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POPIS OZNAKA | KRATICA

AA — anaplasti¢ni astrocitom

AE — anaplasti¢ni ependimom

AML — akutna mijeloi¢na leukemija

AO — anaplasti¢ni oligodendrogliom

apoD — apolipoprotein D

BTSC — mati¢ne stanice mozgovnih tumora
CD133 — prominin-1

CK — citokeratin

CuZnSOD - bakar/cink superoksid dismutaza
DA — difuzni astrocitom

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

E — ependimom

EMA — epitelni membranski antigen

EPC — endotelne progenitorske stanice
GBM — glioblastom

GFAP — kiseli glijalni fibrilarni protein

GSH - glutation

GST - glutation-transferaza

HNE — 4-hidroksinonenal



IH — imunohistokemija

LOH — gubitak heterozigotnosti

MDA — malondialdehid

MnSOD — mangan superoksid dismutaza
NF1 — neurofibromatoza tipa 1

NSE — neuron specificna enolaza

O — oligodendrogliom

OS - oksidacijski stres

PA — pilocitiCki astrocitom

PUFA — viSestruko nezasi¢ene masne kiseline
RKV- reaktivne kisikove vrste

ROS - reaktivni kisikovi spojevi

RNS - reaktivni duSikovi spojevi

S — subependimom

SOD - superoksid dismutaza

SZO — Svjetska zdravstvena organizacija
SZS — sredidniji zivéani sustav

TTF — tiroidni transkripcijski faktor

VEGF - vaskularni ¢imbenik rasta
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1.0. UVOD

1.1. OKSIDACIJSKI STRES
1.1.1. Molekulski kisik

Molekulski kisik je neophodan za Zivot aerobnih organizama, ali kad njegova
koncentracija u tkivima i organima postane ve¢a od normalne, on postaje
toksiCan. Molekula kisika je biradikal, sadrzi dva nesparena elektrona u
vanjskoj ljusci (1). Glavni razlog toksi¢nosti kisika je njegovo svojstvo stvaranja
reaktivnih kisikovih vrsta (engl. reactive oxygen species; ROS) (RKV) koje

zbog prisustva nesparenih elektrona nazivamo slobodnim radikalima (2).

Singletni kisik ('O.) je ekscitirano stanje kisika koje je mnogo reaktivnije od
tripletnog stanja (°02) u kojem se nalazi molekulski kisik u osnovnom stanju. U
ekscitiranom stanju kisika se u vanjskoj ljusci nalaze dva nesparena elektrona

antiparalelnih spinova.

1.1.2. Slobodni radikali

Slobodni radikali su molekule ili atomi koji u vanjskoj ljusci imaju jedan ili viSe
nesparenih elektrona (3). Njihovi nespareni elektroni uzrokuju njihovo davanje
ili uzimanje elektrona drugim molekulama te ih to Cini izrazito nestabilnim i
visoko reaktivnim, pri ¢emu reagiraju s organskim ili neorganskim spojevima
(4,5). Slobodni radikali nastaju uslijed apsorpcije energije zracenja, u
redukcijsko-oksidacijskim reakcijama tijekom patoloskih i normalnih fizioloskih
procesa poput oksidativne fosforilaciie u mitohondrijima (6), prijenosu
elektrona u sistemu citokroma P-450 u endoplazmatskom retikulumu (7),
oksidacije masnih kiselina u peroksisomima (8), metabolizma arahidonske
kiseline u stani¢nim membranama (9), fagocitoze (10). Slobodni radikali mogu
nastati i tijjekom enzimatske oksidacije i autooksidacije razliCitih kemijskih

spojeva poput tiola, oksihemoglobina, hidrokinona, kateholamina, pri ¢emu



dolazi do redukcije molekularnog kisika i nastajanja superoksida, naj¢e$¢e uz

prisutnost prijelaznih metana (11).

1.1.2.1. Reaktivni kisikovi spojevi ili slobodni radikali kisika

Reaktivni kisikovi spojevi predstavljaju skupinu vrlo reaktivnih spojeva koji ne
obuhvacaju samo kisikove radikale poput superoksidnog aniona (0O27) i
hidroksilnog radikala (HO), ve¢ i druge reaktivne spojeve kisika kao $to su
vodikov peroksid (H20.), reaktivni (singlet) kisik ('0z), hipoklornu kiselinu
(HOCI) te ozon (Os3) koji takoder uzrokuju oksidacijsko ostecenje stanicnih
struktura (3). ROS se stvara u organizmu tijekom fizioloSkih i patoloskih

metaboliCkih procesa tijekom redukcije i ekscitacije kisika (12,13).
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Slika 1. Reaktivni kisikovi spojevi se stvaraju tijekom redukcije i ekscitacije kisika.

Za vrijeme stani¢nog disanja, na unutradnjoj strani mitohondrija, molekularni
kisik se procesom oksidativne fosforilacije u sistemu citokrom C oksidaza,
reducira do vode. Za vrijeme te reakcije se kao meduprodukt oslobada mala,

ali znacCajna koli¢ina reaktivnih spojeva (1,14).



Superoksidni anion (‘O2°) nastaje redukcijom jednog elektrona molekule kisika.
Njegova topljivost u mastima je ograniCena te ne mozZe prodrijeti duboko u
stanicu. Djelovanje mu je ograni¢eno na mjestu njegovog stvaranja. U kiseloj
sredini on veZe proton i nastaje joS reaktivniji perhidroksilni radikal (HO2").
Superoksidni anion se spontano, ali i uz pomo¢ superoksid dismutaze (SOD)
te vodikovih iona, prevodi u vodikov peroksid. lako vodikov peroksid nije
radikal jer nema nesparenih elektrona, on je oksidans koji uz prisustvo
prijelaznih metala, dvovalentnog iona Zeljeza (Fe®) i jednovalentnog iona
bakra (Cu®), moze prihvatiti jedan elektron stvarajuéi vrlo toksi¢an hidroksilni
radikal (OH). Vodikov peroksid je topljiv u mastima pa moze djelovati na
udaljenim mjestima od njegova stvaranja. Hidroksilni radikal nastaje
Fentonovom i Haber-Weissovom reakcijom. U Fentonovoj reakciji, dvovalentni
ion Zeljeza reagira s vodikovim peroksidom i pri tom prelazi u trovalentni ion
Zelieza (Fe*"), a pri tome nastaje hidroksilni radikal i hidroksilni ion. U Haber-
Weissovoj reakciji superoksidni anion reagira s vodikovim peroksidom, a pri
tome isto nastaje hidroksilni radikal i hidroksilni ion. Hidroksilni radikal je

izrazito reaktivan radikal koji reagira sa svim vrstama biomolekula (15).

Tijekom fagocitoze se u makrofazima, neutrofilima i eozinofilima kontinuirano
stvaraju RKV (16,17,18). Slobodni radikali potjeCu od snaznog oksidativog
metabolizma, “oksidativhog praska“ pri ¢emu nastaju superoksid, vodikov
peroksid, hidroksilni radikal, hipoklorna kiselina i duSikov oksid. Vodikov
peroksid moze Fentonovom reakcijom ili pod utjecajem hemskog enzima,
mijeloperoksidaze, stvoriti druge radikale poput hipoklorne kiseline. Hipoklorna

kiselina nastaje u neutrofilima, snazan je oksidans i antimikrobni agens (2).

1.1.2.2. Slobodni radikali dusika

Naziv ,reaktivni duSikovi spojevi® (engl. reactive nitrogen species; RNS)
oznaCava skupinu visoko reaktivnih duSikovih spojeva koja osim slobodnih
duSikovih radikala poput dusikovog oksida (NO’) i dusikovog dioksida (NOy),
uklju€uje i druge reaktivne spojeve dusika kao Sto su dusi¢na kiselina (HNO,),
peroksinitrit (ONOQ"), peroksinitritna kiselina (ONOOH) i alkil peroksinitrat



(ROONO) (17,19, 20). DusSikov oksid nastaje u endotelnim, Ziv€anim i upalnim
stanicama, a nastaje iz L-arginina djelovanjem dus$ik oksid sintetaze (21). On
sudjeluje u regulaciji krvnog tlaka, u upalnim reakcijama, inhibiciji agregacije
trombocita i proliferacije glatkih miSiénih stanica (22,23), ali je i toksican, ima
vaznu ulogu u ostecenju tkiva tijekom kroni¢ne upale, mozgovnog infarkta i
septiCkog Soka (24). DusSikov oksid posjeduje prooksidativna i antioksidativna
svojstva. U reakciji sa superoksidom stvara vrlo toksi¢an peroksinitrit koji moze
potaknuti lipidnu peroksidaciju (25). Peroksinitrit s lipofilnim peroksilnim
radikalima (ROO) stvara relativno stabilni ROONO koji moze zaustaviti proces
lipidne peroksidacije. Dakle, veca koli€ina duSikovog oksida Stiti lipide

stanicnih membrana od ostecenja (26,22).

1.1.3. Oksidacijski stres

Oksidacijski stres (OS) je stanje u kojem oksidacijski procesi prevladaju
antioksidativne sposobnosti stanica tkiva ili organizama. Osteéenje stanice
izazvano je slobodnim radikalima koji se stvaraju tijekom aerobne respiracije
stanice u OS. U ravnoteznim uvjetima, slobodni radikali razgradeni su
stani¢nim antioksidansima, uz pomo¢ enzima kao Sto su SOD, katalaze i
glutation peroksidaze ili neenzimatski uz pomo¢ glutationa (GSH) (4,27). Do
pomaka ravnoteze moze doci ukoliko je smanjena antioksidativha sposobnost
organizma ili ako je poveéano stvaranje radikala. Ovakav poremecaj
ravnoteze prooksidansa i antioksidansa u korist prooksidansa definira se kao
,oksidacijski stres“ (28). U patoloSkim procesima povecana je koncentracija i
aktivnost slobodnih radikala. Ovaj dogadaj je posredovan ekstracelularnim
otpustanjem RKV-a iz granulocita, aktivacijom ksantin oksidaze i fosfolipaze,

promjenom u transportnom lancu elektrona u mitohondrijima itd (29).

Razlike izmedu patoloSkog i fizioloSkog“ oksidacijskog stresa su razliite
promjene na makromolekulama, pojedinaCnim stanicama i organizmu u
cjelosti. Razmjer oStec¢enja nastalog kao posljedica OS ovisi i stupnju,

mehamizmu kojim je on izazvan, trajanju te o organskom sustavu koji je



pogoden. TeSki OS uzrokuje teSka osteéenja stani¢nih struktura $to na kraju

uzrokuje stani¢nu smrt (1,29).

1.1.4. Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija je slozena lanCana reakcija razgradnje (oksidacije)
viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina (engl. polyunsaturated fatty acid;
PUFA) potaknuta RKV-om i RNS-om (30,31). U sastavu lipida svih bioloskih
membrana nalaze se viSestruko nezasi¢ene masne kiseline koje su jako
osjetliive na osteCenja uzrokovana RKV. U kontroliranim uvjetima se u
stanicama proizvode oksidirani produkti PUFA pod utjecajem enzima koji
djeluju kao medijatori upale (32). Pojava lipidne peroksidacije u bioloSkim
membranama moZe dovesti do poremecaja funkcije i smanjene fluidnosti $to

je povezano s brojnim bolesnim stanjima (33).
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Slika 2. Shematski prikaz faza lipidne peroksidacije.

Proces oksidacije lipida zapocinje fazom inicijacije (34) u kojoj visoko reaktivni
oksidans (X) oduzima atom vodika vi$estruko nezasi¢enoj masnoj kiselini pri
¢emu nastaje alkilni, odnosno lipidni radikal. Ovaj proces se odvija na vodiku
smjeStenom na o-metilen ugljiku. Bilo koji spoj koji ima sposobnost oduzeti
vodikov atom masnoj kiselini moze izazvati ovaj proces. Hidroksilni radikal je

jedini od reaktivnih kisikovih radikala koji ima dovoljno energije da izazove
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lipidnu peroksidaciju (34,35). Ukoliko inicijacija nije kontrolirana obrambenim
mehanizmima, ona moze zapocCeti lan€anu reakciju koja mozZe dovesti do
uniStenja okolnih molekula. Do faze propagacije i nastanka lanCane reakcije

lipidne peroksidacije doci ¢e ukoliko nema prisutnih antioksidansa.

U procesu lipidne peroksidacije sudjeluju i ioni Zzeljeza. Nakon $to je
peroksidacija zapocCela, Zeljezo poti€e daljnji proces. Lipidni hidroperoksidi
lako reagiraju s Fe?* i Fe*" pri &emu nastaju alkoksi radikali i lipidni peroksilni
radikali. Na taj nacin dolazi do grananja lanCane reakcije procesa lipidne
peroksidacije (36,37).

Zavrdni produkti lipidne peroksidacije su reaktivni aldehidi. To su 4-
hidroksialkenali i drugi srodni a,B-nezasiceni aldehidi koji se smatraju ,drugim
toksi€nim glasnicima“ primarnih slobodnih radikala (30,38). lako se zovu
,zavrsni produkti lipidne peroksidacije®, oni mogu u odredenim uvjetima
nastaviti lan€anu reakciju oksidacijskog ostecenja. Njihova je reaktivnost niza
od reaktivnosti slobodnih radikala, ali dovoljno velika da mogu reagirati s
molekulama u okolini te tako oStetiti stanice pa i uzrokovati stani¢nu smrt.
Buduc¢i da su dugoZivu¢i, mogu se kretati od mjesta nastanka i napadati
,ciljeve* koji su daleko od mjesta poCetnog nastanka slobodnih radikala, bilo

intracelularno ili ekstracelularno (30).

Glavni produkti nadeni u bioloskim uzorcima su heksanal, malondialdehid

(MDA) i 4-hidroksi-2-nonenal (HNE) te su stoga i najviSe istrazivani (3).

1.1.4.1. 4-hidroksi-2-nonenal (HNE)

4-hidroksi-2-nonenal (CgH160>) je aldehid molekulske mase 156,22. Topljiv je
u vecini organskih otapala poput alkohola, heksana i kloroforma, dok je slabo
topiva u vodi s maksimalnom topljivoS¢u koja iznosi 6,6 g/L odnosno 42 mM
(35). Kao i svi 4-hidroksialkenali, HNE ima 3 funkcionalne skupine: aldehidnu
skupinu (C=0), ugljik-ugljik dvostruku vezu (C=C) i hidroksilnu skupinu (OH)
koje u reakciji mogu sudjelovati same ili u sekvenci kemijskih reakcija. Koja ¢e

od tih skupina reagirati ovisi o tipu reaktanta i uvjetima reakcije (35).
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Slika 3. Struktura 4-hidroksi-2-nonenala.

4-hidroksi-2-nonenal moze reagirati sa svim aminokiselinama uz uvjet da

postoji blago luznati medij (pH 8,8) i visoka koncentracija reaktanata (10 mM).

HNE je jedini reaktivni aldehid koji se nalazi i u fizioloSkim stanjima u mjerljivim
koli¢Cinama (39,40,41,42). U tkivima i u serumu fizioloSka koncentracija HNE-a
je manja od 0,1 uM. U tako niskim koncentracijama HNE je kemoatraktant za
neutrofile, utjeCe na aktivnost enzima adenilat-ciklaze, gvanilat-ciklaze i
fosfolipaze C te na taj naCin djeluje na rast, prijenos signala i druge vazne
funkcije stanica (30,43,44). PoviSene koncentracije HNE-a od 1-20 uM in vitro
inhibiraju stvaranje DNA, bjelancevina, stvaranje produkta c-myc gena, a
potiCu fosfolipzu A2 i stvaranje produkata c-fos gena (45,46). U
koncentracijama od 100 uM i ve¢im, HNE uzrokuje akutnu citotoksi¢nost koja
dovodi u vecini sluajeva do stani¢ne smrti. U velikim koncentracijama dolazi
do djelomi¢nog ili potpunog prekida stani¢nih funkcija poput mitohondrijske

respiracije, sinteze bjelancevina, RNA i DNA (30).

HNE nastaje kao posljedica OS, ali je i zaetnik novog oksidacijskog ostecenja
te djeluje na ekspresiju onkogena (47). Dodatak HNE-a koncentracije 0,1 do10
MM u Kkulturu eritroleukemicnih stanica uzrokovat ¢e izrazito smanjenje

mitohondrijske RNA (mRNA), koja je vazna za ekspresiju c-myc onkogena.

HNE je povezan je i s nastankom ateroskleroze buducCi da se veze za
apolipoprotein B, mijenjajuci karakteristike lipoproteina niske gustoce (engl.
low density lipoprotein; LDL) (48,49).

HNE se detoksicira konjugacijom s GSH neenzimatski ili je reakcija
detoksifikacije katalizirana glutation-transferazom (GST). Glutation-transferaze

su ubikvitarni enzimi koji se najviSe nalaze u jetri. Detoksikacija je moguca i



putem aldehid-dehidrogenaze i alkohol-dehidrogenaze koji se nalaze u
hepatocitima (4,30).

1.1.5. Oksidacijski stres i karcinogeneza

Karcinogeneza je proces pretvorbe normalne stanice u malignu. To je slozen
proces, potaknut karcinogenima. Odvija se u tri stadija (inicijacija, promocija i
progresija), koji se medusobno razlikuju na bioloskoj i molekularnoj razini (50).
Inicijacija je ireverzibilan proces koji zapocinje mutacijom u genomu stanice. U
toj fazi dolazi do promjena molekulske strukture staniCne DNA, a tvari ili
fizikalne pojave koje mogu dovesti do takvih promjena (mutacija) se nazivaju
mutagenima. Ukoliko mutacije dovode do nastanka tumora, te tvari nazivamo
karcinogenima. U karcinogene ubrajamo: kemijske karcinogene, ionizacijsko i
neionizacijsko zraCenje i viruse. Kemijski karcinogeni uzrokuju lokalne
promjene u slijedu nukleotida u DNA molekuli. lonizacijsko i neionizacijsko
zraCenje uzrokuje dvolancane i jednolanacne lomove u DNA molekuli. Virusi
mogu uzrokovati promjene u redoslijedu i aktivnhosti gena (51). U toku
inicijacije dolazi do aktivacije brojnin protoonkogena i inaktivacije
tumorsupresorskih gena. U stadiju promocije dolazi do mijenjanja ekspresije
genoma i prijenosa signala iz okoline do genoma, dolazi do selektivne
klonalne ekspanzije stanica koje izbjegavaju kontrolne mahanizme rasta i
diferencijacije. Bitnu ulogu u karcinogenezi imaju i RKV (52). Superoksidni
anion i vodikov peroksid smatraju se ,tumorskim inicijatorima“ (53), njihova
aktivnost temelji se na smanjenoj stani¢noj antioksidacijskoj zastiti (3,54,55).
RKYV imaju vaznu ulogu u nastajanju, ali i u daljnjem razvoju tumora, dakle,
tumor predstavlja stanje OS (56). Tumorske stance su viSe izloZzene OS u
usporedbi s normalnim stanicama, ali su one otporne na OS. Mehanizam
nastanka otpornosti nije jasan, ali prema nekim istraZzivanjima mogao bi se
temeljiti na stvaranju glutationa u tumorskim stanicama (57). Stalni OS u
tumorskim stanicama mozZe dovesti do neprekidne aktivacije transkripcijskih
Cimbenika, Sto uzrokuje izrazitu stani¢nu proliferaciju uslijed promijenjene

pojavnosti gena c-fos, c-jun i c-myc (58).



Metabolizam RKV u tumorima Cesta je tema u istrazivanjima. Tako je u
stanicama hepatoma nadena smanjena koliina bjelanCevine Ciji je gen
odgovoran za nastanak jednog od glavnog antioksidansa, enzima katalaze
(59). Nadena je smanjena aktivnost SOD u tumorima debelog crijeva,
poglavito u adenokarcinomima (60). PoviSena je koncentracija NO i MDA u
plazmi oboljelih od karcinoma dojke, u usporedbi s osobama bez karcinoma

(61).

1.1.6. Oksidacijski stres i sredisnji ziv€ani sustav

Mozak koristi petinu ukupnog kisika cijelog organizma, a vrlo je osjetljiv na
citotoksi¢no djelovanje ROS-a (62,68). Mozgovne stanice vecdinu energije
stvaraju u diSnom lancu unutar mitohondrija, a pri tome se oslobadaju 02 i
H.O,. U mozgovnom tkivu smanjena je aktivnost katalaza, SOD i GSH pa se
‘02" i H2,0O2 ne mogu brzo katalizirati kao $to je to mogucée u drugim tkivima i
organima (63). Lipidi stani€¢nih membrana mozgovnog tkiva bogati su s PUFA,
Sto uz povecanu koli€inu Zeljeza (posebice u globusu palidusu i substanciji
nigri) pogoduje nastanku lipidne peroksidacije (64,65). Tijekom OS kao
rezultat lipidne peroksidacije nastaju konacni produkti lipidne peroksidacije,
reaktivni aldehidi, poznati kao "drugi glasnici slobodnih radikala", a
najznacajniji medu njima su HNE, akroliein i MDA (30). lako su jako reaktivni,
za razliku od RKV-a, aldehidi tvore relativho stabilne konjugate s proteinima i
deoksiribonukleinskom kiselinom (DNA) te je njihov vijek postojanja u tkivu
znatno dulji, a oStecenja stanica su veca. HNE je poznat i kao faktor rasta,
signalna molekula i uzrocnik apoptoze neuronalnih stanica (44). RKV i RNS
osteCuju oligodendrocite i mijelinske ovojnice §&to rezultira upalnim
demijelinizacijskim bolestima poput multiple skleroze i Guillan-Barré-ovog
sindroma (66,67). OS ima vaznu ulogu u razvoju degenerativnih bolesti poput
Alzheimer-ove, Huntington-ove i Parkinson-ove bolesti (68,69,70). Vazan je
C¢imbenik u razvoju hipoksi¢no-ishemi¢nog ostecenja u novorodencadi (71) i
odraslih (23,72) te pri nastanku sekundarnog ostec¢enja nakon mehanicke
ozlijede i krvarenja u SZS (72-75). Ishemija mozgovnog tkiva predstavlja

slozene metabolicke promjene u koje su uklju¢eni RKV i RNS. Ostecenja su
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najizrazenija nakon tranzitorne ishemicne atake i u zoni penumbre u okolici
infarkta (23). U stanjima hipoksije mozga ili sepse HNE oStecuje krvno
mozgovnu barijeru i ulazi u tkivo mozga, a takav ucinak je potvrden i na
modelu umjetne krvno mozgovne barijere in vitro (13,42). HNE i srodni
aldehidi imaju bitnu ulogu u nastanku razli¢itih malignih tumora pa tako i
mozgovnih. Buduc¢i da su astrociti sastavnica krvno mozgovne barijere, a i
sami mogu stvarati RKV i HNE, to je posebice vjerojatno u njima (82). U
tumorskim stanicama smanjena je aktivnost antioksidansa i to viSe u slabije
diferenciranim astrocitnim i oligodendrocitnim tumorima. U astrocitnim
tumorima porastom malignosti dolazi do poveéane koncentracije mangan
superoksid dismutaze (MnSOD) i bakar/cink superoksid dismutaze
(CuzZnSOD) u tumorskim stanicama. S obzirom na koncentraciju MnSOD u
tumorskim stanicama glioblastoma (GBM) mjerenu tijekom dijagnosticiranja
ovog tumora utvrdeno je da su bolesnici s vis§im nivom MnSOD imali kraée
prezivlienje od onih s nizom koncentracijom MnSOD (76,77). Dosadas$nja
istrazivanja pokazala su da tumori mozga uzrokuju lokalni i opcCi (sistemski)
OS i lipidnu peroksidaciju (78-82). Pojavnost HNE-a kao zavrSnog produkta
lipidne peroksidacije i pokazatelja OS u glijalnim tumorima opisana je do sada
u astrocitnim, oligodendrocitnim i ependimskim tumorima. Dokazano je da
pojavnost HNE-a postupno raste u stanicama tumora s viSim gradusom (83).
Zarkovi¢ K i suradnici opisuju da je HNE pozitivitet proporcionalan s rastom
malignosti u astrocitomima. Najslabiji HNE imunopozitivitet naden je u
difuznim astrocitomima (DA), a jac¢i u anaplasti¢nim astrocitomima (AA) i
glioblastomima (GBM). U astrocitomima niskog stupnja malignosti distribucija
imunopozitiviteta bila je perivaskularna dok je u malignim astrocitomima bila
difuzna Sto ukazuje na ekstracerebralno podrijetio HNE u tumorima mozga
(82). Juric-Sekhar i suradnici opisuje slicne rezultate, u astrocitnim i
ependimalnim tumorima nadeni su zavrsni produkti lipidne peroksidacije, HNE,
u razli¢itom intenzitetu. Najslabiji intenzitet zamije¢en je u tumorima niskog
stupnja malignosti dok je jaci zamijeCen u tumorima visokog stupnja
malignosti. Takoder, nadena je i statistiCki znaCajna razlika u koli€ini HNE-a u
tumorskim stanicama izmedu astrocitarnih i ependimalnih tumora gradusa Il i

[l u korist viSeg gradusa. Najveca razlika u koli¢ini HNE-a u tumorskim
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stanicama nadena je izmedu pilocitickog astrocitoma (PA) i GBM dok nije bilo
razlike izmedu GBM, AA i DA (83).

1.2. TUMORI SREDISNJEG ZIVCANOG SUSTAVA

1.2.1. Klasifikacija primarnih tumora srediSnjeg ziv€anog sustava prema

klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije

Primarni tumori sredi$njeg Zivéanog sustava (SZS) dijele se prema klasifikaciji
Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) u 14 skupina (84): 1. astrocitni
tumori; 2. oligodendroglijalni tumori; 3. ependimski tumori; 4. tumori korioidnog
pleksusa; 5. drugi neuroepitelni tumori; 6. neuronalni i mijeSani neuronalno-
glijalni tumori; 7. tumori pinealne regije; 8. embrionalni tumori; 9. tumori
kranijalnih i perifernih zivaca; 10. tumori mozgovnih ovojnica; 11. tumori
stanica hematopoeze; 12. tumori spolnih stanica; 13. tumori povezani s
obiteljskim sindromima; 14. tumori podrucja turskog sedla. Najbrojniji primarni

tumori mozga su gliomi, a unutar gliomske skupine naj¢es¢i su astrocitomi.
1.2.1.1. Astrocitni tumori

U astrocitne tumore ubrajamo pilociticki astrocitom (PA), subependimalni
gigantocelularni astrocitom, pleomorfni ksantoastrocitom, difuzni astrocitom

(DA), anaplasti¢ni astrocitom (AA), GBM i cerebralnu gliomatozu (84, 85).

PA, je relativno dobro ograni€en, spororastuci tumor koji se javlja u djece i
mladih odraslih, a prema SZO odgovara gradusu |. Uglavhom je smjeSten
infratentorijalno. Cini 5-6% svih glioma, naj¢e3éi je gliom u djece, ve¢inom
smjeSten u malom mozgu. MozZe biti smjeSten bilo gdje duz neuroaksisa, ali
predilekcijska mjesta su mu opti¢ki zivac, optiCka kijazma, hipotalamus,
talamus, bazalni gangliji, mali mozak i mozdano deblo. U kraljezni¢noj mozdini
cesci je kod starijih, Cini 58% svih spinalnih astroctinih tumora. Makroskopski
tumor je mekan, sivkast, a unutar tumora Ceste su ciste (84,86). HistoloSki ga
karakterizira bifaziCan izgled, gusto zbijeni bipolarni piloidni astrociti s

Rosenthalovim vlaknima i mikrocisticna podrucja s eozinofilnim granularnim
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tieleScima. Rosenthalova vlakna su najéeSc¢a u podrujima gusto zbijene glije,
no ona nisu specificna niti indikativna za neoplazmu. Imunohistokemijski
negativna su na kiseli glijalni fibrilarni protein (GFAP). Eozinofilna granularna
tieleSca nalazimo u mikrocisticnim podrucjima, takoder nisu indikativha za
neoplazmu i nalazimo ih i u drugim neoplazmama. Nalaze se u astrocitinim
produljcima, Sto se bolje uo€ava na citolo§kim razmazima. Mitoze su rijetke (0-
4 na 10 velikih vidnih povecéanja), ali se mogu naci hiperkromatske i polimorfne
jezgre, glomeruloidna vaskularna proliferacija, nekroze i infiltracija
leptomeninga. Krvne Zile su vec¢inom hijalinizirane, a nekroze su poput infarkta
i nema palisadiranja. Oko krvnih zila mogu se nadéi limfociti. U infiltrativnim
djelovima mogu se naci podrucja koja nalikuju na oligodendrogliom. S obzirom
da se radi o spororastuéem tumoru, regresivhe promjene nisu rijetke.
NajceSCe se ocituju izrazito hijaliniziranim krvnim Zilama, Kkalcifikatima,
limfocitnim infiltratima, cistama i nekrozama poput infarkta. Ovisno o
smjestaju, tumor moze bit odstranjen u cjelosti jer ne infiltrira okolno tkivo. PA
optiCkog Zivca i kijazme nije dobro ograniCen, a razlikuje se i histoloski.
Zahvacanje subarahnoidalnog prostora je Cesto, ali nije znak agresivnosti ili
malignosti dok nema subarahnoidalne diseminacije. Invazija leptomeninga je
najceSca u podrucju malog mozga i optiCkog Zivca. Tumor se moze Siriti i
ulaskom u perivaskularne prostore. Rijetki PA podlijezu malignoj
transformaciji, nazivaju se anaplasticni (maligni) pilocitiCki astrocitomi. Oni
imaju brojne mitoze po jednom velikom vidnom povecanju, endotelnu
proliferaciju i palisadirajuce nekroze, ali ih se ne smije zamijeniti s
glioblastomom. To su najceSc¢e tumori koji su bili prethodno zraceni. Oko 15%
oboljelih od neurofibromatoze tipa 1 (NF1) razvit ce PA optickog zivca (87). PA
udruzeni s NF1 se genetski razlikuju od sporadi¢nih PA. Nalazi se gubitak NF1
ekspresije Sto rezultira aktivacijom RAS-a i gubitak heterozigotnosti na
kromosomu 10, ukljudujuéi gubitak PTEN-a i homozigotnu deleciju p16™%*2.
Kod sporadi¢nih PA ne nalazimo gubitak niti preekspresiju NF1 gena (84).
Genetski, PA razlikuie se od difuznog astrocitoma (DA) pove¢anom
ekspresijom gena za imuni odgovor, u PA nalazimo veci broj mikroglije.
Apolipoprotein D (apoD) 8,5 puta je viSe eksprimiran u PA u usporedbi s DA
(84,88). U usporedbi s gliomima niskog gradusa, PA pokazuje viSi stupanj

ekspresije galektin-3 transkriptaze, poput glioblastoma. PA razlikuje se od
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glioblastoma ekspresijom apoD, proteaza-serin-11-receptora, PLEKHB1, EF-
1a1 i SPOCK1, dok se glioblastom razlikuje od PA ekspresijom 5 gena;
fibronektin, osteopontin, YKL-40, keratoepitelin, trombomodulin. PA ima u
pravilu dobru prognozu, dugo prezivljenje, ali su opisani i slu€ajevi s fatalnim
ishodom. Recidivirajuéi tumori u podru¢ju mozdanog debla i hipotalamusa
mogu imati smrtni ishod, ali nakon multiplih lokalnih recidiva. PA udruzeni s
NF1 imaju blazi tijek od sporadi¢nih PA, ponekad mogu i spontano regredirat,
dok su atipi¢ni PA agresivniji (84).

DA, prema SZO gradusa je Il. Difuzno je infiltrativan spororastuéi tumor koji se
javlja u mladih odraslih, najceS¢e u dobi izmedu 30 i 40 godine. Uglavnom je
smjesten supratentorijalno, u frontalnom i temporalnom reznju, a sljedeca
naj¢esca lokacija je mozdano deblo i kraljezni¢na mozdina. Tumor se moze
javiti u pacijenata s urodenom mutacijom TP53 (89), odnosno Li-
Fraumenijevim sindromom, kao i kod Ollierove bolesti (urodena multipla
enhonromatoza tipa 1). Makroskopski tumor je neostro ograni¢en, zahvaéeno
podrucje je povecano, ali ne nalazi se destrukcije anatomskih struktura. Mogu
se naci ciste razli¢itih veli€ina i mekSa podrucja. Tumorsko tkivo moze imati
Zelatinozni izgled kad je gradeno od brojnih mikrocisti¢nih formacija. Ponekad
su prisutni i kalcifikati. Moguca je ekstenzija tumorskog tkiva u kontralateralne
strukture. HistoloSki je graden od dobro diferenciranih fibrilarnih ili
gemistocitickin neoplastiCnih astrocita unutar mikrocisticnog tumoskog
matriksa. Mitotske aktivnost nema ili je minimalna. Dijelimo ga u tri
podskupine: fibrilarni, gemistocitiCki i protoplazmatski astrocitom. Fibrilarni
astrocitom je naj¢eSc¢a histoloSka varijanta astrocitoma. Glavni dijagnosticki
kriterij je nuklearna atipija stanica koja moze biti prisutna, ali ne smije bit
mitoza ili su one vrlo rijetke. MoZe se naci pokoji anaplasti¢ni gemistociticki
astrocit. Celularnost tumora je blaga do umjerena. Citoplazme astrocita su
teSko uocCljive te se dobiva dojam golih jezgara. Imunohistokemijski (IH)
varijabilno su pozitivne na kiseli glijalni fibrilarni protein (GFAP). Pozitivitet je
ogranien na uski perinuklearni rub, a u pozadini se vidi difuzni GFAP
pozitivitet. Pozitivitet na vimentin nalazi se perinuklearno i u astrocitnim
produljcima, a moze bit pozitivan i u GFAP negativnim stanicama. Kako je

vimentin marker koji se eksprimira rano u astrogliogenezi, njegova ekspresija
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povezana je s nizim stupnjem diferencijacije. Dakle, vimentin je pozitivniji u
tumora s viSim gradusom. Mitotske aktivnosti nema ili je minimalna.
Proliferacijski indeks odreden s Ki-67/MIB-1 je manji od 4%, umjerena
vrijednost oko 2,5%. GemistocitiCki astrocitom graden je od varijabilnog broja
neoplasti¢nih gemistociti¢kih astrocita. Gemistociti trebaju Ciniti vise od 20%
svih tumorskih stanica. To su stanice s velikim, homogenim, eozinofilnim
citoplazmama, zaobljenih rubova, dok se jezgra nalazi ekscentri€no i u njoj je
vidljiv  nukleol. Imunohistokemijski stanice pokazuju citoplazmatski i
perikarionski pozitivitet na GFAP, a Cesto se nalazi i ekspresija na p53 i bcl-2.
Unutar tumora Cesto se nalaze perivaskularni limfocitni infiltrati. Proliferacijski
indeks odreden s Ki-67/MIB-1 je obicno manji od 4%. GemistocitiCki
astrocitom skloniji je brzem prelasku u anaplastiCni astrocitom i glioblastom.
Protoplazmatski astrocitom je rijedak tumor koji je histoloski graden od sitnih
neoplastinih astrocita s flacidnim produljcima i unimorfnim jezgrama.
Imunohistokemijski tumorske stanice su varijabilno pozitivne na GFAP, ¢esce
u slabom intenzitetu. Tumor je nisko celularan, a mitoza nema. Mukoidna
degeneracija i formiranje mikrocista je karakteristicno za ovaj tumor. U djecjoj
dobi teSko ga je razlikovati od PA i pilomiksoidnog astrocitoma.
Protoplazmatski astrocitom c£eSce je smjeSten u frontotemporalnoj regiji.
Proliferacijski indeks mjeren s Ki-67/MIB-1 maniji je od 1%. Mali broj tumora

pokazuje imunohistokemijski pozitivitet na bcl-2, p53 i cikooksigenazu-2 (84).

Mutacija TP53 javlja se u viSe od 60% difuznih astrocitoma. Progresijom
astrocitoma niskog gradusa u sekundarni glioblastom ne povecava se broj
mutacija TP53, dakle, mutacija TP53 je rani dogadaj. NajveCi postotak
mutacija TP53 javlja se u gemistocitickom astrocitomu, viSe od 80% (89).
Povecana ekspresija mRNA u a receptorima faktora rasta porijekla trombocita
zamijeCena je u u svim astrocitinim tumorima i svim gradusima. Analizom
komparativne genomske hibridizacije naden je dodatan kromosom 7q i
amplificiran kromosom 8q i to je najceS¢i genetski poremecaj. U oko 17%
tumora naden je LOH na kromosomu 22q, a u 14% tumora delecija
kromosoma 6. Metilacija promotora p14*"fF nadena je u oko jedne trecine
astrocitoma niskog gradusa, dok je u polovine difuznih astrocitoma nadena

metilacija MGMT promotora. Genska ekspresija difuznih astrocitoma znacajno
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se razlikuje od one u normalnom mozgu, PA, oligodendrogliomu i glioblastomu
(84).

ProsjeCno prezivljenje nakon kirurSke intervencije je izmedu 6 i 8 godina.
DuZina preZivljenja odredene je brzinom maligne progresije u glioblastom,
najces¢e nakon 4 do 5 godina. Ako je prilikom prve biopsije dokazana
mutacija TP53, ali nema drugih genetskih alteracija, moguce je dugo
prezivljenje. Usprkos brojnim studijama, za sad nema Cimbenika koji jasno
ukazuje za svakog pojedinog pacijenta koliko brzo ¢e se odvijati maligna
progresija u anaplasti¢ni astrocitom i glioblastom. Dobar prognosticki faktor su
mlada dob, totalna resekcija tumora, pacijenti koji se prezentiraju samo s
epilepsijom, dok su loSi prognostiCki pokazatelji veliCina tumora i pacijenti koji
se prezentiraju s neuroloskim deficitom. Proliferacijski indeks mjeren s Ki-
67/MIB-1 veci od 5% povezan je s kracim prezivljenjem. Difuzni astrocitom s
vecim brojem gemistocita pokazuje tendenciju brzeg prelasku u visi gradus od
fibrilarnog astrocitoma iako su ti neoplasti¢ni astrociti u GO (ne proliferativnoj)
fazi ciklusa. Neke studije dokazale su da su limfocitni infiltrati oko krvnih zila i
prisutnost brojnih mikrocista povezani s nesto boljom prognozom. Prisutnost

mutacije TP53 povezano je s kra¢im intervalom bez progresije bolesti (84,90).

AA je difuzno infiltrativni maligni astrocitom koji prema SZO odgovara gradusu
[ll. NajceScCe se javlja u dobi izmedu 46 i 51 godine Zivota, s neSto vecom
prevalencijom muskog spola. Smjesten je u cerebralnim hemisferama. Klinicki
se prezentira neurolo$kim deficitom i simptomima poviSenog intrakranijalnog
tlaka. U usporedi s difuznim astrocitomima, histoloski su celularniji, izrazena je
nuklearna atipija i mitotska aktivnost. Proliferacijski indeks mjeren s Ki-67/MIB-
1 je izmedu 5 i 10%. Visoka je uCestalost TP53 mutacija i LOH 17p, kao kod
difuznog astrocitoma. U oko polovice naden je LOH 10g, a mutacija PTEN
gena u oko 20% tumora. LOH 22q nalazi se u sli¢nom broju kao i kod difuznog
astrocitoma, dok je LOH 19q puno €esSci u AA. U jedne treCine tumora naden
je LOH 6qg. Amplifikacija EGFR gena nadena je u tek 10% AA. Tumor nastaje
progresijom iz DA ili de novo bez dokaza o postojanju prekursorske lezije. AA
ima veliku sklonost prelasku u glioblastom. Pretpostavlja se da je uzrok u
genetskim promjenama, u 70 % tumora nadena je mutacija TP53. Brzina

prelaska je varijabilna, umjerene vrijeme je oko 2 godine. Negativni
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prognosticki faktor je starija dob, a neke studije navele su da je prezivljenje

krace u pacijenata s amplifikacijom EGFR gena (84).

GBM je najCesci primarni tumor mozga, €ini 12-15% svih intrakranijalnih
neoplazma i 60-75% svih astrocitnih tumora. Najmalignija je neoplazma
podrijetla astrocita. Prema SZO odgovara gradusu IV. Moze se javiti u bilo
kojoj dobi, vrh ucCestalosti je izmedu 45 i 75 godine Zivota i neSto je veca
uCestalost u muskog spola. Naj¢esc¢a lokalizacija je subkortikalna bijela tvar u
cerebralnim hemisferama, a najCeS¢e su zahvaceni temporalni (31%),
parijetalni (24%) i frontalni rezanj (23%). Tipicna je frontotemporalna
zahvacenost sa Sirenjem u korteks te preko korpus kalosuma u kontralateralnu
hemisferu (84). U djece je najCeSCe zahvacen mozgovno deblo, bazalni
gangliji i talamus (91). Klini¢ka slika razvija se brzo, simptomi traju oko tri
mjeseca, a razvijaju se kao posljedica poviSenog intrakranijalnog tlaka. Jedna
treCina prezentirat ¢ée se epileptiCkim napadajima. Mogu se pojaviti i
nespecificni neuroloski simptomi poput glavobolje i promjene u ponasanju.
Usprkos kratkom trajanju simptoma, u vecini slu€ajeva tumorska masa je
velika, zauzima veclinu reznja. Makroskopski tumor je neoStro ogranicen,
rezna ploha sivkasta s podrucjima Zuckaste nekroze koja je nastala kao
posljedica raspadanja mijelina. Centralna nekroza moze Cciniti i do 80%
tumorske mase. Nekroza se moze nalaziti i tik uz mozgovno tkivo bez
makroskopski vidljive tumorske mase izmedu ne zahvacene mozgovine i
nekroze. Unutar tumora Cesto se nadu toCkasta crvenkasta i smeckasta
podrucja koja odgovaraju svjezim krvarenjima. Ponekad prvi simptomi nastaju
kao posljedica ekstenzivnog krvarenja koji se klinicki o€ituju cerebralnim
inzultom. Makroskopski vidljive ciste ispunjene su zamucenim sadrZajem Kkoji
odgovara likvefakcijskom nekroti€chom tumorskom tkivu. Vecina tumora
smjestena je u bijeloj tvari, ali nerijetko tumorsko tkivo Siri se u leptomeninge i
duru. Ubrzano Sirenje GBM zamijeCeno je kroz kapsulu internu, forniks,
prednju komisuru i optiCku radijaciju. Te strukture sluZze kao vodi¢ tumorskim
stanicama, omogucuju stvaranje nove tumorske mase na drugoj strani Sto
radioloski daje sliku multifokalnog GBM. Pravi multipli GBM su rijetki, ¢ine oko
3% tumora. Po definiciji bi trebali biti poliklonalni i njihovo postojanje moze se

dokazati molekularnim markerima (92). Oko tumorske mase GBM nalaze se
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invadiraju¢e tumorske stanice koje se ne vide radioloSkim tehnikama te na taj
nacin izbjegnu kirurSku resekciju i radioterapiju. Usprkos brzom i infiltrativnom
rastu, GBM se rijetko Siri u subarahnoidalni prostor i zbog toga se i rijetko Siri
duz cerebrospinalnog likvora. Tumorsko tkivo Siri se i perivaskularnim
prostorima, ali nerijetko se nade i angioinvazija. Opisani su brojni molekularni
medijatori invazije, uklju€ujuci aktivaciju TGF-B i AKT putova. Jedan od vaznih
aspekta invazije GBM je sekrecija proteolitickih enzima, ¢ime je omogucéena
migracija tumorskih stanica kroz ekstracelularni matriks (84). Razlikujemo
primarni i sekundarni GBM. U vise od 90% slu€ajeva radi se o primarnom ili de
novo GBM Kkoji se razvija brzo, bez prethodnih klinickih ili patohistoloskih
dokaza o postojanju manje maligne prekursorske lezije. Umjerena dob
pojavljivanja je 62 godine. Sekundarni GBM razvija se iz DA ili AA, €ini manje
od 10 % tumora i umjerena dob pojavljivanja je 45 godina. Brzina progresije
kreCe se izmedu 1 i viSe od 10 godina. Bolje je preZivljenje u oboljelih od
sekundarnog GBM, $to se pripisuje mladoj dobi. Primarni i sekundarni GBM
pokazuju razliCitu gensku ekspresiju pa se i razlikuju u odgovoru na terapiji
(93). Visoka je ucestalost LOH 10q u jednom i drugom. Histoloski, GBM je
anaplasti¢ni celularni glijalni tumor graden od slabo diferenciranih polimorfnih
tumorskih astrocita s naznaenom nuklearnom atipijom i visokom mitotskom
aktivnoScu. Atipicne mitoze Cesto se vide unutar tumora. Proliferacijski indeks
Ki67/MIB-1 pokazuje veliku raznolikost unutar istog tumora. Umjerene
vrijednosti su izmedu 15 i 20%. Tumor graden od malih stanica u pravilu
pokazuje vecu proliferacijsku aktivnost u usporedbi s tumorom gradenim od
neoplastinih gemistocita. Razlika u proliferacijskom indeksu ne odrazava se
na prognozu. Za postavljanje dijagnoze najbitnija je mikrovaskularna
proliferacija i/ili nekroze. Obiljezje mikrovaskularne proliferacije su
'glomeruloidni pupoljci', a najizrazenija je uz nekroze i periferno, u zoni
infiltracije. HistoloSki, mikrovaskularna proliferacija gradena je od viSeslojnih,
mitotski aktivnih endotelnih stanica, glatkomiSi¢nih stanica i pericita.
Proliferacijski indeks MIB-1 iznosi vise od 10%, dok je u normalnim krvnim
Zilama izmedu 2 i 4%. Mogu se nadi krvne Zile s intraluminalnom proliferacijom
endotelnih stanica i trombozama, Sto doprinosi razvoju ishemicne nekroze
unutar tumora. GBM je medu najvaskulariziranijim tumorima u ljudskoj

populaciji. Vaskularizacija ukljuCuje nekoliko mehanizama: klasi¢na
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angiogeneza, nastajanje krvnih zZila iz postojec¢ih migracijom tumorskih stanica
i vaskulogeneza. Hipoksija se smatra glavnim uzrokom ubrzane angiogeneze
u koju je ukljuceno vise od 100 gena. Glavni Cimbenik vaskularne disfunkcije
je vaskularni ¢imbenik rasta (VEGF) kojeg proizvode palisadno poredane
tumorske stanice uz nekrozu zbog nastale hipoksije. VEGF inducira
angiogenezu, povecava vaskularnu permeabilnost i odreduje smjestaj stanica
podrijetla koStane srzi. Nekroza je udruzena s agresivnim ponasanjem tumora.
Ponekad se u velikim podrucjima nekroze nalaze odrzane krvne Zile i pokoja
tumorska stanica. Uz nekrozu ne nalaze se fagociti. Male, nepravilne nekroze
okruzene radijalno orijentiranim stanicama nazivaju se 'pseudopalisade’ i
histolosko su obiljezje GBM. S podjednakom ucCestalos¢u se javljaju u
primarnom i sekundarnom GBM. Pseudopalisadiraju¢e stanice imaju niZi
proliferacijski indeks, a viSe apoptoze u usporedbi s drugim tumorskim
stanicama. Tumor moze imati varijabilnu histoloSku sliku, od tuda proizlazi
sinonim "glioblastoma multiforme". Tumorske stanice imaju veliku migratornu
sposobnost, €im naidu na prepreku, skupljaju se u subpijalnoj zoni korteksa,
subependimalnoj regiji, oko neurona i oko krvnih zZila. Takav nacin Sirenja
poznat je pod nazivom "sekundarne strukture", a nastaje kao posljedica
interakcije tumorskih stanica s mozgovnim strukturama domacina. Sekundarne
strukture su najCesci nacin kako se Siri multifokalni glioblastom. Ponekad se u
GBM mogu naci epitelne strukture u obliku Zlijezda i traaka Sto se naziva
"adenoidni" GBM. U tim podrucjima moguca je slabija pozitivhost na GFAP.
Kad je tumor graden od pretezno slabo diferenciranih polimornih stanica, a tek
fokalno se nadu bolje diferencirani neoplasti¢ni astrociti, radi se o GBM koji je
nastao progresijom iz DA. Prisutnost velikog broja sitnih  monomorfnih
hiperkromatskih stanica s oskudnom citoplazmom i umjerenom atipijom
nalazimo u podtipu GBM, zvanom "sitnostani¢ni  glioblastom".
Imunohistokemijski, u takvom tumoru nalazi se oskudan pozitivitet na GFAP,
dok je proliferacijska aktivnost visoka. Podtip GBM u kojem se nadu podrucja
koja nalikuju na oligodendrogliom, klasificira se kao "glioblastom s
oligodendroglijalnom komponentom" i povezan je s boljom prognozom. Unutar
tumora Cesto se nadu multinuklearne velike stanice razliCitog oblika i veliCine
koje nastaju kao posljedica regresivnih promjena. Predominacijom takvih

stanica u tumoru, GBM nosi naziv "gigantocelularni glioblastom". Gemistociti
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se mogu isto naci unutar tumora i u tim podrucjima nalaze se perivaskularni
limfocitni infiltrati. CD8+ T limfociti nalaze se u 75% tumora, dok su CD4+
prisutni u manjem broju. B limfociti nadeni su u manje od 10% sluCajeva.
Prisutnost gemistocita u velikom broju povezana je sa sekundarnim GBM.
Zaridno se u tumoru mogu naci velike stanice sa zrnatim citoplazmama koje
podsjeCaju na makrofage, a pozitivne su na CD68. Te stanice su
degenerativno promijenjene glijalne tumorske stanice i rijetko su pozitivnhe na
GFAP. Unutar tumora mogu se rijetko naéi stanice s pjenuSavim citoplazmama
te podrucja s plo€astom metaplazijom. Unutar tumora astrocitnog podrijetla,
GBM je tumor s najbrojnijim genetskim promjenama; mutacija TP53, LOH
kromosoma 10 i 17p i amplifikacija EGFR gena koja je najéeS¢a. Amplifikacije
nema u mladih od 35 godina, u sekundarnim GBM je rijetka, dok se u
primarnim GBM javlja u oko 40% tumora. Naj¢eSéa genetska alteracija je LOH
kromosoma 10, koji se javlja u 60 do 80% slu€ajeva i podjednako u primarnim
i sekundarnim GBM. U 20 do 25% GBM naden je LOH kromosoma 1p s
podjednakom ucestaloS¢u u primarnim i sekundarnim GBM. Prezivljenje je vrlo
kratko, manje od 20% pacijenata prezivi duze od godinu dana, a manje od 3%
ima prezivljenje duze od 3 godine. Dobrim prezivljenjem smatra se period od
oko 12 mjeseci koji je ¢es¢i u mladih i u pacijenata s boljim preopreativnim
Karnofsky indeksom. Bolja prognoza je u pacijenata mladih od 50 godina, kao
i u onih sa sekundarnim GBM. LoSijim prognostickim indeksom smatra se
prisutnost nekroze u tumoru (94). Najc¢eS¢a genetska alteracija koja je
povezana s kra¢im prezivljenjem je LOH kromosoma 10. Protein YKL-40 koji
je udruzen s LOH na komosomu 10q, a Cija funkcije je nepoznata, povezan je
s brzom progresijom u GBM, kra¢im prezivljenjem i slabijim odgovorom na
radioterapiju. Unazad 40 godina provedene su stotine klini¢kih studija koje su
pokusSale produziti prezivljenje, ali bez nekog znacajnijeg uspjeha. Rezistencija
tumora ne terapiju nastaje zbog krvno mozdane barijere zbog koje je
smanjena koncentracija terapeutske supstance u mozgu pa tako i tumoru;
zbog genske nestabilnosti uzrokovane brojnim mutacijama i gubitcima
heterozigotnosti, kromosomskim delecijama i genskim amplifikacijama, §to
rezultira populacijom klonalnih stanice rezistentnih na terapiju; zbog invazivnih
svojstva tumorskih stanica da se Sire duz struktura korpus kalozuma i smjeste

se iza krvno mozZdane barijere; zbog prisustva neuralnih mati¢nih stanica;
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zbog velike kolicCine DNA odgovorne za popravak koja smanjuje ucinkovitost

kemoterapije i radioterapije (84).
1.2.1.2. Oligodendroglijalni tumori

U oligodendroglijalne tumore ubrajamo oligodendrogliom (O), anaplasti¢ni

oligodendrogliom (AO), oligoastrocitom i anaplasti¢ni oligoastrocitom.

O je difuzno infiltrativni, dobro diferencirani gliom odraslih koji prema SZO
histoloski odgovara gradusu Il, a €ini 2,5% svih primarnih tumora mozga i 5-
6% svih glioma. NajviSa incidencija je izmedu 40 i 45 godine s nesto veéom
uCestaloS¢u u muskaraca, a rijedak je u djece. O je naj¢eSée smjeSten u
korteksu i bijeloj tvari cerebralnih hemisfera, a ponekad zahvaéa i mekane
mozgovne ovojnice. U 50-65% sluCajeva nalazi se u frontalnim reznjevima,
zatim u temporalnim, parijetalnim i okcipitalnim. Cesto je zahvaéanje vise
reznjeva, kao i bilateralno Sirenje tumora (84,95). Opisani su i O straZnje jame,
bazalnih ganglia, mozgovnog debla, kraljeznicne mozdine, primarni
leptomeingealni O i oligodendroglijalna gliomatoza mozga. Klini¢ki se ocituju
neuroloskim ispadima, glavoboljom, znakovima poviSenog intrakranijalnog
tlaka, kognitivnim i mentalnim promjenama. Makroskopski tumor je mekan,
sivkastoruziaste boje, dobro ograni¢en. Cesto su prisutni kalcifikati, krvarenja
i ciste. HistoloSki tumor je umjereno celularan, graden od monomorfnih stanica
s unimorfnim okruglim jezgrama i perinuklearnim haloom na parafinskim
preparatima koji nastaju kao posljedica fiksacije, a daju tumoru izgled 'p&elinjih
saca'. Krvne zile su brojne, imaju tanke stijenke i dihotomi¢no se granaju.
Ponekad se unutar tumora moZe naci blaga atipija, pokoja mitoza te
celularnija podruCja. Neki O sadrze minigemistocite ili mikrogemistocite
pozitivne na GFAP te mukocite i stanice prstena pecCatnjaka negativhe na
GFAP. U rubnim podrucjima nalaze se reaktivni astrociti. Tumorsko tkivo koje
raste u korteksu sklono je formiranju sekundarnih struktura kao Sto su
perineuronalna satelitoza, perivaskularni agregati i subpijalne nakupine
stanica. Ne postoji specificni imunohistokemijski marker za dokaz tumorskih
oligodendrocita, pozitivni su na S-100 protein, CD57 i y-enolazu. GFAP
pozitivitet prisutan je u rubnim podrucjima gdje su pozitivni reaktivni astrociti, a

unutar tumora minigemistociti i gliofibrilarni oligodendrociti. Sinaptofizin je
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pozitivan u podrucjima infiltracije. Proliferacijski indeks je manji od 5%.
Minigemistociti su MIB-1 negativni dok je pozitivitet prisutan u gliofibrilarnim
oligodendrocitima. Proliferacijski indeks korelira s histoloskim gradusom i
prezivljenjem. ViSi proliferacijski indeks, >3-5%, povezan je sa znacajno
kra¢im prezivljenjem (84). U 80% O nadena je translokacija izmedu 1p i 19q.
NajcesSca je u O smjeStenim u frontalnim, parijetalnim i okcipitalnim reznjevima
u usporedbi s O smjesStenim u temporalnom reznju, inzuli i diencefalonu. Za
razliku od astrocitinih tumora, gubitak kromosoma 17p i mutacija gena TP53 je
rijetka (84,96). O su spororastuci tumori, 10 godiSnje prezivljenje iznosi izmedu
51 i 54%. Cesta je maligna progresija u visi stadij, ali je za to potrebno duze
vrijeme, nego kod difuznog astrocitoma. Bolja prognoza udruzena je s mladom
dobi, frontalnim smjestajem tumora, tumor vidljiv bez kontrasta na radiolo$kim
slikama i makroskopski kompletna resekcija tumora. Neke retrospektine
studije dokazale su bolje prezivljenje u tumorima s delcijom na kromosomima
1p i 19q (84).

AO je maligni oligodendroglijalni tumor koji prema SZO odgovara gradusu llI,
a €ini 1,2% svih primarnih tumora mozga. Tumor se javlja u odrasloj dobi,
najcesce izmedu 45 i 50 godine Zivota, a oko 7 godina kasnije od dobi u kojo
se javlja oligodendroglioma. SmjeSten je wuglavhom u frontalnom i
temporalnom reznju. AO nastje progresijom iz O ili de novo. Umjerene vrijeme
progresije O u AO je 6 do 7 godina. Makroskopski tumor izgleda poput O, ali
se mogu naci podrucja nekroze. Histoloski, AO je celularan, difuzni infiltrativni
glijalni tumor. Ve¢éi dio tumora graden je poput O, okrugle hiperkromatske
jezgre s perinuklearnim haloom i mikrokalcifikatima. Ponekad je u tumoru
naznacen polimorfizam s multinuklearnim gigantskim stanicama, a opisani su i
sarkomatoidni oblici. Cesto se u tumoru nalaze minigemistociti i gliofibrilarni
oligodendrociti koji ne utjeCu na prognozu. Krvne Zile su brojne, tipicna je
mikrovaskularna proliferacije. Mogu se naci nekroze i pseudopalisadirajuce
nekroze poput onih u GBM, ali nisu povezane s kraéim preZivljenjem (84). U
dvije tre¢ine AO naden je gubitak kromosoma 1p i 19q Sto je povezano s
duljim prezivljenjem (97). Kombinacijom kemoterapije i radioterapije razdoblje
bez progresije bolesti iznosi izmedu 2 i 2,5 godine, a umjerene preZivljenje oko
4 do 5 godina. U pacijenata s gubitkom 1p i 19q duZe je razdoblje bez
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progresije bolesti, prezivljenje je duze od 7 godina u usporedbi s pacijentima
koji nemaju te genetske alteracije gdje je prezivljenje oko 3 godine. Bolja
prognoza povezana je s mladom dobi, boljim kliniCkim statusom i sto ve¢om
resekcijom tumora. LoSiju prognozu i odgovor na terapiju imaju tumori €iji rub
se vidi neuroradioloSkim tehnikama s kontrastom. Vecina pacijenata umire od
recidivnog tumora, rijetko se tumor moze proSiriti putem cerebrospinalnog

likvora ili metastazirati izvan srediSnjeg ziv€anog sustava (84).
1.2.1.3. Ependimalni tumori

U ependimalne tumore ubrajamo subependimom (S), miksopapilarni

ependimom, ependimom (E) i anaplasti¢ni ependimom (AE).

S je spororastu¢a benigna neoplazma smjestena uz zid komore koja prema
SZO odgovara gradusu I. Ne zna se kolika mu je prava incidencija jer su Cesto
asimptomatski i znaju se naéi na obdukciji. Cine 8% ependimalnih tumora.
NajceSce se javljaju izmedu 55 i 64 godine, a veca ucCestalost je u muskog
spola. Smjesteni su najéesSce u Cetvrtoj komori pa u lateralnim komorama. S
manjom ucestaloS¢u se javljaju u trecoj komori, septumu pelucidumu. U
spinalnom kanalu manifestiraju se kao cervikalni ili cervikotorakalni
intramedularni ili rijetko ekstramedularni tumori. Klini€ki simptomi nastaju kao
posljedica povisenog intrakranijalnog tlaka. Makroskopski je S €vrst Cvor koji
moze biti razliCite veli€ine, najceSce je 1 do 2 cm, izboCuje se u lumen
komora. Histolo$ki je graden od gustog fibrilarnog matriksa u kojem se nalaze
nakupine jednoliénih, okruglih stanica. Ceste su sitne ciste, posebice u S uz
lateralne komore. Moze se naci pokoja polimorfnija stanica u multicistiCnim
tumorima, podrucja krvarenja i Kkalcifikati. Mitoza nema ili su rijetke.
Proliferacijski indeks MIB-1 je manji od 1%. Krvne Zile mogu imati endotel u
proliferaciji. Mjestimice se na endotel Zila nastavljaju citoplazmatski produljci
stanica formirajuc¢i ependimalne rozete. Imunohistokemijski tumorske stanice
su varijabilno pozitivne na GFAP i pozitivne na nisko specificne neuronalne
markere, neuron specificnu enolazu (NSE). Tumorske stanice najvjerojatnije
su podrijetla subependimalnih glijalnih stanica. Prognoza je dobra, izljeCenje
se postize resekcijom tumora (84). Moguca je pojava recidiva kod nepotpunih

resekcija (98).
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E je spororastuéi tumor djece i mladih odraslih koji prema SZO odgovara
gradusu Il. E €ine 2-9% svih neuroepitelnih tumora, 6-12% svih intrakranijalnih
tumora djece i 30% u djece mlade od 3 godine. U kraljezni¢noj mozdini su
najcesce neuroepitelne neoplazme, €ine 50-60% svih spinalnih glioma u
odraslih, dok su u djece rijetki. E se javljaju u svim dobnim skupinama, u
rasponu od 1 mjesec do 81 godinu. Infratentorijski E javljaju se u djece,
umjerena dob pojavljivanja je oko 6-te godine. Spinalni tumori javljaju se
izmedu 30 i 40 godine. Supratentorijski E javljaju se u djece i odraslih. Oba
spola podjednako su zahvacéena. Supratentorijski parenhimalni E javljaju se
c¢eSce u djece i smjesteni su van komora. Infratentorijski ependimomi klinicki
se prezentiraju simptomima poviSenog intrakranijalnog tlaka, hidrocefalusom,
cerebelarnom ataksijom, smetnjama vida, vrtoglavicama i parezom. Pacijenti
sa supratentorijskim E klinicki se prezentiraju s fokalnim neurolo$kim ispadima
i intrakranijalnom hipertenzijom. Spinalni E prezentiraju se sa senzornim i
miSicnim deficitom. Makroskopski je E ostro ogranien ZzZuckastosmeckast
mekan tumor. Tumori smjeSteni u Cetvrtoj komori Sire se prema
cerebelopontinom kutu i protrudiraju u cisternu magnu. Rijetko se mogu Siriti
cerebrospinalnim likvorom. HistolosSki je tumor umjereno celularan gliom
graden od monomorfnih stanica s okruglim i ovalnim 'sol i papar' jezgrama.
Mitoze su rijetke ili ih nema. KarakteristiCan histoloski izgled E C¢ine
perivaskularne pseudorozete i ependimalne rozete. U tumoru se mogu naci
regresivne promjene poput miksoidne degeneracije, hemoragije i kalcifikati, a
vrlo rijetko ZariSta hrskavice i kosti. Krvne Zile Cesto imaju hijalinizirane
stijenke, a mogu se naci i kalcifikati. Ponekad se mogu naci nepalisadirajuce
geografske nekroze. Tumor je ostro ograni€en prema zdravom tkivu. Postoje
Cetiri histoloSke varijante: celularni E, papilarni E, E svijetlih stanica i tanicitni
E. Celularni E je najCeséi ekstraventrikularni E. HistoloSki je celularan tumor
bez ependimalnih rozeta, a pseudorozete su rijetke. Papilarni E graden je od
pseudopapila i perivaskularnih rozeta, a ponekad prstolikih formacija
oblozenih jednim redom kubi¢nih GFAP pozitivnih stanica. E svijetlih stanica
javljaju se u mladih osoba, smjesSteni su supratentorijalno. Tanicitni E je
najceSce smjesten u kraljeznicnoj mozdini, a ime je dobio po bipolarnim
stanicama koje nalikuju na tanicite. VeCina E pozitivna je na GFAP, S-100

protein i vimentin, a visoki postotak na epitelni membranski antigen (EMA).
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Fokalni pozitivitet vidljiv je na citokeratin (CK), a E tre¢e komore pozitivni su na
tiroidni transkripcijski faktor (TTF-1). Stanice ependimoma podrijetla su
radijalne glije (84). Od citogenetskih promjena, najCeSCa je aberacija
kromosoma 22, a Cesti su i gubitci kromosoma 6q i 99 (99). Na molekularnom
nivou E pokazuju drugaCije promjene od drugih glioma. U tumorigenezu
ukljuCena je mutacija NF gena. Smjestaj tumora je najvazniji prognosticki
pokazatelj. Supretentorijski tumori povezani su s boljom prognozom u
usporedbi s onima u straznjoj jami. Spinalni tumori imaju bolju prognozu od
cerebralnih tumora, ali ¢eS¢e kasne recidive koji se javljaju nakon 5 godina.
Gora prognoza povezana je s djeCjom dobi, pojava tumora unutar prve 2
godine Zzivota nosi 5 godiSnje prezivlienje od 57%, Sto je povezano sa
smjeStajem tumora u toj dobi. Cerebrospinalna diseminacija povezana je s
gorom prognozom. Proliferacijski indeks manji od 4% povezan je s boljim

prezivljenjem (84).

AE je maligni gliom epenimalne diferencijacije koji prema SZO odgovara
gradusu lll. NajceSc¢e se javlja u djece u straznjoj lubanjskoj jami. Simptomi su
isti kao kod ependimoma, ali je tumor brzorastuci pa ranije uzrokuje znakove
povisenog intrakranijalnog tlaka. HistoloSki tumor je izrazito celularan, mitotski
aktivan, udruzen s mikrovaskularnom proliferacijom i pseudopalisadiraju¢om
nekrozom. Glavno histolosko obiljezje su perivaskularne pseudorozete.
Geografske tumorske nekroze Ceste su u tumorima smjeStenim u straznjoj
lubanjskoj jami, ali nisu dijagnosti¢ki zna¢ajne ukoliko ne postoji vaskularna
proliferacija, izrazena mitotska aktivnost ili visok proliferacijski indeks.
Imunohistokemijski tumorske stanice pokazuju slabiju ekspresiju na GFAP.
Neki tumori razvijaju se iz ependimoma gradusa ll, ali je opéenita genetska
alteracija nepoznata. U obiteljima s AE dokazan je tumor supresor gen na
kromosomu 22. LoSiji prognostiCki pokazatelji u djeCjoj dobi su: pojava tumora
prije treCe godine zivota, parcijalna resekcija tumora i metastaze u
cerebrospinalnom likvoru. Za intraspinalne tumore najvazniji prognosticki
pokazatelj je opseg resekcije tumora. Nekoliko studija dokazalo je povezanost

imunohistokemijski dokazanog p53 s loSijom prognozom (84).
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1.3. TUMORSKE MATICNE STANICE

1.3.1. Tumorske maticne stanice u tumorima srediSnjeg Ziv€anog sustava -

biljeg tumor inicirajucih stanica prominin-1 (CD133)

Hipoteza tumorskih mati¢nih stanica temelji se na pretpostavci da sve stanice
unutar tumora ne mogu proliferirati i doseci pravu tumorsku masu. Samo mali
broj stanica koji se naziva tumorske mati¢ne stanice, moze proliferirati i
samoobnavljati se (100). Postojanje tumorskih matiCnih stanica prvi put je
dokazano kod akutne mijeloi¢ne leukemije (AML) kada se pokuSalo razlikovati
leukemicne maticne stanice od preostalih AML stanica s ograniCenom
proliferacijskom sposobnoSéu i to pomocu povrSinskog markera, prominin-1
antigena (CD133) (101). CD133 bio je prvi otkriveni 'pentaspan' membranski
protein iz obitelji prominina, identificiran u ljudi i miSeva i prepoznat kao biljeg
primitivnih hematopoetskih i neuralnih mati¢nih stanica. Zbog svog smjestaja u
izboCenju (protrusion) stanicne membrane, CD133 nazvan je 'organizatorom'
stanicne membrane (‘organizer' of plasma membrane topology) (102).
Dokazana je njegova interakcija s kolesterolom u stani¢noj membrani te se
pretpostavlja da igra bitnu ulogu u odrzavanju lipidne komponente (103). Mali
dijelovi membrana koji su sadrzavali CD133 nadeni su u ventrikularnoj tekucini
kod razvoja neuralne cijevi u misa, u ljudskoj slini, tekucini sjiemenih kanali¢a i
urinu (104) Cime je dokazano da mati¢ne stanice zadrzavaju svoj fenotip i
nakon otpustanja te ostaju sposobne za diferencijaciju. CD133 antigen
prisutan je i na diferenciranim stanicama (105). Prva in vitro identifikacija
tumorskih mati¢nih stanica iz ljudskih tumora mozga ucinjena je na temelju
razlikovanja stanica s obzirom na prisutnost povrSinskog markera CD133.
MatiCne stanice mozgovnih tumora (engl. brain tumor stem cell ; BTSC)
izolirane su iz tumora niskog i visokog gradusa kod djece i odraslih (106).
Dokazano je da samo mala subpopulacija BTSC moze klonogeno proliferirati,
a upravo te stanice omogucéuju propagaciju tumora (105). lIzolirane su
tumorske mati¢ne stanice iz meduloblastoma, glioblastoma i oligoastrocitoma
(107,108) koje pokazuju ekspresiju na CD133 i nestin, te upravo takve CD133-
pozitivne stanice podlijezu multilinearnoj diferencijaciji u neurone, astrocite i
oligodendrocite in vitro, a sposobne su i doseCi tumorsku masu in vivo, za

razliku od CD133 negativnih stanica (105). CD133 predstavlja relativno novi
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povrSinski marker tumorskih mati¢nih stanica koje imaju povecanu sklonost
samoobnavljanju i sudjeluju u mozgovnoj tumorigenezi. Zamije¢eno je da
tumori viSeg gradusa imaju vise CD133 pozitivnih stanica u usporedbi s
tumorima niZzeg gradusa te da tumori s istom histoloSkom slikom mogu imati
razli¢it broj CD133 pozitivnih stanica (109,110). Nadalje, CD133 predstavlja
bilieg tumor iniciraju¢ih stanica u mnogim ljudskim tumorima (karcinom
prostate, adenokarcinom gusterace, karcinom debelog crijeva, hepatocelularni
karcinom, tumori bubrega, neuralni tumori) te bi se ta spoznaja mogla koristiti
u terapiji (105). Poznato je da su tumorske mati¢ne stanice rezistentne na
konvencionalnu kemoterapiju i radioterapiju te da mogu potaknuti rast tumora
nakon provedene terapije (111). Ciljanje (targeting) i uniStenje tih stanica
predstavlja veliki izazov u provodenju terapije (112,113). Bolje razumijevanje
mehanizama kojim tumorske mati¢ne stanice prezZivljavaju kemoterapiju te
usmjeravanje terapije na te mehanizme moglo bi prevenirati rezistenciju na
kemoterapiju (105). Multivarijatna analiza u jednoj studiji pokazala je da je
ekspresija CD133 nezavistan pokazatelj u osoba s koStanim metastazama, Sto
indicira da je moguce da su te stanice odgovorne za progresiju bolesti, a time i
za nastanak metastaza (114). ldentifikacija BTSC omoguéila je bolje
istrazivanje tumorskih procesa u SZS te povezanost izmedu normalne

neurogeneze i mozgovne tumorigeneze (115).
1.3.2. Oksidacijski stres i tumorske mati¢ne stanice

Poznato je da su razligite varijante tumora SZS-a ovisne o broju i vrsti
replikacije neuroepitelnih stanica, vremenu ostajanja u diobi, diferencijaciji te
sposobnosti postmitotiCkih neuroepitelnih stanica da nastave replikaciju kao
odgovor na adekvatan stimulus. Ako pri tome ne nastanu dovoljno
diferencirane stanice, CD133 pozitivhe stanice sposobne su za jo$ jedan
mitotiCki ciklus, ali pri tome nastaju slabije diferencirani tumori (116).
Eksperimentalno je dokazano da je potrebna kriti€na koliina stanica (target

cells) za razvoj malignih tumora (Kleihues and Rajewsky, 1984.).

Nastanak tumora, u danasnje vrijeme, najviSe se objasSnjava genetskim
promjenama prilikom kojih dolazi do osteCenja genetskog materijala. Maligna

transformacija neuroepitelnih stanica je proces koji se odvija u puno koraka, a
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odredena je uzastopnim genetskim alteracijama. Najveci broj genetskih
promjena nalazimo u astrocitnim tumorima (84). Razliita tkivna oStecenja
SZS-a (trauma, virusi, ishemija) povecavaju koli¢inu produkata oksidacijskog
stresa Sto dovodi i do oStec¢enja endotela krvnih Zila. OStec¢enje endotela
krvnih Zila pokre¢e sustav citokina i/ili angiogeni faktor rasta koji pokrecéu
endotelne progenitorske stanice iz koStane srzi (engl. marrow-derived
endothelial progenitor cells ; EPCs). EPCs pokazuju ekspresiju CD133 i CD34
te imaju bitnu ulogu u angiogenezi i neovaskulogenezi pri rastu tumora i
cijelienju rana (117,118,119). ViSe studija dokazalo je u glioblastomima
ekspresiju gena odgovornih za angiogenezu (120). ZamijeCena je poviSena
razina cirkuliraju¢ih EPCs u pacijenata s gliomima u usporedbi s pacijentima
koji su imali druge tumore ili bolesti SZS-a, cerebrovaskularne inzulte ili su bili
zdravi donori (117). Zilna proliferacija vrlo je vazan kriterij za klasifikaciju
glijalnih tumora te bi upravo to moglo objasniti vezu poviSene razine EPCs u
takvih pacijenata. Takoder, zamijeéen je i imunohistokemijski pozitivitet
endotela krvnih zila na HNE koji korelira sa gradusom glijalnih tumora.
Imunohistokemijski pozitivitet na HNE u meduloblastomima do sada nije
opisan. Postoje dvije hipoteze nastanka meduloblastoma. Prema prvoj tumor
nastaje iz vanjskog granularnog sloja cerebeluma koji se formira za vrijeme
embriogeneze, migracijom nediferenciranih stanica s krova Cetvrte mozdane
komore na povrsinu fetalnog cerbelarnog korteksa (121). Druga hipoteza kaze
da tumor nastaje iz matriksa subependimalnih stanica koje ¢e se diferencirati
u neuronalne i glijalne stanice (WHO). Nova istrazivanje pokazala su da bi u
nastajanje tumora mogle biti ukljuCene i CD133 pozitivne matiCne stanice koje
se predominantno nalaze u bijeloj tvari postnatalnog cerebeluma (122).
Glioblastomi su tumori koji pokazuju visoku rezistenciju na radioterapiju i
kemoterapiju Sto se djelom objasSnjava prisutnoS¢u neuralnih mati¢nih stanica

za razliku od tumora u kojima su te stanice prisutne u manjem broju (84).
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2.0. HIPOTEZA | CILJEVI ISTRAZIVANA

NazocCnost 4-hidroksinonenala (HNE) kao kona¢nog produkta lipidne
peroksidacije je proporcionalna s intenzitetom i smjeStajem CD133 pozitivnih

stanica u glijalnim tumorima mozga te se povecava sa stupnjem malignosti.
Osnovni ciljevi rada su:

. Ispitati imunohistokemijski pojavnost (koekspresiju) HNE i CD133 wu

astroglijalnim, oligodendroglijalnim i ependimalnim gliomima.

. Utvrditi distribuciju koekspresije u tim skupinama sukladno klasifikaciji SZO te
prema sastavnicama tumorskog tkiva (osnovnim i stromalnim stanicama,

tumorskim zilama, nekrozi).
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3.0. MATERIJAL | METODE

3.1. PRIKUPLJANJE | OBRADA UZORAKA TKIVA GLIJALNIH TUMORA
MOZGA

Istrazivanje lipidne peroksidacije i pojavnost CD 133 pozitivnih stanica
ucinjeno je na 230 kirurSki odstranjenih neuroepitelnih tumora mozga.
Bolesnici su operirani u Klinici za neurokirurgiju Klinickog bolni¢kog centra
Zagreb, a isti su tumori bili obradeni na Zavodu za neuropatologiju Klini¢kog
zavoda za patologiju KliniCkog bolnickog centra Zagreb. Za ovo istrazivanje bili
su koriSteni tumorski uzorci iz arhive Zavoda za neuropatologiju iz razdoblja
od 1977. do 2008. godine. Istrazivanje je provedeno na neuroepitelnim
tumorskim uzorcima koji zadovoljavaju sva histoloSka mijerila prema
klasifikaciji tumora SZS po SZO (1). Prema kriteriima te klasifikacije
istraZivanje je bilo u€injeno na primarnim tumorima mozga, a ukljucivalo je: 30
pilocitickih astrocitoma, 30 difuznih astrocitoma, 30 anaplasti¢nih astrocitima,
30 glioblastoma, 30 oligodendroglioma, 30 anaplasti¢nih oligodendroglioma,
10 subependimoma, 20 ependimoma i 20 anaplastiénih ependimoma.
Kontrolnu skupinu Cinilo je 30 wuzoraka mozgovnog tkiva dobivenih

stereotaksijskom biopsijom u kojima nije bilo tumora niti upalnih procesa.
3.2. PRIPREMA TKIVA ZA SVJETLOSNU MIKROSKOPSKU ANALIZU

Operacijom dobiveni uzorci neuroepitelnih tumora mozga bili su fiksirani 12-24
sati u 10%-tnom puferiranom formalinu te dehidrirani u etanolu rastucih
koncentracija (70%, 80%, 96% i 100%). Tkivo je potom bilo provedeno kroz
ksilol te prozeto u teku¢em parafinu na temperaturi od +60°C, nakon €ega je
uklopljeno u parafinske blokove. Tako uklopljeno tkivo bilo je ohladeno na
+4°C, te je bilo rezano na kliznom mikrotomu na rezove debljine 4-5 pm. Ovi
rezovi nakon deparafiniranja u ksilolu i dehidracije u opadajuéem nizu
koncentracije etanola (100%, 96%, 80% i 70%) bili su obojani histokemijskim
tehnikama (hemalaun-eozinom i trikromnim bojenjem po Malloryju). Na
hemalaun-eozinskim preparatima tkiva bila je procijenjena morfoloska grada

tumorskog tkiva obzirom na izgled stanica i jezgara, proliferaciju endotela
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krvnih Zila, prisutnost nekroza i mitoza. Trikromnim bojenjem po Malloryju

omogucen je bolji uvid u procjenu vezivno-krvozilne (mezenhimske) strome.

3.3.  IMUNOHISTOKEMIJSKO BOJENJE PREPARATA MONOKLONSKIM
PROTUTIJELOM HNE

Parafinski rezovi tumorskog tkiva debljine 4-5 ym bili su podvrgnuti procesu
deparafiniranja ksilenom i rehidracije u opadajuéem nizu koncentracija
etanola, a potom su isti preparati biti uronjeni 2 minute u metanol. Nakon
ispiranja u fizioloSkoj otopini puferiranoj sa fosfatnim puferom, pH 7,2 (engl.
phosphate buffered saline, PBS) endogena peroksidazna aktivnost bila je
blokirana s 3%-tnim vodikovim peroksidom. Za imunohistokemijsko (IH)
bojanje monoklonskim protutijelom anti-HNE razrjedeno u omjeru 1:10 u BSA
(engl. bovine serum albumin) koncentracije 1 mg/mL koriSten je LSAB kit
(DAKO). Protutijelo je podrijetlom iz kulture klona 'HNE 1g4' dobivenog
spajanjem Sp2-Ag8 mijelomskih stanica s B-stanicama BALBc miSeva
imuniziranih s HNE modificiranim hemocijaninom. Protutijelo je specificno za
HNE-histidinski epitop na HNE proteinskim konjugatima. HNE proteinski

konjugati prisutni u stanicama prikazani su diaminobenzidinom (DAB, DAKO).

3.4. IMUNOHISTOKEMIJSKO BOJENJE PREPARATA POLIKLONSKIM
PROTUTIJELOM CD133

Parafinski rezovi tumorskog tkiva debljine 4-5 ym bili su podvrgnuti procesu
deparafiniranja ksilenom i rehidracije u opadajuéem nizu koncentracija
etanola, a potom su isti preparati bili uronjeni 2 minute u metanol. Nakon
ispiranja u fizioloSkoj otopini puferiranoj sa fosfatnim puferom, pH 7,2 (engl.
phosphate buffered saline, PBS) endogena peroksidazna aktivnost blokirana
je s 3%-tnim vodikovim peroksidom. Za IH bojanje poliklonskim protutijelom
CD133 (ab16518, Abcam) koristen je LSAB kit (DAKO). Protutijelo je
razriedeno u omjeru 1:50 s otopinom za razrjedenje protutijela (DAKO).

CD133 pozitivitet na stanicama prikazan je diaminobenzidinom (DAB, DAKO).
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3.5.  ANALIZA IMUNOHISTOKEMIJSKIH PREPARATA

Procjena HNE imunopozitiviteta utvrdena je svjetlosnim mikroskopom
(Olympus)  tehnikom semikvantitativne analize. Procjena HNE
imunopozitiviteta u citoplazmama i/ili jezgrama stanica temeljila se na Cetiri
razliCite kategorije oznacene znakovima:

(-) nema pozitiviteta u tumorskim stanicama, (+) imunopozitivitet u citoplazmi
do 25 % tumorskih stanica pregledanih rezova tumorskog tkiva po vidnom
polju pri velikom povecanju mikroskopa, (++) u > 25-50 % tumorskih stanica,
(+++) u > 50 % tumorskih stanica. Zbog potreba statisticke analize znakovi su
pretvoreni u brojeve: (-)=0, (+)=1, (++)=2, (+++)=3. Tehnika semikvantitativhe
analize primjenjena je i pri procjeni imunopozitiviteta endotelnih stanica krvnih
Zila, nekroti¢nih podrucja i mezenhimske strome. Preparati su bili pregledani
pod mikroskopom pri povecanju 200x za odredivane imunopozitiviteta
tumorskih stanica i strome, a zatim je bilo odabrano podrucje s najveéim
brojem krvnih Zila u tumoru za odredivanje imunopozitiviteta krvnih zZila. Isto je
uCinjeno i kod tumora s nekrozom. Jacina intenziteta bojenja preparata
podijeljena je u tri skupine: 'slabo' — Zuékasto bojanje, 'umjereno’ — smeckasto

i 'jJako’ — tamno smede.

3.6. STATISTICKA ANALIZA REZULTATA

Podaci su prikazani tabli¢no i grafi¢ki. Za prikaz kategorijskih podataka
koristile su se apsolutne frekvencije i pripadajuée ucestalosti. Analiza razlika u
ekspresiji HNE i CD133 izmedu pojedinih tipova tumora te pozitivnosti i
intenzitetu bojanja tumorskih stanica, prisutnosti krvnih Zila, reakciji i
intenzitetu bojanja strome te nekrozi nacinjena je Pearsonovim x ? testom. Sve
P vrijednosti manje od 0,05 su smatrane statistiCki znaCajnima. U analizi i
grafickom prikazu se koristila programska podrska PASW for Windows, verzija

17.02. Frekvencija u grafickom prikazu odgovara broju uzoraka.
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4.0. REZULTATI

4.1. POJAVNOST 4-HIDROKSINONENALA U GLIJALNIM TUMORIMA
MOZGA

4.1.1. Pojavnost 4-hidroksinonenala u pilocitiCkim astrocitomima

Rezultati patohistoloSke analize pojavnosti (ekspresije) HNE-a u PA (slika 4)
prikazani su u tablici 1. Pojavnost HNE-a zabiljezena je u tumorskim
stanicama svih PA. U gotovo dvije treCine uzoraka (19/30) HNE
imunopozitivitet bio je nazo€an u viSe od polovice tumorskih stanica +++, dok
je u preostalim PA (11/30) zabiljezen u 25-50% stanica ++ (p=0.14). U
tumorskim stanicama glavnine PA (26/30) zamije€en je umjeren intenzitet IH
bojenja na HNE, dok je sporadicno u 2/30 PA zabiljezen jak, odnosno slab
intenzitet imunohistokemijskog bojenja (p<0,001). Stijenke krvnih zila u 29/30
PA uzoraka bile su HNE pozitivne, dok se samo u 1/30 PA nije zabiljezen HNE
imunopozitivitet (p<0,001). U svim PA nadena je imunopozitivha mezenhimska
stroma. U podjednakom omijeru zabiljezen je slab (17/30) i umjeren (13/30)

intenzitet HNE imunopozitiviteta tumorske strome PA (p=0,47).
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tumorskih stanica PA na HNE te pozitivha globoidna tjeleSca. (objektiv x25)
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Tablica 1. Pojavnost HNE u PA.

BROJ | TUMORSKE | INTENZITET | STROMA | INTENZITET | KRVNE
STANICE ZILE

1 +++ jak 1 umjeren 1
2 +++ umjeren 1 slab 1
3 +++ umjeren 1 slab 1
4 +++ umjeren 1 umjeren 1
5 ++ umjeren 1 slab 1
6 +++ umjeren 1 slab 1
7 +++ jak 1 umjeren 1
8 ++ umjeren 1 slab 1
9 +++ umjeren 1 slab 1
10 +++ umjeren 1 umjeren 1
11 ++ umjeren 1 slab 1
12 ++ umjeren 1 slab 0
13 +++ umjeren 1 umjeren 1
14 +++ umjeren 1 umjeren 1
15 +++ umjeren 1 umjeren 1
16 +++ umjeren 1 umjeren 1
17 ++ umjeren 1 slab 1
18 +++ umjeren 1 umjeren 1
19 ++ umjeren 1 slab 1
20 +++ umjeren 1 umjeren 1
21 +++ umjeren 1 umjeren 1
22 +++ umjeren 1 umjeren 1
23 ++ slab 1 slab 1
24 +++ umjeren 1 slab 1
25 ++ umjeren 1 slab 1
26 ++ umjeren 1 slab 1
27 ++ umjeren 1 slab 1
28 +++ umjeren 1 slab 1
29 +++ umjeren 1 umjeren 1
30 ++ slab 1 slab 1

Legenda: '+' — imunopozitivitet u do 25% tumorskih stanica, '++' —imunopoztivitet u
>25-50% tumorskih stanica, '+++' — imunopozitivitet u >50% tumorskih stanica, '0' —

nema pozitiviteta, '1' — prisutan pozitivitet

4.1.2. Pojavnost 4-hidroksinonenala u difuznim astrocitomima

Rezultati patohistolo$ke analize pojavnosti HNE-a u DA (slika 5) prikazani su u
tablici 2. HNE imunopozitivitet naden je u svim uzorcima. U gotovo dvije
trecine DA (19/30) HNE immunopozitivitet u tumorskim stanicama zabiljeZzen
je u 25-50% stanica ++, dok je u 10/30 tumora broj pozitivnih stanica maniji od

25% +, a u 2/30 DA HNE imunopozitivitet tumorskih stanica zabiljezen je u
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viSe od 50% tumorskih stanica (p=0,002). Intenzitet IH bojenja na HNE u
tumorskim stanicama bio je uglavhom umjerene jakosti (22/30), dok je slab
intenzitet bio u 6/30 DA, a u 3/30 uzoraka (p=0,004) naden je jak intenzitet.
Krvne Zile bile su imunopozitivhe u glavnini (23/30) DA (p<0,03). U svim DA
nadena je imunopozitivna mezenhimska stroma. Intenzitet HNE

immunopozitiviteta strome bio je uglavnom slabog intenziteta u 26/30 DA te

umjerenog intenziteta u 4/30 DA (p=0,004).

B o I '-'-'-“ . %4 .:""'..“. '5*«{5‘4 h'
Slika 5. Prikaz IH bojanja DA na HNE. Slika pokazuje umjeren intenzitet bojanja
citoplazma tumorskih stanica i slab intenzitet bojanja strome u DA na HNE. (objektiv

x40)
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Tablica 2. Pojavnost HNE u DA.

BROJ | TUMORSKE | INTENZITET | STROMA | INTENZITET | KRVNE
STANICE ZILE
1 ++ jak 1 umjeren 1
2 ++ jak 1 slab 1
3 ++ jak 1 umjeren 1
4 + umjeren 1 slab 1
5 ++ umjeren 1 slab 1
6 + umjeren 1 slab 1
7 + umjeren 1 slab 0
8 ++ umjeren 1 slab 0
9 ++ umjeren 1 slab 1
10 ++ umjeren 1 slab 1
11 ++ umjeren 1 slab 1
12 ++ slab 1 slab 1
13 ++ umjeren 1 slab 1
14 + umjeren 1 slab 1
15 + umjeren 1 slab 1
16 +++ umjeren 1 umjeren 1
17 ++ umjeren 1 umjeren 1
18 ++ umjeren 1 slab 0
19 ++ umjeren 1 slab 1
20 + umjeren 1 slab 1
21 ++ slab 1 slab 1
22 ++ slab 1 slab 1
23 ++ umjeren 1 slab 1
24 ++ slab 1 slab 0
25 ++ slab 1 slab 0
26 + slab 1 slab 0
27 + umjeren 1 slab 1
28 + umjeren 1 slab 1
29 + umjeren 1 slab 0
30 +++ umjeren 1 slab 1
Legenda: '+' — imunopozitivitet u do 25% tumorskih stanica, '++' —imunopoztivitet u

>25-50% tumorskih stanica, '+++' — imunopozitivitet u >50% tumorskih stanica, '0' —

nema pozitiviteta, '1' — prisutan pozitivitet
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4.1.3. Pojavnost 4-hidroksinonenala u anaplasti¢nim astrocitomima

Rezultati patohistoloSke analize pojavnosti HNE-a u AA (slika 6) prikazani su u
tablici 3. HNE imunopozitivitet naden je u svim uzorcima AA. U skoro dvije
treC¢ine AA (19/30) HNE imunopozitivitet zabiljeZen je u viSe od 50% tumorskih
stanica +++, dok je u 4/30 AA bio nazo¢an u 25-50% tumorskih stanica ++, a u
7/30 AA u manje od 25% stanica + (p=0,002 ). HNE imunopozitivitet tumorskih
stanica bio je u pribliZzno dvije treCine AA (19/30) umjerenog intenziteta, dok je
u 5/30 AA bio u jakom intenzitetu, a u 6/30 AA slabog intenziteta (p=0,002).
Krvne Zile bile su imunopozitivne u glavnini AA (25/30), dok su bile negativne
u jednoj Sestini AA (5/30) (p=0,0003). U svim AA nadena je imunopozitivha
mezenhimska stroma. Intenzitet HNE imunopozitiviteta strome bio je
uglavnom slabog intenziteta (27/30) i rijetko umjerenog inetenziteta (3/30)
(p<0,001).

citoplazma tumorskih stanica AA na HNE. (objektiv x40)
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Tablica 3. Pojavnost HNE u AA.

BROJ TUMORSKE | INTENZITET | STROMA | INTENZITET | KRVNE
STANICE ZILE

1 + umjeren 1 slab 1
2 +++ umjeren 1 slab 1
3 + umjeren 1 slab 0
4 + umjeren 1 slab 1
5 +++ slab 1 slab 1
6 + slab 1 slab 1
7 ++ umjeren 1 slab 1
8 ++ umjeren 1 slab 1
9 ++ slab 1 slab 1
10 +++ umjeren 1 slab 0
11 +++ umjeren 1 slab 1
12 +++ umjeren 1 slab 1
13 +++ umjeren 1 slab 1
14 +++ jak 1 slab 0
15 +++ jak 1 umjeren 1
16 +++ jak 1 umjeren 1
17 +++ umjeren 1 slab 1
18 +++ umjeren 1 slab 1
19 + umjeren 1 slab 1
20 + slab 1 slab 0
21 +++ umjeren 1 slab 1
22 + umjeren 1 slab 1
23 +++ slab 1 slab 1
24 ++ umjeren 1 slab 1
25 +++ slab 1 slab 0
26 +++ umjeren 1 slab 1
27 +++ jak 1 umjeren 1
28 +++ umjeren 1 slab 1
29 +++ umjeren 1 slab 1
30 +++ jak 1 slab 1

Legenda: '+' — imunopozitivitet u do 25% tumorskih stanica, '++' —imunopoztivitet u
>25-50% tumorskih stanica, '+++' — imunopozitivitet u >50% tumorskih stanica, '0' —

nema pozitiviteta, '1' — prisutan pozitivitet

4.1.4. Pojavnost 4-hidroksinonenala u glioblastomima

Rezultati patohistoloSke analize pojavnosti HNE-a u GBM (slika 7) prikazani
su u tablici 4. HNE imunopozitivitet naden je u svim uzorcima. U viSe od dvije
treCine (22/30) GBM HNE imunopozitivitet tumorskih stanica semikvantitativho
je iznosio ++, dok je u 8/30 uzoraka bio +++ (p=0,01). Intenzitet IH bojenja na
HNE u tumorskim stanicama bio je umjerenog intenziteta u dvije tre¢ine GBM
(20/30), dok je u 9/30 GBM bio jakog, a u 1/30 uzoraka slabog intenziteta
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(p=0,0001). Krvne Zile bile su HNE pozitivne u viSe od dvije tre¢ine uzoraka
(23/30) (p=0,01). U svim GBM nadena je HNE imunopozitivna mezenhimska
stroma. U 18/30 GBM intenzitet bojanja strome bio je umjeren, a u 12/30 GBM
slabog intenziteta (p=0,47). Nekroze su se samo u 4/30 GBM obojale na HNE,
dok su u glavnini GBM ostale neobojane (26/30) (p< 0,01).

intenzitet bojanja tumorskih stanica GBM na HNE te pozitivne krvne Zile. (objektiv
x40)
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Tablica 4. Pojavnost HNE u GBM.

BROJ | TUMORSKE | INTENZITET | STROMA | INTENZITET | NEKROZA | KRVNE
STANICE ZILE
1 +++ jak 1 umjeren 0 1
2 ++ umjeren 1 slab 0 1
3 ++ umjeren 1 umjeren 0 0
4 ++ umjeren 1 slab 0 1
5 ++ umjeren 1 umjeren 0 1
6 ++ jak 1 umjeren 0 0
7 +++ jak 1 umjeren 0 1
8 +++ umjeren 1 umjeren 1 1
9 +++ umjeren 1 umjeren 1 1
10 ++ umjeren 1 umjeren 0 1
10 ++ umjeren 1 umjeren 0 1
11 ++ umjeren 1 slab 0 0
12 ++ umjeren 1 slab 0 1
13 +++ umjeren 1 slab 0 1
14 ++ umjeren 1 slab 0 1
15 ++ umjeren 1 umjeren 0 1
16 +++ umjeren 1 slab 0 1
17 ++ umjeren 1 slab 0 0
18 ++ umjeren 1 slab 0 1
19 ++ jak 1 umjeren 0 0
20 ++ umjeren 1 slab 0 1
21 ++ jak 1 umjeren 1 1
22 ++ umjeren 1 slab 0 1
23 ++ umjeren 1 umjeren 1 1
24 ++ umjeren 1 slab 0 1
25 +++ slab 1 umjeren 0 1
26 +++ jak 1 umjeren 0 1
27 ++ umjeren 1 slab 0 0
28 ++ jak 1 umjeren 0 0
29 ++ jak 1 umjeren 0 1
30 ++ jak 1 umjeren 0 0

Legenda: '+' — imunopozitivitet u do 25% tumorskih stanica, '++' —imunopoztivitet u
>25-50% tumorskih stanica, '+++' — imunopozitivitet u >50% tumorskih stanica, '0' —

nema pozitiviteta, '1' — prisutan pozitivitet
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4.1.5. Pojavnost 4-hidroksinonenala u oligodendrogliomima

Rezultati patohistoloSke analize pojavnosti HNE-a u O (slika 8) prikazani su u
tablici 5. HNE imunopozitivitet naden je u svim uzorcima. U skoro dvije treCine
O (19/30) broj HNE pozitivnih stanica bio je ++, dok je 10/30 O imalo +++ HNE
pozitivnih tumorskih stanica, a samo 1/30 O + (p=0,0003). U glavnini O (22/30)
intenzitet HNE reakcije bio je umjerenog intenziteta, a u 8/30 uzoraka jak
(p=0,01). Krvne Zzile nisu bile HNE imunoreaktivnhe u vise od dvije tre¢ine O
(21/30), a u preostalih su se (9/30) obojile HNE-om (p=0,003). U svim O
nadena je imunopozitivna mezenhimska stroma. U 20/30 O bila je slabog
intenziteta, a u 10/30 uzoraka umjerenog intenziteta (p=0,07).

Slika 8. Prikaz IH bojanja O na HNE. Slika pokazuje umijeren intenzitet bojanja

citoplazma tumorskih stanica O na HNE i slab intenzitet bojanja strome. (objektiv x40)
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Tablica 5. Pojavnost HNE u O.

BROJ | TUMORSKE | INTENZITET | STROMA | INTENZITET | KRVNE
STANICE ZILE

1 ++ umjeren 1 slab 1
2 +++ jak 1 slab 1
3 +++ umjeren 1 umjeren 0
4 ++ umjeren 1 slab 1
5 +++ umjeren 1 slab 0
6 +++ umjeren 1 slab 0
7 +++ umjeren 1 umjeren 0
8 ++ jak 1 umjeren 0
9 +++ umjeren 1 slab 0
10 ++ jak 1 slab 0
11 ++ jak 1 umjeren 1
12 ++ jak 1 slab 0
13 ++ umjeren 1 slab 0
14 ++ umjeren 1 umjeren 0
15 +++ umjeren 1 slab 0
16 ++ jak 1 slab 0
17 ++ umjeren 1 slab 1
18 + umjeren 1 slab 0
19 ++ umjeren 1 slab 1
20 ++ umjeren 1 slab 0
21 +++ umjeren 1 umjeren 0
22 +++ umjeren 1 slab 0
23 ++ umjeren 1 slab 0
24 +++ umjeren 1 umjeren 0
25 ++ umjeren 1 slab 1
26 ++ umjeren 1 slab 1
27 ++ jak 1 umjeren 1
28 ++ umjeren 1 slab 0
29 ++ umjeren 1 umjeren 0
30 ++ jak 1 umjeren 0

Legenda: '+' — imunopozitivitet u do 25% tumorskih stanica, '++' —imunopoztivitet u
>25-50% tumorskih stanica, '+++' — imunopozitivitet u >50% tumorskih stanica, '0' —

nema pozitiviteta, '1' — prisutan pozitivitet

4.1.6. Pojavnost 4-hidroksinonenala u anaplasti¢nim oligodendrogliomima

Rezultati patohistoloSke analize pojavnosti HNE-a u AO (slika 9) prikazani su
u tablici 6. HNE imunopozitivitet naden je u svim uzorcima. U polovici uzoraka
(15/30) AO HNE imunopozitivitet u tumorskim stanicama iznosio je ++, a u
11/30 uzoraka HNE imunopozitivitet tumorskih stanica bio je +++ te u 4/30 +

(p=0,045). Tumorske stanice bile su podjednako umjereno (16/30) ili jako
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(14/30) HNE pozitivne u AO (p=0,72). Krvne Zzile bile su imunopozitivhe u
18/30 uzoraka, a negativne u 11/30 (p=0,27). U svim AO nadena je

imunopozitivna mezenhimska stroma, u 20/30 uzoraka u umjerenom

intenzitetu, a u 10/30 u slabom intenzitetu (p=0,07).

Slika 9. Prikaz imunohistokemijskog bojanja AO na HNE. Slika pokazuje umjeren
citoplazmatski i jak nuklearni intenzitet bojanja tumorskih stanica na HNE u AO.
(objektiv x40)
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Tablica 6. Pojavnost HNE u AO.

BROJ | TUMORSKE | INTENZITET | STROMA | INTENZITET | KRVNE
STANICE ZILE
1 +++ jak 1 umjeren 0
2 +++ jak 1 umjeren 1
3 ++ umjeren 1 slab 0
4 ++ jak 1 umjeren 1
5 ++ jak 1 slab 0
6 ++ jak 1 umjeren 0
7 ++ umjeren 1 umjeren 0
8 +++ umjeren 1 umjeren 1
9 ++ jak 1 umjeren 1
10 +++ jak 1 umjeren 1
11 +++ jak 1 umjeren 1
12 ++ umjeren 1 umjeren 1
13 + jak 1 slab 0
14 ++ jak 1 umjeren 1
15 ++ umjeren 1 slab 0
16 +++ umjeren 1 slab 1
17 +++ jak 1 umjeren 1
18 + jak 1 umjeren 1
19 +++ jak 1 umjeren 1
20 ++ umjeren 1 umjeren 1
21 ++ umjeren 1 slab 0
22 ++ umjeren 1 umjeren 1
23 +++ umjeren 1 umjeren 1
24 + umjeren 1 slab 0
25 + umjeren 1 slab 0
26 ++ umjeren 1 slab 1
27 +++ umjeren 1 umjeren 0
28 +++ jak 1 umijeren 1
29 ++ umjeren 1 slab 0
30 ++ umjeren 1 umjeren 1

Legenda: '+' — imunopozitivitet u do 25% tumorskih stanica, '++' —imunopoztivitet u
>25-50% tumorskih stanica, '+++' — imunopozitivitet u >50% tumorskih stanica, '0' —

nema pozitiviteta, '1' — prisutan pozitivitet

4.1.7. Pojavnost 4-hidroksinonenala u ependimomima

Rezultati patohistoloSke analize pojavnosti HNE-a u E (slika 10) prikazani su u
tablici 7. HNE imunopozitivitet naden je u svim uzorcima. U 15/20 uzoraka
HNE imunopozitivitet tumorskih stanica semikvantitativno je iznosio +++, a u
5/20 uzoraka ++ (p=0,03). Tumorske stanice bile su uglavhom jako HNE

pozitivne u 17/20 E, dok je umjeren intenzitet reakcije zabiljezen u 3/20
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uzoraka (p=0,002). Sve krvne Zzile bile su imunopozitivne na HNE. U svim E
nadena je imunopozitivha mezenhimska stroma podjednako u jakom (9/20) i
umjerenom intenzitetu (11/20) (p=0,65).

s x
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Slika 10. Prikaz IH bojanja E na HNE. Slika prikazuje jak HNE imunohistokemijski

pozitivitet u citoplazmama tumorskih stanica E i umjeren u stromi. (objektiv x40)
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Tablica 7. Pojavnost HNE u E.

BROJ | TUMORSKE | INTENZITET | STROMA | INTENZITET | KRVNE
STANICE ZILE
1 +++ jak 1 umjeren 1
2 +++ jak 1 umjeren 1
3 +++ umjeren 1 umjeren 1
4 +++ jak 1 umjeren 1
5 +++ jak 1 jak 1
6 +++ jak 1 jak 1
7 ++ jak 1 umjeren 1
8 +++ jak 1 jak 1
9 +++ jak 1 umjeren 1
10 +++ jak 1 jak 1
11 +++ jak 1 jak 1
12 +++ jak 1 jak 1
13 +++ jak 1 umjeren 1
14 +++ jak 1 jak 1
15 +++ umjeren 1 umjeren 1
16 ++ jak 1 jak 1
17 +++ jak 1 umjeren 1
18 ++ umjeren 1 umjeren 1
19 ++ jak 1 jak 1
20 ++ jak 1 umjeren 1

Legenda: '+' — imunopozitivitet u do 25% tumorskih stanica, '++' —imunopoztivitet u
>25-50% tumorskih stanica, '+++' — imunopozitivitet u >50% tumorskih stanica, '0' —

nema pozitiviteta, '1' — prisutan pozitivitet

4.1.8. Pojavnost 4-hidroksinonenala u anaplasticnim ependimomima

Rezultati patohistoloSke analize pojavnosti HNE-a u AE (slika 11) prikazani su
u tablici 8. HNE imunopozitivitet naden je u svim uzorcima. U glavnini AE
(16/20) HNE imunopozitivitet tumorskih stanica semikvantitativno je iznosio
+++, a u 4/20 ++ (p=0,007). Tumorske stanice su u dvije treCine AE (13/20)
bile pozitivne u jakom intenzitetu, a jedna tre€ina u umjerenom (7/20)
(p=0,18). Gotovo u svim AE (19/20) zabiljezene su HNE imunopozitivhe krvne
zile, a negativne u 1/20 (p<0,001). U svim AE nadena je HNE imunopozitivha
mezenhimska stroma. U viSe od dvije tre¢ine AE (14/20) zabiljeZzena je
umjerena imunoreaktivnost, a u preostalim AE (5/20) jaka i slaba (1/20)
(p=0,001). Nekroze su bile pozitivne u 15/20, a negativhe u 5/20 uzoraka
(p=0,03).
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Prikaz IH bojanja AE na HNE. Slika prikazuje jak HNE pozitivitet u

Slika 11.

citoplazmama tumorskih stanica AE te umjeren u stromi. (objektiv x40)
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Tablica 8. Pojavnost HNE u AE.

BROJ | TUMORSKE | INTENZITET | STROMA | INTENZITET | NEKROZA | KRVNE
STANICE ZILE
1 +++ jak 1 umjeren 1 1
2 +++ jak 1 umjeren 1 1
3 +++ jak 1 umjeren 0 1
4 ++ umjeren 1 slab 1 1
5 +++ jak 1 umjeren 1 1
6 +++ jak 1 jak 1 1
7 +++ jak 1 jak 1 1
8 +++ jak 1 umjeren 0 1
9 +++ jak 1 umjeren 0 1
10 +++ umjeren 1 umjeren 1 1
11 +++ jak 1 umjeren 1 1
12 +++ umjeren 1 umjeren 1 1
13 +++ jak 1 jak 0 1
14 +++ jak 1 jak 1 1
15 +++ jak 1 jak 1 1
16 +++ jak 1 umjeren 1 1
17 ++ umjeren 1 umjeren 0 1
18 ++ umjeren 1 umjeren 1 1
19 ++ umjeren 1 umjeren 1 0
20 +++ umjeren 1 umjeren 1 1

Legenda: '+' — imunopozitivitet u do 25% tumorskih stanica, '++' —imunopoztivitet u
>25-50% tumorskih stanica, '+++' — imunopozitivitet u >50% tumorskih stanica, '0' —

nema pozitiviteta, '1' — prisutan pozitivitet

4.1.9. Pojavnost 4-hidroksinonenala u subependimomima

Rezultati patohistoloSke analize pojavnosti HNE-a u S (slika 12) prikazani su u
tablici 9. HNE imunopozitivitet tumorskih stanica semikvantitativno je
uglavnhom bio nazoan s + u 5/10 S ili ++ u 4/10 S. Samo u 1/10 S
semikvantitativno je zabiljezeno viSe od 50% HNE pozitivnih tumorskih stanica
(+++) (p=0,27). Tumorske stanice bile su uglavhom pozitivne u umjerenom
intenzitetu (6/10), dok su jaki i slabi intenzitet HNE bojenja zabiljeZeni u po
2/10 S (p=0,29). Krvne zile bile su imunopozitivne u glavnini S (9/10)
(p<0,001). Mezenhimska stroma bila je imunopozitivna u 7/10 u slabom

intenzitetu, a negativha u 3/10 S (p=0,21).
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Slika 12. Prikaz IH bojanja S na HNE. Slika prikazuje umjeren intenzitet bojanja

tumorskih stanica S na HNE, dok je stroma negativna. (objektiv x40)

Tablica 9. Pojavnost HNE u S.

BROJ | TUMORSKE | INTENZITET | STROMA | INTENZITET | KRVNE
STANICE ZILE
1 + jak 0 0 0
2 + umjeren 0 0 1
3 ++ umjeren 0 0 1
4 +++ umjeren 1 slab 1
5 ++ slab 1 slab 1
6 + slab 1 slab 1
7 ++ umjeren 1 slab 1
8 + jak 1 slab 1
9 + umjeren 1 slab 1
10 ++ umjeren 1 slab 1

Legenda: '+' — imunopozitivitet u do 25% tumorskih stanica, '++' —imunopoztivitet u
>25-50% tumorskih stanica, '+++' — imunopozitivitet u >50% tumorskih stanica, '0' —

nema pozitiviteta, '1' — prisutan pozitivitet

4.1.10. Imunohistokemijska pojavnost HNE-a u astrocitnim tumorima

PA imaju satistic¢ki zna€ajno jaCi HNE pozitivitet, nego DA, AA i GBM (p<
0,01). AA ima statistiCki znacajno veci postotak HNE pozitivnih stanica, krvnih

Zila i strome, nego DA (p<0,001), dok im je intenzitet obojanosti stanica i
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strome podjednak (p>0,05). GBM ima statistiCki zna€ajno veci intenzitet
bojanja tumorskih stanica (p>0,02) i strome (p>0,01) od AA, dok im je
imunopozitivnost krvnih Zila podjedanka. Za potrebe ove statistiCke analize
astrocitni tumori podijeljeni su u dvije skupine: PA i DA kao astrocitni tumor
niskog stupnja malignosti te AA i GBM kao astrocitni tumori visokog stupnja
malignosti. U astrocitnim tumorima visokog stupnja malignosti zabiljezen je
statisticki znac¢ajno veci postotak HNE pozitivnih tumorskih stanica, nego u DA
(p<0,0001). Nadalje, u astrocitnim tumorima viSeg gradusa naden je statistiCki
znacajno jaci intenzitet bojanja tumorskih stanica (p<0,04) na HNE kao i
intenzitet bojanja tumorske strome (p=0,0005). Nije bilo statisti¢ki znacajne
razlike u bojanju krvnih zila (p=0,13) i strome (p=1) izmedu ove dvije skupine,
dakle one su se bojale podjednako u astrocitnim tumorima visokog gradusa i
DA. U PA postotak HNE pozitivnih tumorskih stanica, tumorske strome i krvnih
Zila bio je podjednak kao u astrocitomima visokog stupnja zloc¢udnosti (p>0,05)
(Tablica 1, 2, 3i4).

4.1.11. Imunohistokemijska pojavnost HNE-a u oligodendroglijalnim tumorima

U AO naden je statistiCki znacajno jaci intenzitet bojanja tumorske strome na
HNE, nego u O. Nadalje, nije bilo statistiCki znaCajne razlike u postotku bojanja
tumorskih stanica na HNE, intenzitetu bojanja tumorskih stanica, koli€ini
obojane strome i bojanju krvnih Zila izmedu ove dvije skupine (p>0,05)
(Tablica 5 6).

4.1.12. Imunohistokemijska pojavnost HNE u ependimalnim tumorima

Izmedu E i AE nije bilo statistiCki znaCajne razlike u postotku bojanja tumorskih
stanica na HNE, intenzitetu, kolicini i intenzitetu bojanja strome i bojanju krvnih
zila (p>0,05). Zabiljezen je samo statistiCki znacajno jaci intenzitet bojanja
tumorskih stanica AE, nego E (p=0,01). Za potrebe ove statistiCke analize

ependimalni tumori podijeljeni su u dvije skupine: S u jednoj skupini te E i AE u
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drugoj skupini. U E i AE naden je statisti¢ki znaCajno veci postotak HNE
pozitivnih tumorskih stanica, nego u S (p<0,001). U E i AE naden je statisticki
znacajno jaci intenzitet bojanja tumorskih stanica (p<0,001) na HNE kao i
strome (p<0,001), nego u S. Nadalje, statistiCki znacajno veci broj HNE
pozitivnih krvnih Zila (p<0,001) i strome (p<0,001) naden je u E i AE, negou S
(Tablica 7, 8i9).

4.2. POJAVNOST CD133 U GLIJALNIM TUMORIMA MOZGA

4.2.1. Pojavnost CD133 u pilocitiCkim astrocitomima

Rezultati patohistoloSke analize pojavnosti CD133 u PA (slika 13) prikazani su
u tablici 10. Semikvantitativnom analizom u glavnini PA nije zabiljezen CD133
imunopozitivitet tumorskih stanica (19/30), dok je u trec¢ini PA (10/30) bio
pozitivan +, a samo u 1/30 PA ++ (p=0,0003). U CD133 imunoreaktivhim PA
tumorske stanice imale su uglavnom slab intenzitet reakcije (9/11) te samo
sporadicno umjeren (2/11) (p=0,0007). Sve krvne zile bile su CD133
imunonegativne. Mezenhimska stroma takoder je u glavnini uzoraka (27/30)
bila CD133 negativha te samo sporadicno u 3/30 PA slabo pozitivha
(p=0,002).

52



Slika 13. Prikaz IH bojanja PA na CD133. Slika prikazuje CD133 negativne tumorske

stanice, stromu i krvne Zila u PA. (objektiv x25)
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Tablica 10. Pojavnost CD133 u PA.

BROJ | TUMORSKE | INTENZITET | KRVNE | STROMA | INTENZITET
STANICE ZILE

1 - 0 0 0 0
2 - 0 0 0 0

3 - 0 0 0 0
4 + slab 0 0 0
5 + slab 0 1 Slab
6 - 0 0 0 0

7 0 0 0 0
8 - 0 0 0 0
9 - 0 0 0 0
10 - 0 0 0 0
11 - 0 0 0 0
12 + slab 0 0 0
13 + slab 0 0 0
14 ++ umjeren 0 1 Slab
15 - 0 0 0 0
16 - 0 0 0 0
17 - 0 0 0 0
18 - 0 0 0 0
19 - 0 0 0 0
20 - 0 0 0 0
21 + slab 0 0 0
22 slab 0 0 0
23 - 0 0 0 0
24 - 0 0 0 0
25 - 0 0 0 0
26 + umjeren 0 0 0
27 + slab 0 0 0
28 + slab 0 0 0
29 - 0 0 0 0
30 + slab 0 1 Slab

Legenda: '+' — imunopozitivitet u do 25% tumorskih stanica, '++' —imunopoztivitet u
>25-50% tumorskih stanica, '+++' — imunopozitivitet u >50% tumorskih stanica, '0' —

nema pozitiviteta, '1' — prisutan pozitivitet

4.2.2. Pojavnost CD133 u difuznim astrocitomima

Rezultati patohistoloSke analize pojavnosti CD133 u DA (slika 14) prikazani su

11.

semikvantitativno je iznosio ++, a samo u 4/30 uzoraka + (p<0,001). Tumorske

u tablici U glavnini DA (26/30) imunopozitivitet tumorskih stanica

stanice bile su uglavnom pozitivne u umjerenom (28/30), a samo sporadi¢no u

slabom (2/30) intenzitetu (p<0,001). Krvne zile bile su u podjednakom broju
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DA CD133 pozitivne (13/30) i negativne (17/30) (p=0,47), dok je mezenhimska
stroma bila uglavhom pozitivna (27/30) te tek sporadi¢no negativna (3/30)
(p<0,001). U glavnini DA intenzitet bojenja strome bio je slab (26/30), dok je
samo sporadi¢no zabiljezen umjeren intenzitet bojanja (4/30) (p<0,001).

Slika 14. Prikaz IH bojanja DA na CD133. Slika pokazuje umijeren i slab
citoplazmatski i nuklearni CD133 pozitivitet u tumorskim stanicama DA te slab

intenzitet bojanja strome. (objektiv x40)
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Tablica 11. Pojavnost CD133 u DA.

BROJ | TUMORSKE | INTENZITET | KRVNE | STROMA | INTENZITET
STANICE ZILE

1 ++ umjeren 1 1 slab

2 ++ umjeren 1 1 umjeren
3 ++ umjeren 1 1 slab

4 ++ umjeren 0 1 slab

5 ++ umjeren 0 1 slab

6 ++ umjeren 1 1 slab

7 ++ umjeren 0 1 slab

8 ++ umjeren 1 1 umjeren
9 ++ umjeren 0 1 slab
10 ++ umjeren 0 1 umjeren
11 ++ umjeren 1 1 slab
12 ++ umjeren 0 1 slab
13 ++ umjeren 0 1 slab
14 ++ umjeren 1 1 slab
15 ++ umjeren 0 1 umjeren
16 ++ umjeren 0 1 slab
17 + umjeren 1 1 slab
18 + umjeren 0 1 slab
19 ++ umjeren 0 1 slab
20 ++ umjeren 0 1 slab
21 ++ umjeren 0 1 slab
22 ++ umjeren 0 1 slab
23 ++ umjeren 1 1 slab
24 ++ umjeren 0 1 slab
25 + slab 0 0 0
26 ++ umjeren 0 1 slab
27 + slab 1 0 0
28 ++ umjeren 1 1 slab
29 ++ umjeren 1 0 0
30 ++ umjeren 1 1 slab

Legenda: '+' — imunopozitivitet u do 25% tumorskih stanica, '++' —imunopoztivitet u
>25-50% tumorskih stanica, '+++' — imunopozitivitet u >50% tumorskih stanica, '0' —

nema pozitiviteta, '1' — prisutan pozitivitet

4.2.3. Pojavnost CD133 u anaplasti¢nim astrocitomima

Rezultati patohistoloSke analize pojavnosti CD133 u AA (slika 15) prikazani su
u tablici 12. Semikvantitativnom analizom zabiljeZen je u podjednakom broju
AA CD133 imunopozitivitet u tumorskim stanicama koji je iznosio +++ (11/30),
++ (10/30) i + (9/30) (p=0,9). U neSto viSe od dvije tre¢ine AA tumorske

stanice bile su umjereno pozitivne (22/30), dok je slab intenzitet bojanja

56



zabiliezen u 8/30 PA (p=0,01). U podjednakom broju AA zabiljeZzena je u
krvnim  Zilama CD133 pozitivna (17/30) odnosno negativha (13/30)
imunoreaktivnost (p=0,47). Mezenhimska stroma bila je imunopozitivha u

19/30 uzoraka u slabom intenzitetu, a negativna u 11/30 (p=0,01).
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Slika 15. Prikaz IH bOJanJa AA an CD133. Slika pokazuje umjeren citoplazmatski

zrnati CD133 pozitivitet u tumorskim stanicama AA, dok je stroma slabo pozitivha.
(objektiv x40)
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Tablica 12. Pojavnost CD133 u AA.

BROJ | TUMORSKE | INTENZITET | KRVNE | STROMA | INTENZITET
STANICE ZILE

1 + slab 0 0 0
2 +++ umjeren 1 1 slab
3 ++ umjeren 1 1 slab
4 ++ umjeren 1 1 slab
5 +++ umjeren 0 1 slab
6 ++ umjeren 1 1 slab
7 ++ slab 0 1 slab
8 ++ umjeren 1 1 slab
9 ++ umjeren 1 1 slab
10 +++ umjeren 1 1 slab
11 +++ umjeren 1 0 0
12 + slab 0 0 0
13 +++ umjeren 1 1 slab
14 + slab 0 0 0
15 +++ umjeren 1 1 slab
16 +++ umjeren 1 1 slab
17 + umjeren 0 0 0
18 + umjeren 0 1 slab
19 + slab 0 0 0
20 + slab 0 0 0
21 +++ umjeren 1 1 slab
22 ++ umjeren 1 1 slab
23 ++ slab 0 1 slab
24 +++ umjeren 0 1 slab
25 +++ umjeren 1 0 0
26 ++ umjeren 1 1 slab
27 +++ umjeren 1 0 0
28 + umjeren 0 0 0
29 + slab 0 0 0
30 ++ umjeren 1 1 slab

Legenda: '+' — imunopozitivitet u do 25% tumorskih stanica, '++' —imunopoztivitet u
>25-50% tumorskih stanica, '+++' — imunopozitivitet u >50% tumorskih stanica, '0' —

nema pozitiviteta, '1' — prisutan pozitivitet

4.2.4. Pojavnost CD133 u glioblastomima

Rezultati patohistoloSke analize pojavnosti CD133 u GBM (slika 16) prikazani
su u tablici 13. Semikvantitativnom analizom zabiljezen je u podjednakom
broju GBM CD133 imunopozitivitet u tumorskim stanicama koji je iznosio +++
(17/30) i ++ (13/30) (p=0,47). Nadalje, u podjednakom broju GBM zabiljezen je

umjeren (16/30) odnosno jak (13/30) intenzitet bojenja tumorskih stanica, dok
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je slab intenzitet zabiljezen sporadi¢no (1/30) (p=0,002). Krvne Zile bile su u
podjednakom broju uzoraka CD133 imunopozitivne (17/30) i negativne (13/30)
(p=0,47). Mezenhimska stroma bila je imunopozitivna u glavnini uzoraka

(28/30), a negativha samo sporadi¢no (2/30) (p<0,001). U priblizno dvije

treCine (19/30) GBM zabiljeZzen je umjeren intenzitet bojanja strome, dok je
slabi intenzitet bio prisutan u 9/30 uzoraka (p=0,0007). Pozitivna CD133
imunoreakcija zabiljezena je samo sporadi¢no (3/30), dok su nekroze u
glavnini GBM bile negativne (27/30) (p<0,001).

Slika 16. Prikaz IH bojanja GBM na CD133. Slika pokazu1e umjeren i jak CD133
pozitivitet tumorskih stanica GBM. (objektiv x40)
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Tablica 13. Pojavnost CD133 u GBM.

BROJ | TUMORSKE | INTENZITET | KRVNE | STROMA | INTENZITET | NEKROZA
STANICE ZILE
1 +++ jak 1 1 umjeren 0
2 ++ umjeren 0 0 - 0
3 ++ umjeren 0 1 slab 0
4 ++ slab 1 0 - 0
5 ++ umjeren 1 1 umjeren 0
6 +++ umjeren 0 1 umjeren 0
7 +++ jak 1 1 slab 0
8 +++ jak 0 1 umjeren 1
9 +++ umjeren 1 1 umjeren 1
10 +++ umjeren 1 1 slab 0
11 +++ jak 0 1 umjeren 0
12 +++ jak 1 1 umjeren 0
13 +++ umjeren 1 1 slab 0
14 +++ jak 1 1 umjeren 0
15 ++ umjeren 0 1 slab 0
16 +++ umjeren 0 1 slab 0
17 +++ umjeren 0 1 slab 0
18 +++ jak 1 1 umjeren 0
19 ++ umjeren 0 1 slab 0
20 ++ jak 1 1 umjeren 0
21 +++ jak 1 1 umjeren 0
22 ++ umjeren 1 1 umjeren 0
23 ++ umjeren 0 1 slab 1
24 ++ jak 1 1 umjeren 0
25 ++ umjeren 1 1 umjeren 0
26 ++ umjeren 0 1 umjeren 0
27 ++ jak 0 1 umjeren 0
28 +++ jak 0 1 umjeren 0
29 +++ umjeren 1 1 umjeren 0
30 +++ jak 1 1 umjeren 0
Legenda: '+' — imunopozitivitet u do 25% tumorskih stanica, '++' —imunopoztivitet u

>25-50% tumorskih stanica, '+++' — imunopozitivitet u >50% tumorskih stanica, '0' —

nema pozitiviteta, '1' — prisutan pozitivitet

4.2.5. Pojavnost CD133 u oligodendrogliomima

Rezultati patohistoloSke analize pojavnosti CD133 u O (slika 17) prikazani su

u tablici 14. Semikvantitativnom analizom zabiljezen je u podjednakom broju O

CD133 imunopozitivitet u tumorskim stanicama koji je iznosio +++ (13/30) i ++
(13/30), dok je + bilo samo 4/30 O (p=0,07). U glavnini GBM zabiljezen je
umjeren (23/30) intenzitet bojenja tumorskih stanica, dok su jak (4/30) i slab

(3/30) intenzitet zabiljeZni sporadi¢no (p<0,001). U glavnini O krvne Zile bile su
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imunonegativne (27/30) te samo sporadi¢no pozitivne (3/30) (p<0,001).
Mezenhimska stroma bila je imunopozitivha u glavnini O (28/30) (p<0,001).
Intenzitet bojenja strome bio je slab (17/28) do umjeren (11/28) (p=0,003).
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Slika 17. Prikaz IH bojanja O na CD133. Slika pokazuje umjeren i jak citoplazmatski
zrnati pozitivitet tumorskih stanica O na CD133, dok je stroma pozitivna u slabom
intenzitetu. (objektiv 40)
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Tablica 14. Pojavnost CD133 u O.

BROJ | TUMORSKE | INTENZITET | KRVNE | STROMA | INTENZITET
STANICE ZILE

1 ++ umjeren 0 1 slab

2 ++ umjeren 0 0 0

3 +++ jak 0 1 umjeren
4 ++ umjeren 1 1 slab

5 +++ umjeren 0 1 slab

6 ++ umjeren 0 1 slab

7 +++ umjeren 0 1 umjeren
8 +++ jak 0 1 umjeren
9 +++ umjeren 0 1 slab
10 ++ umjeren 0 1 slab
11 +++ umjeren 0 1 umjeren
12 ++ umjeren 0 1 slab
13 ++ umjeren 0 1 slab
14 +++ umjeren 1 1 umjeren
15 +++ umjeren 0 1 umjeren
16 ++ umjeren 0 1 slab
17 + slab 0 1 slab
18 + slab 0 0 0

19 + umjeren 0 1 slab
20 ++ umjeren 0 1 slab
21 +++ jak 0 1 umjeren
22 ++ umjeren 0 1 slab
23 ++ umjeren 0 1 slab
24 +++ umjeren 0 1 umjeren
25 + slab 0 1 slab
26 ++ umjeren 0 1 slab
27 +++ umjeren 0 1 umjeren
28 ++ umjeren 0 1 slab
29 +++ umjeren 1 1 umjeren
30 +++ jak 0 1 umjeren

Legenda: '+' — imunopozitivitet u do 25% tumorskih stanica, '++' —imunopoztivitet u
>25-50% tumorskih stanica, '+++' — imunopozitivitet u >50% tumorskih stanica, '0' —

nema pozitiviteta, '1' — prisutan pozitivitet

4.2.6. Pojavnost CD133 u anaplasti¢nim oligodendrogliomima

Rezultati patohistoloSke analize pojavnosti CD133 u AO (slika 18) prikazani su
u tablici 15. Semikvantitativnom analizom zabiljeZen je u nesto manje od dvije
treCine AO (18/30) CD133 imunopozitivitet u tumorskim stanicama koji je
iznosio ++ u 18/30, a +++ u 9/30 te s + u 3/30 tumora (p=0,003). Tumorske

stanice bile su pozitivne u jakom intenzitetu u 10/30, u umjerenem intenzitetu
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u 18/30, a u slabom u 2/30 AO (p=0,002). Krvne Zile u AO bile su uglavhom
CD133 imunonegativne (28/30) te tek sporadi¢no pozitivne (2/30) (p<0,001). U

svim AO nadena je imunopozitivna mezenhimska stroma koja je u viSe od

dvije tre€ine uzoraka bila slabog intenziteta (22/30), a u preostalim umjerenog
(8/20) (p=0,01).

Slika 18. Prikaz IH bojanja AO na CD133. Slika pokazuje jak zrnati citoplazmatski
CD133 pozitivitet u tumorskim stanicama AE. (objektiv x40)
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Tablica 15. Pojavnost CD133 u AO.

BROJ | TUMORSKE | INTENZITET | KRVNE | STROMA | INTENZITET
STANICE ZILE

1 ++ jak 0 1 umjeren
2 ++ umjeren 1 1 umjeren
3 + slab 0 1 slab

4 + umjeren 0 1 slab

5 +++ jak 0 1 slab

6 ++ umjeren 0 1 slab

7 +++ jak 0 1 umjeren
8 ++ umjeren 0 1 slab

9 +++ jak 1 1 umjeren
10 +++ jak 0 1 slab
11 ++ umjeren 0 1 slab
12 ++ umjeren 0 1 slab
13 ++ jak 0 1 slab
14 ++ jak 0 1 umjeren
15 ++ umjeren 0 1 slab
16 +++ jak 0 1 umjeren
17 ++ umjeren 0 1 slab
18 + umjeren 0 1 slab
19 +++ jak 0 1 umjeren
20 ++ umjeren 0 1 slab
21 ++ slab 0 1 slab
22 +++ umjeren 0 1 slab
23 ++ umjeren 0 1 slab
24 ++ umjeren 0 1 slab
25 ++ umjeren 0 1 slab
26 ++ umjeren 0 1 umjeren
27 ++ umjeren 0 1 slab
28 +++ jak 0 1 slab
29 ++ umjeren 0 1 slab
30 +++ umjeren 0 1 slab

Legenda: '+' — imunopozitivitet u do 25% tumorskih stanica, '++' —imunopoztivitet u
>25-50% tumorskih stanica, '+++' — imunopozitivitet u >50% tumorskih stanica, '0' —

nema pozitiviteta, '1' — prisutan pozitivitet

4.2.7. Pojavnost CD133 u ependimomima

Rezultati patohistolo$ke analize pojavnosti CD133 u E (slika 19) prikazani su u
tablici 16. Semikvantitativnom analizom zabiljeZzen je u podjednakom broju E
CD133 imunopozitivitet u tumorskim stanicama koji je iznosio +++ (6/20), ++
(7/20) i bez imunopozitivne reakcije (7/20) (p=0,08). Nadalje, u E sa

pozitivnom imunoreakcijom zabiljeZen je umjeren (8/20), jak (4/20) i slab (1/20)
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intenzitet bojenja tumorskih stanica (p=0,11). U glavnini E krvne Zile bile su
imunonegativne na CD133 (17/20) te samo sporadi¢no pozitivne (3/20)
(p=0,002). Mezenhimska stroma u podjednakom je broju E pozitivna (12/20) i
negativna (8/20) na CD133 (p=0,37). Intenzitet bojanja strome u

imunoreaktivnim E uglavnom je slabog intenziteta (11/12), dok je umjeren

zabiljezen samo u 1/12 E (p=0,02).

Slika 19. Prikaz IH bojanja E na CD133. Slika pokazuje pokoju umjereno pozitivhu
tumorsku stanicu na CD133, dok je stroma slabo pozitivna. (objektiv x40)
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Tablica 16. Pojavnost CD133 u E.

BROJ | TUMORSKE | INTENZITET | KRVNE | STROMA | INTENZITET
STANICE ZILE

1 - 0 0 0 0
2 - 0 0 0 0
3 +++ jak 0 1 slab
4 +++ jak 0 1 slab
5 +++ umjeren 0 1 slab
6 ++ umjeren 0 1 slab
7 ++ umjeren 0 1 slab
8 +++ jak 1 1 slab
9 ++ umjeren 0 0 0
10 +++ jak 0 1 umjeren
11 ++ slab 0 1 slab
12 - 0 0 0 0
13 +++ umjeren 1 1 slab
14 - 0 0 0 0
15 - 0 0 0 0
16 - 0 0 0 0
17 ++ umjeren 0 1 slab
18 ++ umjeren 0 1 slab
19 ++ umjeren 1 1 slab
20 - 0 0 0 0

Legenda: '+' — imunopozitivitet u do 25% tumorskih stanica, '++' —imunopoztivitet u
>25-50% tumorskih stanica, '+++' — imunopozitivitet u >50% tumorskih stanica, '0' —

nema pozitiviteta, '1' — prisutan pozitivitet

4.2.8. Pojavnost CD133 u anaplasti¢nim ependimomima

Rezultati patohistoloSke analize pojavnosti CD133 u AE (slika 20) prikazani su
u tablici 17. Semikvantitativnom analizom u vise od polovice (13/20) AE nije
zabiljezen CD133 imunopozitivitet u tumorskim stanicama. Imunopozitivitet koji
je iznosio + zabiliezen je u 6/20 i ++ u 1/20 AE (p=0,004). U svim
imunopozitivnim AE (7/20) intenzitet bojenja tumorskih stanica je slab
(p=0,18). U tri Cetvrtine AE krvne Zile bile su imunonegativhe (15/20) na
CD133, dok su u u jednoj Cetvrini bile (5/20) pozitivhe (p=0,03). Mezenhimska
stroma bila je imunonegativna u glavnini uzoraka (18/20), dok je samo u 2/30
AE stroma bila pozitivna slabim intenzitetom imunoreakcije (p=0,0003).

Nekroze u svim AE bile su negativne na CD133.
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Slika 20. Prikaz IH bojanja AE na CD133. Slika pokazuje pokoju slabo pozitivhu
tumorsku stanicu na CD133 u AE, dok je stroma negativna. (objektiv x40)
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Tablica 17. Pojavnost CD133 u AE.

BROJ | TUMORSKE | INTENZITET | KRVNE | STROMA | INTENZITET | NEKROZA
STANICE ZILE
1 ++ slab 1 0 0 0
2 - 0 0 0 0 0
3 + slab 0 0 0 0
4 + slab 1 1 slab 0
5 + slab 1 1 slab 0
6 - 0 0 0 0 0
7 - 0 0 0 0 0
8 - 0 0 0 0 0
9 - 0 0 0 0 0
10 - 0 0 0 0 0
1 + slab 1 0 0 0
12 - 0 0 0 0 0
13 + slab 1 0 0 0
14 0 0 0 0 0
15 - 0 0 0 0 0
16 - 0 0 0 0 0
17 0 0 0 0 0
18 + slab 0 0 0 0
19 - 0 0 0 0 0
20 - 0 0 0 0 0

Legenda: '+' — imunopozitivitet u do 25% tumorskih stanica, '++' —imunopoztivitet u
>25-50% tumorskih stanica, '+++' — imunopozitivitet u >50% tumorskih stanica, '0' —

nema pozitiviteta, '1' — prisutan pozitivitet

4.2.9. Pojavnost CD133 u subependimomima

Rezultati patohistoloSke analize pojavnosti CD133 u S (slika 21) prikazani su u
tablici 18. Semikvantitativnom analizom u polovici S (5/10) nije zabiljezen
CD133 imunopozitivitet u tumorskim stanicama (p=0,2). Imunopozitivitet koji je
iznosio + zabiljezen je u 3/10, a sa ++ i +++ u po 1/10 S (p=0,12). U
imunopozitivnim uzorcima (5/10) intenzitet bojanja tumorskih stanica je slabog
(4/10) i umjerenog (1/10) intenziteta (p=0,12). U glavnini S (8/10) krvne zile
bile su imunonegativhe na CD133, dok su u 2/10 S bile pozitivne (p=0,12).
Mezenhimska stroma bila je imunonegativne u glavnini uzoraka (8/10), dok je
u samo 2/10 S stroma bila pozitivna slabim intenzitetom imunoreakcije
(p=0,12).

68



Slika 21. Prikaz IH bojanja S na CD133. Slika pokazuje CD133 negativne tumorske
stanice i stromu u S. (objektiv x25)

Tablica 18. Pojavnost CD133 u S.

BROJ | TUMORSKE | INTENZITET | KRVNE | STROMA | INTENZITET
STANICE ZILE

1 - 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 + slab 0 0 0
4 ++ slab 1 1 slab
5 + slab 0 0 0
6 - 0 0 0 0
7 - 0 0 0 0
8 - 0 0 0 0
9 + slab 0 0 0
10 +++ umjeren 1 1 slab

Legenda: '+ — imunopozitivitet u do 25% tumorskih stanica, '++' —imunopoztivitet u
>25-50% tumorskih stanica, '+++' — imunopozitivitet u >50% tumorskih stanica, '0' —

nema pozitiviteta, '1' — prisutan pozitivitet

4.2.10. Imunohistokemijska pojavnost CD133 u astrocitnim tumorima

Za potrebe ove statistiCke analize astrocitni tumori podijeljeni su u dvije
skupine: PA i DA kao astrocitni tumor niskog stupnja zlocudnosti te AA i GBM

kao astrocitni tumori visokog stupnja zlo¢udnosti. U astrocitnim tumorima
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visokog stupnja zlo¢udnosti zabiljezen je statistic¢ki znacajno veéi postotak
CD133 pozitivnih tumorskih stanica, nego u astrocitomima niskog stupnja
zlocudnosti (p<0,001). Nadalje, u astrocitnim tumorima viSeg gradusa naden je
statisticki znacajno jaci intenzitetu bojanja tumorskih stanica (p<0,001),
koli¢ina tumorske strome (p=0,03) i intenzitet bojanja tumorske strome
(p<0,001), nego u astrocitomima niskog stupnja zlocudnosti. Nije bilo statistiCki
znacajne razlike u bojanju krvnih zila (p=0,14) izmedu astrocitoma visokog i

niskog stupnja zlo¢udnosti (Tablica 10, 11, 12 13).

4.2.11. Imunohistokemijska pojavnost CD133 u oligodendroglijalnim tumorima

U AO zabiljezen je statisticki jaci intenzitet bojanja tumorske strome na CD133
(p=0,0007), nego u O. Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u postotku bojanja
tumorskih stanica na HNE, intenzitetu bojanja tumorskih stanica, koliCini
obojane strome i bojanju krvnih Zila (p>0,05) izmedu ove dvije skupine
(Tablica 14 i 15).

4.2.12. Imunohistokemijska pojavnost CD133 u ependimalnim tumorima

U E naden je statistiCki znacajno veci postotak CD133 pozitivnih tumorskih
stanica, nego u S (p<0,0001) i AE (p<0,001), Nadalje, zabiljezen je statistiCki
znacajno jaci intenzitet bojanja tumorskih stanica (p<0,001) te koli€ina i
intenzitet bojanja tumorske strome (p<0,01) u E, negou S i AE. CD133
imunoreaktivnost u krvnim zilama bila je podjednaka u E kao S i AE (p>0,05).
U skupini AE zabiljezen je statisticki znacajno veci postotak CD133 pozitivnih
tumorskih stanica, nego u S (p=0,02), dok je intenzitet bojanja tumorskih
stanica, koli€ina i intenzitet bojanja tumorske strome kao i CD133
imunoreaktivnost u krvnim Zilama bila podjednaka u S i AE (p>0,05). Kao u
prethodnom poglavlju za potrebe statistiCke analize ependimalni tumori
podijeljeni su u dvije skupine: S u jednoj skupini te E i AE u drugoj skupini. U E

i AE naden je statistiCki znaCajno veci postotak CD133 pozitivnih tumorskih
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stanica, nego u S (p<0,0002). Nadalje, statisti¢ki znacajno jaci intenzitet
bojanja tumorskih stanica (p=0,0003) i intenzitet bojanja tumorske strome
(p<0,0001) zabiljezen je u E i AE, nego u S. lako je broj CD133
imunoreakivnih krvnih Zila u svim tumorskim skupinama bio mali, statisticki
znacajno veci broj CD133 pozitivnih krvnih Zila (p=0,002) i strome (p<0,0001)
naden je u E i AE, nego u S (Tablica 16, 17 i 18).

4.3. ISTOVREMENA POJAVNOST HNE | CD133 U GLIJALNIM TUMORIMA

4.3.1. Istovremena pojavnost HNE i CD133 u pilocitiCkim astrocitomima

4.3.1.a Pojavnost u tumorskim stanica pilocitickih astrocitoma

Dobiveni rezultati statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u postotku
tumorskih stanica u PA prikazani su u tablici 19 i na slici 22. Vidljivo je da je
HNE u >50% tumorskih stanica prisutan u 63% uzoraka, dok je CD133 u
samo 3% uzoraka. Nadalje, nema negativnih PA bojanih na HNE, dok je
CD133 negativan u 63% uzoraka te slabo pozitivan u 33,3%. Provedenom
statistiCkom analizom pronadena je statistiCki znaCajna razlika u koekspresiji
HNE i CD133 u postotku pozitivnih tumorskih stanica u PA (p=0,0001). Potoniji
nalaz ukazuje na obrnuto proporcionalnu ekspresiju CD133 i HNE u

tumorskim stanicama PA.

Tablica 19. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u tumorskim stanicama PA.

Tumorske stanice
Bez <25% 25-50% >50%
pozitivnih | pozitivnih | pozitivnih | pozitivnin | Total
tumorskih | tumorskih | tumorskih | tumorskih

stanica stanica stanica stanica
HNE Broj 0 0 11 19 30
Imunohistokemija % . ,0% ,0% 36,7% 63,3% | 100,0%
CD133 Broj 19 10 1 0 30
% 63,3% 33,3% 3,3% ,0% | 100,0%
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Slika 22. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u tumorskim stanicama PA.

4.3.1.b Intenzitet bojanja tumorskih stanica pilocitiCkih astrocitoma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u

intenzitetu bojanja tumorskih stanica u PA prikazani su u tablici 20 i na slici 23.

Vidljivo je da se 87% uzoraka bojalo umjerenim intenzitetom na HNE, dok je

CD133 bio u slabom intenzitetu u 30% uzoraka. Nije bilo stanica bojanih jakim

intenzitetom na CD133. Provedenom statistic(kom analizom pronadena je

statisticki zna€ajna razlika u koekspresiji HNE i CD133 u intenzitetu bojanja

tumorskih stanica u PA (p=0,0001). Potonji nalaz ukazuje na obrnuto

proporcionalnu ekspresiju CD133 i HNE u intenzitetu bojanja tumorskih

stanicama PA.

Tablica 20. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja tumorskih stanica

PA.
Intenzitet bojanja tumorskih stanica
Total
b E_:ez_ Slabo Umijereno Jako o
ojanja

HNE Broj 0 2 26 2 30
. - % ,0% 6,7% 86,7% 6,7% | 100,0%
Imunohistokemija Broj 19 9 2 0 30
CcD133 % 63,3% 30,0% 6,7% ,0% | 100,0%
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Slika 23. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja tumorskih stanica PA.

4.3.1.c Pojavnost na krvnim zilama pliocitiCkih astrocitoma

Dobiveni rezultati nakon statistiCke analize IH koekspresije HNE i CD133 na

krvnim zilama u PA prikazani su u tablici 21 i na slici 24. Vidljivo je da su krvne

Zile pozitivne u 97% uzoraka, dok su CD133 negativhe u svim uzorcima.

Provedenom statistickom analizom pronadena je statistiCki znaCajna razlika u
koekspresiji HNE i CD133 u bojanju krvnih Zila PA (p=0,0001). Potonji nalaz

ukazuje na obrnuto proporcionalnu ekspresiju CD133 i HNE u bojanju krvnih

zila PA.

Tablica 21. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u bojanju krvnih zila PA.

Krvne Zile
- — Total
Negativne Pozitivhe
HNE Broj 1 29 30
. - % 3,3% 96,7% | 100,0%
Imunohistokemija -

CD133 Broj 30 0 30

% 100,0% ,0% | 100,0%
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Slika 24. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u bojanju krvnih zila PA.

4.3.1.d Pojavnost u stromi pilocitiCkih astrocitoma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize imunohistokemijske koekspresije
HNE i CD133 u stromi PA prikazani su u tablici 22 i na slici 25. Vidljivo je da je
stroma pozitivna u svim uzorcima, dok je CD133 negativan u svim uzorcima.
Provedenom statisticCkom analizom pronadena je statistiCki znacajna razlika u
koekspresiji HNE i CD133 u bojanju strome PA (p=0,0001). Potonji nalaz
ukazuje na obrnuto proporcionalnu ekspresiju CD133 i HNE u bojanju strome
PA.

Tablica 22. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u bojanju strome PA.

Stroma
- — Total
Negativna Pozitivha

Broj 0 30 30

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

Imunohistokemija oo . T, J 3 ’ 30

roj
cD133 % 90,0% 10,0% 100,0%
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Slika 25. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u bojanju strome PA.

4.3.1.e Intenzitet bojanja strome pilocitiCkih astrocitoma

Dobiveni rezultati nakon statistiCke analize IH koekspresije HNE i CD133 u
intenzitetu bojanja strome u PA prikazani su u tablici 23. i na slici 26. Vidljivo je
da se 57% uzoraka bojalo slabim intenzitetom na HNE, dok je CD133 bio u
slabom intenzitetu u 10% uzoraka. Nije bilo stanica bojanih jakim intenzitetom
na CD133 i HNE. Provedenom statistickom analizom pronadena je statisticki
znacajna razlika u koekspresiji HNE i CD133 u intenzitetu bojanja strome u PA
(p=0,0001). Potonji nalaz ukazuje na obrnuto proporcionalnu ekspresiju
CD133 i HNE u intenzitetu bojanja strome PA.

Tablica 23. Prikaz pojavnost HNE i CD133 u intenzitetu bojanju strome PA.

Intenzitet bojanja strome
Total
b B.ez. Slabo Umijereno ota
ojanja

HNE Broj 0 17 13 30
Imunohistokemija % - 0% 56,7% 43,3% 100,0%
cD133 Broj 27 3 0 30
% 90,0% 10,0% ,0% 100,0%
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Slika 26. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja strome PA.

4.3.2. Istovremena pojavnost HNE i CD133 u difuznim astrocitomima

4.3.2.a Pojavnost u tumorskim stanicama difuznih astrocitoma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u
postotku tumorskih stanica u DA prikazani su u tablici 24. i na slici 27. Vidljivo
je da je HNE u 25-50% tumorskih stanica prisutan u 60% uzoraka, dok je
CD133 prisutan u 87% uzoraka. Provedenom statistickom analizom nije
pronadena statisti¢ki zna€ajna razlika u koekspresiji HNE i CD133 u postotku
pozitivnih tumorskih stanica u DA (p=0,049). Potonji nalaz ukazuje na

proporcionalnu ekspresiju CD133 i HNE u tumorskim stanicama DA.

Tablica 24. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u tumorskim stanicama DA.

Tumorske stanice
<25% 25-50% >50%
pozitivnih | pozitivnih | pozitivnih Total
tumorskih | tumorskih | tumorskih
stanica stanica stanica
HNE Broj 10 18 2 30
Imunohistokemija % . 33,3% 60,0% 6,7% 100,0%
CD133 Broj 4 26 0 30
% 13,3% 86,7% ,0% 100,0%
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Slika 27. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u tumorskim stanicama DA.

4 .3.2.b Intenzitet u tumorskim stanicama difuznih astrocitoma

CD133

Tumorske stanice
<25% pozitivnih
turnorskih stanica
25-50% pozitivnih
tumorskih stanica

D>50% pozitivnih

turnorskih stanica

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u

intenzitetu bojanja tumorskih stanica u DA prikazani su u tablici 25 i na slici 28.

Vidljivo je da se 70% uzoraka bojalo umjerenim intenzitetom na HNE, dok je

CD133 bio pozitivan u istom intenzitetu u 93% uzoraka. Provedenom

statistickom analizom nije pronadena statistiCki znaCajna razlika u koekspresiji
HNE i CD133 u intenzitetu bojanja tumorskih stanica u DA (p=0,50). Potoniji

nalaz ukazuje na proporcionalnu ekspresiju intenziteta CD133 i HNE u

tumorskim stanicama DA.

Tablica 25. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja tumorskih stanica

DA.
Intenzitet bojanja tumorskih
stanica Total
Slabo Umjereno Jako
HNE Broj 6 21 3 30
0, 0, 0, 0, 0,
Imunohistokemija E/froj 20'0/5 70’02§ 10’03 100’033
CD133 o, 6.7% | 93.3% 0% | 100,0%
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Slika 28. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja tumorskih stanica DA.

4.3.2.c Pojavnost na krvnim Zilama difuznih astrocitoma

Dobiveni rezultati nakon statistiCke analize IH koekspresije HNE i CD133 na

krvnim zilama u DA prikazani su u tablici 26 i na slici 29. Vidljivo je da su krvne

Zile HNE pozitivne u 77% uzoraka, dok su CD133 pozitivhe u 43% uzoraka.

Provedenom statistickom analizom nije pronadena statisticki znac€ajna razlika
u koekspresiji HNE i CD133 u bojanju krvnih zila u DA (p=0,08). Potoniji nalaz
ukazuje na proporcionalnu ekspresiju CD133 i HNE u krvnim zilama DA.

Tablica 26. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u bojanju krvnih Zila DA.

Krvne zile Total
Negativne Pozitivne
HNE 5FOJ 23 3‘77 76 72"? 100 03:’?
Imunohistokemija o =0 D 0
CD133 Broj 17 13 30
% 56,7% 43,3% 100,0%
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Slika 29. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u bojanju krvnih Zila DA.

4.3.2.d Pojavnost u stromi difuznih astrocitoma

Dobiveni rezultati nakon statistiCke analize IH koekspresije HNE i CD133 u

stromi DA prikazani su u tablici 27 i na slici 30. Vidljivo je da je stroma HNE

pozitivna u svim uzorcima, dok je CD133 pozitivan u 10% uzoraka.

Provedenom statistickom analizom nije pronadena statistiCki znaCajna razlika

u koekspresiji HNE i CD133 u bojanju strome DA (p=0,076). Potonji nalaz

ukazuje na proporcionalnu ekspresiju CD133 i HNE u stromi DA.

Tablica 27. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u bojanju strome DA.

Stroma
Negativna Pozitivha
HNE Broj 0 30
Imunohistokemija é’ : ,Og 100,02/70
roj
CD133
% 10,0% 90,0%
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Slika 30. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u bojanju strome DA.

4.3.2.e Intenzitet bojanja strome difuznih astrocitoma

Dobiveni rezultati nakon statistiCke analize IH koekspresije HNE i CD133 u
intenzitetu bojanja strome u DA prikazani su u tablici 28 i na slici 31. Vidljivo je
da se 87% uzoraka bojalo slabim intenzitetom na HNE, dok je CD133 bio u
slabom intenzitetu u 77% uzoraka. Provedenom statistickom analizom nije
pronadena statisticki znaCajna razlika u koekspresiji HNE i CD133 u
intenzitetu bojanja strome u DA (p=0,204). Potonji nalaz ukazuje na

proporcionalnu ekspresiju intenziteta CD133 i HNE u stromi DA.

Tablica 28. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja strome DA.

Intenzitet bojanja strome
Total
b Bez. Slabo Umjereno
ojanja

HNE Broj 0 26 4 30

Imunohistokemija % . ,0% 86,7% 13,3% 100,0%
CD133 Broj 3 23 4 30

% 10,0% 76,7% 13,3% 100,0%
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Slika 31. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja strome DA.
4.3.3. Istovremena pojavnost HNE i CD133 u anaplasti¢nim astrocitomima
4.3.3.a Pojavnost u tumorskim stanicama anaplastic¢nih astrocitoma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u
postotku tumorskih stanica u AA prikazani su u tablici 29 i na slici 32. Vidljivo
je da je HNE u >50% tumorskih stanica prisutan u 63% uzoraka, dok je CD133
u skupinama do 50% tumorskih stanica podjednako prisutan, nalazi se u oko
30% uzoraka. Provedenom statistickom analizom nije pronadena statistiCki
znacajna razlika u koekspresiji HNE i CD133 u postotku pozitivnih tumorskih
stanica u AA (p=0,84). Potonji nalaz ukazuje na proporcionalnu ekspresiju
CD133 i HNE u tumorskim stanicama AA.

Tablica 29. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u bojanju tumorskih stanica AA.

Tumorske stanice
<25% 25-50% >50%
pozitivnih | pozitivnih | pozitivnih Total
tumorskih | tumorskih | tumorskih
stanica stanica stanica
HNE Broj 7 4 19 30
Imunohistokemija % _ 23,3% 13,3% 63,3% 100,0%
CD133 Broj 9 10 11 30
% 30,0% 33,3% 36,7% 100,0%
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Slika 32. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u bojanju tumorskih stanica AA.

4.3.3.b Intenzitet u tumorskim stanicama anaplasti¢nih astrocitoma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u

intenzitetu bojanja tumorskih stanica u AA prikazani su u tablici 30 i na slici 33.

Vidljivo je da se 63% uzoraka bojalo umjerenim intenzitetom na HNE, dok je

CD133 bio pozitivan u istom intenzitetu u 73% uzoraka. Provedenom

statistiCkom analizom nije pronadena statistiCki zna€ajna razlika u koekspresiji
HNE i CD133 u intenzitetu bojanja tumorskih stanica u AA (p=0,64). Potonji

nalaz ukazuje na proporcionalnu ekspresiju intenziteta CD133 i HNE u

tumorskim stanicama AA.

Tablica 30. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja tumorskih stanica

AA.
Intenzitet bojanja tumorskih stanica
Total
Slabo Umijereno Jako
ANE 3"(3] 20 0‘; 63 31"/9 16 7°/5 100 O?‘,’?
Imunohistokemija = =2 =2 2 =2
CD133 Broj 8 22 0 30
% 26,7% 73,3% ,0% 100,0%
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Slika 33. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja tumorskih stanica AA.

4.3.3.c Pojavnost na krvnim zilama anaplasticnih astrocitoma

Dobiveni rezultati nakon statistiCke analize IH koekspresije HNE i CD133 na

krvnim zilama u AA prikazani su u tablici 31 i na slici 34. Vidljivo je da su krvne

Zile HNE pozitivne u 83% uzoraka, dok su CD133 pozitivne u 57% uzoraka.

Provedenom statistickom analizom pronadena je statistiCki znacajna razlika u
koekspresiji HNE i CD133 u bojanju krvnih zila u AA (p=0,024). Potonji nalaz

ukazuje na obrnuto proporcionalnu ekspresiju CD133 i HNE u krvnim zilama

AA.

Tablica 31. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u bojanju krvnih Zila AA.

Krvne zile
Total
Negativne Pozitivne
HNE <I)3roj o5 205 1?)0
Imunohistokemija %o - 16,7% 83,3% 100,0%
cD133 Broj 13 17 30
% 43,3% 56,7% 100,0%
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Slika 34. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u bojanju krvnih Zila AA.

4.3.3.d Pojavnost u stromi anaplasticnih astrocitoma

Dobiveni rezultati nakon statistiCke analize IH koekspresije HNE i CD133 u

stromi AA prikazani su u tablici 32 i na slici 35. Vidljivo je da je stroma HNE

pozitivna u svim uzorcima, dok je CD133 pozitivan u 63% uzoraka.

Provedenom statistickom analizom pronadena je statistiCki znacajna razlika u
koekspresiji HNE i CD133 u bojanju strome AA (p=0,001). Potonji nalaz

ukazuje na obrnuto proporcionalnu ekspresiju CD133 i HNE u stromi AA.

Tablica 32. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u bojanju strome AA.

Stroma
- — Total
Negativna Pozitivna
HNE Eroj 0O IiO ?:)0
Imunohistokemija %o - .0% 100,0% 100,0%
CD133 Broj 11 19 30
% 36,7% 63,3% 100,0%
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Slika 35. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u bojanju strome AA.

4.3.3.e Intenzitet bojanja strome anaplasti¢nih astrocitoma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u

intenzitetu bojanja strome u AA prikazani su u tablici 33. i na slici 36. Vidljivo je

da se 90% uzoraka bojalo slabim intenzitetom na HNE, dok je CD133 bio u

slabom

intenzitetu u 63%

uzoraka. Provedenom statistickom analizom

pronadena je statistiCcki znaCajna razlika u koekspresiji HNE i CD133 u

intenzitetu bojanja strome u AA (p=0,001). Potonji nalaz ukazuje na obrnuto

proporcionalnu ekspresiju CD133 i HNE u stromi AA.

Tablica 33. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja strome AA.

Intenzitet bojanja strome

Total
b B_ez_ Slabo Umijereno
ojanja
e oo I
Imunohistokemija é° : ’01/;’ 90101/0 10,0% 100,0%
CD133 roj 9 0 30
% 36,7% 63,3% ,0% 100,0%
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Slika 36. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja strome AA.

4.3.4. Istovremena pojavnost HNE i CD133 u glioblastomima

4.3.4.a Pojavnost u tumorskim stanicama glioblastoma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u
postotku tumorskih stanica u GBM prikazani su u tablici 34 i na slici 37.
Vidljivo je da je HNE u 25-50% tumorskih stanica prisutan u 74% uzoraka, dok
je CD133 u >50% tumorskih stanica prisutan u 57% uzoraka. Provedenom
statistiCkom analizom nije pronadena statistiCki znaCajna razlika u koekspresiji
HNE i CD133 u postotku pozitivnih tumorskih stanica u GBM (p=0,14). Potoniji
nalaz ukazuje na proporcionalnu ekspresiju CD133 i HNE u tumorskim

stanicama GBM.

Tablica 34. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u bojanju tumorskih stanica u GBM.

Tumorske stanice
25-50% >50%
pozitivnih pozitivnih Total

tumorskih tumorskih

stanica stanica
HNE AT T AR
Imunohistokemija o £ =2 s
CD133 Broj 13 17 30
% 43,3% 56,7% 100,0%
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Slika 37. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u bojanju tumorskih stanica u GBM.

4.3.4.b Intenzitet u tumorskim stanicama glioblastoma

Tumorske stanice

turnorskih stanica

:25-50% pozitivnih

»>60% pozitivnih
turnarskih stanica

Dobiveni rezultati nakon statisticne analize IH koekspresije HNE i CD133 u

intenzitetu bojanja tumorskih stanica u GBM prikazani su u tablici 35 i na slici

38. Vidljivo je da se 68% uzoraka bojalo umjerenim intenzitetom na HNE, dok

je CD133 bio pozitivan u istom intenzitetu u 53% uzoraka. Provedenom

statistiCkom analizom nije pronadena statistiCki znac¢ajna razlika u koekspresiji
HNE i CD133 u intenzitetu bojanja tumorskih stanica u GBM (p=0,5). Potoniji
nalaz ukazuje na proporcionalnu ekspresiju intenziteta CD133 i HNE u

tumorskim stanicama GBM.

Tablica 35. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja tumorskih stanica u

GBM.
Intenzitet bojanja tumorskih
stanica Total
Slabo Umjereno Jako
ANE ‘I?A:roj 3 2°/1 67 72°/1 29 0°/?, 100 0:?’/1
Imunohistokemija - ’ ’ : :
cD133 Broj 1 16 13 30
% 3,3% 53,3% 43,3% 100,0%
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Slika 38. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja tumorskih stanica u

GBM.

4.3.4.c Pojavnost na krvnim zilama glioblastoma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 na

krvnim Zilama u GBM prikazani su u tablici 36. i na slici 39. Vidljivo je da su

krvne Zile HNE pozitivne u 74% uzoraka, dok su CD133 pozitivhe u 57%

uzoraka.

Provedenom statistickom analizom nije pronadena statisticki

znacajna razlika u koekspresiji HNE i CD133 u bojanju krvnih zila u GBM

(p=0,15). Potoniji nalaz ukazuje na proporcionalnu ekspresiju CD133 i HNE u

krvnim zilama GBM.

Tablica 36. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u bojanju krvnih Zila u GBM.

Krvne Zile
- — Total
Negativne Pozitivhe
HNE ;B/rOJ 25 8"? 74 22"? 100 0:?’/1
Imunohistokemija S _ L0 £ 0 o 70
cD133 Broj 13 17 30
% 43,3% 56,7% 100,0%
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Slika 39. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u bojanju krvnih zila u GBM.

4.3.4.d Pojavnost u stromi glioblastoma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u
stromi GBM prikazani su u tablici 37 i na slici 40. Vidljivo je da je stroma HNE
pozitivna u svim uzorcima, dok je CD133 pozitivan u 93% uzoraka.
Provedenom statistickom analizom nije pronadena statistiCki znaCajna razlika
u koekspresiji HNE i CD133 u bojanju strome GBM (p=0,14). Potonji nalaz

ukazuje na proporcionalnu ekspresiju CD133 i HNE u stromi GBM.

Tablica 37. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u bojanju strome u GBM.

Stroma
- — Total
Negativna Pozitivha
HNE ?roj 0O :?31 %1
Imunohistokemija é" - '0/2° 100'02/" 100,0%
CD133 roj 8 30
% 6,7% 93,3% 100,0%
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Slika 40. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u bojanju strome u GBM.

4.3.4.e Intenzitet bojanja strome glioblastoma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u
intenzitetu bojanja strome u GBM prikazani su u tablici 38 i na slici 41. Vidljivo
je da se 58% uzoraka bojalo umjerenim intenzitetom na HNE, dok je CD133
bio u istom intenzitetu u 63% uzoraka. Nije bilo stanica bojanih jakim
intenzitetom na CD133 i HNE. Provedenom statistickom analizom nije
pronadena statisticki znaCajna razlika u koekspresiji HNE i CD133 u
intenzitetu bojanja strome u GBM (p=0,254). Potonji nalaz ukazuje na

proporcionalnu ekspresiju intenziteta CD133 i HNE u stromi GBM.

Tablica 38. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja strome u GBM.

Intenzitet bojanja strome
Total
b Bez_ Slabo Umjereno
ojanja

HNE 5“)] 0";) 41 91‘; 58 11"? 100 0:?’/1
Imunohistokemija — s 270 20 =20
cD133 Broj 2 9 19 30
% 6,7% 30,0% 63,3% 100,0%
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Slika 41. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja strome u GBM.

4.3.4.f Pojavnost u nekroti¢nim podrucjima glioblastoma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u

nekroti¢nim podrudjima u GBM prikazani su u tablici 39 i na slici 42. Vidljivo je

da je u 87% uzoraka nekroza HNE negativha, a u 90% uzoraka CD133

negativna. Provedenom statistickom analizom nije pronadena statisticki

znacajna razlika u koekspresiji HNE i CD133 u bojanju nekroti¢nih podrucja u

GBM (p=0,72). Potonji nalaz ukazuje na proporcionalnu ekspresiju CD133 i

HNE u nekroti¢nim podrucjima GBM.

Tablica 39. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u nekroti¢nim podrudjima u GBM.

Nekroza
Total
Ne Da
HNE oBrOj 1207 12 04 1 :?)1
Imunohistokemija % _ 87, 241 ,9/30 OO,O3A;
CD133 Broj 7 0
% 90,0% 10,0% 100,0%
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Slika 41. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u nekroti¢nim podrucjima u GBM.

4.3.5. Istovremena pojavnost HNE i CD133 u oligodendrogliomima

4.3.5.a Pojavnost u tumorskim stanicama oligodendroglioma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u
postotku tumorskih stanica u O prikazani su u tablici 40 i na slici 43. Vidljivo je
da je HNE u 25-50% tumorskih stanica prisutan u 63% uzoraka, dok je CD133
podjednako prisutan u >25% tumorskih stanica, u 43% uzoraka. Provedenom
statistiCkom analizom nije pronadena statistiCki znac¢ajna razlika u koekspresiji
HNE i CD133 u postotku pozitivnih tumorskih stanica u O (p=0,190). Potoniji
nalaz ukazuje na proporcionalnu ekspresiju CD133 i HNE u tumorskim

stanicama O.

Tablica 40. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u tumorskim stanicama O

Tumorske stanice
<25% 25-50% >50%
pozitivnih | pozitivnih | pozitivnih Total
tumorskih | tumorskih | tumorskih
stanica stanica stanica
HNE Broj 1 19 10 30
Imunohistokemija % . 3,3% 63,3% 33,3% 100,0%
CD133 Broj 4 13 13 30
% 13,3% 43,3% 43,3% 100,0%
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Slika 43. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u tumorskim stanicama O.

4.3.5.b Intenzitet u tumorskim stanicama oligodendroglioma
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Dobiveni rezultati nakon statisticne analize IH koekspresije HNE i CD133 u

intenzitetu bojanja tumorskih stanica u O prikazani su u tablici 41 i na slici 44.

Vidljivo je da se 73% uzoraka bojalo umjerenim intenzitetom na HNE, dok je

CD133 bio pozitivan u istom intenzitetu u 77% uzoraka. Provedenom

statistiCkom analizom nije pronadena statistiCki znaCajna razlika u koekspresiji

HNE i CD133 u intenzitetu bojanja tumorskih stanica u O (p=0,11). Potonji

nalaz ukazuje na proporcionalnu ekspresiju CD133 i HNE u tumorskim

stanicama O.

Tablica 41. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja tumorskih stanica O.

Intenzitet bojanja tumorskih stanica

- Total
Slabo Umijereno Jako
HNE Broj 0 22 8 30
Imunohistokemija % . ,0% 73,3% 26,7% 100,0%
CD133 Broj 3 23 4 30
% 10,0% 76,7% 13,3% 100,0%
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Slika 44. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja tumorskih stanica O.

4.3.5.c Pojavnost na krvnim zilama oligodendroglioma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 na

krvnim Zilama u O prikazani su u tablici 42 i na slici 45. Vidljivo je da su krvne

Zile negativne na HNE u 70% uzoraka, dok su CD133 negativnhe u 90%

uzoraka. Provedenom statistickom analizom nije pronadena statisticki

znacajna razlika u koekspresiji HNE i CD133 u bojanju krvnih zila u O

(p=0,05). Potoniji nalaz ukazuje na proporcionalnu ekspresiju CD133 i HNE u

krvnim zilama O.

Tablica 42. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u bojanju krvnih Zila u O.

Krvne Zile Total
Negativne | Pozitivhe
Broj 21 9 30
. . HNE % 70,0% 30,0% 100,0%
Imunohistokemija Broj 57 3 30
CD133 % 90,0% 10,0% 100,0%
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Slika 45. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u bojanju krvnih zila u O.

4.3.5.d Pojavnost u stromi oligodendroglioma

Dobiveni rezultati nakon statistiCke analize IH koekspresije HNE i CD133 u
stromi O prikazani su u tablici 43. i na slici 46. Vidljivo je da je stroma HNE
pozitivna u svim uzorcima, dok je CD133 pozitivan u 93% uzoraka.
Provedenom statistickom analizom nije pronadena statistiCki znacajna razlika
u koekspresiji HNE i CD133 u bojanju strome O (p=0,15). Potonji nalaz

ukazuje na proporcionalnu ekspresiju CD133 i HNE u stromi O.

Tablica 43. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u bojanju strome u O.

Stroma Total
Negativna Pozitivha
HNE Broj 0 30 30
Imunohistokemija % - 0% 100,0% 100,0%
CD133 Broj 2 28 30
% 6,7% 93,3% 100,0%
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Slika 46. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u bojanju strome u O.

4.3.5.e Intenzitet bojanja strome oligodendroglioma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u
intenzitetu bojanja strome u O prikazani su u tablici 44. i na slici 47. Vidljivo je
da se vecina uzoraka, 67%, bojalo slabim intenzitetom na HNE, dok je CD133
bio u istom intenzitetu u 57% uzoraka. Nije bilo stanica bojanih jakim
intenzitetom na CD133 i HNE. Provedenom statistickom analizom nije
pronadena statisticki znaCajna razlika u koekspresiji HNE i CD133 u
intenzitetu bojanja strome u O (p=0,31). Potonji nalaz ukazuje na

proporcionalnu ekspresiju intenziteta CD133 i HNE u stromi O.

Tablica 44. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja strome u O.

Intenzitet bojanja strome
Total
b B..ez. Slabo Umjereno ota
ojanja

HNE Broj 0 20 10 30
Imunohistokemija % . ,0% 66,7% 33,3% 100,0%
CD133 Broj 2 17 11 30
% 6,7% 56,7% 36,7% 100,0%
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Slika 47. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja strome u O.

4.3.6. Istovremena pojavhost HNE i CD133 u anaplasticnim

oligodendrogliomima

4.3.6.a Pojavnost u tumorskim stanicama anaplastic¢nih oligodendroglioma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u
postotku tumorskih stanica u AO prikazani su u tablici 45. i na slici 48. Vidljivo
je da je HNE u 25-50% tumorskih stanica prisutan u 50% uzoraka, dok je
CD133 prisutan u 60% uzoraka. Provedenom statistickom analizom nije
pronadena statistiCki znaCajna razlika u koekspresiji HNE i CD133 u postotku
pozitivnih tumorskih stanica u AO (p=0,74). Potonji nalaz ukazuje na

proporcionalnu ekspresiju CD133 i HNE u tumorskim stanicama AO.

Tablica 45. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u tumorskim stanicama u AO.

Tumorske stanice
<25% 25-50% >50%
pozitivnih | pozitivninh | pozitivnih Total
tumorskih | tumorskih | tumorskih
stanica stanica stanica

HNE Broj 4 15 11 30
Imunohistokemija % . 13,3% 50,0% 36,7% 100,0%
CcD133 Broj 3 18 9 30
% 10,0% 60,0% 30,0% 100,0%

97



Tip tumora: ANAPLASTICNI OLIGODENDROGLIOM

20 Tumorske stanice

<25% pozitivnih
tumorskih stanica
25-50% pozitivnih
turnarskih stanica
D>50% pozitivnih
turnorskih stanica

Frekvencija

HMNE CD133
Imunochistokemija

Slika 48. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u tumorskim stanicama u AO.

4.3.6.b Intenzitet u tumorskim stanicama anaplastic¢nih oligodendroglioma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u
intenzitetu bojanja tumorskih stanica u AO prikazani su u tablici 46 i na slici
49. Vidljivo je da se 47% uzoraka bojalo jakim intenzitetom na HNE, dok je
CD133 bio pozitivan u istom intenzitetu u 33% uzoraka. Provedenom
statistiCkom analizom nije pronadena statistiCki znacajna razlika u koekspresiji
HNE i CD133 u intenzitetu bojanja tumorskih stanica u AO (p=0,25). Potoniji
nalaz ukazuje na proporcionalnu ekspresiju intenziteta CD133 i HNE u
tumorskim stanicama AO.

Tablica 46. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja tumorskih stanica u
AO.

Intenzitet bojanja tumorskih stanica Total
Slabo Umjereno Jako
HNE Broj 0 16 14 30
Imunohistokemija % . ,0% 53,3% 46,7% 100,0%
CD133 Broj 2 18 10 30
% 6,7% 60,0% 33,3% 100,0%
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Slika 49. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja tumorskih stanica u
AO.

4.3.6.c Pojavnost na krvnim zilama anaplasticnih oligodendroglioma

Dobiveni rezultati nakon statistiCke analize IH koekspresije HNE i CD133 na
krvnim zilama u AO prikazani su u tablici 47 i na slici 50. Vidljivo je da su krvne
Zile HNE pozitivne u 60% uzoraka, dok su CD133 negativnhe u 90% uzoraka.
Provedenom statistickom analizom nije pronadena statistiCki znacajna razlika
u koekspresiji HNE i CD133 u bojanju krvnih zila u AO (p=0,05). Potoniji nalaz

ukazuje na proporcionalnu ekspresiju CD133 i HNE u krvnim zilama AO.

Tablica 47. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u krvnim zilama u AO.

Krvne zile Total
Negativne | Pozitivne
HNE Broj 12 18 30
Imunohistokemija % - 40,0% 60,0% 100,0%
CD133 Broj 28 2 30
% 93,3% 6,7% 100,0%
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Slika 50. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u krvnim Zilama u AO.

4.3.6.d Pojavnost u stromi anaplasti¢nih oligodendroglioma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u
stromi AO prikazani su u tablici 48. i na slici 51. Vidljivo je da je stroma HNE i
CD133 pozitivna u svim uzorcima. Provedenom statistickom analizom
pronadena je statistiCki zna€ajna razlika u koekspresiji HNE i CD133 u bojanju
strome AO (p=0,002). Potonji nalaz ukazuje na obrnuto proporcionalnu
ekspresiju CD133 i HNE u stromi AO.

Tablica 48. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u stromi u AO.

Strf).ma Total
Pozitivha
LNE Broj 30 30
Imunohistokemija % . 100’03/00 100’03€
cp133 B
% 100,0% 100,0%
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Slika 51. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u stromi u AO.

4.3.6.e Intenzitet bojanja strome anaplasti¢nih ologodendroglioma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u

intenzitetu bojanja strome u AO prikazani su u tablici 49 i na slici 52. Vidljivo je

da se vecina uzoraka, 67%, bojalo umjerenim intenzitetom na HNE, dok je

CD133 bio u istom intenzitetu u 27% uzoraka. Nije bilo stanica bojanih jakim

intenzitetom na CD133 i HNE. Provedenom statistickom analizom pronadena

je statisticki znac€ajna razlika u koekspresiji HNE i CD133 u intenzitetu bojanja

strome u AO (p=0,002). Potonji nalaz ukazuje na obrnuto proporcionalnu
ekspresiju intenziteta CD133 i HNE u stromi AO.

Tablica 49. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja strome u AO.

Intenzitet bojanja strome Total
Slabo Umijereno
HNE ‘I;D/’rOJ 33 31"}) 66 72"? 100 03:’?
Imunohistokemija ° 970 L 70 V70
CcD133 Broj 22 8 30
% 73,3% 26,7% 100,0%
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Slika 52. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja strome u AO.
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4.3.7. Istovremena pojavnost HNE i CD133 u ependimomima

4.3.7.a Pojavnost u tumorskim stanicama ependimoma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u

postotku tumorskih stanica u E prikazani su u tablici 50 i na slici 53. Vidljivo je
da je HNE u >50% tumorskih stanica prisutan u 75% uzoraka, dok je CD133

podjednako

rasporeden po svim skupinama.

Provedenom statistickom

analizom pronadena je statistiCki znaCajna razlika u koekspresiji HNE i CD133

u postotku pozitivnih tumorskih stanica u E (p=0,004). Potonji nalaz ukazuje

na obrnuto proporcionalnu ekspresiju CD133 i HNE u tumorskim stanicama E.

Tablica 50. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u tumorskim stanicama E.

Tumorske stanice

Bez 25-50% >50%
pozitivnih pozitivnih pozitivnih Total
tumorskih tumorskih tumorskih
stanica stanica stanica

HNE Broj 0 5 15 20
Imunohistokemija % . ,0% 25,0% 75,0% 100,0%
CD133 Broj 7 7 6 20
% 35,0% 35,0% 30,0% 100,0%
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Slika 53.

Tip tumora: EPENDIMOM
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Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u tumorskim stanicama u E.

4.3.7.b Intenzitet u tumorskim stanicama ependimoma

Dobiveni rezultati nakon statisticne analize IH koekspresije HNE i CD133 u

intenzitetu bojanja tumorskih stanica u E prikazani su u tablici 51. i na slici 54.

Vidljivo je da se 85% uzoraka bojalo jakim intenzitetom na HNE, dok je CD133

bio pozitivan u istom intenzitetu u 20% uzoraka. Provedenom statistickom

analizom pronadena je statistiCki znacajna razlika u koekspresiji HNE i CD133

u intenzitetu bojanja tumorskih stanica u E (p=0,001). Potonji nalaz ukazuje na

obrnuto proporcionalnu ekspresiju intenziteta CD133 i HNE u tumorskim

stanicama u E.

Tablica 51. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja tumorskih stanica E.

Intenzitet bojanja tumorskih stanica

Total
B.ez. Slabo Umjereno Jako o
bojanja
HNE Broj 0 0 3 17 20
Imunohistokemija % . ,0% ,0% 15,0% 85,0% | 100,0%
CD133 Broj 7 1 8 4 20
% 35,0% 5,0% 40,0% 20,0% | 100,0%

103



Tip tumora: EPENDIMOM

20

Intenzitet bojanja
15 tumorskih stanica
WEez bojanja
Eslabo
CUmjereno

W Jako

Frekvencija

U_
HMNE CD133
Imunohistokemija

Slika 54. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja tumorskih stanica E.

4.3.7.c Pojavnost na krvnim zilama ependimoma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 na
krvnim Zilama u E prikazani su u tablici 52. i na slici 55. Vidljivo je da su krvne
Zile HNE pozitivne u svim uzorcima, dok su CD133 pozitivne u 15% uzoraka.
Provedenom statistickom analizom pronadena je statistiCki znacajna razlika u
koekspresiji HNE i CD133 u bojanju krvnih Zila u E (p=0,05). Potonji nalaz
ukazuje na obrnuto proporcionalnu ekspresiju CD133 i HNE u krvnim zilama
E.

Tablica 52. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u krvnim zilama E.

Krvne zile Total
Negativne Pozitivhe
HNE 5“)] O‘S 100 02"? 100 02"?
Imunohistokemija 0 2 2 e,
CD133 Broj 17 3 20
% 85,0% 15,0% 100,0%

104



Tip tumora: EPENDIMOM

20 Krvne Zile

M hegativna
E Fozitivne

&
|

Frekvencija
?

HMNE CcD133
Imunohistokemija

Slika 55. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u krvnim zilama E.

4.3.7.d Pojavnost u stromi ependimoma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u
bojanja strome u E prikazani su u tablici 53. i na slici 56. Vidljivo je da je
stroma HNE pozitivna u svim uzorcima, dok je CD133 pozitivan u 60%
uzoraka. Provedenom statistickom analizom pronadena je statistiCki znacCajna
razlika u koekspresiji HNE i CD133 u bojanju strome u E (p=0,002). Potonji
nalaz ukazuje na obrnuto proporcionalnu ekspresiju CD133 i HNE u

tumorskim stanicama E.

Tablica 53. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u stromi E.

Stroma Total
Negativna Pozitivha
HNE Broj 0 20 20
Imunohistokemija %o - 0% 100,0% 100,0%
CD133 Broj 8 12 20
% 40,0% 60,0% 100,0%
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Slika 56. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u stromi E.

4.3.7 .e Intenzitet bojanja strome ependimoma

Dobiveni rezultati nakon statistiCke analize IH koekspresije HNE i CD133 u

intenzitetu bojanja strome u E prikazani su u tablici 54 i na slici 57. Vidljivo je

da se 55% uzoraka bojalo umjerenim intenzitetom na HNE, dok je CD133 bio

u istom intenzitetu u 5% uzoraka. Nije bilo stanica bojanih jakim intenzitetom

na CD133 i nije bilo negativnih i tumorskih stanica obojenih umjerenm

intenzitetom na HNE. Provedenom statistitkom analizom pronadena je

statistiCki znacajna razlika u koekspresiji HNE i CD133 u intenzitetu bojanja

strome u E (p=0,001).

Tablica 54. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja strome E.

Intenzitet bojanja strome

b E’fez. Slabo Umijereno Jako Total
ojanja
HNE Broj 0 0 11 9 20
Imunohistokemija % . ,0% ,0% 55,0% 45,0% | 100,0%
cD133 Broj 8 11 1 0 20
% 40,0% 55,0% 5,0% ,0% | 100,0%
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Slika 57. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja strome E.

4.3.8. Istovremena pojavnost HNE i CD133 u anaplasti¢nim ependimomima

4.3.8.a Pojavnost u tumorskim stanicama anaplasti¢nih ependimoma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u

postotku tumorskih stanica u AE prikazani su u tablici 55 i na slici 58. Vidljivo

je da je HNE u >50% tumorskih stanica prisutan u 80% uzoraka, dok je CD133

negativan u 65% uzoraka. Provedenom statistiCkom analizom pronadena je

statisticki zna€ajna razlika u koekspresiji HNE i CD133 u postotku pozitivnih

tumorskih stanica u AE (p=0,001).

Tablica 55. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u tumorskim stanicama AE.

Tumorske stanice

Bez <25% 25-50% >50%
pozitivnih | pozitivnih | pozitivnih | pozitivnin | Total

tumorskih | tumorskih | tumorskih | tumorskih

stanica stanica stanica stanica
HNE Broj 0 0 4 16 20
Imunohistokemija % . ,0% ,0% 20,0% 80,0% | 100,0%
cD133 Broj 13 6 1 0 20
% 65,0% 30,0% 5,0% ,0% | 100,0%
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Slika 58. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u tumorskim stanicama AE.

4.3.8.b Intenzitet u tumorskim stanicama anaplasti¢nih ependimoma

Dobiveni rezultati nakon statisticne analize IH koekspresije HNE i CD133 u

intenzitetu bojanja tumorskih stanica u AE prikazani su u tablici 56 i na slici 59.

Vidljivo je da se 65% uzoraka bojalo jakim intenzitetom na HNE, dok je CD133

bio negativan u 65% uzoraka i u 35% uzoraka u slabom intenzitetu.

Provedenom statistickom analizom pronadena je statistiCki znacajna razlika u

koekspresiji HNE i CD133 u intenzitetu bojanja tumorskih stanica AE

(p=0,001).

Tablica 56. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja tumorskih stanica

AE.
Intenzitet bojanja tumorskih stanica
E':ez' Slabo Umjereno Jako Total
bojanja

HNE Broj 0 0 7 13 20

o, 0, 0, 0, 0, 0,
Imunohistokemija é)roj ’01/3° .0 /; 35,0 {; 65,0 g 100’02{;
CD133 o, 65.0% | 350% 0% 0% | 100,0%
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Slika 59. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja tumorskih stanica AE.

4.3.8.c Pojavnost na krvnim Zilama anaplasti¢nih ependimoma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 na
krvnim zilama u AE prikazani su u tablici 57 i na slici 60. Vidljivo je da su krvne
Zile HNE pozitivne u 95% uzoraka, dok su CD133 pozitivhe u 25% uzoraka.
Provedenom statistickom analizom pronadena je statistiCki znac¢ajna razlika u
koekspresiji HNE i CD133 u bojanju krvnih zila u AE (p=0,001).

Tablica 57. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u krvnim zilama AE.

Krvne Zile Total
Negativne Pozitivhe
HNE Broj 1 19 20
Imunohistokemija o - 5,0% 95,0% 100,0%
cD133 Broj 15 5 20
% 75,0% 25,0% 100,0%
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Slika 60. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u krvnim Zilama AE.

4.3.8.d Pojavnost u stromi anaplasticnih ependimoma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u

bojanja strome u AE prikazani su u tablici 58 i na slici 61. Vidljivo je da je

stroma HNE pozitivna u svim uzorcima, dok je CD133 pozitivan u 90%

uzoraka. Provedenom statistickom analizom pronadena je statistiCki znacajna
razlika u koekspresiji HNE i CD133 u bojanju strome AE (p=0,001).

Tablica 58. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u stromi AE.

Stroma

Total
Negativna Pozitivna ota
HNE °B/rOJ 0°§) 100 02"? 100 02"?
Imunohistokemija 0 =2 aal =2
CD133 Broj 18 2 20
% 90,0% 10,0% 100,0%
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Slika 61. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u stromi AE.

4.3.8.e Intenzitet bojanja strome anaplasti¢nih ependimoma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u
intenzitetu bojanja strome u AE prikazani su u tablici 59 i na slici 62. Vidljivo je
da se 25% uzoraka bojalo jakim intenzitetom na HNE, dok je CD133 bio
negativan u 90% uzoraka. Provedenom statistiCkom analizom pronadena je
statistiCki zna€ajna razlika u koekspresiji HNE i CD133 u intenzitetu bojanja
strome u AE (p=0,001).

Tablica 59. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja strome AE.

Intenzitet bojanja strome
Total
B.ez. Slabo | Umjereno Jako o
bojanja

HNE Broj 0 1 14 5 20

Imunohistokemija % . ,0% 5,0% 70,0% 25,0% | 100,0%
CD133 Broj 18 2 0 0 20

% 90,0% 10,0% ,0% ,0% | 100,0%
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Slika 62. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja strome AE.

4.3.8.f Pojavnost u nekroti¢nim podrucjima anaplasti¢nih ependimoma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u

nekroti¢nim podrucjima u AE prikazani su u tablici 60 i na slici 63. Vidljivo je da

je u 75% uzoraka nekroza HNE pozitivna, a nekroze u svim uzorcima su

CD133 negativne. Provedenom statistickom analizom pronadena je statisticki

znacajna razlika u koekspresiji HNE i CD133 u bojanja nekroti¢nih podruc¢ja u

AE (p=0,001) Sto ukazuje na obrnuto proporcionalnu ekspresiju HNE | CD133

u bojanju nekroti¢nih podrucja u AE.

Tablica 60. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u nekroti¢nim podrudjima AE.

Nekroza

Ne Da Total
FINE 5@ 25 0‘5 75 01"/5 100 02"?
Imunohistokemija - J/0 U7 0%
cp133 oM 20 0 20
% 100,0% 0% | 100,0%
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Slika 63. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u nekroti¢nim podrucjima AE.

4.3.9. Istovremena pojavnost HNE i CD133 u subependimomima

4.3.9.a Pojavnost u tumorskim stanicama subependimoma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u
postotku tumorskih stanica u S prikazani su u tablici 61 i na slici 64. Vidljivo je
da je HNE i CD133 u >50% tumorskih stanica prisutan u 10% uzoraka. Nije
bilo HNE negativnih stanica, dok je CD133 bio negativan u 50% uzoraka.
Provedenom statistickom analizom pronadena je statistiCki znacajna razlika u
koekspresiji HNE i CD133 u postotku pozitivnih tumorskih stanica u S
(p=0,063).

Tablica 61. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u tumorskim stanicama S.

Tumorske stanice
Bez <25% 25-50% >50%
pozitivnih | pozitivnih | pozitivnih | pozitivnih | Total
tumorskih | tumorskih | tumorskih | tumorskih

stanica stanica stanica stanica
HNE Broj 0 5 4 1 10
Imunohistokemija % _ ,0% 50,0% 40,0% 10,0% | 100,0%
cD133 Broj 5 3 1 1 10
% 50,0% 30,0% 10,0% 10,0% | 100,0%
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Slika 64. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u tumorskim stanicama S.

4.3.9.b Intenzitet u tumorskim stanicama subependimoma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u
intenzitetu bojanja tumorskih stanica u S prikazani su u tablici 62 i na slici 65.
Vidljivo je da se 60% uzoraka bojalo umjerenim intenzitetom na HNE, dok je
CD133 bio negativan u 50% uzoraka. Provedenom statistiCkom analizom
pronadena je statistiCcki znacCajna razlika u koekspresiji HNE i CD133 u

intenzitetu bojanja tumorskih stanica u S (p=0,011).

Tablica 62. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja tumorskih stanica u
S.

Intenzitet bojanja tumorskih stanica
b E}ez' Slabo Umijereno Jako Total
ojanja
HNE Broj 0 2 6 2 10
Imunohistokemija % . ,0% 20,0% 60,0% 20,0% | 100,0%
CcD133 Broj 5 4 1 0 10
% 50,0% 40,0% 10,0% ,0% | 100,0%
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Slika 65. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja tumorskih stanica u S.

4.3.9.c Pojavnost na krvnim Zilama subependimoma

Dobiveni rezultati nakon statistiCke analize IH koekspresije HNE i CD133 na

krvnim zilama u S prikazani su u tablici 63 i na slici 66. Vidljivo je da su krvne

Zile HNE pozitivhe u 90% uzoraka, dok su CD133 negativne u 80% uzoraka.

Provedenom statistickom analizom pronadena je statisticki znacajna razlika u

koekspresiji HNE i CD133 u bojanju krvnih zila u S (p=0,002).

Tablica 63. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u krvnim zilama u S.

Krvne Zile Total
Negativne | Pozitivhe
HNE Broj 1 9 10
Imunohistokemija % - 10,0% 90,0% 100,0%
CD133 Broj 8 2 10
% 80,0% 20,0% 100,0%
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Slika 66. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u krvnim Zilama u S.

4.3.9.d Pojavnost u stromi subependimoma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u
bojanja strome u S prikazani su u tablici 64 i na slici 67. Vidljivo je da je stroma
HNE pozitivna u 70% uzoraka, dok je CD133 pozitivan u 20% uzoraka.
Provedenom statistickom analizom pronadena je statistiCki znacajna razlika u
koekspresiji HNE i CD133 u bojanju strome u S (p=0,025).

Tablica 64. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u stromi u S.

Stroma Total
Negativna Pozitivha
HNE Broj 3 7 10
Imunohistokemija %o - 30,0% 70,0% 100,0%
cD133 Broj 8 2 10
% 80,0% 20,0% 100,0%
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Slika 67. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u stromi u S.

4.3.9.e Intenzitet bojanja strome subependimoma

Dobiveni rezultati nakon statisticke analize IH koekspresije HNE i CD133 u
intenzitetu bojanja strome u S prikazani su u tablici 65 i na slici 68. Vidljivo je
da se 70% uzoraka bojalo slabim intenzitetom na HNE, dok je CD133 bio
negativan u 80% uzoraka. Provedenom statistiCkom analizom pronadena je
statistiCki zna€ajna razlika u koekspresiji HNE i CD133 u intenzitetu bojanja
strome u S (p=0,025).

Tablica 65. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja strome u S.

Intenzitet bojanja strome
Bjez' Slabo Total
bojanja
HNE EFOJ 30 0";3 70 0"/7 100 01";)
Imunohistokemija 0 2 =0 2
CcD133 Broj 8 2 10
% 80,0% 20,0% 100,0%
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Slika 68. Prikaz pojavnosti HNE i CD133 u intenzitetu bojanja strome u S.

4.4. KONTROLNA SKUPINA

Kontrolnu skupinu cCinilo je 30 uzoraka mozgovnog tkiva u kojem nema
patoloSkih promjena, ne nalazi se tumorskog tkiva, niti upalnih i drugih
reaktivnin promjena. Materijal je dobiven stereotaksijskom biopsijom ili
kraniotomijom te uklopljen u parafinske kocke. Svi uzorci bojani su na HNE i
CD133. Imunohistokemijskom analizom uzoraka bojanih na HNE nadeni su
sporadi¢no imunopozitivni reaktivni astrociti bojani umjerenim intenzitetom te
mjestimice stroma u blagom intenzitetu oko njih (slika 69). IH analizom
uzoraka bojanih na CD133 nadeni su takoder sporadi¢no pozitivni reaktivni
astrociti bojani u blagom intenzitetu, dok je stroma bila u svim uzorcima

negativna (slika 70). Pozitivha kontrola za CD133 je hepatocelularni karcinom.
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Slika 69. Prikaz imunohistokemijskog bojanja kontrole na HNE. Slika pokazuje jako i

umjereno pozitivne pojedinacne reaktivne astrocite, dok je stroma pozitivha u slabom

intenzitetu. (objektiv x25)

._I:. % f‘ iR
Slika 70. Prikaz imunohistokemijskog bojanja kontrole na CD133. Slika pokazuje

umjereno pozitivne sporadi¢ne reaktivne astrocite, dok je stroma negativna. (objektiv
x40)
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5.0. RASPRAVA

Dosadas$nja istrazivanja pokazala su da tumori mozga uzrokuju lokalni i opCi
(sistemski) OS i lipidnu peroksidaciju (78-82). Pojavnost HNE-a kao zavrSnog
produkta lipidne peroksidacije i pokazatelja OS u glijalnim tumorima opisana je
do sada u astrocitnim i ependimskim tumorima. Dokazano je da pojavnost
HNE-a postupno raste u stanicama tumora s viSim gradusom (83).

Aktivnost lipidne peroksidacije na temelju nadene prisutnosti HNE-a potvdena
je u tumorskim stanicama svih analiziranih glioma, u krvnim zilama i stromi
glavnine astrocitnih i ependimalnih tumora te u stromi, ali ne i Zilama
oligodendroglijalnih tumora. Time se potvrduje da je OS u glijalnim tumorima
mozga povezan s lipidnom peroksidacijom i posljedi¢nim stvaranjem HNE-a
(123,124), a zamije¢eno je i da razina HNE imunopozitiviteta viSe raste u
tumorskim stanicama, stromi i krvnim zilama u astrocitomima visokog stupnja
malignosti, nego u astrocitomima niskog stupnja. lako se PA ubraja u
astrocitne tumore, smatra se zasebnim entitetom jer se njegovo biolosko
ponasanje i morfoloSke karakteristike temelje na drugacijim genetskim
promjenama od ostalih astrocitoma (84). Tako je u PA zamijeCena veca razina
HNE imunopozitiviteta u tumorskim stanicama, stromi i krvnim zilama, nego u
DA, AA i GBM S§to ukazuje da konacCni produkt lipidne peroksidacije, HNE, ne
mora uvijek korelirati s malignoS¢u astrocitnih tumora i da je njegova
nazoc¢nost u PA vjerojatno posljedica brojnih regresivnih promjena u benignom
spororastu¢em tumoru (84,88). Aktivnost lipidne peroksidacije zamijec¢ena je u
svim ependimalnim tumorima. U E i AE zabiljeZen je kvantitativno i kvalitativho
znacajno jac¢i HNE imunopozitivitet u tumorskim stanicama, stromi i krvnim
Zilama, nego u S. Imunopozitivitet u S (gradus 1) bio je znatno slabiju nego u
PA (gradus |) dok je HNE pozitivitet u E (gradus Il) bio znatno ja¢i nego u DA
(gradus 1), da bi se u tumorima gradusa lll, AE i AA, izjednacio. Ependimalne
stanice normalnog Stakorskog i humanog mozga su HNE imunoreaktivhe
(125) pa je stoga moguce da je fizioloSki poveéana nazoCnost HNE u E
korelira s njegovom fizioloSki viSom razinom u normalim ependimalnim
stanicama i da se ne povecava u AE.

U svim oligodendroglijalnim tumorima, O i AO, zamijeéen je HNE

imunopozitivitet. U AO zamijeéen je jaCi intenzitet bojanja tumorske strome na
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HNE, nego u O, dok drugih kvantitativnih i kvalitativnih razlika u bojanju
tumorskih stanica, strome i krvnih zila nije bilo. O (gradus Il) ima znac¢ajno jaci
HNE imunopozitivitet, nego DA (gradus Il). Kako su normalni oligodendrociti
tako je mozda jaci inicijalni OS u O razlogom neznacCajnog porasta HNE
pozitiviteta u AO (126).

CD133 bio je prvi otkriveni 'pentaspan’ membranski protein iz obitelji
prominina, identificiran u ljudi i miSeva i prepoznat kao biljeg primitivnih
hematopoetskih i neuralnih mati¢nih stanica (102). Hipoteza tumorskih
maticnih stanica temelji se na pretpostavci da sve stanice unutar tumora ne
mogu proliferirati i dosec¢i pravu tumorsku masu. Samo mali broj stanica koji se
naziva tumorske mati¢ne stanice, moze proliferirati i samoobnavljati se (100).
Yue-Hui Ma i sur. iznose u svom radu da je 100 CD133 pozitivnih stanica
izoliranih iz GBM bilo dovoljno da uzrokuje tumor u imunodeficijentnog misa
odnosno 1% stanica (109), dok je za isti u€inak kod karcinoma dojke bilo
potrebno 11-35% stanica (127). Dakle, nisu sve CD133 pozitivne stanice
prave mati¢ne tumorske stanice (109) iz kojih ¢e se razviti tumorska masa.

U ovom radu u svim skupinama glioma, ali ne i u svim uzorcima zamijecen je
imnuohistokemijski pozitivitet u tumorskim stanicama na CD133 u razliitom
intenzitetu, dok je imunopozitivitet u stromi i krvnim zilama uglavnom bio slab
ili odsutan. Odsutnost pozitiviteta odnosno slab intenzitet imunoreakcije u
potonjim strukturama u glavnini tumora uzrokovana je hipovaskularizacijom i
odsutnos$cu i slaboj razvijenosti mezenhimalne sastavnice u glavnini tumorskih
skupina (84,85). Tako su negativni uzorci nadeni u sljedeC¢im skupinama
tumora; S, PA, E i AE. Nadalje, ¢eSce su zabiljezene CD133 imunonegativne
stanice u ependimalnim tumorima, nego u tumorima astrocitnog podrijetla.
Taylor i sur. izolirali su mati¢ne stanice iz ependimoma. One imaju fenotip
radijalne glije koja ne pokazuje CD133 imunoreaktivnost (128) Cime bi se
mogla objasniti slaba CD133 imunoreaktivnost u ependimalnim tumorima.
CD133 imunopozitivitet statistiCki je znaCajno veci, kvantitativno i kvalitativho u
tumorskim stanicama i stromi astrocitoma visokog stupnja, nego u
astrocitomima niskog stupnja zlocudnosti, dok je reakcija u krvnim zilama u
obje skupine bila jednako slaba ili odsutna. Dakle, CD133 raste sa stupnjem

malignosti ¢ime bi se moglo objasniti bioloSko pona$anje i rezistencija tumora
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na konvencionalnu kemoterapiju i radioterapiju (111). Podrijetlo tumorskih
mati¢nih stanica GBM jos uvijek je dvojbeno. Izolirane su mozgovne tumorske
maticne stanice koje su vjerojatno potomci neuralnih matiCnih stanica i koje
imaju sposobnost samoobnavljanja i progresije tumora (84), ali pravi dokazi
jo$ nisu nadeni (129). Uloga CD133 pozitivnih stanica jo$ uvijek je nepoznata,
nije jasno da li je CD133 pozitivnhost samo obiljezje vijabilnih tumorskih stanica
ili visoka ekspresija CD133 pozitivnih stanica pridonosi rezistenciji na terapiju
(130).

U svim oligodendroglijalnim tumorima, O i AO, zamijeéen je CD133
imunopozitivitet. U AO zamijecéen je jaci intenzitet bojanja tumorske strome na
CD133, nego u O dok drugih kvantitativnih i kvalitativnih razlika u bojenju
tumorskih stanica, strome i krvnih Zila nije bilo. O (gradus Il) ima znacajno jaci
stani¢ni CD133 imunopozitivitet, nego DA (gradus Il), tako i AA (gradusa lll)
ima jaci intenzitet CD133 immunopozitiviteta u tumorskim stanicama nego AO
(gradus Ill). Odsutnost porasta CD133 sa zloCudnoS¢u oligodendroglijalnih
tumora uz viSu baziénu vrijednost CD133 u oligodendrogliomima, nego
astrocitomima pripadajuc¢eg gradusa, ukazuje da CD133 pozitivne tumorske
stanice u oligo skupini najvjerojatnije nisu uzrok tumorskoj rezistenciji na
terapiju jer ovi tumori imaju bolju prognozu, nego astrocitomi istog gradusa
(84).

U ependimomoma je zabiljeZzena znatno slabija ili odsutna imunoreaktivnost
na CD133, nego u astrocitomima i oligodendrogliomima. U E zamjecena je
jata kvantitativna i kvalitativna CD133 imunoreaktivnost u tumorskim
stanicama i stromi, nego u S i AE, dok je imunoreaktivnost u zilama u S, E i
AE bila podjednaka ili odsutna. U AE zamijecen je znacajno kvantitativno jaci
CD133 imunopozitivitet u tumorskim stanicama, nego u S, dok kvalitativnih
razlika u bojenju tumorskih stanica kao i kvantitativnih i kvalitativnih razlika u
bojenju strome i krvnih Zila nije bilo. U E i AE zamije¢en je znacajno
kvantitativno i kvalitativno jaci CD133 pozitivitet u tumorskim stanicama, stromi
i krvnim Zilama, nego u S. Dakle, najjaci CD133 imunopozitivitet naden je u
ependimalnom tumoru gradusa Il, a ne u AE Sto bi se moglo tumaditi ili
premalim brojem uzoraka ili nedostatkom CD133 reaktivnih mati¢nih stanica u
ependimalnim tumorima (127). Do sad su izolirane tumorske mati¢ne stanice

pozitivne na CD133 i nestin iz meduloblastoma, GBM i oligoastrocitoma, ali ne

122



i ependimalnih tumora. Upravo te CD133 pozitivne stanice podlijezu
multilinearnoj diferencijaciji u neurone, astrocite i oligodendrocite u in vitro
uvjetima, a in vivo dosezu tumorsku masu, za razliku od CD133 negativnih
stanica (105).

Razina kvantitativne i kvalitativne HNE i CD133 koekspresije zamije¢ena je u
znacajno vecem broju tumorskih stanica i stromi astrocitoma visokog stupnja
malignosti, nego u astrocitomima niskog stupnja malignosti. U PA zamijeCena
je statisticki znaCajno veéa pojavnost HNE imunoreaktivnosti, nego CD133
imunoreaktivhost u tumorskim stanicama, stromi i krvnim Zilama $to govori u
prilog da su PA benigni spororastu¢i tumori koji imaju dobro prezivljenje i
rijetko recidiviraju. Za razliku od PA, AA i GBM su tumori rezistentni na terapiju
koji uvijek zavrSavaju smrtnim ishodom (84). U AO zamijecen je znaCajno jaci
intenzitet bojanja tumorske strome na HNE i CD133, nego u O, dok nije bilo
drugih kvantitativnih i kvalitativnih razlika u bojenju tumorskih stanica, strome i
krvnih Zila Sto ukazuje da bi oba biljega mogli biti dobri prognostiCki pokazatelji
malignosti oligodendroglioma, dok odsutnost i slaba imunoreaktivnost u krvnim
Zilama i tumorskim stanicama korelira s boljim terapijskim rezultatima u
lije€enju bolesnika s oligodendroglijalnom, nego astrocithom sastavnicom istog
stupnja malignosti (84). U S, E i AE zamije¢ena je statistiCki znaCajno vecéa
pojavnost HNE imunopozitivnosti, nego CD133 i to u tumorskim stanicama,
krvnim zilama i stromi. U E zamije¢en je porast kvantitativne i kvalitativhe
koekspresije HNE i CD133 u odnosu na S u tumorskim stanicama i stromi, dok
daljnji porast nije zamije¢en povecanjem malignosti u skupini AE. Potonji nalaz
ukazuje da razina oksidacijskog stresa koja je i fizioloSki nazoCna u
ependimalnim stanicama ne mora biti proporcionalna CD133 ekspresiji te je
broj CD133 pozitivnih mati¢nih stanica u ependimoma malen ili nema
pozitivnih stanica (127).

U svim istrazivanim skupinama tumora nadene su HNE pozitivhe krvne Zile, a
najvise ih je bilo u PA, AA, E i AE. Krvno mozgovnu barijeru stvaraju endotel s
Cvrstim spojevima, bazalna membrana mozgovnih krvih Zila i produljci
astrocita. U hemoragijskom Soku izazvanom traumom u babuna zamijecena je
pojavhost HNE-a u mozgovnim krvnim zilama i okolnim astrocitima.
Pretpostavka je da HNE u mozgu potje€e od krvnih Zila te da prolazi krvno

mozgovnu barijeru (131). Medutim, u glijalnim tumorima nema krvno
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mozgovne barijere, a i angiogeneza tumora je razliCita od mozgovne
angiogeneze. Tumorske krvne zZile posjeduju vecu propusnost od netumorskih
zila (132). Dakle, HNE iz krvi djeluje na endotel krvnih Zila pa cijelu stijenku, a
preko njih na tumorske stanice. Opisani CD133 pozitivitet krvnih Zila odnosio
se na endotelne stanice. U svim skupinama tumora nadene su pozitivhe
endotelne stanice osim u PA gdje nije bilo pozitivnih krvnih zila. Najveci broj
CD133 pozitivnih krvnih Zila naden je u AA i GBM. Najveca podudarnost u
istovremenoj pojavnosti HNE-a i CD133 na krvnim Zilama nadena je u DA, AA
i GBM. S obzirom da razligita tkivha o$teéenja SZS-a (trauma, virusi, ishemija)
povecavaju koliinu produkata oksidacijskog stresa, to dovodi i do oStecenja
endotela krvnih zila. OStecenje endotela krvnih Zila pokrece sustav citokina i/ili
angiogeni faktor rasta koji pokre¢u endotelne progenitorske stanice iz koStane
srzi u kojima je zamije¢ena pojavnost na CD133 i CD34 (117,118,119). Mozda
je istovremena pojavnost HNE-a i CD133 u opisanim tumorskim skupinama
posliedica stalnog OS koji je prisutan u tumorima (56,57), a Ciji produkti
oSteCuju i endotel krvnih Zila zbog €ega dolazi do oslobadanja endotelnih
progenitorskih stanica koje su CD133 pozitivne i koje su vjerojatno odgovorne
za propagaciju tumora u visi gradus (133,134). Beier D i suradnici u svom radu
su dokazali da se primarni i sekundarni GBM, iako imaju iste histoloske slike,
razlikuju bioloSkim ponasanjem. Primarni GBM su CD133 pozitivni tumori,
dakle nastaju iz tumorskih mati¢nih stanica, dok sekundarni GBM su CD133
negativni tumor i najéesSce su povezani s mutacijama p53 (134). Svi analizirani
glioblastomi u nasoj studiji bili su primarni, prethodno nelijeCeni mozgovni
tumori. Porast HNE i CD133 imunoreaktivnosti u tumorskim stanicama, stromi
i krvnim Zilama u difuznim astrocitomima s porastom njihove malignosti
ukazuje da bi oba biljega mogla biti dobar prognosti¢ki pokazatelj malignosti
astrocitoma.

Krvne zile u tumorima Cesto su trombozirane $to rezultira ishemijskom
nekrozom. Mozgovno tkivo je izuzetno osjetljivo na ishemiju i nastanak RKV-a
s obzirom da su membrane mozgovnih stanica bogate viSestruko nezasi¢enim
masnim kiselinama. Potpunim prekidom krvnog protoka u tkivu ostaju niske
koliCine kisika, a molekula kisika bolje je topiva u stani€nim membranama u
odnosu na vodeni medij citosola te tako moze sudjelovati u stvaranju RKV-a
(133,135).
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U svim skupinama tumora naden je HNE i CD133 pozitivitet strome u razliitoj
koliCini zastupljenosti. Pozitivitet na HNE bio je najizrazeniji u PA, DA, AA,
GBM, O i AO, dok je CD133 bio najizrazeniji u DA, AA i GBM. Dakle, najveca
podudarnost u pojavnosti HNE-a i CD133 u tumorskoj stromi nadena je u AA,
GBM, O i AO. Intenzitet bojanja tumorske strome na HNE i CD133 najviSe se
je podudarao u DA, GBM i O, s tim da se u DA i O radilo o slabom i srednjem
intenzitetu, dok je u GBM intenzitet bio uglavnom srednji. Za razliku od drugih
tumora, mezenhimska sastavnica rijetko se vidi u tumorima mozga, a razlog
tome je njihovo porijeklo (83). Oko krvnih zZila glijalnih tumora viSeg gradus
moguce je naci vezivno tkivo. U radu Juri¢-Sekhar i sur. mezenhimska stroma
tumora nadena je u malom broju uzoraka glijalnih tumora s tim da je
najznacajnija bila u GBM, AO i E. Razlog tome je Sto su uz endotelnu
proliferaciju Zila glijalnih tumora viSeg gradusa cesto umnoZene i
mezenhimske vretenaste stanice. Smatra se da te stanice potjeCu od
fibroblasta adventicije, miofibroblasta ili glatkomiSi¢nih stanica (125). U PA
nalazi se veca kolicina mezenhimske strome, a moguc¢ je nalaz i endotelne
proliferacije i glomerularnih struktura krvnih Zila (54). Kako je prije navedeno
da HNE dolazi putem krvi do endotelnih stanica, a preko njih i cijele krvozilne
stijenke do mozgovnog ili tumorskog tkiva, HNE nastaje i u samom tumorskom
tkivu kao posljedica stalnih OS te se iz njega Siri preko strome do krvnih zila i
krvi (128). Moguca istovremena pojavnost HNE-a i CD133 pozitivnih stanica u
tumorskoj stromi mozZzda nastaje kao posljedica osteéenja krvozilnih stijenki
produktima OS, a kao posljedica se oslobadaju endotelne progenitorske
stanice koje su CD133 i CD34 pozitivne.

Nekroticna podru€ja nadena su svim uzorcima GBM i AE. Veclina uzoraka
GBM imala je HNE negativna nekroti¢na podrucja, nadena su samo 4 uzorka
s HNE pozitivnim nekrotiénim podrucjima. Sli€no, CD133 imunopozitivha
nekroza nadena je u samo 3 GBM. U AE u glavnini uzoraka zabiljeZzena su
HNE pozitivna nekroticna podrucja, dok je u vecini nekroza CD133 bio
pozitivan. Dakle, u obje skupine tumora nadena je podudarnost izmedu HNE i
CD133. Medutim, u nekim radovima se opisuje HNE pozitivitet u svim
nekroti€nim podru¢jima GBM i AE (125), ali je u istima bio drugi omjer
monoklonskih protutijela na HNE proteinske konjugate. Tumorske stanice su

Cesto oko nekroza palisadno poredane, Cine tzv. pseudopalisade. U tim
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tumorskim stanicama pojacana je pojavnost endotelnog €imbenika rasta kao
posljedica hipoksije (130). U polovici uzoraka s nekrozom bojanih na HNE i
CD133 zamijeCene su pozitivhe pseudopalisadiraju¢e stanice. Uzrok toj pojavi
vjerojatno je OS odnosno posljedi¢na lipidna peroksidacija koja je izrazitija u
ovim stanicama. U nekroticnim podrucjima GBM i AE nadeni su i infiltrati
upalnih stanica, posebice makrofaga. Tijekom fagocitoze dolazi do
"oksidativne eksplozije" pri ¢emu nastaju superoksid, vodikov peroksid,
hidroksilni radikal, hipoklorna kiselina i duSi¢ni oksid S$to uzrokuje daljnje
pojacanje OS (1).

Dakle, porast HNE i CD133 imunoreaktivnosti u tumorskim stanicama, krvnim
Zilama i stromi u difuznim astrocitomima porastom njihove malignosti ukazuje
da bi oba bilega mogli biti dobri prognostiCki pokazatelji malignosti
astrocitoma.

Porast HNE imunoreaktivnosti u tumorskim stanicama, krvnim Zilama i stromi
ependimoma porastom njihove malignosti ukazuje da bi HNE mogao biti dobar
prognostiCki pokazatelj malignosti ependimoma, dok pad CD133
imunoreaktivnosti u tumorskim stanicama s porastom malignosti ependimoma
kao i odsutnost odnosno slab CD133 imunopozitivitet u krvnim zilama i stromi
svih ependimoma ukazuje da tumorske matiChe stanice nemaju znacajniji

utjecaj na ovu tumorsku skupinu.
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6.0. ZAKLJUCCI

1. HNE imunopozitivitet zabiljezen je u tumorskim stanicama svih analiziranih
glioma, u krvnim zilama i stromi glavnine astrocitnih i ependimalnih tumora te

u stromi, ali ne i Zilama oligodendroglijalnih tumora.

2. Komparirajuci tumorske skupine istog stupnja zloc¢udnosti HNE
imunopozitivitet najizrazitiji je u ependimalnoj, potom u oligodendroglijalnoj pa

u astroglijalnoj skupini.

3. U svim skupinama glioma, ali ne i svim uzorcima zamijeten, je
imunohistokemijski pozitivitet u tumorskim stanicama na CD133 u razliitom

intenzitetu, dok je u stromi i krvnim zilama uglavnom bio slab ili odsutan.

4. Komparirajuci tumorske skupine istog stupnja zlocudnosti CD133
imunopozitivitet najizrazitiji je u oligodendroglijalnoj pa u astroglijalnoj skupini,

dok je u ependimomima zabiljezen sporadicno.

5. Porast HNE i CD133 imunoreaktivnosti u tumorskim stanicama, zilama i stromi
astrocitoma s porastom njihove zloCudnosti ukazuje da bi oba biljega mogli biti

dobri prognostiCki pokazatelji zlocudnosti astrocitoma.

6. U PA zabiljezena je statistic¢ki zna¢ajno veéa pojavost HNE imunoreaktivnosti,
nego CD133 imunoreakivnosti u tumorskim stanicama, zilama i stromi. Jaka
HNE imunoreaktivnost u PA nije odraz zlo¢udnosti, ve¢ najvjerojatnije brojnih

regresivnih promjena u ovom dobro¢udnom spororastu¢em tumoru.

7. U AO zabiljeZen je znacajno jaci intenzitet bojanja tumorske strome na CD133
i HNE nego u O, dok drugih kvantitativnih i kvalitativnih razlika u bojanju
tumorskih stanica, strome i krvnih Zila izmedu ove dvije skupine na oba biljega

nije bilo.
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8. Porast HNE i CD133 imunoreaktivnosti u tumorskoj stromi oligodendroglioma
porastom njihove zlo¢udnosti ukazuje da bi oba biljega mogli biti dobri
prognosti¢ki pokazatelji zlo¢udnosti oligodendroglioma, dok odsutnost,
odnosno slaba imunoreaktivnost oba biljega u krvnim zilama i tumorskim
stanicama korelira s boljim terapijskim rezultatima u lije€enju bolesnika s
oligodendroglijalnom, nego astroglijalnom sastavnicom istog stupnja

zlo¢udnosti.

9. US, Ei AE zabiljezena je statistiCki znacajno veca pojavost HNE
imunoreaktivnosti, nego CD133 imunoreakivnost u tumorskim stanicama,

zilama i stromi unutar svake tumorske skupine.

10.CD133 imunopozitivitet u ependimalnim tumorima je sporadi¢an pa matic¢ne
stanice najvjerojatnije nemaju znacajniji utjecaj na rast i malignu progresiju

ove glijalne skupine.

11. Imunohistokemijska koekspresija CD133 i HNE povecava se porastom
zlo¢udnosti astrocitoma i oligodrendroglioma $to ukazuje na njihovu
meduovisnost i moguénost da oba biljega budu dobri pomocni dijagnosticki i

prognosti¢ki Cimbenici za ove gliomske skupine.
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7.0. SAZETAK

Oksidacijski stres je stanje u kojem oksidacijski procesi nadvladaju
antioksidacijske sposobnosti stanica i tkiva. OSteCenje stanice izazvano je
slobodnim radikalima koji se stvaraju tijekom aerobne respiracije stanice u OS.
U ravnoteznim uvjetima slobodni radikali se razgraduju enzimatskim i
neenzimatskim proteinima. Lipidna peroksidacija je autokataliticki proces
potaknut OS pri ¢emu se ostecéuju lipidi i posljedicno dolazi do stvaranja visoko
reaktivnih spojeva poput HNE-a. HNE se smatra sekundarnim toksic¢nim
glasnikom jer ostecuje stanice i dovodi do njihove smrti. Tijgkom OS nastali
HNE smatraju se vaznim €imbenikom inicijacije i promocije karcinogeneze. U
brojnim tumorima pa tako i gliomima mozga, opisana je nazoCnost HNE i
drugih reaktivnih aldehida nastalih lipidnom peroksidacijom. Hipoteza
tumorskih mati¢nih stanica temelji se na pretpostavci da sve stanice unutar
tumora ne mogu proliferirati i doseéi pravu tumorsku masu, vec¢ je za to
odgovoran mali broj stanica koji zovemo tumorske mati¢ne stanice. Prominin-1
(CD133) identificiran je u ljudi i miSeva i prepoznat je kao biljeg primitivnih
hematopoetskih i neuralnih mati¢nih stanica. Razligita tkivna o$teéenja SZS-a
(trauma, virusi, ishemija) povecavaju koli€inu produkata OS §to dovodi i do
oStecenja endotela krvnih Zila koji pokreCu endotelne progenitorske stanice iz
kostane srzi (EPCs), te stanice pokazuju ekspresiju CD133 i CD34 te imaju
bitnu ulogu u angiogenezi. Cilj ovog rada bio je utvrditi imunohistokemijski
istovremenu pojavnost 4-HNE, kao pokazatelja lipidne peroksidacije, i
prominina-1 (CD133) kao biliega tumorskih mati¢nih stanica u pojedinim
vrstama glijalnih tumora mozga. Monoklonskim protutielom na HNE-
histidinske konjugate i poliklonskim protutijelom na prominin-1 analiziran je
HNE i CD133 imunopozitivitet u astrocitnim (30 PA, 30 DA, 30 AA i 30 GBM),
oligodendroglijalnim (30 O i 30 AO) i ependimskim tumorima (20 E, 20 AE i 10
S) razliCitog stupnja zlo¢udnosti. HNE imunopozitivitet zamijecen je u svim
tumorskim skupinama u razli¢itom intenzitetu u tumorskim stanicama, krvnim
Zilama i stromi, dok je CD133 zamijecen u svim tumorskim skupinama, ali ne i
svim uzorcima. Razina HNE imunopozitiviteta raste s malignoS¢u astrocitoma,
ependimoma i oligodendroglioma, ali je zamijeCena i visoka HNE

imunoreaktivhost u PA §to ukazuje da konacni produkt lipidne peroksidacije,
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HNE, ne mora uvijek korelirati s malignoS¢u astrocitoma, ve¢ je odraz
regresivnih promjena u dobroc¢udnim spororastu¢im tumorima. Zamijecen je
porast kvantitativne i kvalitativne HNE i CD133 koekspresije u tumorskim
stanicama, stromi i krvnim Zilama u astrocitomima s porastom njihove
malignosti Sto ukazuje da bi oba billega mogla biti dobri prognosticki
pokazatelji malignosti astrocitoma. Nadalje, porast HNE-a u tumorskim
stanicama, krvnim zilama i stromi ependimoma porastom njihove malignosti
ukazuje da bi HNE mogao biti dobar prognosti¢ki pokazatelj malignosti
ependimoma, dok sporadi¢na nazoc¢nost i pad CD133 imunopozitiviteta u
tumorskim stanicama i stromi s porastom malignosti ependimoma ukazuje da

matiCne tumorske stanice nemaju znacajniji utjecaj na ovu tumorsku skupinu.
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8.0. SUMMARY

THE COEXPRESSION OF 4-HYDROXYNONENAL AND PROMININ-1 IN
GLIAL TUMORS OF THE BRAIN

Oxidative stress is the condition that occurs when antioxidative capacity of
tissue and cells is overcome. The oxidative damage of cells is caused by free
radicals which are products of OS. In equilibrium, free radicals are
disintegrated by enzymatic and nonenzymatic proteins. Lipid peroxidation is
an autocatalitic process caused by OS which damages lipids and causes
production of highly reactive species as HNE. HNE is thought to be second
toxic messenger that damages cells causing their death. ROS and RNS are
products of OS and they play an important role in both initiation and promotion
of carcinogenesis. The brain is very vulnerable to damage mediated by ROS
since cells in central nervous system (CNS) have low levels of antioxidant
defenses, high iron content and high level of poly-unsaturated fatty acids. The
cancer stem cell hypothesis suggests that not all the cells in the tumor have
the same ability to proliferate and maintain the growth of the tumor. Only a
relatively small fraction of cells in the tumor, termed cancer stem cells,
posseses the ability to proliferate and self-renew extensively. Prominin-1
(CD133) has been identified in both human and mice and was originally
classified as a marker of primitive haematopoietic and neural stem cells.
Different tissue damages of CNS such as trauma viruses and ishaemia,
increase the amount of OS product which damages the endothelial cells which
consequently excess production from bone marrow-derived endothelial
progenitor cells (EPCs). EPCs are immunoreactive for CD133 and CD34 and
thus important in the process of angiogenesis. The aim of this study was to
determine the coexpression of HNE-histidine conjugates and CD133 in glial
tumors of the brain. The expression of HNE in astrocytic (30 pilocytic
astrocytomas, 30 diffuse astrocytomas, 30 anaplastic astrocytomas and 30
glioblastomas), oligodendroglial (30 oligodendrogliomas and 30 anaplastic
oligodendrogliomas) and ependymal tumors (10 subepenymomas, 20
ependymomas and 20 anaplastic ependymomas) was analyzed using

monoclonal antibody on HNE-histidine conjugates and polyclonal antibody on
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prominin-1 (CD133). HNE immunopositivity was found in all tumor groups in
different intensity in tumor cells, blood vessels and stroma while a CD133 was
found in all tumor groups, but not all samples. The level of HNE
immunopositivity increased with malignancy of astrocytomas, ependymomas
and oligodendrogliomas but high level of HNE expression was found in PA
which indicates that final product of lipid peroxidation, HNE, does not correlate
with malignancy of astrocytomas but is a reflection of regressive changes in
the benign slow growing tumors. An increase in quantitative and qualitative
coexpression of HNE and CD133 in tumors cells, stroma and blood vessels in
astrocytomas was found with the increase of their malignancy, indicating that
both markers could be good prognostic indicators malignancy of astrocytoma.
Furthermore, the increase in HNE in the tumor cells, blood vessels and stroma
ependymoma with an increase in their malignancy suggests that HNE may be
a good prognostic indicator of ependymoma malignancy, while sporadic
presence and reduction of CD133 in the tumor cells and stroma with an
increase of ependymoma malignancy suggests that tumor stem cells have no

significant effect on this tumor group.
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