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1. UVOD

Solidni tumori sredi$njeg Zivéanog sustava (SZS) u djegjoj dobi rijetko se
otkriju u ranoj fazi bolesti. Razlozi za to su polozaj tumora, akutno
intrakranijalno krvarenje, nedostupne radioloSke metode, nedosljedna
provedba dijagnosti¢kih postupnika itd (1). Tumori SZS &ine 20% svih
djecjih tumora i njihova incidencija je u porastu (2). Rezultati lijecenja su
bolji ukoliko je bolest otkrivena u ranijoj fazi, $to zahtijeva dovoljno
osjetljive i specificne dijagnostiCke metode. Iz toga su razloga potrebni
biomarkeri koji ukazuju na prisutnost tumora u srediSnjem Zivéanom

sustavu (3).

1.1 KOLINESTERAZE

Kolinesteraze su enzimi koji imaju klju¢nu ulogu u Kkolinergi¢noj i
neuromuskularnoj transmisiji. Prema enzimskoj skupini se ubrajaju u
skupinu  hidrolitickih enzima hidrolaza, podskupinu esteraza i
potpodskupinu hidrolaza estera karboksilnih kiselina.

One hidroliziraju ziv€ani prijenosnik acetilkolin nakon S§to izazove
depolarizaciju u postsinaptickoj membrani (4).

Acetilkolin (ACh) je glavni neurotransmiter srediSnjeg ziv€anog sustava
rasprostranjen u cijelom tijelu. Neuroni ne mogu sintetizirati kolin kojeg
dobijaju putem krvi iz hrane. Acetilkolin koji se oslobada na sinapsama se
metabolizira putem acetilkolinesteraze (AChE) u acetil koenzim A i kolin.
Oko 50% kolina se ponovo upotrijebi.

Brzina hidrolize ACh eritrocitnim enzimom doseze maksimum kod relativho
niskih koncentracija ACh. Enzim se pokazao specificnim za hidrolizu

acetatnih estera, dok butiratne nije hidrolizirao. Taj enzim je nazvan



pravom ili specificnom kolinesterazom (eng. true), a kasnije
acetilkolinesteraza. Njena klasifikacijska oznaka za enzim je [E.C.3.1.1.7].
Za razliku od nje kolinesteraza iz seruma pratila je Michaelis Menteninu
kinetiku i hidrolizirala je butiratne estere pa je stoga nazvana pseudo ili
nespecificna kolinesteraza ili butirilkolinesteraza (PChE) s klasifikacijskom
oznakom za enzim [E.C. 3.1.1.8] (5).

Aktivnost acetilkolina u SZS odredena je aktivno$éu kolinesteraza.
Inhibitori ovih enzima povec¢avaju kolinergi¢ku aktivnost. U stanjima visoke
mozdane aktivnosti, acetilkolin u lokalnim sinapsama moze dosedi
mikromolarni nivo koji djeluje inhibitorno na aktivhost AChE. U tom slucaju
PChE sinergisticki djeluje i hidrolizom dovodi do normalizacije lokalne
razine acetilkolina.

Oba enzima je moguce inhibirati fizostigminom, prostigminom i alkaloidima
(kompetitivnim inhibitorima kolinskog dijela acetilkolina). Organofosforni
spojevi takoder mogu inhibirati djelovanje enzima tako $to se svojom
fosforilnom skupinom vezZu za acilnu grupu enzima i tako onemogucuju
vezanje acetilkolina.

Inhibitorni u¢inak mogu imati i morfin, kinini, tercijarni amini, fenotiazini,
pirofosfat, citrati, fluoridi, Zu¢ne soli i borati.

Postoje atipiCne varijante plazma kolinesteraze koje su znacCajne jer

smanjuju aktivnost enzima prema acetilkolinu i drugim supstratima.

1.1.1 Pseudokolinesteraza

PChE je enzim [E.C.3.1.1.8.] koji se primarno sintetizira u jetri i distribuira
u krv i tkiva. Gen za ljudsku PChE lokaliziran je na kromosomu 3926 koji
kodira protein veli€ine priblizno 570 aminokiselina (6). Gen je kloniran
1987. godine. Dokazano je postojanje najmanje 50 prirodnih mutacija.
Biosintezu enzima kontroliraju najmanje Cetiri genska alela na lokusu E1.
Prvi genski alel EIU smatra se normalnim alelom i kontrolira sintezu
normalne PChE (7).



Vise od 70% aktivnosti inhibirano je dibukainom. Dibukainskim brojem
otkrivaju se genetske varijante PChE koje su vazne u klinickoj anesteziji.
PChE razgraduje kolin estere, aril, alkil estere, benzoilkolin i butirilkolin.
Sudjeluje u biokonverziji nekih spojeva tako da ih aktivira (npr. bambuterol,
heroin) ili inaktivira (sukcinildikolin, aspirin, kokain, amitriptilin). Inhibira ga
acetilkolin. PChE se nalazi u plazmi, mukozi crijeva, slezeni , pankreasu,
bijeloj tvari SZS.

Funkcija enzima u plazmi joS nije dovoljno poznata. Njena uloga je
hidroliza ingestiranih estera biljnog porijekla.

Sudjeluje u metabolizmu lipida i lipoproteina, u diferencijaciji i rastu
ziv€anog tkiva. PChE ¢€ini ne viSe od 0.01% proteina plazme.

1996. godine Primo-Parmo i suradnici izvjeStavaju o fizioloSkoj
irelevantnosti enzima buduci da potpuni deficit PChE ne dovodi do bilo
kakve abnormalnosti. No isto tako miSevi bez AChE aktivnosti na
neuromuskularnoj sinapsi prezivljavaju zbog aktivnosti PChE koja
osigurava minimalnu kolinergi¢ku aktivnost (8).

PoviSena koncentracija PChE i AChE u embrijima ali i u postnatalnom

razdoblju upucuje na njenu ulogu u stani¢noj diferencijaciji i razvoju (9).

1.1.1.1 Pseudokolinesteraza u srediSnjem zivéanom sustavu

PChE nema u neuronima srediSnjeg i perifernog ziv€anog sustava. Njena
aktivnost u SZS je samo 1/100 do 1/20 aktivnosti u plazmi (10). No u
nekim dijelovima mozga, predominantno u bijeloj supstanci ona je
zastupljenija od AChE (Burgen i Chipman 1951) (11). Povezanost PChE i
bijele tvari mozga dovela je do spoznaje da je njena osnovna aktivnhost u
SZS metabolizam mijelinske ovojnice i neuroglije, a ne transmisija
neurona i aksona. Abrahams, Koelle i suradnici su potvrdili prisutnost
PChE u glijalnim stanicama i Schwannovim stanicama mijeliniziranih
Zivaca, npr. u vidnom zivcu (12, 13).

Aktivnost PChE u odnosu na AChE je veca u korpus kalozumu, fornixu,
pedunkulusima, piramidama medule, n. optikusu, n. brahialisu itd. AChE



ima vecu aktivnost u podruc¢ju medule spinalis na osnovi sive supstance
(14).

Arterije u ljudi i nekih drugih vrsta sadrze aktivhe kolinesteraze koje su
predominantno PChE.

Koncentracija i aktivnost PChE u likvoru je viSekratno determinirana
(15,16,17). U djece je ovisna i o dobi (18). Postoji potpuno neslaganje o
niskoj aktivnosti PChE nakon rodenja. U prva tri tiedna Zivota dolazi do
naglog porasta njene aktivnosti na vrijednosti koje su vise od onih kod
zdravih odraslih osoba i takva vrijednost ostaje do kraja tre¢e godine.
Potom postupno od pete godine Zivota pada do puberteta kada postize
vrijednost odrasle osobe. U Zenske djece postoji znaCajna korelacija s
dobi. Aktivhost PChE pada na 50 percentilu u starosti od 10 do 15i 15 do
25 godina (18).

1.1.1.2 Pseudokolinesteraza i tumorogeneza

Vec¢ rana istrazivanja PChE ukazuju na njenu poviSenu aktivnost u tkivu
tumora (10). Posebno je izrazena povisena aktivhost PChE u odnosu na
AChE u tumorima astrocitnog reda. S druge strane u meningeomima i
juvenilnim meduloblastomima su izmjerene niZe vrijednosti PChE u
odnosu na AChE. Sve to ide u prilog €injenici da je u tim tumorima PChE
poviSena na osnovi bijele supstance. U tim ranim istraZivanjima nije
potvrdeno da vaskularni dijelovi tumora ne pridonose izmjerenim
vrijednostima PChE.

Sve su brojniji izvjestaji o ulozi PChE i AChE u tumorogenezi koja moze
nastati zbog poremecaja metabolizma ili enzima koji sudjeluju u
onkogenom procesu (19,20,21,22). U brojnim tumorima u ljudi PChE i
AChE geni su amplificirani, mutirani ili se pojavljuju u aberantnim oblicima.
Oba sadrze peptidni motiv S/T-P-X-Z koji se nalazi u mnogim supstratima
protein kinaza povezanih s cdc2. Postoji vjerojatnost da fosforilacija cdc2
vezanih protein kinaza moze biti molekularni mehanizam koji povezuje
kolinesteraze s proliferacijom tumorskih stanica. Inhibicija ovih enzima

organofosfornim otrovima moze u ljudi izazvati nastanak tumora (23).



Kasnih osamdesetih godina proslog stolje¢a klonirane su cDNK za AChE i
PChE. Hibridizirajuce sekvence za PChE cDNK lokalizirane su na
kromosomskim mjestima 3q21-26 i 16q12 (24, 25). Vazno je naglasiti da
su opazeni prekidi kromosomske regije 3921-26 Sto se ponavljano vidi u
kromosomima iz periferne krvi bolesnika s akutnom mijeloblasticnom i

mijelomonocitnom leukemijom (26,27).

1.2 OSTALE AKTIVNOSTI PDEUDOKOLINESTERAZE

Uloga pseudokolinesteraze u Alzheimerovoj [ nekih  drugih
neurodegenerativnih bolesti nije potpuno razjasnjena, ali je u tih bolesnika
snizena aktivhost AChE do 85%, a pojacana aktivnost PChE prati
progresiju same bolesti (28).

PoviSena je aktivnhost PChE i AChEu osoba s rezistencijom na inzulin,
hiperlipidemijom, Se¢ernom bolesti, arterijskom hipertenzijom, u sklopu
metaboli¢kog sindroma X (29).

Zivéani sustav komunicira s imunoloskim sustavom bidirekcionalno.
Zivéano tkivo sintetizira neuropeptide i citokine a imunoloske stanice sluze
kao molekularna baza bidirekcionalnih aktivnosti. Aktivhost aferentnog
puta n.vagusa endotoksinima ili proinflamatornim citokinima stimulira
hipotalamo-pituitarno-adrenalni odgovor koji izaziva protuupalne signale
putom eferentnog dijela n.vagusa, Sto se naziva kolinergic¢kim
antiinflamatornim putom (30).

Isto tako ACh povecava produkciju eNO te i na taj naCin pokazuje

antiinflamatornu aktivnost (31).



1.3 OKSIDACIISKI STRES

Oksidacijsko reduktivni procesi nastaju u svakoj stanici. Prema
nomenklaturi biomedicinske znanosti oksidacijski stres je stanje u kojem
oksidacijsko reduktivni procesi u stanici prelaze u oksidacijsko stanje
(32,33,34). Posljedicno tome prekomjerna koli¢ina slobodnih radikala i
reaktivnih spojeva kisika se ne moze dovoljno efikasno ukloniti.

Svaki oksidacijski stres je patoloSki proces. No, neke stanice su se
adaptirale i upotrijebile ga za vlastite aktivnhosti kao npr. stanice plu¢nog
tkiva, krvne stanice itd.

Do promjene ravnoteZe oksidacijsko reduktivnog procesa moze doci iz
brojnih razloga Sto rezultira nastankom reaktivnih spojeva kisika i dusika
(reactive oyxygen species ROS; reactive nitrogen species RNS). ROS i
RNS uklju€uju slobodne radikale kisika kao i brojne druge molekule.

ROS — kisikovi slobodni radikali ukljuéuju superoksid (Oz’), hidroksil (OH),
perihidroksil (HOz2), peroksil (RO2) i alkoksil radikal (RO).

NOS uklju€uje dusi¢ni oksid (NO), dusi¢ni dioksid (NO2) itd.

Slobodni radikal je kemijska forma atoma ili molekule koji ima jedan ili viSe
nesparenih elektrona u vanjskoj ovojnici i zato hvata elektrone drugih
molekula. Svaka molekula koju napadne slobodni radikal moze postati
radikal. Molekule koje nisu derivati radikala kisika (non radical oxygen
derivates) su npr. vodikov peroksid (H20:2), hipoklorna kiselina (HOCI),
peroksinitrit (ONOO-), dusSi¢na kiselina (HNO2), ozon (O3) itd (32).

Kisik koji konzumiraju aerobni organizmi se uglavnhom reducira do vode
preko enzima citokrom c oksidaze u terminalnoj reakciji respiracijskog
lanca mitohondrija. Kisik ima trovalentnu konfiguraciju (s dva nesparena
elektrona u vanjskoj ovojnici). Njegova redukcija do vode moZe nastati u
Cetiri koraka jednog elektrona (35). Ali 1 do 2% molekula kisika se
konvertira u superoksidni anionski radikal Oz i ta reakcija se odvija na dva
mjesta: komplex | (NADH dehidrogenaza) i kompleks Ill (ubisemikvanon).
Vodikov peroksid nastaje kao sekundarni produkt (putom Oz dizmutacije a
time i stoihiometrija izmedu O2 i H202 je blizu 2.0 (36).



ROS moze nastati slu¢ajno ili namjerno. Sluc¢ajno nastaje u
mitohondrijima (gubitak elektrona iz respiracijskog lanca) i u procesima u
kojima kateholamini i neke druge molekule reagiraju s O:2 rezultirajuéi u
nastanku Oz (37).Unutar biolo8kih sustava ove reakcije su obi¢no ovisne o
prisutnosti katalitickih metala, npr. Zeljeza. Fizioloski, ROS nastaje
namjenski u imunoloskom sistemu. Takav primjer je aktivacija neutrofila i
formacija Oz i H202.

Mozak odraslog Covjeka tezi 1300 g do 1400 g, novorodenceta 350 do
400 g. 80% mozga Cini tkivo, 10% krv i 10 % likvor. Odnos volumena sive i
bijele supstance u hemisferama mozga je 1,3 u osoba starih 20 godina;
1,1 u onih starih 50 godina; a 1,5 u starih 100 godina. Bijela tvar troSi 6%
kisika u mozgu, siva 94% (38). Od potreba za bazalni metabolizam mozak
trosi 20% kisika. Potrodnja kisika u mozgu je 3,3ml/100g/min. U djece
protok krvi kroz cijeli mozak iznosi 105ml/100g/min u odraslih
54ml/100g/min. Cerebralni protok krvi u sivoj supstanci je 75ml/100g/min,
u bijeloj supstanci je 45ml/100g/min (39,40). Mozak za vrijeme
intelektualne funkcije upotrebljava 35 ml/100g/min kisika. Tako Covjek koji
tezi 70 kg, a njegov mozak 1400 g, ima bazalne potrebe potrosnje kisika
od 280ml/min i potrSnju u mozgu od 50ml/min. To je razlog zbog kojeg je
mozak toliko osjetljiv na kisikove reakcije. Stopa cerebralnog metabolizma
kisika (cerebral metabolic rate oxygen CMRO2) ovisi o protoku krvi kroz
mozak (cerebral blood flow CBF) i arteriovenske razlike koncentracije
kisika (AVDOZ2). CMRO2=CBF x AVDO2. CMRO2 se mozZe mjeriti PETom
(41).

1.3.1 Lipidna peroksidacija

Slobodni radikali reagiraju s najvaznijim dijelovima stanice kao $to su
lipidi, bjelanevine i DNK. Lipidna peroksidacija je sloZzena lanana
reakcija razgradnje nezasi¢enih masnih kiselina (engl. polyunsaturated
fatty acids, PUFA) potaknuta reaktivnim kisikovim vrstama i reaktivnim

dusikovim spojevima (42, 43).



U sastavu lipida svih bioloSkih membrana nalaze se viSestruko nezasic¢ene
masne kiseline koje su jako osjetljive na oksidaciju. U kontroliranim
uvjetima se u stanicama proizvode oksidirani produkti PUFA pod utjecajem
enzima koji djeluju kao medijatori upale (44). Pojava lipidne peroksidacije
u bioloSkim membranama moze dovesti do poremecaja funkcije i
smanjenja fluidnosti $to je povezano s brojnim bolesnim stanjima (45, 46).
Konacni  produkti lipidne peroksidacije su reaktivni  aldehidi:
malondialdehid (MDA) i 4 hidroksinonenal (HNE). Zato se nazivaju i
sekundarni glasnici slobodnih radikala

(42, 47). Od mnogih klasa biomolekula kao bioloskih ciljeva oksidacijskog
stresa najviSe su zastupljeni lipidi (48). Lipidna oksigenacija potiCe
nastajanje  brojnih  sekundarnih  produkata uglavnom aldehida.
Malondialdehid (MDA) je gotovo najviSe proucavani produkt peroksidacije
PUFA i niz godina konvencionalni biomarker za lipidnu peroksidaciju zbog
njegove jednostavne reakcije s tiobarbiturathom kiselinom kojom se dobije

jako obojeni kromogen (49).

1.3.2 Malondialdehid (MDA)

Najvazniji izvor MDA (kemijski CH2(CHO)2 ) iz bioloSkih uzoraka je
peroksidacija PUFA s jednim ili viSe metilenom prekinutih dvostrukih veza.
Prekursor je biciklicki endoperoksid sliCan onome koji nastaje u biosintezi
prostaglandina (50). Smatra se da MDA nastaje iz prekursora u stresnim
uvjetima opisano u studiji Frankella i Neffa u kojoj je navedeno koji su
oksidirani lipidi sposobni producirati MDA kao produkt dekompozicije (51).
U normalnim fizioloSkim uvjetima i neutralnom pH prisutan je kao enolatni
anion niske kemijske reaktivnosti. UkljuCen je u proces sinteze
tromboxana A2 gdje ciklooksigenaze 1 i 2 metaboliziraju arahidonsku
kiselinu do prostaglandina H2 u trombocitima itd. (52). On je reaktivni
aldehid i stvara kovalentne veze s proteinima i nastaju spojevi tzv.

advanced lipoxidation end products (ALE) (53). MDA reagira sa



deoksiadenozinom i deoksigvanozinom u DNK vezama posebno u M1G
Sto je mutageni proces (54). Ljudska ALDH1A1 aldehid dehidrogenaze
moze oksidirati MDA. MDA se istovremeno povezuje s inicijacijom
karcinoma dojke, cerviksa, Zeluca, preeklampsijom, neuroloSkim
bolestima, dijabetesom itd. (55, 56, 57).

1.3.3 Antioksidacijski sistem obrane

Regulacija oksidacijskih reakcija ukljuCuje brojne agente i mehanizme
obrane koji se nazivaju antioksidacijski sistem obrane (antioxydant
defense system, ADS). On uklju€uje enzime i antioksidanse.

Antioksidansi mogu biti endogeni (sintetiziraju se u tijelu) ili egzogeni
(konzumiraju se). Kategorizirani su kao Cistai (scavenger) i prevencijski

antioksidansi.

1.3.3.1Antioksidansi — €istaci (scavenger)

Antioksidansi CistaCi uklanjaju ROS. U tom sistemu djeluju dvije grupe.
Prva ukljuCuje enzime velikih molekula: superoksid dismutazu (SOD),
katalazu (CAT), glutation peroksidazu (GPx). Ove enzime moraju
sintetizirati stanice i subjekt su genetskih i/ili makromolekularnih
regulatornih mehanizama. Oni su antioksidacijski biomarkeri.

Drugu skupinu Cine antioksidansi male molekularne teZine.



1.3.3.1.1 Superoksid dizmutaza (SOD)

Superoksid dizmutaza [EC 1.15.1.1] je jedan od glavnih antioksidacijskih
enzima. Njena obitelj je specijalizirana za eliminaciju radikala superoksid
aniona Kkoji nastaju zbog izvanstani¢nih stimulacija koje ukljuCuju
oksidativna oStecenja i zraCenje skupa s onima koji su nastali primarno u
mitohondrijskom matriksu kao bioprodukt metabolizma kisika kroz lanac
transporta elektrona (58).

SOD ima ulogu da pospjesi dizmutaciju Oz" do H202 i molekularnog kisika:
O2- + Oz + 2H* - (SOD) — H202 + O2. Otkriveno je nekoliko tipova SODa,
ali su samo tri prisutne kod ljudi (59). SOD1 (bakar-cink protein, cianid
senzitivha) koja je vezana za citosol, SOD2 koja se nalazi u mitohondriju
(manganoprotein, cianid neosjetljiva) i treca je vanstanicna SOD3. Geni za
SOD su lokalizirani na kromosomu 21 (21g22.1), 6 (6925.3) i 4 (4p15.3-
pl5.1). SOD je dimer, a SOD2 i SOD3 su tetrameri (60, 61, 62). Vecinu
aktivnosti SOD registriramo u eritrocitima, dok je vrlo malo aktivnosti u
plazmi ili serumu (63). Dokazano je da su fosfolipidne membrane
nepropusne za napunjene Oz molekule (64). Zato je potrebno da je SOD
prisutna za odstranjenje Oz na mjestima gdje nastaju slobodni radikali
(65).

1.3.3.1.2 Katalaza (CAT)

Katalaze [EC 1.11.1.6] su produkti svih aerobnih organizama (66).
Razli¢ite stanice proizvode razliCite tipove katalaza (67). One $tite stanicu
od toksi¢nog uclinka H202. CAT posjeduju hem protein koji katalizira
konverziju H202 do vode i molekularnog kisika. Neke katalaze su
bifunkcionalne Sto znaci da se mogu ponas$ati kao katalaze i peroksidaze
[EC 1.11.1.7]. Kod bifunkcionalnih katalaza-peroksidaza mnoge organske
supstance se mogu upotrijebiti kao donori hidrogena. Ova reakcija nastaje
kada se alkohol oksidira u jetri. Ovakve bifunkcionalne peroksidaze su
usko vezane za peroksidaze biljaka, nekih bakterija itd. (65). Neke

bakterije se Stite s katalazama koje koriste mangan umjesto hema (67).
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Vecina katalaza su tetrameri od 60 do 75 kDa. Imaju Cvrstu, stabilnu
strukturu koja je otporna na promjene pH, toplinske denaturacije i
proteolizu Sto Cini njihovu evolucijsku prednost. Katalaza djeluje u dva
koraka. U prvom vezZe jednu molekulu H20:2 i cijepa je. Odvaja se jedan
atom kisika koji se veze za atom Zeljeza, a ostatak se pretvara u vodu. U
slijedecem koraku veze se za jo$ jednu molekulu H202, takoder ju cijepa,
a dijelovi se vezu za molekulu kisika i zeljeza iz prvog koraka tako da u
konacnici nastaje voda i hidrogen (67).

Neke katalaze imaju NADPH kao kofaktor. On sprijeCava nastanak
inaktivnih spojeva.

No katalaze mogu i stvarati ROS. To nastaje pod utjecajem UVB zraCenja
kada one generiraju hidroperoksid. UVB svjetlost se mozZe detoksificirati
kroz generacije H202 H202 koje mogu razgraditi katalaze (66).

Svaka molekula katalaze moze razgraditi milijune molekula H202.
Integritet krvno mozdane barijere je izuzetno velik u usporedbi s drugim
endotelnim barijerama, no u stanjima kao $to je oksidacijski stres moze biti
izmijenjen (68, 69, 70). Hipoksijom izazvana paracelularna propusnost je
snazno potencirana reoksigenacijom $to preveniraju katalaze, $to nam

sugerira da je H20:2 glavni medijator efekta reoksigenacije (71).

1.3.3.1.3  Glutation peroksidaza (GPx)

Nekoliko proteina metabolizira H202 i lipidne hidroksiperokside. Ovi
proteini ukljuCuju Cetiri glutation peroksidaze koje sadrze selen (72).
1957.godine Mills hipotetski opisuje GPx aktivnost u smislu protekcije
eritrocita od hemolize izazvane oksidacijom. Ovaj enzim je nazvan klasi¢ni
GPx, a danas GPX-1 [EC 1.11.1.9]. Naziva se joS citosolnim i celularnim
GPx-om. Glutation peroksidaza je intracelularni antioksidacijski enzim koji
upotrebljava glutation (GSH) kao obligatni kosupstrat u redukciji H202 do
vode (73). Moze metabolizirati niz organskih peroksida uklju€ujuéi
kolesterol i perokside masnih kiselina dugih lanaca (74). GPx2 se nalazi u
gastrointestinalnom traktu (75). GPx3 ima aktivnost slicnu GPx1 i korelira

joj u 50%, a nalazi se u plazmi (76). Jedini monomer obitelji GPx je GPX4 i
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iz tog razloga moze vezivati viSe supstrata nego tetrameri (77). Ukoliko se
zamijeni selenocistein na aktivnom mjestu GPx-a sa cisteinom dolazi do
dramati€nog smanjenja njene kataliticke aktivnosti (78). Mnoge patolo$ke
posljedice nedostatka selena se ve¢ odavno povezuju s oksidacijskim
oStecenjem tkiva. No, do toga ne dolazi ukoliko postoji i minimalna GPx
aktivnost, ¢ak manja od 1% ili minimalna aktivhost E vitamina (79).
Ukazuje se potreba za istrazivanjem ostalih funkcija selena i
selenoproteina.

Prekomjerna produkcija GPx proteina S§titi od oksidacijskih produkata
H202, lipidnih hidroksiperoksida i nekih supstanci kao $to je parakvat (80,
81). Isto tako dolazi do smanjenja aktivhosti NFKB izazvane s TNFa u
humanim T47D transfektantima (82). Terapijska aktivacija GPx s masnim
kiselinama je znafajna u redoks regulaciji transkripcijskih faktora u
stanicama (83).

GPx1 knock out mi§ nema zbog toga promijenjen fenotip. No, takvi miSevi
u usporedbi sa zdravima imaju pojaCanu osjetljivost za razliCite
oksidacijske stresove. To je oCito kod ishemije miokarda, ispostavljenosti
parakvatu itd. (84).

1.3.3.2 Antioksidansi ¢ista¢i — male molekule

Sljedec¢u skupinu ,scavenger” antioksidansa ili Cistata Cine antioksidansi
male molekularne tezine, kao $to je u vodi topivi C vitamin, glutation i E
vitamin topivi u lipidima, karoteni, koenzim Q10 i lipoi€na Kkiselina.
Prevencijski antioksidansi vezu ROS i ne dozvoljavaju njegovu aktivnost.
Ta grupa ukljuCuje i albumine, metalotionine, transferin, ceruloplazmin,

mioglobin i feritin (85).
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1.3.4 Oksidacijski stres i tumorogeneza

Razli¢iti patoloski procesi mogu zavrSiti u smislu lokalnog ili sistemskog
oksidacijskog stresa. Tako je pojava malignih stanica stimulirana
aktivno$c¢u nasljednih i faktora okoliSsa. ROS ima snazan utjecaj. Mnoge
maligne stanice sadrze velike koli¢ine H202. Aktivhost ekspresijskog gena
katalaze je smanjena u stanicama hepatoma. Aktivnost SOD je niska u
stanicama tumora kolona, posebno adenokarcinoma u ranoj fazi bolesti
(86).

Maligne stanice proizvode velike koli¢ine ROS, a simultano niska je zastita
s antioksidansima. Ipak, te su stanice otporne na ROS najvjerojatnije zbog
produkcije glutationa. Medijatori oksidacijskog stresa kao $to je HNE mogu
konstantno aktivirati c-fos, c-jun i c-myc. Oksidativni stres inducira
aktivatorski protein 1 koji aktivira gene koji kodiraju faktore rasta. Tako
pospjeSuje rast mezenhima, krvnih Zila i vezivnog tkiva koji sudjeluju u
upalnom procesu, ali isto tako i rast tumora (fibrinogen citokini TGF i
PDGF) (87).

SrediSnji ziv€ani sustav je narocCito osjetliiv na ROS. Mozak Kkoristi 1/5
kisika u tijelu i vecina energije nastaje u respiratornom lancu mitohondrija
Sto dovodi do stvaranja superoksida i vodikovog peroksida. Neutralizacija
ROS-a je smanjena zbog niske aktivnosti katalaze, velike koliCine Zeljeza
u nekim dijelovima mozga, a likvor ne sadrzi dovoljno bjelan€evina kako bi
mogao vezati Zeljezo (88). Lipidi ovojnice mozdanih stanica sadrze puno
PUFA koje s velikom koli¢inom Zeljeza doprinose nastanku lipidne
peroksidacije.

Od mnogih klasa biomolekula kao bioloskih cilieva oksidacijskog stresa
najvise su zastupljeni lipidi (48). Ove molekule djeluju i unutar i izvan
stanice. U interreakciji su s proteinima, nukleinskim kiselinama i Cesto
ireverzibilno o$tecuju delikathne mehanizme ukljuCene u funkcionalnost
stanice. Kada MDA dode u kontakt s bazom nukleinske kiseline nastaju
brojni spojevi. Ove potencijalno genotoksicne aktivnosti mogu dovesti do

mutacija i posljedi€no karcinoma. Ukljuen je i u aterogenost i toksi¢ne
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efekte kolagena Sto je posebno izrazeno u kardiovaskularnom tkivu (89,
90). U posliednjin 20 godina MDA je poznat kao marker lipidne
peroksidacije. U etiologiji karcinoma on predstavlja i biomarker lipidne
oksidacije i istovremeno potencijalni inicijator nastanka karcinoma. U
karcinomima pluca i dojke njegova koncentracija u plazmi je visoka (91).
Ima diurnale varijacije s faznom razlikom od 12 sati (92, 93). PuSenje
utjeCe na MDA oste¢enje DNK na stanicama mukoze incidenciju usne
Supljine i pusaci imaju vecu oStecenja DNK u usporedbi s nepusacCima
(94).

ROS sudjeluje u signalizaciji, proliferaciji, diferencijaciji i sudbini stanice.
Tumor supresor p53 ima kljuénu ulogu u regulaciji o ROSu ovisne
neurogeneze (95, 96). Funkcija ROS-a i njegove molekularne regulacije u
Ziv€anim progenitorskim stanicama misjeg embriona (eNPCs) do sada jo$
nije pojasnjena. ROS je projeko potreban za vremenski tocnu
neurogenezu u razvoju telencefalona. Tumor supresorni p53 modulira ovu
aktivnost. Ako on izgubi svoju funkciju, dolazi do porasta ROS-a $to
rezultira u ranoj neurogenezi. Ukoliko se tada ponovno uspostavi funkcija
p53 i djeluje s antioksidansima, djelomi¢no ¢e se popraviti fenotip koji je
nastao zbog rane neurogeneze. Ovaj uCinak svakako moZzZe imati utjecaj
na nastanak tumora neurorazvojnog porijekla (96).

Lipidna peroksidacija i oksidativni stres imaju veliku ulogu kako u
karcinogenezi tako i u terapiji tumora. Karcinogeneza nastaje u dvije faze:
inicijacijska i promocijska. Inicijacijska faza zapocinje alteracijom
molekularne strukture stanicne DNK zbog djelovanja razli€itih bioloskih,
biokemijskih i bioloskih faktora. Potom nastupa promocijska faza u kojoj
dolazi do promjene ekspresije gena koji reguliraju rast stanice (proliferaciju
i diferencijaciju). ROS igra najveéu ulogu u promocijskoj fazi
karcinogeneze (97, 98). Karcinogena aktivnost promotora tumora je
takoder povezana sa snizenim  antioksidativnim  obrambenim
sposobnostima stanice, kao npr. sa smanjenim koncentracijama katalaze i
superoksid dizmutaze. Ral vezni protein 1 (Ral binding proteinl RALBP1)

je protektivni multi specificni transporter konjugata glutationa koji nastaje
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kao odgovor na stres i pomaze u razumijevanju kako tumor izbjegne
regulaciju rasta i protu karcinomske efekte lipidne peroksidacije i otvara
nove pristupe terapiji karcinoma. RALBP1 inhibicija dovodi do inhibicije
rasta melanoma misa, non small cell karcinoma plu¢a (NSCLC H 358 i
H520) i staniCne linije kolona SW480 (99,100).

Smanjena aktivnost primarnih antioksidacijskin enzima kao Sto je
citoplazmatska CuZnSOD (SOD1) je Cesto prisutna u tumora, $to ukazuje
na smanjenu obranu od oksidacije i pove¢anu produkciju ROS-a, a moze
se povezati S mnogim svojstvima karcinomskih stanica.

Medu nasljednim faktorima razvoja karcinoma znane su genetske
promjene koje su ovisne o obrani od oksidacijskog stresa. Trisomija 21 je
primjer u kojem prisutnost citoplazmatske SOD1 u tkivu je poviSena za
50%, a gen za kodiranje SOD1 je smjeSten na kromosomu 21.
Mitohondrijska MnSOD je reducirana na 1/3. Gen za mitohondrijsku SOD
je smjesten na kromosomu 6. Tako promjena aktivnosti SOD moze igrati
ulogu u karcinogenezi. Bolesnici s Down sindromom imaju i do 30% veci
rizik za razvoj akutne leukemije. Bolesnici s Dubin Johnsons Sprintz
sindromom imaju deficit SOD2 i puno viSe su podlozni razvoju karcinoma
(101,102).

Karcinom je, sam po sebi, povezan s drugim procesom oksidacije i lipidne
peroksidacije — upalom. Cilj slobodnih radikala u upalnom procesu su
DNK, RNK proteini i lipidi (103).

ROS, RNS i LPO produkti mogu imati utjecaj na signalne molekule i
izmijeniti ulogu bjelanCevina i enzima ukljucenih u upalu i karcinogenezu,
kao $to su NFkB, iNOS i COX2 (104,105).

Razlike u nacinu Zzivota, prehrani, okoliSu imaju vazan patofizioloski
utjecaj. Svjetska zdravstvena organizacija je izdala viSe izvjestaja u kojima
upozorava na to da su neke dijete, siromasne vo¢em i povréem te
sadrzajem antioksidansa, u vezi s pojavom nekih karcinoma npr. Zeluca,
jednjaka, debelog crijeva (kolonorektalnih) i plu¢a (106).

Tumorogeneza mozga je povezana S karcinogenezom ovisnom o0

oksidacijskom stresu i ionizacijskim zraCenjem koje moze dovesti do
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radiolize vode, generirati slobodne kisikove radikale i izmijeniti kljuCne
molekule (107,108).

Oksidacijski stres ima utjecaj i na ekspresiju gena. H202 aktivira veliku
grupu signalnih kinaza uklju¢enih u stani¢nu migraciju, proliferaciju i
apoptozu. Nrf2 (nuclear erythroid 2 related factor) regulira ekspresiju
mnogih antioksidantnih enzima (SOD;CAT;GTS;GPx). Njegova poviSena
aktivnost moze doprinijeti razvoju karcinoma tako Sto doprinosi
kemorezistenciji tumora na kemoterapiju (109). Ovi enzimi preveniraju
oSteCenje mozga koje bi nastalo djelovanjem slobodnih radikala. No,
slobodni radikali s druge strane mogu promijeniti djelovanje gena koji ih
kontrolira. Rao je prikazao da SOD aktivnost u eritrocitima je snizena u

vecini tipova intrakranijalnih neoplazmi (110).

1.3.4.1 Sustav zastite od tumorogeneze

Glutation peroksidaza GPx reducira organske perokside. Polimorfizam
glutation S transferaze GSTs moze imati ulogu u histoloSkom podtipu
mozdanog tumora, posebno u astrocitomima visokog gradusa djecje dobi
(111). Katalaza je endogeni antioksidacijski enzim koji konvertira H202 u

H20 i O2. Povezan je sa stanicama glioma (112).

SOD aktivnost se smanijuje tijekom zivota. Ekstracelularna SOD (SOD3) je
manje zastupliena u mozgu nego SOD1 i SOD2. SOD mehanizam
selektivno ubija stanice karcinoma (113).

Nekoliko inhibitora lipidne peroksidacije kao §to su lazaroidi (21
aminosteroidi), inhibitori COX, kelatori zeljeza, vitamini (E,D,C,3 karoten),
melatonin su testirani, ali njihovo djelovanje je razliito ocijenjeno
(114,115,116,117,118).

Na povecanju stvaranja slobodnih radikala kisika temeljen je terapijski, ali i

toksicni uc€inak antraciklinskih citostatika (119).
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1.4 TUMORI SREDISNJEG ZIVCANOG SUSTAVA

1.4.1 Klasifikacija tumora srediSnjeg ziv€éanog sustava prema
Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji iz 2007.godine

Klasifikacija tumora SZS po SZO iz 2007. godine razlikuje se od
predhodnih ukoliko je u meduvremenu ustanovljena razlika ovisna o dobi,

distribuciji, lokaciji, genetskom profilu ili klinickom obnasanju tumora (120).

TUMORI NEUROEPITELIJALNOG TKIVA ICD-O
Astrocitni tumori
Pilocitni astrocitom 9421/11
Pilomiksoidni astrocitom 9425/3*
Subependimalni astrocitom gigantskih stanica 9384/1
Pleomorfni ksantoastrocitom 9424/3
Difuzni astrocitom 9400/3
Fibrilarni astrocitom 9420/3
Gemistocitni astrocitom 9411/3
Protoplazmicni astrocitom 9410/3
Anaplasti¢ni astrocitom 9401/3
Glioblastom 9440/3
Glioblastom gigantskih stanica 9441/3
Gliosarkom 9442/3
Cerebralna gliomatoza 9381/3
Oligodendroglijalni tumori
Oligodendroglioma 9450/3
Anaplasti¢ni oligodendrogliom 9451/3
Oligoastrocitni tumori
Oligoastrocitom 9382/3
AnaplastiCni oligoastrocitom 9382/3
Ependimalni tumori
Subependimom 9383/1
Miksopapilarni 9394/1
Ependimom 9391/3
Stani¢ni 9391/3
Papilarni 9393/3
Clear cell 9391/3
Tanicitni 9391/3
Anaplasti¢ni ependimom 9392/3
Tumori korioidnog pleksusa
Papilom korioidnog pleksusa | 9390/0
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Atipi¢ni papilom korioidnog pleksusa 9390/1*
Karcinom korioidnog pleksusa 9390/3
Drugi neuroepitelialni tumori
Astroblastom 9430/3
Kordoidni gliom tre¢e komore 9444/1
Angiocentricni gliom 9431/1"
Neuronalni i mjeSoviti neuronalno glialni tumori
Displasti¢ni gangliocitom cerebeluma (Lhermitte-Duclos) | 9493/0
Dezmoplasti¢ni infantilni astrocitom/gangliogliom 9412/1
DisembrioplastiCni neuroepitelijalni tumor 9413/0
Gangliocitom 9492/0
Gangliogliom 9505/1
Anaplasti¢ni gangliogliom 9505/3
Centralni neurocitom 9506/1
Ekstraventrikularni neurocitom 9506/1*
Cerebelarni liponeurocitom 9506/1*
Papilarni ganglioneuronalni tumor 9506/1*
Glioneuralni tumor cCetvrte komore s formirajuc¢im | 9509/1*
rosetama
Paragangliom 8680/1
Tumori pinealne regije
Pineocitom 9361/1
Srednje diferencirani pinealni parenhimalni tumor 9362/3
Pineoblastom 9362/3
Papilarni tumor pinealne regije 9395/3*
Embrionalni tumori
Meduloblastom 9470/3
Dezmoplasti¢ni/nodularni meduloblastom 9471/3
Meduloblastom s ekstenzivnom nodularnosti 9471/3*
Anaplasti¢ni meduloblastom 9474/3*
Meduloblastom velikih stanica 9474/3
Primitivni neuroektodermalni tumor SZS 9474/3
Neuroblastom SZS 9500/3
Ganglioneuroblastom SZS 9490/3
Meduloepiteliom 9501/3
Ependimoblastom 9392/3
Atipi¢ni teratoidni/rabdoidni tumor 9508/3

TUMORI KRANIJALNIH | PARASPINALNIH ZIVACA

Schwannoma (neurilemoma,neurinoma) 9560/0
Staniéni 9560/0
Pleksiformni 9560/0
Melanoticni 9560/0
Neurofibrom 9540/0
Pleksiformni 9550/0
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Perineuriom

Perineuriom,NOS 9571/0
Maligni perineuriom 9571/3
Maligni tumor ovojnice perifernog Zivca (MPNST)
Epiteloidni MPNST 9540/3
MPNST s mezenhimalnom diferencijacijom 9540/3
Melanotiéni MPNST 9540/3
MPNST s glandularnom diferencijacijom 9540/3
TUMORI MENINGEALNIH OVOJNICA
Tumori meningotelijalnih stanica
Meningiom 9530/0
Meningotelijalni 9531/0
Fibrozni (Fibroblasti¢ni) 9532/0
Tranzicionalni (mjeSoviti) 9537/0
Psamomatozni 9533/0
Angiomatozni 9534/0
MikrocistiCni 9530/0
Sekretorni 9530/0
Limfoplasmacitni — bogati 9530/0
Metaplasti¢ni 9530/0
Kordoidni 9538/1
Clear cell 9538/1
Atipi¢ni 9539/1
Papilarni 9538/3
Rabdoidni 9538/3
Anaplasti¢ni (maligni) 9530/3
Mezenhimalni tumori
Lipom 8850/0
Angiolipom 8861/0
Hibernom 8880/0
Liposarkom 8850/3
Solitarni fibrozni tumor 8815/0
Fibrosarkom 8810/3
Maligni fibrozni histiocitom 8830/3
Leiomiom 8890/0
Leiomiosarkom 8890/3
Rabdomiom 8900/0
Rabdomiosarkom 9220/0
Hondrom 9220/3
Hondrosarkom 9180/0
Osteosarkom 9180/3
Osteohondrom 9210/0
Hemangiom 9120/0
Epiteloidni hemangioendoteliom 9133/1
Hemangiopericitom 9150/1
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AnaplastiCni hemangiopericitom 9150/3
Angiosarkom 9120/3
Kaposijev sarkom 9140/3
Ewing sarkom — PNET 9364/3
Primarne melanocitne lezije

Difuzna melanocitoza 8728/0
Melanocitom 8728/1
Maligni melanom 8720/3
Meningealna melanomatoza 8728/3
Druge neoplazme vezane za meningelane ovojnice
Hemangioblastom | 9161/1

LIMFOMI | HEMATOPOETSKE NEOPLAZME

Maligni limfom 9590/3
Plazmacitom 9731/3
Granulocitni sarkom 9930/3

GERM CELL TUMORI

Germinom 9064/3
Embrionalni karcinom 9070/3
Yolk sac tumor 9071/3
Koriokarcinom 9100/3
Teratom 9080/1
Zreli 9080/0
Nezreli 9080/3
Teratom s malignom transformacijom 9084/3
MijeSoviti germ cell tumor 9085/3

TUMORI SELARNE REGIJE

Kraniofaringeom 9350/1
Adamantinozni 9351/1
Papilarni 9352/1

Granularni stani¢ni tumor 9582/0

Pituicitom 9432/1*

Spindle cell onkocitom adenohipofize 8291/0*

METASTATSKI TUMORI

Tablica 1 : Klasifikacija tumora srediSnjeg ziv€anog sustava prema
Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji 2007
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! Morfolo$ki znak Internacionalne klasifikacije bolesti za onkologiju (ICD-O)
(614A) i Sistematizirane nomenklature za medicinu (http://snomed.orq).

Kodira se /= za benigne tumore; /3 za maligne tumore i /1 za tumore
nejasnog ili granicnog obnasanja u smislu benignosti ili maligniteta.

* Oznaceni brojevi su provizionalni znaci predlozeni za 4. izdanje ICD-O.
Dok se ocCekuje da budu ukljuéeni u slijedece ICD-O izdanje, ipak su

podlozni eventualnim izmjenama.

1.4.2 TUMORI SREDISNJEG ZIVCANOG SUSTAVA U DJECE

Tumori srediSnjeg Ziv€anog sustava svakako predstavljaju izazov u
ljeCenju. RazliCitost u bioloSkoj pojavnosti unutar jedinstvenog miljea
srediSnjeg Ziv€anog sustava u razvoju, zahtijeva prilagodljiv i podroban
plan lijeCenja. Zadnjih godina eksponencijalno raste naSe znanje o

molekularnoj i genetskoj osnovi malignih bolesti u djece (2).

1.4.2.1 Gliomi niskog gradusa (eng. low grade)

Astrocitomi su najées$éa podgrupa tumora SZS u djece. Najées¢i histoloski
tipovi su pilocitni i fibrilarni astrocitom koji pripadaju skupini glioma niskoga
gradusa. Brojni drugi glijalni tumori se isto tako mogu vidjeti u djece
ukljuCuju¢i pleomorfne ksantoastrocitome (PXA), subependimalne
astrocitome glijalnih stanica, gliomi visokog gradusa (eng.high grade),
gangliogliomi i dezmoplasti¢ni infantilni gangliogliomi, astroblastomi,

ependimomi i oligodendrogliomi.
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1.4.2.1.1 Astrocitomi

Supratentrijalni tumori &ine 40 do 60% tumora SZS u djece. Gotovo
dvaput su ¢e&¢i u dojencadi nego u starije djece. Vecinu supratentorijalnih
tumora CcCine gliomi (astrocitomi, oligodendrogliom i ependimom) s
najceScim podtipom gliomom niskoga gradusa koji Cini polovicu svih. Za
razliku od distribucije glioma u odraslih , maligni gliomi se javljaju samo u
20% svih supratentorijalnih glioma u djece.

Za vecCinu glioma etiologija je nepoznata. Djeca koja imaju familijarne
predisponiraju¢e sindrome imaju povecani rizik za nastanak glioma i
niskog i visokog gradusa. Zaposlenje roditelja u kemijskoj i elektricnoj
industriji pogoduje nastanku astroglijalnih tumora u potomaka. Ukoliko
majke prenatalno uzimaju vitamine moze doci do protektivhog ucinka. Do
sada se jasno se povezuje ioniziraju¢e zraCenje s razvojem glioma koji je
u tom slucaju 2,6 puta CeSci.

Neurofibromatoza tip 1 (NF1) je povezana s povecanim rizikom za
intrakranijalne tumore. 15-20% bolesnika s NF1 ima intrakranijalne tumore
niskog gradusa. Pilocitni astrocitom nastaje naj¢eS¢e na optiCkom Zivcu,
opti€koj hijazmi, hipotalamusu i/ili mozdanom deblu.

Klasifikacija astrocitoma po SZO se dijeli u 4 tipa. Tip 1 je neiffiltrirajudi
pilocitni astrocitom; tip 2 difuzni astrocitom; tip Ill anaplasti¢ni astrocitom i
tip IV multiformni glioblastom. Cerebelarni astrocitomi tip | i Il ¢ine 70 do
80% svih tumora tog tipa, a u djece 15%; nastaju iz razli€itih prekursorskih

stanica.

1.4.2.1.1.1Astrocitomi I i Il gradusa

Buduci su pilocitni astrocitomi najceSc¢i u prva dva desetlje¢a Zivota Cesto
se nazivaju i juvenilni pilocitni astrocitomi (JPA). Oni se nalaze duz
neuroaksisa (opti¢ki put, hipotalamus, cerebralne hemisfere, mozdano
deblo i ledna mozdina) iako ih se 80% nalazi u cerebelumu. Ovi tumori su
obi¢no dobro ograniceni i ne infiltriraju okolno tkivo. Jedina iznimka je

gliom optickog puta koji infiltrira n. optikus i izaziva gubitak vida. JPA
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imaju bifazicni izgled kompaktnih, bipolarnih fibriliranih astrocita s
Rosenthalovim nitima. Nekroza moze biti prisutna, ali nema prognosticki
znaCaj i ne ukazuje na malignitet ili loSu prognozu. Lokalna
leptomeningealna diseminacija se javlja u polovice slu€ajeva i isto tako
nema prognosticki znacaj.

Astrocitomi tip Il se razlikuju od pilocitnih tumora prema lokaciji, stupnju
infiltracije i prisutnim genetskim aberacijama. Uglavnom, astrocitomi Il

stupnja imaju tendenciju rasta i oStecCenja struktura koje zasjedaju.

1.4.2.1.1.2 Ostali astrocitomi niskog gradusa

Nadalje, astrocitomi niskog gradusa se mogu podijeliti na temelju njihova
mikroskopskog izgleda. PrognostiCka vrijednost ovih podgrupa nije
potpuna jasna.

Fibrilarni astrocitom je najCesSc¢i podtip astrocitoma tip Il i ima jedinstvenu
kompaktnu organizaciju fibrilarnih astrocita s razlicitim stupnjem celularne
atipije i slabom strukturom matriksa.

PXA je nedavno otkriven podtip; rijedak je GFAP pozitivan astrocitni tumor
koji se tipicno pojavljuje u cerebralnim hemisferama djece i mladih
odraslih. Karakteriziraju ga veliki, neoplastiCni astrociti s nuklearnim
pleomorfizmom i vrlo atipi€nim jezgrama.

Dezmoplasti¢ni infantilni astrocitom DIA je rijedak tumor koji se javlja u
djece stare do 18 mjeseci. Ovi tumori su obiéno veliki, cisticni,
supratentorijalne lokalizacije i prianjaju uz duru.

Najmanje ucestali podtip je protoplazmicni astrocitom koji ima prominentne
mikrociste, mukoidnu degeneraciju i blagu GFAP pozitivnost. Neki ga
smatraju histoloSkom formom fibrilarnog astrocitoma.

Difuzni cerebelarni astrocitom predstavljaju low grade astrocitome
cerebralnih hemisfera sa slabo ograni¢enim granicama i invazijom okolnog
parenhima.

Bez obzira na subtip, astrocitomi niskog stupnja imaju nisku celularnost,

ograni¢enu atipiju jezgara i blagu mitotsku aktivnost.
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Citogenetske abnormalnosti se pojavljuju rjiede nego kod odraslih. U
odraslih, mutacije astrocitoma nikog stupnja u p53 tumor supresorskom
genu su Ceste i mogu upucivati na ranu malignu alteraciju, dok su u djece
rijetke. Najveci dio pilocitnin astrocitoma u djece imaju normalan
citogenetski nalaz. Naj¢eS¢e abnormalnosti su na kromosomima 1, 7 i 8 i
gubici 17p i 17g. Aberantna aktivacija mitogen aktivirane protein kinaze
(MAPK) zbog duplikaciie BRAFa je naj¢es¢i oblik tumorogeneze u
astrocitomima niskog gradusa u djece.

Drugi kromosomski abnormalni marker JPA je nestabilnost 22q13.
Bolesnici bez NF1 s JPA Cesto imaju razliCiti genetski profil. Uvijek dolazi
do aktivacije mTOR puta, $to je moguce razli€itim mehanizmima. Novije
eksperimentalne studije ukazuju na cinjenicu da tumori Il stupnja imaju
visu mitotiCnu aktivnost, viSi postotak stanica u S fazi, izrazitiju aktivhost
faktora VEGF (vascular endothelial growth faktor) nego tumori prvog
stupnja.

Do sada ne postoji molekularni prognosticki kriterij koji predvida progresiju
tumora. Svakako, otkrivanje tih markera navelo bi na nove molekularne
cilieve terapije, ali isto tako omogudilo brzu patoloSku karakterizaciju i

klasifikaciju tumora.

1.4.2.1.2 Cerebelarni astrocitom

Cini 10 do 20% tumora SZS te 20 do 40% svih tumora straznje lubanjske
jame u djece. Infratentorijalni tumori ¢ine oko 50% svih intrakranijalnih
tumora u djetinjstvu i uklju€uju meduloblastom/PNET (20% ), cerebelarni
astrocitom (15%) , ependimom (5%), gliom mozZdanog debla (3%) te
razliCite druge tipove tumora. Nakon kirurSke resekcije karakteristiCno je
dugo preZivljavanje, a ovisno je o histoloSkom tipu, rasirenosti i opseznosti
kirurSke resekcije.

Novija laboratorijska istrazivanja su usmjerena u definiranje molekularnih
oblika razliCitih stupnjeva cerebelarnih astrocitoma. KliniCka istrazivanja
usmjerena su prema terapiji rezidualnog ili rekurentnog tumora, ulogi

adjuvantne terapije, funkcionalni ishod nakon terapije, terapija
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komplikacija kao Sto su pseudomeningokele, shunting likvora i cerebelarni
mutizam.

Incidencija cerebelarnih astrocitoma je izmedu 0.2 do 0.33 sluCaja na
100000 djece na godinu, s vrhom incidencije u dobi od 6 godina. Spol ne
igra ulogu u pojavnosti tumora, niti postoji geografska ili etniCka
predispozicija. Sam naziv cerebelarni astrocitom ukazuju na benignu
prirodu tumora iako to ovisi o histoloSkom tipu. 80% cerebelarnih
astrocitoma ¢ine JPA (st.| je benigna forma); fibrilarni astrocitom (st.Il) €ini
15%; anaplasticni astrocitom (Il st.) i glioblastom (IV st.) €ine svaki oko
5%. Bolesnici koji imaju NF1 imaju 5% moguénosti da razviju JPA.
Cerebelarni astrocitomi mogu biti cisti¢ni, solidni ili mjeSovite grade. JPA
su tipiCno cisticni i sadrze zuto smedu tekuc€inu i neoplasti¢ne Cvori¢e u
stijenkama. Ciste imaju pseudokapsulu od glije ili sadrZzi neoplasticne
stanice. Difuzni subtipovi nemaju ciste. CistiCne lezije su ¢eSée u
cerebelarnim hemisferama, dok se solidni tumori ¢eS¢e javljaju u srednjoj
liniji u blizini vermisa.

1995. god. Gilles i suradnici su  predloZili joS jednu klasifikaciju
cerebelarnih astrocitoma na temelju histolodkih karakteristika i
prezivljavanja (121). Gliomi A skupine imaju ciste, leptomeningealno
diseminiraju, Rozentalova vlakna, oligodendrogliome. Gliomi B skupine
imaju kombinaciju pseudorozeta, hipercelularnost, mitoze, nekroze ili
kalcifikacije. Gliomi C skupine su kombinacija prve dvije. DesetgodiSnje

prezivljavanje za gliome A je bilo 94% za gliome B 29% i C gliome 69%.

1.4.2.1.3 Gliomi optickog puta

Javljaju se na svim mjestima koja se nalaze anatomski u podrucju
optiCkog puta. Rastu kao infiltrativne lezije iako se znaju vidjeti i velike
mase. Infiltriraju vrlo Cesto hipotalamus. 10% ovih tumora infiltrira samo
jedan opti¢ki zivac, 30% oba. Gotovo svi infiltriraju hijazmu ili hipotalamus.
Gliomi opti¢kog puta &ine 4 do 6% svih tumora SZS u djece; 2% u odraslih
i 20 do 30% svih glioma u djetinjstvu. Vrh incidencije je u prvom desetljecu
zivota. NF1 je prisutna u 25 do 60% ovih bolesnika. 15 do 25% bolesnika
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s NF1 imaju gliom opti¢kog puta na MRI ali ih je samo 1 do 5%
simptomatskih. Bolesnici s NF1 imaju bolju prognozu od onih koji je
nemaju.

Vecina ovih tumora diencefalona i optiCkog puta su histopatoloski gliomi
niskog gradusa, obi¢no pilocitni ili fibrilarni astrocitomi. HistoloSki opticki
gliomi pokazuju dva razliCita oblika rasta. U bolesnika bez NF1 tumor je
obicho samo u podruCju optiCkog puta, ne zahvaca meninge, dok u
bolesnika sa NF1 zahvaca. Bolesnici s hijazmati¢no hipotalamickim
gliomom imaju ve¢u mogucénost diseminacije duz neuroaksisa.

Noviji radovi Dasgupte i suradnika ukazuju da metionin aminopeptidaza 2
(Met AP2) je specifiCan nalaz u likvoru bolesnika s NF1 u ljudi i miSeva
(122). Ne nalazi se u sporadi¢nih pilocitnih ili ostalih low grade glioma.
Fumagilin je njen inhibitor i posljedi€no dolazi do smanjenja proliferacije
astrocita in vitro. Ta €injenica upucuje na moguénost terapijskog djelovanja
fumagilina. U novijim istrazivanjima koriste se mTor inhibitori s ciliem
terapijskog djelovanja na gliome u bolesnika sa i bez NF1.

Bolesnici s unilateralnim tumorom imaju dobru prognozu nakon cjelovite
kirurSke resekcije. 92% prezivi 15 godina ne glede na status NF1.
Svakako, hijazmati¢no diencefalicni smjesteni tumori imaju loSiji ishod. U
studiji Packera i suradnika statistiCki signifikantni prognosticki faktor je bila
dob djece te su djeca 5 godina i mlada imala 3 godiSnju stopu
prezivljavanja 74% u usporedbi sa 39% u starije djece (123, 124, 125,
126).

1.4.2.1.4 Oligodendrogliomi

Osnovni razlog zbog kojeg je joS uvijek nejasna incidencija ovih tumora
jesu znacajne razlike izmedu dijagnostickih kriterija koje postavljaju
neuropatolozi. U djece &ine oko 1% svih tumora SZS. Vrlo rijetko je
prisutna mutacija p53. Gotovo polovica ovih tumora pokazuje
karakteristicni gubitak dugog kraka 1. kromosoma i kratkog kraka
kromosoma 19 S8to moze posluziti kao dijagnosticki kriterij prema

astrocitnim tumorima.
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Oligodendrogliomi nastaju u bijeloj tvari i imaju sklonost Sirenja prema
korteksu. Rado se smjeStaju uokrug neurona i krvnih Zila ispod pije.
Histolo$ki izgled se Cesto opisuje kao jaja na oko. Perinuklearni ,haloi“ se
nazalost ne vide na zamrznutim ili u formalinu fiksiranim preparatima.
Vecina oligodendrocita pokazuje pozitivhu reakciju za S100 protein.
Oligodendroglimi niskog gradusa se razlikuju od oligodendroglioma
visokog gradusa prema slabije izrazenoj celularnosti, mitotskoj aktivnosti,
minimalnoj atipiji jezgara, te odsutnosti proliferacije endotela i nekroze.

Oligodendrogliomi imaju blagu predilekciju za frontalni rezan;.

1.4.2.2 Gliomi visokog gradusa (eng. high grade glioma)

Astrocitomi su najéescéi tumori SZS u djece i &ine 40 do 50% svih tumora u
djece. SZO ih klasificira u niskog gradusa (I i Il stupnja) i visokog gradusa
(I i IV stupanj). Gliomi visokog gradusa se javljaju u 20% tumora SZS u
djece i imaju slabu prognozu. PetogodiSnje preZivljavanje je manje od
20%.

Gliomi visokog gradusa su anaplasti¢ni astrocitom (AA) SZO gr. Il i
glioblastom (GBM) SZO gr. IV. Oni su manje pojavnosti u djece nego li u
odraslih i javljaju se samo u 15 do 20% djece s tumorima mozga.
Anaplasti¢ni tumori s oligodendroglijalnom komponentom su rijetki u djece.
Maligni gliomi se javljaju u 6.5% tumora mozga. Nekoliko je gentickih
sindroma koji se povezuju s ovim tumorima. To su NF1, Turcoov sindrom i
Li Fraumeni sindrom.

AA i GBM su difuzno infiltrativni maligni gliomi. Imaju visoku mitotsku
aktivnost, invadiraju u lokalno tkivo posebno duz dubokih traktova bijele
tvari (npr. korpus kalozum, prednja komisura, forniks ili kasula interna).
Neuobi€ajeni rast malignog astrocitoma kroz cijelu hemisferu naziva se
cerebralna gliomatoza.

Za razliku od astrocitoma Il stupnja, AA pokazuje vecu nuklearnu atipiju,
celularnost, pleomorfizam, mitotsku aktivnost. Dijagnoza GBM se obi¢no

postavlja na temelju prisutnosti nekroze ili mikrovaskularne proliferacije.
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Ostali tipovi tumora ove skupine su anaplasti¢ni oligodendrogliom (AO),
anaplasticni mjeSoviti gliom (AMG) i anaplasticna varijanta pleomorfnog
ksantoastrocitoma, ganglioma i pilocitnog astrocitoma.

Gliomi visokog gradusa u djece se razlikuju od onih u odraslih iako imaju
slicne histoloSke karakteristike. GBM se mogu javiti kao primarni (de novo)
u odraslih ili kao sekundarni (iz glioma niskog gradusa). De novo se
javljaju oni koji su povezani sa amplifikacijom EGFRa (epidermal growth
factor) i protein homolog fosfataze i tenzina (PTEN) mutacija. Sekundarni
se javljaju u mladih osoba i imaju mutaciju p53 te prekomjernu ekspresiju
trombocitnog receptora

Malo je poznato o molekularnim karakteristikama pedijatrijskih glioma.
Neke studije su identificirale mutacije p53 koje su povezane sa slabijim

ishodom.

1.4.2.3 Gliomi mozdanog debla

Gliomi mozdanog debla su skupina tumora s loSom prognozom. S
upotrebom magnetne rezonance sada se prepoznaje ovu skupinu tumora
kao heterogenu skupinu s razli€itim subtipovima koji se razlikuju u
prognozi. Grubo se dijele u dvije skupine difuzni intriziéni gliom i ne-difuzni
tumori mozdanog debla. Difuzni intrinzi¢ni gliomi se najCeSce javljaju i to u
podruCju ventralnog dijela ponsa, infiltriraju u okolinu i imaju loSu
prognozu. Ne difuzni se nalaze obi¢no u srediSnjim dijelovima mozga,
dorzalno, cervikomedularno. Svi su uglavhom sporog rasta i dobro
reagiraju na kirursku terapiju.

Tumori mozdanog debla ¢ine 10 do 20% svih tumora mozga u djece, a
90% je od glije. 75% ih se javlja prije 10 godine Zivota.

Prognoza djece s difuznim pontinim gliomom je vrlo slaba, poluzivot je 4
do 15 mjeseci. Za sve tumore mozZzdanog debla petogodiSnje
prezivljavanje je 20 do 30%.

Difuzni gliomi ponsa €ine 80%svih tumora mozdanog debla.

Ovi gliomi su klasificirani vise prema lokaciji nego li po histologiji. Dijele se
u difuzne intrinzicne gliome koji nastaju primarno u ponsu i imaju loSu

prognozu i ne-difuzne gliome od kojih veéina ima low grade histologiju i
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povoljniju prognozu. Benigni i manje maligni tumori javljaju se CeS¢e u
srednjoj liniji i meduli, dok high grade gliomi se javljaju ¢eS¢e u podrucju
ponsa. Vazno ih je odijeliti od ostalih tumora straznje lubanjske jame zbog
razlicitih terapije i prognoze.

Vecina difuznih glioma ponsa su fibrilarni i pokazuju nuklearnu atipiju,
oskudnu citoplazmu, mikrociste, vioku mitoticku aktivnost i pleomorfizam
jezgara. To je karakteristika astrocitoma gr.lll, za razliku od gr.IV koji se
odlikuje i mikrovaskularnom proliferacijom i nekrozom.

Najveci broj tumora ove skupine Cine astrocitomi gr.l (pilocitni) i gr.ll.

Veliki broj ovih tumora pokazuje visoku pojavnost mutacija koji proizlaze iz
p53 gena.Takoder imaju visoki nivo IL13 i mRNA.

1.4.2.4 Ependimomi

To je skupina tumora koja nastaje iz ependimalnog sloja stanica koji se
nalazi izmedu ventrikularnog sistema i centralnog kanala ledne mozdine.
Intrakranijalni ependimomi €ine 9% svih tumora mozga u bolesnika mladih
od 20 godina i 1/3 svih primarnih tumora mozga u djece. Incidencija je 2,6
u dobnoj skupini do 14 godina. Tumori te skupine koji nastaju u spinalnom
kanalu ¢ine 10% incidencije. Ependimomi su dva puta ¢e8¢i u muske
djece. Etiologija je nepoznata. Zapazena je povecana incidencija u vrijeme
kada je cjepivo za poliovirus i adenovirus bilo kontaminirano simian
virusom 40. U to vrijeme je opazena povecana incidencija karcinoma
uopce. Neurofibromatoza tip 2 je jedini poznati genetski poremecaj koji se
povezuje sa ependimomima. Bolesnici s NF2 obi¢no razviju intramedularni
spinalni tumor. 25-70% bolesnika ima NF2 mutacije.

NajCeSce se javljaju u podrucju trece, Cetvrte i lateralnih komora, te u
lumbosakralnom dijelu spinalnog kanala. Postoje 3 stupnja ependimoma.
Gradus | su subependimom i miksopapilarni ependimom. Subependimom
najceS¢e nastaje na zidu ventrikla. Karakteristicni su grozdovi
monomorfnih stanica oko fibrila. Cesto nastaje fokalna cisti¢na
degeneracija, vaskularna hijalnizacija, depozicija hemosiderina i

kalcifikacija. Pokazuju niski stupanj staniCne proliferacije. Nemaju
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citogenetskih promjena i mnogi ih autori smatraju hamartomima. Mnoge
slu¢ajno nalazimo na autopsiji.

Miksopapilarni ependimom nastaje u podrucju filuma terminale u regiji
kaude ekvine. Povremeno prodire u okolne strukture (kost i meka tkiva),
rijetko diseminira.

Ependimomi Il stupnja su solidni i dobro ograniceni od okolnih struktura.
HistoloSki pokazuju pseudorozete koje Cine neoplastiChe stanice oko
krvnih zila. Obi¢no imaju nisku mitoti¢nu aktivnost.

Tip 11l anaplasticni (maligni) ependimom pokazuje hisotoloski anaplaziju,
visoku celularnost, atipiju jezgara.Ependimomi su skupina tumora kod
kojih se moze dokazati genetske promjene na mnogim kromosomima npr
1,5, 7,9itd. U nekima od njih se mogu prikazati stanice za koje se smatra

da bi mogle pripadati onima koje iniciraju tumorsku proliferaciju.

1.4.2.5 Embrionalni tumori

Bez obzira na mjesto nastanka unutar SZS ovi tumori su grupirani pod
kiSobranom termina primitivni neuroektodermalni tumori (PNET). Relativho
je njihova histoloSka pojavnost homogena, a Cine ju slabo kohezivne,
nediferencirane neuroepitelijalne stanice Cesto s visokim stupnjem mitoze i
Cesto pokazuju neuroblastiCnu transformaciju. Imaju tendenciju da

diseminiraju kroz likvor i to doprinosi njihovom slabom ishodu.

1.4.2.5.1 Meduloblastom

Incidencija meduloblastoma je 3,5 na 100000 djece na godinu. 1,5 puta je
¢eS¢i u muske djece. Etiologija tumora je nejasna. U neke djece se
povezuje s Gorlinovim ili rijetko Turcotovim sindromom, Li Fraumenijevim
sindromom, ataxijom- teleangiektazijom i Coffin Sirisovim sindromom.

Vecina se slaze s pretpostavkom da je meduloblastom zaseban
cerebelarni tumor. Klasificiran je kao IV stupnja zbog velikog stupnja
maligniteta. Manja diferenciranost i anaplazija su povezani s loSijim
ishodom. To je tumor malih okruglih stanica. Brojne su histoloSke varijante.

Desmoplasti¢ni i nodularni meduloblastomi imaju bolji ishod.
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Molekularni markeri su cmyc, trkC, erbB2. Noviji laboratorijski izvjestaji
upucuju na ulogu ljudskog homologa Drosophila gena (PTCH) Ccije

mutacije se Cesto nalaze u ovim tumorima.

1.4.2.5.2 Atipi¢ni teratoidni tumor

ATRT ¢ini 1-2% svih tumora mozga u djece, oko 10% u dojencadi, a
srednja dob kada se postavlja dijagnoza je 1 do 7 mjeseci. Dvostruko
cesSce se javlja u muske djece.

ATRT je maligni embrionalni tumor koji se sastoji od rabdoidnih stanica i
dodatnih malih embrionalnih, mezenhimalnih i epitelijalnih stanica.
Rabdoidne stanice imaju epitelijalni membranski antigen i vimentin. Index
definiran s pozitivnim bojanjem za MIB1 je 80%. 90% tumora je
monosomno ili ima deleciju kromosoma 22. Postoje homozigotne delecije
il mutacije hSNF5/INI1 gena koji je na mjestu kromosoma 22qg11.2.
Prognoza ovih tumora je loSa, vecCina djece umre u prvoj godini
postavljanja dijagnoze. Ne Siri se duz neuroaksisa. Bubrezni rabdomioidni
tumori ne metastaziraju u SZS stoga abdominalni ili staging prsnog kosa

nije potreban.

1.4.2.5.3 Drugi embrionalni tumori

1.4253.1 Pineoblastom

To su maligni tumori IV stupnja pinealne regije. Polovica njih jesu pinealni
parenhimski tumori koji se javljaju u prve dvije dekade zivota, nesto ¢eSce
u muskih osoba. Imaju tendenciju Sirenja duz neuroaksisa. Pineoblastom
se moze javiti zajedno s uni ili bilateralnim retinoblastomom pa se to stanje
naziva trilateralni retinoblastom. U tom sluCaju srednje vrijeme
prezivljavanja je 11 mjeseci. Pineoblastom se opisuje i pri Turcotovom

sindromu.
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1.4.25.4  Ostali nonpinealni embrionalni tumori

1.4.25.4.1 Intrakranijalni germ cell tumori

Intrakranijalni germ cell tumori su skupina relativno rijetkin tumora Kkoji
pokazuju veliku sliénost germ cell tumorima koji nastaju izvan SZS. Svi
nastaju iz fetalne Zumanjcane vrece (yolk sac), a lokacija tumora ovisi o
migraciji stanica za vrijeme ranog fetalnog razvoja.

Dijele se u dvije skupine: germinomi i nongerminomi. Germinomi su ¢es¢i
(50-70% ukupnog broja sluCajeva). Nongerminome CcCine embrionalni
karcinom, endodermalni sinusni tumor (yolc sac), koriokarcinom, teratom
te mjeSoviti germinom. Intrakranijalno germinomi nastaju najCeSce
supraselarno.

U Japanu i na Tajvanu incidencija ovih tumora je znacajno veca od
incidencije u zapadnim europskim zemljama ili Americi. 2,5 puta je ¢eS¢a
incidencija u muske djece. U djevoj€ica 75% tumora nastaje supraselarno,
a u djeCaka 70% nastaje u pinelnoj zoni. Razlog nije poznat.

Patogeneza intrakranijalnih  germ cell tumora se povezuje s
gonadotropinima, pogreSnom migracijom primordijalnih germ cell stanica
tijekom embrionalnog razvoja uz malignu transformaciju. Pojavljuju se
izvjestaji o protoonkogenu c-kit koji djeluje na povrSini stanice i regulira
receptor za aktivnost tirozin kinaze.

Danas se ovi tumori klasificiraju na osnovi histologije i tumorskih markera
kao Sto su AFP (alfa feto protein) i BHCG (beta humani korionski
gonadotropin), a koji imaju i prognosti¢ku vrijednost.

Intrakranijalni germinomi su histoloski identi¢ni disgerminomima jajnika i
seminomima testisa. Diferencijalna dijagnoza ukljuuje limfome i
endodermalne tumore sinusa.

Glede citogenetskog nalaza vrlo ¢esto se navode gubici kromosoma 4, 9p,
11, 13, 17p itd.
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1.4.25.4.2 Kraniofaringeom

Kraniofaringeomi su skupina histoloski benignih neuroepitelijalnih tumora
koji nastaju iz skvamoznog epitela duz primitivnog kraniofaringealnog
duktusa i adenohipofize. Incidencija je 1,3 na 1000000. Cine 5-10%
tumora SZS u djece, 56% onih koji se javljaju u selarnoj i supraselarnoj
regiji. Najveci broj tih tumora javlja se u odraslih.

lako nisu maligni tumori njihova morfogeneza upucuje na abnormalan
razvojni signalni put. Barbosa i suradnici su 2001.god. istrazivali ulogu
AChE i PChE. Potvrdili su visoke vrijednosti AChE i niske PChE. Za niske
vrijednosti PChE smatraju da je razlog spor rast tumora. Korelacija izmedu
PChE i prognoze bolesti nije istrazivana (127).

Genetske alteracije kraniofaringeoma nisu jasno utvrdene. Buslei i
suradnici su istrazivali ulogu Wnt signalnog puta patogeneze

kraniofaringeoma koji bi moguce.rasvijetlio etiologiju nastanka (128).

1.4.2.6 Neuronalni tumori

1.4.2.6.1 Gangliom i gangliocitom

Ovi tumori pripadaju skupini spororastucih rijetkih tumora. Godine 1930.
Courville je pojasnio naziv ovih tumora njegovom mjeSovitom gradom od
neuronalnih i glijalnih elemenata. lako postoji razlika u patologiji ova dva
tumora, u temelju su ova dva podtipa bioloSki ista. Gangliogliomi Cine
0.4% tumora SZS. Obi¢no nastaju supratentorijalno, temporalno. Mogu biti
solidni ili cisti¢ni. Gangliocitomi se sastoje od velikih multipolarnih neurona

s displasti¢nim karakteristikama.

1.4.2.7 Disembrioplasti¢ni neuroepitelijalni tumor

DNET je tumor koji se nalazi supratentorijalno. Prvi put je opisan u studiji

39 djece koja su imala tumor i tvrdokorne parcijalne epileptiCke napade.
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Nastaje u korteksu i njime se i Siri.

1.3.2.8.3 Centralni neurocitom

Centralni neurocitom je rijedak tumor koji naj¢eSée nastaje u podrucju
foramen Monroa. Sli¢e oligodendrogliomima. Neuron specificha enolaza

NSE i sinaptofizin potvrduju neuronalno porijeklo ovih tumora.

1.4.2.8 Tumori korioidnog pleksusa

Dijele se u papilome i karcinome korioidnog pleksusa. Etiologija nije

poznata. Neki ih povezuju s SV40 DNK virusom u primata (129).

1.4.2.9 Intramedularni tumori ledne mozdine

1.4.29.1.1 Ependimomi

To su izrazito celularni tumori, neovisno o stupnju. Dijele se u 4 stupnja:
subependimom, miksopapilarni ependimom, benigni ili klasi¢ni i
anaplasti¢ni. Spororastu¢i su. Anaplastiéni je izrazito invazivan. U 75%

ovih tumora nalaze se promjene na kromosomima, najéesée LOH.

1.4.2.9.2 Astrocitomi

To su naj¢esc¢i tumori ovog podrucja. Vrlo Cesto sadrze ciste. Najceséi su
pilocitni astrocitomi. Juvenilni pilocitni astrocitomi JPA se najcesée
povezuju s nasljednim sindromima kao $to su Li Fraumeni, Turcout
sindrom, kompleks tuberozne skleroze, Maffucci Olierovom bolesti te NF
(130).
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1.4.2.10 Rijetki tumori

1.4.2.10.1 Meningeomi

Meningeomi su naj¢eSce benigni tumori koji nastaju iz arahnoideje,
najceSCe iza petog desetljeCa Zivota. Vrlo su rijetki u djece. lako najveci
dio njih nastaje spontano, rizini faktori su prethodna radioterapija i
neurofibromatoza tip 2. NF2 nosi mutaciju 22 kromosoma $to dovodi do
disfunkcije  NF2 tumor supresor gena. Incidencija neurofioromatoze u

djece s meningeomima je od 13 do 41%.

1.4.2.10.2 Pituitarni adenomi u djece

Pituitarni adenomi &ine 1 do 10% svih tumora SZS u djece. Vecina
bolesnika ima hormonski sekretorne tumore. NajceSCe se radi o
prolaktinomima (45 do 53%), ACTH sekretornim adenomima ili
kortikotropin adenomima te adenomima s produkcijom hormona rasta.
Tumori koji secerniraju tiroid su rijetki.

Vecina pituitarnih adenoma su benigni tumori koji nastaju iz epitelijalnih
stanica adenohipofize. Prolaktinomi, kortikotrofni adenomi ili somatotrofni
adenomi su Cesti u bolesnika sa sindromom multiple endokrine neoplazije
tip 1 (MEN1). Somatotrofni adenomi su povezani s nekoliko nasljednih
stanja ukljuCujuéi i McCune Albright sindromom ili Carneyevim
kompleksom. Makroadenomi su u promjeru veéi od 1 cm. Veli€¢ina tumora
je povezana s njegovom sekretornom funkcijom. Hormonski inaktivni su

obiéno makroadenomi.

1.4.2.10.3 Primarni limfomi srediSnjeg ziv€éanog sustava (Primar
CNS lymphoma - PCNSL)

PCNSL ¢ine 4 do 7% svih intrakranijskih neoplazmi i 1 do 2% svih
limfoma. U posljednje tri dekade incidencija ovih tumora je narasla deset
puta i to u imunokompromitiranih i imunokompetentnin osoba. Vrlo su

rijetki u djecjoj dobi. Nastaju najCeS¢e iz B limfocita i viSe od 90% su
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difuzni veliki B stanicni limfomi. Ostatak Cine low grade limfomi, Burkitt
limfomi ili T stanicni limfomi. Povezuju ih s AIDSom, EBV, HHV8 (Kaposi

sarkom povezan herpes virus). Kromosomske abnormalnosti nisu Ceste.

1.4.2.104 Hemangioblastomi

Hemangioblastomi su benigni dobro vaskularizirani tumori koji nastaju iz
SZS. U djece su iznimno rijetki. U 50% sluéajeva su povezani s von Hippel
Lindau bolesc¢u. To je AD bolest koja nastaje zbog mutacije 3. kromosoma
Sto izaziva gubitak funkcije VHL tumor supresorskog gena. Bolesnici imaju
predispoziciju ne samo za hemangioblastome ve¢ i za ciste bubrega,

karcinome, neuroendokrine tumore i cistadenome reproduktivnih organa.

1.4.2.11 Neurokutani sindromi povezani sa tumorima SZS

Povijesno ovi sindromi se odnose na poremecaje koji zahvacaju kozu,
SZS i jedan ili vise organskih sistema. U tu skupinu spadaju NF1 i NF2;
tuberozna skleroza (TS), ataksija teleangiektazija (AT) von Hippel Lindau
(VHL) i Sturge Weber sindrom (SWS). Displazija koja nastaje zbog
specifiCnih genetskih alteracija unutar normalnog tkiva ektoderma dovodi
do ovih neurokutanih sindroma. Ovi bolesnici imaju veliki rizik od razvoja

tumora SZS koji se medusobno mogu razlikovati po tipu.

142111 Neurofibromatoza tip 1

Nekada se nazivala i von Recklinghausenova bolest. Autosomno je
dominantna s incidencijom 1:3000-4000. NF1 Gen se nalazi na
kromosomu 17q11.2. Postoji viSe od 200 mutacija. Gen kodira protein
neurofiboromin koji se nalazi u Schwanovim stanicama, oligodendrocitima i
neuronima i djeluje kao tumor supresorni gen. Njegova mutacija dovodi do
smanjene aktivnosti p21lras onkogena, pa ne dolazi do konvertiranja

p21ras u inaktivhu formu. NF1 Moze zahvatiti bilo koji organ.
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1.4.2.11.2 Neurofibromatoza tip 2

To je autosomno dominantna bolest s incidencijom 1:37000. Gen NF2 se
nalazi na kromosomu 22912 i kodira protein merlin koji sluzi poput
stanicno membranske veze. Mutacije ovog gena naj¢eS$¢e nalazimo kod

meningeoma, schwanoma, ependimoma, melanoma i mesotelioma.

1.4.2.11.3 Kompleks tuberozne skleroze

Tuberozna skleroza ili Bournevillova bolest je AD bolest s incidencijom 1:
6000-9000. TSC1 gen je na kromosomu 9g34 i kodira hamartin koji je
tumor supresorski gen. TSC2 gen kodira tuberin isto tako tumor
supresorski gen, a nalazi se na kromosomu 16p13. Mutacije na ova dva
proteina dovode do poremecaja u mTOR signalizaciji koja utjeCe na
stani¢ni rast. Mutacije gena dovode do nastanka hamartoma u razli€itim

organima.

142114 Ataksija teleangiektazija

Ataksija teleangiektazija (AT) je AR s incidencijom 1: 40000-80000 i obi¢no
se javlja s kutanim manifestacijama iza druge godine Zivota. Gen za AT se
nalazi na kromosomu 11 (119g23.3). AT mutirani gen otkriva DNA lomove i
aktivira brojne supstrate poput p53, chk2, nibrin i BRCA1. Postoji 300

mutacija koje su do sada otkrivene.

1.4.2.11.5 Von Hippel Lindau sindrom

VHL je AD poremecaj s incidencijom 1:40000. Gen se nalazi na

kromosomu 3p25-p26 i kodira tumor supresorski gen.

1.4.2.11.6 Sturge Weber sindrom

SWS ili encefalofacialna angiomatoza je rijedak neurokutani sindrom s
incidencijom 1: 50000. Danasnje studije upucuju na mogucu ulogu
fibronektina te poremecaj vaskularne drenaze u starosti 5 do 8 tjedna

gestacije.
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1.5 BIOMARKERI

Biomarker je bilo koja supstanca, struktura ili proces koji se moze mjeriti u
tijelu ili njegovim produktima i utjeCe i/ili predvida ucestalost ili ishod
bolesti (131).

lako biomarkeri imaju dugu povijest u medicini i javhom zdravstvu,
sistemati¢an razvoj, validacija i primjena su predmet nove grane ekologije
i okolisa (132).

Mogu se Klasificirati kao markeri izlozenosti, posljedice ili osjetljivosti.
Moraju biti relevantni Sto znaci da pruzaju klinicki relevantnu informaciju te
da su od neosporne vrijednosti glede svoje korisnosti u smislu surogata
kona¢nog ishoda (surrogate endpoint) (133). U zadnjem uvjetu mora
postojati  kliniCki evidentna potvrda (epidemioloSka, terapijska i/ili
patofiziolo§ka) da biomarker sa sigurnoS¢u predvida klini¢ki ishod, bilo
dobar ili Io§. On sam po sebi ne predstavlja klini¢ki ishod. Faktori koji imaju
utjecaj na studije o biomarkerima su analitiCki (nacin i broj prikupljenih
uzoraka, Invazivnost procedure, pohranjivanje uzorka, kontrola
kontaminacije, jednostavnost i moguénost rutinske upotrebe, preciznost,
senzitivnost, specificnost komponente koja treba biti odredena,
standardizacija procedure) i intrinzicke karakteristike biomarkera
(signifikantnost, specificnost, senzitivhost), njegovo poznavanje u smislu
cjelokupne populacije, postivanje varijabilnosti te poznavanje kofaktora
koji mogu imati utjecaj na marker.

Biomarkeri se moraju kontinuirano Kklini¢ki reevaluirati u najmanju ruku
retrospektivnim  analizama. Njihov potencijal omogucuje razvoj
farmaceutskih pripravaka, smanijuje izlaganje neucinkovitim
eksperimentalnim pokuSajima lijeCenja itd.; ali oni predstavljaju isto tako i
potencijalni rizik u trenutku kada ih u provodeniju istrazivanja zamijene za
klini¢ki ishod.
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2. HIPOTEZA

Pseudokolinesteraza (PChE) i enzimi oksidacijskog stresa: superoksid
dizmutaza (SOD), katalaza (CAT) i glutation peroksidaza (GPx) su dobri

biomarkeri za solidne tumore srediSnjeg ziv€anog sustava u djece.
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3. CILJEVI RADA

a)

b)

Ispitati koncentraciju pseudokolinesteraze u likvoru i serumu djece
sa solidnim tumorom srediSnjeg Ziv€anog sustava i u zdrave djece
kontrolne skupine.

Ispitati koncentraciju superoksid dizmutaze, katalaze i glutation
peroksidaze u plazmi i likvoru u djece sa solidnim tumorom
srediSnjeg ziv€anog sustava i u zdrave djece kontrolne skupine.
Odrediti malondialdehid kao marker oksidacijskog stresa u plazmi i
likvoru.

Dobivene rezultate glavne i kontrolne skupine ispitanika usporediti,
kako bi se pseudokolinesteraza, superoksid dizmutaza, katalaza i
glutation peroksidaza ocijenili u smislu biomarkera za solidne

tumore srediSnjeg ziv€anog sustava u djece.
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4. ISPITANICI | METODE

4.1 ISPITANICI

U istrazivanje smo ukljucili ukupno 60 ispitanika u dobi od 2 mjeseca do
16 godina.

U glavnoj skupini bili su ispitanici sa solidnim tumorima SZS. Bilo je 12
djevojcCica i 18 djeCaka u dobi izmedu 2,8 i 16 godina. Srednja dob je bila
8,48 godina. Tumore smo razvrstali prema klasifikaciji Svjetske
zdravstvene organizacije iz 2007. godine (120). Glavnu skupinu smo
podijelili prema klasifikaciji tumora i histopatoloSkim dijagnozama u gliome
(niskog i visokog stupnja), ependimome, embrionalne tumore, germ cell
tumore i kraniofaringeome.

Gliome je imalo devetero djece. Od njih je sedmero djece imalo gliome
niskoga stupnja. Unutar te skupine jedno dijete je imalo anaplasticni
gangliogliom, dvoje djece astrocitom i Cetvero djece je imalo gliome. U
skupini glioma viskog stupnja bilo je dvoje djece. Oboje je imalo
glioblastome. Petero djece je imalo ependimome, Cetrnaestero
embrionalne tumore, jedno dijete je imalo germ cell tumor i jedno dijete
kraniofaringeom. U skupini s embrionalnim tumorima dvanaestero djece je
imalo meduloblastom, jedno dijete primitivni neuroektodermalni tumor
(PNET) i jedno dijete atipi¢ni rabdoidni tumor (TRAT). Svim tumorima je

primarno ishodite bilo SZS.
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Slika 1 : Solidni tumori SZS u glavnoj skupini ispitanika

U kontrolnoj skupini djece ispitanika bilo je Sesnaest djeCaka i Cetrnaest
djevojCica u dobi izmedu 2 mjeseca i 16 godina, s prosjecnom dobi 4,35
godina. Ova djeca nisu nikada bolovala od tumorske bolesti. Bila su
hospitalizirana zbog dijagnostike febrilnih konvulzija, kontrolne obrade
nakon neurotraume bez znakova minimalnog krvarenja u SZS te zbog
rasta potrebe za reimplantacijom ventrikuloperitonejskog drenaznog
sistema. Sva djeca su imala uredan neurolo$ki status, nalaz CT-a mozga

te biokemijske, citoloSke i mikrobioloske nalaze likvora.
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4.2 PRIKUPLJANJE | OBRADA UZORAKA

Istrazivanje je provedeno u Klinici za djeCje bolesti u Zagrebu, Hrvatska, u
vremenu od 1. listopada 2007. do 30. studenoga 2011. godine.

Protokol studije je predstavljen Etickoj komisiji Klinike za djeCje bolesti
Zagreb koja ga je odobrila. Takoder smo dobili pismeni pristanak roditelja
svakog djeteta koje je bilo ukljuceno u studiju, a prethodno su dobili
pismena i usmena pojasnjenja studije u cijelosti.

Od svakog djeteta prikupili smo istovremeno dva uzorka Kkrvi i likvora.
Jedan uzorak od 0.5 mL, a drugi 1 mL. Uzorci su odmah centrifugirani i
odvojeni od eritrocita i zamrznuti, te pohranjeni na temperaturi od -70°C.
Likvor smo dobili lumbalnom punkcijom. Laboratorijska obrada je
ukljuCivala citoloSki pregled stanica, mikrobioloSki (bakteriologiju) i
biokemijsku analizu ( glukoza u mmol/L, CI u mmol/L, ukupni proteini g/L i
albumine u g/L).

Zabiljezeni su i svi lijekovi koje su djeca primala u vrijeme prikupljanja
uzoraka.

Uzorci su obradeni u laboratorijima Zavoda za laboratorijsku dijagnostiku
Klinike za djeCje bolesti Zagreb, Klaiceva 16, Zagreb; Klinickog zavoda za
kemiju Klinickog bolni¢kog centra Sestre milosrdnice Zagreb, Vinogradska
cesta 29, Zagreb i Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada,

Ksaverska cesta 2, Zagreb.

4.3 OGRANICENJA ISTRAZIVANJA

Bilo je nekoliko ograniCenja studije. Istrazivanje je provedeno u Klinici za
djeCje bolesti Zagreb unutar koje djeluje Referentni centar za solidne
tumore djecCje dobi Ministarstva zdravstva i socijalne skrbi Republike
Hrvatske. Glede brojnosti nase populacije prikupljanje veceg broja
ispitanika bi zahtijevalo odgovarajuce dulje vrijeme istrazivanja. Zbog toga
su studiju ukljusena djeca s razligitim vrstama solidnih tumora SZS. Iz

istog razloga su se ispitanici razlikovali prema dobi.
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4.4 ANALIZA UZORAKA

4.4.1 Analiza pseudokolinesteraze

Aktivnost pseudokolinesteraze odredena je spektrofotometrijskom
metodom po Ellmanu s Careside TM cholinesterase test system (Careside
Inc, Culver City, CA, USA) s p-hidroksibenzoil kolinom kao supstratom,
proizvodaca Vitros DT Slides (134).

4.4.2 Analiza enzima - kemikalije za analizu enzima

4.4.2.1 Analiza lipidne peroksidacije - malondialdehida

MDA smo odredili prema metodi S. Chirico u plazmi i likvoru (135).
Kontron 420 HPLC pumpa, Waters Lambda Max UV detektor na valnoj
duljini 532 nm, Hewlett Packard 3392A integrator, Waters ixBondapak
C18, 10 ym 3.9 x 300 mm HPLC i Guard kolumne. 65%, 50 mmol/1 kalij
fosfat (pH = 7.0), 35% metanol predstavljaju mobilnu fazu s protokom od 2

ml/min. Sistem je ispran s 80% metanolom. Rezultati su izraZzeni u pmol/L.

4.4.2.2 Metoda za odredivanje aktivnosti glutation peroksidaze

Aktivnost glutation peroksidaze odredivana je spektrofotometrijski
koriS¢enjem RANSEL (Randox) kita. Ova spektrofotometrijska metoda
zasniva se na metodi Paglia-e i Valentine-a (136). Peroksidaza prevodi
hidroperoksid u odgovarajuéi alkohol, pri E¢emu se specifi¢ni donor vodika,
reducirani glutation, gSH prevodi u glutation disulfid, gSSg. u reakciji, koju
katalizira glutation reduktaza, glutation disulfid se u prisustvu nadPH+ kao
kofaktora prevodi u reducirani glutation. Oksidacija nadPH u nadP+ se
prati spektrofotometrijski, kao smanjenje apsorbancie na 340nm i
predstavlja mjeru aktivnosti glutation peroksidaze. Jedinica aktivnosti

glutation peroksidaze definirana je kao koliCina enzima koja uzrokuje
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oksidaciju 1nmol/l nadPH u minuti u prisustvu supstrata. Aktivnost

glutation peroksidaze izrazena je kao aktivnhost enzima u jedinicama U/ml.

4.4.2.3 Metoda za odredivanje aktivnosti katalaze

Za spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti katalaze koriStena je
metoda Got-a (137). Odredivnje aktivnosti katalaze bazira se na reakciji
provodenja dvije molekule vodikovog peroksida u vodu i molekularni kisik
pod uticajem katalaze: Cat H202 + H202 O2 + H20 katalaza razgraduje
vodikov peroksid kao supstrat. Polazeci od pretpostavke da je aktivnost
katalaze proporcionalna koli€ini utroSenog vodikovog peroksida u jedinici
vremena (min), razlika u sadrzaju vodikovog peroksida u reakcijskoj smjesi
prije dodavanja enzima i poslije toga predstavlja mjeru enzimske
(katalazne) aktivnosti. Koncentracija vodikovog peroksida odreduje se
spektrofotometrijski u prisustvu amonijevog molibdata. Vodikov peroksid
sa amonijevim molibdatom gradi Zuto obojen, stabilan, kompleksan spoj
Cija se apsorbanca odreduje na valnoj duzini od 405 nm. Koli€ina
utroSenog vodikovog peroksida data je kao razlika u koncentraciji vodikov
peroksida u reakcijskoj mjeSavini prije dodavanja enzima i poslije toga.
Jedinica katalazne aktivnosti definirana je kao koliCina enzima koja
katalizira 1umol supstrata na min. pod standardnim uvjetiima. Aktivhost
katalaze izraZzena je kao aktivnost enzima izraZzena brojem jedinica U/ml ili
U/L.

4.4.2.4 Metoda za odredivanje aktivnosti superoksid dizmutaze

Aktivnost superoksid dizmutaze odredivana je spektrofotometrijski
koristenjem RANSOD (Randox) kita. reakcija se zasniva na pretvorbi 2-
(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolij klorida (inT) u formazan pod
djellovanjem superoksid anion radikala (O2 ¢ ). Superoksid anion radikal
nastaje u reakciji pretvorbe ksantina u mokra¢nu kiselinu pod dejstvom
ksantin  oksidaze. Aktivhost superoksid dizmutaze mjeri se

spektrofotometrijski, na 505nm, kao stupanj inhibicije reakcije prevodenja
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inT u formazan. Jedinica aktivnosti superoksid dizmutaze definirana je kao
koliCina enzima koja uzrokuje inhibiciju ove reakcije za 50% u
odgovaraju¢im uvjetima. Aktivnost superoksid dizmutaze izraZzena je kao

aktivnost enzima u jedinicama U/ml.

4.5 STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Sve analize su izvedene koriste¢i IBM SPSS statisticki paket verzija 20.0
(IBM Corp., Armonk, NY, USA).

U skeletni grafikon kutijastog okvira s ruCicama (eng. box-and-whisker
plot), donje i gornje horizontalne linije (eng. whiskers) su izvuceni iz
kvartila do ekstremnih vrijednosti grupe. Normalnost je ocijenjena s
Kolmogorov-Smirnov i Shapiro-Wilk testom. Usporedba skupina izvedena
je pomocu neparametrijski Mann-Whitney U-testa za kontinuirane podatke
i Fisher-ov egzaktni test za rangirane podatke. Kao neparametrijska mjera
statistiCke ovisnosti izmedu dvije varijable upotrijebili smo Spearmanov
koeficijent korelacije. Razina znacajnosti postavljena je na P <0,05.
Krivulja analize Receiver Operator Karakteristika (ROC) koriStena je za
svaku od Cetiri varijable (SOD, GPX, CAT i MDA u serumu i likvor) kako bi
se odredila optimalna grani¢na vrijednost, tocka grani¢ne vrijednosti (eng.
cut—off), koja maksimizira Zeljena ispitivana svojstva. Optimalna grani¢na
vrijednost od ispitivanih parametara je izraCunata vrijednost praga s
najvisSim specificnosti i osjetljivosti. Za odrezanih bodova, rezultati su
prikazani kao osjetljivost, specifi¢nost, i pozitivhe i negativhe prediktivne
vrijednosti (PPV i NPV). Za svaku varijablu povrsine ispod krivulje (AUC)
osjetljivosti prikazane su prema 1-specificnosti koja je takoder odredena s

95% intervalima pouzdanosti (Cl).

46



5. REZULTATI

5.1 REZULTATI ZA PSEUDOKOLINESTERAZU

Izmjerena je aktivnost pseudokolinesteraze u likvoru i serumu ispitanika.
Kako bi se isklju€io bilo kakav fizioloSki ili patoloski utjecaj od strane
ispitanika, za ovu studiju osmisljen je i koristen omjer PChE likvor/serum.
Grupe se nisu signifikantno razlikovale po spolu (P = 0,795), ali jesu po
dobi (P = 0,001). U glavnoj skupini bilo je dvanaest djevojcica i osamnaest
djeCaka u dobi izmedu 2,8 i 16 godina (srednja vrijednost 8,38 godina;
IQR 4-11,25). U kontrolnoj skupini je bilo Sesnaest djeCaka i Cetrnaest
djevojCica u dobi izmedu 2 mjeseca i 16 godina (srednja vrijednost 3
godine; IQR 1,08-6,54).

PChE aktivnost u likvoru pokazala je pozitivhu korelaciju s dobi u glavnoj
skupini (P= 0,037, r= 0,38) i negativnu korelaciju u kontrolnoj skupini (P =
0,883, r = 0,003). Iste rezultate dobili smo i za serum (glavna skupina, P =
0,057, r = 0,35; kontrolna skupina P = 0,259, r = -0,21). Omjer PChE
likvor/serum pokazuje pozitivhu korelaciju s dobi u obje skupine ispitanika
(glavna skupina P = 0,384, r = 0,165; kontrolna skupina (P = 0,74, r =
0,063).

U kontrolnoj skupini srednja vrijednost, median, aktivnosti PChE u serumu
je 6488 U/L (IQR 5202-7772) i u likvoru 70 U/L (IQR 55-93) (Slika 2, Slika
3). Srednja vrijednost, median, omjera PChE likvor/serum je 1,09% (IQR
0,95-1,45), a najvida vrijednost omjera PChE likvor/serum 2,66 % (Slika
4). U glavnoj skupini srednja vrijednost, median, PChE aktivnosti u serumu
je 7505 U/L (IQR 5972-9397) i 202 U/L (IQR 70-310) u likvoru (Slika 2,3).
Srednja vrijednost, median omjera PChE likvor/serum je 2,38% (IQR 1,14-
3,97) i vrSna vrijednost je 5,86% (Slika 4). PChE aktivnost u likvoru kao i
omjer PChE likvor/serum su bili signifikantno viSih vrijednosti u glavnoj

skupini bolesnika nego u kontrolnoj (PChE u likvoru P = 0,001; omjer
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PChE likvor/serum P = 0,001). PChE aktivhost u serumu je bila viSa u
glavnoj skupini, ali ne signifikantno (P = 0,056).
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15000 P=0,056

10000 I

PChE u serumu [U/L]
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| |
tumor u SZS kontrolna skupina

Slika 2 : Aktivnost pseudokolinesteraze (PChE) u serumu (U/L) u djece sa
solidnim tumorom u SZS i u kontrolnoj skupini
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Slika 3 : Aktivnost pseudokolinesteraze (PChE) u likvoru (U/L) u djece sa
solidnim tumorom u SZS i u kontrolnoj skupini
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Slika 4 : Omjer (%) pseudokolinesteraze PChE u likvoru i serumu (PChE
likvor/serum) u djece u djece sa solidnim tumorom u SZS i u
kontrolnoj skupini
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Rezultati ukazuju na visoku varijabilnost aktivnosti PChE u likvoru u
glavnoj skupini u kojoj smo isto tako dobili pozitivhu korelaciju (r = 0,68)
izmedu PChE aktivnosti u serumu i omjera PChE likvor/serum (P = 0,001).
U kontrolnoj skupini ova korelacija je isto tako pozitivna (r = 0,26) ali ne
signifikantno (P = 0,167).

Devetero djece u studiji je imalo gliome. U toj skupini varijabla omjera
PChE likvor/serum je bila izmedu 3 i 5,86% i razlike prema kontrolnoj
skupini su bile najizrazenije. Omjer PChE likvor/serum i PChE u likvoru u

ostalim tumorima je bio nizi nego li u gliomima (Slika 5,Slika 6).
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Slika 5 : Aktivnost pseudokolinesteraze (PChE) u likvoru (U/L) kod djece s
razli¢itim vrstama solidnih tumora SZS
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Slika 6 : Omjer (%) pseudokolinesteraze PChE u likvoru i serumu (PChE
likvor/serum) u djece s razli¢itim vrstama solidnih tumora

Upotrijebivsi analizu ROC krivulje testirana je PChE u likvoru i serumu i
omjer PChE likvor/serum kako bi se ustanovilo jesu li prikladne varijable
za identifikaciju prisutnosti tumora u SZS/likvoru. Za PChE u serumu AUC
je 0,64 (Cl 0,50-0,78), za PChE u likvoru 0,65 (CI 0,55-0,75) i za omjer
PChE likvor/serum 0,76 (Cl 0,63-0,88). Analiza ROC krivulje upucuje na to
da grani¢na vrijednost za PChE u likvoru 80 U/L (21/30 bolesnika s
tumorima je imalo vrijednost PChE >80 U/L) daje 70% senzitivhost, 70%
specifitnost, 70% PPV i 70% NPV. Kada je grani¢na vrijednost jo$ viSe
dignuta na 150 U/L svih Sesnaest bolesnika sa PChE u likvoru >150 U/L je
bilo pozitivno na solidni tumor, s odgovaraju¢om specificnoS¢u od
100%,senzitivnosti 53%, PPV 100% i NPV 68%.

Za omjer PChE likvor/serum grani¢na vrijednost (cutt off) je bila 1.09.
Dvadeset pet od 29 bolesnika s povisenom vrijednosti omjera PChE
likvor/serum je bilo pozitivno na tumor sa senzitivnosti od  83%,
specifiCnosti od 53%, PPV 64% i NPV 76%. S ciljiem da se maksimizira
specifiCnost, grani¢na vrijednost od 2.70% odgovara specificnosti od
100%, senzitivnosti od 50%, PPV 100% i NPV 67% (Slika 7).
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Slika 7 : Receiver operating characteristic (ROC) krivulja za predvidanje
solidnih tumora SZS u djece na osnovi aktivhosti PChE u serumu,
likvoru i mjera PChE likvor/serum

Sva djeca, iz obiju grupa, su imala citoloski, biokemijski i mikrobioloSki
nalaz likvora unutar normalnih vrijednosti za dob. Vrijednost cjelokupnih
proteina i albumina su bile urednih vrijednosti. Time smo iskljucili neka
druga patoloska kliniCka stanja koja nisu bila prisutna u nasih ispitanika.

Zabiljezili smo sve lijekove koje su djeca iz obiju skupina primala u vrijeme

istrazivanja (Tablica 2).

U kontrolnoj skupini od tridesetero djece, njih devet je primalo lijekove.
Troje djece ranitidin, dvoje valproicnu kiselinu, jedno dijete promazin natrij,
jedno dijete cefuroksim, jedno prednizolon i jedno dijete fenobarbiton,
nitrazepam, pantoprazol, vitamin D3, laktulozu i vigabatrin. U glavnoj
skupini osamnaestero djece nije primalo lijekove. Sedmero djece je
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primalo ranitidin, jedno hidrokortizon, jedno aciklovir, jedno flukonazol,
jedno trimetoprim sulfametoksazol i jedno dijete radioterapiju.

Glavna skupina ispitanika Kontrolna skupina ispitanika
. Broj . Broj
Lijek ispitanjika Lijek ispitanJiKa
Flukonazol 1 Promazin natrij 1
Aciklovir 1 Cefuroksim 1
Hidrokortizon 1 Prednizon 1
Trimetoprim Valproi¢na kiselina
1 2
sulfometoksazol
Radioterapija Fenobarbiton,nitrazepam,
1 pantoprazol,vitamin D3, 1
laktuloza, vigabatrim
Ranitidin 7 Ranitidin 3
Ukupno 12 Ukupno 9

Tablica 2 : Lijekovi koje su ispitanici primali u vrijeme uzimanja uzoraka
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5.2 REZULTATI ZA ENZIME OKSIDACIISKOG STRESA | MDA

Kako bi se ustanovilo jesu li enzimi oksidacijskog stresa valjani biomarkeri
za solidne tumore SZS u djece odredili smo GPx, CAT i SOD te MDA kao
marker oksidacijskog stresa u plazmi i likvoru u skupini djece koja boluju
od solidnog tumora SZS i u skupini zdrave djece koja nikada nisu imala
tumorsku bolest. Rezultate obiju skupina smo medusobno usporedili
(Tablica 3).

Plazma Likvor
Median Median
Glavna Kontrolna P Glavna Kontrolna P
grupa grupa grupa grupa
GPx 14,63 10,78 1,94 0,60
(UL) (12,91- (8,85-12,46) | <0,001 | (1,44-2,74) | (0.27-1,09) | <0,001
18,63)
CAT 36,26 25,50 4,95 1,25
(U/ml) (28,41- (20,68- 0,02 | (3,00-6,27) | (0,74-2,61) | <0,001
40,95) 35,84)
SOD 504,93 558,2 102,06 20,32
(U/L) (407,1- (434,41- 0,85 (7,18- (14,75- | <0,001
674,7) 659,36) 132,8) 27,02)
MDA 0,715 0,229 0,041 0,026
(umol/L) (0,521- (0,148- <0,001 (0,030- (0,021- <0,001
0,946) 0,401) 0,048) 0,030)

Tablica 3 : Rezultati istrazivanja: GPx, CAT, SOD i MDA u plazmi i likvoru
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5.2.1 Rezultati za GPx u plazmi i likvoru

Aktivnost GPx u plazmi i likvoru je bila puno viSa u grupi ispitanika sa
solidnim tumorom SZS nego li u kontrolnoj grupi (P<0,001). Srednja
vrijednost za GPx za glavnu skupinu djece u punoj krvi je 14,63 U/L
(IQR:12,91-18,63) i u kontrolnoj skupini 10,78 U/L (IQR:8,85-12,46) (Slika
8). U likvoru, za GPx srednja vrijednost za glavnu skupinu ispitanika je bila
1,94 U/L (IQR:1,44-2,74), a u kontrolnoj skupini ispitanika 0,60 U/L
(IQR:0,27-1,09) (Slika 9).
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Slika 8 : GPx u plazmi [U/L] u skupini djece sa solidnim tumorom u SZS i u
kontrolnoj skupini djece
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Slika 9 : GPx u likvoru [U/L] u skupini djece sa solidnim tumorom u SZS i u
kontrolnoj skupini djece
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5.2.2 Rezultati za CAT u krvi u plazmi i likvoru

Aktivnost CAT je bila viSa i u plazmi i u likvoru u skupini djece sa solidnim
tumorom u SZS. U plazmi, srednja vrijednost za CAT za glavnu skupinu
ispitanika bila je 36,26 U/ml (IQR 28,41-40,95) i u kontrolnoj skupini 25,50
U/ml (IQR: 20,68-35,48) (p=0,018) (Slika 10). CAT aktivnost je joS viSa u
likvoru u skupini djece sa solidnim tumorom SZSa. Srednja vrijednost je
4,95 U/ml (IQR:3,00-6,27). U kontrolnoj skupini izmjereno je za srednju
vrijednost 1,25 U/ml (IQR: 0,74-2,61) (p<0,001) (Slika 11.)
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Slika 10 : CAT u plazmi [U/mI] u skupini djece sa solidnim tumorom u SZS i
u kontrolnoj skupini djece
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Slika 11 : CAT u likvoru [U/mI] u skupini djece sa solidnim tumorom u SZS i
u kontrolnoj skupini djece
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5.2.3 Rezultati za MDA u plazmi i likvoru

MDA u plazmi je bila viSe vrijednosti u glavnoj skupini ispitanika (p<0,001)
sa srednjom vrijednosti 0,715 pmol/L (IQR:0,521-0,946). U kontrolnoj
skupini vrijednost je bila 0,229 ymol/L (IQR:0,148-0,401) (Slika 12).

U likvoru srednja vrijednost za MDA je bila 0,041 umol/L (IQR: 0,030-
0,048) a u kontrolnoj skupini 0,026 pmol/L (IQR:0,021-0,030) (p<0,001)
(Slika 13).

1,200

1,000

800

500

400

MDA u plazmi [pmol/L]

200

1L

000

1 T
tumor SZ8 kontrolna skupina

Slika 12 : MDA u plazmi [pmol/L] u skupini djece sa solidnim tumorom u
SZS i u kontrolnoj skupini djece
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Slika 13 : MDA u likvoru [umol/L] u skupini djece sa solidnim tumorom u
SZS i u kontrolnoj skupini djece
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5.2.4 Rezultati za SOD u krvi u plazmi i likvoru

SOD je pokazala nize vrijednosti u plazmi u skupini djece sa solidnim
tumorom, ali njena vrijednost u likvoru je mnogo viSa u toj skupini djece
nego li u kontrolnoj. Srednja vrijednost za SOD u plazmi u skupini sa
solidnim tumorom SZS je 504,93 U/L (IQR:407,14-674,70) i u kontrolnoj
skupini 558,2 U/L (IQR: 434,41- 659,36) (P=0,851) (Slika 14).

U likvoru SOD aktivnost je bila 102,06 U/L (IQR:70,18-132,8) u skupini s
tumorom i u kontrolnoj skupini 20,32 U/L (IQR 14,75-27,02) (P<0,001)
(Slika 15).
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Slika 14 : SOD u plazmi [U/L] u skupini djece sa solidnim tumorom u SZS i
u kontrolnoj skupini djece

61



250,00

200,00

150,00

100,00

50D u likvoru [U/L]

50,00

==

0=

tumor SZs kontrolna skupina

Slika 15 : SOD u likvoru [U/L] u skupini djece sa solidnim tumorom u SZS i
u kontrolnoj skupini djece

Analizom ROC krivulje testirani su GPx, CAT, SOD i MDA kako bi se
utvrdilo jesu li pogodne varijable za prepoznavanje prisutnosti tumora u
sredi$njem ziv€anom sustavu.

Rezultati analize ROC krivulje za GPx u plazmi pokazuje senzitivhost od
78,57% i specificnost 75,00%, grani¢nu (cut off) vrijednost >12,6 U/L.
Djeca sa visom vrijednoS¢u imaju i ve€u vjerojatnost za solidni tumor u
SZS. Ona sa nizom vrijednosti, nemaju. Prostor ispod krivulie (AUC) je
0,85 (Slika 16).
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ROC krivulja

0,89

(=1
o
1
| —

Senzitivhost

0,44

T T
04 oG

1 - Specificnost

03

GPx plazma
. 50D plazma
CAT plazma

" MDA plazma

Referentna linija

Slika 16 : Receiver operating characteristic (ROC) krivulja za prediktivnu
ocjenu prisutnosti solidnog tumora u srediSnjem zivéanom
sustavu u djece na osnovi vrijednosti SOD, CAT, GPx i MDA u

plazmi

Rezultati analize ROC krivulje za GPx u likvoru pokazuje senzitivnhost od
89,29% i specificnost od 82,14%, te grani¢nu (cut off) vrijednost >1,18

U/L. Djeca sa visom vrijednosti imaju vec¢u vjerojatnost za tumor SZS dok

ona sa nizom vrijednosti nemaju. Prostor ispod krivulie (AUC) je 0,93

(Slika 17).
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Slika 17 : Receiver operating characteristic (ROC) krivulje za prediktivnu
ocjenu prisutnosti solidnog tumora SZS u djece na osnhovi SOD,
CAT, GPx i MDA aktivnosti u likvoru

Rezultati analize ROC krivulje za CAT u plazmi pokazuju senzitivnost od
75,00% i specificnost 61,54%, grani¢nu vrijednost > 28,40 U/ml. Djeca sa
visom vrijednosti imaju veéu vjerojatnost za tumor SZS nego djeca s
nizom vrijednosti. Prostor ispod krivulje (AUC) je 0,69 (Slika 16).

Rezultati analize ROC krivulje za CAT u likvoru pokazuju senzitivhost od
75,00%, specificnost 88,89%, grani¢nu vrijednost > 3,1 U/ml. Djeca sa
visom vrijednosti imaju veéu vjerojatnost da imaju tumor u SZS. Prostor
ispod krivulje (AUC) je 0,90 (Slika 17).

Rezultati analize ROC krivulje za MDA u plazmi pokazuju senzitivhost od
80,00% i specificnost 85,19%, grani¢nu vrijednost > 0,515 umol/L. Djeca
sa viSom vrijednosti imaju veéu vjerojatnost za tumor SZS nego djeca s
nizom vrijednosti. Prostor ispod krivulje (AUC) je 0,89 (Slika 16).

Rezultati analize ROC krivulje za MDA u likvoru pokazuju senzitivhost od
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70,00%, specificnost 78,57 %, granic¢nu vrijednost >0,031 pmol/L. Djeca sa
visom vrijednosti imaju vecéu vjerojatnost da imaju tumor u SZS. Prostor
ispod krivulje (AUC) je 0,78 (Slika 17).

Rezultati analize ROC krivulje za SOD u plazmi pokazuju senzitivhost od
84,62% i specificnost 28,00%, grani¢nu vrijednost > 380 U/L. Djeca sa
visom vrijednosti imaju veéu vjerojatnost za tumor SZS nego djeca s
nizom vrijednosti. Prostor ispod krivulje (AUC) je 0,51 (Slika 16).

Rezultati analize ROC krivulje za SOD u likvoru pokazuju senzitivhost od
82,76%, specifitnost 100,00%, grani¢nu vrijednost > 53 U/L. Djeca sa
visom vrijednosti imaju veéu vjerojatnost da imaju tumor u SZS. Prostor
ispod krivulje (AUC) je 0,91 (Slika 17).

NajviSu pozitivhu prediktivhu vrijednost u plazmi ima MDA 85,71, najnizu
SOD 55,00 (Tablica 4). U likvoru je upravo obratan nalaz. Najvisu
vrijednost ima SOD 100,00, najnizu MDA 77,78 (Tablica 4).

Cut-off Senzitivnost Specificnost

vrijednost (%) (%) PPV | NPV AUC
GPx 12,6

o 78,57 75 7857 | 75 | 0,85
CAT 28.40 75 61,54 67,74 | 6957 | 0,69

(U/ml)
SOD 380

oL 84,62 28 55 | 6364 | 0,51
MDA 0.515 80 85,19 8571 | 79,31 | 0,89

(umol/L)

Tablica 4 : Vrijednosti grani¢ne vrijednosti (cut-off varijable), senzitivnosti,
specificnosti, PPV, NPV i AUC za GPx, CAT, SOD i MDA u plazmi
ispitanika s tumorom mozga
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Grani¢na Senzitivnost | Specificnost
vrijednost (%) (%) PPV NPV | AUC
GPx 1,18
(UIL) 89,29 82,14 83,33 88,46 0,93
CAT 31
(U/ml) 75 88,89 87,5 77,42 0,9
SOD 53,00
(UIL) 82,76 100 100 83,87 0,91
MDA 0,031 70 78,57 77,78 70,97 0,78
(umol/L)

Tablica 5 : Vrijednosti grani¢ne vrijednosti (cut-off varijable), senzitivnosti,
specifi€nosti, PPV, NPV i AUC za GPx, CAT, SOD i MDA za GPx,
CAT, SOD i MDA u likvoru ispitanika s tumorom mozga
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6. RASPRAVA

Tumori mozga su najCesc¢i uzrok smrti zbog solidnog tumora u djece.

lako su moderne dijagnosticke metode tumora unaprijedene, dijagnoza
tumora mozga u ranoj fazi joS uvijek predstavlja problem. Russel i
suradnici proveli su istrazivanje na PubMedu s ciliem da se dobije uvid u
studije koje izvjestavaju o biomarkerima u tjelesnim teku¢inama djece koja
boluju od tumora mozga. Ustanovili su 19 biomarkera od kojih je 12
izolirano iz likvora, dva iz seruma, 3 iz urina i 2 iz ostalih tjelesnih tekucina.
Sve studije osim jedne izvjeStavaju o statistiCki znacajnim razlikama koje
govore u prilog njihovim biomarkerima (138).

Cilj istrazivanja je bio pronaci lako dostupan biomarker za solidne tumore
SZS u djece za koji bi postupak dobivanja bio $to manje invazivan.
IstraZivanje je provedeno kako bi se u tom smislu analizirala aktivnost
PChE, GPx, CAT i SOD u plazmi djece sa solidnim tumorom SZS. Odredili
smo i MDA kao pokazatelja oksidacijskog stresa. Prikupljanje uzoraka
tkiva iz SZS je uglavnom nedostupno tako da smo se odlugili za likvor koji
je u direktnom kontaktu sa mozdanim strukturama koje oplakuje. Do
danas je u likvoru otkriveno 528 proteina iz tumora od kojih su mnogi

ispitivani kao mogucéi biomarkeri (3,139).
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6.1 PSEUDOKOLINESTERAZA KAO BIOMARKER SOLIDNIH
TUMORA SREDISNJEG ZIVCANOG SUSTAVA U DJECE

Pseudokolinesteraza je enzim koji je ukljuéen u rast i razvoj (140,141).
lako kolinesteraze nisu homologne onkogenima njihove alterirane
aktivnosti su pronadene u tkivu malignih glioma te u serumu bolesnika s
razli¢itim karcinomima (142, 143). Upravo njena niska aktivnost u SZS kao
i izvjeStaji o njenoj ulozi u nastanku tumora te relativno jednostavna
laboratorijska dijagnostika bili su odlu€ujuci faktori za odabir i ispitivanje
PChE u smislu biomarkera u ovom istrazivanju.

PChE je do sada viSe puta preporuena za biomarker za razli€ite tumore
(22). Vlasta Bradamante i suradnici su proveli istrazivanje 2000.god. kojim
ukazuju na normalnu aktivnost PChE u serumu bolesnika s ranim stadijem
karcinoma uterusa, za razliku od uznapredovalog stadija kada je njena
aktivnost snizena (144). PChE se kao biomarker moze tako upotrijebiti i u
smislu pracenja uznapredovalosti tumorske bolesti.

U ovoj studiji ispitanici su se razlikovali prema dobi, a poznato je i da je
aktivnost PChE razliCita u razli€itim dobnim skupinama (18). Glede dobi
ispitanika, oCekivali smo viSu PChE aktivnost u kontrolnoj skupini, obzirom
na mladu zivotnu dob (18). No, aktivhost PChE je bila signifikantno vec¢a u
glavnoj skupini. U toj grupi ispitanika korelacija izmedu PChE aktivnosti u
likvoru i serumu je bila pozitivha; s time da su starija djeca imala viSu
PChE aktivnost i u serumu i u likvoru. Ovi podaci jo§ vise podupiru
pretpostavku da je aktivnost PChE poviSena u prisutnosti solidnog tumora.
Ispitanici obiju skupina su primali lijekove koji su mogli imati utjecaj na
aktivnost PChE. Antiepilepticki lijekovi ili sedativi su induktori aktivnosti
AChE i PChE u serumu (145,146), dok ranitidin i hidrokortizom snizuju
aktivnost PChE (147,148). Njihov utjecaj vise smanjuje razlike izmedu
grupa ispitanika nego li ih poja¢ava, kako smo ocekivali. PChE aktivnost u
likvoru i serumu je bila visa u glavnoj skupini, a mozda bi bila i viS8a da
bolesnici nije bilo utjecaja hidrokortizona i ranitidina. U kontrolnoj skupini,
aktivnost PChE bi vjerojatno bila i niza da nisu uzimali antiepileptiCke

lijekove.
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Zbog malog broja ispitanika u studiju smo ukljuCili djecu s razliCitim
vrstama solidnih tumora SZS. Aktivnost PChE je bila vi$a i u likvoru i u
serumu te djece nego li u kontrolnoj skupini.

U glavnoj skupini ispitanika dobivena je pozitivha korelacija izmedu PChE
u serumu i omjera PChE likvor/serum (P = 0.001). U kontrolnoj skupini ta
je korelacija isto tako pozitivna, ali nesignifikantno (P = 0.167).
Varijabilnost aktivnosti PChE u likvoru je bila ve¢a u djece s tumorima.
Smatramo da je to rezultat razlike izmedu pojedinih vrsta tumora, posebno
se to odnosi na skupinu glioma. Cavanagh i suradnici su prikazali da tkivo
glioma sadrZi visoke vrijednosti PChE (10). U nasSoj studiji bolesnici s
gliomima su imali najviSe vrijednosti PChE. Kim i suradnici su 2006.god.
opisali kromosomske abnormalnosti u glioblastomima multiforme i
stani¢nim linijama glioma i izmedu ostalih Ceste su amplifikacije na 3926.2-
29, sto odgovara kromosomu za PChE (149). U glavnoj skupini ispitanika
od devetero djece iz skupine s gliomima dvoje djece je imalo glioblastom.
Glioblastom multiforme (GBM) je najmaligniji tip glioma. Unato€ novim
terapijskim metodama, prognoza lijeCenja je loSa sa srednjom vrijednosti
post terapijskog preZivljavanja od manje od jedne godine. Moderna
molekularna genetika ukazuje na c€injenicu da su abnormalne alteracije
tumor supresorskih gena i okogena glavni razlog za inicijaciju i rast ovog
tumora, posebno na 14 kromosomu (150).

Kako bi se isklju€io bilo kakav fizioloSki ili patoloski utjecaj od strane
ispitanika, za studiju je osmiSljen i izraunat omjer PChE likvor/serum. On
je signifikantno viSi u glavnoj skupini. Posebno treba naglasiti da je u toj
skupini njegova vrijednost najizrazenija kod glioma (Slika 6). Zato ove
razlike poticu na slijedeca istrazivanja solidnih tumora posebno glioma.

U odnosu na na$e ispitivane varijable, omjer PChE likvor/serum pokazuje

u smislu biomarkera najbolje rezultate.
U zakljuCku, ova studija pokazuje da aktivnost PChE u likvoru izrazena

kao omjer PChE CSF/serum se moze upotrijebiti za rano otkrivanje

solidnih tumora SZS u djece.
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6.2 ENZIMI OKSIDACIJSKOG STRESA KAO BIOMARKERI
SOLIDNIH TUMORA SZS U DJECE

Tumorogeneza mozga je Cesto povezana s oksidacijskim stresom koji
trigerira lipidnu peroksidaciju stani¢nih membrana, oksidaciju bjelanCevina
I DNA. To dovodi do promjena strukture kromosoma, genetskih mutacija i
modulacija stani¢nog rasta. Razvoj mozdanih tumora ukljuCuje ne samo
oksidacijsku agresiju ve¢ isto tako i odgovor na nju u smislu
antioksidacijske bolesti. Za vrijeme prolongiranog oksidacijskog stresa,
dolazi do promjene aktivnosti antioksidacijskih enzima u mozgu ukljucCujuci
I SOD, GPx, CAT i GTS. Ove enzime koji u normalnim uvjetima djeluju
tako da spreCavaju ili umanjuju oSte¢enja nastala djelovanjem
prekomjerne koli€¢ine slobodnih radikala, kontroliraju polimorfni geni koje
mogu izmijeniti slobodni radikali. 1z tog razloga su upotrijebljeni kao
biomarkeri za tumore mozga u djece u ovom istrazivanju koje se razlikuje
od ostalih iz viSe razloga. Najprije, prema dobi ispitanika. Antioksidacijske
enzime u likvoru smo odredili kao biomarkere isklju€ivo u djecjoj dobi.
Zatim prema odabiru uzorka koji smo koristili za ispitivanje, a to je likvor.
Ostale studije najCeSce su koristile tkivo tumora i serum u odraslih
ispitanika. Kawakami i suradnici prikazali su svoje rezultate za likvor u
djece s konvulzivnim bolestima i asepti¢kim meningitisom (151).

Prikupljali smo dvije vrste uzoraka, krv i likvor, zato $to su to uzorci koje je
najlakSe dobiti najmanje invazivnim metodama u bolesnika koji boluju od
tumora mozga koje je obzirom na lokaciju na specificno nedostupnm
mjestu. Uzorci su odraz miljea cijelog tijela i stoga smo pretpostavili da ¢e

dati izvrsne pokazatelje koji ¢e biti informativni.
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6.2.1  Lijekovi

U analizi lijekova koje su ispitanici primali u vrijeme provodenja studije, u
glavnoj skupini sedmero djece je primalo ranitidin, a po jedno dijete jedan
od slijedec¢e navedenih lijekova: hidrokortizon, aciklovir, flukonazol,
trimetoprim sulfometoksazol i radioterapiju.

Antibiotici induciraju promjene u metabolizmu koji dovode do formacije
ROS koji igraju ulogu u smrti stanica koje induciraju SOS kao odgovor
(152), ali one mogu generirati ROS jedino u lozama koje su osjetljive na
ove antibiotike (153). U nasoj glavnoj skupini ispitanika, djeca su dobivala
antibiotike s ciliem profilakse, tako da je nasa pretpostavka da antibiotici
nemaju utjecaj na dobivene rezultate.

Jedno dijete je primalo radioterapiju. Ona moZe izazvati usputne efekte
koje mozZemo definirati kao bioloSke efekte koji nastaju nakon zraCenja
stanica Cije jezgre nisu direktno ozraCene tj. nisu bile cilj radioterapije
(154).

Jedno dijete je primalo hidrokortizon. Metilprednizolon inhibira lipidnu
peroksidaciju neurona, glije i krvozilnih membrana kao posljedicu
slobodnih radikala kisika, ali u visokim dozama (155). Nas$ ispitanik je
primao supstitucijsku dozu.

Za rezultate koje smo dobili ovi podaci nisu bili statistiCki znacajni.

U kontrolnoj skupini ispitanika Cetvero djece je primalo antiepileptike.
Novija izvjeS€a ukazuju na povezanost mitohondrijskog stresa i epilepsije
(156). Antiepileptici spreCavaju epileptogena izbijanja koja dovode do
oksidacijskog stresa tako da je na taj nain eliminiran njihov utjecaj na
nase rezultate.

Podaci naSeg ispitivanja pokazuju da antioksidansi GPx i CAT i produkt
lipidne peroksidacije MDA imaju viSe vrijednosti i u likvoru i u krvi djece
koja boluju od solidnog tumora SZS od onih koja su zdrava. SOD kao

antioksidans pokazuje nize vrijednosti u plazmi, ali visoke u likvoru.
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6.2.2 Malondialdehid

Po prvi puta je 1972. godine ukazano na karcinogenost MDA nakon Sto je
lokalno apliciran na misa (157). To je bio neobian rezultat bududi je tumor
nastao u vrlo kratkom vremenu i nije bio jedan od tumora koji naj¢esce,
uobiajeno, nastaju na mi$joj kozi. MDA je mutagen i karcinogen (158).
Njegovo mjerenje je popularna metoda za kvantitativno odredivanje

oStecenja nastalih zbog djelovanja slobodnih radikala in vivo.

U nasoj studiji, MDA pokazuje u plazmi i likvoru viSe vrijednosti u glavnoj
skupini ispitanika (P=0,001). Drury i suradnici su ispitivali odnos izmedu
MDA u plazmi i urinu u nedono$ene djece i potvrdili su pozitivhu korelaciju
,bolesti nedonoSenosti“ (retinopatija, nekrotizirajuéi  enterokolitis,
intraventrikularno krvarenje) koje nastaju u patofizioloSkim uvjetima
oksidacije i1 reoksigenacije u vrijeme prijevremenog poroda (159). U
tumorskoj bolesti nastaje lipidna peroksidacija, a intracerebralni milje je
zahvaljujuéi svojoj histologiji zapravo idealna lokalizacija (160). MDA
reagira s nukleinskim bazama kako bi im se viSestruko pripojio, a njihovi
produkti reagiraju s DNK (161). Rezultati ove studije potvrdili su pozitivhu

korelaciju izmedu MDA u likvoru i plazmi u stanjima tumorske bolesti SZS.

6.2.3  Glutation peroksidaza

GPx vrijednosti u plazmi i likvoru koje smo dobili su u glavnoj skupini
ispitanika vise od onih koje smo dobili u kontrolnoj skupini, p<0.001 (Slika
1). Tanriverdi i suradnici su mijerili nivo GPx u tkivu tumora bolesnika s
glioblastomom multiforme i tranzicionalnim meningeomom. U tkivu tih
tumora aktivnhost GPx je bila zna¢ajno niza u usporedbi s normalnim
tkivom mozga (162). Aggarwal takoder pokazuje proporcionalno snizenu
aktivnost GPx i SOD u odnosu na povecéani stupanj maligniteta tumora

mozga (163).
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Zasto se rezultati ove studije razlikuju od navedenih? Njene postavke
upucuju na moguci odgovor. Do sada objavljene studije nisu proucavale
iste uzorke tako da su teSko usporedive. Odredena je aktivnost enzima u
likvoru, ostale studije u tkivu tumora. Svi ispitanici su prema dobi djeca i
time puno uniformnija skupina nego li su to ispitanici ostalih studija
oksidacijskog stresa u tumora mozga. Svi bolesnici su bili na pocetku
dijagnostike svoje tumorske bolesti s manjim utjecajem primarne patologije
i sekundarnih ucinaka terapije.

ROS sudjeluje u procesu mitohondrijskog starenja, gubitak antioksidansa
smanijuje zivotni vijek i obratno (164).

GPx moze djelovati i Stetno i protektivno. Njegovi protektivni ucinci su u
smislu uklanjanja viska ROS-a i na taj nac¢in se smanjuje mogucnost DNA
mutageneze. U tumorskoj bolesti postoji viSak ROS-a tako da se oCekuju i
povisene vrijednost GPx. U svom Stethom djelovanju uklanjanje ROS-a
moze izazvati reduktivni stres Kkoji karakterizira gubitak normalnih
patofizioloSkih odgovora: smanjenje GF regulirane signalizacije i stani¢ne
proliferacije, poveéanje apoptoze. Posljedice suviska GPx treba uzeti u
obzir u svakoj terapijskoj shemi. NajuspjesSnije startegije bile bi one koje
usmjeravaju prekomjernu ekspresiju GPx na modulaciju suviska OS
povezanog sa patoloSkim zbivanjima u pojedinoj bolesti (73).

Identifikacija GPx polimorfizma upucuje na uceSée GPx varijanti na
etiologiju glioma (165,166).

Joshi i suradnici prikazali su poviSene vrijednosti GPx, GST i GR u tkivu
tumora mozga miSa koji je lije€Cen adriamicinom. lzmedu ostalog,
izvjeStavaju o tome da adriamicin izaziva oksidacijski stres u mozgu (167).
Sve osim jedne stani¢ne linije stanica tumora glioblastoma multiforme
pokazuju deficit aktivnosti i ekspresije GPx. Astrociti, mikroglija/makrofagi i
stani¢ne linije glioma pokazuju aktivnost GPx1 (168). Pretpostavljam da
rezultati ove studije pokazuju poviSene vrijednosti GPx iz istog razloga. U
tumoru koji raste, pretpostavljam da je poviSena aktivhost u smislu OS.

GPx reducira H202 i ostale perokside.
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Utjecaj okoline se mozZe povezati s tumorima mozga. U bolesnika s
meningeomom i glioblastomom nakon izlaganju olovu GPx1 postaje manje
osjetljiva na stimulaciju i moze pospjesiti razvoj karcinoma (169,170). Za
ovu skupinu ispitanika nismo mogli dobiti jasne podatke o izlozenosti
djelovanju olova. Od rodenja sva djeca Zive samo u Hrvatskoj kratko
vrijeme nakon rata koji je sigurno doveo do nekog oblika poremecaja
ekvilibrija okoliSa. GPx je jedan od selenoproteina koji je najovisniji 0 nivou
selena. Nekoliko studija navode pozitivan ucinak dodavanja selena na
smanjenje rizika od karcinoma (171).

Kao i mnoge studije prije ove, nismo mijerili selen u serumu naSih
bolesnika. Studija SELECT je pokazala da dodatak selena nije imao
utjecaj na prevenciju karcinoma zbog razli€itih formi selena u smislu vrste
namirnice te da isto tako moze doprinijeti inhibiciji staniChog rasta i
apoptozi StoviSe povecati nakupljanje selenovih metabolita $to moze imati
toksi¢ni ucinak na stanicu (172).

Ovim istrazivanjem odredena je GPx aktivnost. Postoje podgrupe GPxa:
GPx1, GPx2 itd. Deficit nekih od njih se moze povezati s razvojem tumora,
npr. kolona i tankog crijeva. Ovi tumori se razvijaju jedino u osoba koje
imaju deficit oba enzima i GPx1 i GPx2. Deficit samo jednog od njih ne
izaziva karcinom (173).

Gen za GPx1 u ljudi je lokaliziran na regiji kromosoma 3p2l1 koja je
povezana sa gubitkom heterozigotnosti (loss of heterozygosity — LOH)
procesom koji ukljuCuje deleciju jednog do dva autosoma kromosomske
regije Sto dovodi do detekcije samo jedne varijante alela u osoba koje su u
svim ostalim tkivima heterozigotni. Sudjelovanje GPx u LOH procesima se
povezuje s karcinomom pluca, dojke, glave, vrata i kolona (174).
Polimorfizam gena za GPx je povezan s razvojem karcinoma pluca, dojke,
ovarija itd, ali do sada nije bio predmet istrazivanja za tumore mozga
(175).

Prekomjerna ekspresija GPx1 §titi stanicu od oksidacijskog ostecenja
(176,177,178).
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Aerobni organizmi generiraju toksi¢ni ROS za vrijeme oksidacijskog
metabolizma ili pod patoloskim uvjetima. Organizmi imaju antioksidacijski

sustav obrane predominantno enzimatski antioksidacijski put.

Slika 18 : Antioksidacijski enzimatski sistem. SOD konvertira superoksidni
radikal u H202. CAT i GPx konvertiraju H202 u vodu. Na ovom putu
dva toksi€¢na spoja se konvertiraju u bezopasnu vodu. GPx
zahtijeva dodatne enzime (G-6-PDH,GR = smatraju se
sekundarnim antioksidacijskim enzimima zato Sto direktno ne
sudjeluju u ROSu ve¢ pomazu djelovanje GPx) i kofaktore (GSH,
NADPH, i glukoza 6 fosfat) (178).

Ovaj put ukazuje na CcCinjenicu da prekomjerna ekspresija SOD bez
adekvatnog porasta GPx1 rezultira u akumulaciji H202 Sto mijenja redoks
status i participira u Fentonovoj reakciji vodeci do produkcije hidroksilnih
radikala. U studiji Shijun Li i suradnika 2000, postavljena je hipoteza da
prekomjerna ekspresija MnSOD u stanicama humanog glioma rezultira
nakupljanjem H202 i ostalih hidroperoksida uzrokujuéi smanjenja rasta
stanica glioma. Transfekcija tih stanica sa ljudskim GPx1 genom sprjeCava
supresivno djelovanje MnSODa (179). Ta pretpostavka podupire nas nalaz
poviSene vrijednosti i SOD i GPx u likvoru ispitanika sa solidnim tumorima,
posebno gliomima. Glavna skupina ispitanika ukljuuje tridesetero djece.

Njih devet boluje od glioma.
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6.2.4 Katalaza

Aktivnost katalaze je pokazala visoku vrijednost u plazmi (P=0,018) i
likvoru (P<0,001) u glavnoj skupini ispitanika.

Rao i suradnici izvjeStavaju o nizim vrijednostima katalaze u eritrocitima
osoba s tumorima mozga (110). Ukazuju na promjene aktivnosti enzima u
odnosu na terapiju i redukciju tumora. Glede njene vrijednosti postoji jaka
povezanost izmedu katalitickih (kataliziraju dekompoziciju H202) i
peroksidacijskih djelovanja (oksidacija H donora) katalaze (180).
Referentna vrijednost 2869+103 U/gHb je viSa nego li je vrijednost koju je
objavio Pastor 1998. god. u Spanjolskoj 1843+250 U/gHb (181). U
njegovoj studiji dobi spol nemaju utjecaj na aktivhost katalaze. No, 1997.
godine King izvjeStava o proporcionalnom porastu aktivnosti katalaze s
dobi (182). Casado 1988. godine ponovno ukazuje na suprotno — na
smanjenje aktivnosti katalaze s porastom Zivotne dobi i viSoj aktivnosti u
zdravih Zena nego li u zdravih muskaraca (183).

Sve bolesti u kojima sudjeluje oksidacijski stres bile su pracene
smanjenom aktivnoS¢éu katalaze (kardiovaskularne bolesti, dijabetes,
tumori, infekcije, upale, dermatoloSke bolesti, anemije, Wilsonova bolest)
(184).

Njena aktivnost je dobar biomarker za stanja teSkog oksidacijskog stresa i
toplinski stres ali ne i za kiselinski stres. Navodi i na mogucu prediktivhu
ulogu oksidacijskog stresa, njegove silovitosti i snage. Aktivnost katalaze
moze sluziti kao biomarker za stresu prilagodeno ponaSanje bakterije, ali
je specifi€na njegova prediktivna vrijednost (185).

Wozniak i suradnici su obradili dvadeset Cetvero bolesnika izmedu koji je
devet imalo glioblastom i petnaest astrocitom. Pokazali su statistiCki
znacajno poviSenu koncentraciju MDA u eritrocitima i plazmi te poviSene
vrijednosti CAT i SOD u eritrocitima bolesnika koji su imali tumorsku bolest
u usporedbi sa zdravom skupinom ispitanika (185).

Katalaza je H202 ovisan enzim i zanimljiva je kao vazan cilj

antioksidacijske terapije. Nanotehnolo$ki princip je testiran katalazom s
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uCitanim nanopartiklima (Nps) s ciliem protekcije ljudskih neurona na
oksidacijski stres. Ovi nanopartikli na katalazi signifikantno snizuju H202
induciranu oksidaciju proteina, DNK ostecenja i OS (186). Ta Cinjenica kao
novi terapijski pristup je jedan razlog viSe da se odredi katalaza u likvoru i

plazmi u djece sa solidnim tumorima SZS.

6.2.5 Superoksid dizmutaza

SOD u naSem istrazivanju je pokazala nize vrijednosti u plazmi glavne
skupine ispitanika (P = 0,851) nego li u kontrolnoj grupi, ali je zato njena
aktivnost puno visa u likvoru ispitanika glavne skupine nego li u kontrolne
(p<0.001) (Slika 15).

SOD je enzim koji se intenzivno ispituje kod mnogih tumorskih bolesti.
Aggarwalova studija ukazuje na nisku aktivnost SOD u krvi i u tkivu tumora
mozga oboljelih osoba u usporedbi s kontrolnom skupinom (163).

SOD [ EC 1.15.1.1.] aktivnost u razli€itim bolestima postaje od klinickog
interesa. SOD enzimi koji kataliziraju spontanu dismutaciju radikala
superoksida do H202 su prisutni u svim dijelovima ziv€anog sustava,
ukljuCujuci mitohondrijske intermembranozne prostore (SOD1 bakar/cink
SOD); mitohondrijski matriks (SOD2 manganska SOD); plazmatska,
limfna, sinovijalna SOD (SOD3 ili ekstracelularna SOD) (187). ViSe puta
je izvjeStavano kako je aktivnost SOD-a u eritrocitima snizena u vecini
intrakranijalnih neoplazmi (188), Sto korelira s naSim rezultatima.
CuzZnSOD aktivnost je u mnogim tumorima sniZzena, ali ne u svim. Obi¢no
tumorske stanice pokazuju nize vrijednosti MnSOD aktivnosti. Tendencija
CuzZnSOD u krvi bolesnika s karcinomom debelog crijeva prije i poslije
operativnog zahvata pokazuje porast i pad njene aktivnosti, ali trend nije
statistiCki znacajan (189).

Dijelovi stanice koji su posebno osjetljivi na oksidacijsko ostecenje su
pogodeni deficitom CuZnSOD i posliedice toga se odrazavaju kao

poremecaj stani¢ne homeostaze i krajnje, do razvoja
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hepatokarcinogeneze u kasnijem zZivotu (187). Topikalna aplikacija SODa
reducira postiradijacijsku fibrozu karcinoma dojke (190).

NajCeSce upotrebljavana SOD kao biomarker je MnSOD. Postoje mnogi
izvjestaji o visokim vrijednostima MnSOD u karcinomu $&titnja¢e, tumorima
SZSa, akutnoj leukemiji, oligodendrogliomima a isto tako je snazno
povezan sa Visoko proSirenim, metastatskim karcinomom Zeluca i
kolorektalnim karcinomom (191). MnSOD nivo ekspresije u tkivu tumora je
kandidat za prognosticCkog markera za bolesnike s glioblastomom
(192,193). Ekstracelularna SOD iz seruma moze biti dobar marker
kandidat za dijagnozu prolaktinoma (194).

Mogucnost promptne dijagnoze tumora mozga u ranoj fazi jo$ je uvijek
nedostizna, unato€ svim poboljSanjima dijagnostickih metoda. To je u
suprotnosti s nekim drugim vrstama tumora gdje npr. serumski biomarkeri
kao Ca125 olakSavaju ovu fazu bolesti u dijagnosticCkom smislu.

Tumorski biomarker bi se trebao jednostavno detektirati i izmjeriti. Faktor
koji doprinosi €injenici da kod tumora mozga imamo malo biomarkera je
krvno moZdana barijera. Upravo iz tog razloga istraZzuje se likvor u potrazi
za biomarkerima kao npr. poliamini kod bolesnika s meduloblastomom
(195).

Sve do 2013 godine bilo je poznato 12 biomarkera iz likvora te jo§ 7 u
ostalim tjelesnim tekucinama i tkivima. Svi osim jednoga su odijelili
bolesnike s tumorom od kontrolne skupine i to sa statisticki znacajnom
razlikom (138).

Nasi rezultati pokazuju da antioksidansi CistaCi GPx, CAT, SOD i lipidni
produkt peroksidacije MDA u likvoru pokazuju dobru senzitivhost i
specifitnost kao biomarkeri tumora mozga u djece i pruzaju granic¢ne
vrijednosti za svaki determinirani parametar (Tablica 3,4). Dobili smo viSe
vrijednosti aktivnosti nasSih enzima u uzorcima bolesnika s tumorima
mozga. Neki od njih sukladni su rezultatima sli¢nih studija, neki su u

suprotnosti.
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Rezultati ove studije pseudokolinesteraze i enzima oksidacijskog stresa u
plazmi i likvoru ukazuju na prisutnost solidnog tumora u srediSnjem
zivéanom sustavu. Smatram da je glede razlike prema drugim studijama,
potrebno individualizirati pracenje dinamike promjena aktivnosti pojedinih
varijabli pri svakom bolesniku kako bi se joS preciznije dijagnosticirao
solidni tumor, pratio njegov rast i odgovor na lije€enje.

Omjer PChE likvor/serum se moze upotrijebiti za otkrivanje solidnih
tumora SZS u djece, posebno glioma.

GPx , CAT i SOD u likvoru su statisti¢ki izvrsni testovi za solidne tumore
SZS u djece.

Slijedec¢i koraci bili bi usmjereni u multicentricne studije kako bi se

statisticki jo$ viSe unaprijedili rezultati (138).
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7. ZAKLJUCAK

1. Aktivnost pseudokolinesteraze u serumu djece sa solidnim
tumorom srediSnjeg ziv€anog sustava je viSa nego li u zdrave
djece, ali neznacajno P=0,056. PChE u serumu analizom ROC
krivulje pokazuje vrijednost AUC od 0,64 Sto je svrstava u skupinu

slabijih testova u smislu biomarkera.

2. Aktivnost pseudokolinesteraze u likvoru djece sa solidnim tumorom
srediSnjeg Ziv€anog sustava je znacCajno viSa nego li u zdrave
djece, P=0,001. Pseudokolinesteraza u likvoru pokazuje vrijednost
AUC od 0.65 Sto je tim rezultatom svrstava u skupinu slabijih
testova u smislu biomarkera. Pri tome je graniCna vrijednost za
PChE u likvoru 80 U/L i daje 70% senzitivhost, 70% specifi¢nost,
70% PPV i 70% NPV. Cutt off vrijednost od 150 U/L daje
specificnost od 100%, senzitivnost 53%, PPV 100% i NPV 68%.

3. Omjer PChE likvor/serum (%) je znac€ajno viSi u djece sa solidnim
tumorima SZS P=0,001. Omijer PChE likvor/serum pokazuje
vrijednost AUC od 0,76 Sto ga svrstava u skupinu osrednjih testova
u smislu biomarkera. Za omjer PChE likvor/serum vrijednost za
grani¢na vrijednost je bila 1.09%, sa senzitivhosti od 83%,
specificnosti od 53%, PPV 64% i NPV 76%. Grani¢na vrijednost od
2.70% odgovara specificnosti od 100%, senzitivnosti od 50%, PPV
100% i NPV 67%.

4. Glede vrste tumora, aktivhost pseudokolinesteraze u likvoru i omjer

PChE livor/serum (%) najviSi su u djece koja imaju gliome.

5. Aktivhost GPx u plazmi krvi i likvoru je zna€ajno viSa u grupi

ispitanika sa solidnim tumorom SZS nego li u zdrave djece
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P<0,001. Rezultati analize ROC krivulje za GPx u likvoru pokazuje
senzitivnost od 89,29% i specificnost od 82,14%, te grani¢nu
vrijednost >1,18 U/L. Vrijednost AUC je 0,93, §to GPx u likvoru
svrstava u izvrsne testove u smislu biomarkera. Rezultati analize
ROC krivulje za GPx u plazmi pokazuje senzitivnost od 78,57% i
specificnost 75,00%, uz graniénu vrijednost >12,6 U/L. AUC je

0,85 i u tom smislu je GPx u plazmi dobar test u smislu biomarkera.

. Aktivhost CAT je viSa i u plazmi i u likvoru u skupini djece sa
solidnim tumorom u SZS. U plazmi, neznadajno P=0,018, u likvoru
znacajno P<0,001. Rezultati analize ROC krivulje za CAT u plazmi
pokazuju AUC 0,69. Rezultati analize ROC krivulje za CAT u likvoru
pokazuju senzitivnost od 75,00%, specificnost 88,89%, pri grani¢noj
vrijednosti > 3,1 U/ml. Djeca sa viSom vrijednosti imaju vecu
vjerojatnost da imaju tumor u SZS. Prostor ispod ROC krivulje AUC
je 0,90 Sto vrijedost CAT u likvoru svrstava u izvrsne testove u

smislu biomarkera.

. SOD pokazuje nize vrijednosti u plazmi u skupini djece sa solidnim
tumorom u usporedbi sa zdravom djecom. Njena vrijednost u
likvoru je mnogo viSsa u toj skupini djece nego |i u kontrolnoj
P<0,001.

. Rezultati analize ROC krivule za SOD u plazmi pokazuju
senzitivnost od 84,62% i specificnost 28,00%, uz grani¢nu
vrijednost > 380 U/L. Prostor ispod krivulje AUC je 0,51, statistiCki
neuspjedan test. Rezultati analize ROC krivulje za SOD u likvoru
pokazuju senzitivnost od 82,76%, specificnost 100,00%, uz
grani¢nu vrijednost > 53 U/L. Djeca sa visom vrijednosti imaju veéu
vjerojatnost da imaju tumor u SZS. Prostor ispod krivulje AUC je
0,91 $to vrijednost SOD u likvoru svrstava u skupinu izvrsnih

testova.
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9. MDA i u plazmi i u likvoru je bila znacajno viSe vrijednosti u glavnoj
skupini ispitanika P<0,001. Rezultati analize ROC krivulje za MDA u
plazmi pokazuju senzitivhost od 80,00% i specifi¢nost 85,19%, uz
grani¢nu vrijednost > 0,515 pmol/L. Prostor ispod krivulje AUC je
0,89 Sto ga svrstava u skupinu dobrih testova. Rezultati analize
ROC krivulje za MDA u likvoru pokazuju senzitivnost od 70,00%,
specifitnost 78,57%, graniénu vrijednost >0,031 pmol/L. Prostor

ispod krivulje AUC je 0,78 Sto ga statisticki Cini osrednjim testom.
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8. KRATKI SADRZAJ NA HRVATSKOM JEZIKU

Cilj studije je odrediti aktivhost pseudokolinesteraze (PChE) i enzima
oksidacijskog stresa superoksid dizmutaze (SOD), katalaze (CAT) i
glutation peroksidaze (GPx) u likvoru i krvi djece sa solidnim tumorom
sredi$njeg Zivéanog sustava (SZS) kako bi se ustanovilo jesu li aktivnosti
PChE, SOD, CAT i GPx valjani biomarkeri za solidne tumore SZS u djece.
Odreden je i malondialdehid (MDA) kao jedan od krajnjih produkata lipidne
peroksidacije.

Metode

Glavna i kontrolna skupina ispitanika imale su svaka po 30 ispitanika.
Djeca glavne skupine imala su solidni tumor SZS, dok ona iz kontrolne
skupine nisu nikada bolovala od tumorske bolesti. Svim ispitanicima uzeti
su uzorci krvi i likvora. SOD, GPx i CAT su odredeni spektrofotometrijski;
MDA aktivhost HPLC metodom, PChE metodom po Ellmanu. PChE
aktivnost u likvoru je prikazana kao PChE likvor/serum omjer izrazen u
postocima. Receiver operating characteristic (ROC) krivulje su koriStene
kako bi se utvrdilo jesu li PChE, SOD, CAT, GPx aktivnosti valjani

biomarkeri za identifikaciju djece sa solidnim tumorom SZS.

Rezultati

Djeca sa solidnim tumorom srediSnjeg Ziv€anog sustava imaju sigifikantno
viSu aktivnost PChE u likvoru i serumu, kao i PChE likvor/serum omjer
(P=0.001). PChE likvor/serum omjer u glavnoj skupini je 2.38%
(interkvartilni opseg [IQR] 1,14-3,97) i 1,09% (IQR 0,95-1,45) u kontrolnoj
skupini. Analiza ROC krivulje PChE likvor/serum omjera pokazala je
vrijednost prostora ispod krivulje (AUC) od 0,76 (95% interval pouzdanosti

(eng. confidence interval) [CI] 0,63-0,88) i grani¢na vrijednost (eng. cut-
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off) od 1,09. Dvadeset pet od 29 bolesnika s visokim omjerom PChE
likvor/serum je imalo tumor SZS i pokazuje senzitivnost od 83% i
specificnost 53%.

SOD, CAT, GPx i MDA u likvoru pokazuju visoku specifi¢nost i senzitivhost
za solidne tumore srediSnjeg Ziv€anog sustava u djece. Studija pruza
grani¢ne vrijednosti za svaku od njih. Izmedu antioksidansa, najvecu
senzitivhost u plazmi pokazuje SOD od 84,62%; najviSu specificnost GPx
od 75%. U likvoru najviSu senzitivhost pokazuje GPx od 89,29%, najviSu
specificnost SOD od 100%. MDA ima senzitivhost od 80,0% u plazmi te
70,0% u likvoru. Njegova specificnost kao biomarkera iz plazme je 85,19%
a za likvor 78,57%. Prostor ispod krivulje (AUC) za SOD u plazmi je 0,51;
u likvoru 0.91. Za GPx u plazmi 0,85, u likvoru 0,93; za CAT u plazmi 0,69,
u likvoru 0,90; MDA u plazmi 0,89 i likvoru 0,78.

Zakljucak
Omijer PChE likvor/serum i SOD, CAT i GPx likvoru pokazuju opseg AUC
od 0,80 do 0,93 Sto mjeri to¢nost testa i stavlja ga statistiCki u skupinu

dobrog ili i izvrsnog tako da se mogu upotrijebiti kao biomarkeri sa dobrom

senzitivnoScu za solidne tumore srediSnjeg Ziv€anog sustava u djece.

84



9. KRATKI SADRZAJ NA ENGLESKOM JEZIKU

The aim of the study is to determine the activity of pseudocholinesterase
(PChE) in serum and cerebrospinal fluid (CSF) and oxydative stress
enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutation
peroxidase (GPx) in CSF and blood in children with solid central nervous
system (CNS) tumor and to assess whether PChE activity and SOD, CAT
and GPx could be a valid biomarker for solid CNS tumors in children. One
of the final products of lipid peroxidation is malodialdehide (MDA) was
determined too.

Methods

The study and control group included 30 children each. Children in the
study group had a solid CNS tumor, while those from the control group
had never suffered from any tumor diseases. CSF and blood samples
were collected from all participants. PChE activity was determined using
the Ellman’s spectrophotometric method. GPx, SOD and CAT activity were
measured spectrophotometrically; MDA with HPLC method. PChE activity
in CSF was shown as a cerebrospinal fluid/serum ratio expressed in
percentage, ie, PChE CSF/serum ratio. Receiver operating characteristic
(ROC) curve was used to assess whether PChE activity, SOD, CAT and
GPx can be used as a biomarker for identifying children with solid CNS

tumors.
Results
Children with solid CNS tumor had significantly higher PChE activity in
CSF and serum, as well as PChE CSF/serum ratio (P= 0.001). PChE

CSF/serum ratio in the study group was 2.38% (interquartile range [IQR]
1.14-3.97) and 1.09% (IQR 0.95-1.45) in the control group. ROC curve
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analysis of PChE CSF/serum ratio resulted in an area under the curve
(AUC) value of 0.76 (95% confidence interval [CI] 0.63-0.88) and a cut-off
of 1.09. Twenty five of 29 patients with elevated PChE CSF/serum ratio
had a tumor, corresponding to a sensitivity of 83% and a specificity of
53%.

SOD, CAT, GPx and MDA in CSF have high specifity and sensitivity for
the solid brain tumors in children and this study provide a cutt of values for
the each of them. Between antioxidants highest sensitivity in plasma has
SOD 84.62%; highest specifity has GPx 75%. In CSF highest sensitivity
showed GPx 89.29%, highest specifity has SOD 100%. MDA sensitivity in
brain tumor children in plasma is 80% and in CSF 70%. It's specificity for
plasma is 85.19% and in CSF 78.57%. SOD in plasma resulted in AUC
0,51 and in CSF 0,91; GPx in plasma 0,85 in CSF 0,93; CAT in plasma
0,69 and in CSF 0,90; MDA in plasma 0,89 in CSF 0,78.

Conclusion
PChE CSF/serum ratio and SOD, CAT and GPx in CSF resulted in AUC

from 0,80 to 0,93 and may be used as a biomarkers with good sensitivity
and good or excellent tests for solid CNS tumors in children.
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