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Sazetak

S obzirom da novije studije ukazuju da izrazenost CD44 u tumorima ima prognosticku
vrijednost, cilj ovog istrazivanja bio je imunohistokemijski odrediti izrazenost CD44 u
glioblastomu te ispitati njegovu korelaciju s gusto¢om novostvorenih krvnih zila 1
prezivljenjem bolesnika. U istrazivanju je ukljueno 55 bolesnika s glioblastomima - 26
(47,3%) zena i 29 (52,7%) muskaraca, prosje¢ne dobi 62,58 godina (od 47 do 77). Koristeno je
primarno protutijelo na CD44 (razrjedenje 1:50) i primarno protutijelo na endoglin (CD105)
(razrjedenje 1:250). Imunohistokemijska analiza ucinjena je LSAB metodom na DAKO
TechMate TM automatiziranom stroju uz upotrebu streptavidin imunoperoksidaza MSIP
protokola. Rezultati analize CD44 su prikazani semikvantitativno, a gusto¢a novostvorenih
tumorskih krvnih Zila (MVD) mjerena je u podrucju najaktivnije neovaskularizacije tumora.
Ucinjena je statisticka analiza rezultata prema dobi bolesnika, duljini prezivljenja, CD44,
MVD/CD105 i Karnofsky Score-u. Prosje¢ni Karnofsky score bolesnika je iznosio 75,45, a
prosjecno prezivljenja bolesnika 183,82 dana. Dobiveni prosjecni CD44 je iznosio 64,91 (od
40,00 do 90,00), a prosjecni MVD/CD105 15,64 (od 3,67 do 52,33). StatisticCkom analizom je
utvrdena negativna korelacija izmedu CD44 i prezivljenja (P=0,023)(veca ekspresija CD44
korelirala je s kra¢im preZivljenjem) te pozitivna korelacija izmedu Karnofsky score-a i
prezivljenja (P=0,018)(ve¢i Karnofsky score je korelirao s duljim preZivljenjem). Znacajni
individualni prediktori za dulje prezivljenje bili su niza ekspresija CD44 (P=0,004), veci
Karnofsky score (P=0,045), te Zenski spol (P=0,017). Dobiveni rezultati mogli bi ukazati na
ulogu CD44 u progresiji 1 tumorskoj neovaskularizaciji glioblastoma, te na njegovo
prognosticko znacenje, Sto bi se eventualno moglo iskoristiti u razvoju specifi¢cne molekularne

terapije.



Abstract

Considering that the new studies are showing that the expression of CD44 in tumors has a
prognostic value, the purpose of this research was to immunohistochemically determine
expression of CD44 in glioblastoma, and to question its correlation with the density of newly —
created blood weasels and survival of the patient. Research was conducted on fifty — five
patients with glioblastoma; 26 women (47,3%) and 29 men (52,7%) of average year 62,58
(from 47 do 77). Primary antibody on CD44 (sparse 1:50) and primary antibody on endoglin
(CD105) (sparse 1:250) were used. Immunohistocemical analysis was performed with LSAB
method on DAKO TechMate TM automatized machine with the use of streptovidin
immunoperoxidation MSIP protocol. The results of the analysis were semi — quantitatively
shown, and the density of the newly — created blood weasels (MVD) was measured in the most
active area of neovascularization of tumor. Statistic analysis of the results was conducted
according to the age of patient, length of survival, CD44, MVD/CD105 and Karnofsky Score.
The average Karnofsky Score of the patient was 75, 45%, and the average survival of the
patient were 183, 82 days. The results of average CD44 was 64, 91 (from 40, 00 to 90, 00), and
the average MVD/CDI05 — 15, 64 (from 3, 67 to 52, 33). Statistic analysis determined
negative correlation between CD44 and the survival (P=0, 023) (bigger expression of CD44
was correlated with the shorter survival), and also positive correlation between Karnofsky
Score and the survival (P=0, 018) (bigger Karnofsky Score was correlated with longer
survival). The significant individual predictors for longer survival were lower expression of
CD44 (P=0, 004), higher Karnofsky Score (P=0, 045), and female gender (P=0, 017). The
given results could show the role of CD44 in a progression and tumor neovascularization of
glioblastoma, and on its prognostic value, which could be eventually used in the development

of specific molecular therapy.
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Popis oznaka i kratica

AJCC - American Joint Committee on Cancer (Americka zdruzena komisija za rak)
5-ALA - 5-aminolevulinska kiselina

CD - cluster of differentiation antigen

CT - computed tomography (kompjutorizirana tomografija)

EGFR - epidermal growth factor receptor (receptor epidermalnog faktora rasta)
fCBM - functional cortical brain mapping

FDA - Food and Drug Administration

GBM - glioblastoma multiforme

HE - hemalaun eozin

KPS - Karnofsy Performance Scale

LSAB - labeled streptavidin biotin

MDM2 - murine double minute amplification

MGMT - metilgvanin metil transferaza

MRI - magnetic resonance imaging (magnetna rezonancija)

MSIP - microwave streptavidin immuno-peroxidase

MVD - microvessel density (gusto¢a novostvorenih krvnih Zila)

NCNN - The National Comprehensive Cancer Network

"NPCs — neuronal precursor cells (neuronske prekursorske stanice)

PAI-1 - plasminogen activator inhibitor-1 (inhibitor aktivatora plazminogena 1)

PET - positon emission tomography



rCBF - regional Cerebral Blood Flow (regionalni protok krvi u mozgu)

RTK- tirozin-kinazni receptor

SSEP - somatosensory evoked potentials (somatosenzorni evocirani potencijali)
TGF-B - transforming growth factor beta (transformirajuci ¢imbenik rasta-3)
TNM-klasifikacija - fumor-node-matastasis klasifikacija (tumor-¢vor-metastaza)
tPA - tissue plasminogen activator (tkivni aktivator plazminogena)

VEGEF - vascular endothelial growth factor (vaskularni endotelni faktor rasta)

WHO -World Health Organisation



1. UVOD

1.1. Glijalni tumori mozga

Gliomi su najc¢eS¢i primarni intracerebralni tumori, a naj¢es¢i maligni gliom prema WHO
(World Health Organisation) je glioblastom (gliom gradus IV) (1). Cesto je nemoguca
pouzdana klasifikacija glijalnih tumora i tesko je sa sigurnoscu re¢i je li rije¢ o anaplasticnim
astrocitomima ili o glioblastomima pa se navodi da su to tumori visokoga stupnja maligniteta
(high--grade tumor) (2). Glioblastoma multiforme (GBM) oznacava takve glijalne tumore
visokoga stupnja malignosti (high-grade gliomas) te ima viSe sinonima (tumor cerebri
malignum; malignant brain tumors; high-grade gliomas). Prema WHO Kklasifikaciji, naziv
"glioblastoma" ukljucuje dvije varijante: giant cell glioblastoma i gliosarcoma.

S obzirom na patohistoloSku gradu, glioblastom je mikroskopski karakteriziran astroglijalnom
diferencijacijom, atipijama jezgara, stani¢nim polimorfizmom, mitotskom aktivnoScu,

mikrovaskularnom proliferacijom i krvozilnim trombozama te nekrozama (3,4).

Prema WHO-Kklasifikaciji (2009) gliomi se mogu stupnjevati na 4 stupnja. To su: stupanj I
(juvenilni pilocitni tumor) koji je dobrocudni sporo-napredujuéi tumor, obi¢no povezan s
dugotrajnim prezivljenjem (najmanja mogucnost recidiva); stupanj II (astrocitom) s
povecanom hipercelularnosti (bez mitoza, vaskularne proliferacije ili nekroza) koji moze
recidivirati kao tumor viSeg stupnja; stupanj III (anaplasti¢ni astrocitom) sa visokom stopom
hipercelularnosti 1 mitoza (bez vaskularne proliferacije 1 nekroza) uz visoku stopu recidiva, te
stupanj IV (glioblastom) s opseznom hipercelularnosti, mitozama, te vaskularnom

proliferacijom i prisutno$¢u nekroze (5).

Prema nekim podacima, glioblastom ¢ini 15% svih intrakranijskih neoplazmi i 60% svih
glijalnih tumora mozga (6). Takoder postoje podaci da gliomi s visokim stupnjem malignosti
(GBM) cine oko 25% svih tumora mozga, odnosno oko 50% od svih glioma (2). U skupinu
glijalnih tumora uvrStavaju se svi tumori visokoga stupnja malignosti koje karakteriziraju
histoloSke znaCajke malignosti: neovaskularizacija; povecana gustoca stanica; povecan broj

mitoza i znacajna zone nekroze (2). Glioblastom se javlja u podru¢ju mozdanih hemisfera,


http://en.wikipedia.org/wiki/WHO_classification_of_the_tumors_of_the_central_nervous_system
http://en.wikipedia.org/wiki/Giant_cell_glioblastoma
http://en.wikipedia.org/wiki/Gliosarcoma

najceSc¢e u subkortikalnoj bijeloj tvari mozdanih hemisfera, unutar kortikotemporalne regije
mozga uz moguce leptirasto Sirenje preko kaloznog korpusa u drugu hemisferu. Patoloski
nalaz glioblastoma karakteriziran je prvenstveno nekrozama po ¢emu se razlikuje od
anaplasti¢nog astrocitoma. U glioblastomu su nekroze pseudopalisadno razmjeStene, a
prisutne su i kalcifikacije, te nerijetko cisticke promjene (7,8).

Simptomi kod bolesnika s GBM su najceS¢e epilepticki napadi, mucnina i povracanje,
glavobolja i hemipareza, te progresivni gubitak pamcenja i osobnosti, te neuroloski deficit
zbog zahvacenosti temporalnog i frontalnog reznja.

Trenutno ne postoje standardi za odredivanje stupnja prosirenosti (staging) glioma (9). Smatra
se da su vazniji parametri predvidanja ishoda kod bolesnika histologija tumora, njegova
lokalizacija 1 biologija. S druge strane, kod glioma se TNM-klasifikacija (tumor-cvor-
metastaza, engl. tumor-node-metastasis) Ameri¢ke zdruZene komisije za rak (American Joint
Committee on Cancer — AJCC) nije pokazala kao dobar prediktor ishoda (10). Stoga je
klasifikacija glioma prema WHO preciznija u procjeni ishoda poSto stupnjuje tumor ovisno o

njegovoj hipercelularnosti, stopi mitoze, prisutnosti nekroze i vaskularne proliferacije (9).

Tablica 3: Prikaz SZO sustava stupnjevanja glioma (5)

SZO SUSTAV STUPNJEVANJA

GLIOMA

Stupanj I (juvenilni pilocitni tumor) Dobroc¢udni sporo-napreduju¢i tumor, obi¢no
povezan s dugotrajnim preZivljenjem; najmanja
moguénost recidiva

Stupanj II (astrocitom) PoveCana  hipercelularnost, bez  mitoza,

vaskularne proliferacije ili nekroza; mozZe

recidivirati kao tumor viSeg stupnja

Stupanj III (anaplasti¢ni astrocitom) Visoka stopa hipercelularnosti i mitoza, bez
vaskucCarne proliferacije i nekroza; visoka stopa

recidiva

Stupanj IV (glioblastom) Vrlo visoka stopa hipercelularnosti, mitoze, uz

vaskularnu proliferaciju i prisutnost nekroze



http://en.wikipedia.org/wiki/Hemiparesis
http://en.wikipedia.org/wiki/Temporal_lobe
http://en.wikipedia.org/wiki/Frontal_lobe

1.2. Etiopatogeneza glioblastoma

Uzroci tumora SZS-a su nepoznati, ali je kod ve¢ine mozdanih tumora dokazana genetska
abnormalnost koja uzrokuje nekontrolirani rast stanica (8). Postoji genska sklonost za razvoj
glioma te su ispitivanja dokazala mutacije u nekim molekularnim putevima (pS3-MDM2-p21
i pl6-pl5-CDK4-CDK6-RB) koje su povezane s vecom ucestalosti i brZom progresijom
astrocitoma. Uz to neki nasljedni ¢imbenici imunosne reakcije kao HLA-karakteristike mogu

biti pozitivno ili negativno povezani s razvojem glioblastoma (8).

Za GBM su karakteristicne brojne genetske mutacije (11). Tako se istiCe gubitak
heterozigotnosti na 10q (povezane s niskim prezivljenjem) 1 p53 (gubitak svojstva tumorske
supresije). Takoder kod GBM postoji povecana izrazenost nekoliko faktora: EGFR (receptor
epidermalnog faktora rasta koji kontrolira stani¢nu proliferaciju), kao i VEGF (engl. vascular
endothelial growth factor, vaskularni endotelni faktor rasta) koji kontrolira angiogenezu) te
MDM?2 (murine double minute amplifikacija) koji omogucava bijeg od supresivnog
mehanizma p53 (veZuci se na pS3 1 suprimirajuci njegovo normalno djelovanje). Znacajne su
i promjene enzima MGMT (metilgvanin metil transferaza) koji sudjeluje u popravku DNK, s
obzirom da se uocava pojacanje (amplifikacija) MGMT koja pridonosi rezistenciji GBM na
kemoterapiju (11). Od svih mutacija osobito je znacajno povecana izrazenost VEGF koji
sudjeluje u angiogenezi (proces nastajanja novih krvnih zila). Tako su u GBM utvrdene
izuzetno visoke koncentracije VEGF liganda i receptora u usporedbi s tumorima niZeg stupnja
i normalnim mozdanim tkivom (12). To ukazuje da u GBM postoji povecanje vaskularne
permeabilnosti, endotelnih pukotina i fenestracija, Sto omogucuje ubrzan rast tumora, a moze

se koristiti u terapijske svrhe (9).

S obzirom na genetske poremecaje, molekularnu klasifikaciju na temelju ekspresije gena i
signalizirajuée procese, postoji nekoliko podgrupa GBM: klasi¢ni, mezenhimalni 1

proneuralni podtipovi ("Classical", "Mesenchymal" 1 "Proneural” subtipovi) (13).

Ne postoje jasni faktori rizika za nastajanje GBM, ali se isticu neki ¢imbenici (9). Tako se
pokazalo da je nastajanja GBM vezano za rasu (¢eSc¢e u bijele rase), spol (¢es¢e u muskaraca),

dob (>45 god.), te uz genetske abnormalnosti (tuberozna skleroza, neurofibromatoza tip 11 11,



Turcotov sindrom, Li-Fraumeni sindrom), ionizacijsko zraCenje, postojanju niZeg stupnja

glioma (gliom Il i III stupnja) (14).

Takoder se navodi patogenetski utjecaj mikrookoliSa, s obzirom da gliomski mikrookoli$
moze preusmjeriti i ne-neoplasticne astrocite u reaktivan fenotip koji onda izlucuje brojne
faktore. Postoje pretpostavke da mladi mozak moZe zaustaviti stvaranje glioma putem
endogenih neuronskih mati¢nih i progenitorskih stanica koje izlu€uju ¢imbenike tumorske

supresije, ali se to jos ispituje (15).

Tablica 1: Genetske mutacije u GBM (11) (EGFR — receptor epidermalnog faktora rasta,
VEGF - vaskularni endotelni faktor rasta, MDM2 - murine double minute, MGMT —

metilgvanin metil transferaza)

GENETSKE MUTACIJE I ZNACAJKE

MUTACIE ZNACAJKE

Gubitak heterozigotnosti na | Povezano s niskim prezivljenjem; ¢ini se da pridonosi

10q razvoju GBM

pS3 Gubitak svojstva tumorske supresije

EGFR Kontrolira stani¢nu proliferaciju; povecana izraZenost u
GBM

VEGF Kontrolira angiogenezu; povecana izrazenost u GBM

MDM?2 amplifikacija PoviSena regulacija omogucava bijeg od supresivnog

mehanizma p53 vezu¢i se na pS53 1 suprimirajuci

njegovo normalno djelovanje

MGMT amplifikacija Enzim zaduZen za popravak DNK koji pridonosi

rezistenciji GBM na kemoterapiju




Za razliku od drugih malignih bolesti (poput karcinoma pluca, dojke ili kolona) kod GBM ne
postoje jasni rizi¢ni faktori za njegovo nastajanje koji bi bili prepoznatljivi u skriningu.

Medutim neki su trendovi ipak prepoznati (Tablica 2).

Tablica 2: Znacajke vezane za pojavu GBM (14)

ZNACAJKE
ZNACAIJKE RIZIKA OBILJEZJA
Rasa Ceice u bijele rase
Spol Cesée u muskaraca
Dob >45 god.
Genetske abnormalnosti Tuberozna skleroza, neurofibromatoza tip 1

1 II, Turcotov sindrom, Li-Fraumeni

sindrom
Ionizacijsko zracenje IzloZenost ionizacijskom zracenju
NiZi stupanj glioma Gliom II. stupnja, gliom III. stupnja




1.3. Patohistologija glioblastoma

Makroskopski glioblastom ima nejasne granice prema okolnoj mozgovini, to je neoStro
ogranicen tumor Cija je rezna ploha sivkasta s podrucjima Zzuckaste nekroze. Centralna
nekroza moze Ciniti 1 visSe od dvije tre¢ine tumorske mase. Unutar tumorske mase Cesto se
nadu toCkasta crvenkasta i smeckasta podrucja koja odgovaraju svjezim i starim krvarenjima.
Makroskopski se nalaze i cisticna razmekSanja unutar tumorske mase koja su ispunjena
zamucéenim sadrzajem koji odgovara kolikvacijskom nekroti¢cnom tumorskom tkivu. Glavnina
tumora smjestena je u bijeloj tvari, ali nerijetko se tumorsko tkivo §iri u leptomeninge i duru.
Ubrzano Sirenje GBM zamije¢eno je kroz kapsulu internu, forniks, prednju komisuru i
opti¢ku radijaciju. Te strukture sluze kao vodi¢ tumorskim stanicama, omogucéuju stvaranje
nove tumorske mase na drugoj strani §to na radioloskim prikazima stvara sliku multifokalnog
tumora. Glioblastom se rijetko Siri u subarahnoidalni prostor i zbog toga se 1 rijetko Siri duz
cerebrospinalnog likvora. Tumorsko tkivo Siri se i perivaskularnim prostorima, ponekad se

nade i angioinvazija u lumen krvne zile i stvaranje tromba tumorskih stanica.

Mozdani glijalni tumori visokog stupnja su heterogeni s obzirom na sastav izvornih tumorskih
stanica i stani¢ni sastav (15). Histoloski glioblastomi sadrZe razli€ite stanice, od kojih su neke
visokog tumorogenog potencijala, a druge potencijala mati¢nih stanica (one su mozda izvori
recidiva tumora). Patoloski nalaz glioblastoma je prvenstveno karakteriziran nekrozama po
kojima se razlikuje od anaplasti¢nog astrocitoma. Takoder u patogenezi vaznu ulogu imaju
tumoru pridruZene stanice parenhima, kao Sto su vaskularne stanice, mikroglije, periferne

imunoloske stanice i neuroprekursorske stanice.

Stoga je patohistoloSki u GBM moguce vidjeti male stanice s minimalno citoplazme i
okruglim hiperkromatskim jezgrama kao 1 velike multinuklearne stanice (7,16). Uocava se
porast stani¢ne i mikrovaskularne proliferacije, te brojne mitoze i tumorska nekroza koja se u
GBM moze vidjeti kao mikronekroticno ZzariSte ili Siroka zona nekroze okruzena
hipercelularnom zonom (16). Studije ukazuju da u GBM koli¢ina nekroze korelira s
koncentracijom inhibitora aktivatora plazminogena 1 (PAI-1), dok je obrnuta korelacija s
koncentracijom tkivnog aktivatora plazminogena (tPA) (7). Moguca su i opsezna krvarenja

(koje nerijetko izazivaju simptome poput inzulta), te prisutnost tromboze krvnih Zila koje



okruzuju tumorsku masu ili su unutar nje. Tumorsko krvozilje je izvor prehrane tumora, a ima
i ulogu gnijezda za tumorske mati¢ne stanice. Histoloski glioblastom definiramo kao
anaplasti¢ni celularni glijalni tumor graden od slabo diferenciranih, nerjetko 1 vrlo
polimorfnih tumorskih astrocita s naznacenom nuklearnom atipijom 1 visokom mitotskom
aktivnoSc¢u. Atipi¢ne mitoze Cesto se vide unutar tumora. Proliferacijski indeks Ki67/MIB-1
pokazuje veliku raznolikost unutar istog tumora. Umjerene vrijednosti proliferacijskog
indeksa su izmedu 15 1 20%. Tumor graden od malih stanica u pravilu pokazuje vecu
proliferacijsku aktivnost (nerjetko iznad 20%) u usporedbi s tumorom gradenim od
neoplasti¢nih gemistocita gdje se nalazi prosjecna proliferacijska aktivnost od 5-8%. Razlika
u proliferacijskom indeksu ne odrazava se na prognozu. Za postavljanje dijagnoze najbitnija
je prisutnost mikrovaskularna

proliferacija 1/ili nekroze bez kojih se ne moZe postaviti dijagnoza glioblastoma. U invaziji

glioblastoma vaznu ulogu imaju stanice mikroglije (koje €ine i do 30% ukupne mase tumora).

Takoder je vazno medudjelovanje GBM s neuronskim prekursorskim stanicama ("NPCs —
neuronal precursor cells") koje usmjereno migriraju prema primarnim mozdanim tumorima (i
to na velikim udaljenostima), pronalaze¢i €ak i pojedinacne razasute stanice glioblastoma
(15). Zbog toga se NPCs danas smatraju sustavom ispostave terapeutika posto se skupljaju u
patoloSkom mozdanom tkivu te vjerojatno 1 u tumorima, i to zbog ekspresije CXCR4 (17-
19). Tijekom proteklih desetljeca sve je viSe dokaza da glioblastom proizlazi iz genetski
transformiranih mati¢nih ili prekursorskih stanica koje zadrzavaju ekspresiju celularnih
biljega NPCs (20). Upravo su stoga istrazivacke eksperimentalne tehnike nuzne za

razlucivanje populacije NPCs-a pridruZzene tumoru od same tumorske mase (15,18,21).



Slika 1. Pseudopalisadiranje tumorskih glijalnih stanica na tumorsku nekrozu.

H&E X200

Slika 2. Gusto celularna tumorska astroglijalna tumorska populacija s nalazom mitotske

aktivnosti. H&E X400



1.4. Znacenje vaskularizacije, CD44 i CD105 (endoglina) kod glioblastoma

Glioblastom je najbolje vaskularizirani tumor mozga. Angiogenezu glioblastoma
mikroskopski obiljezava mikrovaskularna proliferacija kao morfoloSki biljeg koji, po
odrednicama klasifikacije tumora Svjetske zdravstvene organizacije, razlikuje glioblastom od
bolje diferenciranih astroglijalnih tumora. Mikrovaskularna proliferacija se ocituje pojavom
krvozilnih tjeleSaca sli€nih bubreznim glomerulima (glomeruloidnih tjeleSaca) koja su
gradena od hiperplasti¢nih i proliferacijski aktivnih endotelnih stanica okruzenih bazalnom
membranom, pericita i glatkih miSi¢nih stanica. Neovaskularizacija glijalnih tumora mozga
korelira s njihovom bioloSkom agresivno$€u, stupnjem zloc¢udnosti te prognozom.
Neovaskularizacija glioblastoma, zahvaljuju¢i nepostojanju krvnomozdane prepreke oko
novostvorenih krvnih Zila, omogucuje i migraciju tumorskih stanica, razaranje okolnog tkiva
edemom te nakupljanje radioloskog kontrasta. Hipoksija se smatra glavnim uzrokom ubrzane
angiogeneze u koju je ukljuceno viSe od stotinu gena. Glavni ¢imbenik vaskularne disfunkcije
je vaskularni ¢imbenik rasta (VEGF) kojeg proizvode palisadno poredane tumorske stanice uz
nekrozu zbog nastale hipoksije. VEGF inducira angiogenezu, povecava vaskularnu
permeabilnost i odreduje smjestaj stanica podrijetla koStane srzi. Nekroza je udruzena s
agresivnim ponaSanjem tumora. Ponekad se u velikim podru¢jima nekroze nalaze odrZane tek

krvne Zile i pokoja tumorska stanica (22).

Mjerenje gustoce novostvorenih krvnih Zzila (MVD, od engl. microvessel density) u
najaktivnijim podrucjima tumorske neovaskularizacije (engl. hot spot) najeS¢a je metoda
koja se koristi u morfoloSkim studijama proucavanja i mjerenja tumorske angiogeneze.
Prosjena gusto¢a krvnih Zila glioblastoma odredena na hemisfernim rezovima mozgova
preminulih bolesnika vec¢a je od gusto¢e okolne normalne bijele tvari, ali se u 50%

pregledanih podruc¢ja tumora od nje uopc¢e ne razlikuje (23).

Neki istrazivaci kod procjene angiogeneze osim mjerenja gustoc¢e krvnih zila uveli su i
dodatne pokazatelje primjerice prevladavajuc¢i morfoloski obrazac neovaskularizacije (24,25).
Na temelju prisutnosti i brojnosti glomeruloidnih tjeleSaca, krvozilnih nakupina i krvozilnih
vijenaca definirali su dva prevladavajuca vaskularna obrasca u glioblastomu. To su bizarni i
klasi¢ni obrazac neovaskularizacije koji, prema njihovim rezultatima multivarijantne analize

prezivljenja, imaju prognosticki znacaj kod zlocudnih glioma. Bolesnici s prevladavaju¢im



klasi¢nim obrascem neovaskularizacije pokazivali su uz to i statisticki znacajno CeSce jaku
izrazenost VEGF-a nego oni s prevladavaju¢im bizarnim obrascem neovaskularizacije.
Bizarni obrazac neovaskularizacije smatra se kasnim, sekundarnim zbivanjem koje ne
uspijeva spasiti tumorsko tkivo od hipoksijom uzrokovane smrti. S druge strane klasi¢ni
obrazac neovaskularizacije prati stanicni rast te se pretpostavlja da bi ovi tumori imali koristi
od protuangiogenog lijeCenja.

Prognosticki znacaj odredivanja MVD-a i obrasca neovaskularizacije u glioblastomu je

proturjecan.

Slika 3. Sitnije krvoZzilne nakupine u glioblastomu. Mallory x100
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Slika 4. Glomeruloidne krvozilne nakupine u glioblastomu. Mallory x200

Angiogeneza je proces stvaranja novih krvnih Zila iz ve¢ postoje¢ih na temelju promjene
ravnoteZe proangiogenih i protuangiogenih ¢imbenika §to ih lu¢e tumorske stanice, endotelne
stanice 1 makrofagi (24). Angiogeneza omogucuje eksponencijalni rast tumora, te je uz
stani¢nu prilagodbu na hipoksiju klju¢an korak u progresiji razli¢itih tumora, pa tako i
glioblastoma. Zbog svoje potencijalne prognosticke i terapijske vrijednosti, angiogeneza je
predmet intenzivnog istraZivanja (26,27). S obzirom na njegovu iznimno bogatu
vaskularizaciju, glioblastom se smatra pogodnim za protuangiogeno lijecenje (28,29).
Medutim, kod protuangiogenog lijeCenja obi¢no se javlja otpornost na lijeCenje, koja se
objasnjava prijelazom tumora na alternativne proangiogene putove neovaskularizacije. Stoga
se pokusava bolje upoznati uloge regulacijskih procesa u tumorskoj neovaskularizaciji, rastu
tumora 1 njegovoj progresiji te otpornosti na lijecenje, Sto bi trebalo u konacnici dovesti do

poboljsanja lijeCenja glioblastoma (30,31).

Takoder je dokazana uloga CD44 u angiogenezi, prvenstveno na eksperimentalnim modelima
(32).
CD44 je dio obitelji transmembranskih glikoproteina koji su izrazeni u razliitim stanicama i

sudjeluje u brojnim stani¢nim procesima (stani¢na proliferacija, diferencijacija, prezivljenje i

11



pokretljivost stanica)(33). Ovaj glikoprotein je ukljuen u razvojne procese (fetalna
limfogeneza, neuoralno-aksonski razvoj) kao i fizioloske procese (hematopoeza, kretanje
leukocita). CD44 sudjeluje 1 u patoloskim procesima rasta tumora, proliferacije tumora i
rasapa tumorskih stanica. Pokazalo se da CD44 protein djeluje kao stani¢ni povrSinski ligand
koji stupa u medudjelovanje s endotelnim selektinima te pouspjeSuje metastaziranje
tumorskih stanica (32).

Moze se re¢i da je CD44 multistrukturalna i multifunkcionalna stani¢na adhezijska molekula
koja je ukljucena u procese stanicne proliferacije, diferencijacije, angiogeneze, stanicne
migracije 1 stani¢nog preZivljenja (34). Sva navedena bioloSka zbivanja vaZna su za
odrzavanje fizioloSkih procesa u normalnoj stanici, ali su takoder i povezana s patologijom
tumorskih stanica (35). Tako su studije na zivotinjskim modelima pokazale da CD44 ima
vaznu ulogu u tumorskoj proliferaciji 1 metastaziranju. PoveCana imunohistokemijska
izrazenost CD44 u tumorima dojke, prostate i gastrointestinalnog trakta povezuje se sa slabije
diferenciranim karcinomima histoloski viSeg stupnja kao i s nepovoljnijim prezivljenjem
bolesnika. Rezultati ve¢ine dosadasnjih istrazivanja pokazali su povezanost izmedu povecane
izrazenosti CD44 1 metastatskog potencijala tumorskih stanica. Uz to se CD44 navodi kao
biljeg subpopualacije mati¢énih tumorskih stanica iz kojih samoobnavljanjem moze
proliferirati glavnina tumorske mase. S druge strane, neki su radovi ipak na primjeru
karcinoma bubreznih stanica 1 non-Hodgkin limfoma dokazali povezanost povoljnijeg
prezivljenja kod povecane izrazenosti CD44 u tumorskim stanicama.

Do sada su provedena pojedina istraZivanja o molekulama znacajnim za vaskularizaciju
glioblastoma. Tako se u radu Tremmela M. 1 sur. iz 2009. godine navodi povecana izrazenost
CD44 u endotelnim stanicama koja je povezana s aktivno§¢u VEGFR-2 i HGF neophodnih u
razvoju tumorske vaskularizacije (36). Ipak, u dosadasnjim radovima su dobiveni razli€iti 1
dijelom oprecni podatci o imunohistokemijskoj izraZzenosti CD44 u tumorskim stanicama, a

ostala je dijelom i nejasna njegova uloga u tumorskoj neovaskularizaciji.

Endoglin (CD105) je transmembranski glikoprotein izraZzen na aktiviranim vaskularnim
endotelnim stanicama i akcesorni (dodatni) protein za sustav receptora transformirajuceg
¢imbenika rasta-f (TGF-B) (37). Endoglin je na Petoj medunarodnoj radionici o ljudskim
leukocitnim diferencijacijskim antigenima oznacen kao CD105 (cluster of differentiation
antigen), te se obicno koristi taj naziv. Strukturno, endoglin se sastoji od dvije disulfidno

povezane podjedinice (svaka od 95 kDa) koje tvore 180 kDa homodimerski zreli protein.
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Endoglin je, osim izraZenosti na endotelnim stanicama, takoder dokazan na povrsini nekoliko

drugih tipova stanica (37).

Gen za endoglin je dug 40 kb 1 kod Covjeka se nalazi na kromosomu 9934 (37). Genska
transkripcija rezultira u mRNA proizvodima s duzinom od 3,4 kb i 14 eksona. Pritom eksoni
od 1 do 12 kodiraju izvanstanicne domene, ekson 13 kodira transmembranski domenu, a
ekson 14 kodira citoplazmatsku domenu. Endoglin se izrazava kao dvije izoforme, kao duga
(L-CD105) i kratka (S-CD105), §to se temelji na duzini citoplazmatske domene. Mutacija
gena za endoglin je povezana s nasljednim hemoragijskim telangiektazijama (Osler-Weber-
Rendu sindrom) te je opsezno istrazena kod ove bolesti. Tako je dokazana vaznost endoglina
u vaskularnoj homeostazi, poSto mutacije endoglina ili njegovih signalnih posrednika dovode
do nasljednih hemoragijskih teleangiektazija za koje je karakteristi¢na vaskularna displazija,
Ceste epizode epistaksa, mukokutane teleangiektazije i arteriovenske malformacije u plu¢ima,

mozgu, jetri i probavnom traktu (37).

Izrazenost endoglina je poviSena na endotelnim stanicama kod zarastanja rana, razvoja
embrija, upalnih tkiva i solidnih tumora. Endoglin je biljeg aktivnosti endotela, a njegova
vaskularna izraZenost je ogranicena na proliferirajue stanice. Provedene studije su utvrdile
endoglin u nekoliko tipova solidnih tumora, pri ¢emu se pokazala korelacija ekspresije s
raznim klini¢kohistoloskim ¢imbenicima, ukljuuju¢i smanjenje preZivljenja i prisutnost
metastaza. Postoje nekoliko ispitivanja 1 pokusaji da se u miSeva s tumorom cilja endoglin 1

stanice koje izrazavaju taj protein koje su dale obecavajuce rezultate.
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1.5 Dijagnosticki protokol i procedure kod glioblastoma

U dijagnostici je vazan neuroloski pregled, kao i razgovor s obitelji (koji ukazuje na promjene
kognitivno-intelektualne i afektivne sfere), te potom provodenje neuroradioloSkih pretraga.
Uvodenje kompjutorizirane tomografije (CT) i magnetne rezonancije (magnetic resonance
imaging, MRI) potisnulo je klasiCne neuroradioloske pretrage (pneumoencefalografija,
angiografija) koje se upotrebljavaju tek iznimno (38).

Magnetna rezonancija otkriva lokalizaciju i veli¢inu patoloSke promjene te djelovanje na
okolne anatomske strukture (potiskivanje i infiltriranje) i patofizioloSka zbivanja (vaskularna
proliferacija, neovaskularizacija, perifokalni edem). Glioblastom se u MR-u prikazuju kao
nehomogena struktura s nekrozama, kalcifikacijama i krvarenjem, te opsezno podrucje edema
kao hiperintenzivno ostecenje. Obi¢no se ve¢ na osnovi MRI-snimanja odreduje tip glioma i s
velikim stupnjem pouzdanosti preliminarni zakljucci o stupnju njegove zlo¢udnosti. Ponekad
se u glioblastomu osim hiperdenznih oSte€enja nalaze cisticke formacije 1 kalcifikacije, te se
neuroradioloSki prikazuju kao oSte¢enja Sarolikog izgleda (8). Potrebno je naglasiti da
radioloske znacajke mogu biti karakteristicne, ali ne i patognomoni¢ne pa odlucujucu rijec¢
imaju neuropatolozi.

Definitivna dijagnoza tumora postavlja se histopatoloSkim nalazom za koji je potrebna
stereotaksijska dijagnostiCka biopsija tumora kojom se ispituje postavljena sumnja na
neuroglijalni tumori mozga (2,8). Ipak, pogreSke su moguce zbog mogucénosti da je biopsija
izvrSena u dijelu tumora koji je niskog stupnja ("low-grade malignoma"), dok visi stupanj
malignosti postoji u drugom dijelu istoga tumora. Stoga u interpretaciji histoloSkog nalaza
treba biti oprezan zbog mogucnosti postojanja dijelova tumora koji nisu ispitani, a koji mogu
imati sasvim druk¢ije patohistoloSke znacajke. Zato se definitivno miSljenje moze dati tek
nakon uklanjanja i analize tumora u cijelosti (2).

Od ostalih pretraga se moze uciniti fundoskopija (eventulano moze otkriti postojanje staze
papila) 1 elektroencefalografija (ako se tumor manifestira epilepticnim napadajima). Pritom se
kod epilepsije organskog tipa (uslijed tumorskog rasta) vide karakteristicni spori valovi
(delta-theta-valovi) unilateralno, te nalaz karakteristi¢an za epilepti¢na praZnjenja (kompleksi
Siljak-val) (2).

Takoder je u novije vrijeme znafajna mogucnost primjene Positron emission tomograpby
(PET) I (2,38). Dokazano je da PET snimanje moZe dati korisne informacije o regionalnom

protoku krvi u mozgu (regional Cerebral Blood Flow, rCBF) te o metabolizmu glukoze i
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aminokiselina u mozgu i samom tumoru. Dok je u niskom stupnju glioma sniZena
metabolicka aktivnost, kod tumora s elementima anaplasticnoga rasta je izrazito povecan

metabolizam glukoze i aminokiselina.
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1.6 Lijecenje glioblastoma

U lijjeenju tumora Zziv€anog sustava vaZzna je suradnja neurologa, neuroradiologa,
neurokirurga, neuropatologa i onkologa. S obzirom na njegov agresivan karakter, lijeCenje je
najc¢eS¢e neuspjesno. Vec samo postavljanje dijagnoze GBM donosi loSu prognozu, s 2-
godiS$njim prezivljenjem od 5%, iako postoje bolesnici s mnogo duZzim prezivljenjem (1).
Premda se i danas ne moZe postici izljeCenje takvih bolesnika, lijeenje je uspjeSnije, a pe-
togodiSnje prezivljenje je znatno produljeno. Uvodenje novih neuroradioloskih procedura
(posebno MR) omogucuje bolje dijagnosticiranje i stalno pracenje razvoja tumora. Medutim,
rezultat 1 prognoza ovise o osobnim karakterstikama, kao Sto su dob bolesnika, lokalizacija
tumora, infiltriranost tumora i stupanj anaplasticnog rasta (2). Kod GBM se primjenjuje vise
terapijskih protokola, ali niti jedan nije pokazao izrazitu prednost. Prema smjernicama
National Comprehensive Cancer Network svi bi bolesnici s novodijagnosticiranim GBM
trebali uciniti MR radi planiranja terapije (1,9,39). Kada se utvrdi da je tumor resektabilan,
uklanjanje tumora operativnim zahvatom je prvi korak (2).

Najvazniji postupak kod GBM je radikalna (totalna) resekcija tumora, ali se to u praksi tesko
postize radi njegovog infiltrativnog rasta, nejasne granice izmedu tumora i okolnog
mozdanoga tkiva te lokalizacija. Medutim, novije metode intraoperativnog neurofizioloskog
nadziranja (somatosenzorni evocirani potencijali, SSEP i "functional cortical brain mapping
JCBM, znatno povecavaju sigurnost neurokirur§kog zahvata i smanjuju poslijeoperacijske
komplikacije. Osobito korisna je i nedavno razvijena "funkcionalna" neuroradioloska metoda,
funkcionalna magnetna rezonancija (functional magnetic vcsonancc imaging, fMRI),
kombinirana s intraoperacijskim MR-snimanjem 1/ili stereotaksi¢nom kirurgijom (frameless
neuronavigation), te operacije na "budnom" bolesniku (2,9). S druge strane, parcijalna
(subtotalna) resekcija tumora ima svoju ulogu pri lokalizaciji tumora u vitalnim zonama
mozga. Iskustva govore da bolesnici nakon izvedene velike totalne resekcije tumora Zive
dulje te imaju bolje funkcionalne kapacitete, od onih sa subtotalnom resekcijom tumora
(7,40). U svakom slucaju, kirurSka resekcija GBM poboljSava prognozu bolesnika posto
uklanjanje tumorske mase ostavlja samo mikroskopske elemente tumora koji bolje reagiraju
na radio- ili kemoterapiju. Kada se glioblastom ne mozZe kirurSki u potpunosti ukloniti, lijeci
se iradijacijom uz kemoterapiju. Takvim se postupcima Zivot bolesnika s glioblastomom

moze produljiti za 6-9 mjeseci (8).

16



Osnovni neurokirurSski zadatak je maksimalna kirurSka resekcija tumora. Za razliku od
primarnog lijeCenja, u terapijskom pristupu recidiviraju¢ih glioma visokog stupnja ne postoji
standard pa terapijske mogucénosti ukljucuju reoperaciju, reiradijaciju, alternativne
termozolomidne protokole te razli¢ite CHT i nove eksperimentalne protokole (41).

Postoje razlicita izvijes¢a o reoperaciji GBM (42). Utvrdeno je da GBM lokalno recidivira u
preko 85% slucajeva, kada se smatra opravdano ponovo operirati ga. Pritom stopa reoperacije
varira od 10 do 33 %. Utvrdeno je da bolesnici nakon reoperacije bez ikakve adjuvantne
terapije pokazuju prezivljenje od 2 do 3 mjeseca, dok je to kod adjuvantne terapije do 12

mjeseci (41,43).

Proteklih se godina resekcija tumora vodena fluorescencijom istakla kao obecavajuca tehnika
optimizacije kirurgije malignih glioma. Pritom se koriste specijalni modificirani mikroskopi
koji intraoperativno vizualiziraju fluorescentno (rezidualno) gliomsko tkivo pa se izvodi
fluorescencija vodena resekcija primjenom 5-aminolevulinske kiseline (5-ALA) koja u
malignom gliomskom tkivu poti¢e stani¢no nakupljanja fluoresciraju¢eg protoporfirina IX
(44). Time se postize znacajno veca stopa kompletne resekcije tumorskog podrucja i znacajno
duze 6-mjesecno prezivljenje bez progresije nego kontrolna skupina (41% naprama 21%) (41,
44). Takoder 5-ALA fluorescencija ima znacajnu prediktivnu vaznost i kod vizualizacije
recidiviraju¢ih glioma (45). Utvrdeno je da u bolesnika s recidivirajuéim GBM kombinacija
fluorescencijom navodene resekcije i intraoperativne fotodinamicke terapije kloridnim spojem
FOSCAN rezultiraju znac¢ajnim produljenjem prezivljenja (41). Prema novijim preporukama
reoperacija se preporucuje kod nekoliko faktora: bolesnikovo stanje >KPI 60%, WHO 11,
recidiviraju¢i tumor koji ne prelazi srediSnju liniju, tumor koji ne ukljucuje govorne
(eloquent) regije; mogucnost odstranjenja vise od 70% tumora, planirane daljnje kemoterapije
i/ili re-iradijacija, stanje bolesnika koje ¢e imati koristi od reoperacije te kad on Zeli primiti
daljnje oblike lijecenja. Kod recidivirajuéeg GBM treba razmotriti kirursko lije¢enje ukoliko
bi time bilo poboljSano stanje bolesnika i planirani su daljnji oblici adjuvantne terapije, ali

kod takvih bolesnika ne bi smjela dolaziti u obzir reoperacija kao izoliran tretman (41).

Nakon operativnog zahvata u bolesnika sa GBM se mogu koristiti razli¢ite terapijske metode,
prvenstveno kemoterapija, od koje se pokazalo da samo temozolomid ima znaCajan utjecaj na
njihovo prezivljenje (9,46). Tako se vecina kemoterapije koristi u onih bolesnika kod kojih
prva linija nije dovela do uspjeha kao posljednji pokusaj produljenja prezivljenja. Moguca je i

lokalna kemoterapija primjenom karmustina (engl. carmustine ili BCNU-bis-

17



chloroethylnitrosourea) tako da se nakon uklanjanja tumora u kranijalnu Supljinu umecu

plocice karmustina.

Prema NCCN smjernicama, odluka o koriStenju kemoterapije u lije¢enju GBM ovisi o
bolesnikovom Karnofskyevom statusu (engl. Karnofsy Performance scale — KPS) (5,9,39).
Pritom KPS Kklasificira bolesnike prema njihovoj moguénosti da se bave normalnim
aktivnostima bez tude pomoci. Zbroj 70 ukazuje da je pojedinac u stanju skrbiti za sebe, ali
nije u stanju provoditi odredene svakodnevne aktivnosti poput rada (5). Za sve bolesnike ¢iji
je Karnofsky zbroj bodova iznad 70, NCCN preporucuje primjenu temozolomida uz
radioterapiju, cak i ako je lokalno implantirana plo¢ica BCNU. Za bolesnike sa zbrojem
bodova <70, NCCNU preporucuje radioterapiju ili kemoterapiju kod onih s implantiranim
BCNU ploc¢icama, dok je kod onih bez implantirane BCNU plo¢ice mogu¢ bilo koji oblik
kemoterapije, radioterapije ili oboje (39). U nekim sluc¢ajevima slabe reakcije na druge te-
rapijske pristupe pokusalo se s preparatima nitrozoureje, ali su rezultati slabi te se javljaju
prate¢e nuspojave (mucnine, povracanja, opstipacije, anoreksija, epilepticni napadaji,

neutrocitopenija i trombocitopenija itd).

Novija kemoterapijska mogucnost za bolesnike s GBM je razvoj VEGF inhibitora. Nedavno
je FDA (Food and Drug Administration, SAD) odobrila bevacizumab (Avastin), “humanized
monoclonal antibody” koji inhibira vaskularni endotelijalni faktor rasta A (VEGF-A) kao
moguce lijecenje za bolesnike kod kojih je doSlo do progresije GBM nakon primjene
standardne terapije, ali on jo§ nije ukljuen u NCCN terapijske smjernice (9). Nakon
operacije, ve¢ina bolesnika se izlaZe frakcioniranom vanjskom ciljanom zracenju koje moze
reducirati rast tumora (39). Pokazalo se da je radijacijska doza od 60—-65 Gy optimalna za
lijecenje bolesnika s GBM. Radioterapija ima adjuvantnu ulogu i pokazala se korisnom kod
bolesnika, iako o tome postoje kontroverzni rezultati (2). Pritom je potrebno imati u vidu
moguée neZeljene posljedice (promjene karaktera, poremecaji ponasanja, demencija,

hipopituitarizam, smetnje u kretanju 1 koordinaciji i radijacijske nekroze).

S obzirom na bolje upoznavanje patologije GBM, istrazivaci se usmjeravaju na razvoj ciljane
bioloSke terapije. Takva je npr. primjena otrova Skorpiona koji sadrzi jak neurotoksin
klorotoksin koji se u stanicama glioma veze selektivno na nisko-provodljive kloridne kanale
potrebne za ulazak klora u stanicu kako bi tumor invadirao okolno tkivo)(47). Iako se
blokadom kloridnih kanala koji sudjeluju u invaziji glioblastoma u okolnu tkivo zaustavlja se

tumorska invazija.
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Radiokirurgija (y-knife) pokazala se korisnom kod nepristupacnih i malih tumora te je za sada

dio kompleksnijih terapijskih protokola.

U lijeCenju je takoder vecinom potrebno dodatno lijeCenje antiepilepticima i
kortikosteroidima radi obuzdavanja simptoma uslijed tumorskog rasta. Pritom s rastom
tumora bolesnici Cesto imaju sve vecu potrebu za antiepileptickom i kortikosteroidnom
terapijom $to moze dovesti do brojnih interakcija i moguc¢ih nuspojava (9,11). Kod bolesnika
s GBM potreban je stalni nadzor rasta tumora i ponavljanje MRI-a. U slu€aju promjene
klinickog statusa bolesnika ili radioloskog nalaza koji upucuju na rast tumora, infiltriranje
okolnih vitalnih struktura ili na promjene bioloskog ponasanju tumora, preporucuje se

promijeniti terapiju (9).

Nazalost, stopa recidiviranja GBM iznimno je visoka (9,11). Kada se pojavi recidiv GBM,
terapija se odreduje prema navedenom Karnofsky statusu bolesnika i Cinjenici je 1i tumor
lokaliziran ili difuzan (5). Obzirom na vrlo nisko prezivljenje bolesnika s recidivom GBM,
terapija varira od dodatnog kirurSkog postupka radi uklanjanja tumora do razli¢itih

kombinacija dodatne sistemske kemoterapije, reiradijacije ili najbolje suportivne terapije (9).

Takoder se moze spomenuti eksperimentalnu terapiju kao ukljucuje brahiterapiju,
imunoterapiju, hipertermiju i fotodinamicku terapiju. Ipak, takve terapijske mogucnosti se
provode na malim skupinama i serije su male, a postignuti rezultati neuvjerljivi pa stoga oni

nisu standard bilo kojega klini¢kog protokola (2).
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1.7 Prognoza bolesti

Glioblastom je jedan od najzlocudnijih tumora u covjeka (6). Dok vecina osoba s
astrocitomom niskoga stupnja malignosti (slow grade), prezivljava viSe od pet godina, a
bolesnici s anaplastiénim astrocitomom 2,5 godine, osobe s GBM prezivljavaju krace od
godinu dana (8). KirurSko lijeCenje je tek dijelom uspjeSno s obzirom na njegov infiltrativni
rast zbog Cega je glioblastom nemoguce u potpunosti kirurSki odstraniti. S druge strane,
zracenje 1 kemoterapija su slabo djelotvorni poSto tumorske mati¢ne stanice mogu popraviti

terapijom uzrokovana oSte¢enja DNK.

Prema nekim podacima prosjek prezivljavanja bolesnika s glioblastomom iznosi 12-14
mjeseci, neovisno o primijenjenom lijeCenju. Ipak, u novije vrijeme se ishod lijeCenja i

vrijeme preZivljenja znatno razlikuju od rezultata objavljenih prije samo nekoliko godina (2).

Za prognozu je najznacajnija histologija posSto dijagnoza glioblastoma donosi loSu prognozu,
pri ¢emu 2-godiSnje preZivljenje iznosi 5% (1). Ipak, postoje razlike u prognozi s obzirom da
dob bolesnika. Tako prema istrazivanjima, dvije godine prezivi samo 2% bolesnika starijih od

65 godina i 30% onih mladih od 45 godina.

S obzirom da ipak postoje bolesnici s mnogo duzim prezivljenjem, moguca je varijabilnost
bioloskih karakteristika glioblastoma. Analiza utjecaja razliitih ¢imbenika na prognozu je
dokazala negativan utjecaj starije dobi bolesnika s glioblastomom. Tako bolesnici stariji od 50
godina imaju invazivnije i bioloski agresivnije oblike tumora, s brzim recidiviranjem i
anaplasti¢nim razvojem te kra¢im vremenom preZivljenja. Negativan prognosticki faktor je
neuroloski deficit u vrijeme prvog javljanja bolesnika koji upucuje na infiltrativan rast i
agresivan karakter tumora. S druge strane, epilepti¢ni napadaji bilo kojeg tipa (posebno ako
nije razvijen neuroloski deficit) su povoljan prognosti¢ki faktor posto tada bolest znatno
sporije napreduje pa je dulje vrijeme prezivljenja od onih bolesnika s poviSenim

intrakranijalnim tlakom i neuroloSkim deficitom (2).

Vjerojatno ¢e bolje upoznavanje etiopatogenze GBM doprinijeti razvoju novih terapijskih

mogucnosti (15).
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2. MATERIJALI I POSTUPCI

2.1 Ispitanici

Cilj istrazivanja je bio:
1. Imunohistokemijskom analizom odrediti izrazenost CD44 u glioblastomima.

2. Imunohistokemijskom analizom odrediti izrazenost endoglina 1 izraunati gustocu
novostvorenih krvnih zila u glioblastomima.

3. Korelirati imunohistokemijsku izrazenost CD44 s gusto¢om novostvorenih krvnih
zila u glioblastomima.

4. Odrediti prognosticki znacaj imunohistokemijske izrazenosti CD44 1 gustoce

novostvorenih krvnih zila u glioblastomima u odnosu na prezivljenje bolesnika.

Hipoteza ovog istrazivanja je da pojacana imunohistokemijska izrazenost CD44 pozitivno
korelira s gustoom novostvorenih tumorskih krvnih zila, Sto je povezano s loSijom

prognozom bolesnika s glioblastomom.

U istrazivanju se je koristio arhivski materijal 55 bolesnika operiranih u Klinici za
neurokirurgiju KBC ,,Sestre milosrdnice* u razdoblju od 01.01.2003. do 31.12.2009. godine
kojima je mikroskopski postavljena patohistoloska dijagnoza glioblastoma. Podaci o
patohistoloSkom nalazu dobiveni su iz raCunalne baze podataka ,,Thanatos* Klinickog
zavoda za patologiju ,,Ljudevit Jurak®. Zbog zastite osobnih podataka svaki bolesnik dobio je
jedinstveni broj s kojim je bio ukljuen u istraZivanje, a kao identifikacijski parametar
koristio se je broj protokola biopsije. Podatci o prezivljenju bolesnika dobiveni su iz Registra
za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo. PreZivljenje bolesnika iskazano je brojem dana

proteklih od dana operacije do smrti bolesnika.
U studiju su bili ukljuc¢eni samo oni bolesnici koji zadovoljavaju sljedece uvjete:
1. da za bolesnika postoje svi klini¢ki podaci i adekvatni patohistoloski nalaz

2. da bolesnici nisu prije operacije zraceni niti lijeCeni kemoterapijom

3. da se ne radi o recidiviraju¢em glioblastomu
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2.2 Metode istrazivanja

13

Iz arhive Klini¢kog zavoda za patologiju ,,Ljudevit Jurak® izdvojene su parafinske kocke
glioblastoma od svakog bolesnika koji je zadovoljavao gore navedene kriterije. Materijal je
bio obraden standardnom histoloSkom metodom koja je ukljucivala fiksaciju tkiva u 10%
puferiranom formalinu i1 uklapanje u parafinske blokove, rezanje na debljinu 5 um,
deparafiniziranje 1 bojenje standardnom metodom hemalaun eozin (HE) Za svaki su uzorak

svi rezovi susljedno izrezani iz iste parafinske kocke kako bi se vrednovala izraZenost

antigena u jednom te istom podrucju tumora.

U istrazivanju se koristilo primarno protutijelo na CD44 (razrjedenje 1:50, Dako) i primarno
protutijelo na endoglin (CD105) (razrjedenje 1:250 Dako). Imunohistokemijska analiza
ucinjena je LSAB metodom (LSAB, od engl. labeled streptavidin biotin) kao vizualizacijskim
sistemom na DAKO TechMate TM (DAKO, Danska) automatiziranom stroju za
imunohistokemijsko bojenje uz upotrebu streptavidin imunoperoksidaza MSIP protokola
(MSIP, od engl. microwave streptavidin immuno-peroxidase). Kao pozitivna kontrola za
protutijelo CD44 koristio se je prema preporuci proizvodaca Kod negativnih kontrola
umjesto primarnog protutijela koriSten je neimuni serum.

Rezultati imunohistokemijske analize za navedene biljege bili su analizirani svjetlosnim
mikroskopom 1 prikazani semikvantitativno odredujuci postotak imunoreaktivnih tumorskih
stanica na cijelom odabranom prerezu tumorskog tkiva.

Gusto¢a novostvorenih tumorskih krvnih zila (MVD) mjerila se u podrucju najaktivnije
neovaskularizacije tumora koja je odredena na nacin da se najprije provelo
imunohistokemijsko bojenje endoglinom (CD105) na odabranim prerezima tumorskog tkiva.
Za potrebe odredivanja gustofe novostvorenih krvnih Zila (MVD) endotelne su stanice
najprije imunohistokemijski obiljeZene protutijelom na CD105 (clone SN6h, proizvodac

Dako) u razrjedenju 1:10.

Pritom je uzeta ubzir Cinjenica da se izrazita ekspresija CD105 (endoglina) nalazi samo na

endotelnim stanicama u proliferaciji, ali ne i na normalnim krvnim Zzilama Sto ga ¢ini
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njihovim osjetljivijim obiljezivaCem od konvencionalnijih obiljeZivaca poput pan-endotelnih,
kao Sto su CD31, CD34 ili faktor VIII. Imunohistokemijska analiza ucinjena je LSAB
metodom kao vizualizacijskim sistemom na Dako TechMate automatiziranom stroju za
imunohistokemijsko bojenje uz upotrebu streptavidin imunoperoksidaza MSIP protokola. Kao

pozitivna kontrola za protutijelo koristilo se tkivo jetre.

Gustoca novostvorenih tumorskih krvnih Zila (MVD) odredila se u podrucju najaktivnije
neovaskularizacije (engl. hot spor) tumora koja se odabrala pregledavanjem histoloSkih
rezova tumora na malom povecanju (x 40). Pritom se MVD odredio u tri nepreklapajuca
velika vidna polja na Olympus BHS mikroskopu (400 x 0,196 mm?*/ vidnom polju) pri ¢emu
se kao jedna novostvorena krvna Zila brojio svaki odvojeni lumen okruzen CD105 pozitivnim
stanicama ili, ako lumena nije bilo, svaka CD105 pozitivna stanica. U statistickoj obradi

koristila se srednja vrijednost triju mjerenja.

Gustoca tumorskih zila (MVD) odredena je pregledavanjem imunohistokemijskim rezova
bojenih endoglinom najprije na malom povecanju (x 40) mikroskopa Olympus CX 41 da se
odredi mjesto najaktivnije neovaskularizacije tumora. Nakon toga se je u tri nepreklapajuca
velika vidna polja (X400) mikroskopa Olympus CX 41 odredio broj umorskih krvnih zila.
Novostvorena krvna Zila smatrana je kao svaki odvojeni lumen okruzen endoglin pozitivnim
stanicama 1ili, ako lumena nema, svaka endoglin pozitivna stanica (24). U statistickoj obradi

koristila se je srednja vrijednost triju mjerenja.
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2.3 Statisticke metode

Dobiveni rezultati su obradeni i ucinjena deskriptivna statistika s odgovaraju¢im mjerama
centralne tendencije (medijani i interkvartilni rasponi). Smirnov-Kolmogorovljevim testom je
potvrdena normalna raspodjela kvantitativnih podataka. Razlike u kategorijskim varijablama
izmedu ispitivanim skupinama analizirane su hi kvadrat testom. Razlike u kvantitativnim
vrijednostima napravljene su Kruskal-Wallis testom, te Mann-Whitney U tetsom. Korelacije
izmedu pojedinih klini¢kih vrijednosti s prezivljenjem prikazane su Pearsovim korelacijskim
koeficijentima, osim u kombinaciji s spolom kada su izracunati Kendall's tau_b koeficijenti.
Linearnim regresijskim modelom prikazan je multivarijatni utjecaj klini¢kih varijabli na

prezivljenje. Sve P vrijednosti manje od 0,05 su smatrane znacajnima. U analizi se koristila

programska podrSka IBM SPSS Statistics, verzija 19.0.0.1 (www.spss.com).
Dobiveni rezultati su prikazani tabli¢no i grafi¢ki. Rezultati koji su bili statisticki znacajni

oznaceni su oznakom *.
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3. REZULTATI

Analiza rezultata po spolu je pokazala da je od ukupno 55 bolesnika s glioblastomom bilo 26

(47,3%) zena, a 29 (52,7%) muskaraca (tablica 1, slika 5.).

Tablica 1: Deskriptivna statistika: spol

N %

Muski 29 52,7
Zenski 26 473
Ukupno 55 100,0

Slika 5. Prikaz odnosa ispitanika po spolu

Spol

CIMuski
7 enski
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Analiza dobi je pokazala da je od ukupno 55 bolesnika s glioblastomom, mladih od 65 godina bilo
29 (52,7%), a starijih od 65 godina 26 (47,3%) bolesnika (tablica 2, slika 6.).

Tablica 2: Deskriptivna statistika: dob

N /)
<65 godina 29 52,7
>=65 godina 26 47,3
Ukupno 55 100,0
Slika 6. Prikaz odnosa ispitanika po dobi
Dob: skupine
(=85 gadina

A’
'

)

47 7T%

B4 ==65 gadina
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Ucinjena je deskriptivna statisticka analiza bolesnika s glioblastomom po dobi, duljini prezivljenja,
CD44, MVD/CD105 i Karnofsky Score-u i dobiveni sljede¢i rezultati (tablica 3).

Analiza dobi je pokazala aritmeticku sredinu 62,58 (SD 9,24, od 47,00 do 77,00). Rezultati su
pokazali da je 25% ispitanika imalo najvise 55 godina, 50% je imalo najviSe 63 godine, a 75% je
imalo najvise 71 godinu.

Analiza prezivljenja u danima je pokazala aritmeticku sredinu 183,82 (SD 133,16, od 7,00 do
512,00). S obzirom na prezivljenje, 25% ispitanika je prezivjelo najvise 87 dana, 50% ispitanika je
prezivjelo najvise 151 dan, a 75% ispitanika je prezivjelo najvise 263 dana.

Analiza MVD/CD105 je pokazala aritmeti¢ku sredinu 15,64 (SD 8,91, od 3,67 do 52,33). Pritom je
25% 1ispitanika imalo MVD/CDI105 vrijednost manju ili jednaku 9,33, 50% ispitanika je imalo
MVD/CD105 vrijednost manju ili jednaku 13, a 75% ispitanika je imalo MVD/CD105 vrijednost
manju ili jednaku 21

Analiza CD44 pokazala aritmeticku sredinu 64,91 (SD 17,23, od 40,00 do 90,00). S obzirom na
CD44, 25% ispitanika je imalo CD44 vrijednost manju ili jednaku 50, dok je njih 50% imalo CD44
vrijednost manju ili jednaku 65, a 75% ispitanika CD44 vrijednost manju ili jednaku 80.

Analiza Karnofsky score-a je pokazala aritmeti¢ku sredinu 75,45 (SD 20,89, od 40,00 do 100,00).
Pritom je kod 25% ispitanika bio manji ili jednak 60, kod 50% ispitanika manji ili jednak 80, a kod
75% 1spitanika manji ili jednak 90.
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Slika 11. Imunohistokemijski prikaz CD44 u tumorskim stanicama glioblastoma naseg
bolesnika u kojem se vidi difuzno pozitivna reakcija (smede obojenje). H&E X 200.
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Slika 12. Imunohistokemijski prikaz CD44 u tumorskim stanicama glioblastoma naSeg
bolesnika u kojem se vidi difuzno pozitivna reakcija (smede obojenje). H&E X 400.
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Slika 13. Imunohistokemijski prikaz obojenja zila na endoglin (CD105) u glioblastomu
naSeg bolesnika u kojem se vide tumorske Zile obrubljene smedim obojenjem. H&E
X100.
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Slika 14. Imunohistokemijski prikaz zila na endoglin (CD105) u glioblastomu naSeg
bolesnika u kojem se vide tumorske Zile obrubljene smedim obojenjem. H&E X 400.
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Tablica 3. Deskriptivna statistika za dob, duljinu prezivljenja, CD44, MVD/CD105 i Karnofsky

score (ukupni N=55)

. oy Percentile
Arltmcftlcka SD Min Max

sredina 25. Medijan 75.
Dob 62,58 9,24 47,00 77,00 55,00 63,00 71,00
Prezivljenje (dani) 183,82 133,16 7,00 512,00 87,00 151,00 263,00
MVD/CD105 15,64 8,91 3,67 52,33 9,33 13,00 21,00
CD44 64,91 17,23 40,00 90,00 50,00 65,00 80,00
Karnofsky score 75,45 20,89 40,00 100,00 60,00 80,00 90,00

StatistiCka analiza je pokazala nekoliko statisticki zna¢ajnih korelacija (tablica 4, slike 7.,8.,9.).

1. Utvrdena je negativna korelacija izmedu CD44 1 prezZivljenja (P=0,023)(veca ekspresija CD44
korelirala je s kra¢im prezivljenjem).

2. Utvrdena je pozitivna korelacija izmedu Karnofsky score-a 1 prezivljenja (P=0,018)(veci
Karnofsky score je korelirao s duljim prezivljenjem).

3. Pokazala se povezanost vece ekspresije CD44 i Zenskog spola (P=0,039) (pritom se u analizi
koristio drugi koeficijent korelacije jer je spol nominalna varijabla).

Sve je graficki prikazano na slikama 7.,8.,9.
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Tablica 4. Korelacijski koeficijenti izmedu dobi, duljine prezivljenja i pojedinih klini¢kih parametara

MVD/CD105 | CD44 Ka;c‘:)"rf:ky Dob P”Zi;:ljie)“je Spol
Korelacijski koeficijent 1,000 0,234 0,120 -0,036 0,072 0,022
MVD/CD105 P 0,085 0,383 0,793 0,602 0,846
N 55 55 55 55 55 55
Korelacijski koeficijent 0,234 1,000 -0,091 0,022 -0,306 0,241
CD44 P 0,085 0,508 0,874 0,023 0,039
N 55 55 55 55 55 55
Korelacijski koeficijent 0,120 -0,091 1,000 -0,242 0,318 -0,093
Karnofsky score P 0,383 0,508 0,075 0,018 0,437
N 55 55 55 55 55 55
Korelacijski koeficijent -0,036 0,022 -0,242 1,000 -0,189 0,142
Dob P 0,793 0,874 0,075 0,167 0,212
N 55 55 55 55 55 55
Korelacijski koeficijent 0,072 -0,306 0,318 -0,189 1,000 0,087
Prezivljenje (dani) P 0,602 0,023 0,018 0,167 0,438
N 55 55 55 55 55 55
Korelacijski koeficijent 0,022 0,241 -0,093 0,142 0,087 1,000
Spol* P 0,846 0,039 0,437 0,212 0,438
N 55 55 55 55 55 55

*Kendall's tau_b
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Regresijski pravac izmedu ekspresije CD44 1 prezivljenja je pokazao da je veca ekspresija CD44

korelirala s kra¢im prezivljenjem (u danima)(slika 7).

Slika 7. Regresijski pravac izmedu ekspresije CD44 1 prezivljenja
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Regresijski pravac izmedu Karnofsky score-a 1 prezivljenja je pokazao da je vec¢i Karnofsky score

korelirao s duljim prezivljenjem (u danima)(slika 8).

Slika 8. Regresijski pravac izmedu Karnofsky skora i prezivljenja
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Usporedba ekspresije CD44 u odnosu na spol je pokazala da je Zenski spol imao znacajno vece

vrijednosti ukupne ekspresije CD44, sto je dodatno dokazano Mann-Whitney U testom
(P=0,039) (slika 9).

Slika 9. Box i Whiskerov graf usporedbe ekspresije CD44 u odnosu na spol (P=0,039)
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CD44 je analiziran po skupinama izrazavanja tog biljega: 0-45, 46-75 1 76-100 (tablica 5).

U CD44 skupini od 0-45 je bilo ukupno 12 (21,8%) bolesnika, od ¢ega 7 (24,1%) muskaraca i 5
(19,2%) Zena; u CD44 skupini od 46-75 je bilo ukupno 24 (43,6%) bolesnika, od ¢ega 16 (55,2%)
muskaraca 1 8 (30,8%) Zena; a u CD44 skupini od 76-100 ukupno 19 (34,5%) bolesnika, od ¢ega 6
(20,7%) musSkaraca 1 13 (50,0%) Zena. Nije pronadena statisticki znacajna razlika dobivenih
rezultata pri ¢emu je P=0,066 grani¢an rezultat. U odnosu na spol, CD44 je bolje prikazati kao

kontinuiranu varijablu nego po skupinama.

Tablica 5. Usporedba izraZzenosti CD44 prema skupinama u odnosu na spol (hi kvadrat test)

Spol
= Ukupno
Muski Zenski
N 7 5 12
0-45
% 24,1% 19,2% 21,8%
N 16 8 24
CD44 skupine 46-75
% 55,2% 30,8% 43,6%
N 6 13 19
76-100
% 20,7% 50,0% 34,5%
N 29 26 55
Ukupno
% 100,0% 100,0% 100,0%
Vrijednost df P
Hi kvadrat test 5,431 2 0,066
Ukupno 55
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Analiza CD44 po dobnim skupinama je pokazala sljedeée rezultate (tablica 6). Tako je u skupini
do 65 godina u kojoj je bilo ukupno 29 (100,0%) bolesnika, njih 4 (13,8%) bilo u CD44 skupini 0-
45, 16 (55,2%) bolesnika u CD44 skupini 46-75, a 9 (21,0%) bolesnika u CD44 skupini 76-100.

Analizom skupine iznad 65 godina u kojoj je bilo bilo ukupno 26 (100%) bolesnika, njih 8 (30,8%)
je bilo u CD44 skupini 0-45, zatim njih 8 (30,8%) u CD44 skupini 46-75, a 10 (38,5%) bolesnika u

CD44 skupini 76-100. Pritom nije pronadena statisticki znacajna razlika.

Tablica 6. Usporedba izrazenosti CD44 prema skupinama u odnosu na dobne skupine (hi
kvadrat test)

Dob: skupine
Ukupno
<65 godina >=65 godina
N 4 8 12
0-45
% 13,8% 30,8% 21,8%
N 16 8 24
CD44 skupine 46-75
% 55,2% 30,8% 43,6%
N 9 10 19
76-100
% 31,0% 38,5% 34,5%
N 29 26 55
Ukupno
% 100,0% 100,0% 100,0%
Vrijednost df P
Hi kvadrat test 3,901 2 0,142
Ukupno 55
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Ukupno se moze zakljuciti da nema znacajnih razlika u ekspresiji CD44 skupina prema spolu i
dobi. Razlike u spolu su na grani¢noj razini (P=0,066) (pritom je Cinjenica da je bolje CD44

prikazati kao kontinuiranu varijablu nego prema skupinama).

Takoder je provedena analiza pojedinih CD44 skupina (0-45, 46-75, 76-100) prema pojedinim
parametrima — dobi, MVD/CD105, Karnofsky score-u, prezivljenju (tablica 7).

Statisticka analiza navedenih parametara nije pokazala statisticki znacajnu razliku, osim u odnosu
CD44 1 prezivljenja (P=0,0117). Tako je u CD44 skupini 0-45 prezivljenje iznosilo prosjecno
185,67 dana (od 7,00 do 477,00), dok je u CD44 skupini 46-75 prezivljenje bilo najvece 1 iznosilo
prosje¢no 234,42 dana (od 23,00 do 512,00), a u CD44 skupini 76-100 je znacajno padalo i
iznosilo prosjecno 118,74 dana (od 13,00 do 352,00).
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Tablica 7. Prikaz dobi, MVD/CD105, Karnofsky score-a, prezivljenje kod pojedinih skupina CD44

(Kruskal-Wallis test)

40

: % Percentile
g(ll):l‘;i‘ne N Arsllt'::lei;l;ka SD Min Max 25. Medijan 75.
0-45 12 65,17 8,89 | 4700 | 77.00 | 5725 67.50 70,75
Dob 46-75 24 60.50 9,51 | 4800 | 77.00 | 5175 60,00 68.75
76-100 19 63,58 9,00 | 4900 | 7500 | 5500 65,00 72,00
0-45 12 14,56 8,10 6,00 | 32,00 8,42 11,50 21,58
MVD/CD105 46-75 24 14,19 5,96 3,67 | 2467 | 10,00 12,50 20,08
76-100 19 18,16 1194 | 667 | 5233 8,78 13,00 22,67
0-45 12 74,17 2275 | 40,00 | 100,00 | 52,50 70,00 100,00
Karnofsky score 46-75 24 7875 19.85 | 40,00 | 100,00 | 62,50 85,00 97.50
76-100 19 72,11 2149 | 40,00 | 100,00 | 50,00 80,00 90,00
0-45 12 185,67 142,00 | 7,00 | 477,00 | 74,00 173,50 | 27125
f;:igije“je 46-75 24 234,42 142,93 | 23,00 | 512,00 | 126,00 | 208,50 | 370,50
76-100 19 118,74 8298 | 13,00 | 352,00 | 59.00 121,00 | 151,00
Krusl’?:S:’Valhs df p
Dob 2,00 2 0,367
MVD/CD105 0.89 2 0,641
Karnofsky score 1,10 2 0,577
Prezivljenje (dani) 8,19 2 0,017




Jedine su znacajne razlike u bile u prezivljenju koje je bilo najvece u skupini 46-75, te znacajno
padalo u skupini 76-100 (slika 10.).

Usporedba prezivljenja izmedu CD44 skupina je dokazala najvece prezivljenje u CD44 skupini 46-
75 (prosjecno 234,42 dan), a najmanje prezivljenje u CD44 skupini 76-100 (prosjec¢no 118,74
dana) u kojoj je znacajno padalo, dok je u prvoj skupini s najmanje izrazenim CD44 (0-45)

prezivljenje prosjecno iznosilo 185,67 dana (slika 10.).

Slika 10. Box 1 Whiskerov graf usporedbe prezivljenja izmedu CD44 skupina
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Takoder je linearnim regresijskim modelom ucinjena analiza prognoze prezivljenja (tablica 8).
Uzeti su u obzir svi istaknuti parametri prognoze prezivljenja: dob, Zenski spol, MVD/CD105,
CD44 i1 Karnofsky score, te su odredivani nestandardizirani i standardizirani koeficijenti, t i P
vrijednost, te 95% Cl.

Kod analize CD44 primjenom linearne regresije dobiven je model koji objaSnjava 29% varijance
zavisne varijable (prezivljenje) i1 koji je statisticki znacajan (P=0,004).

Ukupno se moze istaknuti da su znacajni individualni prediktori za dulje prezivljenje
(kontrolirani na ostale varijable u modelu) bili: niza ekspresija CD44 (beta=-0,39, P=0,004), te
ve¢i Karnofsky score (beta=0,26, P=0,045) 1 Zenski spol (beta=0,31, P=0,017). Pritom je najjaci
individualni prediktor bila CD44 ekspresija.

Tablica 8. Linearni regresijski model prognoze prezivljenja

Netsandardizirani Standardizirani
. e 95% CI
koeficijenti koeficijenti ¢ o
| SlEHLIh Beta Donji | Gornji
greska

Dob -2,34 1,81 -0,16 -1,30 0,201 -5,97 1,29
Zenski spol* 83,03 33,56 0,31 2,47 0,017 15,60 150,47
MYVD/CD105 1,60 1,87 0,11 0,86 0,396 -2,15 5,36
CD44* -3,03 1,00 -0,39 -3,03 0,004 -5,05 -1,02
Karnofsky score* 1,65 0,80 0,26 2,05 0,045 0,04 3,26
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Ukupno se isticu sljedece rezultati:
1.Izrazenost CD44 u glioblastomima

Dobiveni rezultati su pokazali da je izrazenost CD44 u glioblastomima pokazala aritmeticku
sredinu 64,91 (od 40,00 do 90,00, SD 17,23). Pritom je 25% ispitanika imalo CD44 vrijednost
manju ili jednaku 50, dok je njih 50% imalo CD44 vrijednost manju ili jednaku 65, a 75%
ispitanika CD44 vrijednost manju ili jednaku 80.

2.IzraZenost endoglina i gustoée novostvorenih krvnih Zila u glioblastomima (MVD/CD105)

Dobiveni rezultati su pokazali da je izrazenost endoglina (CD105) i gusto¢e novostvorenih krvnih
zila u glioblastomima (analiza MVD/CD105) pokazala aritmeticku sredinu 15,64 (od 3,67 do
52,33, SD 8,91). S obzirom na MVD/CD105, 25% ispitanika je imalo MVD/CD105 vrijednost
manju ili jednaku 9,33, 50% ispitanika je imalo MVD/CD105 vrijednost manju ili jednaku 13, a
75% ispitanika je imalo MVD/CD105 vrijednost manju ili jednaku 21

3.Korelacije izmedu izraZenosti CD44 i gustoce novostvorenih krvnih Zila u glioblastomima

(MVD/CD105)

Dobiveni rezultati su pokazali da nije dokazana korelacija izmedu izrazenosti CD44 1 gustoce

novostvorenih krvnih zila u glioblastomima (MVD/CD105).

4. Prognosticki znacaj izraZenosti CD44 i gusto¢e novostvorenih krvnih zila (MVD/CD105) u

glioblastomima u odnosu na preZivljenje bolesnika

Dobiveni rezultati su pokazali znacaj izraZenosti CD44 koja je statisticki znacajno korelirala s
prezivljenjem bolesnika, ali ne i korelaciju izmedu gusto¢e novostvorenih krvnih zila

(MVD/CD105) u glioblastomima i prezivljenja bolesnika.
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4. RASPRAVA

Dijagnoza glioblastoma donosi loSu prognozu i kratko preZivljavanje pa je tako prema nekim
istrazivanjima dokazano da 5% bolesnika pokazuje 2-godiSnje prezZivljenje (48). Postoje, ipak,
bolesnici s mnogo duzim prezivljenjem, §to govori u prilog varijabilnosti bioloskih karakteristika
glioblastoma. Stoga se u prognozi bolesnika s glioblastomom nastoji utvrditi prognosticki znacaj
razlicitih ¢imbenika, pa tako i tumorskih biljega. Identifikacija tumorskih biljega kod glioblastoma
moze biti od prognostickog znacaja, te bi mogla pomo¢i u lije€enju bolesnika po individualnom

pristupu, s ciljem produljenja visSegodiSnjeg prezivljenja (1).

Medu istrazivanjima s ciljem utvrdivanja prognostickih ¢imbenika kod bolesnika s glioblastomom
isti¢e se studija koja je ispitivala tumorske markere, analizu DNA 1 klinicke znacajke na uzorcima
tkiva 32 bolesnika sa glioblastomom (1). Pritom se Kkoristila univarijantna i multivarijantna
statisticka analiza kojiom je utvrdena prognosti¢ka vrijednost niza ¢imbenika: ploidija tumorskih
stanica, postotak S-faze, indeks DNA, indeks bojenja p53 i Ki-67, te spol, rasa, dob, lokalizacija
tumora, utjecaj provodenja kemoterapije i postojanje primarnog glioblastoma u odnosu na
recidiviraju¢i tumor. Prema dobivenim rezultatima uocena je korelacija izmedu starije dobi i
smanjenja prezivljavanja, te je takoder utvrdeno da je smanjeno prezivljavanje bilo u odredenoj
vezi sa zenskim spolom, povecanjem Ki-67, te neprovodenjem kemoterapije prije uzimanje
uzoraka, kao i sa primarnim glioblastomom. S druge strane, nije dokazano prognosticko znacenje
rase, strane tumora, ploidije, S-faze, DNA indeksa i p53. Tako je multivarijantna analiza tih
bolesnika (1). Nasi rezultati su pokazali da su znac¢ajni individualni prediktori za dulje prezivljenje
bolesnika s glioblastomom bili: niza ekspresija CD44 (beta=-0,39, P=0,004), vec¢i Karnofsky score
(beta=0,26, P=0,045), te Zenski spol (beta=0,31, P=0,017), od Cega je najjaci individualni prediktor
bila CD44 ekspresija. Statistickom analizom je utvrdena negativna korelacija izmedu CD44 i
prezivljenja, tj. veca ekspresija CD44 korelirala je s kra¢im preZivljenjem bolesnika. S druge
strane, utvrdena je pozitivna korelacija izmedu Karnofsky score-a i prezivljenja, tj. ve¢i Karnofsky

score je korelirao s duljim prezivljenjem bolesnika s glioblastomom.
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Provodenje takvih ispitivanja je osobito od vaznosti radi utvrdivanja ¢imbenika odgovornih za
razvoj, metastatsko Sirenje i recidiviranje tumora mozga s obzirom da bi se tako mogli
identificirati mogu¢i dijagnosticki biljezi i ciljevi novih terapijskih postupaka (32). Medu takvim
potencijalnim biljezima se istice CD44, pa bi od velikog znacenja bilo procijeniti prognosticku

vrijednost CD44 u glioblastomu.

Za bolje upoznavanje CD44 kao potencijalnog tumorskog biljega potrebno je poznavati normalnu
strukturu i1 ulogu CD44 te njegovu ulogu u nastanku novotvorina, ukljucujuéi glioblastom, s
obzirom na njegovu moguéu povezanost s prognozom i metastaziranjem (33). Utvrdeno je da je
CD44 je transmembranski glikoprotein, ¢ije su razlicite izoforme kodirane temeljem alternativnog
RNA izrezivanja, a najbrojnija izoformna inacica je standardni CD44. Dok se standardni CD44
nalazi u najrazliitijim tkivima (srediSnjem Ziv€anom sustavu, plu¢ima, epidermisu, jetri i
pankreasu), izoformne inaCice CD44 (engl. CD44 variant, CD44v) imaju mnogo ograniceniju
raspodjelu (33). Tako su te inacCice (varijante) CD44 izrazene u tkivima u razvoju, ukljucujuéi i

embrionalni epitel.

Dokazano je da CD44 sudjeluje u adheziji matriksa, aktivaciji 1 navodenju limfocita, cijeljenju
rana, promociji rasta, stanicnom preZivljenju 1 migraciji te tumorskom rastu 1 metastaziranju
(32,49-51). ZnaCenje CD44 se istiCe u tumogenezi poSto CD44 takoder posreduje u
medudjelovanju izmedu izvanstanicnog matriksa 1 unutarstanicnog citoskeleta, pokazuje
medudjelovanje s Cimbenicima rasta i metaloproteazama matriksa, aktiviraju¢i tako signalne
puteve koji mogu potaknuti tumorski rast i supresiju apoptoze (32,52). Promjene izrazenosti CD44
molekula primjecene su kod razli€itih tipova tumora, poput tumora dojke, sarkoma mekih tkiva te

neuroblastoma (32,53,54).

Isticu se brojne uloge CD44, kao Sto je uloga u stanicnoj adheziji (agregaciji i migraciji),
degradaciji hijaluronata, aktivaciji limfocita, formiranju limfnih ¢vorova, mijelopoezi 1 limfopoezi,
angiogenezi te otpustanju citokina (33). Funkcije CD44 prije svega ovise o stani¢noj adheziji, bez
obzira o kojoj se okolini radi. Takoder postoje dokazi da se transfekcijom CD44 inacicama
stani¢nih linija bez metastatskog potencijala moze ostvariti metastatski potencijal u tim linijama.
Znacajno je da su uocene visoke vrijednosti izrazenosti CD44 kod nekoliko razli¢itih vrsta tumora.

Iako fizioloSke uloge CD44 upucuju da bi ova molekula mogla imati ulogu u metastatskom Sirenju
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tumora, ipak to¢na uloga CD44 u nastanku novotvorina jo$ nije sasvim jasno utvrdena i dalje se

istrazuje (33).

Provedeno je vise istrazivanja koja su ispitivala uzorak raspodjele CD44 u razli¢itim tumorima, pri
¢emu neka opazanja govore o tome da odredene stanice ne koriste CD44 ni u tumorogenezi niti u
stvaranju metastaza. Medutim, dobiveni podaci su izrazito proturjecni i potrebne su daljnje studije
kojima bi se utvrdio prognosticki zna¢aj CD44 i njegovih izoformnih inacica. Precizna uloga
CD44 u procesu metastaziranja i stupanj njegovog sudjelovanja u nastanku ljudskih zlo¢udnih

novotvorina tek se treba u potpunosti utvrditi (33).

Provedeno je nekoliko istrazivanja €iji se rezultati odnose na ulogu CD44 u nastanku novotvorina
te su dobiveni proturje¢ni rezultati. Tako se pokazalo da je u kolorektalnom karcinomu izraznost
CD44 povecana, dok nasuprot tomu kod karcinoma prostate postoji korelacija izmedu nize
izrazenosti CD44 i metastatske progresije (55)(56). Sli¢no tome, u nekim studijama je zabiljezeno
da pretjerana izrazenost CD44 suprimira metastatsku progresiju i invazivnost tumora, dok se u
drugim istraZivanjima pokazalo da je smanjena izraZzenost CD44 doprinijela smanjenju migracije i
invazije tumora (57-59). Stoga, iako CD44 vjerojatno igra vaznu ulogu u nastanku novotvorina, pa
tako i glioblastoma, te njthovom metastaziranju, narav uloge CD44 ocito varira ovisno o tkivu i/ili

patologiji (32).

Mi smo u naSoj analizi CD44 i CD105 kod glioblastoma utvrdili da je prosje¢ni CD44 iznosio
64,91 (od 40,00 do 90,00), a prosjecni MVD/CD105 15,64 (od 3,67 do 52,33). Statistickom
analizom je utvrdena negativna korelacija izmedu CD44 1 prezivljenja (P=0,023), tj. veca
ekspresija CD44 je korelirala s kra¢im preZivljenjem bolesnika. Stoga, nasi rezultati upucuju da je
povecana izraZzenost CD44 povezana sa smanjenim preZivljenjem bolesnika s glioblastomom, §to

govori u prilog potencijanom prognostickom znacenju tog biljega kod ovog tumora.

Unato¢ ocitoj povezanosti CD44 s malignim gliomima, ostaje sporna korisnost upotrebe
izrazenosti CD44 kao dijagnostiCkog alata ili prognostickog pokazatelja (32). Tako se izrazenost
standardnog CD44 i njegovih inacica u drugim tumorima, npr. u kolorektalnom karcinomu, nije

pokazao kao dobar prognosticki pokazatelj (60).
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Od novijih istrazivanja se isti¢e viSe studija koje su ispitivale znacenje potencijalnih tumorskih
biljega glioblastoma, pa su tako analizirani CD44, CD63, FN1, GADD45A i SPP1 (32). Dobiveni
rezultati pokazuju povecanu izraZenost navedenih gena u tumorima mozga i uklju¢enost svih njih u
vazne stani¢ne uloge koje bi mogle pridonositi karcinogenezi (61-65). Ipak, za utvrdivanje pravog
potencijala svih tih gena i biljega kao tumorskih biljega nuzne su daljnje studije. To se osobito
odnosi na CD44, s obzirom da je utvrdeno da je to Siroko rasprostranjen transmembranski protein

stani¢ne povrsine zaduZen za stani¢nu adheziju.

Znacenje CD44 kao prognosti¢kog pokazatelja pogorSanja zloCudne bolesti moze se objasniti na
nekoliko nacina. Tako se pretpostavlja da bi CD44 mogao promovirati zlocudnost preko brojnih
potencijalnih mehanizama (32). Smatra se da zlocudne stanice svoju pokretljivost ostvaruju
medudjelovanjem s komponentama izvanstanicnog matriksa preko specificnih receptora,
ukljucujuéi citoskelet putem stani¢ne signalizacije (66). S obzirom da je utvrdeno da CD44
uskladuje 1 podeSava stani¢nu adhezivnost, pokretljivost, degradaciju matriksa, proliferaciju i
stani¢no prezivljenje, svi ti ¢imbenic bi mogli dovesti do inicijacije metastatske kaskade (53).
Posto CD44 ima sposobnost vezanja za nekoliko razli¢itih komponenti izvanstanicnog matriksa
(uklju€ujuéi hijaluronsku kiselinu, kolagen, fibronektin, osteopontin), moguce je da to omogucuje
zaustavljanje 1 kasnije rast tumorskih stanica s izraZenosti CD44 na sekundarnim lokacijama

(32,67).

Ako se detaljnije analizira utjecaj CD44 na tumorski rast 1 Sirenje, postoji mogucnost da CD44
proteini u tome sudjeluju na barem tri razli¢ita nacina (33,52,68,69). Kao prvo, CD44 moze
poticati proliferaciju, pokretljivost i/ili invazivnost tumorskih stanica, §to vjerojatno podrazumijeva
ulogu molekule da regrutira, a potom aktivira metaloproteinaze matriksa pridruZene stanicnoj
povrsini (70). Kao drugo, inacice CD44 bi mogle imati ulogu u promociji tumorskog rasta kao ko-
receptori u aktivaciji tumorskih tirozin-kinaznih receptora (71). Kao trece, specificne CD44 inaCice
bi mogle funkcionirati kao ligandi povrSine tumorskih stanica koje medudjeluju s endotelnim
selektinima i tako posreduju u pocetnom zaustavljanju i hvatanju cirkuliraju¢ih tumorskih stanica u
sekundarnom organu (72). Uz sve navedeno, postoji mogucnost da regulacijom endotelnih stanica
1/ili regrutacijom, odnosno aktivacijom upalnih stanica, CD44 promice tumorsku angiogenezu

(68,73,74).
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S druge strane, u nekoliko je studija utvrdeno da smanjena izraZzenost CD44 korelira sa slabijim
prezivljenjem bolesnika s razli¢itim tipovima karcinoma, pa je tako nekoliko autora to dokazalo i
kod bolesnika s GBM u dobivenim rezultatima u ranije provodenim istraZivanjima (32,53,75-77).
Prema rezultatima tih istraZivanja neki autori su utvrdili da niza izraZzenost CD44 moze korelirati s
vecom mogucnosti recidiviranja i tezim krajnjim ishodom. U prilog takvim stajaliS§tima govore
podaci o tome da bolesnici s recidiviraju¢im GBM 1 ve¢om izraZzenosti CD44 imaju bolji ishod
prezivljenja. Stoga, iako se Cesto uocava da je veca vrijednost izrazenosti CD44 korelirala s
loSijom prognozom tumora, nize vrijednosti CD44 takoder mogu uputiti da su maligne stanice

rezistantnije na kemoterapijska sredstva.

Takoder se pokazalo da je CD44 ukljuen i u druge mehanizme (32). Primjerice, Siroko je
prihvaceno postojanje mati¢nih stanica karcinoma unutar razli¢itth novotvorina pa su tako i
maticne stanice tumora mozga ukljucene u tumorsku progresiju, u ¢emu je moguce da sudjelovanje

CD44.

Pracenje 1 istrazivanje CD44 takoder je znacajno i za moguénosti provodenje terapije s obzirom da
CD44 moze biti ciljna meta antiangiogenetske terapije (68). Takva mogucnost primjene je vezana
za njegove uloge s obzirom da CD44 proteini sudjeluju u regulaciji raznih stani¢nih procesa,
ukljucujuéi regulaciju stani€ne proliferacije, diferencijacije, preZivljenja 1 pokretljivosti
(33,52,68,74,78). Osim §to CD44 sudjeluje u razvojnim dogadajima (primjerice u neuronskom
aksonskom navodenju, fetalnoj limfogenezi, razvoju pupoljaka udova), fizioloSkim procesima
(hematopoezi, leukocitnoj regrutaciji, navodenju limfocita), ovdje se istie i njegova uloga u

patoloSkim procesima (tumorski rast i Sirenje) Sto se ispitivalo 1 kod glioblastoma (68).

Uz sve navedeno, treba imati u vidu da je uloga angiogeneze u tumorima osobito vazna, pa tako i u
glioblastomu. Poznato je da su maligni gliomi izrazito vaskularizirani, a utvrdeno je da

angiogeneza ima znacajnu ulogu u progresiji ovog tumora (79).

Tumorska angiogeneza regulirana je proangiogenetskim 1 antiangiogenetskim c¢imbenicima
proizvedenim od strane tumorskih te okolnih i infiltriraju¢ih stanica domacina (80-82). Poznato je
da je zadovoljavaju¢a angiogeneza preduvjet tumorskog rasta i njegove progresije, $to se odnosi i

na GBM.
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Takoder treba navesti ulogu endoglina (CD105) u angiogenezi i neovaskularizaciji kod

glioblastoma.

Endoglin (CD105) je akcesorni receptor za transformirajuci faktor rasta B (transforming growth
factor beta, TGF-B) te je utvrdeno da je to biljeg koji oznaCava tumorsku angiogenezu i
neovaskularizaciju (83). Rezultati nekih istrazivanja su pokazali da je izrazenost CD105 povecana
u aktivno proliferiraju¢ih endotelnih stanica Sto se odvija i kod zlo¢udnih tumora (60). Takoder je
provedeno nekoliko studija koje su pokazale potencijal endoglina u tumorskoj dijagnostici,

prognozi i terapiji.

Nasi rezultati odredivanja endoglina (CD105) su pokazali da je u bolesnika s glioblastomom
prosjeéni MVD/CD105 iznosio 15,64 (od 3,67 do 52,33), ali nije utvrdena korelacija izmedu

izrazenosti CD105 1 preZivljenja bolesnika.

Postoji tek mali broj autora koji su istrazivali endoglin u glioblastomu, kao i gusto¢u krvnih Zila u
njemu. Tako su Behrem 1 sur. analizirali endoglin (CD105) 1 pan-endotelijalni biljeg CD31 radi
procjene angiogeneze u glioblastomu te su ispitivali njihove vrijednosti u prognozi ovog tumora
(84). Pritom se odredivala gustoca CD105+ krvnih zila i gusto¢a CD31+ krvnih Zzila. Njihovi
dobiveni rezultati su pokazali znacajno vecu prosje¢nu gustoc¢u CD105+ krvnih Zila (prosjecno 49
malih krvnih zila/polju, u rasponu 27-99) od prosjecne gusto¢e CD31+ krvnih Zila (prosjecno 37
malih krvnih Zila/polju, u rasponu 12-76). Rezultati su pokazali izrazitu korelaciju izmedu gustoce
CD105+ krvnih zila 1 VEGF (61). Ovaj proliferacijski indeks je bio znacajno povezan sa gusto¢om
CD105+ krvnih Zila, dok nije uocena korelacija kod gusto¢e CD31+ krvnih Zila. Prema rezultatima
koje su dobili Behrem i sur., bolesnici s nizom gustoéom CDI105+ krvnih zila su imali duze
prezivljenje nego oni s ve¢om gustocom CD105+ malih krvnih Zila (P=0.045). Medutim, u nasoj
studiji nije dokazan taj trend posto nije bilo korelacije izmedu CD105 1 prezivljenja. Behrem i sur.
su takoder dokazali da gusto¢a CD31+ krvnih Zila nije imala utjecaj na vrijeme prezivljenja.
CD31 i da su dobiveni rezultati angiogeneze u glioblastomu korisni prognosti¢ki podaci, osobito

odredivanje biljega CD105 (84).
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Od novijih istrazivanja znacajni su rezultati koje su dobili Smith i sur. koji su istrazivali gliom
visokog stupnja u djece («Paediatrijski high grade glioma»)(85). U tom su istrazivanju autori
analizirali veliku skupinu glioma visokog stupnja u 150 djece te su ispitivali da li stupanj
vaskularnosti korelira s prognozom i da li razli¢iti vaskularni biljezi imaju razli¢itu prognosticku
vrijednost. Rezultati su pokazali (primjenom multivarijantne analize) da CD105 (endoglin) ima
jako signifikantnu povezanost sa loSom prognozom. Ucinjena je genetska analiza te je uvid u
uredenu skupinu podataka o genomskoj Sirokoj genskoj ekspresiji utvrdila je 13 gena povezanih sa
razli¢itim stupnjevima vaskularnosti u skupini. U ovoj analizi utvrdeni su novi geni povezani sa
angiogenezom (kao Sto su MIPOL-1 i ENPP5) i potvrdeni metodom realtime polymerase chain
reaction. Autori su takoder utvrdili da su CD105 pozitivne krvne Zile povezane sa CD133
pozitivnim tumorskim stanicama, a dio CDI105 pozitivnih stanica krvnih zila je ujedno bio
pozitivan na CD133, upucujuéi da se u gliomu visokog stupnja u djece odvija nedavno opisan
fenomenon vaskulogene mimikrije. Ukupno gledano, podaci upucuju da je ciljanje angiogeneze, a

osobito CD105, vrijedna terapeutska strategija kod glioma visokog stupnja u djece (85).

Istrazivanje angiogeneze u peritumorskom tkivu glioblastoma je otvoreno podrucje koje se joS$
ispituje (86). Sica 1 sur. su istrazivali neovaskularizaciju u podru¢jima oko tumora, te su ispitivali
CD105 i ekspresiju nestina uz gusto¢u malih krvnih zila (MVD), radi utvrdivanja njihove moguceg
prognostickog znacenja (86). U ovoj studiji, koja je ukljucivala 40 bolesnika s GBM, uzorci tkiva
su uzeti iz tumora (prvo podrucje) i bijele tvari na udaljenosti <1 cm (drugo podrucje) te izmedu 1
and 3.5 cm (tre¢e podrucje) od ruba tumora. Ovo istraZivanje je dokazalo angiogenezu, te u
stienkama krvnih Zila prisutnost pericita, multipotentnih mati¢nih atanica, koje izraZavaju aktin
glatkog miSica o (a-smooth muscle actin, a-SMA). Pritom su CDI105 i nestin utvrdeni
imunohistokemijski u hiperplasticnom endotelu GBM 1 peritumorskom tkivu. U sva tri podrucja su
utvrdeni periciti koji okruzuju hiperplasti¢ni endotel. Primjena univarijantne analize je otkrila da
pacijenti s CD105-MVD vrijednosti >8 u treCem podruc¢ju imaju znacajno krace vrijeme
preZivljenja, a Cox analiza je pokazala oko 3.5 puta povecan rizik smrti u istih bolesnika. Ovi
rezultati upucuju da se tumorska neoangiogeneza odvija u peritumorskom tkivu GBM, u ¢emu
usko sudjeluju periciti. Pokazalo se da CD105-MVD u podruc¢ju na ve¢oj udaljenos$¢u od ruba

tumora ima prognosticko znacenje (86).
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Proces angiogeneze je vazan ¢imbenik procesa tumorskog rasta i njegove prognoze, te je znacajan
i kod glioblastoma. Tumorska angiogeneza regulirana je brojnim molekulama (80,81,87,88). Medu
¢imbenicima s vaznom ulogom u procesu tumorske angiogeneze su i angiopoetini. Angiopoetini su
ligandi Tie-2 tirozin-kinaznog receptora (RTK) koji je izraZzen primarno na endotelnim stanicama
(89-94). Tako se pokazalo da izrazanost Tie-2 RTK ima vaZnu ulogu u tumorskoj angiogenezi
(80,94,95). Do sada su u ljudi identificirana tri angiopoetina: angiopoetin-1 (Ang-1), Ang-2 i Ang-
4 koji su ligandi Tie-2 RTK (80, 96-98).

Osobito su znacajna istraZzivanja angiopoetina-4 kod glioblastoma. Tako se pokazalo da je Ang-4
potice progresiju glioblastoma na nacin da omogucuje odrzivost tumorskih stanica i angiogenezu
(80). Rezultati istrazivanja su takoder dokazali uloge Ang-11 Ang-2 u angiogenezi. S druge strane,
malo se zna o ulozi Ang-4 u tumorskoj angiogenezi 1 progresiji GBM, kao 1 mehanizmima preko

kojih nastaju ti ucinci, pa se to jos istrazuje.

Provedene su pojedine studije o ulozi angiopoetinima u tumorima. Tako su Brunckhorst MK i sur
u svom istrazivanju otkrili da je Ang-4 povisen u ljudskom tkivu i stanicama GBM (80). Oni su
pokazali da stanice glioblastoma u covjeka pokazuju izraZenost Tie-2 RTK, kao i endotelne
stanice. Tako je utvrdeno da Ang-4 promovira rast ljudskog GBM. Naime, dokazano je da Ang-4
in vivo promovira tumorsku angiogenezu te u stanicama GBM izravno aktivira izvanstani¢ni signal

reguliran kinazom Erk1/2.

Brunckhorst M 1 sur. su ispitivali u€inke Ang-4 na tumorsku angiogenezu i progresiju
glioblastoma. Rezultati ispitivanja su pokazali da Ang-4 poti¢e rast glioblastoma na nacin da
poti¢e tumorsku angiogenezu i aktivaciju Erk1/2 u stanicama GBM. To upucuje da bi kod
bolesnika s glioblastomom funkcionalna os Ang-4 — Tie-2 mogla biti atraktivna meta za ciljanu

terapiju (80).

S obzirom da angiogeneza igra vaznu ulogu u rastu glioblastoma, postoje terapijski pristupi
temeljeni na angiogenezi koji su pokazali klinicku ucinkovitost kod bolesnika s GBM (80,99,100).
Takva primjena potencijalnih terapijskih sredstava koja su temeljena na antiangiogenetskom
pristupu (poput anti-VEGF/VEGFR terapijskih agenasa) pokazala je klinicku korist za bolesnike s

GBM. Tako se pokazalo da su kod bolesnika s tumorima angiopoetini povezani s provodenjem
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nekih terapijskih sredstava, prvenstveno s primjenom anti-VEGF/VEGFR agenasa. Tako je kod
bolesnika s tumorima koji su razvili rezistenciju na anti-VEGF/VEGFR agense dokazano da su
imaju povecane koncentracije angiopoetina (99,100). To upucuje da angiopoetini vjerojatno
posreduju u razvoju rezistencije na anti-VEGF/VEGRF agense, §to je vazno kod primjene ove

vrste terapije.

Mogucnost inhibicije signalizacije angiogenetskim faktorima VEGF 1 HGF preko ciljanja inacice
CD44v6 je vrlo znacajan pristup protutumorskom lije€enju (68). S obzirom na Siroku zastupljenost
stanicne izraZzenosti CD44 i njegovu vaznu ulogu u brojnim fizioloskim procesima, ciljanje
specifi¢ne izoformne inacice s predmijevanom specifi¢énijom stani¢nom izraZenosti vjerojatno bi
doprinijelo boljoj tolerabilnosti ovakvih terapeutskih agenasa. Ipak, dosadasnje studije ne
iskljucuju ucinke izvan onih ciljanih, poput inhibicije infiltracije tumora citotoksi¢nim limfocitima
ili razvoja vaskulopatije (uslijed kroni¢ne supresije stanicne signalizacije ovisne o VEGF-

u)(68,101,102).

Moze se navesti da je primjena terapijskih agenasa koji ciljaju vaskularni endotelni faktor rasta
(VEGF) 1 njegov receptor (VEGFR) pokazala klini€ku dobrobit za bolesnike s malignim gliomima
i drugim oblicima karcinoma (102-104). Ipak, trajanje terapijskog odgovora varira od bolesnika do
bolesnika, pa tako bar 50% bolesnika ne odgovora na antiangiogenetsko lijecCenje (102-104).
Takva rezistencija na lijeCenje anti-VEGF/VEGFR agensima upucuje na to da maligni gliomi
imaju sposobnost prijelaza od ovisnosti o signalnom putu VEGF/VEGFR na ovisnost o
alternativnom proangiogenetskom signalnom putu. Kako bi se nadiSla rezistencija na postojece
antiangiogenetske terapijske mogucnosti i postigao bolji terapijski ucinak, nuzno je prije svega
identificirati druge vazne proangiogenetske faktore koji igraju znaCajnu ulogu u progresiji

malignih glioma (80).

Nazalost, s obzirom da se kod bolesnika s glioblastomom nerijetko razvija rezistencija na terapiju,
proizlazi da stanice GBM imaju sposobnost zamjene ovisnosti od jednog proangiogenetskog puta
drugim, alternativnim putem. Kako kod vrlo velikog broja bolesnika dolazi do razvoja rezistencije
na lijeCenje primjenom anti-VEGF/VEGFR, potrebno je bolje upoznati druge angiogenetske

¢imbenike te njihove signalne puteve koji igraju znaajnu i/ili preklapaju¢u ulogu s
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VEGF/VEGFR-om u regulaciji tumorske angiogeneze tijekom progresije glioblastoma (80, 102,
103).

Nasi rezultati, kojma je statistickom analizom utvrdena negativna korelacija izmedu CD44 i
prezivljenja, ali ne korelacija izmedu CD105 i preZivljenja, takoder su doprinos ovoj problematici.
Ukupno se moze istaknuti da su prema nasim rezultatima znacajni individualni prediktori za dulje
preZivljenje bolesnika s glioblastomom: niZa ekspresija CD44, ve¢i Karnofsky score (beta=0,26,
P=0,045), te Zenski spol. Pritom je najjaci individualni prediktor u naSem istrazivanju bila CD44
ekspresija. Dobiveni rezultati mogli bi ukazati na ulogu CD44 u progresiji i tumorskoj
neovaskularizaciji glioblastoma, te na njegovo prognosticko znacenje, $to bi se eventualno moglo

iskoristiti u razvoju specifi¢ne molekularne terapije.

Iako je nekoliko studija utvrdilo korisnost izrazenosti CD44 kao znacajnog prognostickog
pokazatelja kod GBM, mehanizam preko kojeg ovaj gen utje€e na tumorsku progresiju ostaje
predmet buducih istrazivanja. Postoji nada kako ¢e buduce studije razlicitih autora doprinijeti
razumijevanju uloge CD44 u biologiji tumora do te mjere da se mogu ostvariti klinicke studije

kojima bi se kona¢no utvrdila u€inkovitost 1 sigurnost ciljane anti-CD44 terapije.
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5. ZAKLJUCAK

Analiza na$ih rezultata bolesnika s glioblastomom prema dobi bolesnika, duljini prezivljenja,
CD44, MVD/CDI105 i Karnofsky Score-u je pokazala viSe znacajnih rezultata. Prosje¢ni Karnofsky
score bolesnika je iznosio 75,45, a prosjecno prezivljenja bolesnika 183,82 dana. Dobiveni
prosje¢ni CD44 je iznosio 64,91 (od 40,00 do 90,00), a prosje¢ni MVD/CD105 15,64 (od 3,67 do
52,33). Statistickom analizom je utvrdena negativna korelacija izmedu CD44 i prezivljenja
(P=0,023)(veca ekspresija CD44 korelirala je s kra¢im prezivljenjem) te pozitivna korelacija
izmedu Karnofsky score-a i prezivljenja (P=0,018)(ve¢i Karnofsky score je korelirao s duljim
prezivljenjem). Znacajni individualni prediktori za dulje prezivljenje bili su niza ekspresija CD44
(P=0,004), ve¢i Karnofsky score (P=0,045), te Zenski spol (P=0,017). Dobiveni rezultati mogli bi
ukazati na ulogu CD44 u progresiji 1 tumorskoj neovaskularizaciji glioblastoma, te na njegovo
prognosticko znacenje, $to bi se eventualno moglo iskoristiti u razvoju specificne molekularne

terapije.
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