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1 UVOD | SVRHA RADA

1.1 Rak — hormonski ovisna bolest

Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) zivotni stil definira kao opéi nadin Zivota temeljen na
interakciji izmedu uvjeta Zivota u Sirem smislu i individualnih obrazaca misljenja i ponasSanja uvjetovanih
sociokulturnim Ciniteljima i osobnim karakteristikama. U suvremenom pristupu zdravlju i bolesti
pretpostavlja se da je zdravlje uvjetovano slozenim meduodnosom bioloskih, psiholoskih, socijalnih i
okoliSnih ¢imbenika. (1)

Zdravlje primarno ovisi o uskladenom radu endokrinog sustava koji regulira oslobadanje hormona bitnih
za metabolizam, reprodukciju, rast i razvoj. Endokrine su Zlijezde Zlijezde s unutarnjim lu¢enjem:
hipotalamus, hipofiza, epifiza, stitna Zlijezda, dostitna Zlijezda, gusteraca, nadbubrezna Zlijezda i spolne
Zlijezde (jajnici i sjemenici). Kemijske tvari kao produkti danasnje industrijalizacije mogu djelovati na
endokrini sustav. Male fluktuacije u razini hormona mogu izazvati znac¢ajne patofizioloSke promjene.
Kao posljedica nastaju kroni¢ne nezarazne bolesti modernog Covjeka: dijabetes tip 2, kardiovaskularne
bolesti, porast incidencije raka, astma, pretilost, neurobihevioralni poremecaiji, neplodnost, genitalne
malformacije i patoloski ishodi trudnoce. Porast kroni¢nih nezaraznih bolesti zabiljezen je u gospodarski
razvijenim drzavama s viSim ekonomskim standardom. Bez zdravog endokrinog sustava, ljudi i zivotinje

ne mogu se razmnozavati niti normalno razvijati. (2)

Znacajni porast nezaraznih bolesti vezanih za endokrini sustav sugerira da osim genetske etiologije,
znatnu ulogu imaju i okolidni ¢imbenici. Takvi okolidni ¢imbenici nazivaju se endokrinim disruptorima.
Endokrini disruptor (ED) egzogena je tvar ili smjesa tvari sa svojstvima koje mogu dovesti do endokrinih
poremecaja u zdravom organizmu i njegovom potomstvu. (3) Znanstveni dokazi upuéuju na to da ED
predstavlja rizik za razvoj i funkciju organa u tijelu. To ukljuCuje endokrine poremecaje s posebnim
naglaskom na hormonski ovisne vrste raka. (4) U njih ubrajamo rak prostate i testisa kod muskaraca a
kod Zena su najée$ée rak dojke, jajnika i endometrija. (5) Stitnjaga, plué¢a i jetra takoder mogu biti
hormonski ovisan oblik raka.(6)

Oko 65 % raka dojke hormonski je ovisno. Prema podacima Ameri¢kog drustva za rak, u posljednjem
petogodiSnjem razdoblju (2012. — 2016. god.), stopa incidencije raka dojke blago se povecala za 0,3 %
godiSnje uglavnom zbog hormonski ovisnog oblika raka. Suprotno tome, stopa smrti od raka dojke i
dalje opada, padajuci za 40 % u razdoblju od 1989. do 2017. god., Sto znadi da je izbjegnuto oko 375
900 smrtnih sluCajeva od raka dojke. Smanjenje smrtnosti pripisuje se dostupnosti visokokvalitetnih
usluga prevencije, ranom otkrivanju i lije€enju. (7) No, ne postoji dovoljno znanstveno utemeljenih
dokaza kojima bi se objasnilo poveéanje incidencije raka dojke koji mozZe imati uzro€no-posljedi¢nu

vezu izmedu okoliSa i endokrinih poremecaja. (8)



1.2 Endokrini disruptori

Zabrinutost povezana s ED-ima raste od 90-ih godina proslog stolje¢a. Definicija ED-a je utvrdena tek
2002. god. u okviru Medunarodnog programa za sigurnost kemikalija kojom je ED opisan kao egzogena
tvar ili smjesa tvari koja mijenja funkciju/funkcije endokrinog sustava i time dovodi do Stetnih ucinaka
na zdravlje zdravog organizma, njegova potomstva ili (pod)populacija. (9) ED u okoli§ dolazi iz razli¢itih
izvora. Uglavhom se koristi u izradi ambalaza, pesticidima ili kao konzervans u farmaceutskoj,
kozmeti¢koj i prehrambenoj industriji. Najéesce koristeni ED-i su ftalati (PHT), bisfenol A (BPA) i esteri

p-hidroksibenzojeve kiseline (PHBA) koji se nazivaju parabeni. (10)

1.2.1 Klasifikacija endokrinih disruptora

Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) razvrstala je ED-e u 11 kategorija zbog velike raznolikosti

izvora i djelovanja na ljudski organizam (Tablica 1.).

Tablica 1. Podjela ED-a u jedanaest kategorija, prema dokumentu Svjetske zdravstvene organizacije

State of the Science of Endocrine Disrupting Chemicals — 2012 (3)

KLASIFIKACIJA ENDROKRINIH DISRUPTORA

Trajne i bioakumulativne halogenirane kemikalije

Trajni organski polutanti (POP)

Ostale bioakumulativne kemikalije

Manje trajne i bioakumulativne kemikalije

Plastifikatori i ostali aditivi u materijalima i proizvodima

Policiklicke aromatske kemikalije (POC) uklju¢ujuc¢i PAH

Halogenirane fenolske kemikalije (HPC)

Nehalogenirane fenolske kemikalije (non-HPC)

Sastojci pesticida, farmaceutskih proizvoda i proizvoda za osobnu higijenu

Pesticidi koji su trenutno u uporabi

Sastojci farmaceutskih proizvoda, promotora rasta i proizvoda za

osobnu higijenu

Ostale kemikalije

Metali i organometalne kemikalije

Prirodni hormoni

Fitoestrogeni

PRIMJERI ENDROKRINIH DISRUPTORA

PCB, PFOS, PBDE, lindan, klordan, toksafen, endosulfan

oktaklorostiren, PFCA, HBCDD

esteri ftalata (DHEP), trifenilfosfat

piren, benzopiren, antracen, benzoantracen

2,4-diklorfenol, pentaklorfenol, triklosan, tetrabrombisfenol A

bisfenol A, bisfenol F, bisfenol S, resorcinol, nonilfenol

atrazin, vinklozolin, kloripirifos, fenitrotion, linuron

dietilstilbestrol, tamoksifen, levenorgestrel, PARABENI, 3-

benziliden kamfor

arsen, kadmij, Ziva, olovo, TBT, TPT

17B-estradiol, testosteron, estron

izoflavoni, prenilflavonoidi, kumestrol



S obzirom na fizikalno-kemijska svojstva ED-i se mogu podijeliti na trajne i bioakumulativhe te manje
trajne i manje bioakumulativne tvari. Prva se skupina ocituje dugotrajnom prisutno$¢u u okolisu,
inertno$éu i bioakumulacijom u organizmima (koncentriraju se u bjelanc¢evinama ili masnom tkivu). Za
razliku od njih, druga je skupina spojeva manje postojana u okoliSu i nisu bioakumulativni (brzo se

izlu€uju iz organizma) ali je kontakt s njima kontinuiran i otvara moguénost svakodnevne akumulacije.

ED-i mogu biti sintetickog ili prirodnog podrijetla. Sinteti¢ki ED-i su kao zagadivaci okoliSa kratkoga
vijeka trajanja i u njih se ubrajaju proizvodi od plastike, ftalati (PHT) i bisfenol A (BPA). Organski
onediscivadi industrijski su otpad dugog vijeka trajanja i ukljuCuju organoklorne pesticide
diklorodifeniltrikloretan (DDT) i diklordifenildkloroetilen (DDE), dioksine i polibromirane difenil-etere

(PBDE). (11)

1.2.2 lzvor endokrinih disruptora

U izvjes¢u Programa Ujedinjenih naroda za okolis (UNEP) i Svjetske zdravstvene organizacije (WHO)
iz 2012. god. ED-i su proglaseni ,svjetskom prijetnjom”. U njemu se, izmedu ostaloga, navodi povec¢anje
uCestalosti poremecaja povezanih s endokrinim sustavom u ljudi te su zapazeni ucinci na endokrini
sustav divljih Zivotinjskih vrsta. Poznato je da gotovo 800 kemijskih spojeva moze ometati metabolizam

hormona.

ED-i se dodaju proizvodima s namjerom poboljSanja njihovih svojstava i kvalitete u svrhu smanjenja
cijene proizvodnje, dok se u manjoj mjeri mogu naéi sasvim slu€ajno u proizvodu kao oneciscivadi.
Emisija se moZe odvijati putem vode, tla, atmosfere, tijekom otpustanja iz materijala i proizvoda te
prilikom rukovanja, spaljivanja ili reciklaze otpada. (3)

Kanalizacijska je infrastruktura bitna poveznica izmedu ku¢anstava i industrije te vodenih ekosustava.
LoSim gospodarenjem izvorima pitke vode s jedne strane te otpadnim vodama s druge strane, ED-i
mogu dospjeti i u vodu za piée. (12) Osim urbanih sredina, poljoprivredne su povrsine takoder veliki
izvor zagadenja. Pesticidi, herbicidi, konzervansi, hormoni i mnogi drugi spojevi ispiru se iz tla i
dospijevaju u lokalne podzemne vode. Jednom kada dospiju u vodeni okoli§, postaju dostupni lokalnim
organizmima koji ih akumuliraju u svojim tkivima. U jezerima su dovoljne nanogramske koncentracije
ED-a sa svojstvom sintetskog estrogena koje mogu izazvati kemijsku sterilizaciju muzjaka i pomor riba.
Broj znanstvenih publikacija o hormonskim otrovima u okoliSu raste eksponencijalno a otkriveni
poremecaji u Zivotinjskom svijetu dobivaju svoju epidemioloSku presliku medu ljudima.

Izvori ED-a su mnogobrojni i €esto su predmeti svakodnevne Siroke potrodnje kao to su proizvodi za
osobnu higijenu, elektronicki uredaiji, igracke, odje¢a, ambalaza, pesticidi, metali, okolis, voda i hrana
(Tablica 2.).



Tablica 2. Endokrini disruptori — upotreba u okoliSu, primjeri spojeva i izvori izloZenosti ljudi (13)

Upotreba u okoliSu

Biljni fitoestrogeni

Farmaceutski lijekovi

Pesticidi

Herbicidi
Industrija
Spaljivanje nusproizvoda

Plastika, epoksidne smole

Plastika

Deterdzenti

Konzervansi
Antiperspiranti
Antimikrobna sredstava

Apsorbira ultraljubic¢asto
svjetlo

Parfemi

Regenerator / lak u spreju

Cigarete

Primjeri spojeva

Genistein, daidzein

Etinilestradiol

DDT, lindan, piretroidi

Gifosat
Poliklorirani bifenili
Poliklorirani dioksini

Bisfenol A

Ftalati estera
Alkil-fenoli
Parabeni

Aluminij klorohidrat
Triklosana

Benzofenon

Butilfenilmetilpropional,
benzil-salicilat, moSus

Dimetil-siloksan

Cadmium

Izvor izlozenosti ljudi

Jestivi biljni proizvodi (dijetalni, dodaci
prehrani)

Kontracepcijske pilule, hormonska
nadomjesna terapija, kozmetika

Proizvodi za pesticide, Zivotinjske masti
(dijetalni)

U vrtu za uklanjanje korova
Zivotinjska mast (dijetalni)
Udisanje zrakom, Zivotinjske masti iz prehrane

Skladistenje hrane i pi¢a (dijetalni);
poljoprivreda

Proizvodi za Siroku potrosnju

Proizvodi za Siroku potrosnju

Proizvodi za osobnu njegu, hranai lijekovi
Antiperspiranti u spreju

Proizvodi za osobnu njegu i kuénu potros$nju

Proizvodi za sun&anje, kozmetika, odje¢a

Proizvodi za osobnu njegu i kuénu potro$nju

Proizvodi za osobnu njegu

Cigarete

ED se u ljudski organizam moze unijeti prehranom, udisanjem i preko koze ali se moze prenijeti i s

majke na dijete preko posteljice ili mlijeka (dojenjem).

Tijekom intrauterinog razvoja majcin se odnos s ¢imbenicima okoliSa odrazava i na plod. U

istrazivanjima na Zivotinjama uocilo se da mnogi ED-i mogu prijeci placentarnu barijeru. Kasnija su

istrazivanja na ljudima pokazala postojanje izravne veze izmedu njihove koncentracije u majéinoj krvi i

krvi pupkovine ploda. (14) Nakon porodaja, prijenos hranjivih tvari nastavlja se procesom dojenja. (15)

Masno tkivo kod odraslih ljudi sluzi kao rezervoar ED-a koji moZe biti otpusten u cirkulaciju ili ostati

izdvojen u adipocitima, ovisno o odgovoru na hormonsku ili neurolosku signalizaciju.(16)



1.2.3 Mehanizam djelovanja endokrinih disruptora

Djelovanje ED-a postalo je znafajno znanstveno podruéje istrazivanja zbog specificnog oblika
toksi¢nosti. ED-i se vezu za receptore jezgre poput receptora za estrogen (ER), androgenskih receptora
(AR), mineralokortikoidnih receptora (MR), progesteronskih receptora (PR), glukokortikoidnih receptora
(GR), tireoidnih receptora (TR) i peroksisom proliferatora — aktivirajuéeg receptora (PPAR).(17)
Mehanizam djelovanja ED-a moze biti izravnim aktiviranjem ili inaktivacijom endokrinih ciljnih receptora,
prekidanjem sinteze hormona, inhibiranjem ili aktivacijom njihovih metabolizacijskih enzima (Slika 1.).
Na taj nacin ED-i oponasaju ili djelomi¢no oponasaju hormone u tijelu kao Sto su estrogeni, androgeni
ili hormoni §titnjate. U organizmu mijenjaju normalnu razinu hormona, zaustavljaju ili poti€u njihovu
proizvodnju ili mijenjaju bioloSki put do ciljnog organa. Mogu se vezati za receptore hormona i tako
blokirati vezanje endogenih hormona te samim tim sprijeciti nastanak normalnog signala ciljne stanice
koji je hormon trebao proizvesti. Vezivanjem mogu uzrokovati aktivaciju u pogreSnom trenutku (npr.,
zapocne proizvodnja inzulina kada organizmu nije potreban). (19) Takoder mogu poremetiti normalne

puteve metabolizma hormona u jetri. (3)
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organa/thiva:
= mijenja metabolizam hormona

Slika 1. Mehanizam djelovanja endokrinih disruptora (18)

Izlu€ivanje ED-a iz organizma ponajprije ovisi o njihovim svojstvima. Trajne bioakumulativne kemikalije
su inertne. Imaju tendenciju nakupljanja u razli¢itim tkivima, ponajviS$e u masnom, pa se generalno
izlu€uju veoma sporo. S druge strane, promjenjivi se disruptori brzo metaboliziraju u jetri, odakle se
njihovi metaboliti izlu€uju putem stolice i urina.

Posebno zabrinjava Cinjenica da izlozenost ED-ima tijekom intrauterinog razvoja moze imati trajne i

nepopravljive posljedice koje se ne moraju odmah ocitovati nego tek kasnije tijekom Zivota. (20) Kriti€¢no



razdoblje utero i/ili neonatalnog razdoblja tijekom kojega ED-i uzrokuju suptilne promjene u ekspresiji
gena i tkivnoj organizaciji dovodi do povecane osjetljivosti na bolesti u odrasloj dobi. Neki od razloga
povecane osjetljivosti ukljuCuju utjecaj ED-a na slab razvoj imunoloSkog sustava u plodu ili
novorodenCetu. Posljedica su nerazvijeni mehanizmi popravka DNK, detoksikacijskih enzima,
metabolizma u jetri i propusnija krvno/mozdana barijera. (21)

Istaknuti mehanizam koji povec¢ava potencijalni rizik od razvoja bolesti u odrasloj dobi nakon izloZenosti
ED-ima tijekom ranog razvoja naziva se epigenomic¢ko reprogramiranje. Postoji znatan broj dokaza o
izlozenost ED-ima tijekom ranog razvoja koji moze utjecati na razvoj istog fenotipa u slijede¢im
generacijama. Istrazivanje izloZzenosti majke misa bisfenolu A pokazuje povezanost s promjenama u
ponasanju potomaka kroz Cetiri generacije $to je vjerojatno posljedica epigenetske modifikacije
odredenih gena. Stoga se pretpostavlja da epigenetske promjene imaju bitnu ulogu u mehanizmu

nastanka transgeneracijskog efekta. (22)

1.2.4 Problem identifikacije endokrinih disruptora

Male mijerljive doze u organizmu i pitanje potrebe za dugotrajnom izlozenoS$¢u glavni su problemi
identifikacije ED-a. Njihovo se djelovanje ocituje na svim sustavima u organizmu bez iznimke, a
vremensko razdoblje djelovanja zapocinje ve¢ sa zaCe¢em i nastavlja se tijekom Citavog zZivota. Razlike
se vide i u vremenu pojavljivanja posljedica s obzirom na vrijeme izlaganja. Ponekad moze biti kratko
nakon izlaganja, a ponekad c¢e se posljedice vidjeti s odredenim vremenskim odmakom. Jedino je
promjenijiv intenzitet djelovanja tijekom razli¢itih razvojnih faza, pri ¢emu se kao kriti¢éna razdoblja, u
kojima je njihovo djelovanje najizrazenije, isti€u intrauterini razvoj, djetinjstvo i fertilna dob. (23) Tijekom
ranog razvojnog razdoblja potrebne su manje doze da bi se izazvao u€inak u odnosu ha doze potrebne
u odrasle jedinke. (24) Takoder, postoji razlika u stupnju izlozenosti ED-ima medu ukupnom svjetskom

populacijom zbog razli¢itih demografsko-kulturolo$kih utjecaja i navika.

Za neke je ED-e utvrdena maksimalna dozvoljena koncentracija (MDK). No, Stetni se u€inak moZze
dogoditi i pri koncentracijama ispod MDK. ED-i se odlikuju efektom sinergijskog ucinka (,ucinak
mjeSavine” ili ,uinak koktela“). U slu€aju izlaganja smjesi disruptora s koncentracijama svake
komponente ispod MDK (s malim ili nikakvim rizikom za zdravlje), ipak ¢e doéi do nastanka Stetnog
uCinka zbog efekta sinergijskog djelovanja svih komponenti zajedno. Primjer su parabeni s
estrogenskim djelovanjem (ksenoestrogeni). Dugo se smatralo da nisu Stetni jer se pojavljuju u okoliSu
u izrazito malim koncentracijama, odnosno u koncentracijama ispod MDK. Medutim, mijeSanjem s
endogenim estrogenom dolazi do dvostruko jaceg odgovora organizma na njihovo djelovanje. (25) Time
je postavljen veliki zadatak pred znanstvenike. Dosada$nja saznanja o maksimalnim dozvoljenim
koncentracijama (MDK) ED-a trebaju se preispitati u kontekstu djelovanja smjesa razlicitih
kemikalija.(26)



1.2.5 Utjecaj endokrinih disruptora na ljudsko zdravlje

Utjecaj ED-a na ljudsko zdravlje prikazana je na Slici 2.
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Slika 2. Utjecaj endokrinih disruptora na ljudsko zdravlje. Ovalni prozori prikazuju glavne sustave pod

utjecajem hormona; kvadratni prozori oznacavaju specificne utjecaje povezane s ED-ima (18)

Zbog interferencije s tireoidnim hormonima koji su vazni za razvoj srediSnjeg ziv€anog sustava
intrauterino i nakon rodenja, povecana je incidencija neurobihevioralnih poremecaja, disleksije,
mentalne retardacije i ADHD-a, potedkoéa u ucenju, depresije i drugih poremecaja raspoloZenja. U
nekim zemljama poremecaji zahvacaju ¢ak 5 — 10 % rodene djece, a incidencija autizma i sli¢nih
poremecaja dostize 1 %. (3)

Znanstvenike posebno zabrinjava €injenica Sto brojni kemijski ED-i negativno utje€u na reproduktivni
sustav milijuna zena diljem svijeta te dokazano uzrokuju sljedece promjene: sindrom policisti¢nih
jajnika, fibroidne benigne tumore maternice (leiomyoma), endometriozu, probleme s plodnoScu,
neplodnost, problemati¢ne trudnoc¢e, smanjenu porodnu tezinu novorodenc¢adi, prijevremene porode,
prerani pubertet djevojCica i sve raniji nastup telarhe (razvoj grudi koji se javlja prije osme godine zivota).
(27, 28) Jednako tako, ove kemijske tvari negativno utjeCu i na reproduktivno zdravlje muskaraca
uzrokujuci kongenitalni kriptorhizam, hipospadiju, smanjenu razinu testosterona, loSu kvalitetu spermija
i neplodnost (broj spermija je pao ¢ak 50 % tijekom posljednjih pola stolje¢a u pojedinim regijama).
Uocen je i negativni utjecaj na omjer novorodencadi muskog i zenskog spola jednako kao i kod divljih
zivotinja: omjer je blago povisen u korist muskog spola, a znanstvenici trenutano ne mogu objasniti

razlog. (29)



ED-i utjeCu na sve €eS¢u pojavu zlo¢udnih bolesti Ciji je razvoj uvjetovan djelovanjem hormona. U tu
skupinu ubrajamo rak dojke, endometrija, jajnika, testisa, prostate i Stitne Zlijezde. Porast navedenih
zlo¢udnih bolesti uoava se posebice u zapadnim zemljama, a u posljednje vrijeme zbog naglog
gospodarskog razvoja i u nekim drzavama Azije. Takoder je u porastu sve c¢eSc¢a disfunkcija
nadbubrezne Zlijezde s posljedicom hipersekrecije hormona kortizola pa raste i broj oboljelih od
Cushingovog sindroma. (3)

Sve veca ulestalost pretilosti ozbiljni je globalni javnozdravstveni izazov. lako epidemiju pretilosti u
velikoj mjeri potiCe loSa prehrana i nedostatak vjezbanja, odredeni ED-i imaju ulogu u etiologiji. (30)
Kemijske tvari poput tributilkositra (TBT) i trifeniltina (TPT) pridonose debljanju, djelujuéi na dijelove
endokrinog sustava odgovornog za metabolizam, energetsku ravnotezu i apetit, posebice tijekom
razvojnog razdoblja. (31)

Poremecaiji i bolesti imunolo$kog sustava takoder su u stalnom porastu — osobito alergije i autoimune
bolesti. Prevalencija astme u pedijatrijskoj dobi udvostrucila se u posljednjih 20 godina i sada je vodedi
uzrok hospitalizacije djece i izostanaka iz Skole. (3) U posljednjem desetljecu u razvijenim zemljama

zabiljezen je raniji poCetak puberteta koji je pod kontrolom neuroendokrinog sustava. (32)



1.3 Parabeni

Paraben je ED koji se ubraja u skupinu ksenoestrogena. Ksenoestrogeni su vrsta ksenohormona (gr¢.:
xeno znaci vanjsko, strano) koji imitiraju djelovanje endogenog hormona estrogena. Ksenoestrogeni
mogu biti sinteticki ili prirodni kemijski spojevi. Prirodni se ksenoestrogeni nalaze u biljkama
(fitoestrogeni) ili gljivicama (mikoestrogeni). SintetiCki se koriste u industrijskim proizvodima, medu
kojima su i parabeni. (33) Novi znanstveni dokazi potvrduju znatni utjecaj ksenoestrogena na
karcinogenezu. (34-37) Trenutno postoji oko 160 ksenoestrogena koji mogu biti uklju¢eni u razvoj raka
dojke. (38-40)

Paraben je naziv za skupinu spojeva koje Cine esteri para-hidroksibenzoi¢ne ili 4-hidroksibenzoi¢ne
kiseline (PHBK) i odgovarajucih alkohola (metilparaben, etilparaben, propilparaben, isopropilparaben,

butilparaben, isobutilparaben i benzilparaben) (Slika 3.).

(o) 0] CH 0
I? “CH, EE Syt [\ir N“"\CH,
a) H b OH OH

Slika 3. Kemijska struktura a) metilparabena, b) etilparabena i c) propilparabena (41)

c)

Otkriveni su 20-ih godina prosloga stoljeéa a sredinom se stolje¢a poCinju masovno koristiti kao
konzervansi u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji zbog svojih antimikrobnih i antigljivicnih
svojstava. Najzastupljeniji su u kozmetic¢kim proizvodima. MikrobioloSka kontaminacija (bakterije,
plijesni, gljivice) svih proizvoda, pa tako i kozmetike, predstavlja rizik za zdravlje. Poznati su primjeri
infekcije o€iju bakterijom Pseudomonas aeruginosa nakon primjene kozmetike koja nije bila propisno
»konzervirana“. Mikroorganizmi ubrzavaju razgradnju emulzija, stvarajuci Stetne nusprodukte i iritirajuée
sastojke neugodnog mirisa kozmetike. Parabeni sprjeCavaju razgradnju aktivnih sastojaka i mikrobnu

kontaminaciju kozmetike te produzuju rok trajanja proizvoda.

Siroka rasprostranjenost parabena u kozmeti¢kim proizvodima posljedica je niske cijene, izostanka
perceptivhog okusa i mirisa, €injenice da ne proizvode diskoloraciju, prakti¢ki su pH neutralni, niske
toksi¢nosti i Sirokog spektra aktivnosti. Takoder su inertni, biorazgradivi, kemijski stabilni u odnosu na
pH i temperaturu ¢ime omogucuju sterilizaciju proizvoda bez gubitka antimikrobne aktivnosti.(42)
Njihova antimikrobna aktivnost raste s poveéanjem duljine esterske skupine, ali topljivost u vodi opada.

U praksi se obi¢no koriste kraci esteri Sto pridonosi visokoj topljivosti u vodi. (43)

Parabeni su se smatrali potpuno sigurnima za €ovjeka sve dok pojedina istrazivanja nisu ukazala na
potencijalnu toksi¢nost. Prvi put na takvu moguénost ukazano je 1998. godine kada je ispitana
farmakodinamika parabena. Utvrdeno je djelovanje parabena kao kompetitivnih agonista estrogenskih

receptora i njihov utjecaj na razvoj karcinoma dojke. (41)
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1.3.1 Apsorpcija, metabolizam i izlu€ivanje parabena

Parabeni se mogu apsorbirati putem sluznice gastrointestinalnog sustava, koze, kose, noktiju, sluznice

usana te vaginalne sluznice. Dominantni put apsorpcije je kroz kozu.

Parabeni u kozmetic¢kim pripravcima primijenjenima na kozi prodiru u najgornji, roznati sloj koze (44)
gdje ih u keratinocitima hidrolizira enzim karboksilesteraza. (45) Studije pokazuju nikakav do blagi
stupanj kozne iritacije potaknut spojevima parabena. (46, 47) Farmakokinetika parabena ovisi o njihovoj
kemijskoj strukturi pa tako kroz kozu bolje penetriraju parabeni s manjim alkilnim lancem. Upravo je
transdermalni put apsorpcije parabena naj¢es¢i u razvijenim zemljama s obzirom na uc€estalo koriStenje
razli¢itih kozmetickih proizvoda. U kozi se nalaze Cetiri esteraze koje metaboliziraju parabene te time
sprjeCavaju potpunu akumulaciju u organizmu. Pronadene su u kutisu, keratinocitima, supkutanom
masnom tkivu i krvi te hidroliziraju parabene na p-hidroksibenzojevu kiselinu i postrani¢ni lanac.
Supkutana esteraza | ima vedi afinitet za parabene kratkog lanca kao $to je metilparaben, a supkutana
esteraza Il prema butilparabenu. U keratinocitima se nalazi esteraza Il koja pokazuje veéi afinitet za
butilparaben i njezin afinitet slabi $to je lanac kraéi. U prva 24 sata 30 % metilparabena se razgraduje
u kozi dok se ostali navedeni parabeni razgraduju sporije. Zbog individualnih razlika u aktivnosti
esteraza i povecCane potroSnje kozmetiCkih proizvoda hidroliza parabena nije potpuna te se mogu
apsorbirati kao aktivni nerazgradeni oblici i nakupljati u organizmu. U istrazivanju na 26 mladih zdravih
muskaraca iz 2007. godine potvrdeno je da se parabeni mogu apsorbirati sustavno jer su nakon lokalne

primjene na kozi pronadeni u sustavnom krvotoku i urinu. (48)

Parabeni iz hranidbenih proizvoda metaboliziraju se ve¢inom u jetri i bubregu. U jetri se hidroliziraju
pomocu jetrenih esteraza. Glavni metabolit je p-hidroksibenzojeva kiselina, ostali metaboliti uklju€uju
p-hidroksihipurnu kiselinu i ester te konjugirane oblike s glicinom, glukuronidom i sulfatom. Metabolizam
je brz Sto pokazuju metaboliti koji se pojavljuju u urinu 5 sati nakon ingestije. Brzo se apsorbiraju iz
gastrointestinalnog trakta, hidroliziraju na p-hidroksibenzojevu kiselinu, konjugiraju i tako konjugirani
izlu€uju mokracom dok se mali dio moze izlu€ivati putem zuci i stolice. (49) Vecina parabena bude
hidrolizirana i nakon toga konjugirana te u tome obliku izlu€ena iz organizma, tek maniji dio (0,2 — 0,9

%) ostane nepromijenjen. (50)
Mjerenjem koli¢ine pojedinog parabena u urinu moze se procijeniti izloZzenost organizama.

P-hidroksibenzojeva se kiselina smatra nespecificnim biomarkerom za procjenu izloZzenosti jer je
zajednicki metabolit svih parabena. Zbog toga se preporu€uje mjerenje slobodnih i konjugiranih oblika
osnovnih spojeva. Istrazivanjem provedenim na zdravoj populaciji u SAD-u pronadene su mijerljive

razine metilparabena i propilparabena u vise od 96 % uzoraka urina. (51)
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1.3.2 lzvor parabena

RaSirena proizvodnja i uporaba parabena moze rezultirati njihovim ,curenjem® u okoli§. Parabeni se
ispustaju kroz otpadne vode, ali i taloZenjem Cestica iz atmosfere. Zbog fizikalno-kemijskih svojstava
poput topljivosti i povecanog afiniteta za organske tvari, ti se spojevi mogu akumulirati u
poljoprivrednom tlu, mulju i organizmima. (52) LoSim gospodarenjem izvorima pitke vode s jedne strane
te otpadnim vodama s druge strane, parabeni mogu dospjeti i u vodu za pi¢e. (12) Kao posljedicu
imamo zacCarani krug izloZzenosti parabenima preko rijeka, poljoprivrednog tla, povrc¢a i voca, Zivotinja,
vode za pice te u buduénosti vjerojatno i zraka.

Dozvoljena koncentracija parabena kao konzervansa u proizvodu je do 0,8 % (mjeSavina parabena) ili
do 0,4 % (jedan paraben). Naj¢eSc¢e koriSteni parabeni su metilparaben i propilparaben. (53) Zadnjih

50 godina parabeni se koriste kao konzervansi — aditivi (E214-219) u prehrambenoj industriji. (43)

U Republici Hrvatskoj pokrenut je struéni projekt informiranja javnosti o prisutnosti i Stetnosti
konzervansa u hrani (E-brojevi). Na navedenoj web-stranici stoji upozorenje: ,Znanstvenici vec
godinama objavijuju studije kojima upozoravaju da mnogi dodaci hrani (oznac¢eni E-brojevima) izazivaju
kod ljudi sindrom hiperaktivnosti, alergijske reakcije, glavobolje ili metabolicke poremecaje. Reakcije
odgovornih institucija na ta otkrica prespore su i nedostatne, a prehrambena industrija takve rezultate
uglavnom ignorira. Ipak, javnost ima pravo na svaku informaciju i svako upozorenje. Informiranjem
Javnosti ostvaruje se demokratsko nacelo right-to-know, a upozoravanjem se podupire europsko nacelo
opreznosti (better-safe-than-sorry).”“ Nakon prikaza sastava E-broja naveden je i podatak prihvatljivog
dnevnog unosa parabena, tzv. ADI (Acceptable Daily Intake) / PDU (prihvatljivi dnevni unos). To je
koli¢ina aditiva za koju se smatra da je potroSa¢ moze unositi u organizam bez Stetnih posljedica po
zdravlje. ADI se izrazava u miligramima nekog aditiva po kilogramu tjelesne tezine. Temelji se na
rezultatima eksperimenata na Zivotinjama gdje se izraCunavaju koli€ine aditiva koje ne naruSavaju
zdravlje laboratorijskih Zivotinja, tzv. Observed Adverse Effective Level (NOAEL). Dobivene vrijednosti

preradunavaju se u dnevnu dozu za ljude (ADI/PDU) tako da se obi¢no umanjuju za sto puta.

Najzastupljeniji parabeni kao konzervansi koriste se u grickalicama, slasticama te za povrSinsku obradu

suhomesnatih proizvoda.Slijedi popis,izvor i upozorenja za naj¢eSce koridtene parabene i njihov E-broj:

1. E218 - metil-p-hidroksibenzoat
—_— 0—

Ho— )
VAR

Umjetno sredstvo za konzerviranje. Derivat benzojeve kiseline iz skupine parabena, poznat i kao metil-
paraben. Proizvodi se kemijskom sintezom. Vrlo €esto se upotrebljava u kozmeti¢kim i farmaceutskim

pripravcima. Izbjegavati!

10 mg/kg tjelesne teZine
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2. E216 - propil-p-hidroksibenzoat
o

HD—{i H
o]

Sredstvo za konzerviranje. Esterski derivat p-hidroksibenzojeve kiseline. Moze djelovati kao kontaktni alergen.

Europska ustanova za sigurnost hrane (EFSA) nije odredila prihvatljivi dnevni unos (ADI) jer u pokusima na

zivotinjama nije ustanovljena doza koja nema $tetnih ucinaka (EFSA-Q-2004-063). Zato je Europska komisija

predloZila da se ovaj aditiv skine s liste dopustenih aditiva. U pokusima na $takorima ustanovljen je negativan

utjecaj na seksualne hormone i odte¢enja muskih spolnih stanica.

DOPUSTENA UPOTREBA

KOLICINA

samo za povrsinsku obradu suhomesnatih proizvoda

Proizvoda¢ sam odlu€uje koliko ¢e aditiva dodati nekoj
namirnici. Tzv. DPP — utemeljen na pravilu quantum satis
prema kojem se namirnicama smije dodati samo onoliko
aditiva koliko je nuzno da se postigne Zeljeni u€inak, pod

uvjetom da se time ne obmanjuje potroSaca

toplinski neobradeni mlijecni deserti

300 mg/kg ukupno kao sorbinska i benzojeva kiselina

bombonski proizvodi, masa za punjenje, preljevi

1500 mg/kg pojedinacno ili u smjesi (PHB max. 300 mg/kg)

snack-proizvodi na bazi zita i krumpira, preliveni plodovi i

sjemenke

300 mg/kg izrazeno kao PHB

tekuéa umijetna sladila

1000 mgl/l

dodaci prehrani u teku¢em obliku

2000 mg/I pojedinacno ili u kombinaciji izrazeno kao kiseline

Nije odreden

3. E214 - etil-p-hidroksibenzoat
o

HD—< >—4
‘0

Umjetno sredstvo za konzerviranje. Ester p-hidroksibenzojeve kiseline pripada skupini parabena, a

poznat je i kao etil-paraben. Proizvodi se kemijskom sintezom. Cesto se kombinira s benzojevom i/ili

sorbinskom kiselinom. U pokusima na Zivotinjama ustanovljeno je da djeluje omamljujuce te da moze

utjecati na Sirenje krvnih Zila i pojavu gréeva. Utvrdeno je da u pojedinaénim sluajevima moze

uzrokovati alergijske i pseudoalergijske reakcije. Etil-paraben se u organizam apsorbira ucinkovito

putem koze ili probavnoga trakta, a izluCuje se bubrezima nakon hidrolize u p-hidroksibenzojevu

kiselinu, bez znacajnije akumulacije. Ne posjeduje akutnu toksi¢nost, ali u osjetljivih ljudi moze

uzrokovati alergijske i pseudoalergijske reakcije. Pojedinaéna znanstvena istrazivanja pokazuju da

parabeni posjeduju kancerogena svojstva i endokrinu aktivhost te da mogu Stetno djelovati na
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reproduktivne funkcije, fetalni razvoj te na razvoj raka dojke. Opravdanost ¢este upotrebe parabena

danas je vrlo kontroverzna te jo$ nije dovrSena konacna procjena njihove sigurnosti i/ili moguce

toksi¢nosti. Izbjegavati!

DOPUSTENA UPOTREBA KOLICINA
Zelatinozni zastitni sloj na mesnim proizvodima (kuhanim,
salamurenim ili suSenim), pasStete 1000 mg/kg

grickalice na osnovi Zitarica i krumpira, preliveni ora8asti plodovi

1000 mg/kg pojedina¢no ili maks. 300 mg/kg u
kombinaciji s E200

bombonski proizvodi (osim €okolade)

1500 mg/kg pojedina¢no ili ili maks. 300 mg/kg
u kombinaciji s E200, E210

samo za povrsinsku obradu suhomesnatih proizvoda

Proizvoda¢ sam odlu€uje koliko ¢e aditiva dodati
nekoj namirnici. Tzv. DPP — utemeljen na pravilu
guantum satis prema kojem se namirnicama smije
dodati samo onoliko aditiva koliko je nuzno da se

postigne Zeljeni u€inak, pod uvjetom da se time ne

obmanijuje potroSaca

ADI: 5 mg/kg tjelesne tezine (ukupno benzojeva kiselina i svi benzoati)

4. E215 - natrijev etil-p-hidroksibenzoat

o/

O

Umjetno sredstvo za konzerviranje. Proizvodi se kemijskom sintezom iz benzojeve kiseline.

Izbjegavati! DopuStena upotreba: kao i E214.

10 mg/kg tjelesne teZine

5. E219 - natrijev metil-p-hidroksibenzoat
— 0—
Na* 'D{\)—&
- b

Umijetno sredstvo za konzerviranje. Proizvodi se kemijskom sintezom iz benzojeve kiseline. Izbjegavati!

Dopustena upotreba: Kao E214.

ADI: 10 mg/kg tjelesne tezine
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Ostale su vrste parabena (izobutil, izopropil, benzil, heptilparaben — E209) manje zastupljene.

Prehrana moze biti vazan izvor izloZenosti parabenima. Medutim, u usporedbi s izlaganjem koje potjeCe
iz proizvoda za osobnu njegu, dnevni je unos iz hrane nizak.

Prema izvjesStaju Agencije za hranu i lijekove - FDA (engl. US Food and Drug Administration) iz 2006.
godine, parabeni se koriste kao konzervansi u preko 22 000 kozmetic¢kih pripravaka $to je u porastu u
odnosu na FDA podatke (13 282 kozmetitka pripravka) iz 1981. godine.

U SAD-u maksimalne dozvoljene koncentracije parabena za uporabu procjenjuje struéni panel CIR
(engl. Cosmetic Ingredient Review). Navedene preporuke prihvaca i FDA. Preporuke se ne razlikuju od
onih u Europskoj uniji, a zanimljivo je da ne postoji zakonski odredena razina parabena ve¢ samo
preporuke kojih se proizvodaci ne moraju pridrzavati. Ankete javnog mnijenja pokazuju da potrosac u
dobi od 21 do 65 godina dnevno koristi do devet razli¢itih kozmeti¢kih proizvoda.CIR panel je predlozio
maksimalno dozvoljene koncentracije parabena za dnevni unos od 142,08 mg za odrasle (3,024 mg/kg
tjelesne tezine) i 0,378 g za djecu (368 mg/kg tjelesne tezine). (54) Procjenjuje se da su ljudi
svakodnevno izloZeni otprilike 76 mg parabena. (55) Putem kozmeti¢kih preparata dnevno unosimo do
50 mg, 25 mg putem farmaceutskih pripravaka i 1 mg putem prehrambenih proizvoda. (56) Istrazivanje
na 215 kozmeti¢kih proizvoda provedeno 1995. god. otkrilo je prisutnost parabena u 99 % proizvoda
koji se stavljaju na kozu i 77 % proizvoda koji se ispiru nakon uporabe. (57) Alarmantna &injenica je
prisutnost ovih spojeva u znacajnim koncentracijama u vlaznim djecjim maramicama. (58) U vecini
kozmetiCkih proizvoda za odrasle i djecu prisutni su metilparaben, propilparaben i butilparaben.
Najces¢i proizvodi Siroke potro$nje u kojima su prisutni parabeni su (59):

- Samponi i proizvodi za oblikovanje kose
- kreme i losioni za lice i tijelo
- gelovi za tuSiranje

- tekuci sapuni

- losioni za brijanje

- djecja kozmetika

- dekorativha kozmetika

- vlaZne maramice

- paste za zube

- dezodoransi

- parfemi

- lijekovi (sirupi, masti, tinkture, antiseptici)
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1.3.3 Utjecaj parabena na reprodukcijski sustav

Istrazivanja na Stakorima pokazala su viSu razinu etilparabena i butilparabena u plazmi majke,
amnionskoj tekuéini, placenti, tijelu i posebice jetri fetusa nakon izlaganja tim spojevima.(60) Studije
usmjerene na potencijalni estrogeni u€inak parabena tijekom prijepubertetske i poslijenatalne faze kod
Zenki Stakora pokazale su znaCajne promjene tezine jajnika, nadbubrezne Zlijezde, Stitnjace, jetre i
bubrega. Primijecene su i patohistoloSke promjene u reproduktivnim organima, poput smanjenja Zutog
tijela, stanjivanja folikularnog epitela i povecanja broja cisti¢nih folikula. (61) Nadalje, otkrivena je

sposobnost parabena mijenjati procese spermatogeneze i steroidogeneze kod muskog Stakora. (62)

1.3.4 Utjecaj parabena na adipogenezu

Utjecaj parabena pokazao se i na diferencijaciju adipocita. Konkretno, podaci su pokazali da ti spojevi
potiC¢u adipogenezu u misjim stanicama, proces pretvorbe multipotentnih mati¢nih stanica u zrele
masne stanice. Adipogeni potencijal parabena raste kako se povecéava duljina linearnog alkilnog lanca,
a produzenje toga lanca s aromatskim prstenom u benzilparabenu dodatno povecava adipogenu
sposobnost. Adipogen ucinak parabeni ostvaruju vezanjem za peroksisom proliferator — aktivirajuéi

receptor (PPAR) i glukokortikoidni receptor. (63)

1.3.5 Fetalna izlozenost parabenima

Fetalna izloZzenost parabenima zbog primjene kozmeti¢kih proizvoda tijekom trudnoce vazna je iz tri
razloga. Prvo, parabeni prolaze krvnu barijeru posteljice i utjeCu na razvoj ploda. (64). Drugo, Zene
tijekom trudnoce izbjegavaju opce poznate Stetne navike, poput pusenja i konzumiranja alkohola ali su
jo$ uvijek nesvjesne potencijalne toksi¢nosti kozmetic¢kih proizvoda te stoga neée smanijiti njihovu
uporabu. Treée, dokazane su mijerljive koncentracije nerazgradenih parabena u maj¢inom krvotoku i
urinu. (65) Trudnice koje koriste losione, dezodoranse, ulje za masazu, Sminku, parfeme, lakove za
nokte, kreme za sunce ili gel za kosu imaju 29 % vecCe ukupne koncentracije parabena u urinu
(metilparaben, propilparaben) u usporedbi s trudnicama koje ne koriste navedene proizvode. (66)
Provedene su studije usporedbe koncentracije parabena kod majki i dojenc¢adi na norveskoj, korejskoj
i Svedskoj populaciji. Svi rezultati prikazuju prisutnost metilparabena u glavnom udjelu u ukupnoj koli€ini
parabena u urinu, a slijede ga etilparaben i propilparaben. (67) Takoder, urinske su koncentracije
parabena kod Zena vece nego kod muskaraca Sto se pripisuje ucestalijem koriStenju kozmetickih

proizvoda.(68)
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1.4 Parabeniirak dojke

Zlo¢udne su bolesti jedan od vodecih javnozdravstvenih problema u Republici Hrvatskoj. Prema
posljednjim dostupnim podacima Registra za rak, 2017. godine bilo je 24 385 novo dijagnosticiranih
zlo¢udnih bolesti i to 13 229 muskaraca i 11 156 Zena. Rak dojke je naj¢esce sijelo raka kod Zena u 2
767 novo dijagnosticiranih slu€ajeva. (69) Prema podacima DrZzavnog zavoda za statistiku, u 2018.
godini u Hrvatskoj je umrlo 52 706 osoba. Zlo¢udne bolesti su na drugom mjestu uzroka smrti (14 210
osoba) u Republici Hrvatskoj, nakon sréano-zilnih bolesti (23 048 osoba). Od raka dojke u Republici
Hrvatskoj umrlo je 990 Zena. U oko 80 % novih slu€ajeva bolest bude otkrivena u fazi ranog raka, a oko
20 % u trenutku postavljanja dijagnoze bolest ve¢ bude u uznapredovaloj fazi. Hrvatska se ubraja u
zemlje visokog mortaliteta od raka dojke i visokog rizika za obolijevanje od raka dojke te biljezi porast
obolijevanja u mladim dobnim skupinama. Takoder, rak karakterizira i odredeni agresivni profil u

usporedbi sa zapadnim zemljama.

lako postoji veliki napredak u dijagnostici i terapiji, rak dojke je i dalje naj¢e&¢i uzrok smrti u Zena u dobi
od 35. do 59. godine Zzivota. Oko 1,67 milijuna novih slu¢ajeva dijagnosticira se diljem svijeta i vise od
500 000 zena umre od te bolesti svake godine. To znaci da se svakih dvadeset sekundi negdje u svijetu
jednoj zeni postavi ta dijagnoza, a vise od tri zene umru svakih pet minuta u svijetu. Oko 65 % raka
dojke hormonski je ovisno. Prema podacima Americkog drustva za rak, u posljednjem petogodiSnjem
razdoblju (2012. — 2016. godina) stopa incidencije raka dojke blago se povecala za 0,3 % godisnje,
uglavnom zbog hormonski ovisnog oblika raka. Suprotno tome, stopa smrti od raka dojke i dalje opada,
za 40 % u razdoblju od 1989. do 2017., Sto znaci da je izbjegnuto oko 375 900 smrtnih slu¢ajeva od
raka dojke. Smanjenje smrtnosti moglo bi se pripisati dostupnosti visokokvalitetnim uslugama
prevencije, ranog otkrivanja i lije¢enja. [9] No, ne postoji dovoljno znanstveno utemeljenih dokaza
kojima bi se objasnilo povecéanje incidencije raka dojke koje moze imati uzro¢no-posljedi¢nu vezu

izmedu okolisa i endokrinih poremeéaja. [3]

U svijetu godiSnje umire od raka oko 9,6 milijuna ljudi. Jedna od Sest umrlih osoba umire od raka.
Svjetska zdravstvena organizacija predvida da ¢e se globalno broj oboljelih povecéati s 18 milijuna u
2018. godini na 29,5 milijuna u 2040. godini, dok ¢e broj umrlih porasti s 9,5 milijuna na 16,4 milijuna
godiSnje. Ovo se moze sprije€iti provedbom znanstvenih istrazivanja o utjecaju ED-a na razvoj raka s

ciliem stvaranja preventivne zastite pojedinca.
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1.4.1 LijeCenje raka dojke

Dojka je mlije¢na Zlijezda gradena od Zljezdanog, vezivnog i masnog tkiva od kojih mogu nastati tumori
(rak). Tumori mogu biti dobroéudni i zloéudni. Zlo¢udni tumori dojke su najcesSée epitelnog podrijetla
(karcinomi). Karcinomi s obzirom na odnos zlo¢udnih stanica prema bazalnoj membrani mogu biti
neinvazivni ili invazivni (Slika 4.). Dio navedenih podataka preuzeto je iz informacijske knijizice ,Znanjem

protiv raka dojke” izdavaca Hrvatske Lige protiv raka.(70)

®

ZDRAVA STANICA ATIPICNA

HIPPERLAZIA

BAZALNA

MEMBRANA

Slika 4. - Od nastanka atipi¢ne hiperplazije treba najcesce viSe od desetak godina da nastane duktalni
karcinom in situ. Od nastanka karcinoma in situ do nastanka invazivnog tumora promjera 0,5 —1 cmi
teSkog oko 1 g u kojem ima oko milijardu zloc¢udnih stanica protekne otprilike sljede¢ih 6 — 10
godina.(70)

Vise od polovice tumora dojke javlja se u gornjem lateralnom kvadrantu (GLK) i izdancima zljezdanog
tkiva usmjerenim prema pazuhu (45 — 57 %). U uzem podrucju bradavice, odnosno centralnom dijelu
dojke nastaje 15 — 20 %, u gornjem medijalnom kvadrantu (GMK) 12 — 15 % i u oba donja kvadranta

5 —10 % tumora dojke. Kod 10 % slu€ajeva raka dojke, CeSée se javlja u lijevoj dojci (Slika 5.). (71)

f’h\'\
) 45% 4 ~
1 I

\
! 15%

Slika 5. Ucestalost karcinoma dojke po kvadrantima. NajceSée sijelo raka je u gornjem lateralnom

kvadrantu (http://www.patient.co.uk/images/OUP260A.jpd )

Redovitim pregledom koji ukljuéuje samopregled, mamografiju i ultrazvuéni pregled, rak dojke se moze
otkriti u ranom stadiju, kada su mogucnosti za izlje€enje i preZivljenje mnogo veée. Preporuéa se da se
mamografski pregledi obavljaju od 50. godine Zivota (neki preporucuju i od 40. godine), a kod Zena s
visokim rizikom i ranije. Mamografija se treba raditi redovito u odredenim vremenskim razmacima (1-2

godine). Ova metoda Cesto se nadopunjuje ultrazvuénim pregledom dojki, lije¢ni¢kim pregledom dojki i
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prema indikaciji s magnetskom rezonancijom. Sustav kategorizacije nalaza naziva se Breast Imaging
Reporting and Data System — skraceno BIRADS. Prema njemu se otkrivene promjene procjenjuju
ocjenom od 0-6. BI-RADS 1 i 2 je uredan nalaz, BI-RADS 3 vjerojatno benigni nalaz, BI-RADS 4
suspektna promjena, BIRADS 5 visoko suspektna zlo¢udna promjena i BI-RADS 6 predstavlja

dijagnosticiran rak dojke.

Svaka sumnijiva tvorba u dojci mora biti patohistolo$ki pregledana kako bi se sa sigurno$éu utvrdilo radi
li se o zloéudnom tumoru ili ne. Biopsiju je mogucée napraviti uzimanjem cilindra tkiva tumora Sirokom
iglom ili danas sve rjede otvorenom kirur§kom biopsijom. PatohistoloSkom pretragom bioptata tumora,
osim postavljanja to¢ne i pouzdane dijagnoze radi li se o zloéudnom tumoru, utvrduje se i jesu li u tkivu
tumora prisutni receptori za spolne hormone i protein HER-2. Ti su podaci vazni za utvrdivanje vrste
tumora, a istovremeno su vazni prediktivni i prognosticki ¢imbenici na temelju kojih se planira daljnje
lijeCenje.

Stadij bolesti i vjerojatnost prezivljenja odreduje se prema TNM sustavu na temelju triju elemenata:
veli¢ine tumora (,T“ kategorija), broja metastazama zahvacéenih regionalnih limfnih &vorova (,N*

kategorija) i (ne)postojanja metastaza u drugim dijelovima organizma (,M* kategorija) (Tablica 3.).

Primarni tumor (T)
Tx Primarmi tumor se ne moze odrediti
TO Primarm tumor se ne moze dokazati
Tis Karcinom 1n situ
Tis (DCIS) Duktalni karcinom in situ
Tis (LCIS) Lobularni karcinom in situ
Tis (Paget) Pagetova bolest bradavice bez tumora
Tl Tumor najveéeg promjera <= 2 ¢m
Tla 0.1-0.5 cm
Tib 0,5-1 em
Tlc 1-2 cm
T2 Tumor veli¢me 2-5 ecm
T3 Tumor >5 ¢m
T4 Tumor bilo koje veli¢ine sa zahva¢anjem
a) torakalne stijenke ili
b) koze
T4a Sirenje na torakalnu stijenku (s izuzetkom pektoralnog misiéa)
T4b Edem 1l ulceracija koze dojke 1l satelitski kozm nodusi 1ste dojke
T4c T4a1T4b
T4d Upalni karcinom
Regionalni limfni évorovi (N)
Nx Postojanje metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima nije moguée dokazati
NO Histoloski se ne nalaze metastaze, bez dodatnog pregleda za izolirane tumorske stanice
NO(i-) Histoloski se ne nalaze metastaze, negativan IHC
NO(i+) Izolirane tumorske stanice identificirane histoloski ili pomoéu IHC, bez nakupina >0.2mm
NO(mol-) Histoloski se ne nalaze metastaze, negativan molekularni nalaz (RT-PCR)
NO(mol+) Histolodki se ne nalaze metastaze, pozitivan molekulami nalaz
NI Metastaza u 1-3 aksilarna limfna évora i/illi unutarnjim mamarmim ¢vorovima s
mikroskopskom bolesti detektiranom SLN
Nlm Mikrometastaza (>0,2mm, nijedna >2mm)
Nla Metastaze u 1-3 aksilarna limfna évora
Nl1b Metastaze u unutarnjim mamarnim évorovima s mikroskopskom bolesti detektirano) SLNB
Nlc pNla+pNlb
N2 Metastaze u 4-9 aksilarnih limfnih ¢vorova ili u klini¢ki evidentnim unutarnjim mamarnim
limfmim ¢vorovima u odsutnosti aksilarmh limfmh ¢vorova
N2a Metastaze u 4-9 aksilarnih limfinih évorova (bar jedan tumorsk: depozit >2.0mm)
N2b Metastaze u klim¢ki evidentnim unutarnjim mamarnim limfnim ¢vorovima u odsutnosti
metastaza u aksilarnim limfiim évorovima
N3
N3a Metastaze u 10 ili vise aksilarnih limfnih ¢vorova ili u infraklavikularnim limfnim ¢vorovima
Metastaze u khméka evidentnim ipsilateralnim unutarnjim mamarnim hmfonim évorovima u
N3b prisutnosti jednog 1li vide pozitivnog aksilarnog limfnog ¢évora ili u vide od 3 aksilarna limfna
¢vora s klinick: negativnim mikroskopskim metastazama u unutarnjim mamamim limfnim
¢vorovima
N3¢ Metastaze u ipsilateralnim supraklavikulamim limfnim ¢vorovima
Udaljene metastaze (M)
Mx Postojanje udaljenih metastaza nije moguce dokazati
MO Ne postoje udaljene metastaze
Ml Postoje udaljene metastaze

Tablica 3. Patoloska klasifikacija karcinoma dojke (pTNM) (72)
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Vjerojatnost petogodidnjeg prezZivljenja bolesnica s obzirom na dob i stupanj proSirenosti bolesti

prikazana je u Tablici 4. :

Petogodisnje prezivijenje (%)

Stadij L U dobi 20-34
Prosjecno godine
Ukupno 89,3% 77,8%
0 100% 98,7%
\ 100% 94.,5%
Il 86,2% 77,6%
A 57,2% 50,5%
nBinc 49% 42 8%

IV 21,2% 19%

Tablica 4. PetogodisSnje prezivljenje bolesnica s obzirom na dob i stupanj proSirenosti bolesti (70)

Rak dojke se naj¢esce javlja u dobi iznad 50 godina, no zabiljezen je i porast incidencije u dobi mladoj

od 30 godina. (73) Kada tumor otkrijemo na vrijeme (veli¢ine do 1 cm), izljeCiv je u 98 % slucajeva, dok

je 5-godisnje prezivljenje kod uznapredovalog stadija bolesti od 35 do 75 %. U oko 75 % oboljelih zena,

prema sadasnjim podacima Registra za rak Republike Hrvatske, rak dojke se nece vratiti nakon

uspjesno provedenog lijeCenja.

Znacajan utjecaj na ishod lijeCenja imaju karakteristike tumora koje odreduju bioloSko ponaSanje

tumora i koje, uz utvrdeni stadij bolesti utje€u na prognozu i odabir daljnjeg lije€enja. U njih spadaju:

o

Histoloski tip raka. Zloc¢udni tumori dojke mogu nastati iz duktalnog epitela ili iz lobularnog
epitela. | duktalni i lobularni karcinomi se dijele na one koji nisu probili bazalnu menbranu
(neinvazivni, ,in situ®) te na one koji to jesu (invazivni). Tako su glavni oblici karcinoma dojke
duktalni karcinom in situ (DCIS, prema engl. Ductal Carcinoma In Situ), lobularni karcinom in
situ (LCIS, prema engl. Lobular Carcinoma In Situ), duktalni invazivni karcinom bez
karakteristika odredenog tipa (IDC NOS, prema engl. Invasive Ductal Carcinoma Not Otherwise
Specified), lobularni invazivni karcinom, medularni karcinom, koloidni karcinom, Pagetova
bolest i tubularni karcinom. Svjetska zdravstvena organizacija je 2012. godine predlozila
klasifikaciju tumora dojke obzirom na histoloski tip tumora.(74)

Gradus, stupanj zloéudnosti tumora ili stupanj diferencijacije — odreduje se iz
patohistoloSkog preparata na temelju odredenih specifiCnih svojstava stanica od kojih je tumor
graden. Za odredivanje gradusa(1-3)najvaznija je brzina rasta i sli€énost stanica normalnim
stanicama epitela dojke. Nottinghamski sustav stupnjevanja karcinoma dojke(modifikacija
Scarff-BloomRichardson sustava prema Elston-Ellisu) koristi kombinaciju jezgrinog
pleomorfizma, formiranja tubula i broja mitoza na periferiji tumora pri Eemu se svaki navedeni
element boduje s 1-3. Prema ukupnom broju bodova, tumori se svrstavaju u histoloSke
graduse: gradus 1 (dobro diferencirani, 3-5 bodova), gradus 2 (umjereno diferencirani, 6-7
bodova) ili gradus 3 (slabo diferencirani, 8-9 bodova). Tumori niZeg gradusa imaju bolju
prognozu te je tako 10-godisnje preZivljenje 90-94% za bolesnice s najnizim brojem bodova, a

30-78% s najvis§im brojem bodova.(75)
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o Proliferacijski indeks Ki-67 — danas se smatra najpouzdanijim biljiegom stani¢ne proliferacije.
Ki-67 manji od 10 % smatra se ,niskim*, a veéi od 10 % smatra se ,visokim®. Ipak, prema St.
Gallenskom konsenzusu iz 2013. godine, grani¢na vrijednost za visoki proliferacijski indeks
mjeren pomocu Ki-67 je 20 % Sto se ujedno smatra i relativnom indikacijom za kemoterapiju.

o Cimbenici koji potiéu tumor na rast (hormonski receptori, HER2 receptori), receptorske
molekule koje su prisutne na membrani ili unutar zlo¢udnih stanica. To su receptori za Zenske
spolne hormone (estrogenski i progesteronski) i HER2 (Human Epidermal growth factor
Receptor-2) koji poti€u rast raka dojke. Te molekule su i terapeutski cilj za razli¢ite ,pametne”
onkolo3ke lijekove.

Tumori u kojima su prisutni hormonski receptori nazivaju se hormonski ovisni tumori. Takve tumore
zenski spolni hormoni (estrogen i progesteron) poti¢u na ubrzani rast i zlocudno ponasanje. Kod Zena
u premenopauzi 60 %, a kod Zena u postmenopauzi 67 % tumora je hormonski ovisno. Obi¢no su bolje
diferencirani, nizeg stupnja zloc¢udnosti i imaju povoljniji tijek bolesti od hormonski neovisnih tumora.
Protein HER2 nalazi se na povrSini svih zdravih stanica u nasem tijelu i preko njega se kontrolira
dijeljenje i rast stanica te osigurava obnavljanje oSte¢enih ili odumrlih stanica i tkiva. Uslijed genskih
oStecenja nastalih u zlo¢udnim stanicama dolazi do stvaranja znatno veceg broja molekula tog
receptora zbog ¢ega i rast stanica postaje mnogo brzi, nekontroliran i nezaustavljiv. HER2-pozitivni
tumori znatno su zlo¢udniji od ostalih tumora, brze metastaziraju i ¢eS¢e dovode do recidiva i smrti
bolesnice. Svaka 5. Zena koja oboli od raka dojke ima HER2-pozitivan tumor. Od tumora koji su

hormonski ovisni samo ih je oko 10 % i HER2-pozitivno.

Prema navedenim parametrima odreduje se molekularna klasifikacija raka koja odreduje primjenu i
odgovor na kemoterapiju i imunoterapiju te prognozu bolesti. Molekularnu klasifikaciju dijelimo prema
Cetiri tipa ovisno o izrazenosti hormonskih receptora (estrogenskih i progesteronskih), HER-2 gena i
markera proliferacije Ki-67. U Luminal A skupinu svrstani su karcinomi s pozitivnim ER i/ili PR i
negativnim HER2 te Ki-67 indeksom manjim od 20%. Skupina Luminal B dijeli se na dvije podskupine:
HER2 negativni karcinomi koji imaju pozitivne ER i/ili PR a Ki-67 indeks im je veci od 20%
(LumB/HER2-) te HERZ2 pozitivni karcinomi koji imaju pozitivhe ER i/ili PR,neovisno o vrijednosti Ki-67
indeksa (LUumB/HER2+). U skupinu HER2 pozitivnih karcinoma svrstani su karcinomi kojima su ER i
PR negativni a HER2 je pozitivan. Skupini ,Basal-like* pripadaju karcinomi koji imaju negativne ER, PR
i HER2 receptore (trostruko negativni). Najbolju prognozu ima podtip luminal A, a najloSiju trostruko
negativan(Tablica 5.).

ER vili/ PR HER Ki67
LUMINAL A pozitivii > 20 % | negativni <20 %
LUMINAL B HER2 NEG pozitivni negativni >20%
LUMINAL B HER2 POZ pozitivni pozitivan bilo koji
HER 2 POZITIVNI negativni pozitivan bilo kojt
TROSTRUKO NEGATIVNI / BASAL
LIKE negativni negativni bilo koj1

Tablica 5. - molekularna klasifikacija raka dojke
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Cilj lije€enja raka dojke je odstraniti sve vidljivo tumorsko tkivo iz dojke i regionalnih limfnih ¢vorova te
sprijeciti ponovnu pojavu tumora ili metastaza u drugim tkivima i organima, odnosno izljeCenje raka
dojke. Ovo podrazumijeva primjenu lokalnih postupaka na dojci i regionalnim limfnim &vorovima
(kirurski zahvat i zraCenje) te sistemsko onkolosko lijeCenje kojim se uniStavaju zaostale tumorske

stanice u ¢itavom organizmu, a to su kemoterapija, hormonska terapija i imunoterapija (Slika 6.).

Uzimanje podataka i lijecnicki pregled
|

Pretrage
i) Vili ultrazvucni pregled dojki te

se 0 zloCudnom tumoru)

Mamografia (rendgensko sn
biopsija (kako bi se ut

Predoperacijska obrada
npr. CT, krvne i bickemijske pretrage. [zrada rendgenskih snimki, scintigrafija
skeleta

Operacijski zahvat

}, cdnosno

Segmentektomija Mastektomija
odstranienje tumora i diela odstranjenje Gitave dojke

okonog zdraveg tkiva
J

f

Tumorektomija
odstranjenje samo tumora
iz dojka

Adjuvantno
i dodatno ljecenje

Bez dalinjeg lijecenja

Slika 6. Naj¢esci redoslijed postupaka pri dijagnosticiranju i lije€enju bolesnica s rakom dojke (70)

Nakon potvrdene dijagnoze prema inicijalnom patohistoloSkom nalazu bioptata slijedi odabir smjera
lijeCenja. To moze biti primjena onkoloske terapije (neoadjuvantna terapija) prije kirurSkog lijeCenja ili

odabir kirurskog lije¢enja nakon kojeg po potrebi slijedi adjuvantna onkoloska terapija (Slika 7.).

Adjuvantno ili dodatno lijecenje

( [ I )
Radioterapija sl At
. :DJ Kemoterapija Imunaterapia Hormonsko fjecenje
(zraCenje) (uzimanje lijekova i

odstranjenje, odnos-
no zracenje jajnika)

Slika 7. Adjuvantna onkoloSka terapija (70)

Preoperacijskom neoadjuvantnom kemoterapijom moze se smanijiti vec¢i tumor nakon ¢ega je moguce
obaviti manji, poStedni kirurSki zahvat kojim ée biti odstranjen samo tumor ili tumor i samo dio dojke.
Samo kod malog broja Zena, od 10 do najviSse 15 %, nije potrebno primjenjivati adjuvantno lijeCenje,
uglavnom kod bolesnica u postmenopauzi s malim (odnosno promjera 1 cm ili manje, a prema nekima
2 cm ili manje) niskozlo¢udnim tumorima koji su hormonski ovisni i HER2-negativni i kod kojih ne postoji

limfovaskularna invazija u okolno zdravo tkivo.

21



Opseg i vrsta kirur§kog zahvata ovise o vrsti i veli€ini tumora, veli¢ini dojke, smjestaju tumora unutar

dojke te o tome postoji li viSe tumora unutar dojke. Tako se mogu izvrsiti razliciti kirurSki zahvati:

o tumorektomija ili odstranjenje samo tumora iz dojke

o segmentektomija ili kvadrantektomija — odstranjenje tumora, dijela okolnog zdravog tkiva dojke
oko tumora i dijela koZe dojke iznad tog dijela tkiva

o mastektomija — amputacija dojke kojom se odstranjuje tumor i sve zdravo tkivo i koza dojke

o subkutana mastektomija (SNSM,SSM)- odstranjuje se sve tkivo dojke, ali se ostavlja koza
dojke sa ili bez bradavice

o od limfnih &vorova moze biti odstranjen samo limfni évor strazar (Sentinel limfni ¢vor) ili svi

limfni Evorovi i €itavo masno i ostalo tkivo iz pazuha (limfadenektomija).

Svaka Zena treba imati dostupne metode rekonstrukcije dojke nakon odstranjena raka. Rekonstrukcija
dojke kirurski je postupak kojim se formira nova dojka. U istom operativhom zahvatu moguca je i
korekcija druge dojke (smanjenje, podizanje ili povecéanije). Cilj je rekonstrukcije poboljSati izgled Zene

Sto pridonosi njenom samopouzdanju. NajéeSce koristene metode rekonstrukcije su:

o vlastitim tkivom: npr. upotrebom koZe i masnog tkiva donjeg trbuha ili koZe i miSi¢a u podruéju
leda (Slika 8.)

o rekonstrukcija protezama.

Slika 8. Supkutana mastektomija lijeve dojke sa poStedom bradavice i rekonstrukcija izgleda dojke
upotrebom koze i masnog tkiva donjeg trbuha u sklopu slobodnog mikrokirurSkog DIEP (Deep Inferior

Epigastric Perforator ) reznja. Rezultat 10 godina nakon operacije. (76)

Danas su glavni prognosti¢ki pokazatelji konacne patohistoloSke dijagnostike napravijene nakon
kirurSkog zahvata povezani s prezivljenjem. U njih ubrajamo navedenu veli€ina tumora, status
aksilarnih limfnih &vorova, histoloski tip tumora, histoloski gradus, prisutnost limfovaskularne invazije,
status hormonskih receptora, proliferacijski indeks Ki-67, ekspresiju gena za receptor humanog
epidermalnog faktora rasta (HERZ2) te dob bolesnice. (72) Dijagnosticiranje i lijecenje raka dojke rano,

prije nego Sto se prosiri, pruza najbolje moguénosti izljeenja.
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1.4.2 Etiologija raka dojke

Etiologija raka dojke je multifaktorijalna. Cimbenici odgovorni za nastanak raka dojke podijeljeni su u tri

skupine: genetski, endokrini i okoliSni ¢imbenici.
Genetske promjene koje dovode do razvoja raka dojke su:

1) aktivacija protoonkogena (HER-2/neu)
2) inaktivacija (gubitak ili mutacija) tumor-supresor gena (BRCA1 i BRCA2)

3) inaktivacija gena odgovornih za popravak oste¢ene DNK.

U normalnim stanicama ovi geni djeluju kao tumor-supresor geni i kodiraju proteine koji osiguravaju
normalan rast stanica sudjeluju¢i u popravku DNK i odrZzanju genomskog integriteta. Naslijedene
mutacije u ovim genima dovode do razvoja raka dojke u ranijoj dobi, Cesto bilateralno, a posljedica im
je i povecana sklonost raku jajnika. (77) Istrazivanja su do sada otkrila da se rak dojke moze povezati
s oko 400 promijenjenih gena. Do sada su najbolje istrazene promjene u BRCA 1 i BRCA 2. Polovina
nasljednih tumora dojke dovodi se u vezu s mutacijama tih dvaju gena. U genetske Cimbenike rizika

ubrajamo:

1) Pozitivnu obiteljsku anamnezu. Rizik za nastanak raka dojke je 2-3 povecan kod Zena Cija
majka, teta, sestra, kéi ili druge rodakinje u prvom koljenu s maj¢ine strane imaju ili su imale
rak dojke ili jajnika. Taj rizik moze biti i 8-10 puta veci ako su dvije rodakinje u prvom koljenu s
majcCine strane oboljele od raka dojke, ako im je bolest dijagnosticirana prije 40. godine Zivota
i ako su imale obostrani rak. Muski rodaci s maj€ine strane oboljeli od raka dojke jednako utjecu
na procjenu. Rak dojke u o€evoj obitelji takoder blago povecéava rizik. U odnosu na ukupan broj
samo oko 10 — 12 % karcinoma dojke moZe se povezati s obiteljskim nasljedem, odnosno s
naslijedenom genskom predispozicijom za nastanak raka dojke. Geni koji se dovode u vezu s
nastankom obiteljskog tumora dojke su supresorski geni, BRCA1i BRCA2, a Zzene s mutacijom
jednog ili oba gena imaju 40 % do 85-postotnu vjerojatnost da ¢ée oboljeti od raka dojke, za

razliku od normalne populacije kod koje je vjerojatnost nastanka raka dojke 10 %.

Endokrini ¢imbenici povezani su s duljinom ekspozicije endogenim estrogenima tijekom Zivota. Glavni
izvori estrogena kod Zena u premenopauzi su jajnici, a kod Zena u postmenopauzi nakon $to su jajnici
prestali s funkcijom, jo$ uvijek se znatne koli€ine estrogena stvaraju u masnom tkivu, misi¢ima, jetri,
nadbubreznim Zlijezdama i u tkivu dojke. Djelujuéi na receptore u stanicama hormonski ovisnog raka
dojke estrogen poti¢e rast, metastaziranje i zloéudno ponaSanje raka. Duzina izloZenosti djelovanju
estrogena i progesterona je vazan riziéni gimbenik. Sto je izloZenost djelovanja estrogena duza, veéa

je vjerojatnost od nastanka raka dojke. (78-80) U endokrine rizicne ¢imbenike ubrajamo:

1) Stariju zivotnu dob — najznacajniji rizi€ni ¢imbenik nastanka raka dojke. Rizik obolijevanja
neprestano se povecava i umnogostruuje od puberteta do 75.-80. godine Zivota kada ostaje

na istoj razini. UCestalost raka dojke pocinje rasti s 35 — 40 godina i nakon toga kontinuirano
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2)

3)

raste. Od svih zlo¢udnih tumora dojke 75 — 80 % njih dijagnosticira se u Zena starijih od 50
godina (Zzena u postmenopauzi).

Zene koje su prvu mjeseénicu (rana menarha) dobile prije 12. godine Zivota i Zene koje imaju
redovite mjesecnice i nakon 55. godine (kasna menopauza) imaju 2-3 puta povecan rizik od
nastanka raka dojke.

Prva trudnoéa nakon 30. godine zivota povecava relativni rizik od nastanka raka dojke za
Cetiri puta, a Sto je vedi broj porodaja, manja je vjerojatnost nastanka raka dojke. Nerotkinje
imaju Cetiri puta veéu uCestalost raka dojke od Zena koje su radale djecu. Ipak najveéu vaznost

u procjeni rizika za nastanak raka nosi dob prvog porodaja.

Prema tome kasna prva menstruacija, rana menopauza, veéi broj trudnoéa i rana prva trudnoéa

smanjuju vjerojatnost od nastanka raka dojke.

Incidencija raka dojke tijekom posljednjih nekoliko desetljeca je u konstantnom povec¢aniju, $to se dovodi

u snaznu povezanost s okolisnim €imbenicima i modernim nacinom Zzivota. (81) Porast incidencije

biljeZi se kako u manje razvijenim, tako i u najrazvijenijim zemljama svijeta. (82) Zivotni stil ukljuéuje:

1

2)

3)

Socioekonomski status — zene viseg socioekonomskog statusa i one koje Zive u gradovima
mogu imati poveéan rizik nastanka raka dojke do 2 puta u odnosu na Zene nizeg
socioekonomskog statusa i onih koje zive na selu.

Nacin prehrane ukazuje da postoji poveznica izmedu pretilosti i raka dojke. Masne stanice
organizma proizvode estrogen uz pomoc¢ enzima aromataze, Sto dovodi do toga da pretile zene
imaju viSak estrogena koji moze poticati rast epitelnih stanica dojke. Pretile Zene u
postmenopauzi imaju do 2 puta poveéan rizik obolijevanja od raka dojke. Osim u masnom tkivu
- Indeks tjelesne mase (engl. Body Mass Index). To je jedan od nadina procjene uhranjenosti.
Od svih poznatih indeksa, indeks tjelesne mase je najuze povezan s koli€inom prekomjernog
masnog tkiva u ljudskom tijelu. I1zraun BMI se temelji na odnosu tjelesne tezine i kvadrata
visine osobe (Slika 9.).

BMI Klasifikacija

<20 Pothranjenost

20-25 Idealna tezina

25-30 Prekomjerna tjelesna masa
>30 Pretilost

Slika 9. BMI - Indeks tjelesne mase (engl. Body Mass Index)

Velika koli¢ina Zivotinjskih masti u prehrani. Ova je tvrdnja utemeljena na niskoj pojavnosti
raka dojke u zemljama Istoka u kojima je u prehrani zastuplieno malo Zivotinjskih masti, ali i
mnogo povréa i zitarica, odnosno hrane koja sadrzi velike koli¢ine biljnih vlakana $to je takoder

moglo utjecati na smanjenje rizika.
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4) Kod Zena koje su ekstremne u vjezbanju ili Zena s niskom teZinom zbog nedostatka masnoce
dolazi do manjeg broja ovulacija. Stoga zdrava fizicka aktivhost smanjuje u€estalost raka dojke.

5) Alkohol, pusenje dovodi se u vezu sa smanjenom razgradnjom estrogena u jetri. Rizik za
razvoj raka je dvostruko veci u zena koje svakodnevno konzumiraju alkohol.

6) Uzimanje oralnih kontraceptiva ima slabu vezu s nastankom raka dojke. Ipak, uzimanje
kontraceptiva prije 25. godine zivota i u vremenu duljem od &etiri godine povecava relativni rizik
za 1,84 puta. Uzimanje oralnih kontraceptiva u kasnijoj Zivotnoj dobi (preko 25 godina starosti)
nema uzro¢no-posljedi¢nu vezu s nastankom raka dojke.

7) Hormonska nadomjesna terapija poveéava relativni rizik od nastanka raka dojke za 1,36
puta. Ona se daje postmenopauzalnim Zenama kako bi se smanjile tegobe i uCestalost
osteoporoze.

8) Svakodnevna izlozenost ED-ima.

U ostale Cimbenike rizika ubrajamo postojanje dijagnoze atipi€ne hiperplazije ili lobularnog karcinoma
in situ, zene koje su ve¢ imale rak dojke te ako su dojke bile izloZzene radioterapiji prije 30. godine,

osobito zbog Hodgkinovog limfoma.

1.4.3 Mehanizam djelovanja parabena — estrogenska mimikrija

lako je identificiran niz genetskih i okoliSnih ¢imbenika koji utjeCu na razvoj raka dojke, jo$ uvijek nema
ucinkovitih metoda za primarnu prevenciju. (82) Najsigurniji riziCni Cimbenik je duljina ekspozicije prema
endogenim estrogenima tijekom Zzivota, odnosno prosjecna razina koncentracije estrogena i broj
menstruacijskih ciklusa tijekom Zzivota. (78-80)

Estrogeni su Zenski spolni hormoni koji imaju viSestruku ulogu u razvoju i funkciji Zzenskog
reproduktivnog sustava. Prirodni su estrogeni steroidne molekule koje se veZu za estrogenske
receptore i utje€u na ekspresiju gena u koje se svrstavaju estron (E1), estradiol (E2) i estriol (E3). Estron
dominira tijekom menopauze, estradiol tijekom menstruacijskog ciklusa a estriol u trudnoci. Sintetski

estrogeni su ksenoestrogeni.

Estrogeni primarno nastaju tijekom razvoja folikula u jajnicima, u Zutom tijelu (corpus luteum) i placenti.
U manjoj mjeri do sinteze dolazi u jetri, nadbubreZnoj Zlijezdi, Zljezdanom tkivu dojke i u masnom tkivu.
U ljudskom tijelu estrogeni nastaju iz androgena uz pomo¢ enzima. Od prve mjesecnice (menarha) do
menopauze glavni hormon je 173-estradiol, a u menopauzi u tijelu nalazimo viSe estrona. Estradiol
nastaje iz testosterona i estrona koji nastaju iz androstendiona. Kemijsku promjenu testosterona u
estradiol i androstendiona u estron katalizira enzim koji se naziva aromataza. Najjaci estrogenski u€inak
ima estradiol (12 je puta jaci od estradiola, a 80 puta od estriola) zbog ¢ega se smatra glavnim

estrogenom. Estriol je oksidacijski produkt estrona i estradiola.

Estrogeni receptori (ER) koje aktivira hormon estrogen (17f3-estradiol) skupina je proteina koji se nalaze
unutar stanica. Postoje dvije klase ER: estrogenski receptori jezgre (ERa i Erf) i membranski
estrogenski receptori (mMERs) (GPER (GPR30), ER-X i Gg-mER). Oba ER-a se nalaze u razli¢itim
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tipovima tkiva. Medutim, postoje neke znacajne razlike u njihovim obrascima ekspresije. ERa se nalazi
u endometriju, stanicama karcinoma dojke, stromalnim stanicama jajnika i hipotalamusu. U mu8karaca
se protein ERa nalazi u epitelu eferentnih kanala. Ekspresija proteina ERB dokumentirana je u
stanicama granuloze jajnika, bubrezima, mozgu, kostima, srcu, plu¢ima, crijevnoj sluznici, prostati i

endotelnim stanicama. (83)

Estrogenski su receptori izolirani u zlo¢udnim tumorima Zenskog reproduktivhog sustava. U viSoj
koncentraciji estrogeni su kancerogeni te povecavaju staniéno oksidativno osteéenje DNK molekule.
(37) Kako je samo 5 % raka dojke vezano za genetsku predispoziciju, ostaje 95 % sporadi¢ne
pojavnosti raka zbog nepoznatog uzroka. Stoga povec¢ana dodatna izlozenost Zena kemikalijama koje
imaju ED ksenoestrogenog oblika moze potaknuti razvoj raka dojke. Istrazivanja su ve¢ potvrdila razvoj
raka kod Zivotinja koje su bile izlozene ksenoestrogenima, no potrebno je pruziti znanstveno utemeljene

dokaze o ulozi parabena u nastanku raka dojke. (84)

Parabeni se vezu za estrogenske receptore gdje mogu opona$ati ili antagonizirati djelovanje
endogenog estrogena. Takoder mogu utjecati na sintezu, transport, metabolizam i izlu€ivanje
estrogena. (85) lako je poznato da se u ljudskoj kozi nalazi enzim karboksilesteraza koji razgraduje
parabene, jos je uvijek upitno nalazi li se on u potrebnoj koli€ini da razgradi sve parabene koji tijekom
dana dodu u kontakt s ljudskom kozom. (86) Godine 1998. prvi su put dokazana estrogena svojstva
parabena. Povecanje duzine alkilnog lanca dovodi do poveéanja estrogenosti parabena, tj. lakSeg
prodora u stanicu zbog veceg afiniteta za receptore. (41) Parabeni s duzim ili ve¢im lancima ugljika,
poput butilparabena i benzilparabena, bit ¢e ucinkovitiji pri prodoru kroz stani€énu membranu. (87) lako
su parabeni nazvani ,slabi estrogeni®, in vitro studije pokazuju da djelovanje moze biti jednako 173
estradiolu ako se nalaze u dovoljnoj koncentraciji. (88) Stoga bi svakodnevno koristenje preparata koji

sadrze parabene moglo imati svoj kumulativni u€inak. (89)

Takoder je dokazano da incidencija karcinoma dojke u SAD-u rapidno raste s prodajom dezodoransa i
antiperspiranata. Dokazano je i da je etiketa na proizvodu koja opisuje sastojke koristenih konzervansa
u 10,2 % slu€ajeva neto€na, a kada se testira na neki od sastojaka koji nisu navedeni u toj deklaraciji,
u 17 % slu€ajeva pokazuje pozitivni rezultat za barem jednu tvar. (90)

Objavljen je znagajan broj publikacija o sposobnosti parabena da kroz njihovo estrogeno djelovanje
povecaju proliferaciju estrogen-osjetljivih stanica raka dojke. (91) Takoder postoje mnogi podaci o
nastanku raka dojke nakon izloZenosti parabenima. Prvi dokazi prisutnosti parabena u tkivu ljudskog
tumora dojke prosjecne koli€ine od 20 nanograma/gram parabena u malim uzorcima 20 oboljenja od
raka dojke objavljeni su 2004. godine. Novije studije pokazuju njihovu prisutnost u svim kvadrantima
dojke. (92, 93) In vitro studije na MCF 7 stanicama raka dojke dokazuju da parabeni mogu potaknuti
rast stanica raka dojke kroz svoja estrogena svojstva. (94,95) Druga je studija otkrila da dugotrajna
izloZzenost metilparabenu, propilparabenu i butilparabenu moze in vitro povecati migracijska i invazivna
svojstva stanica raka dojke. (96) Parabeni su, samostalno ili u kombinaciji, prisutni u ljudskim tkivima
dojke. U istraZivanju objavljenom 2012. godine prikazano je prisustvo jednog od metilparabena,
etilparabena, propilparabena, butilparabena ili isobutilparabena u 158/160 (99 %) uzoraka tkiva dok je

96 od 160 uzoraka (60 %) sadrzavalo sve izmjerene estere. (93) Medu parabenima takoder postoje
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odredene razlike. Tako metilparaben utje€e na viSe gena nego butilparaben pa se postavlja pitanje koji
je od ta dva parabena slabiji estrogen, jer je poznato da butilparaben ima veci afinitet vezanja za

receptore, a metilparaben kvalitativno sli€niji uinak estradiolu.

Isto kao i Sto uestalost uporabe kozmeti¢kih proizvoda pokazuje statisti¢ki znaCajnu korelaciju gdje su
Zene koje su najmanje koristile dezodoranse i antiperspirante dobile rak dojke sa 64,9 godina, one u
srednjoj uCestalosti s 58,6 godina, a one koje su najucestalije koristile dobile su rak s 52,6 godina. (97)
Navedena prisutnost parabena na etiketama je netocna u 45 % kozmetiCkih proizvoda te su jedan ili
viSe parabena nadeni u 87 % proizvoda. (98, 99) Takav je rezultat zabrinuo mnoge zbog mogudih
alergijskih ucinaka, ali je jo$ viSe zabrinjavajuci ako se pretpostavka o parabenima kao uzro€nim

¢imbenicima u nastanku raka dojke pokaze to¢nom.

Objavljene su studije mjerenja koncentracije parabena u urinu. (99-101) Od znanstvene je vaznosti

vidjeti postoji li povezanost izmedu koli€ine parabena u dojci i izmokrene koncentracije parabena.

Godine 2011. dokazalo se da je koncentracija parabena u serumu kod Zena znac¢ajno povezana s

koriStenjem losiona za tijelo $to ukazuje da Cesto koriStenje odrzava povisene koncentracije.(102)

Analiza uzoraka plazme 332 Zene pokazala je srednju vrijednost metilparabena 9,4 ng/ml, < 3ng/ml
etilparabena i < 2 ng/ml propilparabena. Vrijednosti u plazmi i urinu bile su viSe u adolescenata i zena

u usporedbi s muskarcima $to je u korelaciji s ¢eS¢om uporabom kozmetickih proizvoda kod zena.(103)

Takoder, rak se dojke naj¢esce javlja u gornjem lateralnom kvadrantu (GLK) i lijevoj dojci. To se
povezuje s mjestom primjene dezodoransa i antiperspiranata (GLK granici lateralno s pazuhom) i
pritiskom prilikom primjene (samo je 10 % populacije ljevaka). Pretpostavka je da ako postoji endogeni
bioloSki/genetski Cimbenik koji uzrokuje razvoj raka dojke, onda bi raspodjela trebala biti jednaka prema
svim kvadrantima. Cinjenica da to nije tako sugerira postojanje vanjskih ili okolignih &imbenika koji
utjeCu na razvoj raka dojke. Na temelju toga se postavlja hipoteza o migraciji parabena iz dezodoransa
i ostalih kozmetiCkih preparata u tkivo dojke koji pridonose razvoju tumora. Medutim, ne postoji izravni
dokaz uzroéne veze. (81, 104)

lako je toksi€nost parabena detaljno prou€avana, vode se kao konzervansi sigurni za uporabu. S
obzirom na ulestalost izloZenosti tim spojevima, sve su ulestalije rasprave treba li dopustiti uporabu

tih spojeva u nasim formulama za kozu, hrani i farmaceutskim pripravcima. (43)

1.4.4 Postoji li alternativa parabenima?

Na temelju znanstvenih istrazivanja, Europski odbor za zaStitu potro$aa zaklju€io je da se
metilparaben, etilparaben, propilparaben, izobutilparaben i butilparaben smatraju sigurnim dijelovima
kozmetickih pripravaka u kojima ukupna koncentracija parabena ne prelazi 0,8 %. Najveéa dozvoljena

koncentracija parabena u Japanu je 1,0 %.

KoriStenje prirodnih sirovina pokazuje dobra antisepticka svojstva. Parabene kao konzervanse u

kozmetici mogu zamijeniti: bademovo i maslinovo ulje, lavanda, jojobino ulje, ulje ¢ajevca, arganovo i
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lavandino ulje, ekstrakti origana, timijana, ruzmarina, sjemenke grejpa. No, prirodni kozmeticki proizvodi
imaju nekoliko nedostatka: skupe sirovine, moguénost alergije i €uvanje u hladnjaku.

Znanstveni laboratoriji najvecih proizvodaca kozmetike traze alternative parabenima. Ipak, zbog niske
cijene i dokazane ucinkovitosti, parabeni nisu izbacCeni iz uporabe. Natpis ,bez parabena“ na
kozmetiCkim proizvodima ne znaci u potpunosti odsutnost parabena. Zbog rasprave o njihovoj Stetnosti
proizvodaci pribjegavaju raznim trikovima kako bi uvjerili potroSaca. Umjesto da zamijene parabene,
oni ih preimenuju. Dakle, metilparaben je preimenovan u metil-paraoksibenzoat, etilparaben u etil-
paraoksibenat, propilparaben u propoksiparabenzoat i tako dalje. Opc¢a rasprava o Stetnosti parabena
vodi se u znanstvenim krugovima i u medijima zadnjih 25 godina. Potrebno je pruZiti znanstveno
utemeljene dokaze da parabeni zaista mogu potaknuti stanice endokrinog sustava na proliferaciju.
Rezultati doktorskog rada pruzaju utemeljene znanstvene dokaze o in vivo prisutnosti parabena u
zloéudno promijenjenom tumoru dojke te in vitro proliferaciji stanica raka dojke pod utjecajem ,ucinka

mjeSavine/ koktela“ nanoplastike i parabena.

Unato¢ konstantnom porastu znanstvenih publikacija o Stetnosti parabena, jo$ uvijek ne postoji niti
jedno zakonodavstvo koje bi zabranilo njihovu uporabu u kozmeti¢kim proizvodima. Stoga su se
mnogobrojna udruzenja potroSa¢a usmijerila na lobiranje regulative zabrane uporabe parabena u
kozmetici, posebice kod male djece. Djeca imaju izrazitu propusnost i nerazvijen imunoloSki sustav
koze do trece godine zivota, kada ona postaje sli¢na odrasloj kozi. U pojedinim zemljama Europe pocele
su se dogadati pozitivne inicijative zabrane parabena u kozmetici za djecu do tri godine. Danska je
najbolji primjer, a vjeruje se kako ¢e uskoro i Francuska izglasati takvu regulativu. U tim zemljama
proizvodaci kozmetike pripremaju se na takve promjene i postupno rade na preformulacijama svojih
kozmeti¢kih proizvoda koristeéi druge konzervanse koji su neskodljivi i bez rizika, a posebice su

zanimljivi oni iz prirodnih izvora, poput probiotika, CO2-ekstrakta ruZzmarina i grejpa.

U Europi svake godine nastane 25 milijuna tona plasti€nog otpada, od &ega se manje od 30 posto
prikuplja radi recikliranja dok ostatak ide u okoliS. Mikroplastika nije lako biorazgradiva pa se u okoliSu
zadrzava dulje vrijeme. Na sebe mozZe apsorbirati (zalijepiti) otrovne kemikalije i endokrine disruptore,
poput parabena. Takav spoj se naziva ,u€inak mjeSavine/koktela“. Zbog zadrZavanja mikroplastike u
ljudskom organizmu dodatno se moze poremetiti funkcija endokrinog sustava. Prema Medunarodnoj
pomorskoj organizaciji, mikroplastika je pronadena u vise od 114 vodenih vrsta u 2018. godini, a
pronadena je i u soli, zelenoj salati, jabukama i mnogim drugim namirnicama. Multidisciplinarnim
pristupom znanstvenici nastoje izumiti nove tehnologije razgradnje mikroplastike iz okolia. Mikrobiolozi
su osmislili odrzivi na€in razgradnje pomocu bakterije Pseudomonas aeruginosa. (105) Bakterije na
sebe ,lijepe” mikroplastiku te je na taj nacin skupljaju i recikliraju kako bi se zaustavila 'plastifikacija'
prirodnog okruZenja. Europski parlament je uveo uredbu o prikladnosti plasti€ne ambalaZze za

recikliranje na trziStu EU-a do 2030. godine.
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1.4.5 Uredbe Europske unije za zastitu potroSaca od endokrinih disruptora

EU pristup temelji se na znanstvenim savjetima na visokoj razini koje daju relevantna tijela EU za
procjenu rizika, primjerice Europska agencija za kemikalije, Europska agencija za sigurnost hrane ili
Znanstveni odbor za zastitu potro§aca. U Sedmom programu djelovanja za okoli§ navodi se da bi
gradani EU trebali biti zasti¢eni od ekoloskih pritisaka i rizika za zdravlje te se jam¢i da ¢e se do 2020.
sigurnosni problemi povezani s ED-ima zaista i rijeSiti. REACH (engl. Registration, Evaluation,
Authorisation and Restriction of Chemical) je uredba Europske unije prihvaéena kako bi se poboljSala
zastita ljudskog zdravlja i okoliSa s obzirom na opasnosti koje mogu predstavljati kemikalije. (106)
Neuspjesna provedba Uredbe, u smislu visokog postotka neuskladenih registracijskih dosjea, spore
evaluacije zbog nedostatka podataka i nepoduzimanje regulatornih mjera u svezi s tvarima koje su
pronadene nakon evaluacije, predstavljaju ozbiljni rizik za zdravlje ljudi ili okoli§. U nedostatku
konkretnog akcijskog plana, drzave élanice poput Francuske, Svedske, Danske i Belgije, poduzele su
korake na nacionalnoj razini kako bi se povecala razina zastite njihovih gradana raznim nacionalnim
mjerama. Takoder, zaklju€ak najnovije studije Instituta za znanost procjene rizika (engl. Institute for
Risk Assessment Sciences) na temu ,TroSkovi zdravstvene zastite koji bi mogli biti povezani s
kemikalijama sa svojstvima endokrine disrupcije” procjenjuju iznos od 46 do 228 milijardi EUR godisnje.
(107)

Smatra se da se s kemikalijama koja imaju svojstva endokrine disrupcije, kategorija kemikalija koja je
jednako problemati¢na kao i tvari koje su klasificirane kao kancerogene, mutagene ili toksi¢ne za

reprodukciju (CMR tvari), trebalo postupati na isti nacin u zakonodavstvu EU.

Zakonodavstvo EU u podrucju ED-a navodi opci cilj zastite ljudskog zdravlja i okoliS8a smanjenjem
izloZzenosti tim tvarima na najmanju moguéu mijeru, izgradnju temelja za netoksi€no kruzno
gospodarstvo te poticanje industrijske inovacije zamjenom sigurnijim tvarima. Utvrdeno je da joS treba
vrste, da nema primjerenih prognostickih modela za odredene endokrine bolesti, primjerice odredene
hormonski ovisne vrste raka ili metabolicke poremecaje/pretilost i da ne postoji jedinstvena studija o

procjeni u€inaka izlaganja sisavaca tijekom gitavog zivotnog ciklusa. (108)

S obzirom da je sposobnost utvrdivanja tvari za koje se sumnja da su kemikalije sa svojstvima
endokrine disrupcije izuzetno vazna, smatra se da postoji hitha potreba za ubrzavanjem razvoja i
provjere ispitivanja kako bi se ispravno identificirale kemikalije i nove metodologije pristupa ne samo u
populaciji ljudi i zivotinja ve¢ i u okolisu, uklju€ujuéi vodu za pi¢e. Postoje konsenzusi i o tome da je
stadij razvoja fetusa i pubertet najosjetljivije doba izlaganja ED-ima tijekom kriticnih razvoja. (109)
Izlaganje ED-ima u tim stadijima moze imati trajne u€inke i povecati sklonost bolestima kasnije u Zivotu.
Postoji i sve vise dokaza o tome da ED-i mogu imati zbirni u€inak (,uéinak mjesavine” ili ,ué¢inak
koktela”), $to znaci da izlaganje kombinaciji ED-a moZe izazvati Stetni u€inak pri koncentracijama koje

zasebno nemaju zamjetnih ucinaka. (110)
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Stoga EU navodi potrebu provodenja znanstvenih istraZivanja u svrhu:

o razumijevanja mehanizama endokrine disrupcije

o ostvarivanja veéeg napretka razvojem i validacijom metoda ispitivanja. Za utvrdivanje ED-
a i upravljanje njima nuzno je pouzdano ispitivanje kojim bi se u obzir uzeli razli¢iti nacini na

koje endokrini disruptori mogu utjecati na endokrini sustav.

o daljnjih razvoja metoda koje mogu zamijeniti pokuse na zZivotinjama. To bi podrazumijevalo

oslanjanje na dostupne podatke i pridavanje vece vaznosti matematiCkom modeliranju.

o ucinka izlozenosti ED-ima na nastanak bolesti. U tom su kontekstu ograni¢ene spoznaje o
posebnom utjecaju izlaganja kemikalijama i o tome kako taj utjecaj odvoijiti od drugih moguéih
uzroka negativnih u€inaka koji se istrazuju. Drugi ¢imbenici doista imaju ulogu u razvoju takvih

endokrinih poremecaja (npr. geni, prehrana, stil zivota ili drugi ¢imbenici iz okoline).

o polemike o tome mogu li se i na koji naéin odredena toksikoloSka nacela, primjerice
nacelo ,,sigurne grani€ne vrijednosti”’, tj. doze ispod kojih se ne oCekuje pojava Stetnih
ucinaka, primijeniti pri ocjeni sigurnosti ED-a. Neki znanstvenici smatraju da se za endokrine

disruptore ne moze utvrditi sigurna grani¢na vrijednost. (111)
o potpunog razumijevanja kombiniranog izlaganja (,u¢inak mje$avine/koktela”)
o razvoja sigurnijih alternativa (uklju€ujuéi nekemijski pristup) za zamjenu ED-a.
Iz svega navedenog potrebno je poduzeti mjere kako bi se zajamcila visoka razina zastite ljudskog

zdravlja i okolia od kemikalija sa svojstvima endokrine disrupcije tako 5to ¢e se izloZenost ljudi i okolisa

tim tvarima zaista svesti na minimum.
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1.5 SVRHA RADA

Trendovi medicinskih istrazivanja, posebice onih na podrucju otkrivanja i tretmana malignih bolesti,
rezultat su multidisciplinarne suradnje. Zdravlje je uvjetovano sloZzenim meduodnosom bioloskih,
psiholoskih, socijalnih i okolisnih ¢imbenika. Nesmetano i uravnotezeno funkcioniranje endokrinog
sustava pridonosi o€uvanju zdravlja, jer ¢ak i male fluktuacije u razini hormona mogu izazivati znacajne
patofizioloSke promjene u organizmu. Endokrini disruptori pod nazivom parabeni, djeluju kao
kompetitivni agonisti estrogenskih receptora te imitiraju djelovanje endogenog estrogena $to moze
utjecati na proliferaciju estrogen-osjetljivih stanica dojke i kao takvi povecati rizik za razvoj hormonski
ovisnog raka dojke. U doktorskom radu procjenjuje se utjecaj parabena na razvoj raka dojke
odredivanjem i usporedbom koncentracije parabena iz uzoraka tkiva dojke, urina i plazme zdravih zena
i Zena sa zlo¢udnim tumorom dojke. Ogranicenje istrazivanja planirani je broj ispitanika. Po nacrtu
Priloga prijave teme doktorskog rada trebalo se uklju€iti 170 ispitanica kojima se mjeri koncentracija
parabena u Cetiri kvadranta dojke. S obzirom na to da je na sluzbenoj obrani nacrta istrazivanja prijedlog
komisije bio da se istrazivanje usmjeri na mjerenje parabena samo iz gornjeg lateralnog kvadranta, broj
ispitanica je smanjen na 72. Ova je odluka znanstveno opravdana s obzirom da je gornji lateralni
kvadrant najée$ce sijelo zloéudnog tumora dojke. Cak i na smanjenom broju ispitanica imamo zna&ajan
broj statistickih varijabli koje jamdce statisticku snagu. Rezultati doktorskog rada podijeljeni su na dvije
skupine analiza. Prva ukljuCuje ispitivanje vrste kirur§kog lije€enja ispitanica, uporabe kozmetickih
proizvoda i rizi€nih ¢imbenika za razvoj raka dojke. Analiza se radi na skupini od ukupno 72 ispitanice.
U skupinu bolesnih ukljuéeno je 49 Zzena sa zlocudnim tumorom dojki. U skupinu zdravih uklju¢ene su
23 Zene, 13 biopsija i 10 redukcija. Druga analiza uklju€uje mjerenje koncentracije parabena iz humanih
uzoraka urina, plazme i tkiva dojke ispitanica. Kako je gorniji lateralni kvadrant (GLK) naj¢eSce sijelo
tumora dojke, za doktorski se rad odabire reprezentativna skupina Zena koje imaju promjene u GLK-u
dojke. Zbog visokih troSkova analitit¢kog dijela ekstrakcije parabena, analiza se radi na skupini od 20
ispitanica, 11 bolesnih i 9 zdravih (4 biopsije i 5 redukcija). Primjenom nove, ekoloSki prihvatljive i
jednostavnije metode za odredivanje parabena u humanim uzorcima mjeri se koncentracija parabena
kod zdravih i bolesnih Zena. Svrha doktorskog rada je utvrditi izloZenost parabenima ispitivane skupine
te mogudi povecani rizik za razvoj hormonski ovisnog raka dojke. Obradom podataka dobit ¢e se
odgovor na pitanje postoji li promjena u koncentraciji parabena u gornjem lateralnom kvadrantu dojke
kod Zena sa zlo¢udnim tumorom dojke. Zbog sve veéeg zagadenja okolisa s plastikom istrazivanje se
proSirilo na procjenu "ucinka koktela", izlaganja mjeSavini plastiCnih nanocestica i parabena na

proliferaciju stanica raka dojke, $to bi dodatno moglo pridonijeti pove¢anom riziku za razvoj raka dojke

Kroz sljedec¢e inovativnosti doktorskog rada prosirit ¢e se podrucje utemeljenih dokaza i unaprijediti

razumijevanje o utjecaju parabena na zdravlje:

1. Cilj analitickog dijela doktorskog rada je primjena nove metode analize parabena iz humanih
uzoraka urina, plazme i tkiva dojke Zbog svojih kemijskih specifi¢nosti, odredivanje parabena
u humanim uzorcima zahtjeva primjenu visokospecificnih metoda mjerenja. U postojecoj

znanstvenoj literaturi opisano je samo nekoliko metoda. Razlozi za nepostojanje jedinstvene
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metode mogu se naci u mukotrpnom i sloZzenom analitickom radu vezanom uz rukovanje i
obradu uzoraka ¢vrstog tkiva u usporedbi s teku¢im bioloSkim uzorcima, kao i u poteSko¢ama
sa primjenom bioanalitickih metoda validacije. Rezultati istrazivanja ovog doktorskog rada
predstavljaju novu, ekoloski prihvatljivu i jednostavnu metodu ekstrakcije parabena
pomocéu membrane adsorpcijske tekstilne faze (FPSE, od eng. fabric-phase sorptive
extraction). U usporedbi sa dosadasnjim metodama analize dobio se poboljSani i brzi
postupak pripreme uzoraka. Rezultati optimiziranog protokola FPSE ekstrakcije parabena
objavljeni su u tri znanstvene publikacije. Prva prikazuje ekstrakciju parabena iz uzoraka urina,
druga iz tkiva dojke i tre¢a iz plazme. Svi objavljeni radovi pokazali su da je ekstrakcija
parabena putem FPSE membrane prikladna i uclinkovita za buduée epidemioloSke i
toksikoloske studije. Nazivi radova su : ,,An improved fabric-phase sorptive extraction protocol
for the determination of seven parabens in human urine by HPLC-DAD® , Biomedical
Chromatography. 2020., ,Fabric phase sorptive extraction combined with high-performance-
liquid chromatography-photodiode array analysis for the determination of seven parabens in
human breast tissues: Application to cancerous and non-cancerous samples” , Journal of
Chromatography A. 2020. te ,Determination of Intact Parabens in the Human Plasma of
Cancer and Non-Cancer Patients Using a Validated Fabric Phase Sorptive Extraction
Reversed-Phase Liquid Chromatography Method with UV Detection“ Molecules 2021. (112-
114)

Do sada je objavljeno malii broj znanstvenih studija koje mjere koncentracije parabena u
humanim uzorcima tkiva, urina i krvi. Takoder, nije radena korelacija koncentracija parabena
izmedu tih uzoraka kod istih ispitanica. IstraZivanje ovog doktorskog rada obuhvaca do sada
najveéu grupu ispitivanih zena na svijetu. U jednoj znanstvenoj studiji mjerene su
koncentracije parabena samo iz tkiva dvadeset bolesnih ispitanica, a u drugoj studiji samo iz
Cetrdeset. (115,116) Ukupan broj ispitanica ovog doktorskog rada je 72 pacijentice (23 zdrave
zene s dobro¢udnim i 49 bolesnih sa zlocudnim promjenama tkiva dojke). Osim toga do sada
nikada nije radena usporedba koncentracija izmedu zdravih i bolesnih Zena. Rezultatima
usporedbe koncentracije parabena izmedu zdravih i bolesnih zena utvrdit ¢e se postoji
li poveéana koncentracija parabena u zloéudno promijenjenom tkivu dojke, urinu i

plazmi kod bolesnih zena.

Podjela dojke u dosadasnjim istraZivanjima napravljena je kroz vertikalne rezove od sternuma
prema pazuhu. (116) Prema uvrijeZzenoj podjeli, dojka se dijeli na &etiri kvadranta. U ovom
istrazivanju mjerenje e biti postavljeno prema cCetiri kvadranta s fokusom na GLK (gornji
lateralni kvadrant) dojke, koje predstavlja mjesto najCesSceg sjela raka dojke. Rezultatima
mjerenja koncentracije utvrdit ¢e se postoji li ve¢a koncentracija parabena u tkivu GLK

dojke, blizu mjesta svakodnevne primjene dezodoransa u pazus$nu regiju.

U dosadasnjim istraZivanjima koncentracija parabena mjerena je samo iz uzoraka tkiva dojke

oko mjesta zlo¢udnog tumora. Nikada nije izmjerena koncentracija direktno iz tumorskog tkiva
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da bi se izbjeglo utjecanje na kona&nu patohistoloSku dijagnozu. U istraZivanju doktorskog rada
patolog ¢e uzorkovati dio zloéudnog tkiva dojke kada je tumor jednak ili vec¢i od 1 ccm, jer to
ne utjeCe na konaénu patohistoloSku dijagnozu. Takoder nikada nije izmjerena koncentracija
parabena iz tkiva pazusne regije oko limfnih ¢vorova. Tijekom kirur§kog lije€enja raka dojke
uzima se tkivo pazusne regije s limfnim ¢vorovima radi procjene diseminacije bolesti. Ovim
istrazivanjem mijerit ¢e se koncentracija parabena i iz masnog tkiva pazusne regije smjestene
oko izvadenog limfnog ¢vora kod Zena s rakom dojke. Rezultatima mjerenja koncentracije
utvrdit ¢e se postoji li poveéana koncentracija parabena u zloéudno promijenjenom

tkivu dojke i u masnom tkivu oko limfnih évorova pazusne regije.

U doktorskom istrazivanju utvrdit ¢e se stupanj povezanosti Zivotnih navika te u€estalost i vrste
primjene kozmeti¢kih proizvoda s koncentracijama parabena iz humanih uzoraka zdravih i
bolesnih Zena. Procjena zivotnih navika o u€estalosti i vrsti primjene proizvoda s parabenima
provodit ¢e se Upitnikom za pacijente odobrenom sa strane Eti¢kog povjerenstva Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu i Klini¢ke bolnice Dubrava. Svi dobiveni podaci usporedit ¢e se
sa Cimbenicima rizika za razvoj raka dojke te ucestalosti primjene dezodoransa i
antiperspiranata. Ovim istrazivanjem potvrdit ¢e se postoji li razlika u zivotnim navikama

izmedu zdravih Zena i Zena sa rakom dojke.

Na osnovi stupanja povezanosti izmedu koncentracije parabena u humanim uzorcima moze se
postaviti osnova za buduci razvoj ,probnog testa“ mjerenja koncentracije parabena u urinu i
krvi u opcoj populaciji Zzena. Time bi se procijenila potencijalna veca izloZzenost parabenima i

njihovom ksenoestrogenskom djelovanju na endokrini sustav.

Procjena sinergistickog ucinka (,,uéinak mjesavine” ili ,,uéinak koktela”) parabena i
nanoplastike na proliferaciju stanica raka dojke inovativni je korak u istrazivanju utjecaja
endokrinih disruptora. Rezultati istrazivanja objavljeni su kao prvi znanstveni rad doktorske
disertacije pod nazivom ,Synergistic effects of parabens and plastic nanoparticles on
proliferation of human breast cancer cells“, Arh Hig Rada Toksikol 2019. (117) Zakonodavstvo
EU joS uvijek je usredoto€eno na istraZivanje pojedinacnih kemikalija i ne uklju€uje posebne
odredbe o izloZzenosti mjeSavinama razli€itih kemikalija. Postoji sve vise dokaza o tome da
ED-i mogu imati zbirni uc€inak (,ucinak mjeSavine” ili ,u€inak koktela”), $to znaci da izlaganje
kombinaciji ED-a moze izazvati Stetan ucinak pri koncentracijama koje zasebno nemaju
zamjetnih ucinaka. (110) Mnogi autori danas upucuju na to da je fokus istrazivanja potrebno
prebaciti na razumijevanje kombiniranog izlaganja Stetnim kemikalijama. Mogu li ED-i pri niskim
dozama mjeSavina imati potencijalno Stetne ulinke na zdravlje Zivotinja i ljudi? O ovom
aktualnom znanstvenom pitanju tek ¢e se raspravljati na buduéim zasjedanjima Europske unije
na temu zastite potroSaCa od endokrinih disruptora. IzloZzenost plastiénim mikro- i
nanocesticama koje nastaju tijekom proizvodnje, uporabe i odlaganja plasticnog otpada velik
je zdravstveni i okoliSni problem koji treba hitno rjeSavati. Brz globalni rast proizvodnje i

uporabe plastike odgovoran je za onecdis¢enje okolisa s ukupno 300 milijuna tona
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nerazgradivog otpada od &ega osam milijuna zavrdi u moru. Takva plastika postupno se
razgraduje u mikro- i nanocCestice. (118) Nedavna izvjeS¢a procjenjuju da ftrilijuni plasti¢nih
Cestica leze na povrsini oceana. (119) Ljudi su izloZeni mikro- i nano¢esticama plastike putem
plastificiranih proizvoda, hrane, pitke vode ili kozmeti¢kih proizvoda za osobnu njegu. (120) Cilj
ovog dijela istrazivanja je procijeniti u€inak plasti¢nih nanoCestica, parabena i njihovih koktela
na vijabilnost i proliferaciju dviju razli¢itih stanica raka dojke: stani¢ne linije MDA-MB 231, kojoj
nedostaju HER2, progesteronski i estrogenski receptori, te MCF-7 staniéna linija,
karakterizirana bolje diferenciranim stanicama koje imaju progesteronski i estrogenski receptor
alfa (ERa). Protumorska aktivnost stanica raka dojke moze se ocekivati kao konacni ishod
izlozenosti takvom kemijskom koktelu. Podaci prikazani u Rezultatima dragocjeno su

upozorenje na novi problem utjecaja izloZzenosti plasti€nom otpadu i Stetnim kemikalijama.

34



2 HIPOTEZA

Koncentracija parabena je poviSena kod Zena sa zlo¢udnim tumorom dojke u gornjem lateralnom
kvadrantu dojke, u zloéudnom tumorskom tkivu, u masnom tkivu oko limfnih ¢vorova pazusne regije te

u urinu i plazmi u usporedbi sa koncentracijom parabena iz uzoraka zdravih zena.

Kod Zena sa zloéudnim tumorom dojke postoji statistiCki znacajna povezanost izmedu koncentracije

parabena u tkivu dojke te koncentracije u urinu i plazmi.
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3 CILJEVI RADA

Opdi cilj :

utvrditi stupanj povezanosti sociodemografskih obiljezja, antropometrijskih mjera i ¢imbenika
rizika za razvoj raka dojke s koncentracijom parabena kod Zena sa zlo¢udnim tumorima dojke

u usporedbi sa zdravim Zenama.

Specificni ciljevi :

1. utvrditi postojanje povecane koncentracije parabena u zlocudno promijenjenom tkivu dojke

u usporedbi sa zdravim tkivom

2. utvrditi postojanje statisticki znacajne razlike izmedu koncentracije parabena iz tkiva dojke

i koncentracije parabena iz masnog tkiva oko limfnih &vorova pazusne regije

3. utvrditi postojanje statistiCki zna¢ajne razlike u koncentraciji parabena iz urina i plazme

izmedu zdravih Zena i Zena sa zlo¢udnim tumorima dojke

4. utvrditi stupanj povezanosti koncentracije parabena iz plazme i urina s koncentracijom

parabena i patohistoloSkim nalazom tkiva zdravih Zena i Zena sa zlo¢udnim tumorima dojke

5. utvrditi stupanj povezanosti zivotnih navika te ulestalost i vrste primjene kozmetickih
proizvoda s izmjerenim koncentracijama parabena kod zdravih Zena i Zena sa zlo¢udnim

tumorima dojke

6. procjena sinergijskog ucinka (,u€inak mjesavine” ili ,u€inak koktela”) parabena i

nanoplastike na proliferaciju humanih stanica raka dojke.
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4 MATERIJALI I METODE

4.1 Ispitanice

Doktorski je rad izraden na Kiinici za plasti¢nu, rekonstrukcijsku i estetsku kirurgiju, Klinickom zavodu
za laboratorijsku dijagnostiku, Klini€ckom zavodu za patologiju, Klinickom zavodu za dijagnosti¢ku i
intervencijsku radiologiju Klini¢ke bolnice Dubrava, Jedinici za analitiCcku toksikologiju i mineralni
metabolizam Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada u Zagrebu, Zavodu za farmaciju
Nacionalnog i kapodistrijskog sveucilista u Ateni, Kemijskom odjelu Sveucilista Aristotel u Solunu i

Medunarodnom forenzi¢kom Institutu u Miamiju.

Prospektivna studija u trajanju od travnja 2017. do studenoga 2019. godine obuhvaca Zene
hospitalizirane na Klinici za plasti¢nu, rekonstrukcijsku i estetsku kirurgiju Medicinskog fakulteta
Sveudilista u Zagrebu u Kilinic¢koj bolnici Dubrava. Ispitanice su pri prijemu na Kliniku usmenim putem
pozvane na sudjelovanje u istrazivanju nakon ¢ega su pisanim i usmenim putem detaljno upoznate s
ciiem i nadinom provodenja istrazivanja te potpisale suglasnost za sudjelovanje. Ispitanice su

podijeljene u dvije skupine:

A. zdrave zene podvrgnute elektivnim zahvatima korekcije izgleda dojke kirurSkom metodom
redukcije hipertroficnog tkiva (patohistoloSkog nalaza dobrocudne fibrocisticne mastopatije) i

Zene podvrgnute biopsiji dobrocudnog tkiva dojke (patohistoloSkog nalaza fibroadenom)

B. zene sa zloéudnim tumorima dojke kod kojih se uzima tkivo kvadranta oko lezista tumora,

tkivo zlo¢udnog tumora i masno tkivo oko limfnih évorova pazus$ne regije.

Operativni zahvat na dojkama kod zlo¢udnih promjena uklju€uje jednu od standardiziranih kirurskih
metoda lijeCenja, ovisno o vrsti raka i stadiju bolesti. Tkivo dojke uzima se nakon po&tedne operacije
kvadrantektomije, modificirane radikalne mastektomije (MRM), mastektomije s poStedom kozZe ili
mastektomije s poStedom koZe i mamila-areola kompleksa (MAK). Verificiranje invazije limfnih &vorova
radi se putem biopsije prvog pazusnog limfnog ¢vora, tzv. sentinel ¢vora ili ¢vora uvara kroz kojega
prvo prolazi limfatiéna drenaza dojke. U slu€aju pojave metastaza radi se limfadenektomija prva dva
reda limfnih €vorova. Masno tkivo oko limfnih Evorova pazuSne regije uzima se za mjerenje
koncentracije parabena. Sam limfni ¢vor nece biti dostupan za analizu jer to moze utjecati na konacnu
patohistoloSku dijagnozu. Koncentracija parabena iz urina i krvi mjeri se iz prijeoperacijski uzetih

uzoraka.

Kriterij ukljuéenja su Zene u dobi od 18 do 80 godina kojima je indiciran operativni zahvat na dojkama
i koje su dragovoljno potpisale suglasnost za sudjelovanje. Drugi kriterij uklju€enja u slu€aju uzimanja
tkiva je da isti mora biti minimalne tezine od 1 g. Tkivo manje tezine ne sadrzi adekvatnu koli€inu
dostatnu za provodenje svih potrebnih analiza, kako patohistoloSkih tako i kromatografskih. Kriterij
isklju¢enja je adjuvantna onkoloSka terapija (kemoterapija, radioterapija, hormonska) i prisutnost
karcinoma druge etiologije.
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4.2 Metode

4.2.1 Prikupljanje anamnestiCkih podataka i bioloSkih uzoraka

Kod ispitanica se prijeoperacijski postavlja dijagnoza pomocu slikovnih radioloskih metoda
mamografije, ultrazvuka i magnetske rezonancije. Takoder se postavlja i prijeoperacijska dijagnoza
pomocu citoloSke verifikacije, core-biopsije ili otvorene biopsije tkiva dojke. Nadalje, specijalist
plasti€¢ne, rekonstrukcijske i estetske kirurgije napravi klini¢ki pregled gdje utvrduje to€an smjestaj raka
dojke i informira pacijenticu o kirur§kim standardiziranim na€inima lijeéenja ovisno o vrsti raka i
stadiju bolesti.

Pri prijemu na Kliniku odjelni ¢e lijeénik ispuniti ,Upitnik za pacijentice* (Slika 11.) o anamnesti¢kim
podacima ispitanica, antropometrijskim mjerama, sociodemografskim obiljezjima, prisutnosti ¢imbenika

rizika za razvoj raka dojke te vrsti i uCestalosti primjene dezodoransa i antiperspiranata.

Na dan operacije uzet ¢e se prvi jutarnji urin u koli€ini od minimalno 15 ml, dvije epruvete krvi te nakon
operacije uzorkovati 1 g tkiva u suradnji s patologom. Protokol uzorkovanja tkiva, urina i krvnih uzoraka

prikazan je na Slici 10.

Obrazlozenje zasto mozemo ulaziti u tumorsko tkivo veli€ine jednake iliiznad 1 cm vezano je uz gustoéu
Zljezdanog tkiva, odnosno njegovu specifi¢nu tezinu. S obzirom da se radi o tkivu najsli¢nijem masnom
tkivu, pretpostavka je da je specifiCna tezina ispod 1 g/cm. Gusto¢a masti je 920 - 940 kg/m3 Sto je 0,92
— 0,94 g/cm. Vecina je tumora oblika slicnog kugli. Veli¢ina se tumora moze aproksimirati veli€ini kugle
sliénog polumjera (r). Volumen izraGunavamo pomoc¢u matematicke formule V = 4/3*r31r. Za provodenje
analize koncentracije parabena potrebno nam je minimalno 1 g tumorskog tkiva. Tumori manjeg
promjera, ispod 1 cm, ne sadrZe adekvatnu koli¢inu dostatnu za provodenje svih potrebnih analiza,
kako patohistoloskih tako i kromatografskih. Humane uzorke numerira odjelni lije€nik Klinike za
plasti¢nu, rekonstrukcijsku i estetsku kirurgiju. Na dan operacije uzima se uzorak urina i krvi koji se
alikvotiraju i numeriraju na Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku KB Dubrava. Tijekom
operativnog zahvata kirurg uzima tkivo dojke koje se orijentacijski oznacava koncem i prosljeduje na
patohistoloSku dijagnostiku na Kilini¢ki zavod za patologiju KB Dubrava. Prije provedbe patohistoloske
dijagnostike, patolog uzorkuje 1 g tkiva za analizu koncentracije parabena. Navedeno se tkivo numerira
prema podrijetlu i smjeStaju unutar dojke. 1z numeriranih se uzoraka mjeri koncentracija parabena na
Zavodu za farmaciju Nacionalnog i kapodistrijskog sveucilista u Ateni te Kemijskom odjelu Sveucilista
Aristotel u Solunu. Laboratorijsko osoblje nece biti upoznato sa znadenjem numeriranja sve dok
posljednji uzorak tkiva i urina ne budu analizirani. Na taj se nacin randomizira podrijetlo i mjesto

uzimanja tkiva kao i svi medicinski podaci ispitanica.
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Slika 10. Protokol uzorkovanja tkiva, urina i krvnih uzoraka

Endokrini disruptori u etiologiji raka dojke
Protokol uzorkovanja tkiva, urina i krvnih uzoraka

ISPITANICE (broj i struktura ispitanica koje je potrebno regrutirati)

ZDRAVE 49 B-biopsija 18-80 redukcije,biopsije
R-redukcija
BOLESNE 23 CA 18-80 rak dojke

Isklju€ni kriteriji za ispitanice: adjuvantna onkoloSka terapija (kemoth,radioth,hormonska), odsustvo karcinoma
druge etiologije.

Svakoj pacijentici treba izvaditi 2 epruvete krvi, uzeti uzorak urina, te nakon operacije uzorkovati tkivo.

Kirurski zahvat na Klinici za plasti€nu, rekonstrukcijsku i estetsku kirurgiju

nakon kirur§kog zahvata tkivo se staviti u plasti¢nu posudu bez formalina i prenese na Klini¢ki zavodu za
patologiju unutar 15 minuta. Patolog raspodijeli dio tkiva i pohrani u epruvete. Tkivo se odmah zamrzne na -20
°C.

Svaki uzorak se oznadi :

1. Broj uzorka (ID ispitanice)

2. GLK - gornji lateralni kvadrant, GMK - gornji medijalni kvadrant, DLK - donji lateralni kvadrant, DMK - donji
medijalni kvadrant

3. D -desna dojka, L-lijeva dojka

4. A -tkivo aksile (oko sentinel limfnog ¢vora)

5. T - tkivo tumora (ukoliko je tumor veci od 1 ccm)

6. B - biopsija, R - redukcija, CA - rak dojke

Uzorkovanje krvi i urina na Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku
CENTRIFUGA UZORAKA PRIJE ALIKVOTIRANJA (10 min, 3000 o/min)

1. jedna biokemijska s crvenim €epom - 10 mL za redovne analize u serumu. Ostatak seruma se alikvotira u 3
epruvete (0.5 ml po epruveti) i zamrzava na -80 °C (oznaka S za serum)

2. jedna K3EDTA s ljubié¢astim €epom - 6 mL za redovne analize u plazmi. Ostatak plazme se alikvotira u 6
epruveta (0.2 ml po epruveti) i zamrzava na -80 °C (oznaka P za plazmu)

3. urin - za redovne analize, ostatak alikvotira u 3 epruvete (1 ml po epruveti) i zamrzava na -80°C (oznaka U

za urin)
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Slika 11. Upitnik za pacijentice

UPITNIK ZA PACUENTICE ( ispunjava lijeénik)

Datum:

Ime i prezime:

Godiste :

Godine:

Adresa:

Telefon:

ANAMNEZA

VISINA, TEZINA

Koliko ste visoki ? ........ cm

Koliko ste teski? .......... kg

Da ste desnjak ili ljevak? ................

Gdje Zivite ? Grad Selo

Kojim se posIom bavite ? .......cccciivicece et et

Ako ste umirovljeni, kojim ste se poslom bavili ? ...,

FIZICKA AKTIVNOST

Navedite razinu svoje tjelesne aktivnosti na skali od vrlo niske do vrlo visoke. Skala ide 1 do 10. Na fizi¢ku
aktivnosti se misli rad u kudi i van kuce , kao i neka vrsta dodatnog vjezbanja ( hodanje,e tréanje, dr.).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

KOZMETICKA SREDSTVA
Da li koristite kozmetic¢ka sredstva? Da / Ne
Ako Da koja?

KREME ZA LICE, KOJE .eeeveeveteeveeteceee et eve v
KREME ZA THELO, KOJE woueveerevieteeeee et
Ako koristite kreme , sa koliko godina ste ih poceli koristiti ? ...............

Da li koristite kreme za sunéanje ? Da / Ne
KOJE ? v

Koristite li

DEZODORANSE, KOJE ....eveuveeeeeieteetietee e steste e e eeesaeesans

Dezodoranse (zaokruzi) ,roll-on” ili u ,stiku”

Ako koristite dezodoranse , sa koliko godina ste ih poceli koristiti ? ...............

ANTIPERSPIRANTE, KOJE .vvveveeirereriresieieenssesisesiesseenssesssesnens
Ako koristite antiperspirante , sa koliko godina ste ih poceli koristiti ? ...............
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Da li brijete pazusnu regiju?Da / Ne
Ako DA, da li odmah nanosite dezodoranse ? Da / Ne

BOLESTI
Imate li ili ste imali bilo koju od sljedecih bolesti ? (odaberite jednu ili viSe polja)
Da / Ne . Ako DA, godine kada je prvi pute otkrivena bolest.

> Rak
Visoki krvni tlak
Sréani udar
MozZdani udar
dijabetes
Depresija - lijecena
Bolest stitnjace
Hodgkinov limfom

LUEKOVI
Da li uzimate lijekove sada? Da / Ne
AKO DA NAVEI KOJE : .ottt st sttt ettt e et s e e e s b e s e

PUSENJE

Dalipusite?Da / Ne

Koliko dugo ? .................

Koliko cigareta dnevno ? .............

PREHRANA

Da li ste vegetarijanac? Da / Ne

Da li pijete alkohol ? Da / Ne

Ako DA — prigodno / svakodnevno

Sto jedete najvise

povrée voce meso pastu,kruh,slastice

SUPLEMENTI

RAK DOJKE U OBITELIJI
Je liitko od vasih bliskih srodnika imao rak dojke:
Da Ne Ne znam Koliko je imala godina Umrla (da/ne)
Kéi
Majka
Sestra
Baka

Da li ste se testirali za tumor supresorske gene BRCA1iBRCA? Da / Ne
Da li je jos netko iz obitelji imao rak?
Koja vrsta raka? .......ccceeeeceeceveieneecnnenn,
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MENOPAUZA
SA KOLIKO GODINA STE DOBILI MENSTRUACIU ?
Imate li joS uvijek imate redovite menstruacije?

Imam

Imam neredovito

Izostala je zbog bolesti

Izostala je zbog upotrebe lijekova koji sadrZe estrogene (kontraceptivi)
Nemam

Y VVVY

Ako imate,molim vas u kojoj ste danu menstrualnog ciklusa:
od 5. do 14. dana — prije menstruacije

od 14. do 20 dana — menstrualni ciklus

od 20. Dana — poslije menstruacije

Ako nemate:

Jesu li menstruacija prestala sama ?

Jesu Vam uklonjeni jajnici (adneksektomija) ?
Jeli Vasa maternica uklonjena (histerektomija)?
OStalO? o
Godine kada je prestala menstruacija ? .................

VVVVY

TRUDNOCA, POROD, DOJENJE

Jeste li ikad bili trudni? Da / Ne

Ako DA, koliko djece ste rodili ? ..............

Da li ste bili na umjetnoj oplodnji (IVF)? Da / Ne
Dalistedojili? Da / Ne

Koliko dugo ste dojili ? mjeseci........

Koliko godina ste imali kada ste prvi put rodili? godine ........

Koristenje kontracepcijske pilule - Jeste li ikada koristili pilulu ili minipiulu? Da
Ako DA, koliko godina je ve¢ uzimate? godine ........
Jeste li trenutno na pilulama? Da / Ne

Upotreba nadomjesnih hormona s estrogenima u menopauzi

Jeste li ikada koristili estrogene tablete ? Da / Ne

Ako DA, koliko dugo ste koristili estrogene tablete? godine .........

Koliko godina ste imali kada ste prvi put koristili estrogene tablete? godine ........
Da li li trenutno koristite pilule / flastere? Da / Ne

DOJKA

Da li ste do sada imali proliferativnu bolest dojke sa atipijom? Da / Ne
AKO DA KOJU ? vt e

Da li imate MFC ( fibrocisticnu mastopatiju dojke) ?

Ne
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4.2.2 PatohistoloSka dijagnostika

U istrazivanju su koriSteni uzorci tkiva dobiveni tijekom operativhog zahvata. Uvidom u patohistoloSki
nalaz utvrdena je veliina tumora, status aksilarnih limfnih &vorova, histoloSki gradus, LVI, status
hormonskih receptora (ER i PR), ekspresija HER2 te proliferacijski indeks Ki-67. (72)

Uzorci dobiveni operativnim zahvatom obradeni su prema standardnom protokolu: tkivo je fiksirano u
10 % puferiranom formalinu, uklopljeno u parafinske blokove koji su zatim rezani na debljinu do 5 ym,
deparafinizirani i bojeni hemalaun-eozininom (H-E). Histoloski tip tumora odreden je prema histoloSkoj
klasifikaciji tumora dojke Svjetske zdravstvene organizacije iz 2012. godine.

Prema veli€ini i statusu aksilarnih limfnih &vorova, tumori su podijeljeni u skupine temeljene na TNM
klasifikaciji dojke.

HistoloSki je gradus odreden na temelju modifikacije Scarff-Bloom-Richardson metode po Elstonu i
Ellisu kojom se tri osobine tumora (formiranje tubula, jezgrin pleomorfizam i broj mitoza) boduju s 1 do
3 boda. Na temelju ukupnog broja bodova odreduje se histoloSki gradus pri €emu su tumori od 3 do 5
bodova svrstani u gradus 1, 6 - 7 bodova u gradus 2, a 8 - 9 bodova u gradus 3.

Imunohistokemijskim bojenjem pomoc¢u komercijalno dostupnih protutijela odredeni su ER, PR, HER2
i Ki-67 (svi Ventana, Tucson, AZ, USA). Grani¢na vrijednost za pozitivhu ekspresiju ER i PR postavljena
jenal%.

Pozitivha ekspresija HER2 odredena je semikvantitativno prema intenzitetu bojenja i postotku obojenih
tumorskih stanica na sljede¢i nacin: 0 — nema membranskog bojenja, 1+ — slabo i djelomi¢no
membransko bojenje prisutno u > 10 % tumorskih stanica, 2+ — slabo do umjereno membransko bojenje
u > 10 % tumorskih stanica, 3+ — jako bojenje cijele membrane koje se nalazi u > 10 % tumorskih
stanica. Nalazi 0 i 1+ kategorizirani su kao negativni, nalaz 2+ kao dvosmislen, a samo nalaz 3+ kao
pozitivan, odnosno kao prekomjerna ekspresija HER2 proteina. Kod uzoraka s dvosmislenim nalazom
(2+) dodatno je primijenjena metoda in situ hibridizacije (u nasoj ustanovi SISH, engl. Silver In Situ
Hybridisation) kako bi se identificirali tumori koji pokazuju amplifikaciju gena HER2.

Takoder, sukladno preporukama St. Gallenske konferencije iz 2013. godine, na temelju receptorskog
statusa, proliferacijskog indeksa Ki-67 i ekspresije HER2, tumori su kategorizirani u surogatne
molekularne podtipove: Luminal A (ER+, PR+, HER2-, Ki67 < 20 %), Luminal B1 (ER+, HER2-, jedno
od: PR < 20 %, Ki67 > = 20 %), Luminal B2 (ER+, HER2+), HER2 tip (HER2+, ER-, PR-) i ,Basal-like®
trostruko negativan (ER-, PR-, HER2-). Iz navedenoga se moze primijetiti da su kao vrijednost
razgrani¢enja tumora unutar Luminalnog podtipa uzete vrijednosti Ki-67 i/ili status PR (sukladno St.

Gallenskom konsenzusu iz 2013. godine grani¢na vrijednost za Ki-67 iznosi 20 %).
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4.2.3 Analiza koncentracije parabena iz humanih uzoraka urina, plazme i tkiva
dojke

Zbog svojih kemijskih specifi¢nosti, odredivanje parabena u humanim uzorcima zahtijeva primjenu
visokospecificnin metoda mijerenja. U postoje¢oj znanstvenoj literaturi opisano je samo nekoliko
metoda. (120) Razlozi za nepostojanje jedinstvene metode mogu se nac¢i u mukotrpnom i slozenom
analitickom radu vezanom uz rukovanje i obradu uzoraka ¢&vrstog tkiva u usporedbi s tekuéim bioloSkim
uzorcima kao i u poteSko¢ama s primjenom bioanalitickih metoda validacije. Cilj analitickog dijela
doktorskog rada je primjena nove, ekoloski prihvatljive i jednostavnije metode analize parabena iz
humanih uzoraka urina, plazme i tkiva dojke. Rezultati istraZivanja objavljeni su u tri znanstvene
publikacije. Prva publikacija prikazuje ekstrakciju parabena iz uzoraka urina, druga iz tkiva dojke i tre¢a

iz plazme.

Istrazivacka skupina prof. dr. Abuzara Kabira s Medunarodnog instituta za forenzic¢ka istrazivanja
Odjela za kemiju i biokemiju Medunarodnog sveucilista Florida, razvila je 2014. godine ekstrakcijski
sustav za pripremu uzoraka za analizu organskih analita u tragovima. Prije mjerenja koncentracije
parabena, uzorci moraju biti prociS¢eni kako bi se uklonile moguée interferencije koje otezavaju
interpretaciju podataka. Koristi se sol-gel postupak za stvaranje hibridne organsko-anorganske
polimerne mreze uz stabilno usidrenje na povrSini fleksibilnih supstratnih materijala. Membrane
adsorpcijske tekstilne faze (FPSE, engl. Fabric-Phase Sorptive Extraction) oblozene su sol-gelom te
posjeduju visoku kemijsku i toplinsku stabilnost zbog jake kovalentne veze izmedu supstrata tkanine i
sol-gel-premaza. Nakon ekstrakcije na povrsini FPSE membrani koncentracija parabena je visoka te
se moze koristiti Siroki raspon organskih otapala u malom volumenu. U vecini slu€ajeva nije potrebno
isparavanje otapala i rekonstitucija uzorka. Priprema uzorka na FPSE membrani kompatibilna je za
analizu s plinskom i teku¢inskom kromatografijom, kapilarnom elektroforezom i drugim analitiCkim
instrumentima. U doktorskom radu, primjenom ove metode na bazi FPSE membrane, ekstrahirani su
parabeni iz humanih uzoraka urina, plazme i tkiva dojke. Ispituje se koncentracija sedam tipova
parabena poredanih po veli€ini alkiinog lanca (od manjega prema ve¢em) - metilparaben (MPB),
etilparaben (EPB), propilparaben (PPB), butilparaben (BPB), isopropilparaben (iPPB), isobutilparaben
(iBPB) i benzilparaben (BzPB). Nakon ekstrakcije, koncentracija se parabena kvantificira primjenom
tekuéinske kromatografije visoke preciznosti (HPLC, engl. High Precision Liquid Chormatography). U
prvom je analititkom radu opisana primjena nove metode na bazi selektivhe ekstrakcije parabena iz
uzoraka urina primjenom adsorpcijske tekstilne faze (FPSE, engl. Fabric-Phase Sorptive Extraction).
Naziv rada je ,An improved fabric-phase sorptive extraction protocol for the determination of seven
parabens in human urine by HPLC-DAD* Biomedical Chromatography. 2020. (112) Ekstrakcija
parabena iz urina primjenom FPSE sustava oblozenih sol-gelom (tetrahidrofuran) membranom
rezultiralo je optimalnom osjetljivoséu. U usporedbi s dosadasnjim metodama analize dobio se

poboljSani i brzi postupak pripreme uzoraka.

U drugom je radu opisana primjena nove metode ekstrakcije parabena iz uzoraka tkiva dojke pomocu
FPSE membrane. Naziv rada je ,Fabric phase sorptive extraction combined with high-performance-

liquid chromatography-photodiode array analysis for the determination of seven parabens in human
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breast tissues: Application to cancerous and non-cancerous samples®, Journal of Chromatography A.
2020. (113) Optimizirani protokol FPSE ekstrakcije parabena iz tkiva dojke rezultirao je adekvatnom

pripremom uzoraka za HPLC-PDA analiticku metodu mjerenja koncentracije.

U treéem je radu opisana primjena nove metode na bazi FPSE selektivne ekstrakcije parabena iz
uzoraka krvi (plazme). Naziv rada je ,Determination of Intact Parabens in the Human Plasma of Cancer
and Non-Cancer Patients Using a Validated Fabric Phase Sorptive Extraction Reversed-Phase Liquid
Chromatography Method with UV Detection®, Molecules 2021. (114) U ovoj je studiji opisana uporaba
protokola za FPSE ekstrakciju parabena iz uzorka plazme i analiza uz pomo¢ FPSE-HPLC-UV. U
uzorcima pacijenata detektirana je odredena koncentracija svih sedam parabena i njihovog glavnog

metabolita p-hidroksibenzojeve kiseline.

Svi su objavljeni radovi pokazali da je ekstrakcija parabena putem FPSE membrane prikladna i

ucinkovita za buduée epidemioloske i toksikoloSke studije.

4.2.4 Sinergisticki u€inak parabena i nanoplastike

U prvom objavljenom znanstvenom doktorskom radu na temu ,Synergistic effects of parabens and
plastic nanoparticles on proliferation of human breast cancer cells®, Arh Hig Rada Toksikol 2019;70:310-
314, prikazani su rezultati istrazivanja u€inaka kemijskog koktela koji sadrzi plastiche nanocestice i
parabene na vijabilnost i proliferaciju dviju razli€itih stanica adenokarcinoma dojke. [114] Navedeno je
istrazivanje provedeno u Jedinici za analiticku toksikologiju i mineralni metabolizam Instituta za
medicinska istrazivanja i medicinu rada u Zagrebu. Tretirane su vrlo agresivne i slabo diferencirane
stani¢ne linije: MDA-MB 231 kojoj nedostaju HER2, progesteronski i estrogenski receptori te MCF-7
stani¢na linija, karakterizirana bolje diferenciranim stanicama koje imaju progesteronski i estrogenski
receptor alfa (ERa) te su morfolo3ki sli¢ne Zljezdanom epitelu. Za plastiéne nanoc&estice izabrane su
nanocestice polistirena (PSNP) koje su mijeSane sa smjesom metil-, etil, propil- i butilparabena (PBmix).

Stanice su bile tretirane pojedinacno s PSNP-om, sa smjesom PBmix te koktelom PSNP i PBmix.
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4.3 StatistiCka analiza

Podaci ¢e biti prikazani tabli€no i graficki. Napravit ¢e se analiza normalnosti raspodjele podataka
(Smirnov-Kolmogorovljev test) te ¢e se shodno dobivenim rezultatima primijeniti odgovarajuée
parametrijske i/ili neprametrijske statistiCcke analize i nacini prikaza podataka. Kvantitativni podaci ¢e
biti prikazani kroz raspone, aritmeti¢ke sredine i standardne devijacije, odnosno medijane i interkvartilne
raspone u slu¢ajevima neparametrijske raspodijele. Kategorijski podaci ¢e biti prikazani kroz apsolutne
frekvencije i pripadajuée udjele. Razlike u kvantitativnim vrijednostima izmedu pojedinih skupina ¢e se
procijeniti analizom varijance (ANOVA) odnosno Kruskal-Wallisovim testom u slu¢aju neparametrijske
raspodjele, te ¢e se pojedini meduodnosi dodatno analizirati odgovaraju¢im post-hoc metodama (npr.
po Bonferroniju). Razlike u kategorijskim varijablama izmedu ispitivanih skupina ¢ée se analizirati hi
kvadrat testom. IzraCunat ¢e se odgovarajuéi koeficijenti korelacije (Pearsonovi ili Spearmanovi) izmedu
izmjerenih vrijednosti parabena u tkivu dojki i urinu.U analizi ée se Koristiti programska podrska
STATISTICA verzija 12.0 (www.statsoft.com).

4.4 Eticka nacela

Istrazivanje je provedeno u skladu s eti¢kim nacelima, nakon odobrenja etickog povjerenstva Klinicke

bolnice Dubrava i Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.
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5 REZULTATI

5.1 Kirursko lijeCenje

Istrazivana skupina sastojala se od 72 ispitanice koje su kirurski lijeCene na Klinici za plasti¢nu,
rekonstrukcijsku i estetsku kirurgiju Medicinskog fakulteta Sveudilista u Zagrebu. U skupinu
BOLESNICA uklju€eno je 49 (68,1 %) pacijentica sa zlocudnim tumorom dojke. U skupinu ZDRAVIH
uklju€ene su 23 (31,9 %) pacijentice i to 13 pacijentica s dobro¢udnim tumorima dojke koje su kirurski
ljeGene metodom biopsije (18,1 %) i 10 pacijentica s dobroéudnom hipertrofijom zljezdanog tkiva koje

su kirurski lije¢ene metodom redukcije (13,9 %).

KirurSke metode lije€enja zlo¢udnog tumora dojke uklju€ivale su kvadrantektomiju i biopsiju sentinel
limfnog ¢vora kod 23 pacijentice (46,9 %), jednostranu modificiranu radikalnu mastektomiju kod 13
pacijentica (26,5 %), obostranu modificiranu radikalnu mastektomiju kod jedne pacijentice (2,0 %),
supkutanu mastektomiju s poStedom bradavice kod 5 (10,2 %) i supkutanu mastektomiju bez postede
kod 7 pacijentica (14,3%) (Tablica 6.).

Tablica 6. Opis ispitivane grupe prema kirurskim metodama lijeCenja

N %
BOLESNE 49 68,1%
Istrazivana skupina | ZDRAVE 23 31,9%
Ukupno 72 100,0%
S 0
Kirursko lijecenje | B1OPSIa 13 18,1%
ZDRAVIH Redukcija 10 13,9%
Kvadrantektomija i biopsija
. . . 23 31,9%
sentinel limfnog &vora
Modificirana radikalna
N 13 18,1%
mastektomija
Kirursko lijeenje | sypkutana mastektomija bez
“ . 7 9,7%
BOLESNIH postede bradavice
Obostrana modificirana
. N 1 1,4%
radikalna mastektomija
Supkutana mastektomija sa
“ . 5 6,9%
posStedom bradavice
Ukupno 72 100,0%
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U odnosu na Sustav klasifikacije rizi€nih bolesnika pred anesteziju (ASA) vecina ispitanica su zdravi
kandidati s vrlo malim rizikom. Od ukupnog broja ispitanica njih 25,0 % uzima terapiju za poviSeni tlak
i tek 4,2 % koristi terapiju za dijabetes tip 1. Naj¢eS¢e kategorije su ASA kategorija 2 (52,8 %) ili ASA
kategorija 1 (38,9 %). To znaci da ispitanice nisu anamnesticki optere¢ene drugim tezim oboljenjima.
Nije uoCena statisticki znac¢ajna razlika izmedu ASA kategorija bolesnih i zdravih ispitanica (vrijednost

znacajnosti Fisherovog egzaktnog testa iznosi 0,117 (p > 0,05).

U Tablici 7. navedena je prosje€na dob bolesnica u trenutku operacije 58,69 godina (u rasponu od 35
do 84 godine) s prosjeénom godinom rodenja 1960. Prosje¢na dob zdravih je 41,04 godina (u rasponu
od 20 do 64 godine) s prosje¢nom godinom rodenja 1977. Ispitanice iz skupine bolesnih znacajno su
starije jer vrijednost signifikantnosti za godinu rodenja i dob ispitanice je manje od 5 % (p < 0,05).
Prosjecni je indeks tjelesne mase (BMI) 26,42 kod bolesnica $§to odgovara kategorizaciji prekomjerne
tielesne mase s prosjeénom visinom od 164,61 cm i tezinom od 71,59 kg. Kod zdravih je Zena BMI
24,97 i odgovara idealnoj tezini s visinom od 167,39 cm i tezinom od 69,74 kg. lako je razina
signifikantnosti Fisherovog egzaktnog testa od 0,075 (p > 0,05), postoji tendencija vece tjelesne tezine

kod bolesnih zena.

Tablica 7. Dob i indeks tjelesne mase (BMI)

BOLESNE ZDRAVE p*

Percentile Median | Percentile | Percentile | Median | Percentile
25 75 25 75
Godina rodenja | 1954,00 1960,00 |1967,00 1970,00 1978,00 |1988,00 0,001
Dob (2019-X) 52,00 59,00 65,00 31,00 41,00 49,00 0,001
Visina 162,00 165,00 |168,00 164,00 168,00 |170,00 0,090
Tezina 65,00 71,00 78,00 63,00 69,00 78,00 0,531
BMI 23,80 26,70 28,80 22,60 24,30 27,60 0,186
*t-test
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5.2 Zivotni stil

5.2.1 Mjesto stalnog boravka i fiziCka aktivnost

Vecina ispitanica (75 %) zivi u gradu. Razlog je tome Cinjenica da pacijentice operirane na Klinici za
plasti¢nu, rekonstrukcijsku i estetsku kirurgiju ve¢inom dolaze iz Zagreba i Zagrebacke Zupanije. Nije
uoCena statistiCki znacajna razlika izmedu Zivota u gradu i na selu kod bolesnih i zdravih ispitanica

(vrijednost zna&ajnosti Fisherovog egzaktnog testa iznosi 0,075 (p > 0,05)).

Ispitanice su odredivale razinu svoje svakodnevne fiziCke aktivnosti prema skali od 1 do 10 gdje je
rezultat 1 vrlo niska, 3 razina svakodnevnih kucéanskih poslova a 10 visoka fizicka aktivnost
(profesionalni sport). Nije uo€ena statistiCki znacajna razlika izmedu fizicke aktivnosti kod bolesnih i
zdravih ispitanica (vrijednost znacajnosti Fisherovog egzaktnog testa iznosi 0,150 (p > 0,05). No, postoji
tendencija da zdrave Zene imaju visu fiziCku aktivnost, dok viSe od Cetvrtine bolesnih (28,6 %) ima nisku

fizicku aktivnost ranga 3/10 (Tablica 8.).

Tablica 8. Fizicka aktivnost

BOLESNE ZDRAVE Ukupno p*
) N 7 1 8 0,150
% 14,3% 4,3% 11,1%
3 N 14 2 16
% 28,6% 8,7% 22.2%
4 N 5 3 8
% 10,2% 13,0% 11,1%
. N 5 4 9
% 10,2% 17,4% 12,5%
N 9 4 13
Fizicka aktivnost 6
% 18,4% 17,4% 18,1%
; N 5 3 8
% 10,2% 13,0% 11,1%
8 N 3 4 7
% 6,1% 17,4% 9,7%
9 N 0 2 2
% 0,0% 8,7% 2,.8%
N 1 0 1
10
% 2,0% 0,0% 1,4%
N 49 23 72
Ukupno
% | 100,0% 100,0% 100,0%

*Fisherov egzaktni test
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5.2.2 Konzumacija alkohola, puSenje cigareta i prehrana

Vecina je pacijentica izjavila da povremeno konzumira alkohol (59,7 %). Nije uoCena statistiCki znacajna
razlika izmedu konzumiranja alkohola kod bolesnih i zdravih ispitanica (vrijednost znacajnosti
Fisherovog egzaktnog testa iznosi 1,000 (p > 0,05). U odnosu na pusenje cigareta vecina ispitanica ne
pusi (70,8 %). Kod pusaca (29,2 %) nije uoCena statisticki znacajna razlika izmedu bolesnih i zdravih

(vrijednost znacajnosti Fisherovog egzaktnog testa iznosi 1,000 (p > 0,05).

U Tablici 9. prikazane su prehrambene navike ispitanica. Kod prehrane povréem vrijednost Fisherovog
egzaktnog testa iznosi 0,001 (p < 0,05) Sto znaci da je uoCena statistiCki znacajna razlika izmedu
bolesnih i zdravih gdje veéina bolesnih ¢eSce jede povrée. Pritome se moze uoditi kako 57,1 % bolesnih

odabire varijable oznake ucestalosti 1 u odnosu na 30,4 % zdravih (oznaka varijable ucestalosti 2).

Kod prehrane voc¢em vrijednost Fisherovog egzaktnog testa iznosi 0,004 (p < 0,05) te predstavlja
statisti¢ki znacajnu razliku izmedu bolesnih i zdravih gdje vecina zdravih ¢eSce jede vocée. Postotak od
44,9 % bolesnih stavlja oznaku varijable u€estalosti 4 u odnosu na zdrave kojima je naj¢e$¢a oznaka

varijable ucestalosti 3 (69,6 %).

Kod prehrane mesom vrijednost Fisherovog egzaktnog testa iznosi 0,036 (p < 0,05) i €ini statisticki
znacajnu razliku bolesnih i zdravih gdje veéina zdravih ¢eS¢e jede meso. Pri tome 43,5 % zdravih navodi
varijablu u€estalosti 1 u odnosu na 22,4 % bolesnih.

Kod prehrane ugljikohidratima vrijednost Fisherovog egzaktnog testa iznosi 0,066 (p > 0,05), dakle nije

uocgena statisti¢ki znacajna razlika u€estalosti izmedu bolesnih i zdravih.

Vitamine i suplemente kao dodatke prehrani vecina ispitanica (76,4 %) ne uzima.
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Tablica 9. Prehrambene navike

CAB,R p*
Bolesne Zdrave Ukupno
N % N % N % 0,001
1 28 57,1% 7 30,4% 35 48,6%
2 16 32,7% 9 39,1% 25 34,7%
Povrce 3 10,2% 1 4,3% 8,3%
4 0 0,0% 6 26,1% 6 8,3%
Ukupno 49 100,0% 23 100,0% 72 100,0%
1 3 6,1% 0 0,0% 3 4,2% 0,004
2 11 22,4% 4,3% 12 16,7%
Voce 3 13 26,5% 16 69,6% 29 40,3%
4 22 44,9% 6 26,1% 28 38,9%
Ukupno 49 100,0% 23 100,0% 72 100,0%
1 11 22,4% 10 43,5% 21 29,2% 0,036
2 15 30,6% 5 21,7% 20 27,8%
Meso 3 10 20,4% 0,0% 10 13,9%
4 13 26,5% 8 34,8% 21 29,2%
Ukupno 49 100,0% 23 100,0% 72 100,0%
1 14,3% 6 26,1% 13 18,1% 0,066
2 14,3% 8 34,8% 15 20,8%
Ugljikohidrati 3 20 40,8% 6 26,1% 26 36,1%
4 15 30,6% 3 13,0% 18 25,0%
Ukupno 49 100,0% 23 100,0% 72 100,0%

*Fisherov egzaktni test
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5.3 Uporaba kozmetickih proizvoda

5.3.1 Kreme za tijelo

Od ukupnog broja ispitanica 79,2 % koristi kreme za tijelo. Postoji statistiCki znacajna razlika izmedu

bolesnih i zdravih (vrijednost znacajnosti Fisherovog egzaktnog testa iznosi 0,027 (< 0,05)), gdje je
veca ucCestalost uporabe krema kod zdravih (95,7 %) za razliku od bolesnih zena (71,4 %). Takoder,

medu ispitanicama koje ne koriste kreme za tijelo viSe je bolesnih (28,6 %) te samo jedna zdrava (4,3%).

(Slika 12.). NajceSée koristen kozmeticki brend je Nivea (36,1%).

Slika 12. Upotreba krema za tijelo kod bolesnih i zdravih ispitanica

CABR
100,0%

1l Bolesne
W Zdrave

£0,0%

60,0%

Postotak

40,0%

20,0%

0%

Kreme za tijelo

Analizira li se vrijednost signifikantnosti od p koji iznosi manje od 5 % (p < 0,05), moze se reci s razinom

pouzdanosti od 95 % da je prosje¢na dob pocetka koriStenja krema za tijelo znacajno starija za bolesne

(24,29 godina) nego za zdrave zene (17,86 godina). Zdrave Zene ranije pocinju Koristiti kreme za tijelo

(Tablica 10.).

Tablica 10. Prosje¢na dob pocetka koriStenja krema za tijelo

N X Sd p*
Dob pocetka koristenja krema | BOLESNE 35 24,29 8,847 0,005
za tijelo ZDRAVE 22 17,86 6,728

* t-test
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5.3.2 Dezodoransi i antiperspiranti

Dezodoranse i antiperspirante koristi 66,7 %. UCestalost uporabe priblizno je jednaka za obje ispitivane
skupine (vrijednost znacajnosti Fisherovog egzaktnog testa iznosi 0,027 (p < 0,05). Naj¢esSce koristeni
kozmeticki brend je Nivea (26,4 %).

Analizira li se vrijednost signifikantnosti od p koji iznosi manje od 5 % (p < 0,05), moze se reéi s razinom
pouzdanosti od 95 % da je prosje¢na dob pocetka koriStenja dezodoransa i antiperspiranta znacajno
starija kod bolesnih (19,98 godina) za razliku od zdravih Zena (16,83 godine). Zdrave Zene ranije po€inju

koristiti dezodoranse i antiperspirante (Tablica 11.).

Tablica 11. Prosje¢na dob pocetka koristenja dezodoransa i antiperspiranata

N X Sd p*
Dob pocetka koristenja BOLESNE 42 19,98 4,635 0,020
dezodoransa i antiperspiranta | ZDRAVE 23 16,83 5,828

*Fisherov egzaktni test

Znacaijni postotak zena, ¢ak 80,6 %, netom nakon brijanja pazuha stavlja dezodoranse i antiperspirante
na kozu pazusne regije. UCestalost brijanja kod zdravih (95,7 %) ¢eSc¢a je nego kod bolesnih zena (73,5

%), (vrijednost znac€ajnosti Fisherovog egzaktnog testa iznosi 0,029 (p < 0,05)) (Tablica 12.).

Tablica 12. Brijanje pazusne regije

BOLESNE ZDRAVE Ukupno p*
NE N 13 1 14 0,029

Brijanje % 26,5% 4,3% 19,4%
pazusne regije DA N 36 22 58

% 73,5% 95,7% 80,6%

N 49 23 72
Ukupno

% 100,0% 100,0% 100,0%

*Fisherov egzaktni test
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5.4 Rizi€ni ¢imbenici za razvoj raka dojke

5.4.1 Menarha i menopauza

Prosje¢na dob za menarhu od 13 godina jednaka je za bolesne i zdrave ispitanice, dok je prosje¢na
dob za menopauzu 50 godina. Vecéina ispitanica (82,9 %) ima prirodni tijek ulaska u menopauzu, dok
je 7 ispitanica (17,1 %) bilo podvrgnuto histerektomiji. No, uzrok tome nisu bile zloéudne promjene

jajnika ili maternice.

5.4.2 Trudnoéa

Vecina zdravih ispitanica nije bila trudna (43,5 %) iako je njihova prosjec¢na dob 41,04 godina. Prosjecni
broj djece svih ispitanica je dvoje (41,7 %). Razina signifikantnosti Fisherovog egzaktnog testa od 0,072
(p > 0,05) u broju rodene djece izmedu bolesnih i zdravih nije statisticki zna¢ajna. Prosjecna dob
prvorotkinja ispitivane skupine je 24 godine za bolesne i 28 godina za zdrave Zene (Tablica 13.). Pet

je ispitanica (6,9 %) bilo podvrgnuto umjetnoj oplodniji.

5.4.3 Dojenje
Ukupno 51 ispitanica je dojila (70,8 %) od toga prosjecno vrijeme dojenja kod bolesnih je 6 mjeseci, a

kod zdravih 3 mjeseca (Tablica 13.). Bolesne zene su ¢esce (79,6 %) dojile u odnosu na zdrave (52,2

%) (vrijednost znacajnosti Fisherovog egzaktnog testa iznosi 0,026 (p<0,05)).

Tablica 13. Dob prvog poroda i prosje€no vrijeme dojenja

BOLESNE ZDRAVE p*
Percentile |Median |Percentile |Percentile | Median | Percentile
25 75 25 75
Vrijeme dojenja u 0,345
) ] 1,00 6,00 12,00 ,00 3,00 12,00
mjesecima
Godina prvog poroda |21,00 24,00 28,00 24,00 28,00 |[30,00 0,196

*Mann-Whitney U test
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5.4.4 Uporaba kontracepcijskih pilula i hormonski nadomjesne terapije

U odnosu na uporabu kontracepcijskih pilula, zdrave i mlade ispitanice (30,4 %) CeSc¢e su Koristile pilule

nego bolesne (12,2 %).

U odnosu na hormonsku nadomjesnu terapiju, zdrave Zene su mlade dobi (41,04 godina) te ih vecina
nije usla u menopauzu (77,6 %). Od 36 bolesnih Zena koje su usle u menopauzu samo je njih Sest

koristilo hormonsku nadomjesnu terapiju (16,7 %).

5.4.5 Rak u obitelji

Od ukupnog broja ispitanica 59,7 % ima povijest pojavljivanja odredene vrste raka u obitelji. NajceSca
je vrsta rak dojke (32 %), od ostalih se po u€estalosti pojavljuju rak pluc¢a i grla, rak prostate, kolona,

maternice i rak StitnjaCe (Tablica 14.).

Zabrinjavaju¢i podatak je da 11 (22,4 %) od ukupno 49 bolesnih Zzena ima pozitivhu obiteljsku
anamnezu za rak dojke u prvom koljenu (majka i/ili sestra), dok veéina od 26,1 % zdravih Zena ima

pozitivnu obiteljsku anamnezu za rak dojke u drugom koljenu (baka i/ili teta).

Tablica 14. Vrste raka u obitelji

BOLESNE ZDRAVE Ukupno
N % N % N %

Bez raka 17 34,7% 10| 435%| 27 37,5%
Rak dojke - prvo
koljeno (majka, 11 22,4% 2 8,7%| 13 18,1%
sestra)
Rak dojke - drugo

) 4 8,2% 6| 26,1%| 10 13,9%
koljeno (baka, teta)
Rak pluéa i grla 6 12,2% 1 4,3% 7 9,7%
Kolon 3 6,1% 0 0,0% 3 4,2%

Rak u obitelji N N

Jetra, gusteraca 2 4,1% 0 0,0% 2 2,8%
Maternica 2 4,1% 1 4,3% 3 4,2%
Leukemija 2 4,1% 0 0,0% 2 2,8%
Stitnjaca 1 2,0% 0| 0,0% 1 1,4%
Prostata 1 2,0% 1 4,3% 2 2,8%
Bubreg 0 0,0% 1 4,3% 1 1,4%
NadbubreZna Zljezda 0 0,0% 1 4,3% 1 1,4%
Ukupno 49| 100,0% 23| 100,0%6| 72| 100,0%
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Nije uoCena statistiCki znacajna razlika (vrijednost znacajnosti Fisherovog egzaktnog testa iznosi 0,789
(p < 0,05) izmedu povijesti pojavljivanja raka dojke u obitelji izmedu bolesnih i zdravih (Tablica 15.).
Razlog sli¢énoj pojavnosti raka dojke medu zdravima (34,8 %) i bolesnima (30,6 %) moze se objasniti
Cinjenicom da se zdrave Zene s pozitivnom obiteliskom anamnezom CeSce kontroliraju i ¢eSce

podvrgavaju kirur§kim zahvatima biopsije dobro¢udnih tumora dojke.

Tablica 15. Rak dojke u obitelji

BOLESNE ZDRAVE Ukupno p*
NE N 34 15 49 0,789
i o % 69,4% 65,2% 68,1%
Rak dojke u obitelji
N 15 8 23
DA
% 30,6% 34,8% 31,9%
N 49 23 72
Ukupno
% 100,0% 100,0% 100,0%

*Fisherov egzaktni test

5.4.6 Operirana strana dojke

Od ukupnog broja ispitanica 97,2 % su desnjakinje, dok su samo dvije Zene ljevakinje. U odnosu na
dojku koja je operirana, 44,4 % ispitanica imalo je tumor na desnoj dojci i to 28 bolesnih (57,1 %) i Cetiri
zdrave biopsije. Prema literaturi, CeS¢e se operira lijeva dojka. No, i lijeva dojka je zastupljena kod 40
bolesnih (40,8 %) i devet zdravih biopsija (39,1 %). Postoji tendencija o vecoj zastupljenosti lijeve dojke,
no s obzirom na manji uzorak zdravih Zena hipotezu ne mozemo statisticki dokazati. Sve su ispitanice
s hipertrofijom Zljezdanog tkiva dojke operirane metodom bilateralne redukcije (obje dojke). Jedna je

pacijentica imala obostrani rak dojke (Tablica 16.).

Tablica 16. Operirana strana dojke

BOLESNE | ZDRAVE | Ukupno p*
N |1 10 11 p<0,001
Obostrano
% |2,0% 43,5% 15,3%
Operirana strana N |28 4 32
. Desna
dojke % [57,1% 17,4% 44,4%
N |20 9 29
Lijeva
% |40,8% 39,1% 40,3%
N |49 23 72
Ukupno
% |100,0% 100,0% |100,0%

*Fisherov egzaktni test
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5.4.7 Smijestaj tumora prema kvadrantima dojke

NajceSce sijelo zlocudnog tumora u €ak 61,3 % ispitanica je u gornjem lateralnom kvadrantu (GLK)
dojke. Takoder, vecina zdravih biopsija ima dobro¢udne tumore dojke (fibroadenom) u GLK-u (84,6 %)

(Tablica 17.). Ispitanice iz skupine redukcija nisu bile uklju¢ene u izraun smjestaja tumora jer one

nemaju tumore vec hipertrofiju cjelokupnog Zljezdanog tkiva.

Od ostalih kvadranata drugi po zastupljenosti je gornji medijalni kvadrant (GMK) (22,6 %). Postoji
statistiCki zna€ajna razlika izmedu zastupljenosti tumora u GMK-u kod bolesnih i zdravih Zena

(vrijednost znacajnosti Fisherovog egzaktnog testa iznosi 0,001 (p < 0,05). Promjene u GMK-u ima

26,5 % bolesnih i samo 4,3 % zdravih.

Tablica 17. Smjestaj tumora prema kvadrantima dojke

BOLESNE ZDRAVE Ukupno p*
N 27 11 38 0,001
GLK
% 55,1% 84,6% 61,3%
N 13 1 14
GMK
) % 26,5% 7,7% 22,6%
Kvadrant dojke
N 5 1 6
DLK
% 10,2% 7,7% 9,7%
N 4 0 4
DMK
% 8,2% 0,0% 6,5%
N 49 13 62
Ukupno
% 100,0% 100,0% 100,0%

*Fisherov egzaktni test

Smijer nanosenja dezodoransa od pazuha prema medijalno moglo bi pruziti objasnjenje zasto je veéina

zlo¢udnih i dobroc¢udnih tumora smjesteno u gornjem medijalnom i gornjem lateralnom kvadrantu

(Slika 16.).

Slika 13. Prikaz zastupljenosti tumora prema kvadrantima dojke
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5.5 PatohistoloSka analiza tkiva dojke

Konaéni patohistoloski nalaz tkiva zdravih ispitanica dobivenog operativnim zahvatom redukcije

odgovara dobro¢udnoj fibrocistiénoj mastopatiji (FCM) te nalaz biopsije odgovara fibroadenomu (FA).

U skupini bolesnih kod 43 ispitanice (85,7 %) utvrdeno je da su tumori bili duktalni invazivni karcinom
bez karakteristika odredenog tipa (IDC NOS), kod Cetiri ispitanice (8,2 %) utvrden je lobularni invazivni
karcinom (ILC), kod dvije (4,1 %) duktalni karcinom in situ (DCIS) te kod jedne (2,0 %) maligni filodes
tumor dojke (phylloides mammae). Kod sedam (14,3 %) ispitanica nadena je multicentri¢na smjestenost
tumora (Tablica 18.). U skupini bolesnih vec¢ina Zzena (73,5 %) ima BIRADS kategoriju 5.

Tablica 18. PatohistoloSka analiza tkiva dojke

BOLESNE ZDRAVE Ukupno p*
A N 0 13 13| p<0,001
% 0,0% 56,5% 18,1%
N 0 10 10
FCM
% 0,0% 43,5% 13,9%
N 42 0 42
CDI
Patohistoloska % 85,7% 0,0% 58,3%
dijagnostika N 2 0 2
DCIS
% 4,1% 0,0% 2,8%
N 4 0 4
CLlI
% 8,2% 0,0% 5,6%
N 1 0 1
Tm phyllodes
% 2,0% 0,0% 1,4%
N 49 23 72
Ukupno
% 100,0% 100,0% 100,0%

*Fisherov egzaktni test

Srednja vrijednost veli¢ine tumora na patohistoloskoj analizi kod zdravih biopsija je 22,23 cm (raspon
veli¢ine 0,3 — 5,0 cm) te kod bolesnih 17,86 cm (raspon veli€ine 1,2 — 3,8 cm). Signifikantnost Mann-
Whitneyjevog testa je veéa od 0,05 Sto znadi da razlika izmedu zdravih i bolesnih Sto se ti¢e veli€ine

tumora nije uoCena (Tablica 19.).

Tablica 19. Veli¢ina tumora dojke

N X Sd p*
Veli¢ina tumora u | BOLESNE 49 17,86 9,927 0,089
centimetrima ZDRAVE 13 22,23 8,710

*Mann-Whitney U test
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Kod zdravih ispitanica s dobroéudnom fibrocisticnom mastopatijom cjelokupnog tkiva dojke, operiranih
metodom redukcije, nema podataka o veli€ini tumora. Kod zdravih ispitanica s fibroadenomom
operiranih metodom biopsije postoji samo dodatni patohistoloski podatak o veli€ini tumora. Ostali se
patohistoloSki podaci odnose na analizu kod bolesnih ispitanica. Patohistolo$ki su nalazi za skupinu od

49 bolesnih ispitanica prikazani u Tablici 20.

Tablica 20. Patohistolo$ki nalaz zlo¢udnog tkiva dojke

TNM STADIJ | 0 3(6,1)
1 27 (55,1)
2 13 (26,5)
3 5 (10,2)
4 1(2,0)
GRADUS Phyllodes 1(2,0)
1 11 (22,4)
2 30 (61,2)
3 7 (14,3)
ER 90,61 (25,117)
PgR 68,65 (38,761)
Ki67 <10 5 (10,2)
10-14 1(2,0)
15-19 13 (26,5)
20-24 6 (12,2)
>25 24 (49,0)
Mol.tip A 12 (26,7)
B 32 (71,1)
trostruko
negativan 1(2,2)

Srednja vrijednost veli€ine tumora na patohistolo$koj analizi kod bolesnih je 17,86 cm (raspon 0,3-5,0
cm). Kod 27 ispitanica (55,1 %) tumori su TNM stadij 1, 13 ispitanica (26,5 %) je TNM 2a, 5 ispitanica
(10,2 %) TNM 2b te jedna (2,0 %) TNM 3a.

Zabiljezeno je 11 (22,4 %) dobro diferenciranih tumora (niski gradus 1 - G1), 30 (61,2 %) umjereno
diferenciranih tumora (intermedijalni gradus 2 - G2) te 7 (14,3 %) slabo diferenciranih tumora (visoki
gradus 3 - G3).

Negativni pazusni limfni &vorovi zabiljeZeni su u 40 (81,6 %), a pozitivni u 9 (18,4 %) bolesnica. Od
broja pozitivnih limfnih Evorova 8 ispitanica (16,4 %) je bilo u N1 skupini i jedna (2,0 %) u N2 skupini.
Prosjecna vrijednost ER receptora je 90,61, dok je prosje¢na vrijednost PgR receptora 68,65.
Negativna ekspresija HER2 0 i 1+ je zabiljezena kod 41 (83,7 %) bolesnice, umjerena HER2 2+ kod
Sest (12,2 %), te prekomjerna HER2 3+ kod dvije (4,1 %) bolesnice.

Nadalje, kad je u pitanju proliferacijski indeks Ki-67, moze se uociti kako je niski Ki67 < 10 bio kod pet
(10,2 %), Ki-67 od 10 do 14 kod jedne (2,0 %) te Ki-67 od 15 do 19 kod 13 (26,5 %) bolesnica. Visoki
Ki-67 od 20 do 24 ima Sest (12,2 %) te Ki-67 = 25% ima 25 (49,0 %) bolesnica.
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Prema molekularnoj klasifikaciji raka najveci broj tumora je kod 12 bolesnica je svrstano u Luminal B
(65,3%), dok u Luminal A podtip spada 31 bolesnice (24,5%). Jedna bolesnica je imala basal-like
trostruko negativan tumor.

Bolesne ispitanice, njih 49, podijelilo se obzirom na dob ulaska u menopauzu. Mlade bolesne ispitanice
su u rasponu 35 — 52 godine, a starije u rasponu od 53 na viSe godina. Navedena se podjela napravila
da bi se moglo usporediti kirurSko lijeCenje, riziéni ¢imbenici i patohistoloski nalaz medu bolesnih
ispitanicama. Jedina statistiCki zna¢ajna razlika navedena jen kod odabira vrste operacije. Jednak broj
mladih i starijih ispitanica podvrgnut je kvadrantekomiji i biopsiji sentinel limfnog ¢&vora. No,
signifikantnost Fisherovog egzaktnog testa od 0,033 (p < 0,05) znac¢i da je uo€ena statistic¢ki zna¢ajna
razlika prema kojoj mlade ispitanice (41,1 %) odabiru ¢eS¢e supkutanu mastektomiju s rekonstrukcijom
izgleda dojki (Slika 14.).

Slika 14. Usporedba kirurskog lije€enja ispitanica

Dob

1 ]
53 vise

30,0%

Postotak

CH+ELMB SEM MR BILL

Operacija

Nije uocena statistiCki znacajna razlika izmedu mladih i starijih bolesnica kod operirane strane dojke
(vrijednost znacgajnosti Fisherovog egzaktnog testa iznosi 0,582 (p > 0,05)), operiranog kvadranta dojke
(0,584 (p > 0,05)), patohistoloskog nalaza (0,275 (p > 0,05)), multicentriénog smjestaja tumora (1,000
(p > 0,05)), TNM stadija (0,159 (p > 0,05)), gradusa tumora (0,621 (p > 0,05)), veli¢ine tumora (viSe od
5 % (p > 0,05)), ER i PgR receptora (vie od 5 % (p > 0,05)), Ki67 indeksa (0,594 (p > 0,05)), HER2
ekspresije (0,691 (p > 0,05)) te molekularnog tipa tumora (0,892 (p > 0,05)).
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5.6 Usporedba uporabe kozmetickih proizvoda izmedu zdravih i
bolesnih zena

Uporaba kozmetickih proizvoda podijeljena je u dvije skupine: skupina dezodoransi i kreme kao glavni
izvor parabena i skupina koja upotrebljava antiperspirante. Od ukupnog broja ispitanica (njih 72), 63
ispitanice (87,5 %) upotrebljavaju dezodoranse i kreme, a 25 ispitanica upotrebljava samo
antiperspirante (34,7 %). Sve zdrave Zene upotrebljavaju dezodoranse dok 9 bolesnih Zzena (18,4 %)
uopce ne upotrebljava dezodoranse. Kod upotrebe antipespiranta vecina ispitanica ih ne upotrebljava
(65,3%). Nije uoCena statistiCki zna€ajna razlika kod upotrebe kozmeti¢kih proizvoda izmedu zdravih i
bolesnih.

Godine izlozenosti uporabi kozmeti¢kih proizvoda izracunale su se kao formula dobi ispitanice minus
dob pocetka koristenja proizvoda. Izlozenost se takoder podijelila u dvije skupine: skupina dezodoransi
i kreme kao glavni izvor parabena i skupina koja upotrebljava antiperspirante.

Analizira li se vrijednost signifikantnosti za godine izloZenosti uporabi dezodoransa i krema, moze se
uociti kako p iznosi manje od 5 % (p < 0,05), dakle, moze se re¢i, s razinom pouzdanosti od 95 %, kako
postoji statistiCki zna¢ajna razlika kod bolesnih i zdravih. Bolesne ispitanice duze koriste dezodoranse
i kreme. Razlog tome je da su bolesnice starije zivotne dobi i duze razdoblje zZivota bile izlozene

kozmeti¢kim proizvodima pa tako i parabenima (Tablica 21.).

Tablica 21. Godine izloZzenosti uporabi kozmeti¢kih proizvoda

BOLESNE ZDRAVE p*
Percentile | Median | Percentile | Percentile | Median | Percentile
25 75 25 75

DOB - DOB p<0,001
KORISTENJA 26,00 32,00 41,00 15,00 22,00 29,00

(kreme)

DOB - DOB p<0,001
KORISTENJA 31,00 37,00 43,00 17,00 24,00 31,00
(dezodoranse)
*t-test

Prosje¢na godina izlozenosti kremama kod bolesnih je 32,97, a za dezodoranse je 36,88 godina. Kod
zdravih prosje¢na godina izloZenosti kremama je 22,14, a za dezodoranse je 24,22 godine (Tablica
22.)).

Tablica 22. Prosje€na godina izloZzenosti kozmetiCkim proizvodima

N X Sd
DOB — DOB KORISTENJA | BOLESNE 35 32,97 11,094
(kreme) ZDRAVE 22 22,14 9,677
DOB — DOB KORISTENJA | BOLESNE 42 36,88 9,554
(dezodoranse) ZDRAVE 23 24,22 9,798
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5.7 Parabeni u plazmi i urinu

U Tablici 23. prikazane su izmjerene koncentracije sedam tipova parabena u urinu, poredanih po veli€ini
alkilnog lanca (od manjeg prema veéem) - metilparaben (MPB), etilparaben (EPB), propilparaben
(PPB), butilparaben (BPB), isopropilparaben (iPPB), isobutilparaben (iBPB) i benzilparaben (BzPB).
Moze se uociti kako za skupinu bolesnih prosje¢na vrijednost parabena iznosi 245,5 ng/mL dok za
skupinu zdravih Zena prosje¢na vrijednost parabena iznosi 298,9 ng/mL. Najveci doprinos ukupnoj sumi

parabena daje metilparaben i propilparaben.

Tablica 23. Parabeni u urinu

CA_B_R MPB | PPB | EPB | iPPB | iBPB | BPB | BzPB | Suma X
CA 80 [LOD|LOD|LOD| 10 [LOD| 10 | 100
CA 230 | . . . 160 . .| 390
CA 19 | . 10 . 40 . | LoD | 240
CA 120 | 90 [ LoD | . . . .| 210
CA 230 | 80 | . . . . .| 310
CA 110 | 120 | . . . . . | 230 2455 ng/mL
CA 190 | 30 | 10 | 70 10 | 20 8o | 410
CA 110 110
CA 80 : 60 . : : .| 140
CA 200 | 110 | . . . . . | 330
CA . 170 [ LOD | . 20 [LOD| 40 |230
R 220 | 10 . |Lob| . [Lob| 50 280
R 180 | 210 | . 160 | 100 | 110 | 90 | 850
R 110 . . . : _ 110
B 140 | . . . . . .| 140
R . | 60 |top| . |wop| . | s |14 298,9 ng/mL
R 90 | LOD |LOD | . . . . |90
B 210 | 150 | . . . : .| 360
B 180 | 360 | . . . . . | 540
B 170 | . |LOD| . . : 10 | 180

*Oznaka CA (karcinom) za zloéudni tumor dojke, B za zdrave biopsije i R za redukcije. LOD (engl. Limit
of detection) je granica dokazivanja tj. najniZza koncentracija parabena u uzorku koja se moze dokazati

pri zadanim uvjetima, ali ne i odrediti.
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U Tablici 24. prikazane su izmjerene koncentracije sedam tipova parabena u plazmi, poredanih po

veli€ini alkilnog lanca. Moze se uociti kako za skupinu bolesnih prosje€na vrijednost parabena iznosi

190,1 ng/mL, dok za skupinu zdravih Zzena prosje¢na vrijednost izmjerenih parabena iznosi 85,56

ng/mL. Najveci doprinos ukupnoj sumi parabena u plazmi ¢ine metilparaben i etilparaben.

Tablica 24. Parabeni u plazmi

CA_B_R | MPB EPB [iPPB | PPB iBPB | BPB [ BzPB | Suma X
CA 140 30 30 LOD LOD 200

CA 80 LOD |70 - - 50 150

CA 20 - 40 - 50 - LOD 110

CA 150 - LOD |- 80 - 70 300

CA 60 - 50 - LoD |- ; 110

CA 150 - 20 - LOD |- - 170 190,1 ng/mL
CA 60 - 20 LOD LOD |- - 80,1

CA 30 40 |- 20 90 |- . 180,5

CA 100 - - 20 320 - 150 590

CA 60 - - 30 40 - - 130

CA 70 LOD |- LOD LOD |- - 70

R LOD 30 - - - - - 30

R 20 70 - 40 - - - 130

R 20 30 - - - - - 50

B - 80 - - - - - 80

R 30 LOD i LOD i i i 30 85,56 ng/mL
R 60 40 - - - - - 100

B 150 80 30 50 260

B LOD 30 - LOD - - - 30

B LOD 60 - - - - - 60

*Oznaka CA (karcinom) za zlo¢udni tumor dojke, B za zdrave biopsije i R za redukcije. LOD (engl. Limit

of detection) je granica dokazivanja tj. najniza koncentracija parabena u uzorku koja se moze dokazati

pri zadanim uvjetima, ali ne i odrediti.
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U Tablicama 25. i 26. napravljena je statisticka usporedba izmjerene koncentracije parabena u urinu i

plazmi izmedu zdravih i bolesnih ispitanica.

Analizira li se vrijednost signifikantnosti za koncentracije parabena u urinu, moze se uociti kako p iznosi
viSe od 5 % (p < 0,05), dakle, ne postoji statistiCki zna¢ajna razlika izmedu koncentracija parabena u
urinu kod zdravih i bolesnih. Zdrave i bolesne Zene imaju jednaku dinamiku izlu€ivanja parabena u urinu
(Slika 19.). lako je mali broj uzoraka, pogleda li se vrijednost signifikantnosti za koncentracije parabena
u plazmi, moze se uociti kako je p maniji od 5 % (p < 0,05). Dakle, moze se reci s razinom pouzdanosti
od 95 %, kako postoji statisticki znacajna razlika izmedu koncentracija parabena u plazmi kod bolesnih
i zdravih. Zene sa zloéudnim tumorima dojke imaju znaéajno veéu koncentraciju parabena u plazmi
(krvi) (Slika 20.).

Tablica 25. Usporedba izmjerene koncentracije (ng/mL) parabena u urinu i plazmi izmedu zdravih i

bolesnih ispitanica

CAB,R p*
Bolesne Zdrave
Percentile | Median | Percentile | Percentile | Median | Percentile
25 75 25 75
Parabeni u urinu 140,00| 230,00 330,00 140,00| 180,00 360,00 0,879
Parabeni u plazmi 110,00| 150,00 200,00 30,00| 60,00 100,00 0,012

*Mann-Whitney U test

Tablica 26.Prosje¢na koncentracija (ng/mL)parabena u urinu i plazmi kod zdravih i bolesnih ispitanica

CAB,R N X Sd
Parabeni u urinu | Bolesne 11| 245,4545 105,67532

Zdrave 9| 298,8889 252,46012
Parabeni u plazmi | Bolesne 11| 190,0547 147,36602

Zdrave 9 85,5556 74,01201
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Slika 19. Prosje¢na koncentracija (ng/mL) parabena u urinu kod zdravih i bolesnih ispitanica
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Slika 20. Prosje€na koncentracija (ng/mL) parabena u plazmi kod zdravih i bolesnih ispitanica
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5.7.1 Usporedba koncentracije parabena iz urina i plazme kod zdravih zena

Iz Tablice 27. moze se uoditi kako je najveéa pozitivha korelacija zabiljezena izmedu varijabli dob

pocetka koriStenja krema za tijelo i dezodoransa (r = 0,823; p < 0,01). To zna€i da su zdrave Zene u

istom trenutku pocele koristiti kreme i dezodoranse te da ih tijekom Zivota koriste istodobno (Slika 21.).

Taj podatak upucuje na zaklju€ak da parabeni pretezZito ulaze u nase tijelo iz svakodnevne primjene

krema i dezodoransa. Takoder se iz navedene tablice moze uociti da kod zdravih Zena ne postoji

znacajni odnos izmedu koncentracija parabena i izloZzenosti navedenim kozmeti¢kim proizvodima zato

8to nemamo niti jedan znacajni koeficijent povezanosti.

Tablica 27. Usporedba koncentracije parabena sa dobi poCetka koriStenja krema i dezodoransa

kod skupine zdravih Zzena

Parabeni u Parabeni u Dob pocetka Dob pocetka
urinu plazmi koriStenja koriStenja
krema za tijelo | dezodoransa
r 1,000 ,102 -, 277 -, 277
Parabeni u urinu p , 794 470 470
N 9 9 9 9
r ,102 1,000 ,562 374
Parabeni u plazmi p 7194 ,115 321
N 9 9 9 9
r -, 277 ,562 1,000 ,823"
Dob pocetka koristenja
N p 470 ,115 ,000
krema za tijelo
N 9 9 22 22
r -, 277 ,374 ,823™ 1,000
Dob pocetka koristenja
p 470 ,321 ,000
dezodoransa
N 9 9 22 23

**. Koeficijent korelacije zna€ajan je na razini 0,01 (dvostrano).
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Slika 21. Usporedba dobi poCetka koristenja krema i dezodoransa sa koncentracijom parabena kod

skupine zdravih zena
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5.7.2 Usporedba koncentracije parabena iz urina i plazme kod bolesnih Zena

Iz Tablice 28. moze se uoditi kako je zabiljezena pozitivha i negativna korelacija izmedu promatranih

varijabli.

Najveca negativna korelacija uo¢ena je izmedu varijabli paraben u plazmi i dob menopauze (r=-0,873;
p<0,05). To znaci da sa porastom koncentracije parabena u plazmi Zene sa rakom dojke ulaze ranije

u menopauzu. Radi se o korelaciji jakoga intenziteta.

Druga negativna korelacija uo¢ena je izmedu varijabli paraben u urinu i paraben u plazmi (r=-0,680;

p<0,05), 8to znadi ako koncentracija parabena u plazmi raste pada u urinu.

Tre¢a negativna korelacija uocena je izmedu varijabli veli¢ina tumora i fizicka aktivnost (r=-0,376;
p<0,05), Sto znaci ako je bolesne Zene imaju manje fizicku aktivhost onda im je veli¢ina tumora bila
veca. Takoder navedeno je potvrdeno slijede¢om negativhom korelacija koja je uo€ena izmedu varijabli

fizicka aktivnost i BMI (r=-0,328; p<0,05), sto znadi ako je fizicka aktivnost ve¢a BMI je maniji.

Ono §to je od znacCajne znanstvene vaznosti je da veéa razina koncentracije parabena u plazmi
podrazumijeva nizu (sli€énu) koncentraciju parabena u urinu, rije¢ je o negativnom odnosu (r=-0,680;
p<0,05) (Slika 22.). Ta podatak upucuje na moguénost da bezobzira koliko unosimo parabena nase
tijelo ima uvijek jednak kapacitet izluCivanja. Stoga ako unosimo viSse parabena veéa ce biti
koncentracija cirkuliraju¢ih parabena u krvi ( plazmi) koje onda djeluju ako ksenoestrogenske molekule

te mogu utjecati na na$ endokrini sustav.

Najvece pozitivhe korelacije zabiljeZene su izmedu varijabli dob poletka koridtenja antiperspiranta i dob
pocetka koridtenja dezodoransa (r=0,721; p<0,01), koja prikazuje da su bolesne Zene u istom trenutku

pocele koristiti antiperspirante i dezodoranse te da ih cijeli zivot upotrebljavaju istovremeno.

Slijedeca pozitivha korelacija zabiljeZena je izmedu varijabli fizicka aktivhost i dob menopauze (r=0,361;
p<0,05), ako je intenzivnija fizicka aktivnost dob ulaska u menopauzu je kasnija. Sto je opet logi¢no jer
veca fizitka aktivnost ima manje masnog tkiva stoga i manju bioakumulacije ED parabena te ne dolazi
do viSeg otpustanja aktivnih ksenoestrogena u krv te je manje koncentracija cirkuliraju¢ih hormona.

Stoga Zenino tijelo moze uéi u prirodnu menopauzu u kasnijoj dobi ako se bavi fizickom aktivnosti.

Slijedec¢a pozitivna korelacija zabiljezena je izmedu varijabli veli¢ina tumora i Ki67 indeks (r=0,330;

p<0,05), Sto znadi ako je tumor veéi onda je i Ki67 indeks visi.

Takoder nije uo€ena statistiCki zna¢ajna razina korelacije u odnosu receptora s ostalim promatranim

varijablama.
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Tablica 28. Usporedba koncentracije parabena i promatranih varijabli kod skupine bolesnih Zena

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
r | 1,000 | -,680 ,255| ,541| -116| -324| -,657| -,050 -431| ,027| ,068
1. Parabeni u urinu o] ,021 449 | ,086| ,734| ,330| ,156| ,898 ,185| ,954| ,842
N 11 11 11 11 11 11 6 9 11 7 11
r | -680"| 1,000 -111| -514| -016| ,263| ,200| -651 ,044 | -873"| ,091
2. Parabeni u plazmi o] ,021 744 | ,106| ,963| ,435| ,704| ,057 ,897 | ,010| ,790
N 11 11 11 11 11 11 6 9 11 7 11
r ,255 | 111 1,000 | -,246| -,158| ,330"| -,139| -087| -376"| -,165| -,258
3.Veli¢ina tumora p 449 | 744 ,088| ,278| ,021| ,426| ,583 ,008| ,335| ,074
N 11 11 49 49 49 49 35 42 49 36 49
r ,541| -,514 -,246 | 1,000 ,179| -188| ,106| ,081 -,083| ,044| -,025
4.ER p ,086| ,106 ,088 ,218| ,197| ,545| ,611 ,573| ,799| ,867
N 11 11 49 49 49 49 35 42 49 36 49
r | -116| -,016 -158 | ,179| 1,000| -,025| -,220| -,204 -,049| ,061| ,116
5.PgR p , 734 963 ,278 | ,218 ,864| ,203| ,196 736 | ,725| ,428
N 11 11 49 49 49 49 35 42 49 36 49
r| -324| ,263 ,330"| -,188| -,025| 1,000| ,203| ,097 -,015| -,083| -,040
6.Ki67 p ,330| ,435 ,021| ,197| ,864 ,243| 540 ,918| ,629| ,783
N 11 11 49 49 49 49 35 42 49 36 49
r | -657| ,200 -,139| ,106| -,220| ,203| 1,000 | ,721" -,184| -,107| ,188
7.Dob pocetka
Kreme p 156 | ,704 426 | ,545| ,203| ,243 ,000 ,290| ,612| ,280
N 6 6 35 35 35 35 35 33 35 25 35
r | -050| -651 -,087| ,081| -204| ,097| ,721"| 1,000 -,187| -,062| ,128
8.Dob pocetka
dezodoransa p ,898| ,057 ,5683| ,611| ,196| ,540| ,000 237 | ,749| 421
N 9 9 42 42 42 42 33 42 42 29 42
r | -431| ,044| -376"| -083| -,049| -,015| -,184| -,187 1,000 | ,361"| -,328"
9.Fizi¢ka aktivnost p ,185| ,897 ,008| ,573| ,736| ,918| ,290| ,237 ,030| ,022
N 11 11 49 49 49 49 35 42 49 36 49
r ,027 | -,873" -165| ,044| ,061| -,083| -,107| -,062 ,361"| 1,000 | -,046
10.Dob menopauze p ,954 | ,010 335 ,799| ,725| ,629| ,612| ,749 ,030 ,788
N 7 7 36 36 36 36 25 29 36 36 36
r ,068| ,091 -258| -,025| ,116| -,040| ,188| ,128| -,328"| -,046| 1,000
11.BMI p ,842| ,790 ,074| ,867| ,428| ,783| ,280| ,421 ,022| ,788
N 11 11 49 49 49 49 35 42 49 36 49

*. Koeficijent korelacije znac¢ajan je na razini 0,05 (dvostrano).

**. Koeficijent korelacije zna€ajan je na razini 0,01 (dvostrano).
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Slika 22.

Paraben u urinu
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5.8 Parabeni u tkivima dojke

Protokol uzorkovanja tkiva iz gornjeg lateralnog kvadranta dojke (GLK) opisan je u odjeljku 4.2.1.

Uzorkovanje tkiva za bolesne Zene je :

Q1 - tkivo GLK-a dojke oko zlo¢udnog tumora. Patohistolodki nalaz potvrduje ,slobodan rub
preparata“ tj. u ovom tkivu nema zlo¢udnih stanica jer predstavlja dio kvadranta oko leziSta tumora

A - masno tkivo oko sentinel limfnog ¢vora pazu$ne regije / aksile

TM - tkivo zloéudnog tumora (ukoliko je tumor veéi od 1 ccm)

Uzorkovanje tkiva za zdrave Zene, gdje su sva tkiva uzeta iz GLK-a dojke:
B-tkivo biopsije (patohistoloSke dijagnoze fibroadenom— FA )

R-tkivo redukcije (patohistoloSka dijagnoza fibrocisticne mastopatije -FCM )

U Tablici 29. prikazane su prosjecne vrijednosti koncentracija parabena iz tkiva GLK-a dojke uzetih od
bolesnih Zena (CA), zdravih Zena sa biopsijom (B) i zdravih Zena sa redukcijom (R). Testiranjem
statisticke znacajnosti uoCena je razlika za tri izmjerene koncentracije: etilparaben (EPB),
benzilparaben (BzPB) i ukupnu sumu svih parabena (Sum).

Ukupni je zbroj svih parabena u tkivu GLK-a dojke najve¢a za skupinu zdravih Zzena s BIOPSIJOM
(2,15 ng/mg) gdje patohistolo$ki nalaz odgovara fibroadenomu (Slika 23.). Ukupni zbroj parabena kod
bolesnih je nesto nizi (1,2 ng/mg) nego kod zdravih biopsija, no znacajno je nizi nego kod zdravih Zena
s redukcijom dojki (0,60 ng/mg).

Slika 23. Prikaz prosjecne koncentracije (ng/mg) parabena u tkivima GLK-a dojke bolesnih Zzena (CA)

te zdravih Zena sa biopsijom (B) i redukcijom (R)
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Tablica 29. Prosje€na koncentracija (ng/mg) parbena u tkivima GLK-a dojke bolesnih Zena (CA) te

zdravih Zena sa biopsijom (B) i redukcijom (R)

N X Sd

MPB |CA 19 ,5805 ,96038

2 ,5650 ,67175

11 ,1055 ,07421

EPB CA 17 ,2947 ,24597

2 ,8850 ,20506

R 10 ,1170 ,13992

iPPB [CA 9 , 1678 ,08570
1 ,8400

R 5 ,1420 ,08198

PPB CA 18 ,1700 24147

2 ,1900 ,04243

R 9 ,0944 ,09697

iBPB |CA 22 , 1991 ,16095

3 ,3833 ,33561

R 10 ,1570 ,10914

BPB CA 23 ,1422 ,10711

2 ,4550 ,36062

R 8 ,1588 ,11667

BzPB |CA 11 ,2636 ,17896
1 ,2800

8 ,0700 ,03464

Sum CA 26 1,2000 ,93672

3 2,1533 1,35183

12 ,6067 ,34624

U Tablici 30. provedena je statisticka usporedba prosjecne koncentracije pojedinaénih parabena
izmedu bolesnih zena (CA) te zdravih Zena s biopsijom (B) i redukcijom (R). Navedeni rezultati pokazuju
kod bolesnih Zena tendenciju znacajno viSe koncentracije BzPB u tkivu GLK-a dojke Sto postavlja
temelje za dijagnosticki potencijal navedenog pokazatelja. Naravno, navedeno je nuzno provijeriti na
veéem uzorku ispitanica gdje bi se napravila analiza odsjecCka, svojevrsna ROC krivulja putem koje
bismo mogli dobiti BENZILPARABENA (BzPB) kao
DIJAGNOSTICKOG POKAZATELJA/markera za procjenu potencijale veée izloZzenost parabenima i

njihovom ksenoestrogenskom djelovanju na endokrini sustav.

referentnu  prosjeénu  vrijednost
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Tablica 30: Usporedba prosjec¢ne koncentracije pojedinacnih parabena izmedu bolesnih Zzena (CA)

te zdravih Zena sa biopsijom (B) i redukcijom (R)

Aritmeticka p*
CA/BIR sredina rangova
MPB CA 19 17,95 0,388
B 2 19,75
R 11 13,41
Total 32
EPB CA 17 16,94 0,006
B 2 27,75
R 10 9,15
Total 29
iPPB CA 8,17 0,202
B 15,00
R 5 6,30
Total 15
PPB CA 18 15,61 0,241
B 22,75
R 12,06
Total 29
iBPB CA 22 18,02 0,623
B 3 23,00
R 10 16,45
Total 35
BPB CA 23 15,98 0,239
B 28,00
R 17,19
Total 33
BzPB CA 11 13,55 0,010
B 16,00
R 5,63
Total 20
Sum CA 26 23,00 0,039
B 3 30,67
R 12 14,25
Total 41

*Kruskal-Wallis H test
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U Tablici 31. i na Slici 24. prikazane su prosjec¢ne vrijednosti koncentracija parabena iz GLK-a dojke
kod usporedbe bolesnih i zdravih Zena (objedinjene su biopsije i redukcije). Ukupni je zbroj parabena
kod bolesnih viSi nego kod zdravih Zena ako objedinimo biopsije i redukcije. No, u prethodnoj smo

analizi pokazali da je ukupni zbroj parabena najveci kod zdravih biopsija koje slijede bolesne Zene, dok

Koncentracija parabenau GLK-u

je kod redukcija najnizi (Slika 23.).

Tablica 31. Prosje¢na koncentracija (ng/mg) parbena u tkivima GLK-a bolesnih (CA) i zdravih Zena (B i R)

CA/BiR N X Sd p*

MPB CA 19 5805 ,96038 0,291
BiR 13 1762 26828

EPB CA 17 2947 24597 0,144
BiR 12 2450 33047

iPPB CA 9 1678 ,08570 0,859
BiR 6 2583 29424

PPB CA 18 ,1700 24147 0,620
BiR 11 1118 ,09590

iBPB CA 22 11991 ,16095 0,986
BiR 13 2092 ,19380

BPB CA 23 1422 110711 0,356
BiR 10 2180 20159

BzPB CA 11 2636 ,17896 0,011
BiR 9 ,0933 07714

Sum CA 26 1,2000 93672 0,159
BiR 15 19160 87484

*Mann-Whitney U test

Slika 24. Prikaz prosjec¢ne koncentracije (ng/mg) parabena u tkivima GLK-a dojke bolesnih zena (CA)

te zdravih Zena (objedinjene su biopsije i redukcije, B i R)
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Testiranjem statisticke znacajnosti izmedu bolesnih i zdravih (Tablica 31.) uo€ena je zna€ajna razlika
za izmjerenu koncentraciju benzilparabena (BzPB), ali ne i za ukupni zbroj svih parabena, pri emu je
vrijednost BzPB znacajno viSa za skupinu bolesnih Zena. Dakle, BzPB i u ovome kontekstu indicira
mogucnost uporabe kao dijagnosti¢kog pokazatelja/markera za procjenu vecée izlozenost parabenima.
Veéa koncentracija BzPB u tkivu GLK-a bolesnih Zzena moze znaciti poveéani rizik za razvoj zloéudnog
tumora u tome kvadrantu. Navedeno bi posluzilo preventivnom odredivanju skupine Zena s poveéanim
rizikom za razvoj raka dojke. Zdrave ispitanice imaju statisti¢ki (dokazano) zna€ajno nizu koncentraciju

BzPB u GLK-u dojke i to u tkivu fibroadenoma kod biopsija i fibrocisticnom tkivu kod redukcija.

5.8.1 Usporedba koncentracije parabena iz tkiva bolesnih zena

5.8.1.1 Usporedba koncentracije parabena iz tkiva gornjeg lateralnog kvadranta dojke
kod bolesnih Zena

U Tablici 32. provedena je statisticka usporedba ukupne koncentracije svih parabena iz GLK-a bolesnih
Zena (Sum Q) sa koncentracijom parabena iz urina i plazme, patohistoloSkom analizom tkiva, godinama
izlozenosti parabenima te poCetkom menarhe i menopauze. Pogleda li se razina statistiCcke znacajnosti
moze se uociti kako nije zabiljezen niti jedan znac€ajan koeficijent korelacije, tj. nije uoCena statisticki

znacajna veza.

Tablica 32. Usporedba ukupne koncentracije svih parabena iz GLK-a bolesnih Zzena (Sum Q) sa
koncentracijom parabena iz urina i plazme, patohistolo8kom analizom tkiva, godinama izloZenosti

parabenima te po¢etkom menarhe i menopauze

Spearman's rho *
Sum (Q)
r p N

Parabeni u urinu -,018 ,958 11
Parabeni u plazmi ,260 441 11
TNM STADIJ 418 ,201 11
GRADUS 412 ,208 11
Veli¢ina tumora ,435 ,181 11
ER ,054 ,875 11
PgR ,168 ,620 11
Ki67 ,235 ,486 11
DOB-DOB KORISTENJA -,042 ,915 9
(dezodoranse)

Menarha -,024 ,945 11
Menopauza -,270 ,558 7

* Spearmanov koeficijent korelacije
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5.8.1.2 Usporedba koncentracije parabena iz masnog tkiva oko sentinel limfnih ¢vorova
pazusne regije kod bolesnih zena

U Tablici 33. provedena je statistiCka usporedba ukupne koncentracije svih parabena u aksili (Sum A)
iz masnog tkiva oko sentinel limfnih évorova pazusne regije bolesnih Zena sa koncentracijom parabena
iz urina i plazme, patohistoloSkom analizom tkiva, godinama izloZenosti parabenima te po&etkom

menarhe i menopauze.

Razina korelacije izmedu prosjecne ekspresije progesteronskih receptora (PgR) i ukupne koncentracije
svih parabena u aksili (Sum A) (r=-0,679; p<0,01) je negativna i zna¢ajna. Radi se o korelaciji srednjeg
intenziteta, To znadci §to je veCa koncentracija parabena u masnom tkivu pazusne regije to je ekspresija

progesteronskih receptora na zloéudnom tumoru manja (Slika 25.).

Tablica 33. Usporedba ukupne koncentracije svih parabena u aksili (A) iz masnog tkiva oko sentinel
limfnih Cvorova) sa koncentracijom parabena iz urina i plazme, patohistoloSkom analizom tkiva,

godinama izlozenosti parabenima te po€etkom menarhe i menopauze

Spearman's rho *
Sum (A)
r p N

Parabeni u urinu ,128 , 725 10
Parabeni u plazmi -,505 ,137 10
TNM STADIJ -,009 ,981 10
GRADUS ,055 ,880 10
Veli€ina tumora -,267 ,456 10
ER -,234 516 10
PgR -,679 ,031 10
Ki67 ,007 ,986 10
DOB-DOB KORISTENJA 407 317 8
(dezodoranse)

Menarha -,691 ,027 10
Menopauza 754 ,084 6

* Spearmanov koeficijent korelacije
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Slika 25. Usporedba prosjecne ekspresije progesteronskih receptora (PgR) i ukupne koncentracije svih
parabena u aksili (Sum A)
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Razina korelacije izmedu Dobi za menarhu i ukupne koncentracije svih parabena u aksili (Sum A)
(r=-0,691; p<0,01) je negativna i znacajna. Radi se o korelaciji srednjeg intenziteta. To znaci da $to je
vecéa koncentracija parabena u masnom tkivu pazusne regije to Zena ranije dobije menstruaciju. Mlade
Zene sve ranije i CeSc¢e koriste kozmetiCke preparate sa parabenima koji se apsorbiraju putem koze i
mogu imati ksenoestrogensko djelovanje na endokrini sustav. Takvim djelovanjem potencijalno mogu
izazvati menarhu u ranijoj dobi. (Slika 26.)

Slika 26. Usporedba dobi za menarhu i ukupne koncentracije svih parabena u aksili (Sum A)
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5.8.1.3 Usporedba koncentracije parabena iz zlocudnog tumorskog tkiva dojke kod
bolesnih Zena

U Tablici 34. provedena je statistiCka usporedba ukupne koncentracije svih parabena u zlo¢udnom
tumorskom tkivu dojke (Sum TM) s koncentracijom parabena iz urina i plazme, patohistoloSkom
analizom tkiva, godinama izloZenosti parabenima te poletkom menarhe i menopauze. Iz razine
statisticke znaCajnosti moze se uociti kako nije zabiljeZen niti jedan znacajni koeficijent korelacije, tj.
nema statisti¢ki zna¢ajne veze. No, postoji pozitivna tendencija znacajne korelacije na ve¢em uzorku

ispitanica.

Tablica 34. Usporedba ukupne koncentracije svih parabena u zloéudnom tumorskom tkivu dojke (Sum TM)

Spearman's rho *
Sum (TM)
r p N

Parabeni u urinu -,300 ,624 5
Parabeni u plazmi ,300 ,624 5
TNM STADIJ ,000 1,000 5
GRADUS -,354 ,559 5
Veli¢ina tumora -,462 434 5
ER -,112 ,858 5
PgR -,103 ,870 5
Ki67 577 ,308 5
DOB-DOB KORISTENJA -,400 ,600 4
(dezodoranse)

Menarha -,527 ,361 5
Menopauza ,866 333 3

* Spearmanov koeficijent korelacije
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5.8.1.4 Usporedba koncentracije parabena izmedu tkiva bolesnih Zena

U sljedec¢im je Tablicama (Tablice 35., 36. i 37.) provedena statistiCka usporedba ukupne koncentracije
parabena izmedu tkiva dojke bolesnih Zena. Prikazana je usporedba koncentracije za aksilu (A) iz
masnog tkiva oko sentinel limfnih ¢vorova pazusne regije za GLK oko lezista zloéudnog tumora (Q) i

za zlo¢udno tumorsko tikvo dojke (TM).

Tablica 35. Usporedba ukupne koncentracije (ng/mL) parabena (Sum) izmedu tkiva dojke bolesnih

Zena. Oznaka : aksila (A), GLK leziste zlocudnog tumora (Q) i zloéudno tumorsko tkivo dojke (TM)

Sum

AIQ/TM (CA) | A Minimum ,19
Median 1,27

Maximum 3,81

Q Minimum ,19

Median ,68

Maximum 1,78

™ Minimum ,15

Median 1,49

Maximum 3,63

Tablica 36. Prikaz rangova kod A/Q/TM (CA)

A/Q/TM (CA) N Mean Rank

Sum |A 10 14,95
Q 11 10,68
™ 5 16,80
Total 26

Tablica 37. Prikaz testnih rezultata®b

Sum
Kruskal-Wallis H 2,785
df 2
Asymp. Sig. ,249

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: A/Q/TM (CA)
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Analizom vrijednosti zna€ajnosti kod ukupne koncentracije parabena iz tkiva bolesnih Zena moze se
uoCiti kako znacajnost testa iznosi vise od 0,05, odnosno p > 0,05, dakle, ne postoji statistiCki znacajna
razlika kod iste bolesne ispitanice s obzirom na koncentraciju parabena u tkivima pazuha, GLK-a i
zlo¢udnom tumoru. No, postoji tendencija da se najmanja koncentracija parabena nalazi u tkivu GLK-a
oko lezista zlo¢udnog tumora (Q) iza koje slijedi koncentracija u aksili (A) iz masnog tkiva oko sentinel
limfnih Evorova pazusne regije. Najveca se koncentracija parabena nalazi u samom zloéudnom
tumorskom tkivu (TM). Koncentracija parabena u zloéudnom tkivu i aksili sli€¢ne su i uvijek viSe nego
koncentracija u kvadrantu dojke gdje je tumor smjeSten. Naravno, navedeno je nuzno provjeriti na

vecem uzorku ispitanica. (Slika 27.)

Slika 27. Prikaz koncentracija (ng/mg) parabena za aksilu (A) iz masnog tkiva oko sentinel limfnih
¢vorova pazusne regije, za GLK-a oko lezista zloc¢udnog tumora (Q) i za zlo¢udno tumorsko tikvo dojke
(TM)

Sum

05

0,0

A Q1 ™
AIQITM (CA)
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5.8.2 Usporedba koncentracije parabena iz tkiva zdravih zena

5.8.2.1 Usporedba koncentracije parabena iz tkiva gornjeg lateralnog kvadranta dojke
kod zdravih zena

U Tablici 38. provedena je statisticka usporedba ukupne koncentracije svih iz tkiva GLK (Sum Q) kod
skupine zdravih zena (biopsije i redukcije) s koncentracijom parabena iz urina i plazme, godinama
izloZenosti parabenima te poCetkom menarhe i menopauze. 1z razine statisticke znacajnosti moze se
uociti kako nije zabiljezen niti jedan znacajni koeficijent korelacije, tj. nije uocena statisti¢ki znacajna

veza.

Tablica 38. Usporedba ukupne koncentracije svih parabena iz tkiva GLK (Sum Q) kod skupine zdravih
Zzena (biopsije i redukcije) sa koncentracijom parabena iz urina i plazme, godinama izloZenosti

parabenima te po¢etkom menarhe i menopauze

Spearman's rho *
Sum (Q)
r p N

Parabeni u urinu ,418 ,262 9
Parabeni u plazmi -,203 ,600 9
DOB-DOB KORISTENJA -,218 574 9
(dezodoranse)

Menarha 111 776 9
Menopauza -,500 ,667 3

* Spearmanov koeficijent korelacije
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5.8.2.2 Usporedba koncentracije parabena iz tkiva gornjeg lateralnog kvadranta izmedu
lijeve i desne dojke kod redukcija

Da bismo odgovorili na pitanje postoji li razlika u koncentraciji parabena izmedu lijeve i desne dojke kod
iste zdrave ispitanice napravili smo usporedbu koncentracije parabena iz tkiva GLK-a obje dojke
dobivenih metodom redukcije. Kako bi se uoCila znacajnost razlike kod redukcija desno i lijevo

provedeno je testiranje putem Mann-Whitneyjeva U testa. (Tablica 39., 40.i41.)

Tablica 39. Koncentracija (ng/mg) parabena u lijevoj i desnoj dojci kod iste zdrave ispitanice
DESNO / LIJEVO

DESNO LIJEVO
Minimum Median | Maximum | Minimum Median | Maximum
Sum 14 74 1,10 ,09 ,45 1,14

Tablica 40. Prikaz rangova izmedu lijeve i desne dojke kod iste zdrave ispitanice

Aritmeti¢ka
sredina
N rangova | Suma rangova
Sum |DESNO 7,00 42,00
LIJEVO 6 6,00 36,00
Total 12

Tablica 41. Prikaz testnih rezultataat

Sum
Mann-Whitney U 15,000
Wilcoxon W 36,000
4 -,480
Asymp. Sig. (2-tailed) ,631
Exact Sig. [2*(1-tailed ,699P
Sig.)]

a. Grouping Variable: RIGHT/LEFT

b. Not corrected for ties.

Iz vrijednosti znagajnosti kod ukupne koncentracije parabena izmedu lijeve i desne dojke mozZe se uoditi
kako znalajnost testa iznosi vise od 0,05, odnosno p > 0,05, dakle, mozZe se reci kako ne postoji

statistiCki zna€ajna razlika s obzirom na lijevu i desnu stranu dojke kod iste zdrave ispitanice.
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5.9 Usporedba koncentracije parabena iz tkiva, urina i plazme

U Tablici 42. prikazana je usporedba prosje€ne koncentracije parabena izmedu zdravih i bolesnih Zena
za promatrane parametre: koncentracija parabena iz urina i plazme, godine izloZenosti parabenima te
godina poc¢etka menarhe i menopauze. ProsjeCna koncentracija parabena u urinu kod zdravih biopsija
ima tendenciju biti ve¢a nego kod redukcija i bolesnih Zena, no nije statisticki dokazana. Postoji
pozitivna tendencija dobivanja zna¢ajne korelacije na ve¢em uzorku ispitanica. 1z Tablice 42. moze se
ocitati podatak koji je opisan u poglavlju 5.7.1. lako je mali broj uzoraka moze se reéi s razinom
pouzdanosti od 95 % kako postoji statistiCki znaajna razlika izmedu koncentracija parabena u plazmi
kod bolesnih i zdravih ispitanica. Zene sa zloéudnim tumorima dojke imaju zna&ajno veéu koncentraciju
parabena u plazmi (Slika 20.). Iz vrijednosti signifikantnosti koja iznosi manje od 5 % (p < 0,05) moze
se reci s razinom pouzdanosti od 95 % da su prosje¢ne godine izloZzenosti dezodoransima znacajno

vece za bolesne (37 godina) za razliku od zdravih Zena (22 godine za biopsije i 32 godine za redukcije).

Tablica 42. Usporedba prosje€ne koncentracije parabena izmedu bolesnih (CA) i zdravih (B i R) Zzena
za promatrane parametre: koncentracija (ng/mL) parabena iz urina i plazme, godine izloZenosti

parabenima te godina po€etka menarhe i menopauze

CAB,R p*
BOLESNE BIOPSIJE REDUKCIJE

Percentile | Median | Percentile | Percentile | Median | Percentile | Percentile | Median | Percentile

25 75 25 75 25 75
Parabeni u 140,00 230,00 | 330,00 180,00 360,00 540,00 110,00| 140,00 280,00| 0,342
urinu
Parabeni u 110,00 | 150,00 | 200,00 30,00 60,00 260,00 30,00| 65,00 100,00 0,037
plazmi
DOB-DOB 31,00| 37,00 43,00 18,00 | 22,00 28,00 17,00| 32,00 34,00| 0,000
KORISTENJA
(dezodorans)
Menarha 12,00| 13,00 14,00 12,00| 13,00 14,00 12,00| 13,00 14,00| 0,636
Menopauza 49,00| 50,00 53,00 56,00| 56,00 56,00 49,00| 50,00 51,50| 0,301

*Kruskal-Wallis H test

5.9.1 Usporedba veli€ine tumora i koncentracije parabena izmedu zdravih i bolesnih
Zena

U Tablici 43. provedena je statistiCka usporedba veli¢ine dobrocudnog tumora patohistoloSke dijagnoze
fibroadenom u odnosu na koncentracije parabena iz urina i plazme kod zdravih biopsija. Moze se uo€iti
kako p u svim slu¢ajevima iznosi p>0,05, $to znaci da nije uoCena statisticki znacajna razlika kod
promatranih varijabli. Veliina fiboroadenoma nije u korelaciji sa koncentracijom parabena u plazmi i

urinu.
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Tablica 43. Usporedba koncentracije parabena iz urina i plazme s obzirom na veliinu
tumora kod zdravih biopsija

VeliCina Aritmetic¢ka p*
tumora u sredina
centimetrima N rangova | Suma rangova

Parabeni u urinu 0-20 2 2,00 4,00 1,000
21i> 1 2,00 2,00
Ukupno 3

Parabeni u plazmi | 0-20 2 1,50 3,00 0,221
21i> 1 3,00 3,00
Ukupno 3

*Mann-Whitney U test

U Tablici 44. provedena je statistiCcka usporedba veli€¢ine zlocudnog tumora dojke bolesnih Zena u
odnosu na koncentracije parabena iz urina i plazme te koncentraciju u GLK-u dojke gdje je smjesten
tumor (Q1). Moze se uociti kako p u svim slu¢ajevima iznosi p>0,05, $to znadi da nije uoCena statisticki
znacajna razlika kod promatranih varijabli. Veli€ina zlocudnog tumora nije u korelaciji sa koncentracijom

parabena u plazmi i urinu.

Tablica 44. Usporedba veli¢ine zloéudnog tumora dojke u odnosu na koncentracije parabena iz urina i
plazme te koncentraciju u GLK leziStu zloéudnog tumora (Q)

Veli€ina Aritmeticka p*
tumora u sredina
centimetrima rangova | Suma rangova

Parabeni u urinu 0-20 11 6,45 71,00 0,073
21 and more 3 11,33 34,00
Ukupno 14

Parabeni u plazmi | 0-20 11 7,45 82,00 0,938
21 and more 3 7,67 23,00
Ukupno 14

Q1 0-20 11 7,73 85,00 0,697
21 and more 3 6,67 20,00
Ukupno 14

*Mann-Whitney U
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5.10 Sinergisti¢ki uCinak parabena i nanoplastike

U prvom objavljenom znanstvenom doktorskom radu na temu Synergistic effects of parabens and
plastic nanoparticles on proliferation of human breast cancer cells*, Arh Hig Rada Toksikol 2019;70:310-
314, prikazani su rezultati istrazivanja ucinaka kemijskog koktela koji je sadrzavao plasti¢ne
nanocestice i parabene na vijabilnost i proliferaciju dviju razli€itih stanica adenokarcinoma dojke. (116)
Tretirane su vrlo agresivne i slabo diferencirane stani¢ne linije: MDA-MB 231, kojoj nedostaju HER2,
progesteronski i estrogenski receptori, te MCF-7 stani¢na linija, karakterizirana bolje diferenciranim
stanicama koje imaju progesteronski i estrogenski receptor alfa (ERa), te su morfoloski sli¢ne
Zljezdanom epitelu. Za plastiCne nanoclestice izabrane su nanocCestice polistirena (PSNP) koje su
mijeSane sa smjesom metil-, etil, propil- i butilparabena (PBmix). Stanice su bile tretirane pojedinacno

s PSNP-om, sa smjesom PBmix te s koktelom PSNP i PBmix.

Rezultati vijabilnost stanica (Slika 28.) pokazali su pad vijabilnost MDA-MB231 stanica ovisno o
primijenjenoj dozi PBmix, PSNP-a ili njihovog koktela. lako sami PSNP ili PBmix tretman nije uzrokovao
statistiCki znacajan pad vijabilnosti, njihov koktel jest, te je ovisno o dozi smanjio vijabilnost MDA-MB231

stanica izmedu 10 i 25 %.
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Slika 28. U€inci parabena (PB) i/ili polistirenskih nano€estica (PSNP) na odrzZivost stanica raka dojke.
Oznakom * prikazane su vrijednosti koje su se statisti¢ki zna¢ajno (P < 0,05) razlikovale od negativhe

kontrole.

Suprotno tome, MCF-7 stanice pokazuju stalno povecéanje vijabilnosti kada ih se zasebno tretiralo
PSNP-om ili PBmixom, dok je samo kombinacija od 0,01 pg/mL PB-a + 100 pg/mL PSNP-a zna&ajno
povecala njihovu vijabilnost u odnosu na negativnu kontrolu. Ovi rezultati pokazali su da niti PSNP, niti
PBmix, a ni njihov koktel nema toksi¢nog u€inka na te stanice, nego ¢ak poja¢avaju njihovu vijabilnost
$to je ukazivalo na moguénost stimulirane proliferacije stanica. Stoga je istrazen ucinak koktela
nanoplastike s parabenima na proliferativnu aktivnost stanica raka dojke odredivanjem Ki-67

proliferacijskog indeksa.
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Nalazi proliferacije stanica jo$ su dodatno naglasili razlike izmedu MCF-7 i MDA-MB231 stanica kao
odgovor na kombinirani tretman PBmix + PSNP (Slika 29. ).

801
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Slika 29. U¢inci parabena (PB) i/ili polistirenskih nanocestica (PSNP) na proliferaciju stanica raka dojke.
Oznakom * prikazane su vrijednosti koje su se statisti¢ki zna¢ajno (P < 0,05) razlikovale od negativne
kontrole.

Postoci proliferacije (pozitivan na Ki67) MDA-MB231 stanice bili su manji u svim tretmanima (PBmix,
PSNP i PBmix + PSNP kokteli) u usporedbi s kontrolnim stanicama, ali pad je bio statisti¢ki zna¢ajan
samo za koncentraciju PBmixa od 1 pg/mL. Takvi rezultati ukazali su na to da niti PSNP niti njihov
koktel s parabenima nije zna¢ajno promijenio proliferacijsku aktivnost MDA-MB231 stanica. Medutim,
MCF-7 stanice su pokazale sasvim suprotne rezultate kao u slu€aju rezultata vijabilnosti. lako sami
PSNP ili PBmix nisu zna¢ajno promijenili, koktel PSNP + PBmix je povecavao proliferacijsku aktivnost

MCF-7 stanice u ovisnosti o dozi PBmix uz prisustvo PSNP-a.

S obzirom na razlike u receptorima stani€ne povrsine izmedu dvije ispitivane stani¢ne linije i dobro
poznate interakcije izmedu parabena i estrogenskih receptora, ovi rezultati su izuzetno zanimljivi jer
pokazuju da prisutnost plastiénih nanoCestica povecava djelovanje parabena na estrogen-osjetljive
stanice dojke. Postotak proliferacije (Ki67-pozitivne) stanica znaajno se povecao i vise nego
udvostrucio pri najvis§im koncentracijama PSNP-a, bez obzira na koncentracije PBmixa (Slika 29.). Ta
opazanja pokazala su da je aktivnost Sirenja PBmixa u stanicama raka dojke osjetljivih na estrogen bio
sinergisti¢ki potaknut prisutnos¢éu PSNP-a. Mehanizam koji stoji iza toga mogao bi biti povezan sa
svojstvima translokacije i adsorpcije PSNP-a, koje mogu djelovati kao trojanski konj za prijenos
endokrinih otrova kao Sto su parabeni u razli€ita tkiva. Stoga izloZenost kemijskom koktelu kakav je
ovaj za koji se oCekuje da ¢e promovirati proliferaciju stanica osjetljivih na estrogen doprinosi razvoju
raka dojke.

86



6 RASPRAVA

Zdravlje poglavito ovisi o uskladenom radu endokrinog sustava koji regulira oslobadanje hormona
bitnih za metabolizam, reprodukciju, rast i razvoj. Znac€ajni porast nezaraznih bolesti vezanih za
endokrini sustav sugerira da osim genetske etiologije, znatnu ulogu imaju i okolini ¢imbenici. To
ukljuCuje endokrine poremecaje s posebnim naglaskom na hormonski ovisne vrste raka. Male
fluktuacije u razini hormona mogu izazvati znacajne patofizioloSke promijene. (3) Kao posljedica
promjena mogu se pojaviti hormonski ovisne vrste raka (prostate, testisa, dojke, jajnika i endometrija)
te kroni¢ne bolesti modernog Covjeka (dijabetes tip 2, kardiovaskularne bolesti, astma, pretilost,
neurobihevioralni poremecaji i neplodnost). Endokrini poremecaji kao multidisciplinarno istrazivacko
podrucje obuhvaca studije od ekotoksikologije do medicine i od terenskih promatranja do molekularne
biologije. (122) Endokrini disruptor je egzogena kemikalija koja oponasa uc¢inak hormona i time mijenja
funkciju endokrinog sustava $to dovodi do Stetnih uc¢inaka na zdravlje organizma, njegovo potomstvo
ili (pod)populaciju. Neki se javljaju u prirodi ali veéina su spojevi koje je proizveo ovjek za uporabu u
industriji bez prethodne znanstvene evaluacije Stetnosti za zdravlje zivotinja i ljudi. Smanjenje
onecidcenja okolisa endokrinim disruptorima zahtijeva regulatorne mjere na medunarodnoj i
nacionalnoj razini uz povecéanje svjesnosti svakog pojedinca o njihovoj Stetnosti. Znacajni izazov za
procjenu rizika za ljudsko zdravlje predstavlja sposobnost endokrinih disruptora da u niskim
koncentracijama djeluju putem stani¢nih receptora, ¢esto uz individualni stani¢ni odgovor na dozu, male
mijerljive doze u organizmu, pitanje potrebe za dugotrajnom izlozeno$¢u te moguéeg efekta sinergijskog
ucinka (,ucinak mjesavine” ili ,u¢inak koktela“). (106) Paraben je endokrini disruptor koji se koristi kao
konzervans u farmaceutskoj, kozmeti¢koj i prehrambenoj industriji te se zbog svakodnevnog koridtenja
moze akumulirati u tijelu. Paraben djeluje kao kompetitivni agonist estrogenskih receptora te imitira
uCinak endogenog estrogena $to moze utjecati na proliferaciju estrogen osjetljivih stanica dojke i kao

takav moze povecati rizik za razvoj hormonski ovisnog raka dojke.

Rezultati dosadasnijih istrazivanja otvaraju znanstveni dijalog 0 moguc¢em utjecaju parabena na razvoj
raka dojke $to mora biti potkrijeplijeno snaznijim znanstvenim dokazima. Mali broj znanstvenih studija
prikazuje samo zasebno mjerenje koncentracije parabena iz tkiva, urina ili krvi. Nikada do sada nije
radena korelacija koncentracija parabena izmedu tih uzoraka kod istih ispitanica. Stoga se u
doktorskom radu procjenjuje izloZenost parabenima i usporeduje koncentracija iz urina, plazmi i tkiva
izmedu zdravih i bolesnih Zena sa zloéudnim tumorom dojke. Rezultati istraZivanja pridonijet ¢e procjeni
povecanog rizika za razvoj hormonski ovisnog raka dojke. Zbog sve veceg zagadenja okolisa s
plastikom istrazivanje se prosirilo i na procjenu ,ucinka koktela“ na proliferaciju stanica raka dojke, tj.
izlaganje mjeSavini plasti¢nih nanocestica i parabena $to bi dodatno moglo pridonijeti pove¢anom riziku

za razvoj raka dojke.

lako se parabeni intenzivno istrazuju u zadnjih 25 godina postoje izazovi vezani uz slozeni
analiticki rad. Cilj je analitickog dijela doktorskog rada primjena nove, pouzdanije i brze metode za
odredivanje parabena u humanim uzorcima Zbog svojih kemijskih specificnosti, odredivanje parabena

u humanim uzorcima zahtijeva primjenu visoko specificnih metoda mijerenja. U postojecoj je
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znanstvenoj literaturi opisano samo nekoliko metoda. Razlozi za nepostojanje jedinstvene metode
mogu se naci u mukotrpnom i slozenom analitickom radu vezanom uz rukovanje i obradu uzoraka
¢vrstog tkiva u usporedbi s tekuéim bioloSkim uzorcima kao i u poteSko¢ama s primjenom bioanaliti¢kih
metoda validacije. Rezultati istrazivanja doktorskog rada predstavljaju novu, ekoloski prihvatljivu i
jednostavnu metodu ekstrakcije parabena pomoéu membrane adsorpcijske tekstilne faze (FPSE, engl.
Fabric-Phase Sorptive Extraction). U usporedbi s dosadasnjim metodama analize dobio se poboljSani
i brzi postupak pripreme uzoraka. Rezultati optimiziranog protokola FPSE ekstrakcije parabena
objavljeni su u tri znanstvene publikacije. Prva publikacija prikazuje ekstrakciju parabena iz uzoraka
urina, druga iz tkiva dojke i tre¢a iz plazme. Svi su objavljeni radovi pokazali prikladnost i u¢inkovitost
ekstrakcija parabena putem FPSE membrane za buduée epidemioloske i toksikoloSke studije. Nazivi
objavljenih radova su: ,,An improved fabric-phase sorptive extraction protocol for the determination of
seven parabens in human urine by HPLC-DAD* , Biomedical Chromatography. 2020., ,Fabric phase
sorptive extraction combined with high-performance-liquid chromatography-photodiode array analysis
for the determination of seven parabens in human breast tissues: Application to cancerous and non-
cancerous samples®, Journal of Chromatography A. 2020. te ,Determination of Intact Parabens in the
Human Plasma of Cancer and Non-Cancer Patients Using a Validated Fabric Phase Sorptive Extraction
Reversed-Phase Liquid Chromatography Method with UV Detection®, Molecules 2021. (112-114)

IzloZzenost plasti€nim mikro- i nanoCesticama koje nastaju tijekom proizvodnje te uporaba i
odlaganje plasti¢nog otpada veliki su zdravstveni i okoliSni problemi koje treba hitno rjeSavati. Plasti¢ne
nanocCestice mogu na sebe vezati ostale kemijske spojeve iz okoline. Za pouzdanu procjenu rizika
izlozenosti nuzno je objasniti ne samo ucinke pojedinacénih kemijskih spojeva nego i njihovih mjesavina.
U prvoj znanstvenoj publikaciji doktorskoga rada na temu ,Synergistic effects of parabens and plastic
nanoparticles on proliferation of human breast cancer cells, Arh Hig Rada Toksikol 2019;70:310-4
prikazani su rezultati istraZivanja u€inaka kemijskog koktela plasti¢nih nanolestica i parabena. (117)
Cilj ovoga dijela doktorskog rada je procijeniti u€inak plasti¢nih nano&estica, parabena i njihovih koktela
na vijabilnost i proliferaciju dviju razli¢itih stanica adenokarcinoma dojke: stani¢ne linijje MDA-MB 231
kojoj nedostaju estrogeni receptori i MCF-7 stanica koje izraZavaju te receptore. Dobiveni rezultati
pokazuju da parabeni i plastiéne nanocestice, primijenjeni posebno, u ispitivanim koncentracijskim
rasponima nisu znacajnije promijenili vijabilnost i proliferacijsku aktivnost u stanicama raka dojke.
Medutim, sinergijski potaknuti koktel parabena i plasti¢nih nanoCestica pojacali su proliferacijsku
aktivnost parabena u stanicama raka dojke osjetljivih na estrogene. Mehanizam takvog ucinka moze
biti povezan s translokacijskim i adsorpcijskim svojstvima nanolestica koje su posluZile kao vektor za
u€inkovitije izlaganje stanica parabenima. Protumorska aktivnost stanica raka dojke osjetljivih na
estrogen moze se oCekivati kao konacni ishod dugotrajnoj izloZzenosti takvom kemijskom koktelu. Ova
preliminarna studija upozorava na rizike sinergijskog u€inka kemijskih koktela koji sadrZze nanoCestice
plastike i endokrinih disruptora na proliferaciju stanica raka dojke. Na globalnoj razini to zahtijeva jasno
definirani plan aktivnosti za upravljanje rizikom od izlozenosti endokrinim disruptorima i plasti€nom
otpadu. Istrazivanje procjene rizika izlozenosti kemijskim mjeSavinama odrazava scenarije iz stvarnog
zivota ali eksperimentalnu procjenu svih moguéih kombinacija gotovo je nemoguce provesti. Rezultati

se stoga mogu koristiti u izradi naprednih matematickih i statistickih modela simulacija izloZzenosti
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kombinacijama kemijskih koktela. Da bi se taj cilj postigao, potrebno je definirati endokrine disruptore

visokog rizika te provesti jo$ istrazivanja njihovog kombiniranog izlaganja i u€inka.

Prospektivno istrazivanje doktorskog rada provodilo se od travnja 2017. do studenoga 2019.
godine. U istrazivanju sudjeluju 72 ispitanice koje su kirurski lijeCene u Klini¢koj bolnici Dubrava na
Klinici za plasti¢nu, rekonstrukcijsku i estetsku kirurgiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.
Kod skupine bolesnih Zzena kirurski se lijeci rak dojke. Zdrave Zene podvrgnute su biopsiji dobro¢udnog
tkiva dojke (patohistoloSkog nalaza fibroadenom) i elektivnim zahvatima korekcije izgleda dojke
kirurSkom metodom redukcije hipertrofi¢nog tkiva (patohistoloSkog nalaza dobrocudne fibrocisti¢ne
mastopatije). Kod ispitanica se prikupljaju anamnesticki i dijagnostic¢ki podaci te uzimaju uzorci tkiva
dojke, urina i krvi (plazme). Takoder se prikupljaju podaci o Zzivotnom stilu ispitanica, uporabi
kozmetickih proizvoda, rizi€nim ¢imbenicima za razvoj raka dojke te patohistoloSkom nalazu tkiva dojke.
U istrazivanju se mjere i usporeduju koncentracije nerazgradenih parabena iz humanih uzoraka te
uCestalost uporabe kozmetiCkih proizvoda. Ispituje se sedam tipova parabena poredanih po veli€ini
alkilnog lanca (od manjega prema ve¢em) - metilparaben (MPB), etilparaben (EPB), propilparaben
(PPB), butilparaben (BPB), isopropilparaben (iPPB), isobutilparaben (iBPB) i benzilparaben (BzPB).
Usporedbom podataka procjenjuje se postoji li povisena koncentracija parabena u uzorcima bolesnih
Zena u usporedbi sa zdravim Zenama. Rezultati istrazivanja pridonose procjeni izloZzenosti parabenima
i moguéem povecanom riziku za razvoj hormonski ovisnog raka dojke.

Rezultati doktorskog rada podijeljeni su na dvije skupine analiza. Prva ukljuCuje ispitivanje vrste
kirurSkog lije€enja ispitanica, uporabe kozmeti¢kih proizvoda i rizi€nih ¢imbenika za razvoj raka dojke.
Analiza se radi na skupini od svih 72 ispitanice. U skupinu bolesnih uklju¢eno je 49 Zzena sa zloéudnim
tumorom dojki. U skupinu zdravih uklju¢ene su 23 Zene, 13 biopsija i 10 redukcija. Druga analiza
uklju€uje mjerenje koncentracije parabena iz humanih uzoraka urina, plazme i tkiva dojke ispitanica. S
obzirom da je gornji lateralni kvadrant (GLK) naj¢eS¢ée sijelo tumora dojke, za doktorski se rad odabire
reprezentativna skupina Zena koje imaju promjene u GLK-u dojke. Zbog visokih troSkova analitickog
dijela ekstrakcije parabena, analiza se radi na skupini od 20 ispitanica, 11 bolesnih i 9 zdravih (4
biopsije i 5 redukcija). Takoder i na ovome smanjenom broju ispitanica imamo znacajni broj statisti¢kih
varijabli koje jamce statistiCcku snagu. Usporedbom podataka procjenjuje se promjena u koncentraciji
parabena u gornjem lateralnom kvadrantu dojke kod zena sa zloéudnim tumorom dojke u usporedbi sa

zdravim Zenama.

Slijedi opis ukupne ispitivane skupine od 72 ispitanice. U skupinu BOLESNICA ukljuéeno je 49 (68,1
%) pacijentica sa zlo¢udnim tumorom dojke. U skupinu ZDRAVIH uklju¢ene su 23 (31,9 %) pacijentice
i to 13 pacijentica s dobroc¢udnim tumorima dojke koje su kirurski lije¢ene metodom biopsije (18,1 %) i
10 pacijentica s dobro¢udnom hipertrofijom zZljezdanog tkiva koje su kirurski lijeéene metodom redukcije
(13,9 %). Prosjecna dob bolesnica u trenutku operacije bila je 58,69 godina (u rasponu od 35 do 84
godine) s prosjeénom godinom rodenja 1960. Prosje¢na dob zdravih bila je 41,04 godina (u rasponu
od 20 do 64 godine) s prosjeénom godinom rodenja 1977. Navedeno odgovara dobnoj distribuciji
objavljenoj u znanstvenoj literaturi gdje se 75 — 80 % raka dojke dijagnosticira u Zena starijih od 50

godina (zene u poslijemenopauzi). (72)
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Najces¢i anestezioloSki kriteriji su bile ASA (American Society of Anesthesiology) kategorija 2 (52,8 %)
ili ASA kategorija 1 (38,9 %). To znaci da ispitanice nisu anamnesti¢ki opterecene drugim tezim
oboljenjima. KirurSke metode lijeCenja zlocudnog tumora dojke ukljucivale su kvadrantektomiju i
biopsiju sentinel limfnog ¢vora kod 23 pacijentice (46,9 %), jednostranu maodificiranu radikalnu
mastektomiju kod 13 pacijentica (26,5 %), obostranu modificiranu radikalnu mastektomiju kod jedne
pacijentice (2,0 %), supkutanu mastektomiju s postedom bradavice kod pet (10,2 %) i supkutanu
mastektomiju bez postede kod sedam pacijentica. KirurSke metode lijeCenja zdravih pacijentica
uklju€ivale su 13 biopsija (18,1 %) i 10 redukcija (13,9 %).

Od ukupnog broja ispitanica 97,2 % su desnjakinje, dok su samo dvije Zene ljevakinje. U odnosu na
dojku koja je operirana, 44,4 % ispitanica imalo je tumor na desnoj dojci i to 28 bolesnih (57,1 %) i Cetiri
zdrave biopsije. Prema literaturi, ceS¢e se operira lijeva dojka. No, i lijeva dojka je zastupljena kod 40
bolesnih (40,8 %) i devet zdravih biopsija (39,1 %). Postoji tendencija o vec¢oj zastupljenosti lijeve dojke,
no kako je maniji broj uzoraka zdravih Zena, hipotezu ne mozemo statistiCki dokazati. Naj¢eS¢e sijelo
Zlo¢udnog tumora u ¢ak 61,3 % ispitanica je u gornjem lateralnom kvadrantu (GLK) dojke. Takoder,
vecéina zdravih biopsija ima dobro¢udne tumore dojke (fibroadenom) u GLK-u (84,6 %). Zato se
doktorski rad temelji na procjeni promjene koncentracije parabena u GLK-u dojke izmedu bolesnih i
zdravih Zena. Ispitanice iz skupine redukcija nisu bile uklju¢ene u izraun smjestaja tumora jer one
nemaju tumore vec¢ hipertrofiju sveukupnog Zljezdanog tkiva. Od ostalih kvadranata drugi po
zastupljenosti je gornji medijalni kvadrant (GMK) (22,6 %). Iz razine signifikantnosti izmedu
zastupljenosti tumora u GMK-u kod bolesnih i zdravih Zena, vrijednost Fisherovog egzaktnog testa
iznosi 0,000 (p < 0,05), $to znaci da je uocCena statisticki znacajna razlika. Promjene u GMK-u ima 26,5
% bolesnih i samo 4,3 % zdravih zena. Smjer nanoSenja dezodoransa od pazuha prema medijalno
moglo bi pruziti objasnjenje zasto je vecina zlocudnih i dobrocudnih tumora smjeSteno u gornjem
medijalnom i gornjem lateralnom kvadrantu.

Kod statistiCke obrade, 49 Zena sa zloéudnim tumorom dojke razvrstano je u skupine s obzirom
na dob. Mlade bolesne ispitanice su u rasponu od 35 — 52 godine i starije od 53 na viSe godina.
Navedena je podjela nastala prema prosje¢noj dobi ulaska u menopauzu. Nije uoCena statisti¢ki
znacajna razlika izmedu mladih i starijih bolesnica kod operirane strane dojke (0,582 (p > 0,05),
operiranog kvadranta dojke (0,584 (p > 0,05), patohistolodkog nalaza (0,275 (p > 0,05), multicentri€nog
smijestaja tumora (1,000 (p > 0,05), TNM stadija (0,159 (p > 0,05), gradusa tumora (0,621 (p > 0,05),
veli¢ine tumora (vise od 5 % (p > 0,05), ER i PgR receptora (vise od 5 % (p > 0,05), Ki67 indeksa (0,594
(p > 0,05), HER2 ekspresije (0,691 (p > 0,05) te molekularnog tipa tumora (0,892 (p > 0,05).
PatohistoloSki nalaz odgovara objavljenoj znanstvenoj literaturi o histoloSkom tipu tumora. (72) U
skupini bolesnih kod 43 ispitanice (85,7 %) utvrdeno je da su tumori bili duktalni invazivni karcinom bez
karakteristika odredenog tipa (IDC NOS), kod Cetiri ispitanice (8,2 %) utvrden je lobularni invazivni
karcinom (ILC), kod dvije (4,1 %) duktalni karcinom in situ (DCIS) te kod jedne (2,0 %) maligni filodes
tumor dojke (phylloides mammae). Kod sedam (14,3 %) ispitanica nadena je multicentri¢na smjeStenost

tumora. U skupini bolesnih vecina zena ima BIRADS kategoriju 5 (73,5 %).
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Srednja vrijednost veli¢ine tumora na patohistoloSkoj analizi kod zdravih je biopsija 22,23 cm (raspon
0,3 - 5,0 cm) a kod bolesnih 17,86 cm (raspon 1,2 - 3,8 cm). Signifikantnost Mann Whitneyjeva testa je
veca od 0,05 sto znaci da nije uo€ena razlika izmedu zdravih i bolesnih §to se tie veli¢ine tumora.
Kod 3 ispitanice (6,1 %) tumori su bili TNM stadija O (Tis) , 27 ispitanica (55,1 %) stadija IA, 13 ispitanica
(26,5 %) stadija IIA, 5 ispitanica (10,2 %) stadija IIB te jedna (2,0 %) stadija Ill A.

Zabiljezeno je 11 (22,4 %) dobro diferenciranih tumora (niski gradus - G1), 30 (61,2 %) umjereno
diferenciranih tumora (intermedijalni gradus - G2) te 7 (14,3 %) slabo diferenciranih tumora (visoki
gradus - G3).

Negativni pazusni limfni Evorovi zabiljezeni su u 40 (81,6 %), a pozitivni u 9 (18,4 %) bolesnica. Od
broja pozitivnih limfnih Evorova 8 je ispitanica (16,4 %) bilo u N1 skupini i jedna (2,0 %) u N2.
Negativna je ekspresija HER2 0 i 1+ zabiljezena kod 41 (83,7 %) bolesnice, umjerena HER2 2+ kod
Sest (12,2 %) te prekomjerna HER2 3+ kod dvije (4,1 %) bolesnice.

Parabeni se vezu za estrogenski receptor jezgre gdje mogu oponaSati ili antagonizirati ucinak
endogenog estrogena $to moze utjecati na proliferaciju estrogen-osjetljivih stanica raka dojke. Takoder
mogu utjecati na sintezu, transport, metabolizam i izlu€ivanje estrogena. (85) U ovome istrazivanju nije
uoCena statisti¢ki znacajna korelacija u usporedbi ekspresije estrogenskih (ER) i progesteronskih (PgR)
receptora zlo¢udnog tumora i izmjerene koncentracije parabena iz urina i plazme bolesnih zena.
Prosjecna vrijednost ER receptora jezgre je 90,61, dok je prosje€na vrijednost PgR receptora 68,65.
Nadalje, kada je u pitanju proliferacijski indeks Ki-67 moze se uociti kako je niski Ki67 < 10 bio kod pet
(10,2 %), Ki-67 od 10 do 14 kod jedne (2,0 %) te Ki-67 od 15 do 19 kod 13 (26,5 %) bolesnica. Visoki
Ki-67 od 20 do 24 ima Sest (12,2 %) te Ki-67 = 25% ima 24 (49,0 %) bolesnica. Prema molekularnoj
klasifikaciji raka 12 bolesnica je svrstano u Luminal A (65,3 %), dok u Luminal B podtip spadaju 32

bolesnice (24,5 %). Jedna bolesnica (2,2 %) imala je basal-like trostruko negativan tumor.

Parabeni su otkriveni 20-ih godina prosloga stolje¢a. Stoga su sve ispitanice na temelju godine
rodenja bile izloZzene parabenima tijekom svojega Zivota. Veé sredinom 20. stolje¢a parabeni se
masovno koriste kao konzervansi u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji zbog svojih antimikrobnih i
antigljivicnih svojstava, a najzastupljeniji su u kozmeti¢kim proizvodima. (42) Naj¢edce se kombinira
uporaba nekoliko spojeva parabena da bi se postigla Sto veéa ulinkovitost. UCinkovitiji su protiv gljivica
nego protiv bakterija, a najmanje su ucinkoviti protiv skupine Pseudomonasa. Prosje¢na dnevna
izlozenost parabenima iznosi otprilike 76 mg odnosno 1,3 mg/kg/dan za osobu tezine 70 kg. Na
kozmeti¢ka sredstva i proizvode za osobnu higijenu otpada 50 mg, na lijekove i razne dodatke prehrani
25 mg i na hranu 1 mg. (56) Stoga Upitnik za pacijentice sadrzi pitanja vezana uz uporabu glavnih
izvora parabena, a to su kreme, dezodoransi i antiperspiranti.

Prema rezultatima iz Upitnika najCeSc¢e koriStena kozmeti¢ka marka krema i dezodoransa je Nivea. Kod
uporabe antiperspiranata veéina ispitanica ih ne upotrebljava (65,3 %). Takoder nije uogena statisticki
znacajna razlika uporabe izmedu zdravih i bolesnih. Kreme za tijelo koristi 79,2% ukupnog broja
ispitanica. ProsjeCna dob pocletka koriStenja krema za tijelo znacajno je starija za bolesne (24,29
godina) nego za zdrave zene (17,86 godina). No, s druge strane postoji statistiCki znacajna razlika u

uCestalosti uporabe krema izmedu bolesnih i zdravih gdje je veéa u€estalost kod zdravih (95,7 %) nego

91



bolesnih (71,4 %). Razlog tome moze biti €injenica da su mlade Zene izloZenije sveprisutnom
oglaSavanju proizvoda te svakodnevno provode njegu tijela Sto ih potencijalno stavlja u povecani rizik
za buduéi razvoj raka dojke. Uporaba dezodoransa (66,7 %) i antiperspiranata (65 %) poprilicno je
jednaka za obje ispitivane skupine. Prosje€na dob pocetka koriStenja dezodoransa i antiperspiranata
takoder je znacajna za starije bolesne (19,98 godina) nego za zdrave zene (16,83 godine). lako su
bolesne Zene pocele kasnije koristiti kozmetiCke proizvode one su duze razdoblje Zivota njima bile
izloZzene. Pogleda li se vrijednost signifikantnosti za ukupne godine izlozenosti (koriStenja) dezodoransa
i krema, moze se uoCiti kako p iznosi manje od 5 % (p < 0,05), dakle moze se reéi, s razinom
pouzdanosti od 95 %, da postoji statistiCki znacajna razlika izmedu bolesnih i zdravih. Bolesne ispitanice
duze koriste dezodoranse i kreme. Kod bolesnih prosjecni broj godina izloZenosti kremama je 32,97
godina, a za dezodoranse je 36,88. Kod zdravih prosjeéni broj godina izloZzenosti kremama je 22,14
godina, a za dezodoranse je 24,22. Dodatno znacajno puno zena (80,6 %) odmah nakon brijanja
pazuha stavlja dezodoranse i antiperspirante na kozu pazusne regije. Brijanjem se kozZa pazuha
dodatno mehanicki ozljeduje $to omogucava lakSu apsorpciju parabena.

Bolesne ispitanice duze koriste dezodoranse i kreme. Razlog tome je da su bolesne Zene starije zivotne
dobi i duze razdoblje zZivota izlozene kozmetic¢kim proizvodima pa tako i parabenima. To ih stavlja u
skupinu povec¢anog rizika za razvoj raka dojke. S druge strane, zdrave zene su mlade dobi, ranije kre¢u
s uporabom kozmetic¢kih preparata i ¢eS¢e ih koriste. To bi mogao biti razlog zasto u danasnje vrijeme
sve viSe mladih Zena imaju dobroc¢udne promjene tkiva dojke (fibroadenome) koje treba kirurski lijeciti.
Takoder je poznato da se rak dojke najCeSce javlja u dobi iznad 50 godina, no zabiljezen je i porast
incidencije u dobi mladoj od 30 godina. (73) Upravo je pojavnost raka dojke u sve mladoj dobi razlog
istrazivanja endokrinih disruptora i njihovog utjecaja na razvoj hormonski ovisnog raka. Navedeno
dobije joS vise na znalajnosti ako znamo da smo izlozeni kumulativnom ucinku endokrinih disruptora

jo$ od fetalnog razdoblja.

Od ostalih riziénih ¢imbenika za razvoj raka dojke u odnosu na hormonsku nadomjesnu terapiju
¢injenica je da su zdrave Zzene mlade dobi (41,04 godina) i vecina ih nije usla u menopauzu (77,6 %).
Od 36 bolesnih Zena koje su usle u menopauzu samo njih 6 je koristilo hormonsku nadomjesnu terapiju
(16,7 %). To pokazuje danasnju tendenciju smanjenja uporabe nadomjesne hormonske terapije. No, u
odnosu na uporabu kontracepcijskih pilula, zdrave i mlade Zene (30,4 %) &eSée su koristile pilule nego
bolesne Zene. Dana$nji pristup i seksualno obrazovanje dovodi do ¢eSc¢e primjene kontracepcijskih
pilula u mladoj dobi.

Vecdina zdravih ispitanica nije bila trudna (43,5 %) iako je njihova prosjecna dob 41,04 godina. Prosjecni
broj djece ostalih ispitanica je dvoje (41,7 %). Razina signifikantnosti Fisherovog egzaktnog testa od
0,072 (p > 0,05) u broju rodene djece izmedu bolesnih i zdravih nije statisti¢ki zna¢ajna. 1z znanstvene
literature vidljivo je da se Hrvatska u Europskoj uniji nalazi na priliéno niskom 21. mjestu sa stopom
fertiliteta od 1,4 posto. NajviSe Zena u Hrvatskoj prvo dijete rada u dobi izmedu 20 i 29 godina (53,4 %).
Prosje¢na dob Zena prvorotkinja u 2017. god. u EU bila je 29,1 godina. Zanimljivo je da je najveci udio
majki koje su rodile Cetvero ili viSe djece zabiljeZzen u Finskoj, Irskoj, Britaniji i Belgiji, takoder bogatijim
europskim zemljama. Prosje€na dob prvorotkinja ispitivane skupine doktorskoga rada je 24 godine za

bolesne i 28 godina za zdrave Zene, 5 ispitanica (6,9 %) bilo je podvrgnuto umjetnoj oplodniji.
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Ukupno je 51 ispitanica dojila (70,8 %), od toga prosje€no vrijeme dojenja kod bolesnih je Sest mjeseci,
a kod zdravih tri mjeseca. (Tablica 20.) Ipak, iz razine signifikantnosti kod dojenja se moze uociti kako
vrijednost Fisherovog egzaktnog testa iznosi 0,026 (p < 0,05) Sto znaci da su bolesne Zene (79,6 %)
¢esSce dojile u odnosu na zdrave (52,2 %).

Od ukupnog broja ispitanica 59,7 % ima povijest pojavljivanja odredene vrste raka u obitelji. NajceS¢i
tipovi raka vezani su za rak dojke (32 %), od ostalih po uCestalosti pojavljuju se rak plu¢a i grla, rak
prostate, kolona, maternice te rak Stitnjace. To ipak govori u prilog u€estalijoj pojavnosti hormonski
ovisnih tumora koji mogu biti pod utjecajem endokrinih disruptora. Iz razine signifikantnosti izmedu
povijesti pojavljivanja raka dojke u obitelji izmedu bolesnih i zdravih, razvidna je vrijednost Fisherovog
egzaktnog testa koja iznosi 0,789 (p > 0,05), dakle, nije uoCena statistiCki zna€ajna razlika medu
ispitanicama. Razlog sli¢énoj pojavnosti raka dojke medu zdravima (34,8 %) i bolesnima (30,6 %) moze
se objasniti Cinjenicom da se zdrave Zene s pozitivnom obiteljskom anamnezom Cesc¢e kontroliraju i
podvrgavaiju kirur§kim zahvatima biopsije dobro¢udnih tumora dojke. Takoder, zabrinjavajuci je podatak
da 11 (22,4 %) od ukupno 49 bolesnih Zena ima pozitivhu obiteljsku anamnezu za rak dojke u prvom
koljenu (majka i/ili sestra), dok vecina od 26,1 % zdravih Zena ima pozitivhu obiteljsku anamnezu za
rak dojke u drugom koljenu (baka i/ili teta).

ProsjeCni BMI indeks tjelesne mase je 26,42 kod bolesnica Sto odgovara kategorizaciji
prekomjerne tjelesne mase s prosje¢nom visinom 164,61 cm i tezinom 71,59 kg. Kod zdravih zena BMI
je 24,97 sto odgovara idealnoj tezini s visinom 167,39 cm i tezinom 69,74 kg.

Ispitanice su odredivale razinu svoje svakodnevne fizicke aktivnosti prema skali od 1 do 10 gdje je 1
vrlo niska, 3 razina svakodnevnih kué¢anskih poslova, a 10 visoka fizicka aktivnost (profesionalni sport).
Iz razine signifikantnosti Fisherovog egzaktnog testa od 0,150 (p > 0,05) izmedu fiziCke aktivnosti
bolesnih i zdravih nije uo€ena statisti¢ki znacajna razlika. No, postoji tendencija da zdrave Zene imaju
viSu fizi€ku aktivnost, dok viSe od Cetvrtine bolesnih zena (28,6 %) ima nisku fizicku aktivnost 3/10.
Navedeno dobije na jo§ vecem znacaju ako uzmemo u obzir BMI zdravih i bolesnih zena. Postoji
tendencija da bolesne Zene imaju vecu tjelesnu tezinu i niZu fizi€ku aktivnost. Ako uzmemo u obzir da
je masno tkivo glavno mjesto bioakumulacije parabena u organizmu dobit ¢emo podatak da bolesne
Zene, osim svakodnevnog unoSenja parabena, imaju i dodatni izvor bioakumuliranih parabena iz
masnog tkiva. Navedeno je potvrdeno negativhom korelacijom koja je uo€ena kod bolesnih izmedu
varijabli fizika aktivnost i BMI (r = - 0,328; p < 0,05), Sto znadi ako je fizicka aktivnost ve¢a, BMI je
manji. Takoder je uoCena negativna korelacija izmedu varijabli veli¢ina tumora i fiziCka aktivnost gdje
je veli¢ina tumora bila veéa kod bolesnih Zena koje imaju maniju fizicku aktivnost. Takoder, §to je tumor
bio vedi, proliferacijski indeks Ki-67 je bio viSi. To znali da Zzene koje su manje aktivne i imaju veéu
teZinu imaju vece i agresivnije tumore. Uo&eno je da vide koncentracije parabena mogu imati i veéi
adipogeni utjecaj $to dovodi do dodatne pretilosti i povecanja BMI indeksa. Razlog tome je &injenica da
parabeni utje€u na diferencijaciju adipocita. Konkretno, znanstvena je literatura pokazala da parabeni
potiC¢u adipogenezu u migjim stanicama, proces pretvorbe multipotentnih mati€nih stanica u zrele

masne stanice. (63)
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Ispitivanjem prehrambenih navika uoceno je da zdrave Zene &e3c¢e jedu meso i voée dok
bolesne povrée. Kod ugljikohidrata nema razlike. Razlog tome moze biti starija dob bolesnih pacijentica
Cije su navike riede imati meso u tjiednom planu prehrane i viSe unositi povr¢a. Zdrave zene su mlade
te u tiednom planu prehrane ¢e$¢e konzumiraju meso, fast food prehranu i razne dijete koje podrzavaju
vece koli¢ine voc¢a. Upravo ovo govori u prilog koliko nam Zivotni stil, marketing i konzumerizam moze
promijeniti prehrambene navike. No, u slu¢aju parabena izvor izloZzenosti su ipak veéinom kozmeticki
proizvodi. CIR (Cosmetic Ingredient Review) panel predlaze da maksimalne dopustene koncentracije
parabena za dnevni unos budu od 142,08 mg za odrasle (3,024 mg/kg tjelesne tezine) i 0,378 g za

djecu (368 mg/kg tjelesne tezine). (54)

U doktorskom radu primjenom nove, ekoloSki prihvatljive i jednostavne analititke metode na
bazi FPSE za selektivhu ekstrakciju parabena, mjere se i usporeduju koncentracije nerazgradenih
parabena iz humanih uzoraka plazme, urina i tkiva ispitanica. Parabeni se mogu apsorbirati putem
sluznice gastrointestinalnog sustava, koze, kose, noktiju, sluznice usana te vaginalne sluznice.
Hidroliziraju se pomoc¢u enzima esteraza u glavni metabolit p-hidroksibenzojevu kiselinu. Vecina
parabena bude hidrolizirana i nakon toga konjugirana te u tome obliku izlu€ena iz organizma, tek maniji
dio (0,2 — 0,9 %) ostane nerazgraden. P-hidroksibenzojeva kiselina smatra se nespecificnim
biomarkerom za procjenu izlozenosti jer je zajedni¢ki metabolit svih parabena. Zbog toga se
preporucuje mjerenje slobodnih i konjugiranih oblika osnovnih spojeva. U doktorskom se radu mjere i
usporeduju koncentracije nerazgradenih parabena iz humanih uzoraka te ucestalost uporabe
kozmeti¢kih proizvoda. Ispituje se sedam tipova parabena poredanih po veli¢ini alkilnog lanca (od
manjega prema vec¢emu) - metilparaben (MPB), etilparaben (EPB), propilparaben (PPB), butilparaben
(BPB), isopropilparaben (iPPB), isobutilparaben (iBPB) i benzilparaben (BzPB). Rad se temelji na
Cinjenici da je glavni put apsorpcije parabena koZa. Parabene nanesene na kozu djelomi¢no
metaboliziraju Cetiri karboksil esteraze koje se nalaze u koZi i potkoZnom masnom tkivu. U znanstvenoj
je literaturi navedeno da zbog individualnih razlika u aktivnosti enzima esteraza iz koze i povecane
potroSnje kozmetiCkih proizvoda hidroliza parabena nije potpuna te se mogu apsorbirati kao aktivni
nerazgradeni spojevi i cirkulirati organizmom. Tada djeluju kao ksenoestrogenske molekule te mogu
utjecati na rad endokrinog sustava i razvoj raka dojke. (48) Dinamika apsorpcije parabena kroz kozu
ovisi o njihovoj kemijskoj strukturi. Zbog svoje lipofilnosti, parabeni se akumuliraju u koZi, $to neki autori
smatraju uzrokom njihove toksiénosti i kancerogenosti. Sto su parabeni zbog duZeg alkilnog lanca bili
vide lipofilni (BPB> PPB> EPB> MPB), manje su se apsorbirali putem koZe (BPB <PPB <EPB <MPB).
(123) U znanstvenoj se studiji usporeduje apsorpcija kroz koZu za navedena C&etiri parabena nakon
jednog i opetovanog nanosenja na kozu. Zaklju€ak je da se nakon jednog nanoSenja najbrze apsorbira
metilparaben (MPB) iza kojega slijedi etilparaben (EPB), zatim propilparaben (PPB) i butilparaben
(BPB). Nakon opetovanog nanoSenja kozmetike ispitivani su parabeni imali zna€ajno povecanje
apsorpcije. U prva 24 sata nakon nano$enja kozmetickih preparata oko 30 % metilparabena razgraduje
se u kozZi dok se ostali parabeni s duzim alkilnim lancem razgraduju sporije. (48) U doktorskom radu

istrazivanje obuhvacéa svih sedam tipova parabena poredanih po veli€ini alkilnog lanca.
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Slijedi prikaz i rasprava rezultata izmjerenih koncentracija parabena prvo za plazmu, zatim za
urin te tkivo ispitanica.

Ako zelimo odgovorili na pitanje mogu li parabeni utjecati na razvoj raka dojke moramo znati

postoji li razlika u koncentraciji parabena izmedu zdravih i bolesnih ispitanica. lako je mali broj uzoraka,
moze se reci s razinom pouzdanosti od 95 % kako postoji statistiCki znacajna razlika u koncentraciji
parabena u plazmi izmedu bolesnih i zdravih Zena. Zene sa zloéudnim tumorima dojke imaju znaéajno
veéu koncentraciju parabena u plazmi. Kod njih je prosje€na vrijednost ukupne sume svih parabena
190,1 ng/mL, dok za skupinu zdravih Zena prosje¢na vrijednost sume parabena 85,56 ng/mL. Najveci
doprinos ukupnoj sumi parabena u plazmi svih ispitanica ¢ine MPB i EPB. Kod vecine zdravih zena
nadeni su samo MBP, EPB i iPPB, dok su iBPB i BzPB pronadeni u manjim koncentracijama. Kod
bolesnih Zzena u vecini uzoraka su osim MBP,EBP i iPPB nadeni i ostali parabeni duzeg lanca (PPB,
iBPB i BzPB.) i to u znac¢ajno vec¢im koncentracijama nego kod zdravih. Prema brzini apsorpcije kod
zdravih Zena prosje¢na koncentracija parabena za MPB je 60,3 ng/mL, EBP 50,0 ng/mL, IPPB 50,0
ng/mL, iBPB 50,0 ng/mL i BzPB 50,0 ng/mL. Kod bolesnih je prosje¢na koncentracija za MPB 77,0
ng/mL, EBP 35,0 ng/mL, IPPB 40,0 ng/mL, iBPB 112,5 ng/mL i BzPB 80,0 ng/mL. Postoji tendencija
rasta koncentracija parabena u plazmi bolesnih s poveéanjem alkilnog lanca. Iznimka je isobutilparaben
(iBPB) koiji je kod bolesnih (112,5 ng/mL) u zna¢ajno vecoj koncentraciji nego kod zdravih (50,0 ng/mL).
U obje skupine nije naden butilparaben (BPB), dok je propilparaben (PPB) naden samo kod bolesnih u
prosje¢noj koncentraciji od 20 ng/mL. Navedeno se potvrduje u znanstvenoj literaturi rezultatima
analize uzoraka plazme zdravih Zena u postmenopauzi gdje su maksimalne razine koncentracije za
MPB (142,9 ng/mL), EPB (45,9 ng/mL) i PPB (43,9 ng/mL ). U navedenoj studiji kao niti u doktorskom
radu nije naden butilparaben (BPB). Takoder u studiji nije mjeren benzilparaben (BzPB) koji se u
doktorskom radu pojavljuje u znacajnoj koncentraciji kod bolesnih zena. (103)
S razinom pouzdanosti od 95 % navodi se da bolesne Zene imaju zna€ajno veéu koncentraciju
parabena u plazmi nego zdrave Zene, $to moze posluziti kao temelj za razvoj novoga dijagnostic¢kog
laboratorijskog testa za procjenu rizika izloZenosti parabenima. ProSirenjem analize na sve 72 ispitanice
mogao bi se postaviti dijagnosticki ,probni test” mjerenja koncentracije parabena u urinu i krvi u opéoj
populaciji Zena. Testom bi se procijenila potencijalna veca izloZenost parabenima i njihovom
ksenoestrogenskom uc&inku na endokrini sustav te time i povecani rizik za razvoj raka dojke.

U istrazivanju na mladim zdravim muskarcima iz 2007. godine potvrdeno je da se parabeni
mogu apsorbirati sustavno jer su nakon lokalne primjene na kozu pronadeni u sustavnom krvotoku i
urinu. (48) U doktorskom radu nije nadena statisticki znaCajna razlika u koncentraciji parabena u urinu
izmedu bolesnih i zdravih zena. Stoga se moze donijeti zaklju¢ak da zdrave i bolesne Zene imaju
jednaku dinamiku izlu€ivanja parabena putem urina. Za skupinu bolesnih prosjecna vrijednost parabena
u urinu iznosi 245,5 ng/mL dok za skupinu zdravih Zena prosje¢na vrijednost iznosi 298,9 ng/mL, pri
¢emu najveci doprinos ukupnoj koli€ini parabena daje MPB i PPB. Takoder, najveca se koncentracija
od svih ispitivanih parabena odnosi na MPB. Navedeno u znanstvenoj literaturi potvrduju rezultati
analize uzoraka urina zdrave populacije u SAD-u gdje su pronadene mijerljive razine MPB i PPB u viSe
od 96 % uzoraka. Urinske su koncentracije parabena kod zena bile veée nego kod muskaraca sto se

pripisuje uCestalijem koriStenju kozmetickih proizvoda. (51)
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Usporedbom koncentracije parabena iz plazme i urina kod bolesnih Zena dobije se negativna i
znacajna razina korelacije (r = - 0,634; p < 0,05). Radi se o korelaciji srednjeg intenziteta gdje veca
koncentracija parabena u plazmi podrazumijeva nizu (sli€énu) koncentraciju parabena u urinu. | obrnuto,
ako koncentracija parabena u urinu raste onda ¢ée se smanijiti koncentracija u plazmi. Bubrezi uvijek
filtriraju parabene iz plazme jednakom dinamikom bez obzira na koncentraciju u plazmi. Stovige,
moguce je pretpostaviti da se prestankom nano$enja parabena na koZzu moze napraviti ,detoksikacija
organizma“ izlu€ivanjem putem urina. No, ako i dalje putem koze svakodnevno apsorbiramo parabene
iz kozmetickih proizvoda, njihova ¢e koncentracija rasti samo u plazmi, dok ¢e dinamika izluivanja
ostati ista. To znaci ako koncentracija parabena u plazmi bolesnih raste i dalje ¢e koncentracija
izlu¢enog parabena putem urina biti niza (sli¢na).

Osim jednake dinamike izlu€ivanja putem bubrega uzimamo u obzir i proces starenja organizma. Sa
starenjem se mijenja konzistencija koze i ona postaje propustljivija dok se dinamika izlu€ivanja
bubrezima smanjuje. U znanstvenoj je literaturi opisano da se za procjenu metabolizma i apsorpcije
lijekova putem koze mogu koristiti metode validacije aktivnosti koznih esteraza humanih keratinocita.
Starenjem se smanjuje aktivnost estezara u tijelu. (124) Stoga je za pretpostaviti da se starenjem koze
smanjuje aktivnost esteraza kerationicta gdje se sve veca koli€ina nerazgradenog parabena apsorbira
putem koze. Isto tako, starenjem nastaju brojne bore zbog propadanja masnog tkiva ispod povrSinskih
slojeva koze. U potkoznom se masnom tkivu takoder nalaze esteraze koje metaboliziraju parabene pa
njihov manjak omogucuje jo$ brzu apsorpciju nerazgradenog parabena. Znanstvena literatura prikazuje
na koji nacin bubrezi starenjem mijenjaju funkciju izlu€ivanja. (125) Izlu€ivanje lijekova bubrezima kao
i njihovih metabolita smanjuje se kako starimo zbog funkcijskih i parenhimnih promjena. Od &etvrtoga
desetljeca zivota protok plazme kroz bubrege smanijuje se prosje¢no za oko 10 % po desetljecu. Stoga
se moze pretpostaviti da se dinamika apsorpcije i izlu€ivanja parabena mijenja ovisno o dobi Zena.
Starenjem se, zbog manjka esteraza koze, apsorbira viSe parabena i sporije se izlu€uje zbog promjena

parenhima bubrega. Navedeno dovodi do poveéanja koncentracije nerazgradenih parabena u plazmi.

U doktorskom se radu navodi da su bolesne ispitanice starije zivotne dobi s vec¢om koncentracijom
parabena u plazmi nego zdrave. Bolesne Zene imaju stariju kozu i manjak esteraza te se stoga vise
nerazgradenih parabena apsorbira u plazmu. Kako se starenjem smanjuje i izluivanje bubrezima, time
se koncentracija parabena u plazmi dodatno poveéava. Danas Zene i dalje svakodnevno nanose
kozmetiCke proizvode Sto dodatno povecava koncentraciju u plazmi. Zbog dokazane negativne
korelacije izmedu koncentracije parabena iz plazme i urina kod bolesnih mozZe se zaklju€iti da bubrezi
ipak ne¢e dodatno viSe filtrirati bez obzira na vecu koncentraciju u plazmi. Parabeni su se smatrali
potpuno sigurnima za Covjeka sve dok pojedina istrazivanja nisu ukazala na potencijalnu toksi¢nost.
Prvi je put na takvu moguénost ukazano 1998. godine kada je ispitivanjem na miSevima uocena
ksestrogenost parabena, tj. mogucnost da djeluju kao kompetitivni agonisti estrogenskih receptora i
tako utje€u na razvoj raka dojke. (41) Sve navedeno potvrduje hipotezu doktorskog rada gdje bolesne
starije Zene imaju viSe nerazgradenih parabena koje cirkuliraju krvi (plazmom) te tako mogu imati u€inak

na estrogenske receptore Zljezdanih stanica dojke i potaknuti njihovu proliferaciju.
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Usporedbom koncentracije parabena iz plazme i urina s podacima o Zivotnom stilu ispitanica,
uporabi kozmetiCkih proizvoda, rizi€nim imbenicima za razvoj raka dojke te patohistoloskim nalazom,
dobije se statisticka zna¢ajnost samo za dob menarhe i menopauze. To su inace dva glavna rizi¢na
gimbenika za razvoj raka dojke koji ovise o koncentraciji endogenog estrogena. Sto Zena ranije dobije
menstruaciju i kasnije je izgubi, to ¢e duze razdoblje Zivota biti izlozena endogenom estrogenu koji
moze utjecati na proliferaciju stanica dojke. Kako parabeni rade mimikriju estrogena tako mogu
potencijalno mijenjati dob za menarhu i menopauzu. U doktorskom radu prosje¢na dob za menarhu od
13 godina jednaka je za bolesne i zdrave ispitanice, dok je prosjeéna dob za menopauzu 50 godina.
Negativna korelacija uo€ena je kod bolesnih izmedu varijabli koncentracija parabena u plazmi i dob
menopauze (r = - 0,873; p < 0,05). Porastom koncentracije parabena u plazmi, Zene s rakom dojke
ranije ulaze u menopauzu. NaglaSavam da se radi o korelaciji jakoga intenziteta koja bi mogla upozoriti
na dinjenicu da izlozenost parabenima moze mijenjati prirodni tijek ulaska u menopauzu. Veca
koncentracija cirkulirajucih ksenoestrogena moze dovesti do ranije pojave menopauze. Isto se potvrdilo
i pozitivnom korelacijom izmedu varijabli fizicka aktivnost i dob menopauze (r = 0,361; p < 0,05). Ako je
fizicka aktivnost intenzivnija tada je dob ulaska u menopauzu kasnija. Slijedom toga, veca fizicka
aktivnost znaci manji BMI i manju koli¢inu masnog tkiva u kojemu se akumuliraju endogeni estrogeni i
parabeni koji mogu ometati normalni rad endokrinog sustava. Stoga, zenino tijelo moze uéi u prirodnu

menopauzu u kasnijoj dobi ako se bauvi fizickom aktivnoscu.

Prije rasprave o analizi parabena iz tkiva razmotrimo sazeti opis ispitivane skupine doktorskog
rada. Prosje¢na dob Zena sa zlo¢udnom bolesSéu dojke je 58 godina (u rasponu od 35 do 84 godine), s
prosjenom godinom rodenja 1960. Vecina ispitanica (85,7 %) ima duktalni invazivni karcinom bez
karakteristika odredenog tipa (IDC NOS), srednje veli¢ine tumora 17,86 cm (raspon 1,2 - 3,8 cm), od
kojih je 55,1 % stadij IA. Prosje€na dob zdravih je 41 godina (u rasponu od 20 do 64 godine) s
prosje€nom godinom rodenja 1977. PatohistoloSki nalaz za redukcije odgovara dobrocudnoj
fibrocistiCnoj mastopatiji (FCM). Za biopsije patohistolo$ki nalaz odgovara fibroadenomu (FA), srednje
veli¢ine tumora 22,23 cm (raspon 0,3 - 5,0 cm). StatistiCki je dokazano da veli€ina zlo¢udnog tumora ili
fibroadenoma nije u korelaciji s koncentracijom parabena u plazmi i urinu. Zabrinjavajuéi je podatak da
Cak oko Cetvrtina bolesnih Zena (22,4 %) ima pozitivhu obiteljsku anamnezu za rak dojke u prvom
koljenu (majka i/ili sestra), dok vecina (26,1 %) zdravih ima pozitivhu obiteljsku anamnezu za rak dojke
u drugom koljenu (baka i/ili teta). To se moze objasniti €injenicom da se zdrave Zene s pozitivhom
obiteliskom anamnezom ¢eSce kontroliraju i podvrgavaju kirur§kim zahvatima biopsije dobroéudnih
tumora dojke. Od ostalih rizi¢nih faktora za razvoj raka dojke jedino se za menopauzu na$la korelacija
jakoga intenziteta koja bi mogla upozoriti da izlozenost parabenima moze mijenjati prirodni tijek ulaska
u menopauzu. Dokazano je da porastom koncentracije parabena u plazmi, zene s rakom dojke ranije

ulaze u menopauzu.

Zdrave zene viSe su fiziCki aktivne, dok Cak Cetvrtina bolesnih (28,6 %) ima nisku fiziCku
aktivnost. Takoder je uoena negativna korelacija gdje bolesne Zene s manjom fizickom aktivnoS¢u
imaju vece tumore s viSim proliferacijskim Ki-67 indeksom. Bolesne Zene imaju i vecu tjelesnu tezinu

(BMI). To znadi da Zene koje su manje aktivne i imaju vecéu teZinu imaju vece i agresivnije tumore. Od
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ukupnog broja ispitanica, 97,2 % su dednjakinje te postoji tendencija da lijeva dojka bude CeSée sijelo
zlo¢udnog ili dobro¢udnog tumora. lako je lijeva dojka CeS¢e zahvacena, nije nadena statisticki
znacajna razlika u koncentraciji parabena izmedu lijeve i desne dojke kod iste zdrave ispitanice
podvrgnute redukciji. Osim toga, najéesce sijelo zlocudnog tumora i dobroc¢udnog fibroadenoma dojke
je gornji lateralni kvadrant (61,3 %) iza kojega slijedi gornji medijalni kvadrant (22,6 %). Smijer
nano$enja dezodoransa od pazuha prema medijalno mogao bi objasniti zasto je viSe tumora u gornjem
medijalnom i gornjem lateralnom kvadrantu. Znacajno puno Zena (80,6 %) odmah nakon brijanja stavlja
dezodoranse i antiperspirante na kozu pazuSne regije koji se zbog mehanitke ozljede lakse

apsorbiraju..

Zdrave Zene ranije pocinju koristiti kozmetiCke preparate, prosje¢na dob je od 16,8 godina te
ih ¢eSce koriste od bolesnih. Prosjecna dob pocetka koristenja kod bolesnih je 19,98 godina. Razlog
tome moze biti Cinjenica da su mlade zene izloZenije sveprisutnom oglasavanju kozmetickih proizvoda
te ih svakodnevno koriste, $to ih potencijalno stavlja u skupinu poveéanog rizika za bududi razvoj raka
dojke. No, bolesne ispitanice ipak duze godina koriste kozmetiCke preparate jer je prosjecni broj godina

izloZenosti dezodoransima kod njih 36, dok je kod zdravih 24 godine.

Kako su bolesne ispitanice starije i duze su razdoblje Zivota izloZene kozmetiCkim proizvodima
s parabenima, tada bi i koncentracija parabena u njihovim uzorcima trebala biti ve¢a. No, rezultati
analize pokazuju drugacije. Glavni put izlu€ivanja parbena su bubrezi. U doktorskom radu navedeno je
da zdrave Zene (prosjecna vrijednost parabena u urinu je 298,9 ng/mL) i bolesne (245,5 ng/mL) imaju
jednaku dinamiku izlu€ivanja parabena putem urina, pri éemu najveci doprinos ukupnoj sumi parabena
daje metilparaben (MPB) i propilparaben(PPB). No, pronadena je razlika ako se zdrave zene gledaju
zasebno. Koncentracije parabena u urinu zdravih biopsija ima tendenciju da bude ve¢a nego kod

redukcija i bolesnih zena.

Glavni put apsorpcije parabena je koza. Sto su parabeni duzeg alkilnog lanca to su vise lipofilni
(BPB> PPB> EPB> MPB) i sporije se apsorbiraju putem koze (BPB <PPB <EPB <MPB). Nakon
apsorpcije parabeni kao aktivni nerazgradeni ksenoestrogenski spojevi cirkuliraju nasom krvi
(plazmom) te utjecajem na rad endokrinog sustava mogu dovesti do razvoja raka dojke. U doktorskom
je radu dokazano s razinom pouzdanosti od 95 % da Zene sa zlo¢udnim tumorima dojke imaju zna&ajno
veéu koncentraciju parabena u plazmi (190,1 ng/mL) za razliku od zdravih (85,56 ng/mL). Dokazana je
i pozitivna korelacija izmedu dobi bolesnih ispitanica i koncentracije parabena u plazmi. Sto je Zena sa
zlo¢udnim tumorom dojke starija, to ¢e imati viSe parabena u plazmi. Bolesne Zene imaju stariju kozu i
manjak esteraza, stoga se viSe nerazgradenih parabena apsorbira u plazmu. Bez obzira na vecu
koncentraciju parabena u plazmi bolesnih, zbog negativne korelacije, koncentracija ¢e parabena u urinu
uvijek biti niza (sli€na). Sve navedeno potvrduje hipotezu da bolesne starije Zene imaju vise
nerazgradenih parabena koje cirkuliraju krvi (plazmom) te tako mogu imati u€inak na estrogenske

receptore Zljezdanih stanica dojke i potaknuti njihovu proliferaciju.

Osim razlike u ukupnoj koncentraciji parabena u plazmi izmedu bolesnih (190,1 ng/mL) i

zdravih (85,56 ng/mL), postoji i razlika u koncentraciji pojedinih parabena. Najveéi doprinos ukupnoj
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koncentraciji parabena u plazmi svih ispitanica ¢ine metilparaben (MPB) i etilparaben (EPB). Kod
zdravih Zena nadeni su ve¢inom MBP, EPB i iPPB. Apsorpcija kod zdravih Zena slijedi pravilo lipofilnosti
gdje se najviSe apsorbira MPB (60,3 ng/mL) > EPB (50,0 ng/mL) > iPPB (44 ng/mL). Tko se prije
apsorbira ve¢a ¢e mu biti koncentracija u plazmi zdravih. Kod bolesnih zena ta se pravilnost ne prati.
Kod bolesnih Zena u vecini uzoraka plazme osim MBP,EBP i iPPB nadeni su i ostali parabeni duzeg
lanca (PPB, iBPB i BzPB.) i to u znacajno veéim koncentracijama nego kod zdravih. Postoji tendencija
da koncentracija parabena u plazmi bolesnih raste s povec¢anjem alkilnog lanca. Iznimka je
isobutilparaben (iBPB) koji je kod bolesnih (112,5 ng/mL) u znaéajno vecoj koncentraciji nego kod
zdravih (50,0 ng/mL).

Kako je samo je 5 % raka dojke vezano za genetsku predispoziciju (nasljedna mutacija
tumorskog supresorskog gena BRCA1 i BRCA2) ostaje 95 % sporadi¢ne pojavnosti raka zbog
nepoznatog uzroka. Najsigurniji rizicni ¢imbenik kod sporadi¢nog raka dojke je duljina ekspozicije
prema endogenim estrogenima tijekom zivota, odnosno prosjecna razina koncentracije estrogena i broj
menstruacijskih ciklusa tijekom Zivota. U vi$oj koncentraciji estrogeni su kancerogeni te poveéavaju
stani¢no oksidativnho ostecenje DNK molekule. Estrogenski receptori izolirani su u zlocudnim tumorima
zenskog reprodukcijskog sustava. Djelujuci na receptore u stanicama hormonski ovisnog raka dojke
estrogen potiCe rast, metastaziranje i zlocudno ponasanje raka. (37) Parabeni se vezu za estrogenske
receptore jezgre gdje mogu oponasati ili antagonizirati u€inak endogenog estrogena. lako su parabeni
nazvani ,slabi estrogeni®, in vitro studije pokazuju da u€inak moze biti jednak 173 estradiolu ako se
nalaze u dovoljnoj koncentraciji. Stoga svakodnevno koristenje preparata koji sadrze parabene moglo
bi imati svoj kumulativni u€inak. Studije na MCF 7 stanicama raka dojke dokazuju da parabeni mogu
potaknuti proliferaciju estrogen-osjetljivin stanica raka dojke. (94, 95) Druga je studija otkrila da
dugotrajna izloZzenost metilparabenu, propilparabenu i butilparabenu moze in vitro povecati migracijska
i invazivna svojstva stanica raka dojke. (96) Povecéanje duZine alkilnog lanca dovodi do povecavanja
estrogenosti parabena, tj. lakSeg prodora u stanicu zbog veéeg afiniteta za receptore. (41) Parabeni s
duzim ili ve¢im lancima ugljika, poput butilparabena i benzilparabena, bit ¢e u€inkovitiji pri prodoru kroz
stani€énu membranu. (87) No dokazano je da metilparaben ipak utjeCe na viSe gena nego butilparaben.
Postavlja se pitanje koji je od ta dva parabena slabiji estrogen, jer zna se da butilparaben ima veci

afinitet vezanja za receptore, a metilparaben kvalitativno sli¢niji u€inak 17 estradiolu.

Upravo u doktorskom radu analizom prisutnosti parabena u tkivima ispitanica imamo priliku
pratiti put u€inka parabena. Prvo znamo da se apsorbira kroz koZu u plazmu gdje cirkulira kao aktivni
nerazgradeni ksenoestrogenski spoj i veZe se za estrogenske receptore jezgre tkiva dojke.
Odredivanjem koncentracije i vrste parabena u urinu, plazmi i tkivu dojke ispitanica moZemo naci razliku
izmedu zdravih i bolesnih. Dokazalo se da je koncentracija parabena u urinu jednaka izmedu zdravih i
bolesnih, no u plazmi bolesnih zna¢ajno je ve¢a. Nakon $to bolesne Zene imaju vecu koncentraciju
cirkulirajucih parabena u plazmi o¢ekuje se da ¢ée koncentracija u tkivu GLK-a dojke takoder biti najveca
za bolesne. No, rezultati su pokazali drugacije. Bolesne Zene iako imaju vec¢u koncentraciju svih
parabena u plazmi, imaju manju koncentraciju u tkivu od zdravih. Zlo¢udni tumor dojke smjesten u GLK

ima manju ukupnu koncentraciju parabena (1,2 ng/mg) nego tkivo fibroadenoma zdrave Zene (2,15
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ng/mgq) iz istog kvadranta. Najnizu koncentraciju imaju zdrave Zene s redukcijom dojki (0,60 ng/mg).
Bolesne Zene su starije zZivotne dobi i duze su razdoblje Zivota izloZzene parabenima i imaju znacajno
veéu koncentraciju parabena u plazmi nego zdrave Zene. S druge strane, zdrave Zene su mlade dobi,
ranije kreCu s uporabom kozmeti¢kih preparata i eSc¢e ih koriste $to povecava kumulativni ucinak
parabena. To bi mogao biti razlog zasto u danasnje vrijeme sve vise mladih Zena imaju dobro¢udne
promjene tkiva dojke (fiboroadenome) koje treba kirurski lijeciti. Takoder istrazivanja prikazuju da se rak
dojke najCeSc¢e javlja u dobi iznad 50 godina, no zabiljezen je i porast incidencije u dobi mladoj od 30
godina (73). Upravo je pojavnost raka dojke u sve mladoj dobi razlog istrazivanja kumulativhog u€inka

endokrinih disruptora kojima smo izlozeni jo$ od fetalnog razdoblja.

U doktorskom radu, $to se ti¢e pojedina¢nih parabena, nadena je najveca prosjecna vrijednost
EPB (0,88 ng/mg) u tkivu fibroadenoma zdravih i benzilparabena (BzPB) (0,26 ng/mg) u tkivu GLK-a
oko leziSta zlo¢udnog tumora bolesnih Zena. Bolesne zene imaju statistiCki dokazanu znacajno visu
koncentraciju BzPB u tkivu GLK-a dojke. To indicira moguénost upotrebe BzPB kao dijagnosti¢kog
pokazatelja/markera za procjenu vece izloZzenosti parabenima. Veca koncentracija BzPB u tkivu GLK-
a bolesnih Zena moze znaciti povecani rizik za razvoj zloéudnog tumora u tom kvadrantu. Navedeno bi
posluzilo preventivnom odredivanju skupine Zena s poveéanim rizikom za razvoj raka dojke jer sve
zdrave ispitanice imaju statisti¢ki dokazano znacajno nizu koncentraciju BzPB u GLK-u dojke i to u tkivu

fibroadenoma kod biopsija i fibrocisti€nom tkivu kod redukcija.

Kod bolesnih se ispitanica koncentracije parabena analiziraju iz tkiva zlo¢udnog tumora, tkiva
GLK-a oko leziSta zlo¢udnog tumora te iz aksile (masnog tkiva oko limfnih vorova pazusne regije, bilo
da je sentinel ¢vor ili dio limfadenektomije). Postoji tendencija da se gradijent koncentracije izmedu tih
tkiva pravilno penje. Dokazano je da se najve¢a koncentracija parabena nalazi u samom zlocudnom
tumorskom tkivu kojega slijedi koncentracija u aksili iz masnog tkiva oko limfnih ¢vorova dok se
najmanja nalazi u tkivu GLK-a oko leZiSta zloéudnog tumora. Koncentracija je parabena u zloéudnom
tkivu i aksili sli¢na i uvijek viS8a nego koncentracija u kvadrantu dojke gdje je tumor smjesten. To
potvrduje hipotezu da se parabeni iz dezodoransa u najvecoj koncentraciji nalaze u pazusnoj regiji.
Tome dodamo i &injenicu da vecina Zena nanosi dezodoranse direktno na oSte¢enu koZu odmah nakon
brijanja pazusne regije Sto povecava njegovu apsorpciju. Povecana koncentracija u gornjim
kvadrantima dojke moze znagiti ili da parabeni migriraju putem koZe iz pazusne regije prema medijalno
ili da se putem plazme apsorbiraju u vec¢oj koncentraciji. Hipoteza o mehanickoj migraciji je izglednija
nakon uvida u podatke iz doktorskoga rada. Nakon usporedbe koncentracije u tkivima s koncentracijom
parabena iz urina i plazme, patohistoloSkom analizom tkiva, godinama izloZenosti parabenima te
po¢etkom menarhe i menopauze, statisticki se pokazala znaajna samo koncentracija parabena u
aksili. Negativna korelacija nadena je izmedu prosje€ne ekspresije progesteronskih receptora (PgR) i
koncentracije parabena u aksili. Sto je veé¢a koncentracija parabena u masnom tkivu pazusgne regije to
je ekspresija progesteronskih receptora na zlocudnom tumoru manja. Negativna je koleracija nadena
je za dob za menarhu i koncentraciju parabena u aksili. Sto je veéa koncentracija parabena u masnom

tkivu pazusne regije to je bolesna Zena ranije dobila meharhu.
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Znanstvena literatura navodi da definicija otrovanja farmaceutskim lijekovima predstavlja bolest
izazvanu otrovima koje su s obzirom na kvalitetu, koli€inu ili koncentraciju tijelu strane, a unesene na
bilo koji nacin u tijelo, djeluju kemijski ili fizikalno-kemijski te remete anatomski ustroj ili funkcijski sklad
organa. (125) Otrovom smatramo tvar ¢iji su ucinci na organizam Stetni ili opasni, neovisno o tome jesu
li povratni ili nepovratni. Ovo znaci da neka tvar pri odredenoj dozi moze biti lijek, no ako se doza
povecava mogu se pojaviti ili pojacati Stetni u€inci pri kojima postaje otrovom za organizam. MoZe se
reci kako je svaka tvar otrov u prikladnim okolnostima. Na temelju dokaza iz doktorskog rada postavlja
se znanstveno pitanje mogu li parabeni u prikladnim okolnostima biti uzrokom povecane incidencije
fibroadenoma u mladih Zena? Rezultati pokazuju da tkivo fibroadenoma ima najvecu koncentraciju
parabena i da koncentracija parabena u urinu zdravih biopsija ima tendenciju biti ve¢a nego kod
redukcija i bolesnih Zena. Sljedec¢e znanstveno pitanje je moze li dugogodi$nja izlozenost parabenima
imati za posljedicu povecani rizik za razvoj raka dojke? Rezultati pokazuju da su Zene sa zlo¢udnim
tumorom dojke starije Zivotne dobi i imaju stariju koZzu s manjkom esteraza, stoga viSe nerazgradenih
parabena apsorbiraju u plazmu. Dinamika izlu€ivanja bubrezima uvijek je manja (sli€na) i neovisna o
povecanoj koncentraciji parabena u plazmi. Dokazano je da se isobutilparaben (iBPB) nalazi u plazmi
bolesnih u znacajno veéoj koncentraciji nego kod zdravih. Bolesne Zene imaju i statisticki dokazanu
znacajno viSu koncentraciju benzilparabena (BzPB) u tkivu GLK-a dojke kao i viSe nerazgradenih
parabena u plazmi koji mogu imati u€inak na estrogenske receptore zljezdanih stanica dojke i potaknuti
njihovu proliferaciju. Zato se postavlja pitanje svrstavaju li se parabeni u otrove? Otrovom se smatra
ako brzina apsorpcije nhadmasi brzinu izlu€ivanja ili se apsorbirana tvar samo djelomi¢no izluCuje ili
razgraduje, on ¢e se u tijelu nakupljati i raspodijeliti po razli¢itim tkivima. Ovo se naziva kumulativnim
uCinkom. Rezultati doktorskog rada postavljaju temelj za razmatranje bioakumulativhog ucinka
parabena jer brzina apsorpcije parabena nadmasuje njegovo izlu€ivanje. Dokazano je da bolesne i
zdrave Zene imaju istu dinamiku izlu€ivanja parabena putem urina ali svakodnevno nano$enje kroz
duze razdoblje dovodi do povecéane koncentracije nerazgradenog parabena u plazmi bolesnih. Uo¢eno
je i da bolesne Zene s manjom fizickom aktivho$¢u imaju veée tumore s vidim proliferacijskim Ki-67
indeksom. Bolesne Zene imaju i vecu tjelesnu tezinu (BMI). To znaci da manje aktivhe Zene s vecom
teZinom imaju vece i agresivnije tumore. Ako se tome doda i moguéi pojaCani sinergijski ucinak
parabena izazvan djelovanjem nanoplastike, tada rezultati postaju dodatno zabrinjavajuci. Osim
bioakumulacije i ksenoestrogenskog utjecaja na endokrini sustav parabeni mogu pojacati svoj u€inak
na proliferacijsku aktivnost u stanicama raka dojke sinergijom s nanoplastikom. Protumorska se
aktivnost stanica raka dojke osjetljivih na estrogen moze ocekivati kao konacni ishod dugotrajnoj

izlozenosti takvom kemijskom koktelu

lako je mali broj uzoraka, dokazano je s pouzdanosc¢u od 95 % da zene sa zlo¢udnim tumorima
dojke imaju znacajno vec¢u koncentraciju parabena u uzorcima. Upravo ovo predstavlja imperativ
provedbe daljnjih istrazivanja na sveukupnoj ispitivanoj skupini u skladu s buduc¢im prikupljenim
financijama. Inovativni korak u istraZivanju utjecaja ,u€inka mjeSavine“ endokrinih disruptora na zdravlje
takoder predstavlja aktualno znanstveno pitanje o kojemu ¢e se tek raspravijati na buducéim
zasjedanjima Europske unije na temu zastite potroSaga od endokrinih disruptora. S obzirom na izazove

i manjak do sada objavljenih istrazivanja, navedeni preliminarni rezultati predstavljaju znacajne
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smjernice za daljnja istrazivanja utjecaja endokrinih disruptora na razvoj raka $to odgovara projektnim

pozivima medunarodnih i europskih inicijativa.

Sposobnost parabena da djeluju putem stani¢nih receptora u niskim koncentracijama, ¢esto uz
individualni stani¢ni odgovor na dozu, male mjerljive doze u organizmu, pitanje potrebe za dugotrajnom
izloZzeno$c¢u te moguceg efekta sinergijskog ucinka (,u€inak mjesavine” ili ,u€inak koktela®) predstavlja
znacajan izazov za procjenu rizika za ljudsko zdravlje. Stoga je znanstveni doprinos doktorskoga rada
neupitan jer do sada nije napravljena tako opsezna prospektivna studija procjene utjecaja endokrinih
disruptora na zdravlje ljudi. Rezultati doktorskog rada pruzaju utemeljene znanstvene dokaze o: in vivo
prisutnosti parabena u zlocudno promijenjenom tumoru dojke, razlikama u koncentraciji parabena
izmedu uzoraka tkiva, urina i plazme zdravih i bolesnih Zena te in vitro proliferaciji stanica raka dojke
pod utjecajem ,ucinka mjeSavine/koktela“ mikroplastike i parabena. Navedeno je od Siroke aplikativne
primjene obzirom na moderni stil Zivota koji uklju€uje svakodnevnu uporabu kozmetickih proizvoda s
potvrdenim negativnim ili barem diskutabilnim utjecajem na zdravlje u cjelini. Dugogodi$nja izlozenost
parabenima kao i moguénosti prevencije pojave bolesti izazovi su koji su u fokusu aktivnosti relevantnih
svjetskih i europskih organizacija i inicijativa. Upravo se iz navedenih razloga pristupilo ovome
istrazivanju, a dobivene spoznaje mogu biti od koristi prilikom osmisljavanja i provodenja preventivnih
aktivnosti sa ciliem smanjenja incidencije raka dojke, ranijem otkrivanju i uspjeSnijem lijecenju.
Istrazivanje je usporedivalo spoznaje o svakodnevnim navikama ispitanica, posebice u dijelu koriStenja
kozmetickih proizvoda s izmjerenim koncentracijama parabena iz njihovih uzoraka tkiva, plazme i urina.
Obzirom da gotovo 80 % ispitanica koristi dezodoranse, kreme i antiperspirante te da su statisticki
znacajne razlike pronadene u koncentraciji parabena u tkivu, urinu i plazmi, ove je rezultate potrebno
poglavito usmijeriti na prevenciju raka dojke. Koncept promocije zdravlja proces je informiranja i
osposobljavanja pojedinca u svrhu zastite njegovog zdravlja. Kampanje podizanja svijesti o uporabi
provjerenih i kvalitetnih kozmeti¢kih proizvoda kao i lobiranje kod kozmeti¢kih korporacija na
usmjeravanje industrije na uporabu manje Stetnih konzervansa, takoder su znaCajna podrudja

aktivnosti.

Glavna teznja zdravstvene zastite pojedinca nije u lije€enju bolesti veé u sveukupnoj prevenciji
njezinog nastanka. ZacCarani krug izlozenosti endokrinim disruptorima nastaje otpustanjem velike
koli¢ine industrijskog, gradevinskog i farmaceutskog otpada i plastike u mora, rijeke, poljoprivredna tla
koji tako ulaze u povrce i voce, zivotinje, vode za pice te u buduénosti vjerojatno i zrak. Vazno je
provoditi mjere zastite pojedinca, ali i planeta Zemlje smanjenjem proizvodnje koja ometa rad

endokrinog sustava i boljim gospodarenjem otpadom.

102



7 ZAKLJUCAK

1. Koncentracija parabena poviSena je u plazmi kod Zena sa zlocudnim tumorom dojke u
usporedbi s koncentracijom parabena u plazmi zdravih Zena. S razinom pouzdanosti od 95% dokazano
je da Zene sa zlo¢udnim tumorima dojke imaju znacajno veéu koncentraciju parabena u plazmi (190,1

ng/mL) za razliku od zdravih Zzena (85,56 ng/mL).

2. Najveéi doprinos ukupnoj koncentraciji parabena u plazmi svih ispitanica daje metilparaben
(MPB) i etilparaben (EPB). Kod Zena sa zlo¢udnim tumorom dojke osim MPB i EPB nadeni su i ostali
parabeni duzeg lanca i to u veéim koncentracijama nego kod zdravih. Isobutilparaben (iBPB) je kod
Zena sa zloc¢udnim tumorom dojke (112.5 ng/mL) u znacajno vecoj koncentraciji nego kod zdravih Zzena
(50.0 ng/mL).

3. Dokazana je pozitivna korelacija izmedu dobi Zena sa zloéudnim tumorom dojke i koncentracije
parabena u plazmi. Zene sa zloéudnim tumorom dojke starije Zivotne dobi imaju veéu koncentraciju

parabena u plazmi nego mlade Zene sa zlo¢udnim tumorom dojke.

4, Koncentracija izlu¢enog parabena u urinu sli€na je za zdrave Zene i Zene sa zlo¢udnim

tumorom dojke

5. Postoji tendencija da zdrave Zene (prosjecna vrijednost parabena u urinu je 298,9 ng/mL) i
Zene sa zlo¢udnim tumorom dojke (prosje¢na vrijednost parabena u urinu je 245,5 ng/mL ) imaju

jednaku dinamiku izlu€ivanja parabena putem bubrega.

6. Najveci doprinos ukupnoj koncentraciji parabena u urinu svih ispitanica daje metilparaben
(MPB) i propilparaben (PPB).

7. Od svih uzoraka tkiva dojke najveCu koncentraciju parabena ima dobro¢udno tkivo
fibroadenoma zdrave Zene iza koje slijedi koncentracija u tkivu zloéudnog tumora dojke. Zloéudni tumor
dojke smjeSten u GLK-u ima manju ukupnu koncentraciju parabena (1,2 ng/mg) nego tkivo
fiboroadenoma zdrave Zene (2,15 ng/mg) iz istog kvadranta. NajniZu koncentraciju parabena ima

dobro¢udno fibrocisti¢no tkivo zdrave Zene s redukcijom dojki (0,60 ng/mg).

8. Zabrinjavajuéi je podatak da je najve¢a koncentracija parabena u tkivu fibroadenoma, jer
akumulacijom parabena tijekom zZivota zZljezdane stanice mogu dodatno proliferirati i postati maligne.
Pojavnost raka dojke u sve mladoj dobi razlog je zasto je potrebno istrazivati kumulativni u€inak

endokrinih disruptora kojima smo izloZeni jo$ od fetalnog razdoblja.

9. Najveca koncentracija pojedinaCnih parabena u tkivima nadena je kod zdravih Zena za
etilparaben (EPB) (0,88 ng/mg) u tkivu fibroadenoma i kod Zena sa zlocudnim tumorom dojke za
benzilparaben (BzPB) (0,26 ng/mg) u tkivu GLK-a oko leZidta zlocudnog tumora. Bolesne Zene imaju

statisticki dokazanu znacajno viSu koncentraciju BzPB u tkivu GLK-a dojke.
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10. Postoji tendencija pojavljivanja pravilnog gradijenta koncentracije izmedu tkiva dojke Zene sa
zlo¢udnim tumorom dojke. Dokazano je da se najveéa koncentracija parabena nalazi u samom
zlo¢udnom tumorskom tkivu iza koje slijedi koncentracija iz masnog tkiva oko limfnih &vorova pazusne
regije. Najmanja koncentracija parabena nalazi se u tkivu GLK-a oko lezista zloéudnog tumora. Takoder
su sliéne koncentracije parabena u zloéudnom tkivu i pazusnoj regiji i uvijek su vise nego koncentracija

u kvadrantu dojke gdje je tumor smjesten.

11. Kod Zena sa zloc¢udnim tumorom dojke postoji statisticki znaCajna povezanost izmedu
koncentracije parabena u masnom tkivu oko limfnih &vorova pazuSne regije i ekspresije
progesteronskih receptora (PgR). Sto je vec¢a koncentracija parabena u masnom tkivu pazu$ne regije

to je ekspresija progesteronskih receptora na zloéudnom tumoru manja.

12. Kod Zena sa zlocudnim tumorom dojke postoji statisticki znacajna povezanost izmedu
koncentracije parabena u masnom tkivu oko limfnih &vorova pazu$ne regije i dobi za menarhu. Sto je
veca koncentracija parabena u masnom tkivu pazusne regije to je Zena sa zlo¢udnim tumorom dojke

ranije dobila meharhu.

13. Veli¢ina zloéudnog tumora ili dobro¢udnog fibroadenoma nije u statistickoj korelaciji s
koncentracijom parabena u plazmi i urinu. Navedeno je znanstveno utemeljeno jer manji zloéudni tumori
dojke mogu zbog svojih patohistoloskih karakteristika imati maligniji tijek nego veliki tumori. Stoga se
pretpostavlja da odredeni parabeni svojom lipofilnos¢u, a ne samo pove¢anom koncentracijom, mogu

poticati proliferaciju stanica raka.

14. Zene sa zloéudnim tumorom dojke koje su manje aktivne i imaju vecu tjelesnu tezinu (BMI),
imaju takoder veée tumore s vidim proliferacijskim Ki-67 indeksom. Ako uzmemo u obzir da je masno
tkivo glavno mjesto bioakumulacije parabena u organizmu, dobit éemo podatak da bolesne Zene, osim
svakodnevnog uno$enja parabena putem koze, imaju i dodatni izvor bioakumuliranih parabena iz

masnog tkiva.

15. Zdrave zene ranije pocinju koristiti kozmetiCke preparate, ¢ak u prosje¢noj dobi od 16 godina
te ih CeS¢e koriste. ProsjeCna dob pocetka koriStenja kod Zena sa zloéudnim tumorom dojke je 19

godina.

16. Zene sa zloéudnim tumorom dojke duZe razdoblje koriste kozmetitke preparate jer je prosjeéni

broj godina izloZenosti dezodoransima kod njih 36, dok je kod zdravih 24 godine.

17. Nova, ekoloski prihvatljiva i jednostavna metoda ekstrakcije parabena pomoéu membrane
adsorpcijske tekstilne faze (FPSE, engl. Fabric-Phase Sorptive Extraction) prikladna je i u€inkovita za

ekstrakcija parabena.

18. Parabeni sinergijski potaknuti (,u€inak mjesavine” ili ,u€inak koktela”) prisutno$¢u plasti¢nih

nanocestica pojaavaju proliferacijsku aktivnost stanica raka dojke osjetljivih na estrogene.

104



8 SAZETAK

Promjene koncentracije parabena u gornjem lateralnom kvadrantu dojke

u zena sa zloéudnim tumorom dojke

Svrha rada: Utvrditi postoji li statisti¢ki zna¢ajna razlika u koncentraciji parabena u urinu, krvi i tkivu
dojke izmedu zdravih Zzena i Zena sa zlo¢udnim tumorima dojke. Utvrditi u€inak mjeSavine endokrinih

disruptora, parabena i plasti¢nih nano€estica na proliferacijsku aktivnost humanih stanica raka dojke.

Metode: U istrazivanje su ukljuéene 72 ispitanice, 49 Zena sa zloéudnim tumorom dojke i 23 zdrave
Zene. Analizirana su sociodemografska obiljezja, antropometrijske mjere, Cimbenici rizika za razvoj
raka, zivotne navike i ucestalost primjene kozmetiCkih proizvoda. Rezultati se usporeduju s
koncentracijama parabena iz humanih uzoraka. Sinergijski u€inak koktela parabena i nanoplastike

procjenjuje se na temelju proliferacije MDA-MB 231 te MCF-7 stani¢ne linije raka dojke.

Rezultat: S razinom pouzdanosti od 95% dokazano je da zene sa zlo¢udnim tumorima dojke u GLK-u
imaju znacajno vecu koncentraciju parabena u plazmi. Statisticki se nije nasla zna¢ajna razlika izmedu
koncentracija parabena u urinu. Bolesne Zene, iako imaju veéu koncentraciju svih parabena u plazmi,
imaju manju koncentraciju u tkivu od zdravih. Bolesne Zene starije Zivotne dobi, manje su fizi¢ki aktivne,

imaju veci BMI te vece i agresivnije tumore.

Zakljuéak: Zene sa zlo¢udnim tumorom dojke starije Zivotne dobi imaju vise nerazgradenih parabena
koji cirkuliraju krvi (plazmom) te mogu utjecati na proliferaciju estrogen osjetljivih stanica dojke Sto
dovodi do povecanog rizika za razvoj hormonski ovisnog raka dojke. Parabeni sinergijski potaknuti
(;u€inak mjesavine” ili ,ucinak koktela”) prisutnoS¢u plasti€nih nanocestica poja¢avaju proliferacijsku

aktivnost stanica raka dojke osjetljivih na estrogene.

Kljuéne rijeci: rak dojke, endokrini disruptor, ksenoestrogen, paraben, kozmeti¢ki proizvod, kvaliteta

Zivota.
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9 SUMMARY

Changes in parabens concentration in women with breast cancer

in upper lateral quadrant of the breast

Objective. Determine significant difference compering urine, plasma and breast tissue parabens
concentrations between healthy and breast cancer woman. Endocrine disruptors chemical cocktails of

parabens and plastic nanoparticles is evaluated by proliferative activity of breast cancer.

Methods. This study includes 72 patients, 49 breast cancer and 23 healthy women. Sociodemographic,
anthropometric measures, cancer risk factors, lifestyle, and frequency of cosmetic use is compared with
paraben concentrations in human samples. Study evaluates effects of mixture of plastic and parabens

on proliferation of breast cancer lines: MDA-MB 231 and MCF-7 cells.

Results: Women with breast cancer in upper lateral quadrant have higher plasma paraben
concentration. No statistical differences are found between urine concentration. Breast cancer women
with higher plasma concentration have less parabens in breast tissue then healthy women. Less active

women with breast cancer have more weight and larger, aggressive cancer.

Conclusion. Women with breast cancer located in upper lateral quadrant have higher plasma parabens
levels and similar concentrations in urine compared to healthy women. Parabens in synergistic with

plastic nanoparticles increased proliferation of estrogen-sensitive breast cancer cells.

Keywords: breast cancer, endocrine disruptor, xenoestrogen, paraben, cosmetic product, , quality of

life

Zelika Roje, 2021.
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11 ZIVOTOPIS

Zeljka Roje rodena je 4. prosinca 1980. godine u Splitu gdje zavr§ava osnovnoskolsko i srednjoskolsko
obrazovanje. Na Medicinskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu diplomirala je 2005. godine. Pripravnicki
lije¢nicki staz obavlja u Klini¢koj bolnici Dubrava gdje je zaposlena od 2008. godine. Od 2006. do 2007.
god. bila je znanstvena novakinja na projektu ,MikrokirurSko lijeCenje ozljeda perifernih Zivaca®
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Poslijediplomski doktorski studij Biomedicina i zdravstvo na Medicinskom fakultetu Sveucilista u
Zagrebu upisuje 2006. godine. U Kilini¢koj bolnici Dubrava 2012. godine zavrSava specijalizaciju iz op¢e
kirurgije, a 2018. godine specijalizaciju iz plasti¢ne, rekonstrukcijske i estetske kirurgije.

Godine 2018. zavrSava poslijediplomski studij na Europskoj mikrokirur§koj Skoli — RMES, Master’s
Degree in Surgical Oncology, Reconstructive and Aesthetic Breast Surgery te poslijediplomski
specijalisti¢ki studiji Plasti¢na, rekonstrukcijska i estetska kirurgija Medicinskog fakulteta SveuciliSta u
Zagrebu. Godine 2019. polaze europski ispit i postaje Fellow of the European Board of Plastic,
Reconstructive and Aesthetic Surgery.

Objavila je 19 znanstvenih i stru¢nih radova, autorica je poglavlja u knjigama te sudjeluje na
znanstvenim konferencijama. Clan je Hrvatskog drustva plasti¢ne, rekonstrukcijske i estetske kirurgije,
2012. god. bila je potpredsjednica International Confederation for Plastic Reconstructive & Aesthetic

Surgery Trainees' Association. Predstavnica je Udruge ,Sve za nju” pri Hrvatskom Cochrane drustvu.
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