionalnim

limfnim &vorovima bez klini¢kih ili radioloskih znakova

M1 Udaljene metastaze prisutne kod KkliniCkog i radioloSkog pregleda ili
histoloSki dokazane metastaze u udaljenim organima ili metastaze u

udaljenim neregionalnim limfnim &vorovima > 0,2 mm

*RT-PCR (engl. Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction)

Kada se odredi lokalni rast odnosno veli€ina primarnog tumora, zahvacenost limfnih
Cvorova i prisutnost udaljenih metastaza, kacinom dojke se Kklasificira prema

anatomsko prognosti¢kim stadijima (Tablica 2.).




Tablica 2. Anatomsko — prognosticki stadiji karcinoma dojke (27)

Stadij T N M
0 Tis NO MO
1A T1 NO MO
1B TO N1mi* MO
T1 N1mi* MO
A TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
11B T2 N1 MO
T3 NO MO
A TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N2 MO
1B T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
nc Bilo koji T N3 MO
\% Bilo koji T Bilo koji N M1

*mi — mikrometastaza




3.4. Prognosticki pokazatelji karcinoma dojke

Prognosti¢ki pokazatelji karcinoma dojke koriste se pri odabiru terapije za bolesnice
s karcinomom dojke. Kod pacijentica s dobrom prognozom Kkoriste se manje
agresivni pristupi i esto se izbjegava lije€enje adjuvantnom kemoterapijom. Kod
pacijentica kojima je utvrdena loSija prognoza i povec¢an rizik od povrata bolesti,
opravdan je agresivniji terapijski pristup $to ukljuCuje neoadjuvantnu i adjuvantnu

hormonsku terapiju ili kemoterapiju.

PrognostiCki pokazatelji su Cimbenici povezani s prirodnim tijekom bolesti, a
dostupni su na kraju klinicke i patoloSke procjene stupnja bolesti, prije aplikacije
terapije. U prognosti¢ke ¢imbenike pacijentica oboljelih od karcinoma dojke ubrajaju
se dob, veli¢ina tumora, status aksilarnih limfnih &vorova, histoloski tip tumora,
histoloki gradus, prisutnost limfovaskularne invazije, status hormonskih receptora,
proliferacijski indeks te prisutnost receptora humanog epidermalnog faktora rasta 2
(HER2, engl. Human Epidermal Growth Factor Receptor 2).

3.4.1. Dob pacijentice

Karcinom dojke u mladih pacijentica, a posebno mladih od 35 godina, CeSce
pokazuje karakteristike agresivnog karcinoma u usporedbi s karcinomima u starijih
premenopauzalnih Zena (28). U mladoj populaciji karcinomi su ¢eS¢e veliki, viseg
gradusa, prisutna je limfovaskularna invazija i riede pokazuju ekspresiju hormonskih
receptora (29, 30). Uz ovakve prognosti¢ke Cimbenike tijek bolesti je nepovoljniji, a

ukupno prezivljenje loSije (28).

3.4.2. Veliéina tumora

VeliCina tumora vazan je prognosticki Cimbenik karcinoma dojke koji moze biti
neovisan, ali i povezan s prisutno$¢u i brojem metastaza u limfnim ¢vorovima.
Definira se kao najveci promjer tumorske tvorbe. VeliCina tumora povezana je sa
stopom petogodisSnjeg prezivljenja pacijentica. Tako stopa petogodiSnjeg prezivljenja

u slucaju kada je veli¢ina tumora <1cm iznosi 99%, kod tumora veli€ine 2-5 cm 80%
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te za tumore >5cm u promjeru ona je 63% (31). Veli¢ina tumora najvazniji je

prognosticki cimbenik kada su negativni limfni Evorovi u aksilama.

3.4.3. Status aksilarnih limfnih ¢vorova

Status aksilarnih limfnih €vorova najznacajniji je prognosticki faktor za karcinom
dojke, a utvrduje se disekcijom aksile ili biopsijom limfnog ¢vora Cuvara (SLN, engl.
Sentinel Lymph Node) prilikom kirurSke operacije dojke. Bolesnice s pozitivhim
limfnim &vorovima u aksili imaju Cetiri do osam puta vecu smrtnost u usporedbi s
bolesnicama kod kojih limfni évorovi nisu zahvacéeni (32, 33). Stopa petogodiSnjeg
prezivljenja razlikuje se ovisno o tome koliko je limfnih évorova zahvaceno. Kod
bolesnica bez zahvaéenih limfnih évorova petogodiSnje prezivijenje je 82,8%, dok
kod bolesnica sa zahvaéenih 1-3 limfna ¢vora ono iznosi 73%, 45,7% za bolesnice
sa 4-12 zahvacenih limfnih &vorova te 28,4% kod bolesnica za vise od 12
zahvacenih limfnih ¢vorova (34). Kod bolesnica sa zahvac¢enim aksilarnim limfnim
¢vorovima primjenjuje se adjuvantna sistemska terapija nakon kirurSkog zahvata. U
onih blesnica kod kojih su limfni €vorovi negativni, odluka o adjuvantnoj terapiji

donosi se na temelju procjene ostalih prognostickih faktora.

3.4.4. Patohistoloska analiza tumora

Tumorsko tkivo dobiveno biopsijom Sirokom iglom ili operacijski potrebno je za
patohistoloSku analizu tumora koja uklju€uje bojenje hemalaun-eozinom i procjenu
histoloSkog tipa tumora i histoloSkog gradusa te prisutnost limfovaskularne invazije.
Takoder, radi se posebno bojenje kako bi se procijenio status hormonskih receptora,

biljezi stani¢ne proliferacije te ekspresija receptora za HER2 (35).
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3.4.4.1. Histoloski tip tumora

Najces¢i tip karcinoma dojke je IDC NST sa desetogodisnjim prezivljenjem od 47%.
Iduéi najée&¢i je lobularni karcinom Cije je desetogodiSnje preZivijenje 54%, a ostali
riedi oblici ukljuuju tubularne, kribriformne i mucinozne karcinome koji su bolje
diferencirani, otkrivaju se ranije te posljedicno imaju i bolje desetogodiSnje

preZivljenje koje iznosi izmedu 80 i 90% (36).

3.4.4.2. Histoloski gradus

Tumori se ovisno o stupnju diferencijacije tumorskih stanica dijele u tri gradusa.
Gradus | su dobro diferencirani tumori, gradus Il ¢ine srednje diferencirani tumori, a
gradus lll slabo diferencirani tumori. NajceS¢e koristena shema za odredivanje
diferenciranosti tumora je Elston/Nottingham modifikacija Bloom-Richardsonovog
sustava, a bazira se na formaciji tubula, nuklearnim polimorfizmima i broju mitoza
tumora (Tablica 3) (37, 38).

Tablica 3. Nottinghamski sustav stupnjevanja karcinoma dojke

Bodovi 1 2 3

Nuklearni Minimalna Umijerena Naglasena

polimorfizam varijacija veli€ine i | varijacija veli€ine i | varijacija veliCine i
oblika jezgara oblika jezgara oblika jezgara

Formiranje tubula >75% tumora 10-75% tumora <10% tumora

Broj mitoza 0-9/10 HPF* 10-19/10 HPF* =220/10 HPF*

HPF* - vidno polje velikog povecanja

Bolje diferencirani tumori su nizeg gradusa te samim tim i bolje prognoze za razliku

od tumora viSeg gradusa i slabije diferenciranosti.
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3.4.4.3. Limfovaskularna invazija

Limfovaskularna invazija oznaCava prisutnost stanica karcinoma dojke unutar limfnih
Zila. Preduvjet je za diseminaciju tumorskih stanica (25). Pacijentice kod kojih je
utvrdena limfovaskularna invazija imaju veci rizik od Sirenja tumora u aksilarne
limfne &vorove te udaljenih metastaza. Od 2005. godine limfovaskularna invazija je
uvrStena medu prognostiCke Cimbenike kod pacijentica s negativnim limfnim
¢vorovima (39). Neke studije pokazuju da limfovaskularna invazija ne utjeCe na
prognozu bolesnica s pozitivnim limfnim ¢vorovima, a neke tvrde da je pozitivha
limfovaskularna invazija nepovoljan prognosti¢ki Cimbenik, neovisan o veli€ini,

statusu limfnih évorova i histoloSkom gradusu (40-42).

3.4.4.4. Status hormonskih receptora

Status hormonskih receptora uklju€uje estrogenske receptore (ER) i progesteronske
receptore (PR). Oni vezu estrogen i progesteron, prenose ih u jezgru te tako poti¢u
ekspresiju specificnih gena. Karcinomi s pozitivnim ER bolje su diferencirani, a
petogodiSnje preZivljenje u tih pacijentica je veée u usporedbi s ER-negativnim
pacijenticama (43). Takoder, ER i PR sluze kao prediktivni ¢&imbenici za procjenu

koristi hormonske terapije modulatorima hormonskih receptora (43).

3.4.4.5. Ki-67

Ki-67 nuklearni je protein, a koristi se kao prognostiCki €imbenik bioloSkog
ponasdanja karcinoma dojke te se smatra najpouzdanijim biljegom stani¢ne
proliferacije (45). Ekspresija Ki-67 procjenjuje se imunohistokemijskim metodama, a
izrazava se kao postotak pozitivnih, tj. obojenih jezgara tumorskih stanica. Visi
postotak Ki-67 ekspresije povezan je s loSijom prognozom, neovisno o tome jesu li
pozitivni limfni Evorovi (46). U klinickoj praksi proliferacijski indeks izrazen pomocu
Ki-67 manji od 10% smatra se ,niskim“, a vec¢i od 10% ,visokim“ proliferacijskim
indeksom (47). Prema St Gallenskom konsenzusu iz 2013. godine odredena

granicna vrijednost za visoki proliferacijski indeks izrazen pomocu Ki-67 je 20% (48).

13



3.4.4.6. HER2

HER2 transmembranski je protein iz skupine receptora epidermalnih faktora rasta.
Ekspresija HER2 u tumorskom tkivu otkriva se pomocu imunohistokemijskih i
molekularnih metoda (35, 44). Postojanje amplifikacije HER2 kod bolesnica s
pozitivnim limfnim ¢&vorovima povezano je s loSijom prognozom, dok je kod

bolesnica s negativnim limfnim ¢vorovima u aksili varijabilnog znacaja (49-52).

3.4.5. Molekularni podtipovi tumora

Pomoc¢u molekularnih metoda moguce je dokazati ekspresiju ili mutaciju pojedinih
gena u stanicama karcinoma dojke te se sukladno tomu odreduju posebni
molekularni podtipovi koji imaju razli€itu prognozu. Podtipovi karcinoma razlikuju se
po skupinama gena povezanih s proliferacijom, ekspresijom ER (luminalna skupina),
HER2 i bazalnom skupinom gena (53). Za odredivanje molekularnih podtipova
koriste se preporuke nadomjesne klasifikacije prema St. Gallenskom konsenzusu iz
2013. koja za odredivanje molekularnih podtipova u obzir uzima receptorski status,
ekspresiju HER2 i proliferacijski indeks Ki-67. Osnovni molekularni podtpovi
karcinoma dojke su luminalni tip A, luminalni tip B, trostruko negativni karcinom
dojke porijekla bazalnih stanica i HER2 pozitivni karcinom dojke (Tablica 4) (48).
Prognoza je najbolja kod pacijentica s luminalnim A tipom, a najloSija kod trostruko

negativnih tipova karcinoma.
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Tablica 4. Molekularni podtipovi karcinoma dojke (48)

Podtip karcinoma | KliniCko-patoloSka nadomjesna klasifikacija
dojke
Luminal A ER+, PR+
HER2-
Ki-67 <20%
Luminal B HER2-
ER+
HER2-

Ki-67>20% i/ili

PR-

HER2+

ER+
HER2 poja¢ana ekspresija ili amplifikacija
bilo koji PR

bilo koji Ki-67

HER2 karcinomi

ER-, PR-

HER?2 pojacCana ekspresija ili amplifikacija

Trostruko negativni

(,Basal-like)

ER-, PR-

HER2-
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3.5. Radioloska dijagnostika karcinoma dojke

Prije same radiolo$ke dijagnostike potrebno je uzeti anamnezu pacijentice i uciniti
detaljan fizikalni pregled inspekcijom i palpacijom dojki. Temeljne slikovhe metode
koje se koriste u dijagnostici dojke su mamografija i ultrazvuk, a ukoliko postoje
specificne indikacije koristi se i magnetna rezonancija (54). Dijagnoza se postavlja iz

patohistoloSkog nalaza uzorka tkiva uzetog biopsijom ili citoloSkom punkcijom (55).

3.5.1. Mamografija

Mamografija je najvaznija radioloSka metoda u dijagnostici bolesti dojki u
simptomatskih bolesnica, ali se koristi i kao probirna metoda (engl. screening) u
asimptomatskih. Dojke se snimaju u kraniokaudalnoj i mediolateralnoj kosoj
projekciji. Na taj nain omogucen je prikaz i analiza cijele dojke uz analizu i
karakterizaciju lezija. Vrijednost mamografije lezi u tome $to je osjetljiva pri
otkrivanju karcinoma s mikrokalcifikatima veli€¢ine 200-300 ym u promijeru i najraniji
su detektabilni znak karcinoma. Karcinomi s mikrokalcifikatima €ine 30-40% svih
invazivnih karcinoma i ¢ak 70-80% in situ karcinoma. Mamografija je metoda izbora
kod starijih pacijentica s involutivno promijenjenim dojkama u kojima prevladava
masno tkivo, a Zljezdani parenhim je atrofiCan te se stoga vrlo to€no mogu prikazati
tumori koji su gusci od okolnog tkiva. Kod mladih Zena dojke su radiolo$ki ,guste” te
se tumori teze uo€avaju zbog superpozicije Zljezdanog tkiva. U tom slu¢aju potrebno

je uciniti komplementarni ultrazvucni pregled (56).
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3.5.2. Ultrazvuk

Ultrazvu€ni uredaji omogucuju prikaz struktura dojke vrlo visokom rezolucijom.
Metoda je ugodna za pacijenticu, bez izlaganja ionizirajutem zraenju te se moze
ponoviti onoliko puta koliko je potrebno. Pri ultrazvuénom pregledu dojke koriste se
linearne sonde visoke frekvencije 7-15 MHz. Pogodan je za pregled mladih zena,
trudnica te opéenito Zzena s obilnim Zljezdanim parenhimom, odnosno mamografski
»gustim“ dojkama. Karcinomi na ultrazvuku obi¢no se prikazuju kao hipoehogene
zone nepravilnih rubova s heterogenim unutrasnjim odjecima i straznjom akusti¢kom
muklinom. Nedostaci ultrazvuéne dijagonstike u usporedbi s mamografijom su
nemogucnost prikaza mikrokalcifikata te Cinjenica da pregled ovisi o0 iskustvu i
educiranosti lije€nika. Kako bi se postigla $to veéa tocnost dijagnoze, korisno je

kombinirati mamografski i ultrazvu¢ni nalaz (56).

3.5.3. Magnetna rezonancija

Osamdesetih godina razvija se magnetna rezonancija dojki, no klinicka analiza
postaje moguca tek krajem devedestih kada dolazi do napretka tehnologije i razvoja
sekvencija koje omogucuju dinamiCno snimanje nakupljanja intravenskog
kontrastnog sredstva unutar tkiva dojke (57). Magnetna rezonancija dojke uz
primjenu kontrastnog sredstva najosjetljivija je radioloSka metoda u otkrivanju bolesti
dojke, a koristi se kao dodatna dijagnostiCka metoda uz mamografiju i ultrazvuk u
odabranoj skupini pacijentica (56). Efikasna je metoda za dijagnostiku lezija kod
mladih pacijentica s ,gustim“ dojkama i pacijentica s abnormalnostima u dojci ili
biopsijom potvrdenim karcinomom. Bitna prednost je i €injenica da nema izlaganja
ionizirajuéem zracenju (57). Nedostatak magnentne rezonancije je to $to ne moze
prikazati 5-12% infiltrativnih karcinoma dojke te 30-70% neinfiltrativnih karcinoma u
¢emu je inferioran mamografiji. Izvodi se na supravodljivim magnetima snage
magnetnog polja 1,5 T uz koriStenje zavojnica za dojke (engl. breast coils) i
intravensku aplikaciju paramagnetnog kontrastnog sredstva na bazi gadolinija (56).
Obzirom na veli€inu, prikazane lezije se dijele na fokuse i mase. Fokusima se
oznaCavaju malena podru¢ja nakupljanja kontrasta promjera do 5 mm, a prema
studijama u 3% pacijentica predstavljaju karcinome (58). Mase su vece promijene

koje zauzimaju odredeni prostor u dojci, a opisuju se njihov oblik, rubovi i dinamika
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nakupljanja kontrastnog sredstva. Oblikom mogu biti okrugle, ovalne, lobularne i
nepravilne, a rubovi pravilni, nepravilni ili spikulirani. Karcinomi su ¢esto okruglog ili
nepravilnog oblika, spikuliranih rubova (59). Dinamicko nakupljanje kontrasta
opisuje kinetiCke karakteristike lezija. Ono ovisi o brzini nakupljanja kontrasta i
prolaska kontrasta kroz promatrane lezije. Opisuje se pomocu Cetiri vrste krivulja, la,
Ib, 1l i lll. Krivulje tipa | karakteristiéne su za benigne lezije. Maligne lezije
karakteriziraju krivulje tipa Ill, dok krivulje tipa Il mogu biti benigne i maligne (57).
Indikacije za magnetnu rezonanciju dojke uklju€uju probir kod visokorizi€nih zena te
zene s implantantima u dojkama. Takoder, kod preoperativne obrade
novodijagnosticiranih karcinoma dojki i pracenja odgovora na neoadjuvantnu
kemoterapiju. Osim toga, indikacije su i sumnja na lokalni povrat bolesti, okultni
primarni karcinom u slu¢aju negativnog mamografskog i ultrazvu¢nog nalaza te

postojanja nesrazmjera u mamografskim i ultrazvu¢nim nalazima (60).
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3.6. Kolin

PoviSena koncentracija kolina i njegovih metabolita povezana je s karcinognezom
(61). Preobrazba humane epitelne stanice dojke u maligni fenotip povezana je s
preokretom u omjeru fosfokolina (Pcho) i glicerofosfokolina (GPCho), kao i
cjelokupnim povecanjem koncentracije tih metabolita u malignim stanicama (62).
Koncentracija kolina posebno je koristan parametar u razlikovanju benignih od
malignih lezija jer karcinomi sadrZavaju znatno vece koncentracije kolina (63).
Odredivanje koncentracije kolina moguce je putem biopsije tkiva karcinoma dojke te

spektroskopijom magnetne rezonancije (MRS) (61).
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3.7. Spektroskopija magnetnom rezonancijom

Spektroskopija magnetnom rezonancijom (MRS) je neinvazivha metoda,
komplementarna magnetnoj rezonanciji, koja omogucuje in vivo mjerenje razine
specificnih biokemijskih tvari u tkivima. U klinickoj praksi najceSée se koristi MR
protona, odnosno jezgra vodika (1H), a u uporabi su jo§ i 13C , 31P , 19F i mnogi
drugi. Identifikacija kemijskihn metabolita u tkivima bazira se na razlici u
elektronskom oblaku atoma kod razli¢itih molekula te pritom dolazi do razlike u
magnetskom polju. Dolazi do razliite rezonantne frekvencije molekula u tkivu i
posljedi€no razliCitog intenziteta signala pri snimanju. To je fenomen kemijskog
pomaka i oznaCava se ppm jedinicama (parts per million) (70). Kako bi analiza bila
kvalitetna i uspjedna, potrebna je supresija signala vode i masti. Glavni nedostatci
spektroskopije magnetnom rezonancijom su razliCite tehnike snimanja ovisno o
centru, Sto otezava usporedbu rezultata, osjetljivost snimanja na nejednakost
magnetnog polja, pomicanje pacijentice i dugo vrijeme snimanja koje moze trajati 5
do 10 minuta, ovisno o postavkama (71, 72). MRS se koristi u istraZivanju i
dijagnostici karcinoma dojke, mozga i prostate, zatim epilepsije, Alzheimerove i

Parkinsonove holesti te Huntingtonove koreje.
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3.8. Spektroskopija dojke magnetnom rezonancijom

Magnetnom rezonacijom dojke moze se prikzati postojanje tvorbi u dojkama, ali ne
moze se sa sigurnoS¢u pokazati radi li se doista o karcinomu. U tim slu€ajevima
potrebna je biopsija ili neka druga invazivha procedura kako bi se postavljena
dijagnoza potvrdila ili odbacila. Studije su pokazale da tkiva i organi u prisustvu
bolesti imaju drugadiji biokemijski sastav, koji se moze mijeriti putem spektroskopije
magnetnom rezonancijom (64, 65). Spojevi koji sadrze kolin mogu posluziti kao
biomarkeri karcinoma dojke (66-68). Roebuck i suradnici utvrdili su spektroskopijom
magnetne rezonancije da je rezonancija kolina 3,2 ppm u spektru iz kanceroznih
tkiva (69). Tocnije, izmedu 3,14 i 3,34 ppm te Cine ukupni kolin-sadrzajni Siljak (engl.
total choline-containing peak, tCho), a biokemijske tvari koje daju signal su slobodni
kolin, fosfokolin i glicerokolin. Metoda je posebno pogodna za dijagnostiku u
populaciji mladih Zena (mlade od 40 godina) zbog velike osjetljivosti i specifi€nosti
dijagnosti¢ke pretrage. Prije svega, osjetljivija je od mamografije, a nadalje, kod
mladih Zzena &e8¢e se radi o benignoj tvorbi nego o karcinomu (73). Nedostatci
metode su slabija detekcija sighala kolina kod manjih tumora i pomicanje pacijentice
za vrijeme snimanja $to dovodi do maskiranja signala kolina od okolnog masnog
tkiva (74). Takoder, signal kolina u spektru detektabilan je i kod dojilja te stoga
metoda nije pogodna za identifikaciju lezija u toj skupini zena (75). Postupci kojima
se povecava omjer signala i Suma kolina (engl. signal-to-noise ratio, SNR) uklju€uju
poboljSanje signala kolina, smanjenje stupnja Suma ili oboje. Nacini poboljSanja
signala kolina su koriStenje uredaja magnetne rezonancije koji radi na magnetnom
polju ve¢cem od 1,5 T te koriSstenje MR pulsnih sekvenci koje su posebno
prilagodene za detekciju signala na 3,2 ppm (73). Takoder, vazno je Koristiti iste
zavojnice koje se koriste za MR jer su tada podaci spektroskopije usporedivi.

ViSekanalne zavojnice omogucuju veéi omjer signala i Suma (76).
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4. Hipoteza

Vrijednosti kolina odredeni spektroskopijom magnetne rezonancije dojke razlikuju se

ovisno o podtipu karcinoma dojke.
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5. Cil;

Odrediti razlikuju li se vrijednosti kolina ovisno o molekularnom i histoloSkom podtipu
karcinoma dojke na MRS te analizirati vrijednosti kolina ovisno o prognostickim

¢imbenicima karcinoma dojke.
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6. Materijali i metode

6.1. Bolesnice

U retrospektivno istrazivanje uklju¢ene su 82 bolesnice s karcinomom dojke kod
kojih je uCinjena spektroskopija magnetnom rezonancijom (magnet jakosti 3T, Trio,
Siemens) na Zavodu za dijagnosticku i intervencijsku radiologiju Klini¢kog bolni¢kog
centra Zagreb. Amplituda i integral kolina izmjereni putem MRS Kkorelirani su s
prognostiCkim ¢imbenicima karcinoma dojke (dob, veli€ina lezije, stadij, ER i PR, Ki-

67, HER2, molekularni tip, limfovaskularna invazija, histoloski tip tumora).

6.2. Magnetna rezonancija

Za sva snimanja koristen je MR uredaj jakosti 3 T (Siemens Trio). Pacijentice su
snimane lezeéi na trbuhu uz primjenu zavojnica za snimanje dojki. Protokol

snimanja dojki sastojao se od sljedecih sekvenci:

Transverzalna TIRM (prema engl. Turbo Inversion Recovery Magnitude) mjerena
snimka (Repetition Time (TR) = 5600,0, Echo Time (TE) = 59,0, pojasna Sirina
252,0, matriks= 1,0x0.7x1,0, debljina sloja= 4,0 mm, interval= 0,8 mm, veli€ina
vidnog polja (FOV, prema engl. Field Of View) = 340 mm, broj ekscitacija (NEX,
prema engl. Number of Excitations) = 2.

Transverzalne T2 mijerene snimke bez saturacije masti (TR= 5000, TE= 94,
matriks= 0,8x0,8x4,0, debljina sloja=4,0 mm, interval= 0,4 mm, FOV= 370 mm,
NEX= 1).

Transverzalne 3D T1 mjerene snimke uz saturaciju masti (TR= 4,06, TE= 1,65, FA=
10,0, matriks= 1,0x0,8x1,5, debljina sloja= 1,0 mm, interval= 0, FOV= 320 mm,
NEX= 1) s prvom prekontrastnom sekvencijom te pet uzastopnih dinamickih
postkontrastnih snimaka koristecCi intravensko paramagnetsko kontrastno sredstvo

(Magnevist®, Bayer Schering Pharma) aplicirano automatskim injektorom u dozi od
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0,1 mmol/kg tjelesne mase brzinom od 2 mL/s te s postkontrastnom aplikacijom 20

mL fizioloSke otopine.

6.3. Spektroskopija magnetnom rezonancijom

Uz magnetnu rezonanciju ucinjena je spektroskpija dojki:

MR spektroskopija uinjena je nakon poluautomatskog homogeniziranja
magnetskog polja (shimming) uz supresiju masti i vode (TR= 1500, TE= 100,
volumen interesa (voxel)= 10x10x10 mm, NEX 128, veli€ina vektora= 1024.
Dobivena krivulja opisana je amplitudom krivulje i integralom u podrucju metabolita

koji sadrzavaju kolin na 3,2 ppm (engl. parts per million).

6.4. Statistika

Statisticka obrada napravljena je u programskom jeziku Python, verzija 3.6.4.
Parametrijske varijable testirane su Studentovim t-testom i ANOVA testom.
Neparametrijske varijable testirane su Mann-Whitney U testom te Kruskal-Wallis
testom. Izmedu kontinuiranih varijabli provjerena je korelacija. Vjerojatnost tip 1
pogreSke postavljena je na 0,05 (p<0,05). Nakon toga napravljena je analiza snage

statisti¢kih testova.
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7. Rezultati

Statisticka obrada ucinjena je na 84 karcinoma dojke kod 82 bolesnice koje su
obradivane na Kilinickom zavodu za dijagnostiCku i intervencijsku radiologiju
Klinickog bolnickog centra Zagreb od 2008. do 2011. godine. Srednja dob
pacijentica bila je 58 godina, u rasponu od 32 do 80 godina. Dvije pacijentice imale
su bilateralne karcinome dojki. Veli¢ina tumora varirala je od 4mm do 70mm,

srednja vrijednost 18,3mm. Pozitivne limfne €vorove imalo je 18 (22%) pacijentica.

7.1. PatohistoloSke karakteristike karcinoma

Patohistoloski, 67 (80% )karcinoma je bilo duktalnih invazivnih tipa NOS, 11 (13%) ih
je bilo lobularnih invazivnih karcinoma, 4 (5%) DCIS te po jedan papilarni invazivni
(1%) i mucinozni karcinom (1%). Nuklearni gradus iznosio je 1 kod 54 karcinoma
(64%), 2 kod 21 karcinoma (25%), 3 kod 6 karcinoma (7%) te 4 kod 3 karcinoma
dojki (4%). Estrogenski receptori (ER) bili su pozitivni u 59 slu€ajeva (70%), dok je
progesteronskih (PR) pozitivno bilo 46 (54%). Pozitivne HER2 receprore imalo je 38
tumora (45%), a srednja vrijednost ekspresije Ki-67 bila je 26% (raspon od 1 —
80%). Prema surogatnoj klasifikaciji najveci broj karcinoma, tj. 36 (43%) pripadalo je
luminalnom B podtipu, od toga 14 HER2 negativnih te 22 HER2 pozitivha. Od
ostalih podtipova nalazi se 21 luminalni A (25%), 16 HER2 pozitivha (19%) te 9
karcinoma nalik bazalnim stanicama (trostruko negativni) (11%). Za dva karcinoma
nije bilo moguée odrediti molekularni podtip zbog nedostatka podataka.

Limfovaskularna invazija bila je prisutna u 17 slu€ajeva (21%).
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Tablica 5. Karakteristike karcinoma

Karakteristike karcinoma Vrijednost
Prosjecna dob (raspon) 58 (32-80)
<52 27

>=52 57
Prosje¢na veli¢ina/mm (raspon) 18,3 (4-70)
0-15 mm 39 (46%)
15-25mm 31 (37%)
>25mm 14 (17%)
Histoloski tip

IDC NOS 67 (80%)
CLI 11 (13%)
DCIS 4 (5%)
Mucinozni 1 (1%)
Papilarni invazivni 1 (1%)
Gradus

I 54 (64%)
Il 21 (25%)
1] 6 (7%)

\% 3 (4%)
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Estrogenski receptori (ER)

Pozitivni 59 (70%)
Negativni 25 (30%)
Progesteronski receptori (PR)

Pozitivni 46 (54%)
Negativni 38 (46%)

Ki-67 prosje¢na vrijednost (raspon)

26% (1-80%)

HER2

Pozitivni 38 (45%)
Negativni 45 (55%)
Molekularni podtip

Luminalni A 21 (25%)
Luminalni B HER — 14 (17%)
Luminalni BHER+ 22 (27%)
HER+ 16 (19%)
Trostruko negativni 9 (11%)
Limfovaskularna invazija

Pozitivni 17 (21%)
Negativni 65 (79%)
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7.2. MR vrijednosti kolina

Spektroskopski je odredena amplituda i integral vrijednosti kolina. Srednja
vrijednost amplitude kolina iznosi 54,54, dok je raspon od 0,603 do 224. Integral

kolina u rasponu je od 5,99 do 4770, a srednja vrijednost iznosi 1158,46.

7.3. Korelacija vrijednosti kolina i prognostic¢kih €éimbenika

Rezultati su se pokazali znaCajnima kada su vrijednost amplitude i integrala kolina
korelirane s dobi pacijentica te je utvrdena znacajna razlika u vrijednosti amplitude i
integrala kolina za pacijentice mlade od 52 godine(p=0,0067) kod kojih su utvrdene
nize vrijednosti kolina u usporedbi sa starijima (Slika 1). Takoder, pronadena je
znacajna razlika u vrijednosti kolina izmedu stadija karcinoma dojke | i Il (p=0,027)
gdje su amplituda i integral kolina bili zna¢ajano nizi u stadiju I. Korelacija s ostalim
stadijima (Il i IV) nije se pokazala statisti¢ki zna¢ajnom (p>0,05) (Slika 2). Veli¢ina
tumora pokazala se statisticki zna€ajna nakon $to su iz korelacije izuzete sve lezije
manje od 15 mm (p=0,037) (Slika 3). Pri tome su tumori veli€¢ine od 15 do 25 mm
imali znac¢ajno viSu amplitudu i integral kolina u usporedbi s tumorima ve¢im od 25
mm. Limfovaskularna invazija korelirana s kolinom statisti¢ki je znacajan rezultat
(p=0,0371) kojim se pokazalo da su tumori bez prisutnosti limfovaskularne invazije
imali statisticki zna€ajno viSe vrijednosti kolina (Slika 4) te je u skladu s tim
napravljena ROC krivulja (Slika 5). Ostali prognosticki ¢imbenici (ER, PR, Ki-67,
HER2, molekularni tip, histoloski tip tumora) nisu se pokazali statistiCki znacajnima u

korelaciji s vrijedno&¢u kolina (p>0,05) (Tablica 6.).
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Tablica 6. P vrijednosti korelacije amplitude i integrala kolina s prognostickim

¢imbenicima

Prognosticki Integral P vrijednost | Amplituda P vrijednost

Cimbenik korelacije s korelacije S
integralom amplitudom
kolina kolina

Dob

<52 162-1800 | 0,0067 7,59-84,3 0,0068

>=52 5,99-4770 0,603-224

Veli¢ina

Svi tumori 5,99-4770 | 0,123 0,603-224 0,128

<15mm 5,99-3910 | 0,037 0,603-184

15-25 mm 75,7-2390 3,55-112 0,032

>25 mm 13,8-4770 1,27-224

Svi stadiji 5,99-4770 | 0,293 0,603-224 0,31
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Stadij | 5,99-3410 0,603-160

0,026 0,029
Stadij Il 68-4770 3,565-224
Limfovaskularna 5,99-4770 | 0,037 0,603-224 0,04
invazija
Histoloski tip 5,99-4770 | 0,489 0,603-224 0,574
ER 5,99-4770 | 0,236 0,603-224 0,227
PR 5,99-4770 | 0,104 0,603-224 0,107
HER2 5,99-4770 | 0,492 0,603-224 0,492
Ki-67 5,99-4770 | 0,646 0,603-224 0,636
Molekularni podtip
Svi podtipovi 5,99-4770 | 0,915 0,603-224 0,931
Trostruko negativni | 13,8-3910 | 0,428 1,27-184 0,431

prema ostalima
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8. Rasprava

Karcinom dojke najée8c¢a je zlocudna bolest kod Zena u Hrvatskoj i svijetu te €ini
Cetvrtinu svih novootkrivenih karcinoma u Zzenskoj populaciji (1, 2). Osnovna
radioloSka metoda u otkrivanju karcinoma dojke, kako kod simptomatskih, tako i kao
probirna metoda kod asimptomatskih bolesnica je mamografija. Korisno ju je
kombinirati s ultrazvuénim nalazom kako bi se postigla Sto veéa toCnost
dijagnostike, posebno kod Zena s obilnim Zljezdanim parenhimom (56). MR dojki uz
primjenu kontrastnog sredstva najosjetljivija je radioloSka metoda u otkrivanju bolesti
dojke, a koristi se kao dodatna dijagnostiCka metoda uz mamografiju i UZV kod
pacijentica s gustim dojkama, abnormalnostima u dojci ili biopsijom potvrdenim
karcinomom (57). MR pregled je najto¢nija metoda za odredivanje veliCine
tumorskog procesa. Osim veli€ine, MR dojki se prije operacije koristi za procjenu
multifokalnosti/multicentriénosti tumorskog procesa, za procjenu eventualnog
postojanja tumorskog procesa u drugoj dojci te za praéenjeodgovora na

neoadjuvantnu terapiju.

Spektroskopija magnetnom rezonancijom (MRS) neinvazivna je tehnika
komplementarna magnetnoj rezonanciji koja ima znacajan potencijal za
unaprijedenje dijagnostike karcinoma dojke. Dijagnosti¢ka vrijednost in vivo MRS
temelji se na detekciji poviSene razine ukupnog kolina koja se moze koristiti kao
biomarker aktivnih tumora. Naime, preobrazba humane epitelne stanice dojke u
maligni fenotip povezana je s preokretom u omjeru fosfokolina (Pcho) i
glicerofosfokolina (GPCho), kao i cjelokupnim povecanjem koncentracije tih

metabolita u malignim stanicama (62).

Mnoge studije pokazale su znac€ajnu razliku u koncentraciji kolina u tkivima

karcinoma dojke u usporedbi s netumorskim strukturama (77- 83).

Pretpostavka je da MRS putem mjerenja vrijednosti kolina moze pruziti dodatne
informacije o samim karcinomima dojke, odnosno klinicko patoloske osobitosti
karcinoma (84,85).

U ovom istrazivanju napravljena je spektroskopija karcinoma dojki magnetnom
rezonancijom te su spektroskopski dobivene vrijednosti amplitude i integrala kolina
korelirane s prognostickim Cimbenicima karcinoma dojke. PrognostiCki Cimbenici

ukljucivali su dob pacijentice te patohistoloski tip tumora, veli€inu, limfovaskularnu
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invaziju, gradus tumora, prisutnost estrogenskih i progesteronskih receptora,
vrijednost Ki-67 te prisutnost HER2 receptora i molekularni podtip.

Istrazivanje je pokazalo znacajnu razliku u vrijednosti kolina u ovisnosti o dobi
pacijentice te se koncentracija kolina bila zna¢ajno manja u pacijentica mladih od 52
godine nasuprot starijima od te dobi (p=0,0067). Chen i koautori navode da su
vrijednosti kolina kod mladih pacijentica bile vide u usporebi sa starijim (86). Razlog
takvim rezultatima moze se potraziti u Cinjenici da su karcinomi kod mladih
pacijentica ¢eS¢ée uznapredovali, viSeg stadija i ukljuCuju pozitivne limfne Cvorove
(87). U ovom istrazivanju rezultati su pokazali obrnuto, koncentracija kolina bila je
poviSena kod starijin bolesnica. lako mlade pacijentice ¢eS¢e imaju agresivnije
karcinome, pokazalo se da starije pacijentice Cesto odgadaju odlazak lije¢niku
nakon S$to uoCe pocetne simptome te posljediéno do dijagnoze dolaze kada su

karcinomi ve¢ uznapredovali (88).

Veli¢ina karcinoma u ovisnosti o vrijednosti koncentracije kolina pokazala je
statistiCki znaCajnu razliku nakon $to su karcinomi bili grupirani po veli€ini u tri
skupine. Prva skupina ukljucivala je karcinome veli¢ine do 15 mm, u drugoj skupini
grupirani su karcinomi od 15 do 25 mm, dok je treca skupina uklju€ivala sve
karcinome vece od 25 mm. Nakon $to su iz korelacije s vrijednoScu kolina izbaceni
svi karcinomi do 15 mm, rezultat je pokazao znacajnu razliku u vrijednosti kolina
izmedu karcinoma veli€ine od 15 do 25mm i onih koji su veéi od 25mm (p=0,037) pri
¢emu su tumori veéi od 25 mm imali nize vrijednosti kolina. Baek u svojoj studiji
navodi da je moguci problem veli¢ina voksela pri snimanju MRS te se prilikom
dijagnostike tumora manjih od 15 mm uz vrijednost kolina tumorskog tkiva mjeri i
koncentracija kolina okolnog zdravog tkiva $to za posljedicu ima lazno negativna
ocCitanja koja nisu u skladu sa stvarnim dijagnnosti¢kim podacima tumorskog tkiva
(89).

Nize koncentracije kolina kod velikih tumora mogle bi se pripisati €injenici da se radi
o vecem broju ,non-mass” tumora koji pokazuju svojstvo infiltrativnog Sirenja te pri
snimanju dolazi do kontaminacije signala kolina od strane okolnog zdravog tkiva
koje se ispreplice s kanceroznim (86). Korelacija vrijednosti kolina i stadija tumora
pokazala se statistiCki zna¢ajnom u usporedbi vrijednosti stadija | i Il (p=0,027) Sto
se pokazalo i u drugim studijama (86, 92). Korelacija vrijednosti kolina sa tumorima
stadija Ill i IV nije se pokazala znacCajnom, ali razlog tome moze se potraziti u
malenom uzorku od samo 6 za treci, odnosno 3 tumora za Cetvrti stadij.
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Status aksilarnih limfnih ¢vorova jedan je od najvaznijih prognosti¢kih ¢imbenika kod
pacijentica s karcinomom dojke. Limfovaskularna invazija ¢imbenik je agresivnosti
tumora pomocu kojeg se moze procijeniti postojanje metastaza u limfnim &vorovima
(98). Ovo istraZivanje pokazalo je da su vrijednosti kolina za tumore koji su
pokazivali pozitivnu limfovaskularnu invaziju manje nasuprot onima koji su bili
negativni po tom pitanju (p=0,0371). Ovakav rezultat mogao bi se pripisati €injenici
da je od 17 tumora uz koje je postojala limfovaskularna invazija, njih 11 bilo veée od
15 mm te je moguée da se radi 0 ,non-mass“ lezijlama kod kojih je signal kolina
kontaminiran signalom okolnog zdravog masnog tkiva. U studiji koju su napravili
Shin i suradnici, nije pronadena znacajna razlika izmedu vrijednosti kolina i pozitivhe
i negativne limfovaskularne invazije, medutim, u svojoj studiji ipak navode znacajnu
povezanost vece koncentracije kolina i tumora agresivnih karakteristika s loSijim
prognosti¢kim ¢imbenicima (92). lako je u ovoj studiji rezultat statisticki znacajan,

potrebne su daljnje studije kako bi se potvrdila ova teza.

Ovo istrazivanje nije pokazalo znacajnu razliku u vrijednostima kolina izmedu
razli¢itih histolodkih podtipova (p=0,489), sto je u skladu s drugim studijama (89, 90).
Takoder je ucinjena korelacija vrijednosti kolina kod DCIS u usporedbi s ostalim
invazivnim karcinomima te je rezultat pokazao da in situ karcinomi imaju znatno nize
vrijednosti kolina, ali rezultat se nije pokazao statisti¢ki znaCajan (p=0,47). Baek je u
svojoj studiji pokazao znacajnu razliku izmedu vrijednosti kolina kod DCIS i
invazivnih karcinoma (89). U ovoj studiji broj DCIS iznosio je 4, odnosno tek 5% od

ukupnog broja karcinoma $to je moguci uzrok dobivenih rezultata.

Vrijednost kolina bila je neSto vec¢a kod tumora s pozitivnim ER i PR receptorima, no
rezultat se nije pokazao statisticki znacajnim (p=0,227 i p=0,107) to je u skladu sa
studijom koju su proveli Chen i suradnici (91). Medutim, Shin i suradnici u svojoj
studiji pokazali su da tumori s negativnim hormonskim receptorima imaju znacajno
vecu i statistiCki zna¢ajnu koncentraciju kolina (92). Razlike u rezultatima moguce su

zbog veliCine uzoraka.

lako su Choi i suradnici dosli do statistiCki znaCajne razlike u vrijednosti kolina
ovisno o ekspresiji Ki-67 (92, 93), ova studija pokazala je suprotno (p=0,636).
Razlike su moguce zbog razliitog grupiranja uzoraka prema postotku tumorskih

stanica.
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HER2 pozitivni tumori povezani su s agresivnim fenotipom i smanjenim
preZivljenjem (49). lako su HER2 pozitivni tumori imali vece vrijednosti kolina u
usporedbi s negativnima, rezultat se nije pokazao statistiCki znacajnim, &to je u

skladu sa ve¢ objavljenim studijama (86, 92, 94).

Razlike u vrijednosti kolina ovisno o molekularnom podtipu nisu se pokazale
statisticki zna€ajnima (p=0,931). No, takoder je napravljena i korelacija izmedu
trostruko negativnog podtipa karcinoma i ostalih podtipova. lako su karcinomi
trostruko negativhog podtipa pokazali vise koncentracije kolina u usporedbi s
ostalim podtipovima, rezultat se nije pokazao statistic¢ki zna¢ajan (p=0,431). Postoje
studije koje su takoder pokazale da trostruko negativni podtipovi imaju znacajno

vecu koncentraciju kolina (92, 93, 95).

Nekoliko je nedostataka u ovom istrazivanju. Dizajn istrazivanja je retrospektivan, te
je potrebna vecéa prospektivna studija. Zatim, kako bi se provela kvalitetnija
korelacija, potreban je veci uzorak karcinoma koji ¢e obuhvatiti veéi broj razli€itih
podtipova unutar promatranih skupina kao $to su na primjer histoloski i molekularni
podtip. Nadalje, neuspjeh detekcije signala kolina u pojedinim tumorima mogué¢ je
zbog smanjene osjetljivosti, primjerice u malenim ili manje agresivnim tumorima.
Ostali nedostaci ukljuéuju pokretanje pacijentice za vrijeme dijagnosti¢ke pretrage,
kontaminaciju krvarenjem ili uklju€ivanje signala iz obliZnjeg zdravog masnog tkiva
(96, 97).
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9. Zakljuéak

Spektroskopijom magnetne rezonancije nije moguce odrediti podtipove karcinoma
dojke.

Postoji korelacija izmedu vrijednosti kolina i dobi pacijentice, veli¢ine tumora, stadija,

te postojanja limfovaskularne invazije tumora.

Vrijednost kolina u tumorima mjerena putem spektroskopije magnetnom
rezonancijom ima potencijal postati biomarker za predvidanje prognoze kod

pacijentica s karcinomom dojke.

Daljnjim istraZivanjima i unaprijedenjem tehnike spektroskopija magnetnom
rezonancijom ima mogucnost postati dijagnosti¢ko sredstvo u dijagnostici dojke te

jednog dana zamijeniti invazivne dijagnosticke metode.
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