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Izvlecek

Obsevanje je del standardnega zdravljenja bolnic z duktalnim karcinomom in situ, vendar med bolnicami
obstajajo razlike v odgovoru na zdravljenje in pojavu neZelenih u¢inkov. K temu lahko prispeva tudi vnetni
odziv, saj se pri obsevanju spremeni izrazanje razli¢nih protivnetnih in provnetnih dejavnikov. Eden od
klju¢nih citokinov je transformirajo¢i rastni faktor beta (TGF-8), ki ima pomembno vlogo pri vzdrzevanju
homeostaze v tkivih.

Rezultati nase raziskave kazejo, da se koncentracija TGF-f1 v plazmi pri bolnicah z DCIS po obsevanju
bistveno ne spremeni. Po drugi strani pa genetski dejavniki vplivajo na koncentracijo TGF-f v plazmi, prav
tako pa so povezani s pojavom nezelenih uc¢inkov obsevanja na kozi. TGF-$ bi lahko sluzil kot bioloski
oznacevalec odgovora na obsevanje, kar bi lahko prispevalo k bolj prilagojenemu zdravljenju raka dojk.

Uvod

Duktalni karcinom iz situ (DCIS) je neinvazivna oblika raka dojk, kjer pride do spremenjene
proliferacije epitelijskih celic. DCIS najpogosteje odkrijemo z mamografijo v okviru presejalnih
programov za odkrivanje raka dojk.' Pojavnost DCIS se povecuje in predstavlja kar okoli 25 % na novo
odkritih primerov raka dojk in 35 % primerov raka dojk, odkritih v sklopu presejalnih programov.?

DCIS ima obi¢ajno zelo dobro prognozo, vendar pa lahko v okoli 40 % pride do ponovitve bolezni,
pri ¢emer se rak v polovici primerov ponovi kot invazivni rak dojk.* Glavni cilj zdravljenja je tako
preprecevanje napredovanja DCIS v invazivni karcinom. Standardno zdravljenje DCIS vkljucuje
ohranitveno operacijo in dopolnilno obsevanje. Obsevanje za 50 % zmanjsa $tevilo lokalnih ponovitev
bolezni, ne vpliva pa statisti¢no znacilno na prezivetje bolnic.?

Po obsevanju se lahko pri $tevilnih bolnicah pojavijo akutni ali pozni nezeleni u¢inki. Akutni nezeleni
udinki se pojavijo v prvih treh mesecih po obsevanju, najpogosteje na kozi. Ve¢inoma so te spremembe
reverzibilne, lahko pa pomembno vplivajo tako na potek zdravljenja kot na kakovost zivljenja bolnic.
Po drugi strani pa so pozni nezeleni u¢inki, ki se lahko pojavijo ve¢ mesecev ali let po obsevanju,
pogosto ireverzibilni.* Ker trenutno $e ni mozno zanesljivo napovedati, pri katerih bolnicah bo prislo
do napredovanja bolezni, prilagajanje zdravljenja z obsevanjem posameznim bolnicam z DCIS $e
ni mogoce, tako da so lahko nekatere bolnice zdravljene preve¢ agresivno.” Novejse raziskave pa so
ze pokazale, da bi lahko k boljsemu prilagajanju zdravljenja pripomogla kombinacija klini¢nih in
molekularnih dejavnikov.> Pomembno vlogo pri spremljanju odgovora na zdravljenje z obsevanjem
ima tudi tekocinska biopsija. Ta omogoca spremljanje molekularnih znadilnosti tumorskega tkiva,
kot so cirkulirajo¢a tumorska DNA, proteini ali cirkulirajo¢e tumorske celice, v bioloskih tekocinah,
predvsem v krvi.?

Na molekularni ravni lahko obsevanje neposredno poskoduje DNA, kar celici onemogo¢i nadaljnje
delitve. Spodbuja tudi nastanek reaktivnih kisikovih spojin, ki prav tako prispevajo k poskodbam
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razli¢nih makromolekul. Poleg tega pa obsevanje vpliva tudi na imunski odziv, ki je odvisen od
imunskega stanja bolnika ter lastnosti rakavih celic.® Po eni strani obsevanje omogoca aktivacijo
prirojenega imunskega odziva ter lazje prepoznavanje rakavih celic, po drugi strani pa lahko imunski
odziv tudi zavira preko spodbujana izlo¢anja citokinov, kot sta na primer transformirajo¢i rastni

faktor beta (TGF-B) ali interlevkin 10.¢7

TGEF-p je citokin, ki ima pomembno vlogo pri regulaciji proliferacije in vzdrzevanju homeostaze v
tkivih.®® Poznamo tri homologne oblike TGF-f, in sicer TGF-$1, ki je najbolj pogosta, TGF-f2 in
TGEF-B3. Izrazanje TGF-B je pri raku pogosto spremenjeno.” TGF-B ima namre¢ dvojno delovanje: v
normalnih celicah in v za¢etnih stopnjah karcinogeneze lahko deluje kot tumor supresor, saj sodeluje
pri regulaciji celi¢ne rasti in apoptoze.® V kasnejsih fazah razvoja tumorja pa lahko deluje onkogeno,
saj signalne poti TGF-B spodbujajo epitelijsko-mezenhimsko tranzicijo, angiogenezo, migracijo in
metastaziranje Stevilnih tumorjev.® Povisano izrazanje TGF-B pri DCIS bi lahko vplivalo na vegjo
verjetnost za napredovanje do invazivnega raka dojk.> TGF-B predstavlja tudi potencialno taréo za
zdravljenje raka.”

TGEF-B ima pomembno vlogo tudi pri odgovoru na obsevanje, saj obsevanje poveca njegovo izrazanje
in aktivacijo. Raziskave kazejo, da lahko TGF-B v razli¢nih tkivih vodi tako v povetano ali pa
zmanj$ano obcutljivost na obsevanje.® Vpliva lahko tudi na pojav nezelenih u¢inkov obsevanja, saj ima
pomembno vlogo na primer pri razvoju fibroze tkiv ®.

V raziskavi smo zeleli preveriti, ali koncentracija TGF-B1 v plazmi in polimorfizmi TGFB1 vplivajo
na pojav nezelenih stranskih u¢inkov obsevanja na kozi in srcu pri bolnicah z DCIS, zdravljenih s
dopolnilnim obsevanjem.

Metode

Klini¢na raziskava

V prospektivno longitudinalno klini¢no raziskavo smo vkljudili bolnice z DCIS, zdravljene z
ohranitveno operacijo in pooperativnim obsevanjem na Onkoloskem institutu Ljubljana med letoma
2019 in 2024 v okviru redne klini¢ne prakse. Vse bolnice so v raziskavo privolile prostovoljno in podale
pisno soglasje. Raziskavo je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko (KME 0120-
54/2015-2 (39/05/15) in 0120-54/2015-11). Pri bolnicah smo opravili klini¢ni pregled ter zbrali
vzorce krvi pred zatetkom obsevanja in ob koncu obsevanja. Takoj po koncu obsevanja in eno leto po
obsevanju smo pri bolnicah ocenili prisotnost nezelenih u¢inkov na kozi in na srcu. Za spremljanje
nezelenih udinkov na kozi smo uporabili skupna terminoloska merila za nezelene uc¢inke (Common
Terminology Criteria for Adverse Effects v.5, CTCAE) in lestvico za nezelene u¢inke LENT-SOMA
(Late Effects in Normal Tissues/Subjective, Objective, Management and Analytic). Za spremljanje
nezelenih u¢inkov na srcu smo uporabili koncentracijo N-konca pro-B-tipa natriureti¢nega peptida
(NT-proBNP) v serumu in lestvico Newyorskega zdruzenja za srce (New York Heart Association,
NYHA) za oceno morebitnega srénega popuséanja.

Molekularno-genetske metode

Genomsko DNA smo izolirali iz vzorcev periferne venske krvi, odvzetih pred zacetkom obsevanja,
s pomo¢jo komercialnega kompleta reagentov E.Z.N.A. SQ Blood DNA Kit II (Omega Bio-Tek)
skladno z navodili proizvajalca. Za genotipizacijo polimorfizmov 7GFBI rs1800469 (c.-1347T>C),
151800470 (c.29C>G, p.Prol0Leu) in rs1800471 (c.74G>C, p.Arg25Pro) smo uporabili kompetitivni
alelno specifi¢ni PCR (KASP, LGC Biosearch Technologies).

Za dolo¢anje koncentracije proteina TGF-$1 v plazmi pred obsevanjem in po zaklju¢ku obsevanja
smo uporabili encimsko-imunski test (ELISA) (TGF-beta 1 Human ELISA, Abcam Limited).
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Statisti¢na analiza

Za opis zveznih spremenljivk smo uporabili mediano in interkvartilni razpon (25 %-75 %), za opis
kategori¢nih spremenljivk pa frekvence. Ker zvezne spremenljivke niso bile normalno porazdeljene,
smo za nadaljnje analize uporabili neparametri¢ne teste: Mann-Whitneyev in Kruskal-Wallisov test
za neodvisne vzorce ter Wilcoxonov test za odvisne vzorce. Za analizo vplivov na pojav neZelenih
uc¢inkov obsevanja smo uporabili univariatno in multivariatno logisti¢no regresijo, kjer smo izra¢unali
smo razmerje obetov (RO) in 95 % interval zaupanja (IZ). Za izvedbo statisti¢ne analize smo uporabili
program IBM SPSS Statistics 29.0 (IBM Corporation).

Rezultati

V raziskavo smo vkljucili 199 bolnic z DCIS, zdravljenih z operacijo in dopolnilnim obsevanjem,
z mediano starostjo 56 (50-63) let. Takoj po obsevanju je o kateremkoli nezelenem uéinku na
kozi gradusa 2 ali ve¢ po uporabljenih lestvicah poro¢alo manj kot 10 % bolnic (kriteriji CTCAE:
12 bolnic, 6,4 %; kriteriji LENT-SOMA: 17 bolnic, 9,2 %), po enem letu pa je bilo takih neZelenih
ucinkov precej ve¢ (kriteriji CTCAE: 34 bolnic, 20,4 %; kriteriji LENT-SOMA: 51 bolnic, 30,5 %).
Delez bolnic z razredom 2 po lestvici NYHA je bil v obeh ¢asovnih tockah nizek (4,2 %). Povisane
vrednosti NT-proBNP po obsevanju so bile prisotne pri 41 (21,0 %) bolnicah.

Mediana koncentracije TGF-f1 v plazmi se pred in po obsevanju ni pomembno razlikovala: vrednost

pred obsevanjem je bila 19,4 (13,1-28,2) ng/ml, po obsevanju pa 18,5 (13,7-26,9) ng/ml (P = 0,105).

Frekvenca redkejsega alela je bila 32,2 % za rs1800469, 42,0 % za rs1800470 in 8,5 % za rs1800471.
Nosilke vsaj enega polimorfnega alela TGFBI rs1800469 so imele visjo koncentracijo TGF-B1 v
plazmi pred obsevanjem (21,9 ng/ml proti 18,5 ng/ml, P = 0,021). Preostala polimorfizma nista bila
povezana s koncentracijo TGF-$1 pri bolnicah z DCIS.

Nosilke dveh polimorfnih alelov 7TGFBI rs1800469 so imele ve¢jo verjetnost za
pojav nezelenih uc¢inkov na koZzi po kriterijjih LENT SOMA takoj po obsevanju
(RO =4,82;95% IZ = 1,26-18,52; p = 0,022), tudi po prilagoditvi za klini¢ne dejavnike (RO =7,65;
95%1Z=1,79-32,71; p=0,006). Nosilke enega polimorfnegaalela 7GFBI rs1800470 so imele manjso
verjetnost za pojav nezelenih ucinkov na kozi po lestvici kriterijih CTCAE eno leto po obsevanju
(RO = 0,40; 95 % 1Z = 0,16-0,97; p=0,043), vendar povezava v multivariatni analizi ni bila ve¢
statisti¢no znacilna (p=0,055). Ostale povezave med polimorfizmi 7GFBI ali koncentracijo TGF-f1
v plazmi in neZelenimi uéinki niso bile statisti¢no znacilne.

Razprava in zakljucek

Rezultati nase raziskave so pokazali, da se koncentracija TGF-B1 pri bolnicah z DCIS po obsevanju
bistveno ne spremeni. Po drugi strani pa so bili polimorfizmi 7GFB1 povezani s koncentracijo TGF-§
v plazmi in s pojavom nezZelenih u¢inkov obsevanja na kozi.

Zaradi pomembne vloge v karcinogenezi in pri odgovoru na zdravljenje so v predhodnih raziskavah
ze preucevali koncentracijo TGF-f1 pri bolnicah z rakom dojk. V posameznih raziskavah na
manj$em $tevilu bolnic z zgodnjim rakom dojk so opazili minimalno znizanje koncentracije takoj
po obsevanju.'™* V na$i raziskavi so bile absolutne vrednosti koncentracije TGF-B1 primerljive
z omenjenimi raziskavami, smo pa na vedji skupini pokazali, da po obsevanju ni veéje razlike v
koncentraciji TGF-B1 v plazmi. Prav tako koncentracija TGF-B1 pred obsevanjem ni bila povezana
s pojavom akutnih ali nezelenih u¢inkov zdravljenja. Dosedanje raziskave so sicer pokazale, da je
koncentracija TGF-$1 v serumu visja pri bolnicah z rakom dojk, pri katerih se pojavi fibroza, vendar
pa so razlike bolj izrazite ve¢ mesecev po obsevanju'?, kar nakazuje, da so na tem podro¢ju potrebne
nadaljnje longitudinalne raziskave. Na koncentracijo TGF-f1 v plazmi lahko vplivajo tudi genetski
dejavniki. V nasi raziskavi smo potrdili, da je polimorfizem TGFBI rs1800469, ki se nahaja v
promotorski regiji in lahko vpliva na vezavo transkripcijskih dejavnikov, povezan z visjo koncentracijo
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TGEF-B1 v plazmi, kar se sklada z dosedanjimi raziskavami."* Po drugi strani polimorfizma TGFBI
rs1800470 in rs1800471, ki privedeta do spremembe aminokisline, nista vplivala na koncentracijo
TGEF-f1 v plazmi, kar prav tako potrjuje rezultate predhodnih raziskav."

Nosilke dveh polimorfnih alelov T7GFB1 rs1800469 so imele vedjo verjetnost za razvoj nezelenih
u¢inkov na kozi takoj po obsevanju, ne pa tudi po enem letu, medtem ko so imele nosilke enega
polimorfnega alela rs1800470 manj$o verjetnost za pojav nezelenih u¢inkov na kozi le eno leto po
obsevanju. Rezultati dosedanjih raziskav o povezavi polimorfizmov TGFBI z nezelenimi udinki
obsevanja se med seboj precej razlikujejo'®, vendar pa je bil skladno z na$imi rezultati predvsem
rs1800469 pogosto povezan z nezelenimi ucinki obsevanja na kozi.'” Razlike med posameznimi
raziskavami bi lahko bile povezane s tem, da ima TGF-B1 pomembno vlogo v $tevilnih celi¢nih
procesih in je njegova vloga kompleksna. Obenem pa so predhodne raziskave pogosto vkljucevale
bolnike, ki so prejemali razli¢cne kombinacije zdravljenja, primanjkuje pa raziskav, kjer bi vkljucili le
bolnice z DCIS, ki ne prejemajo sistemske terapije, na kar smo se osredotod¢ili v nasi raziskavi.

TGEF-B1 bi torej lahko sluzil kot bioloski oznac¢evalec odgovora na obsevanje, kar bi lahko prispevalo
k bolj prilagojenemu zdravljenju raka dojk, vendar pa so za natan¢nejso pojasnitev njegove vloge
potrebne dodatne prospektivne raziskave.

Zahvala

Zahvaljujemo se vsem sodelavkam in sodelavcem OI, MF in UKC Ljubljana, ki sodelujejo v raziskavi,
ter vsem bolnicam, ki so privolile v sodelovanje v raziskavi.

Raziskovalna sredstva: ARIS J3-60064, J3-1753, J3-2527 in P1-0170; OI-3-24.
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