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1. UVOD

1.1. Glioblastom

Glioblastom (GBM) je naj€es¢i 1 najagresivniji primarni maligni tumor srediSnjeg Ziv€anog
sustava (SZS) u odrasloj dobi (1). Percival Bailey i Harvey Cushing su 1926{ godine u.neuro-
onkolosku terminologiju uveli pojam glioblastoma multiforme, pretpostavljajuéi da se ovaj
tumor razvijao iz preteCa glijalnih stanica, tzv. glioblasta, dok termin multiformemaglasava
heterogenost samog tumora u kojemu se nalaze podrucja nekroze, krvaremja i/ili cisti¢ne
komponente (2). S vremenom je doslo do sve jasnijeg deéfiniranja evog{malignog tumora
mozga, a histoloSkom analizom postavljeni su jasni kfiteriji/za potvrdu dijagnoze GBM-a.
Svjetska zdravstvena organizacija (WHO, eng. World Health Organization) sve do 2007.
godine klasifikaciju tumora SZS-a temeljila je isklju¢ivo na histoloskim karakteristikama
tumorskog tkiva (3). Revolucionarna promjena u klasifikaciji tumora SZS-a dogodila se 2016.
godine, kada su se po prvi puta kombinirale histoloske i molekularne karakteristike u
dijagnostici neoplazmi (4). Medutim, trenitno je aktualna klasifikacija tumora SZS-a iz 2021.
godine koja je stavila dodatamynaglasak na molekularna obiljezja tumora (5). Prethodno se
smatralo da stanice GBM:a potjeéundominantno od astrocita (6),.koji su jedna vrsta glijalnih
stanica SZS-a. Recentna istrazivanja sugeriraju da razli¢iti podtipovi GBM-a mogu potjecati iz
razli¢itih progenitorskih populacija stanica (7). Dodatna istrazivanja su potrebna kako bi se

bolje definirali takyi‘podtipovi tumora.

Prema.doesadasnjim epidemioloskim istraZivanjima, incidencijasGBM-a iznosi izmedu 3 i 4
slu€aja na 100000 osoba godisnje (1, 8). Unato€ brojnimistrazivanjima i znacajnom napretku
u razumijevanju molekularnih i genetskiliznagajki te patofiziologije ovoga tumora, suvremena
medicina 1 dalje nema ucinkovit i djelotvoranfodgovor na ovu ozbiljnu bolest. Medijan
prezivljenja pacijenata k@ji boldju, od"GBM-a,/ali se aktivno ne lijece iznosi samo 3 do 4
mjeseca (9). Pacijenti koji su lijeceni suvremenim protokolom, koji ukljucuje neurokirursku
resekciju tumora, konkomitantnu radiokemeterapiju te kemoterapiju (KT) odrzavanja, prezive

u prosjeku samo oko 9 do 18 mjeseci (1, 10).

1.1.1. Epidemiologija iwizicni faktori
GBM je drugi najéesci tumor SZS-a nakon meningeoma koji je benigni tumor (11). Prema
dostupnim istrazivanjima, incidencija primarnih malignih tumora mozga iznosi oko 7 sluc¢ajeva

na 100000 osoba, a 49 % tih tumora predstavlja GBM (12). U pedijatrijskoj populaciji,
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pojavnost GBM-a je znacajno manja nego u odraslih osoba (13), Sto sugerira da je dob jedan
od rizi¢nih faktora za razvoj GBM-a (14). Prosje¢na dob pacijenata koji boluju od GBM-a
iznosi 62 godine (15). Osim toga, incidencija GBM-a raste nakon 40. godine zivota i doseze
vrhunac u osoba u dobi izmedu 75 1 84 godine (16, 17). Od svih etnickih skupinagppopulacija
europskog podrijetla ima najvecéu incidenciju (18). Sto se ti¢e spolne raspodjele, mugkarei desce
obolijevaju od GBM-a u odnosu na zene, prosjecno u omjeru 1,6:1 (19). Muskarci imaju i losije
ishode — medijan prezivljenja iznosi oko 15 mjeseci kod muskaraca, dok kod Zena medijan
prezivljenja iznosi oko 25 mjeseci (20). Pretpostavlja se da je jedan'od znacajnih razloga za ovu
razliku, upravo hormonska razlika izmedu dva spola, a prvenstveno mterakcija testosterona s

androgenskim receptorom S$to potice proliferaciju stanica i rast tumora.(19).

Nekoliko ¢imbenika povezano je s pove¢anim ilt sSmanjenim rizikom od razvoja GBM-a, no
rezultati istrazivanja 1 dalje su kontroverzni (21)."Osim ranije spomenute dobi i etnicke
pripadnosti, istrazivanje koje su proveli€ote i suradnici (22) sugerira kako je incidencija GBM-
a visa u osoba s visim socioekonomskim’ statusom (SES). Visina osobe jo$ je jedan rizicni
¢imbenik koji je povezan s opéenito poyecanim rizikom od razvoja tumora, ukljucuju¢i i GBM
(23). Iako je patofizioloska podloga ove povezanosti i dalje népoznata, pretpostavlja se da je
povezana sa signalnim putovima inzulinu slicnog faktora rasta (IGE; eng. Insulin-like Growth
Factor) 1 hormona rasta'(24).'Nadalje, prekomjerna tjelesna masa, a posebno ako je prisutna u
ranoj odsasloj dobi, takodet je povezana s povecanim rizikom obolijevanja od glijalnih tumora
(23). Medutim, medu svim dosad navedenim ¢imbenicima rizika, povezanost izmedu izlaganja
ionizirajuéem zracenju i rizika razvoja GBM-a najbolje je potkrijepljena dokazima (25).
Sustavni pregled literature Bowersa i suradnika i1z 201 3. godin€ pokazao je kako je u pacijenata
izloZenih kranijalnoj radioterapiji (RT)@ dje&joj dobi, incidencija tumora SZS-a 8 do 52 puta
veca u odnosu na opc¢u populaciju (26). De danas nije utvrden jedinstven uzrok GBM-a, nego
se/ smatra da bolest nastaje kao posljedicarinterakcije vise razlic¢itih ¢imbenika, $to dodatno

otezava epidemioloskaiistrazivanja te razumijevanje njene patofiziologije.

1.1.2. Klinickaiprezentacija

Klini¢ka prezentacija GBM-a prilicno je heterogena i prvenstveno ovisi o anatomskoj
lokalizaciji iyveliini tumora, stupnju okolnog edema mozga, pomaku sredi$njih mozdanih
struktura (MLS, eng. Midline Shift), mass effectu 1 brojnim drugim faktorima (27). Mass effect
oznaCava kompresiju i pomicanje mozdanih struktura uzrokovano povecanim volumenom
intrakranijalne lezije, poput tumora i edema. GBM je karakteriziran infiltrativnim rastom, zbog
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cega se simptomi Cesto razvijaju postupno (28). Medutim, kod pojedinih pacijenata moze
nastupiti naglo pogorsanje klini¢ko-neuroloskog statusa zbog intratumorskog krvarenja (29) ili
akutnog povecanja edema (30), $to dodatno povecava intrakranijski tlak (ICP, eng. Intracranial
Pressure). Prema pregledu literature Gilarda 1 suradnika (31) oko 30 % simptomajavlja se kao
posljedica povisenog ICP-a, a u klini¢koj praksi medu vode¢im indikatorima povisenog,ICP-a

su mucnina i glavobolja.

Glavobolja je prilicno nespecifi¢an simptom te se kao glavni prezentirajuci simptom javlja u
oko 20-30 % pacijenata s glijalnim tumorom mozga (32), a pretpostavlja se da nastaje kao
posljedica povisenog ICP-a (33). Epilepticki napadaji javljaju se kao inicijalni simptom u oko
tre¢ine pacijenata (34), osobito kod GBM-a smjestenih u frontalnom (ceonom), temporalnom
(sljepoocnom) ili parijetalnom (tjemenom) reznjir velikoga mozga. Znatno su rjedi kod tumora
smjeStenih u dubokim strukturama velikoga mozga, produZenoj mozdini i malom mozgu (35).
Epilepsija je ¢esca u bolesnika s glijalnim,tumorima niskog stupnja zlocudnosti nego u onih s

GBM-om (36).

Najces¢i simptomi su neuroleski deficiti koji‘se javljaju kada tumor infiltrira ili okolni edem
oko tumora (tzv. perifokalni edem) komprimira elokventne regije mozga ili ziv€ane putove
kljuéne za pojedine funkcijes Oni se mogu ocitovati kao slabost jednog ili viSe ekstremiteta,
poremecaji govora, ispadi'vidnegypolja ili pojedine senzorne smetnje (27)4Otprilike svaki peti
pacijent's GBM-om' inicijalno ¢e se prezentirati s mototickim deficitom (31). Nasuprot tome,
tumori smjesteni u_frontalnom reznju velikoga [mozga ‘obi¢no/ nzrokuju nesto suptilnije
simptome, kao Sto'su smetenost, promjena osobnesti, poremecaj izvrsnih funkcija i apatija (37),
koji se pronalaze u oko 15-20 % pacijenata(31). Tumori frontalnoga reZnja, medutim, u¢inkom
mase (mass effectom) mogu imati znacajanatjecaj 1 na motoricki korteks ili suplementarnu
motornu areu (SMA) te se tako prezentirati kao slabost ekstremiteta (38). U klini¢koj praksi
epilepsija je najcesce povezana s GBM-om temporalnog reznja, iako simptomi tumora ove
lokalizacije mogu bitno varirati medu pacijentima (39). Vazno je naglasiti da na klini¢ku sliku
znacajnu utjeCu opseg perifokalnog edema 1 posljedicni mass effect, koji moze biti
disproporcionalno velik u odnesu na veli¢inu tumora (40). Sveukupno, inicijalna klinicka
prezentacija GBM=a predstavlja kombinaciju anatomske lokalizacije tumora i okolnoga edema,

poviSenog ICP-a i drugih faktora (41).
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1.1.3. Dijagnostika

Uobicajeni dijagnosticki postupak kod pacijenata s GBM-om je integracija klinicke procjene,
neuroradioloskih nalaza te histopatoloske i molekularne analize tumorskog tkiva uzorkovanog
tijekom operacije. Poc¢etna sumnja na dijagnozu tumora mozga postavlja se na temelju detaljne
anamneze 1 heteroanamnesticke obrade, kao i temeljitog neuroloSkog pregleda. Nakon toga se
indicira dodatna neuroradioloska dijagnostika, najcesce u vidu kompjutorizirane tomografije
(CT, eng. Computed Tomography) mozga s intravenskim kontrastom 1li magnetske rezonance
(MR) mozga s intravenskim kontrastom. U klini¢koj praksi upravo €T mozga najcesca je prva
radioloSka pretraga kod pacijenata sa sumnjom na intrakranijski ekspanzivni proces (42),
ponajprije zbog Siroke dostupnosti i brzine izvodenja pretrage, a CT mozga se rutinski koristi
takoder za iskljucivanje akutnih situacija (43), osebito kod pacijenata s pogorsanjem klini¢ko-
neuroloskog statusa. Ukoliko postoji sumnja na tumerski proces na temelju nativnog CT-a (bez
kontrasta), tada se moze primijeniti intravenski kontrast koji dodatno pomaze u vizualizaciji

ekspanzivnog procesa (44). Medutim, CT ipak nije idealna radioloska pretraga za GBM.

MR mozga predstavlja zlatni standard‘za evaluaciju i prac¢enje pacijenata s GBM-om (31).
Prema odredenim radiolo$kim karakteristikama, kao $to je héterogenost lezije s podrucjima
centralne nekroze uz rast iz bijele ‘tvari mozga i okolnim edemem, moze se s visokom
vjerojatnoséu postaviti sumnja na dijagnozu GBM-a (45). Osim toga, dodatne tehnike snimanja
poput {difuzije, spektroskopije 1 perfuzije olakSavaju razlikovanje GBM-a od drugih
ekspanzivath procesa, kao $to su cerebralne metastaze ili limfomi (46). Dodatna prednost je da
multimodalni MR postaje sve vazniji i u terapijskom postupku — konkretno moze pomoci
neurokirurzima u preciznijem odredivanju kirurSkih granica’te za planiranje resekcije (47).
Danas'sve vecu uloguu analizi radiologkih pretraga imaumjetna inteligencija (UI). Konkretno,
napredni modeli temeljeni na Ul prema radioloSkim parametrima mogu razlikovati GBM od
drugih ekspanzivnih procesa mozga (48).7Ocekuje se da ¢e u buducnosti Ul imati sve veci
itfecaj na dijagnostiku. tumoranSZS-an(49). Medutim, bitno je naglasiti da se definitivna
dijagnoza GBM-a prema, suvremenoj klinickoj praksi postavlja isklju¢ivo na temelju
patohistoloSke dijagnoze (PHD)»uzoraka tumorskoga tkiva dobivenog neurokirur§kom
operacijom. Stoga, kirurSka procjena 1 uzorkovanje adekvatnog dijela tumora za analizu ima
neizostaynu ulogu w, dijagnostickom postupku (50). Dakle, PHD GBM-a temelji se na
potvrdivanju glijalnog tumora visokog stupnja malignosti. Konkretno, morfoloski kriteriji
ukljucuju hipereelularnost, pleomorfizam, visoku mitotsku aktivnost, mikrovaskularnu

proliferaciju i nekrozu (31). Prema trenutno aktualnoj WHO klasifikaciji tumora SZS-a,
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molekularni profil predstavlja klju¢ni element u definiranju tumora (5) te se GBM danas

definira kao izocitrat dehidrogenaza (IDH)-divlji tip GBM.

1.1.4. Terapijski pristup

Kao §to je ranije spomenuto, unato¢ zna¢ajnom napretku u razumijevanju patofiziologije GBM-
a, ukupno prezivljenje (OS, eng. Overall Survival) 1 prezivljenje béz progresije bolésti (PFS,
eng. Progression-free Survival) nisu znacajno poboljSani u usporedbi s razdobljem od prije

nekoliko desetljeca (51).

Suvremeno lijecenje GBM-a sastoji se od neurokirurskog lijeéenja, KT RT (52). Prvi je korak
sama operacija koja ima dvostruku ulogu. Prva ailoga je dijagnosticka, odnosno uzorkovanje
tumorskoga tkiva, koja je nuzna za postavljanje definitivne PHD GBM-a. Druga je uloga
terapijska, pri ¢emu kirurska resekcija tumora maksimalno smanjuje volumen tumorskog tkiva
1 na taj nacin poboljSava OS (53). Napretkom tehnologije stvoreni su preduvjeti za precizniji
opseg resekcije (EOR, eng. Exfent ©f Resection), kao Sto je uporaba intraoperativne
neuronavigacije (54) 1 sesekeija vodena fluorescencijoms, (55). Dodatno, primjenom
intraoperativnog MR-a Znacajno se povecava EOR, a time 1 OS(56). U pravilu, EOR tumora
treba se maksimiziratickad godje to moguce. Medutim u pojedinim slu€ajevima GBM se nalazi
u elokventnim regijama mezga, sto dodatno otezava resekciju tumora. Stoga, neurokirurSko
lijeCenje tfeba individualno prilagoditi svakom pagijentun.(52). U neurokirurSskoj praksi, a
temeljeno, na 'EOR-u, razlikuje se nekoliko KirurSkih “stratégija: supramaksimalna ili
supramarginalna resekcija (SMR, eng. Supramaximal resection), totalna resekcija (GTR, eng.
Gross, Total/ Resection) ili potpuna resekcija, tumora koji se na MR-u mozga imbibira
kontrastom, gotovo totalna résekcija (NTRg engd Near Total Resection), subtotalna resekcija
(STR, eng. Subtotal Resection) tumora te biopsija. Specifi¢nosti ovih strategija prikazane su u

Tablici 1.1.
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Tablica 1.1. NeurokirurSke strategije resekcije glioblastoma s obzirom na opseg resekcije.

Preuzeto i prilagodeno prema (52)

Neurokirurske strategije Opseg resekcije

Kompletna resekcija tumora koji se imbibira konttastom

Supramaksimalna resekcija 1 parcijalna resekcija T2/FLAIR-hiperintenzne zone na
MR-u

Totalna resekcija Kompletna resekcija tumora koji se imbibira kontrastom

Gotova totalna resekcija Resekcija >95 % tumora keji se imbibira kontrastom

Subtotalna resekcija Resekcija <95 % tumora Koji se,.imbibira kontrastom

Biopsija Dijagnosti¢ka procedura, bezresekcije tumora

Zbog infiltrativne prirode i invazivnog rasta GBM-a, kirurSka resekcija tumora samostalno ne
vodi do potpunog izljeCenja (57). Zbog agresivne prirode i invazivnosti tumorskih stanica, kada
se bolest prvi put potvrdi, takve invazivne stanice GBM-a su ve¢ Siroko rasprostranjene po
udaljenim regijama mozga (58). Takve,stanice se potom ummnaZaju i obi¢no rezultiraju
recidivom GBM-a, ¢ak i makon $to je tumor operacijski uklonjen te teetiran KT-om i RT-om jer
su otporne na standardne terapijske metode (59). Rezidualne tumorskeistanice koje preostanu
cak 1 nakon agresivnih‘neurokirurskih strategija poput SMR 1 GTRy, doprinese recidivu GBM-
a te je potrébno dodatno lijeCenje kako bi se poboljsali ishodi lijecenja pacijenata (60). Buduci
da susewove stanice vec prosirile na udaljena pedrucja mozga gdje’su stvorile potencijalne nove
tumorske klice, samo zaustavljanje njihove invazije moZdasnece u potpunosti eliminirati te
stanice ili znacajno_utjecati na vjerojatnost prezivljavanje pacijenta (58). Drugi problem koji
posljedicno nastaje s ovim infiltrativnim obrascem rasta odnosi se na u¢inkovitost lokaliziranih
terapija. Vecina recidivadGBM-a javlja'se u blizini resekcijske Supljine, ¢esto u podrucju koje
jé bilo najvise izlozene zracenju (61). Primjena farmakoloskih sredstava u neposrednoj blizini
resekcijske Supljine tumora usmjerena je na sprjeCavanje lokalnih recidiva. Iako su neki od ovih
novih modaliteta lijeCenja pokazali ohrabfujuée rezultate u pretklinickim istrazivanjima (61,
62), ti se rezulfati nisu pokazali jednako ucinkovitima u klini¢koj praksi. Dakako, kako bi se
povecala .ucinkovitost lokaliziranih terapija za GBM, razvoj potencijalnih anti-invazivnih
lijekova treba napredovati zajedno s lokaliziranim i drugim tretmanima kako bi se napredak
ovog tumora potpuno zaustavio i eliminirao (63). U svakom slu¢aju, u trenutnom lijecenju

GBM-a, RT predstavlja klju¢nu sastavnicu. Suvremene smjernice za RT u lijjeCenju GBM-a
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koje preporuca Europsko udruzenje za neuroonkologiju (EANO, eng. European Association of
Neuro-Oncology), te zajednicke preporuke Ameri¢kog udruzenja neurokirurga (AANS, eng.
American Association of Neurological Surgeons) i1 Kongresa neurokirurga (CNS, eng.

Congress of Neurological Surgeons) prikazane su u Tablici 1.2.

Tablica 1.2. Suvremene smjernice za radioterapijsko lijecenjesglioblastoma. »Preuzeto i

prilagodeno prema (52)

EANO smjernice za radioterapiju glioblastoma (64)

Vrijeme: RT bi trebala poceti 3-5 tjedana nakon operacije

Doziranje: 1.8-2 Gy dnevne frakcije za ukupnu dozu od 50-60 Gy
Hipofrakcionirana RT je preporucena za starije ipacijente s KPS <70

Granice: 1-2 cm izvan podrucja tumora definiranog na MR sekvencama
Dodatna manja granica (0.3-0.5/¢m) kompenzira eventualne nepoznanice
Osjetljive strukture'mozga trebaju biti dodatno ocrtane

Kontrola: MR mozga 3-4 tjedna nakon zavrSetka RT

Zajednicke AANS/CNS smjernice za radioterapiju glioblasteima (65)

Vrijeme: RT bi trebala po€eti unutar 6 tjedana nakon operacije

Doziranje: 2 Gy dnevnedrakcije za ukupnu standardnu dozu od 60/Gy

Hipofrakcionirana ili hiperfrakcionirana RT preporucena je za starije i pacijente
loSijeg opéeg stanja*

* Sheme: 40.05 Gy primijenjenih u 15 frakeija il1 25 Gy u 5 frakcija ili 34 Gy u 10
frakeija kae'neke od opcija

Granice: 1-2 cm izvan podruéja tumora definirafiog na MR sekvencama
Preporuceno je ponovno racunanje,volumena zracenja tijekom RT

Kontrola: Nema posebnepreporuke

AANS/CNS, Americko udruzenjeneurokirurga/Kongres neurokirurga; EANO, Europsko
udruZenje za neuroonkologiju; Gys.gray; KPS, Karnofsky Performance Scale; MR, magnetska

rezonanca; RT; radioterapija

Prema vaze¢im smjernicama, RT se rutinski koristi kao standardni adjuvantni tretman nakon
neurokirurSke resekcije (64, 65). Nadalje, pojedini tumori mogu biti procijenjeni kao nepovoljni
za resekciju, najéesce zbog anatomske lokalizacije u dubokim strukturama mozga ili produzene
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mozdine gdje bi resekcija tumora izravno ugrozila kvalitetu zivota pacijenta nakon operacije, a
moguce i dovela do smrtnog ishoda (66). U takvim slucajevima, RT se uz KT moze koristiti
kao glavna opcija lijecenja (66). Kako bi se smanjili Stetni u¢inci RT-a na zdravo okolno tkivo
mozga, nuzno je poboljSati proces planiranja prije zracenja. Primjena modetnih tehnika
snimanja u procesu planiranja, primjerice MR-a 1 pozitronske emisijske tomografije (PET), a
posebno difuzijskog tenzorskog snimanja (DTI, eng. Diffusion Tensor Imaging), rezultira
specificnoséu od 81% 1 osjetljivoscu od 98% za preciznu lokalizaciju tumora,i zdravog mozga

te za procjenu infiltracije tumorskih stanica (67).

Nadalje, primjena ra¢unalnih modela za to¢niju procjenu infiltracije tumora pokazala se
obecavaju¢om strategijom za razvoj personaliziranih RT rfezima, a Ul mogla bi znacajno
poboljsati cijeli proces. Konkretno, u studiji Lipkove i suradnikasiz2019. godine (68), Bayesov
model koriSten je za kalibraciju modela rasta GBM-a 1z multimodalnih radioloskih snimki (MR
i PET skeniranja). Ovaj pristup omegucio je tocne procjene gustoce tumorskih stanica
specifi¢nih za svakog pacijenta, kojé se mogu koristiti za kreiranje personaliziranog RT rezima.
Osim poboljSanja planiranja RT-a, integracija matematickog modeliranja u svakodnevnu
praksu mogla bi posluzitiA za bolje predvidanje odgovora nacterapiju (69). lako su ovi novi
pristupi jo$ uvijek u razvoju, pokazali'swu manjim istrazivanjima ohrabrujuce pocetne rezultate.
Medutim, jo$ uvijek nedostaju randomizirana kontrolirana istrazivanja evih metoda i njihova
usporedba s trenutnim stafidardom lijeCenja. Pretpostavljena integracija Ul u personalizirano

lijecenje pacijenata s GBM-om ilustrirana je na Slicifl.1.
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Radiologki podaci

DD

Molekularni parametri 4

[

Ul integracija Personalizirani plan lijecenja

Klini¢ki podaci

Slika 1.1. Potencijalna integracija aimjetne, inteligencije u razvoju personaliziranog plana
lijeCenja pacijenata s glioblastomom./Preuzeto- i prilagodeno prema (49). Ul: umjetna

inteligencija.

lako KT predstavlja vaznu tre¢u komponentu standardnog lijeéenja GBM=+a, ishodi pacijenata
su 1 dalje skromni.Medutim, obecavajuci rezultati iz pretklinickih faza istrazivanja Cesto su
manje izrazeni u klini€koj praksi (52). Trenutno [su dostupna samo tri lijeka odobrena za
lije€enje GBM-a od strane Americke agencije za hranu.i lijekove (FDA, eng. Food and Drug
Administration): temozolomid (TMZ), bevacizumab i BCNU (biskloroetil-nitrozourea 1ili
karmusting@ng. bis-chlorethyl nitrosourea). Potrebno je napomenuti da bevacizumab zapravo

nije kemoterapeutski lijek, nego je. monoklonsko protutijelo s anti-angiogenskim u¢inkom (70).

@pcenito, TMZ je najcesée koristen kemoterapeutski lijek u lije¢enju GBM-a (70). Bitno
svojstvo TMZ je da prolazi krvne-mozdanu barijeru (BBB, eng. Blood-Brain Barrier), a po
djelovanju je alkiliraju¢i agens deoksiribenukleinske kiseline (DNA, eng. Deoxyribonucleic
Acid) koji oSteéuje tumorsku DNA 1 na taj nacin izaziva smrt tumorskih stanica (71). U klini¢koj
se praksi koristi istodobno s frakcioniranom RT, a nakon toga kao KT odrzavanja. Medutim,
pozitivan u€inak TMZ-a posebno ovisi 0 vremenu primjene te se potrebno pridrZavati
odredenog rasporeda. Trenutni standardni protokol koji je poznat kao Stuppov protokol (72),

sastoji se od konkomitantne RT i adjuvantne KT odrzavanja s TMZ-om u dozi od 75 mg po
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kvadratnom metru tjelesne povrsine pacijenta, svaki dan, od pocetka do kraja RT. Nakon toga
slijedi Sest ciklusa adjuvantnog TMZ-a u dozi od 150 do 200 mg po kvadratnom metru tjelesne
povrsine, tijekom pet dana tijekom svakog 28-dnevnog ciklusa (72). Glavni problem u lijeCenju

GBM-a TMZ-om je postupni razvoj rezistencije tumorskih stanica na ovaj lije . Postoje

angiogeneze, odnosno stvaranja novih krvnih zila
karakteristi¢an za tumorske stanice GBM-a (75). i kod ¢ 0 sada odobrenih lijekova

za lijeCenje GBM-a, pozitivni rezultati bevaciz 1. Kod pacijenata s GBM-

U posljednje vrijeme se, zbog og

viSe naglaSava potreba pe iZi y pa pacijentu (52) te oblikovanja terapijskih

\ 4

7 |

Maksimalna sigurna resekcija Radioterapija Kemoterapija

BUDUCNOST

£ & IE

Tumor-treating fields Imunoterapija cjepivom Onkoliti¢ka viroterapija T-stani¢na imunoterapija

Slika 1.2. SadaS$nji i potencijalni budu¢i modaliteti lijeCenja glioblastoma. Preuzeto i

prilagodeno prema (52)
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1.2. Biologija i heterogenost

Jedan od glavnih problema u lijjeCenju GBM-a upravo je tumorska heterogenost (77). Sve
preciznije klasifikacije tumora mozga, ukljucujuéi posljednju klasifikaciju WHO-a iz 2021.
godine (5), koja prepoznaje razlike u biologiji tumora, mogle bi utjecati i na kdifi€ke ishode.
Naime, poznato je da se unutar jednog GBM-a mogu pojavljivati razli¢ite mutacije gena (77).
Konkretno, unutar istog tumora mogu se pronaci stanice koje mogu imati mutacije u genima
koji kodiraju proteine kao Sto su glijalni fibrilarni kiseli protein (GFAP, eng. Glial Fibrillary
Acidic Protein) (78), oligodendrocitni transkripcijski faktor 2 (OLIG2, eng. Oligodendrocyte
Transcription Factor 2) 1 alfa-talasemija/mentalna retardactja X-vezana (ATRX, eng. Alpha
Thalassemia/Mental Retardation Syndrome X-Linked) (79), receptor za.cpidermalni faktor rasta
(EGFR, eng. Epidermal Growth Factor Receptor), tumorski protein p53 (TP53, eng. Tumor
Protein p53) 1 brojni drugi (80, 81). Medutim, kljucnoje da se te mutacije mogu nalaziti unutar
razliCitih regija istoga tumora (82). Ta je Cinjenica od velike vaznosti za uzorkovanje tumora za
PHD tijekom kirurske resekcije. Uzorel bi se trebali uzimati iz razlicitih dijelova tumora kako
bi se dobio detaljniji uvid u molekularnad genetska obiljezja GBM-a (77). Ovo je posebno bitno
za biopsije GBM-a koje semajcesce provode minimalno invazivnim metodama (83). Ukoliko
biopsije uzorkuju tkivodiz ogranicene, regije tumora, one mogu pedcijeniti stvarnu genetsku

raznolikost tumora.

Uprave zbog genetskeé raznolikosti odredene stani¢ne populacije unutar jednog GBM-a otporne
su na terapije usmjerene na specifi¢ne mutacije gena (77). Ovaj fenomen podsjeca na razvoj
rezisténcije bakterija na pojedine antibiotike, (84). U procesu lijeCenja, takve rezistentne
tumorske stafiice mogu pridonositi rezidualnom GBM-u Sto dodatno kompromitira pacijente i
vjerojatnost pozitivaih klini¢kih ishodal Osim genetske heterogenosti, potrebno je razmotriti i
potencijalni utjecaj epigenetskih [faktora. Prepoznavanje poremecenih epigenetskih
mehanizama imalo je zna€ajan utjecaj na klasifikaciju podskupina tumora, prognozu i odgovor
na terapiju kod tumora visokog stupnja u pedijatrijskoj populaciji (85, 86). Kombiniranje
epigenetskih karakteristikars drugimyparametrima moZze se Koristiti za precizniju klasifikaciju

tumora (87), $to u konac¢nici mozetutjecati 1 na terapijske pristupe.

Intra-tumorska heterogenost GBM-a takoder je vidljiva u njegovoj prostornoj organizaciji.
Znacajné tegionalne intra-tumorske razlike opisane su u literaturi te su i dalje predmet
istrazivanja (88). AKombiniraju¢i prostornu proteomiku i transkriptomiku s naprednim
racunalnim metodama, Greenwald 1 suradnici su istraZili organizacijske obrasce unutar GBM-

a ¢ime su definirali pet slojeva strukture GBM-a s hipoksijom kao glavnim pokretatem
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strukturne organizacije (89). lako je GBM znacajno vaskulariziran, ipak ima slabu regionalnu
mikrocirkulaciju, $to rezultira pojedinim izrazito hipoksi¢nim i nekroti¢nim regijama (90).
Tradicionalni pogled na metabolicke procese tumorskih stanica GBM-a usmjeren je na ulogu
metabolizma glukoze za proizvodnju energije, $to je u literaturi poznato kao Watburgov efekt
(91). Medutim, novija istrazivanja sugeriraju da razli¢ite tumorske regije unutar jednog GBM-
a imaju razli¢ita metaboli¢ka programiranja - neke subpopulacije stanica ovise © oksidativnoj
fosforilaciji 1 metabolizmu lipida, dok se druge viSe oslanjaju na metabolizam glukoze (92, 93).
Upravo su oksidacija masnih kiselina i metabolizam lipida u sredisStu sve viSe istrazivanja
GBM-a (94). Pretpostavlja se da lipidni metabolizam<ima" znacajanrutjecaj na biolosko
ponasanje tumora (94). Osim toga, tumorske se stanice/ mogunmetaboli¢ki prilagoditi
promjenjivom mikro-okolisu (95). Navedeno upucuje na to da_bi potencijalne metabolicke

terapije trebale imati viSe metabolickih ciljeva kako'bibile u¢inkovite protiv ove bolesti.

Cinjenica je da dana$nje terapije ve¢inemsjednako ciljaju tumorsko tkivo u cijelosti te za njih
inherentna tumorska heterogenost predstavlja znacajan izazov (77). Ovakvi terapijski pristupi
mogu biti korisni u jednom podruc¢ju tumora, ali potpuno neucinkoviti u drugom. Stoga se neke
subpopulacije mogu potpuno eliminirati térapijama, dok druge®staju netaknute 1 cak razvijaju
daljnju otpornost, $to bi moglo rezultirati potencijalnim recidivom i jo§ rezistentnijim

tumorima.

1.2. 1 Aumorskivmikro-okolis, invazivnost i‘infiltrativni rast

Tumorski mikrookolis (TMO) GBM-a je prilicne slozenrsustav, koji se ne sastoji samo od
tumorskih stanica, ve€ i mikroglije, makfofagaylimfocita i drugih vrsta stanica (96). Opcenito,
mozak je tmunoloski relativaGyizoliran organ (97). lako ta izoliranost nije apsolutna, ona ipak
ograni¢ava normalno djelovanje, imuneloskeg sustava (98). Uz to, GBM inducira
imunosupresivni TMO koji ga dodatnoistiti od ucinkovitog imunoloSkog odgovora organizma
(99). Takoder, pretpostavlja se da stanice GBM-a mogu prilagoditi TMO tako da sam okoli$
podrzava rast i prezivljavanje tumorskih stamica, a istovremeno poveéava otpornost na terapiju
(100). Imunosupresivni TMO predstavlja jednu od najznacajnijih prepreka razvoju u€inkovitog
lijeCenja . GBM-a, §to je poseban izazov za imunoterapijske modalitete lijeCenja (99).
Regrutiranjesimunosupresivnih stanica, poput makrofaga povezanih s tumorom (TAM, eng.
Tumor-Associated Macrophages), jedna je od kljucnih karakteristika imunosupresivnog TMO-
a (101). Kao S§to je prethodno opisano, GBM pokazuje znacajan stupanj histoloSke
heterogenosti. Ova heterogenost oc€ituje se i u razli¢itoj prostornoj raspodjeli TAM-ova koja
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varira izmedu tumorskih regija te je ¢eS¢a u jezgri tumora 1 okolnim hipoksi¢no-nekroti¢nim
podru¢jima (102). Osim toga, postoje znacajne razlike izmedu TAM-ova ovisno u kojoj se
tumorskoj regiji nalaze: TAM-ovi koji su prvenstveno smjesteni u jezgri tumora obi¢no imaju
protu-upalni profil M2, dok su TAM-ovi u susjednim podruc¢jima opcenito miktoglija s pro-
upalnim profilom M1 (103). Tumorske stanice mogu utjecati na profile TAM#ova tema tajnacin
olakSavaju invazivni rast i progresiju GBM-a (104). U TMO-u znac¢ajnu slogu ima metabolicko
reprogramiranje tumorskih stanica, koje je u velikoj mjeri potaknutg hipoksijom i kompleksnim
signalnim interakcijama (105). Hipoksic¢ni uvjeti aktiviraju odredene transkripeijske faktore,
Sto dovodi do promjena u metabolizmu glukoze i lipidad(105).,Ove metabolicke adaptacije
dodatno moduliraju TMO, poti¢uéi angiogenezu, imunolosku supresiju i povecanu otpornost
na RT i KT (106). Zbog toga se metabolicko seprogramiranje/smatra jednim od klju¢nih
mehanizama terapijske rezistencije GBM-a te vaznim, potencijalnim ciljem novih terapijskih

strategija.

Kao $to je dosadasnja klini¢ka praksa pokazala, bez obzira koliko je neurokirurska resekcija
bila agresivna, iskljucivo kirurSko lije¢enje nije se pokazalo efikasnim u lijeCenju GBM-a (57).
Jedan od klju¢nih razloga neuspjesnog Kirurskog lijeCenja je infiltrativni rast tumora (77).
Pretpostavlja se da su, u trenutku kada se dijagnoza GBM-a prvi putaypotvrdi, tumorske stanice
ve¢ Siroko rasprostranjene u udaljenim regijama mozga (58). Takve invazivne tumorske stanice
koje su'migrirale oddmakroskopski vidljive tumorske mase, moguistvoriti potencijalna nova
mjesta rasta GBM-a.(58),4 samo zaustavljanje njihove invazije nec¢e ih'u potpunosti eliminirati.
Dodatni problem koji predstavlja ovaj infiltrativni rast odnosi‘se na u¢inkovitost lokaliziranih
terapija. Vecina recidiva GBM-a ipak nastaje u blizini ranije operirane regije mozga (77). Nove
lokalizirane terapije(nastoje sprijeciti ove lokalne recidive (61), no u klinickoj se praksi nisu

pokazale jednako ucinkovitima'kao u pretkdinickim istrazivanjima (62).

1.2.2. Krvno-mozdana barijera

BBB predstavlja sustav koji odrzava homeostazu SZS-a reguliranjem prolaska tvari izmedu
sistemske cirktilacije 1 mozdanog parenhima (107). Na taj nafin ona osigurava zaStitu
mozdanog tkiva, ali istodobno predstavlja i znacajnu prepreku za farmakolosko lije¢enje tumora
SZS-a. U kontekstu lijeéenja GBM-a, BBB ograni¢ava prodor terapijskih sredstava u tumorsko
tkivo (108). Prema dosadasnjim istrazivanjima, BBB znacajno ograni¢ava prodiranje vecine
dostupnih farmakoloskih sredstava i1 bioloskih lijekova poput monoklonskih protutijela (109).
Brojni onkoloski lijekovi su hidrofilni ili relativno velike molekule, §to onemogucava njihov
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nesmetan prolaz kroz BBB (110). Cak i kada pojedini lijekovi poput TMZ-a mogu proéi kroz
BBB, nerijetko je to u nizim dozama zbog aktivnih mehanizama koji izbacuju lijekove iz SZS-

a(l11).

Prevladavanje BBB-a je predmet intenzivnih istrazivanja. Fokusirani ultrazvuk je samo jedan
od novih pristupa koji priviemeno remeti BBB kako bi se omoguéila ciljana iflokalizirana
dostava lijekova u SZS (112), no i ovaj pristup ima odredena ograni¢enja. Unato¢ zna€ajnom
napretku, slozenost i heterogenost BBB-a u GBM-u ostaje veliki izazov. Ukratko, uloga BBB-
a kao fizicke 1 funkcionalne barijere ograni¢ava ucinkovitost dostupnih modaliteta lijeCenja
GBM-a ograni¢avanjem dostave lijekova, smanjenjem imunoloskog odgovora i doprinosom
sposobnosti GBM-a da se prilagodi tretmanima (108): Rjesayanje ovih problema iziskuje nove

pristupe zaobilaZzenja BBB-a uz ocuvanje zdravog mozdanog tkiva.

lako angiogeneza u GBM-u stvara abnormalne krvneizile s poremeéenom BBB, stupanj
propusnosti BBB-a uvelike varira a1 razli¢itim regijama tumora (113). Prema tome, u
podruc¢jima gdje je BBB viSe propusna, lijekovismogu lakse prodrijeti u tumor, ali su to ¢esto
nekroti¢na ili manje metaboli¢ki aktivna podrucja koja nisu prvenstveno bitna za agresivnu
prirodu tumora. S drugesstrane, invazivne tumorske stanice koje se ¢esce nalaze na periferiji
skrivene su neizmijenjenom ili djelomi¢no izmijenjenom BBB-om, §to je prikazano na Slici
1.3. Upravo suzbog ove heterogenosti BBB-a, lijekovi su obi€no ucinkevitiji u dijelovima
tumora's pove¢anom propusnos¢u BBB-a, dok su manjé uc€inkoviti na,invazivnoj periferiji, to

moze pridonijeti pojavitecidiva (114).
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Propusna BBB u
sredi§tu tumora

a je relativno dobra dostupno i produktivnost 1 moguénost primjene na rutinski

emljenim parafinskim uzorci du najznacajnijim markerima u potvrdivanju

dijagnoze GBM-a sv el OLIG2 i ATRX koji zajedno omogucuju fenotipsku

karakterizaciju tumora

GFAP je i ijarni filamentni protein, koji je ujedno i temeljna komponenta citoskeleta

astrocita (116). Konkretno, GFAP je odgovoran za citoarhitekturu astrocita te pomaze u
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fiziologiji susjednih neurona i odrzavanju BBB-a (116). Osim normalnih fizioloSkih funkcija,

GFAP je ukljucen i u patofiziologiju nekoliko neuroloskih poremecaja (117).

U kontekstu dijagnostike GBM-a, ekspresija GFAP-a u tumorskim stanicama potvrduje
astrocitno podrijetlo tumora i pomaze u razlikovanju glijalnih tumora od metastatskih,i drugih
neglijalnih neoplazmi (78). Prema dosadasnjim istrazivanjima, eksptesija GEAP-au GBM-u je
heterogena (78, 118). Medutim, kvantitativna imunohistokemijska analiza koju su2020. godine
proveli Ahmadipour i suradnici pokazala je da pacijenti dijagnosticirani s GBM-om 1 visokom
ekspresijom GFAP-a imaju nepovoljnije klinicke ishode (78). Osimitoga, isto je istraZivanje
pokazalo znacajnu inter-tumorsku heterogenost ekspresijé GFAP-asUpravo ta varijabilnost ¢ini
GFAP prikladnim markerom za daljnju analizu buduéi da seaobicajena klinicka interpretacija
bazira na kvalitativnoj procjeni (pozitivho/negativno), dok pestotak i intenzitet ekspresije

ovoga proteina mogu pruZiti dodatne informacije o fenotipu GBM-a.

1.3.2. OLIG2

OLIG2 je jedan od kljucnih transkripcijskih‘faktora za razvoj eligodendrocita i progenitornih
stanica ove linijje (119), zbog “Cega se koristi kao marker u dijagnostici tumora
oligodendroglijalnegmpedrijetla. U GBM-u je OLIG2 najc¢e§¢e izraZen u jezgri tumorskih
stanicaste se smatra markerom proliferativne populacije stanica (120). Konkretno, OLIG2 se
pokazao kao jedan od najspecifi¢nijih markera mati¢nih stanica glioma (GSC, eng. Glioma
Stem_Cells), a upravo se ova populacija stanica smatra uvelike 6dgovornom za recidive GBM-
a (121). Unutar tkiva GBM-a, GSC su prepoznate kao odgoverne stanice za plasticnost tumora
— sposobne su migrirati, poticati recidivetumora,i pokazivati otpornost na standardne terapijske
opcije (122). Slicno kao 1 GFAP, opisana je heterogena ekspresija OLIG2 u ispitivanim
uzorcima GBM-a (123).4Precizfifja procjena ekspresije markera OLIG2 mogla bi omogucditi
bolju stratifikaciju GBM-a prema fenotipskom profilu, pruZziti uvid u proliferacijski potencijal

tumora te potencijalnosluziti kao prediktorodgovora na terapiju.

1.3.3. ATRX

Gibbons 1 suradnici prvi su opisali ATRX gen 1995. godine u sklopu takozvanog ATR-X
sindroma koji wje' karakteriziran o-talasemijom, teSkim psihomotornim zaostajanjem,
urogenitalnim abnormalnostima i karakteristicnim obrascima dismorfije lica (124). ATRX je

regulator transkripcije ukljucen u remodeliranje kromatina 1 odrZzavanje telomera, a ima 1 vaznu
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ulogu ulogu ATRX-a u popravku DNA (125). ATRX je jedan od 20 najces¢e mutiranih gena u
tumorima opcenito te tre¢i najc¢es¢e mutirani gen u kontekstu glijalnih tumora (126). U glijalnim
tumorima, gubitak ekspresije ATRX-a uvelike je odgovoran za karakteristicnu karcinogenezu
1 poremecaje epigenoma (127). Gubitak ekspresije ATRX-a najceS¢e g€ 'povezan s
astrocitomima i1 takozvanim mehanizmom alternativnog produljenja telomera (ALT, eng.
Alternative Lengthening of Telomeres) (128). Nasuprot tome, GBM vecinom zadrzava
ekspresiju ATRX-a (129), sto ATRX c¢ini vaznim dijagnostickim markerom. Tkemura i
suradnici 2016. godine opisali su moguénost detekcije ATRX-a pomocu IHC 1 korelacije razina
ekspresije sa statusom mutacije (130), Sto je znacajno pojédnostavilo detekeiju ATRX statusa
u svakodnevnoj klinickoj praksi. Medutim, preciznija kvantifikacija ekspresije ATRX-a, iako
se tradicionalno interpretira binarno (odrzana,ili izgubljena),/ moze dodatno doprinijeti

razumijevanju tumorske heterogenosti i potencijalnth subpopulacija tumorskih stanica.

1.3.4. Znacaj kvantitativne imunohistokemijske analize

Tradicionalna THC interpretacija, koja se temelji na kvalitativnoj procjeni, ¢esto nije dovoljna
za detekciju suptilnih razlika izmedu tumora, kao ni izmedu razlicitih regija istoga tumora
(131). Primjena semi-kvantitativnih sustava bodovanja, poput imunoreaktivnog skora po
Remmeleu i1 Stegneru (IRS, eng.»/mmunoreactive Score of Remmele andStegner) ili H-score
sustava, omoguéujefntegraciju postotka pozitivnih stanica,i intenziteta bojanja, cime se dobiva
precizniji prikaz ekspresije markera, te boljakarakterizacija prouc¢avanog tkiva (132). Medutim,
metoda ima i odredena ogranicenja, ukljucujuci intra-tumorsku heterogenost GBM-a i ¢injenicu
da’ analiza Cesto obuhvaca samo ograniceni dio tumorskog tkiva, $to moZe utjecati na
reprezentativnost dobivenih _rezultata. Dodatni, izver varijabilnosti moze proizlaziti iz
subjektivnosti u interpretaciji intenzitetadbojanja, iako se primjenom standardiziranih sustava

bodovanja ta varijabilnost nastoji smanjiti.

U kontekstu ove disertacije, semi-kvantitativna analiza GFAP-a, OLIG2-a i ATRX-a
omogucuje detaljniju fenotipsku karakterizaciju GBM-a te korelaciju imunohistokemijskih
profila s klini¢Kim i radioloskim parametrima, uklju¢uju¢i MLS. Time IHC nadopunjuje svoju
tradicionalnu dijagnesticku ulogu i moZe posluZiti kao metoda u translacijskim istraZivanjima

tumorske heterogenosti 1 potencijalnih prognostic¢kih obiljezja.
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1.4. Radioloska obiljezja i pomak srediSnjih struktura

Kao §to je ranije napomenuto, radioloska dijagnostika ima sredi$nju ulogu u dijagnostici GBM-
a jer omogucuje neinvazivan uvid u morfologiju i anatomsku lokalizaciju tumora, njegov odnos
prema okolnim moZzdanim strukturama te posljedice tumorskog rasta na susjednestrukture (31).
Dakle, uz identifikaciju 1 lokalizaciju samog tumora, radioloski nalazi’ pruzaju" dedatne
informacije o takozvanom mass effectu koji je posljedica veli¢ine tumorske mase i perifokalnog
edema, te 0 MLS-u, $to moze imati klinicki i prognosticki znaéaj (40). Napredne metode
snimanja poput MR spektroskopije, perfuzije, PET-a, DTI-a i drugih pruZaju nove nacine

evaluacije tumorskih procesa i razumijevanja njihove patofiziologije.

1.4.1. Perifokalni edem i mass effect

Perifokalni edem, prvenstveno vazogenog tipa, posljedica je poremec¢ene BBB i povecane
krvozilne propusnosti pri ¢emu dolazi do pevecanog nakupljanja tekuéine u mozdanom tkivu
(133). U GBM-u, edem je Cesto dispropofeionalno velik u odnosu na volumen tumorske mase
¢ime znacajno doprinosi takozvanom mass' effectu, porastu ICP-a i razvoju neuroloskih
simptoma (134). Osim tega, u literaturi j¢ opisana povezanost volumena edema i agresivnosti
glijalnih tumora (133, 135). Najces¢i simptomi koji su opisani u kontekstu izraZzenog edema 1
povisenog ICP-a su glavobolja‘i povracanje, a takoder je moguci razvoj slabosti ekstremiteta
u smislu pareze ili plegije, poremecaji govora i vida te drugi neuroloski simptomi (40). Ako se
pravodobno ne reagirayimoze doc¢i do znacajne progresije edema ifrazvoja hernijacije mozga,

Stomajcesce dovodi do poremecaja stanja svijesti, a ukonacnici moze zavrsiti i letalno (136).

Nadalje, perifokalni’edem koji je prisutan kod pacijenata s GBM-om ujedno je i indikator
sirenja tumora (137). DosadaSnja istrazivanja sug@eriraju da edem koji okruzuje GBM potice
inyaziju tumorskih stanicaite je‘u isto vrijeme i‘vazan prediktor stupnja agresivnosti tumora,
vjerojatnosti recidivahi loSih ishoda (138-140). Procjena volumena i progresije edema na
temelju prijeoperacijskihradioloskih pretraga (CT-a i MR-a), kljuna je za planiranje
terapijskog pristupa. Neurokitursko lijecenje, kao i RT i KT imaju cilj kontrolirati veli¢inu
tumora, ali 1 okOlnog edema (141). Dodatan problem predstavlja ¢injenica da je edem ¢imbenik
rizika za komplikagcije tijekom lijeCenja tumora mozga (133). PoviSeni ICP koji nastaje kao
izravna posljedica perifokalnog edema, moze ometati opskrbu zdravog mozdanog tkiva krvlju
i hranjivim tvarima, Sto moze dovesti do ishemije i drugih ozbiljnih komplikacija (133). Prema
tome, odgovarajuca kontrola edema kljucna je za sprjecavanje komplikacija lijeCenja pacijenata
s GBM-om.
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Mass effect, koji je posljedica veli¢ine tumorskog procesa i1 perifokalnog edema, dovodi do
kompresije okolnih mozdanih struktura, deformacije ventrikularnog sustava i pomaka
anatomskih referentnih tocaka, Sto se na radioloskim pretragama prvenstveno prezentira kao
MLS (142). Prema pojedinim istrazivanjima, veli¢ina tumora smatra se potencijalno bitnim
prognosti¢kim ¢imbenikom kod pacijenata s GBM-om (143). Ve¢i tumori povezanisu's losijim
neuroloskim statusom i pove¢anim ICP-om, no sama veli¢ina ipak nijeuvijek 1zravno povezana
s ishodima. Opcenito, izrazen mass effect povezan je s tezom neuroloskom simptomatologijom,

brzim pogorSanjem klinickoga stanja i povecanim rizikom od hernijacije mozga (136).

1.4.2. Pomak sredisnjih struktura — definicija i mjerenje

MLS je indirektni pokazatelj i izravna posljedica mass effecta i definira se kao lateralna
dislokacija srednje linije mozga. Najces¢e anatomske strukture koje su vidljivo dislocirane na
radioloSkim pretragama su septum péllucidum ili tre¢a mozdana klijetka (144). Mjerenje se
rutinski provodi na aksijalnim (transverzalnim) €T ili MR presjecima, u razini foramen Monroi
ili trupa postrani¢nih klijetkissKod pacijenata s GBM-om, MLS je relativno Cesto prisutan —
prema istrazivanju Gamburga 1 ‘suradnika iz 2000. godine, ¢ak 74 % ispitanika je na
prijeoperacijskim pretragama,imalo odredeni stupanj MLS-a (145)."Takoder, u kod pacijenata
s GBM-om s prisutnim MLS-om,opisan je povecan rizik od rane smrti naken postupka biopsije
tumora“(146). Nadalje, MLS se pokazao kao dobar Kvantitativni indikator mass effecta te

prognosticki radioloskimarker (147).

U klinic¢koj prakst, kada MLS iznosi >5 mm, smatra se klinicki relevantnim te je ¢esto povezan
s povisenim/ ICP-om i povecanim rizikom»ed dodatnog neuroloskog pogorsanja (148).
Medutim, veéina zaklju¢aka @ MLS-u proiza$la jefiz istrazivanja koja su proucavala traumatske
ozljede mozga (149). Za razliku od traumatskih ozljeda, u kontekstu tumora mozga ovaj
parametar nije dovoljno detaljne istrazen kao prognosticki cimbenik, unato¢ njegovoj ucestaloj

primjeni u svakodnevnoj radioloskoj i neurokirurskoj praksi.

Kod traumatskih intrakranijskihikrvarenja, MLS ve¢i od 10 mm povezan je s losijim ishodima
1 potrebom za hitnom neurokirur§kom intervencijom (150). U neuro-onkologiji, istraZivanja
utjecaja MILS-a su nesto manje zastupljena, no postoje naznake da ve¢i MLS moze korelirati s
losijim neuroleskim’ statusom i ve¢im rizikom od ranog postoperativnog mortaliteta (147).

Ranije spomenuto istraZivanje koje su proveli Wach i suradnici 2021. godine (144), pokazalo
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je kako je MLS od minimalno 10 mm relativno dobar prediktor losijih ishoda. Ipak, potrebna

su daljnja istrazivanja kako bi se utvrdila stvarna klinicka vrijednost MLS-a.

S obzirom na izrazitu heterogenost GBM-a, postoji potreba za dodatnom karakterizacijom

poput veli¢ine samog tumora i MLS-a mogu sluziti kao dodatni p
1 ishoda pacijenata (151). Ovo istraZivanje usmjereno je na_ ispitivanje rogenosti fenotipa
GBM-a i klju¢nih klini¢ko-radioloskih parametara, uklj na procjenu njihove
potencijalne prognosticke vrijednosti Budu¢i da j an kriterij za kirurSke
indikacije kod traumatskih ozljeda, njegovo poter kontekstu GBM-a moglo

bi pruziti dodatne smjernice za klini¢ko odlucivanje.
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2. CILJEVIISTRAZIVANIJA

Op¢i cilj:

Cilj ovog istrazivanja bio je analizirati epidemioloske i klinicke karakteristike te fenotipsku
heterogenost operacijski lijecenih GBM-a primjenom imunohistokemijske analize markera

GFAP, OLIG2 1 ATRX.

Specifi¢ni ciljevi:

1. Analizirati epidemioloSke 1 klinicke karakteristike pacijenata, ukljucuju¢i dob, spol,
simptome 1 komorbiditete, anatomsku lokalizaciji tumora, veli¢inu lezije i MLS te rane
postoperativne ishode, u smislu duljine boravka u intenzivnoj njezi i ukupnog trajanja

hospitalizacije te ukupnog mortaliteta.

2. Analizirati ekspresiju imunohistokemijskih markera GFAP, OLIG2 i ATRX primjenom

modificiranog IRS sustava kvantifikacije.

3. Ispitati povezanost fenotipskerheterogenosti GBM-a, procijenjene primjenom markera
GFAP, OLIG2 i ATRX te modificiranog IRS sustava kvantifikacije, s klinicko-radioloskim

parametrima, prvenstveno MLS-om.

4. Istraziti povezanost MLS-a s ranim postoperativnim ishodima.

Iznavedenih'ciljeva rada proizasle su sljedece hipoteze istrazivanja:

GBM-ovi pokazuju znacajnuseterogenost u‘ekspresiji markera (GFAP, OLIG2, ATRX), pri
cemu se kvantitativni obtasci ekspresije razlikuju medu tumorima Sto upucuje na biolosku

raznolikost GBM-a.

Ekspresija markera GEAP; OLIG2,)ATRX povezana je s klini¢ko-radioloSkim parametrima,

osobito s MLS-om, §to moZe ukazivati na fenotipske razlike i bioloski agresivnije tumore.

Pacijenti s ve¢im MLS-om (> 5 mm) imaju nepovoljnije rane postoperativne ishode u usporedbi

s pacijentima s manjimypomakom (< 5 mm).
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3. MATERIJALII METODE

3.1. Ustroj studije

Istrazivanje ovoga rada provedeno je kao presjecna studija temeljena na retrospektivno
prikupljenim podacima.. U istrazivanje su uklju€eni pacijenti operacijski lije¢eni‘u Kliniei za
neurokirurgiju, Klini¢kog bolni¢kog centra (KBC) Osijek prema standardnim procedurama.

Arhivski podaci svih bolesnika prikupljeni su u ustrojstvenim jedinicama KBC-a Osijek.

3.2. Ispitanici

U studiju su uklju€eni arhivski uzorci tkiva tumora mozga pacijenata kod kojih je PHD-om
verificiran GBM. Glijalni tumori koji nisu GBM bili, su iskljucujuéi kriterij. Prema ovim
kriterijima, u arhivi KBC-a Osijek je identificirano 80 pacijenata, prema dostupnim povijestima

bolesti, u vremenskom razdoblju od1. sijeénja,2021. godine do 31. prosinca 2025. godine.

Prikupljeni su podaci o demegrafskim karakteristikama pacijenata ukljucujuci spol i dob u
vrijeme operacijskog zahvata. Takoder je definirana anatomska lokalizacija tumorskog sijela u
odnosu na mozdane reznjeve (frontalni, temporalni, parijetalni, vokcipitalni). U slucaju
infiltracije viSe gfeznjeva, zabiljezena je lokalizacija prema zahvacanju reznjeva, npr. fronto-
temporalni. Tumorifsmjesteni u dubokim mozdanim $trukturama, poput bazalnih ganglija,
corpus callosuma ilimekih drugih, zasebno, su evidentirani. Nadalje, zabiljezeni su inicijalni
klini€ki “simptomi koji su prisutni prije  opetacije, a dobiveni su anamnesticki,
heteroanamnesticki ili temeljem neuroloskog pregleda pacijenta. Za svakog pacijenta, iz
dostupne,.medicinske dokumentacijé identificirani. su komorbiditeti poput dijabetesa,
hipertenzije, kardiovaskularnih bolesti, préthodnih malignih bolesti te drugih kroni¢nih bolesti.
U/sklopu pracenja ranog postoperativnog tijeka za svakog pacijenta prikupljeni su podaci o
broju dana provedenih u' Jediniei Intenzivnog Lijecenja (JIL) nakon operativhog zahvata,
ukupnom trajanju hospitalizacije od dana operativnog zahvata te o postoperativnom mortalitetu

za vrijeme hospitalizacije. Osobni podaci bolesnika zasti¢eni su lozinkom.

Svi podaci prikupljeni su iz povijesti bolesti dostupnih u BIS-u ili u arhivi KBC-a Osijek.
Dodatno su se Sifrirale t parafinske kocke reseciranih tumora iz arhive Klini¢kog zavoda za
patologiju 1 sudskut medicinu KBC-a Osijek za dopunska imunohistokemijska bojenja radi
ponovne potvrde PHD svakog reseciranog GBM-a. PatoloSku potvrdu tumora svakog

pojedinog nalaza procijenila su dva neovisna patologa. Arhivski tumorski materijal iz
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parafinskih kocki obraden je prema postupku opisanom u poglavlju Metode. Svi prikupljeni

podaci uneseni su u tablice programa Microsoft Excel i zasti¢eni lozinkom.

Plan i metode istrazivanja te opseg koristenih arhivskih podataka pacijenta bili su u skladu s
etickim i znanstvenim standardima. Potencijalni rizici i opasnosti po zdravlje osoba ukljuc¢enih
u ovo istrazivanje, s obzirom na to da istrazivanje ukljuc¢uje humani‘bioloski materijal, svedeni
su na najmanju mogucu mjeru. U ovom istrazivanju poStovana su temeljha prava bolesnika te
eticka nacela biomedicinskih istrazivanja. Istrazivanje je odobrilo/Eticko povjerenstvo KBC-a

Osijek, ur. broj: R1-3545/2025.

3.3. Metode

Provedena je standardna, ponovljena histoloska potvida tumorskog tkiva GBM-a bojanjem
hemalaun-eozin metodom, u skladu sa_standardnim laboratorijskim protokolom za obradu
parafinskih tkivnih rezova. Analiza je provedena na parafinskim blokovima dobivenima iz
kirurski reseciranog tumorskog tkiva. Izsvakog bloka izradeni su rezovi debljine 4-5 um, koji
su postavljeni na predmetna stakalca 1 suséni prema rutinskoj proceduri prije zapocinjanja

postupka bojenja.

Najprije je proveédena deparafinizacija preparata uranjanjem wksilol"(Claro — Prom, LOT:
2510042; Zagreb, Hrvatska) u trajanju od 30 do 45 minuta, Cime je omoguceno potpuno
uklanjanje parafinaiz tkivnih rezova. Nakon depatafinizacije uslijedila je rehidracija tkiva
ispiranjem u apsolutnom alkoholu (BioGnost, BOT: H100-157-73/25, Zagreb, Hrvatska), koje
je provedeno tri putaipo 10 minuta. Time je postupno uklonjen ksilol i omogucena priprema
tkiva zadaljnju obradu u vodenoj fazi. Preparati su potom ispirani pod teku¢om vodom tijekom
5minuta radi potpune rehidracije 1 '‘uklanjanja ostataka alkohola. Nakon toga nanesen je
Mayerov hematoksilin (BioGnost, Zagreb, Htvatska), u trajanju od 5 minuta, pri ¢emu su
obojene jezgre stanican Slijedilo, je ispiranje pod teku¢om vodom tijekom 10 minuta radi

adekvatne diferencijacije 1 razvijanjaplavicaste boje jezgri.

U sljede¢em koraku primijenjena je 1 %-tna otopina eozina (BioGnost, Zagreb, Hrvatska) u
trajanju od 1 minute, pri cemu su obojene citoplazma i ekstracelularne strukture. Visak boje
uklonjen jenispiranjem pod teku¢om vodom, nakon ¢ega je provedena dehidracija preparata
ponovnim ispiranjém u apsolutnom alkoholu, tri puta po 10 minuta. Nakon dehidracije

uslijedilo je izbistravanje u ksilolu, koje je provedeno u dvije izmjene po 10 minuta, ¢ime je
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tkivo postalo prozirno i pripremljeno za trajno montiranje. Na kraju je preparat pokriven

medijem za pokrivanje trajnih preparata i prekriven pokrovnim stakalcem.

Ovako obradeni preparati analizirani su svjetlosnim mikroskopom (Olympus CX40, Hamburg,
Njemacka) radi potvrde histomorfoloskih obiljezja GBM-a, ukljucujuci izrazenu celularnost,
nuklearnu atipiju, mitotsku aktivnost, mikrovaskularnu préliferaciju. i /nekrozu, s

pseudopalisadiranjem.

3.3.1. Imunohistokemijska analiza GFAP

Imunohistokemijska analiza ekspresije GFAP-a provedena jefia parafinskim tkivnim rezovima
debljine 4 um rezanim na mikrotomu Leica SM2010R (Leica Microsystems, model SM2010R,
Wetzlar, Njemacka), dobivenima iz formalinom fiksiranog i parafinski uklopljenog tumorskog
tkiva. Rezovi su postavljeni na adhezivna predmetna stakalca, osuSeni te obradeni na
automatiziranoj imunohistokemijsk@j platformi OMNIS (Agilent Technologies / Dako, Omnis,

Santa Clara, Sjedinjene Americke Drzaye) prema standardiziranom laboratorijskom protokolu.

Deparafinizacija je provedeéna uporabom sredstva FLEX Omnis Clearify (Agilent Technologies
/ Dako, FLEX Omnis Clearify GC810, Santa Clara, Sjedinjene Ameticke DrZave) nakon ¢ega
je slijedila demaskacija antigena primjenom EnVision FLEX Target Retrieval Solution Low
pH (Agilent Technologies/ Dako, EnVision FLEX Target Retrieval Solution Low pH GV805,
Santa Claray, Sjedinjene’ Americke Drzaye), razfijedene yu radmu koncentraciju 1:10 s
destiliranom vodem. Za ispiranja izmedu pojédinih koraka koriSten je Wash Buffer (Agilent
Technologies / Dako, Wash Buffer GC807, Santa Clara, Sjedinjene Americke Drzave), takoder
razrijeden u’ omjertt 1:10 s destiliranmom vodom. U svrhu kontrole nespecificnog vezanja
koriSten je Negative Control Reagent (Agilent Technologies / Dako, Negative Control Reagent
GE006, Santa Clara, Sjedinjene Americke Dizave). Nakon toplinske demaskacije antigena
provedena je dodatnaenmzimatska obrada Proteinazom K (Agilent Technologies / Dako,
Proteinase K Code S3020, Santa Clara, Sjedinjene Americke Drzave) radi optimizacije pristupa
epitopima. Endogena peroksidazna aktivnost blokirana je primjenom EnVision FLEX
Peroxidase-Bloeking reagensa (Agilent Technologies / Dako, EnVision FLEX Peroxidase-
Blocking Reagent GV800, Santa Clara, Sjedinjene Americke Drzave).

Za detekciju” GFAP-a koriSteno je ze€je poliklonalno primarno protutijelo, (Agilent
Technologies / Dako, model Z0334, Santa Clara, Sjedinjene Americke Drzave), u

koncentriranom obliku. Protutijelo je razrijedeno u omjeru 1:500 uporabom Dako Antibody
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Diluent (Agilent Technologies / Dako, Dako Antibody Diluent Code S0809, Santa Clara,
Sjedinjene Americke Drzave). Inkubacija s primarnim protutijelom provedena je u trajanju od

30 minuta na platformi OMNIS, u skladu s preporukama proizvodaca.

Vizualizacija je provedena primjenom sustava Dako EnVision+/HRP (Agilent Technologies /
Dako, Dako EnVision+/HRP kit K4009, Santa Clara, Sjedinjen€ ‘Americke Drzave), koji
ukljucuje EnVision Rabbit Linker (Agilent Technologies / Dako, EaVision FLEX+/Rabbit,
Santa Clara, Sjedinjene Americke Drzave), EnVision FLEX HRP (Agilent, Technologies /
Dako, EnVision FLEX+ Rabbit, Santa Clara, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave) te odgovarajuce
reagense za amplifikaciju signala (Agilent Technologies'/ Dako, EnVision Enhancer GC806,
Santa Clara, Sjedinjene Americke Drzave). Kao kromogen koristen je EnVision FLEX DAB+
Chromogen (Agilent Technologies / Dako, EnVision FLEX'DAB+ Chromogen GV800, Santa
Clara, Sjedinjene Americke Drzave) uz pripadajuci supstratni pufer (Agilent Technologies /
Dako, EnVision FLEX Substrate BuffersGV800, Santa Clara, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave),
¢ime je postignuta smeda precipitatna /reakcija na mjestu vezanja kompleksa antigen—

protutijelo.

Na kraju postupka preparati su kontrastno obojeni hematoksilinem (Agilent Technologies /
Dako, model GC808, Santa),Clara, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave), dehidrirani kroz rastuce

koncentracije alkohola, izbistreniu ksilolu i montirani trajnim medijem.

EkspresijadGF AP-a interpretirana je kao citoplazmatsko bojanje tumorskih stanica. Procjena je
provedena semi-kvantitativno primjenom medificiranog IRS sustava, koji ukljucuje evaluaciju
postotka pozitivnih'stanica i intenziteta bojanja. Analiza jesprovedena uz obaveznu provjeru
adekvatnih pozitivnih' i negativnih kontrola,»¢ime je osigurana pouzdanost i specifi¢nost

imunohistokemijske reakcijes

3.3.2. Imunohistokemijska analiza OLIG2

Imunohistokemijska analizasekspresije OLIG2 provedena je na formalinom fiksiranim 1
parafinski uklopljenim uzorcima tumorskog tkiva. Iz parafinskih blokova izradeni su rezovi
debljine 4 um na'mikrotomu Leica SM2010R (Leica Microsystems, model SM2010R, Wetzlar,
Njemacka), koji su'postavljeni na adhezivna predmetna stakalca i obradeni u skladu sa

standardnim laberatorijskim postupkom.
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Imunohistokemijsko bojanje provedeno je na automatiziranoj platformi Roche Ventana
BenchMark Ultra (Roche, BenchMark ULTRA Advanced Staining System, Basel, Svicarska)
primjenom UltraView Universal DAB Detection Kita (Roche, LOT: N15892, Basel,
Svicarska). Koristeno je ze¢je monoklonalno primarno protutijelo protiv OLIG24(Roche, izotip
IgG, klon EP112, Basel, Svicarska), u komercijalno razrijedenom obliKu (reddy-to-use).
Inkubacija s primarnim protutijelom trajala je 40 minuta, u skladu s'validiranim protokolom

proizvodaca.

Deparafinizacija je provedena unutar same platforme uporabom reagensa EZ /Prep Concentrate
(Roche, LOT: N11657, Basel, Svicarska), razrijedénog u tadnu Koncentraciju 1:10.
Demaskiranje epitopa provedeno je primjenom Reche pufera CCI, pH 8,4 (Roche, LOT:

N11594, Basel, Svicarska), ¢ime je omoguéena optimalna izlozenost antigenskih determinanti.

UltraView Universal DAB Detection Kit uklju¢ivao je sljedece komponente: 3 % H20:
inhibitor za blokadu endogene peroksidazne aktivnosti, HRP multimer za pojacanje signala,
DAB (3,3'-diaminobenzidin) kromogen te bakrov sulfat (CuSO.) za intenzifikaciju i
stabilizaciju reakcijskog produkta. Sustav/je automatizirano proveo blokadu endogene
peroksidaze, inkubacijus HRP multimerom te kromogensku reakciju, pri cemu je na mjestu
vezanja kompleksa antigen—protutijelo nastala smeda nuklearna obgjenost u stanicama koje

eksprimiraju OLIAG2.

Nakon zavrSetka imunohistokemijskog protokola ‘prevedeno’ je kontrastno bojanje
hematoksilinom, (Roche, LOT: N14400, Basel, gvicarska). Preparati su potom automatski
pokriveni u uredaju, Sakura (Sakura Tissue-Tek, Film Autemated Coverslipper, Torrance,

Sjedinjene Americke Drzave) primjenom zastitnog filma za pokrivanje.

Ekspresija OLIG2 interpretirana je kao muklearni pozitivitet tumorskih stanica. Procjena je
provedena semi-kvantitativno primjenom modificiranog IRS sustava, koji ukljucuje analizu
postotka pozitivnih jezgridintenziteta bojanja. Interpretacija rezultata provedena je uz kontrolu

adekvatnih pozitivnih inegativnih kontrola radi osiguranja specifi¢nosti i pouzdanosti reakcije.

3.3.3. Imunohistokemijska analiza ATRX
Imunohistokemijska  analiza ekspresije ATRX provedena je na formalinom fiksiranim 1

parafinski uklopljenim uzorcima tumorskog tkiva. Parafinski rezovi izradeni su debljine 4 pm
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na mikrotomu Leica SM2010R (Leica Microsystems, model SM2010R, Wetzlar, Njemacka) te

postavljeni na adhezivna predmetna stakalca.

Bojanje je provedeno na automatiziranoj platformi Roche Ventana BenchMark Ultra (Roche,
BenchMark ULTRA Advanced Staining System, Basel, Svicarska) primjefiom UltraView
Universal DAB Detection Kita (Roche, LOT: N15892, Basel, Sviéarska). Koristéno je misje
monoklonalno primarno protutijelo protiv ATRX (Diagnostic BioSystemsyizotip kappa IgG2a,
klon D-5, Pleasanton, Sjedinjene Americke Drzave) u komercijalno razrijedenom obliku.
Inkubacija s primarnim protutijelom trajala je 35 minuta, u_skladu syvalidiranim protokolom

proizvodaca.

Deparafinizacija je provedena unutar same platforme uporabom reagensa EZ Prep Concentrate
(Roche, LOT: N11657, Basel, Svicarska), razrijedenog u radnu koncentraciju 1:10.
Demaskiranje epitopa provedeno je primjenom Rochewpufera CC1 pH 8,4 (Roche, LOT:

N11594, Basel, Svicarska), ¢ime je omoguéena optimalna izloZenost antigenskih determinanti.

UltraView Universal DAB Detection Kif sadrzavao je 3 % H:O: inhibitor za blokadu endogene
peroksidazne aktivnosti, HRP “multimer,za’ pojacanje signalag, DAB (3,3'-diaminobenzidin)
kromogen te bakrov sulfat (CuSOs) za intenzifikaciju 1 stabilizaeiju reakcijskog produkta.
Sustav je automatizirane provee blokadu endogene peroksidaze, inkubaeiju s HRP multimerom
te kromogensku reakciju, pri cemu je na mjestu vezanja kompleksa,antigén—protutijelo nastala

smeda nuklearna obojenost u stanicama koje eksprimiraju ATRX protein.

Nakon zavrSetka imunohistokemijskog protokela provedeno je kontrastno bojanje
hematoksilinom (Roehe, LOT: N14400, Basel, Svicarska). Preparati su potom automatski
pokriveni_ucuredaju Sakura (Sakura/Tissue-Tek Film Automated Coverslipper, Torrance,

Sjedinjene Ameri¢ke DrZzave) primjenom Zastitnog filma za pokrivanje.

Ekspresija ATRX interpretirana je kao, nuklearni pozitivitet u tumorskim stanicama. Procjena
je provedena semi-kvantitativno primjenom modificiranog IRS sustava, koji ukljucuje analizu
postotka pozitivnih jezgri 1 intenziteta bojanja. Gubitak ekspresije definiran je kao odsutnost
nuklearnog bojanja u tumorskim stanicama uz o€uvano interno pozitivno bojanje u endotelnim
stanicama ili limfoeitima, koje je sluzilo kao interna kontrola kvalitete reakcije. Interpretacija
rezultata provedena je uz evaluaciju adekvatnih pozitivnih i negativnih kontrola radi osiguranja

pouzdanosti 1 speeificnosti imunohistokemijske reakcije.

35



3.3.4. IRS metoda
Rezultati imunohistokemijske analize evaluirani su IRS metodom. Prema ovoj metodi, najprije
je procijenjen postotak pozitivnih tumorskih stanica na jednom vidnom polju velikog povecanja

mikroskopa (40x).

Rezultati su izraZzeni semi-kvantitativno kao negativni: 0, 1 =< 109%;2 = 11 - 50%, 3 =51 -

80 %, 4 == 81 %.

Drugi parametar evaluacije je intenzitet bojanja: 0 (negativno), 1 (blagi intenzitet), 2 (umjereni

intenzitet), 3 (jaki intenzitet).

Dobivene vrijednosti su pomnoZene, a ukupan rezultat od 0 -A2 svrstava se u 4 kategorije:
0: 0 - 1 (negativan)

1: 2 - 3 (blago pozitivan)

2: 4 - 8 (umjereno pozitivan)

3:9 - 12 (jako pozitivan)

3.3.5. Odredivanje pomaka sredisnjih struktura i promjera tumora

MLS je definiran kae mak§imalno lateralno pomicanje sredi$njih struktura mozga uzrokovano
mass effectom tumora i périfokalnoga edema te je mjeren naprijeoperacijskim MR snimkama
mozga. Ukoliko, MR pretraga nije bila dostupna iz tehni¢kih ili drugih razloga, npr.
nemogucnosti da pacijent bude izlozen magnetnome polju zbog stranih metalnih tijela, tada je

mjerenje provedenona CT snimkama.

Za svakog pacijenta analizirane su standardne prijeoperacijske MR snimke mozga, ukljucujuci
aksijalne Tl-sekvence (s i¢bez komtrasta), T2-sekvence i FLAIR sekvence. Mjerenja su
primarno provedena na aksijalnimpresjecima u razini foramena Monroi i septum pelluciduma,

gdje je MLS u pravilu najizrazeniji.

Anatomska sredisnja linija definirana je kao zamisljena linija koja povezuje anteriorno cristu
galli te posteriornoyunutarnju okcipitalnu izboCinu (protuberantia occipitalis interna). U
slu¢ajevima kada navedene strukture nisu bile jasno prikazane na istome presjeku, sredi$nja
linija rekonstruirana je kao linija koja spaja krajnje anteriorne i posteriorne rubove falxa cerebri,

uzimajuci u obzir anatomske kostane orijentire lubanje.
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MLS je mjeren kao najveca okomita udaljenost (u milimetrima) izmedu definirane anatomske
srediSnje linije i pomaknute medijalne strukture mozga. Kao referentna pomaknuta struktura
najcesce je koristen septum pellucidum ili tre€a mozdana klijetka, ako je bila jasnije definirana.
Mjerenje je provedeno na presjeku na kojem je lateralni pomak bio najizraZenijisUdaljenost je
odredena pomocu digitalnog mjernog alata unutar radioloskog PACS sustava, uz preciznost od
0,1 mm. Kako bi se smanjila varijabilnost mjerenja, za svakog pacijenta analizirane su sve
relevantne aksijalne sekvence, biljezena je maksimalna izmjerena yrijednosttMLS-a, mjerenja
je proveo iskusni radiolog. U slu¢ajevima grani¢nih ili tehnicki otezanih mjerenja(npr. izraZzena
kompresija klijetke), mjerenje je ponovljeno te je kao Konacna vrijednost uzeta prosjecna

vrijednost dvaju mjerenja.

Dobivene vrijednosti MLS-a izraZene su u milimetrima kao kontinuirana varijabla, a zatim

kategorizirane prema unaprijed definiranom klini¢kom pragu:
<5 mm — manji ili odsutan MLS
> 5 mm — znacajan MLS

Prag od 5 mm odabran je temeljem klinicke relevantnosti u procjeni mass effecta i potencijalne
potrebe za Zurnijom neurokiturSkom intervencijom. Primjer karakteristicnog odredivanja MLS-

a prikazan je na Slici 3.1.
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Slika 3:1. Postupak @dredivanja pomaka srediSnjih struktura kod pacijenata s glioblastomom

Na slici 3.1. prikazan jesaksijalni (transverzalni) presjek T2-sekvence MR snimke mozga
pacijenta s glioblastomom 4desnog temporalnog reznja. Najprije je oznaCena anatomska
srediS$nja linija koja je nasslici duljine 164,5 mm. Potom je izmjeren pomak septum pelluciduma

u razini foramena Monroi, $to,predstavlja pomak srediSnje linije od 14 mm.

Procjena veli€¢inestumora provedena je na temelju prijeoperacijskih MR snimki mozga.
Analizirane su standardne dijagnosticke sekvence, ukljucujuéi aksijalne, sagitalne i koronarne

presjeke T1 sekvenci sa i bez primjene kontrastnog sredstva te T2 1 FLAIR sekvence, ovisno o
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morfoloSkim karakteristikama lezije. Ukoliko MR pretraga nije bila dostupna iz tehnickih ili
drugih razloga, npr. nemogucnosti da pacijent bude izlozen magnetnome polju zbog prisutnosti

stranih metalnih tijela u tijelu pacijenta, tada je mjerenje provedeno na CT snimkama.

Najprije su definirane granice tumora na temelju kontrastnog imbibicijskogpodrucja na T1-
postkontrastnim sekvencama ili, u slucaju lezija koje se ne imbibiraju kontrastom, na temelju
jasno ograni¢ene hiperintenzivne zone na T2/FLAIR sekvencama. U analiza je ukljucena
solidna tumorska komponenta. Cisti¢ne, nekroticne ili hemoragijske komponente ukljucene su

u mjerenje ako su Cinile sastavni dio volumena lezije 1 bile unutar jashe tumotske granice.

Za svakog bolesnika odreden je maksimalni linearni promjer4umeota, izrazen u milimetrima,
neovisno o ravnini presjeka. Mjerenje je provedeno keoriStenjem digitalnog mjernog alata unutar
PACS sustava. Analizirane su sve tri ortogonalne ravnine (aksijalna, sagitalna i koronarna), a
kao konacna vrijednost zabiljezena je najveca izmjerena udaljenost izmedu dviju najudaljenijih
tocaka tumorske mase. Time je osiguranonda se kao reprezentativna veli¢ina tumora uzme

apsolutni maksimalni promjer, bez ograni€enja na standardnu aksijalnu dimenziju.

Mjerenja su provedena na presjeku na kojem je lezija imala najvecu ekstenziju. U slucajevima
nepravilnog oblika tumora, mjerenje je provedeno izmedu dviju najudaljenijih tocaka vidljive
tumorske mase. Akomje postojala dilema oko granica lezije, analizitane su sve dostupne

sekvenee radi preciznijeg odredivanja ruba tumora. Mjerenja je proveo iskusni radiolog.

Maksimalni promjentumora izraZen je kao kontinuifana varijabla u' milimetrima te je koriSten
u daljnjim statistickim analizama kao kvantitativni pokazatelj veli¢ine tumorske mase. Ovim
postupkom osigurana,je standardizirana i reproduktivna procjena tumorskog promjera za sve

ukljucene bolesnike.
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Slika 3.2. Postupak edredivanja maksimalnog promjera tumora kod pacijenata s glioblastomom

Na sliei, 3.2¢ prikazan je aksijalni (transverzalni) presjek T2-sekvence MR snimke mozga
pacijenta s glioblastomom desnog frontalnog reznja. U ovom slucaju izmjeren je maksimalni

promjer tumora u horizontalnoj ravnini od 68 mm.

3.4. Statisti¢ka analiza podataka

Statisticka obrada podataka provedena je primjenom odgovaraju¢ih deskriptivnih i
inferencijalnih metoda, ovisno o vrsti varijabli 1 distribuciji podataka. Analiza je obuhvatila
ukupno 80"belesnika s histoloski potvrdenim GBM-om, u programu Python, verzija 3.8.0.

(Python Software Foundation, Beaverton, Sjedinjene Americke Drzave).
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Kontinuirane varijable (dob bolesnika, promjer tumora, MLS izrazen u milimetrima, broj dana
provedenih u jedinici intenzivnog lije€enja te ukupan broj dana hospitalizacije) prikazane su
kao srednja vrijednost i standardna devijacija u slucaju normalne distribucije, odnosno kao
medijan 1 interkvartilni raspon u slucaju odstupanja od normalnosti. Kategorijske varijable
(spol, MLS skupine < 5 mm i1 > 5 mm, lokalizacija tumora, komorbiditeti) prikazane su
apsolutnim i relativnim frekvencijama (n, %). Normalnost distribucije kontinuitanih varijabli
procijenjena je Shapiro—Wilkovim testom, dok je homogenost/varijanci, izmedu skupina

procijenjena Leveneovim testom.

Za usporedbu dobi izmedu muskih i Zenskih bolesnika kofiSten je nezavisni t-test za dva uzorka
u sluc¢aju normalne distribucije. U situacijama kadajé pretpostavka homogenosti varijanci bila
narusena, primijenjen je Welchov t-test. Razliké'u dobi izmedu'MLS skupina analizirane su
istim principom, ovisno o ispunjenosti pretpostavki normalnosti i homogenosti varijanci koje
su ispitane Shapiro-Wilkovim i Leveneowvim testom. Za usporedbu spolne distribucije izmedu

MLS skupina koristen je hi-kvadrat/(?) test neovisnosti.

Razlike u promjeru tumora izmedu MLS skupina analizirane su Mann—Whitney U testom. Broj
dana provedenih u jedinici intenzivhog lijecenja te ukupan brQj dana hospitalizacije izmedu
MLS skupina analizirani su primjenom Mann—Whitney U testa, s obzirom na to da se radi o

varijablama koj¢ su pokazale asimetricnu distribuciju.

Ekspresijaimarkera GFAP-a, OLIG2 i ATRX-a kvantificirana je modificiranim IRS sustavom
te izrazena kao, ordinalna kontinuirana varijabla. Budu¢i darje distribucija IRS skorova
odstupala od.normalnosti, rezultati su prikazant kao medijan,i IQR. Usporedba IRS skorova
izmedu MLS skupina provedena je primjénom Mann—Whitney U testa za svaki marker zasebno

(GFAP, OLIG2 1 ATRX). Statisticka znacajhost definirana je na razini P < 0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Demografske karakteristike i komorbiditeti pacijenata

U istrazivanje je uklju¢eno ukupno 80 pacijenata operacijski lijeCenih zbog tumora mozga kod
kojih je naknadno PHD-om potvrden GBM, u KBC-u Osijek u razdeblju od 1. sije¢nja 2021.
godine do 31. prosinca 2025. godine. U analiziranom uzorku, pacijenti muskog 1'zenskog spola
bili su jednako zastupljeni s po 40 pacijenata (50 %). Prosjecna ziyotna dob bolesnika iznosila
je 67,4 godine sa standardnom devijacijom od 9,5 godina. Nije utvedena statisticki znacajna
razlika u dobi izmedu muSkaraca i Zena (66,1 = 8,9 godind za muski spol'168.8 + 9,8 godina za
zenski spol). Prema starosnim skupinama, 52 pacijenta (65/%) biloye starije od 64 godine
zivota. Najmladi pacijent imao je 45 godina, a najstariji 81, dek jé najmlada pacijentica imala

42, a najstarija 88 godina.

Najzastupljeniji komorbiditet bila je arterijska hipertenzija, od koje je bolovalo 59 pacijenata
(73,8 %), zatim dislipidemija (22/pacijenta, 27,5 %), dijabetes (19 pacijenata, 23,8 %) te
psihijatrijske dijagnoze, prvenstveno /psihoorganski sindrom koji je identificiran kod 14
pacijenata (17,5 %). Kardiomiopatija je bila dijagnosticirana kod 10 pacijenata s GBM-om
(12,5 %). Svi komorbiditett pacijenata prikazani su graficki na Slici 4.1. Pet pacijenata (6,3 %)
imalo je prethodfio dijagnosticiran tumor drugog sijela, od toga su 2 pacijenta lijeCena zbog
planocelularnog kare¢inoma, a po 1 pacijent zbog tumora,bubrega, debeloga crijeva i dojke. U

istrazivanju, samo 7'pacijenata (8,8 %) nije imalo niti jedan komorbiditet.
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Parijetalni reZanj
Frontalni reZanj 11 (18,7 %)

14 (23,7 %)

Okcipitalni reZanj '
11,7 %)

Temporalni reZanj
33 (55,9 %)

Slika 4.2. Anatomska raspodjela glioblastoma koji&aju samo jedan rezanj mozga (n =
59).

Od preostalih lokalizacija upnog uzorka) pacijenata opisana je prisutnost

tumora u obje mozdan i od njih 3 (3,8 % od u og uzorka) tumor je bio

omjer najveéeg tumora u istrazivanju iznosio je 110 mm, dok je promjer

najmanjeg tumora iznosio 14 mm.
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Pacijenti su potom podijeljeni u dvije skupine: MLS <5 mm i MLS > 5 mm. U skupinu MLS
<5 mm ukljucen je 41 pacijent (51,3 %), a u skupinu MLS > 5 mm 39 pacijenata (48,7 %).
Iako je u skupini MLS < 5 mm bilo zastupljeno vise muskaraca nego zena, dok je u skupini
MLS > 5 mm spolna raspodjela bila obrnuta, ova razlika nije bila statisticki zna€ajna Sto je

prikazano u Tablici 4.1.

Tablica 4.1. Demografske 1 radioloSke karakteristike pacijenata s glioblastomom koji su imali
pomak sredi$njih struktura manji od 5 milimetara te pacijefata's glioblastomom koji su imali
pomak srediSnjih struktura od minimalno 5 milimetara. Podaci su prikazani kao srednja

vrijednost = SD ili medijan (IQR).

MLS <5 mm MLS > 5 mm P
Spol
lv\/[uéki 23 (56,1 %) 17 (43,6 %) 0,263
Zenski 18 (43.9 %) 22 (56,4 %)
Dob (godine) 67,9 +7,9 66,9+ 10,9 0,8
Medijan promjera
411(32-49,5) 57 (47-67) <0,001*

tumora (mm)

* Mann=Whitney U test

Razlika u dobi izmedu skupina definiranih prema:MLS=wanalizirana je Welchovim t-testom za
nezavisne uzorke zbog nehomogenosti yafijanci utvtdene Leveneovim testom, uz prethodno
potvrdenu normalnost distribucije. Analizasije pokazala statisticki znacajnu razliku po dobi

izmedu dviju skupina (Tablica 441v).

U skupini s manjim MLS-om ‘medijan promjera tumora iznosio je 41 (32-49,5) mm, dok je u
skupini MLS > 5 mm medijan promjera tumora iznosio 57 (47-67) mm. Razlika u
maksimalnom promjeru tumorajizimedu skupina analizirana je Mann—Whitney U testom zbog
odstupanja od normalne distribucije podataka utvrdene Shapiro—Wilkovim testom. Analiza je
pokazalasstatistiCki znacajnu razliku u maksimalnom promjeru tumora izmedu dvije MLS

skupine, U=357,5, P <0,001 (Tablica 4.1.).
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4.4. Prijeoperacijski simptomi
Klinicka prezentacija pacijenata s GBM-om izrazito je heterogena te se pacijenti mogu
prezentirati s vise od jednog simptoma. U proucavanom uzorku kao najzastupljeniji inicijalni

simptom izdvaja se slabost jednog ili viSe ekstremiteta, u smislu pareze ili

prikazana je na Slici 4.3.
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Slika 4. jeoper: a zastupljenost neurolo$kih simptoma u pacijenata s glioblastomom (n
= 80).
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4.4.1. Prijeoperacijski simptomi kod pacijenata prema reznjevima mozga
U svrhu detaljnije karakterizacije pojavnosti simptoma prema reznjevima mozga, analizirana je
zastupljenost najces¢ih neuroloskih simptoma kod pacijenata kod kojih je tumor zahvatio samo

jedan rezanj mozga (59 pacijenata, 73,8 %).

Kod 14 pacijenata koji su imali tumor lokaliziran u frontalnom reznjupnjih 11 (78,6 %) klinicki
se prezentiralo sa slabo$¢u ekstremiteta. Drugi najées¢i simptomi bilisu smeteno stanje koje je
zabiljezeno kod 6 pacijenata (42,9 %) te disfazija koja je evidentirana kod'S pacijenata (35,7
%).

Sto se ti¢e 33 pacijenta koji su imali tumor temporalnog reznja, njih 15 (45,5 %) prijavilo je
glavobolju, dok su slabost ekstremiteta i smeteno stanje bili /jednako zastupljeni te su
identificirani kod 11 pacijenata (33,3 %). S obzirom na funkcionalni znacaj temporalnog reznja

u govoru, potrebno je jo§ napomenuti da je disfazija zabiljezena kod 8 pacijenata (24,2 %).

Od 11 pacijenata s tumorom parijetalnog reZnja, njih 6 (54,5 %) prezentiralo se sa slaboS¢u

ekstremiteta, a njih 5 (45,5 %) bilo je smeteno.

Tumor okcipitalnog reZnja imao je samo jedan pacijent te se pfezentirao s epilepsijom.

4.5. Rezultati imunohistokemijske analize

Imunohistokemijska analiza provedena je s ciljem “Kvantitativne procjene fenotipske
heterogenosti ‘GBM-a primjenom IRS sustava bodovanja. Analizirana je ekspresija triju
odabranih matkera—GFAP, OLIG2 i ATRX — kejiypredstavljaju diferencijacijske i regulatorne
komponente tumorskog fenotipa. Ekspfesija jesvrednovana semi-kvantitativno, uz istodobnu
procjenu postotka pozitivnih tumorskih stanica i intenziteta bojanja, ¢ime je dobiven integrirani

rezultat za svaki uzorak.

Analizirani su citoplazmatski (GEAP) odnosno nuklearni (OLIG2 i ATRX) obrasci bojenja u
reprezentativnim podrucjimatumorskog tkiva kod ukupno 80 pacijenata pri ¢emu je sveukupno
ucinjeno 240 imunohistokemijskih analiza. Rezultati su prikazani distribucijom ekspresije po
kategorijama, kaoni deskriptivnim statistickim pokazateljima ukupnog IRS rezultata. Prema
definiranim, IRS kategorijama, za sva tri markera najucestaliji rezultat ekspresije bio je
umjereno pozitivan/(IRS 4 - 8): 40 uzoraka (50 %) za GFAP te po 34 uzoraka (42,5 %) za
OLIG2 1 ATRX. Rezultati ekspresije markera po IRS kategorijama prikazani su na Slici 4.4.
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Slika 4.4. Rezultati ekspresije mark OLIG2 i ATRX po IRS kategorijama.
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4.5.1. GFAP
Imunohistokemijska analiza ekspresije GFAP-a provedena je na ukupno 80 uzoraka tumorskog

tkiva. Primjeri GFAP bojenja prikazani su na Slici 4.5.
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Slika 4.5. Imunohist
vrijednostima: A) IRS 0, B) IRS 6 i C) IRS 12. Pozitivna citoplazmatska ekspresija vidljiva je

kao smedi DAB signal, dok su jezgre obojene hematoksilinom. Povecanje x40.
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Podaci su testirani na normalnost distribucije Shapiro—Wilk testom. S obzirom na odstupanje

od normalne distribucije podataka (P < 0,001), rezultati su prikazani kao medijan 1 interkvartilni

4.5.2. OLIG2

e O ovedena je na ukupno 80 uzoraka tumorskog

1ci 4.6.

Imunohistokemijska analiza ekspr

tkiva. Primjeri OLIG2 bojenja prikaza
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Slika 4.6. Imunohistokemijska vanaliza OLIG2 u uzorcima glioblastoma s razli¢itim IRS
vrijednostima: A)IRS 0, B) IRS 6 i C) IRS 12. Pozitivna nuklearna ekspresija vidljiva je kao

smedi DAB signal, dok su jezgre obojene hematoksilinom. Povecanje x40.
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Podaci su testirani na normalnost distribucije Shapiro—Wilk testom. S obzirom na odstupanje
od normalne distribucije podataka (P < 0,001), rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni
raspon. Medijan IRS skora za OLIG2 u analiziranoj kohorti iznosio je 4 (2-8,5). Ekspresija

OLIG2 pokazuje izrazenu medutumorsku varijabilnost, s rasponom vrijednosti

nisku, umjerenu 1 visoku razinu nuklearne pozitivnosti. U 34 uzorka
umjereno pozitivna nuklearna ekspresija OLIG2, dok je u 20 uzoraka (2
18 uzoraka (22,5 %) bilo je negativno dok je preostalih 8 (10 %)
4.4). Daljnja analiza usporedbe OLIG2 ekspresije izmedu ML

sljede¢im odjeljcima.

4.5.3. ATRX

Imunohistokemijska analiza ekspresije ATRX provedenayje na ukupno 80 uzoraka tumorskog

NS
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tkiva. Primjeri ATRX bojenja prika

z

O
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Slika 4.7. Imunohistokemijska analiza ATRX u uzorcima glioblastoma s razli¢itim IRS
vrijednostima: A) IRS 0, B) IRS'6 1 C) IRS 12. Pozitivna nuklearna ekspresija vidljiva je kao

smedi DAB signal, dok su jezgre obojene hematoksilinom. Povecanje x40.

Podaci su testirani na normalnost distribucije Shapiro—Wilk testom. S obzirom na odstupanje

od normalne distribucije podataka (P < 0,001), rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni
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raspon. Medijan IRS skora za ATRX u analiziranoj kohorti iznosio je 8 (3,5-12). U odnosu na
ostale markere, ATRX pokazuje visu razinu ekspresije, Sto je vidljivo iz pomaka medijana
prema visim IRS vrijednostima medu analiziranim tumorima. U dijelu uzoraka zabiljeZena je
niZa razina ekspresije, dok je u znacajnom broju tumora prisutna umjerena do visokanuklearna
pozitivnost. U 34 uzorka (42,5 %) zabiljezena je umjereno pozitivna nuklearna’ ekspresija
ATRX, dok je 27 uzoraka (33,8 %) bilo jako pozitivno, 10 uzoraka (12,5 %) bilo je blago
pozitivno te preostalih 9 (11,2 %) bilo je negativno (Slika 4.4)Daljnja analiza usporedbe
ATRX ekspresije izmedu MLS skupina prikazana je u sljede¢im odjeljcima.

4.6. Korelacija imunohistokemijskih markera
U svrhu procjene medusobnih odnosa imunohistokemijskth markera te identifikacije
potencijalnih fenotipskih obrazaca glioblastoma, provedena je analiza korelacije izmedu IRS

skorova za GFAP, OLIG2 i ATRX primjenom Spearmanovog koeficijenta korelacije.

Dobiveni rezultati korelacijske analize misu pokazali statisticki znacajnu povezanost izmedu
GFAP-a1OLIG2, kao niti izmeduGFAP-ai#/ATRX-a. Analiza ednosa izmedu OLIG2 i ATRX
pokazala je statisti¢ki zna€ajnu umjerenu pozitivnu korelaciju (p =036, P <0,01) te je dodatno

vizualizirana rasprSenim dijagtamom (Slika 4.8.).

12

ATRXIRS skor
(=)

0 2 4 6 8 10 12
QLIG2 IRS skor

Slika 4.8. Rasprseni dijagram koji prikazuje korelaciju izmedu IRS skorova za OLIG2 1 ATRX.

Utvrdena je statisti¢ki znacajna umjerena pozitivna korelacija (Spearman p = 0,36, P <0,01).
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4.7. Usporedba IRS skorova imunohistokemijskih markera prema MLS skupinama

U cilju ispitivanja povezanosti ekspresije imunohistokemijskih markera 1 radioloSke

pojedinih markera izmedu skupina definiranih prema M

za svaki marker zasebno.

zirom na odstupanje od normalne distribucije

podataka, razlike izmedu 1 su primjenom —Whitney U testa. UoCena

te ra‘n distribucije IRS
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Slika 4.9. Graficki prikaz IRS skorova za GFAP po ML‘upinama. Podaci su prikazani box—

plot dijagramom (medijan, interkvartilni on, vrijednosti min—max). Statisticka analiza

provedena je Mann—Whitney U 0 5 mm - skupina pacijenata s pomakom

sredisnjih struktura manji mm — skupina pacijenata s pomakom srediSnjih

struktura od minimalno

\ 4

6), dok je u skupini MLS
d normalne distribucije podataka,
ann—Whitney U testa. Nije utvrdena
restje i MLS-a.

lici 4.10. prikazana’ dist va za OLIG2 prema MLS skupinama, kao
dijan, interkvartilnisraspo istribucije IRS skorova za OLIG2 unutar svake MLS

skupine.

56



OLIG2

12 —T
10
8
6
4
2
0

BMLS <5mm B MLS >5mm

IRS skor

Slika 4.10. Graficki prikaz IRS skorova za OL
box—plot dijagramom (medijan, interkvartilni raspon,

LS <5

o ML nama. Podaci su prikazani
jednosti min—max). Statisticka analiza

provedena je Mann—Whitney U test — skupina pacijenata s pomakom

sredi$njih struktura manjim od 5 mm. ML — skupina pacijenata s pomakom sredi$njih

struktura od minimalno 5 mm.

Itati su prikazani na Slict 4,11. ijan, interkvartilni raspon te raspon distribucije

skorova za ATRX unutar.sva
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Slika 4.11. Graficki prikaz IRS skorova za ATWS mlpinama. Podaci su prikazani

box—plot dijagramom (medijan, interkvartilni raspon, vrijednosti min—max). Statisticka analiza

provedena je Mann—Whitney U t S < 5 mm - skupina pacijenata s pomakom

sredis$njih struktura manjim od 5 m — skupina pacijenata s pomakom sredi$njih

struktura od minimalno 5

4.8. Povezanos i ohistokemijskih markera i ‘

U svrhu ispi a izmedu ekspresije im i ih markera tumora i
t izmedu IRS skorova
markera GFAP, OLIG2 S-a, izrazenog kao kontinuirana

vog koeficijenta korelacije.

orelacijske analiz‘isu p ¢ki znacajnu povezanost izmedu MLS-a i
korova ekspresije C*P-a, G iti‘ATRX-a. [ako je u prethodnoj analizi utvrdena
isti¢ki znacajna razli TRX izmedu MLS skupina, korelacijska analiza nije

pokazala znacajnu po i kontinuiranih vrijednosti MLS-a i IRS skora ATRX-a.

58



4.9. Rani postoperativni tijek i mortalitet

U svrhu boljeg uvida u rani postoperativni tijek, analizirani su podaci o provedenim danima u
JIL-u te ukupno trajanje hospitalizacije nakon operacijskog zahvata. Podaci su testirani na
normalnost distribucije Shapiro—Wilk testom. S obzirom na odstupanje«©6dy normalne
distribucije podataka (P < 0,01), rezultati su prikazani kao medijan,i interkvartilni raspon. U
ukupnome uzorku, medijan provedenih dana u JIL-u iznosio je 1 (1-1) dan, dok je medijan

hospitalizacije iznosio 9 (7-12) dana.

Gledano prema skupinama, u skupini MLS < 5 mm medijan provedenih dana u JIL-u iznosio
je 1 (1-1) dan, dok je medijan ukupne hospitalizacije iznosio 8 (7-11,5) dana. U skupini MLS
> 5 mm, medijan provedenih dana u JIL-u takoderge iznosio 1 (1-1) dan. Medutim, medijan
hospitalizacije u ovoj je skupini iznosio 10 (7-15) dana. Razlike u trajanju boravka u JIL-u i
ukupnom trajanju hospitalizacije izmedu MLS skupina analizirane su Mann—Whitney U testom
zbog odstupanja od normalne distribucijespodataka (Slika'4.12). Izmedu ove dvije skupine nije

detektirana znacajna razlika u broju/dana provedenih u JIL-u, kao niti u ukupnoj duljini trajanja

hospitalizacije.
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Slika 4.12. Graficki prikaz trajanja hospitalizacije u danima po MLS skupinama. Podaci su
prikazani box—plot dijagramom (medijan, interkvartilni raspon, vrijednosti min—max).
Statistickaanaliza provedena je Mann—Whitney U testom. MLS < 5 mm — skupina pacijenata
s pomakom sredisSnjih struktura manjim od 5 mm. MLS > 5 mm — skupina pacijenata s

pomakom sredisnjih struktura od minimalno 5 mm.
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U ukupnome uzorku, bilo je 5 (6,3 %) smrtnih ishoda. Sto se ti¢e mortaliteta, u skupini MLS <
5 mm evidentirana su 3 letalna ishoda (7,3 %) tijekom hospitalizacije, dok su u skupini MLS >

5 mm zabiljezena 2 smrtna ishoda (5,1 %) te se ova razlika nije pokazala statisticki znac¢ajnom.
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5. RASPRAVA

Heterogenost GBM-a ocituje se na viSe razina, ukljucuju¢i genetsku, fenotipsku i intra-
tumorsku (77). Ta sloZenost tumorske biologije odrazava se u molekularnim, histoloskim i
radioloskim obiljezjima koja mogu varirati izmedu pacijenata i unutar razliCitih regija istog
tumora (80). Zbog toga je za bolje razumijevanje bioloskog ponasanja tumora nuzna mtegracija
histopatoloskih, molekularnih i radioloskih parametara. Unato¢ znacajnom napretku znanosti i
klinicke medicine te razvoju novih modaliteta lijeCenja, GBM Kao jedanyod najmalignijih
tumora opcenito 1 dalje ima sli¢ne ishode koje je imao 1 u proSlom stoljecu (1). Suvremeni
pristup lijeCenju GBM-a i dalje ne dovodi do zadovoljavajucih rezultata, €ak suprotno, ishodi
su prilicno razocaravajuéi (52). U vecini slu¢ajeva,GBM je kod pacijenata identificiran u
uznapredovaloj fazi, kada je tumor ve¢ dosegnuosedredenu veli¢inu i prouzrokovao simptome
poput slabosti ekstremiteta, oteZanoga govora, smetenesti i brojnih drugih. Unato¢ napretku u
molekularnoj klasifikaciji i standardizaciji terapijskih protokola, klinicka prezentacija bolesti i
dalje pokazuje znaCajnu varijabilhiost, Sto, ukazuje na postojanje viSeslojne tumorske
heterogenosti. Posebno je vazno razumjeti u kojoj mjeri fenotipske karakteristike tumora,
definirane ekspresijom razli¢itihymarkera, koreliraju s radioleSkim 1 eventualno klinickim
parametrima. Sustavna istrazivanja GBM-a u Republici Hrvatskoj jos uvijek su ogranic¢ena. U
ovome istrazivanjugmanalizirane su demografske karakteristike pacijenata koji su u KBC-u
Osijek tijekom petogodisnjeg razdoblja operacijski lijeeni zbog tumora mozga koji je potvrden
PHD-om kao GBM. Osim toga, analizirani su prijeoperacijski simptomi koji su zabiljeZeni u
ovoj kehorti od, 80 pacijenata, kao i radioloske karakteristikéspoput maksimalnog promjera
tumora i MLS-a. Nadalje, analiziran je rani postoperativiiitijek ovih bolesnika pra¢enjem broja

dana provedenih u JIL-u kao 1 broja dana‘provedenth u bolnici.

Trenutno vazeéa WHO klasifikacija tumota SZS-a iz 2021. godine znadajno je promijenila
razumijevanje i lijeCenje ovih neoplazmi, uklju¢ivanjem odredenih molekularnih markera u
dijagnostiku (5). Medutim, u suvremenoj patoloskoj praksi u dijagnostici tumora mozga,
ekspresija se markera gleda,na prili€no jednostavan (binaran) nacin — pozitivno ili negativno,
Sto ne moze adekvatno objasnitickompleksnost pojedinih tumora, poput GBM-a, koji su po
svojoj prirodi heterogeni. Stoga, potencijalno je korisno kvantitativno ili semi-kvantitativno
izraziti ekspresiju markera. Na taj nacin, moZe se dobiti bolji uvid u eventualnu povezanost

fenotipskih karakteristika tumora 1 klini¢kih te radioloskih parametara.
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5.1. Demografski i klini¢ki profil bolesnika s glioblastomom

Kao S§to je ranije napomenuto, prikupljeni su demografski podaci pacijenata ukljucenih u ovo
istrazivanje. Demografski profil bolesnika u ovoj kohorti u skladu je s do sada objavljenim
epidemioloSkim istrazivanjima GBM-a, koji se dominantno javlja u starijihmesoba (1).
Konkretno, prosjecna zivotna dob u ovome istrazivanju bila je 67,4 £ 9,5 godina/sto je ipak
nesto vise u u usporedbi s rezultatima iz literature — u istrazivanju koje su proveli Colopi i
suradnici 2023. godine prosjec¢na je dob pacijenata s GBM-om izfiosila 63 godine (14). Dob
kao prognostic¢ki ¢imbenik u GBM-u ima viSestruki bioloski 1 klini¢ki znacaj. Starija Zivotna
dob povezana je s vecim brojem genetskih promjena $t0 se moze prézentirati agresivnijim
tumorom te ¢eS¢om prisutnos¢u komorbiditeta, §to_moze utjecati na klinicku prezentaciju,

toleranciju terapije i ukupni ishod bolesti (152).

Spolne razlike u GBM-u takoder su predmet intenzivnih istrazivanja. Pretpostavlja se da
hormonalni i imunoloski ¢imbenici megu utjecati na proliferaciju i invazivnost tumorskih
stanica (153). Osim toga, dosadasnja istrazivanja pokazala su blagu spolnu predominaciju te su
obi¢no muski pacijenti zahvaceniji (14, 154): Prema istrazivanjima, incidencija GBM-a kod
muskaraca je oko 1,6 puta yeca nege kod Zéna, a Zene u praviludmaju i povoljnije ishode (154),
iako uzroci ovih spolnih razlika jo$ uvijek nisu razjasnjeni. Medutim, u ovome su istrazivanju
oba spola bila jednako zastupljena s po 40 pacijenata. Potencijalni razlog za jednaku spolnu
raspodjelu u istrazivanju je vjerojatno u manjem broju. ukljucenih, pacijenata u usporedbi s

ostalim objavljenim multicentri¢nim istraZivanjima,

Osim dobi i spolay komorbiditeti takoder oblikuju klinicki kontekst bolesti. Sustavne bolesti,
poput kardiovaskularnih i metabolickih_peremeéaja mogu znacajno utjecati na cerebralnu
hemodinamiku, edematozni odgovor gkolnogimoZzdanog parenhima te opcu fizioloSku rezervu
bolesnika (155). lako pridruzene bolesti same po sebi ne odreduju molekularni fenotip tumora,
mogu modificirati kliniCkus prezentaciju 1 postoperativni tijek. U usporedbi s opcom
populacijom gdje prevalefncija komorbiditeta iznosi do 40 % (156), zastupljenost komorbiditeta
kod osoba starije dobi znacajno je ve€a i iznosi preko 80 % (157). U ovome istrazivanju, samo
7 pacijenata (8,8 %) nije imaloniti jedan komorbiditet, $to znac¢i da su preostala 73 pacijenta
(91,2 %) imala minimalno jo§ jednu pridruZzenu dijagnozu. Visoka prosje¢na dob pacijenata
zasigurno,_je jedan' od razloga visoke zastupljenosti komorbiditeta. Osim toga, ovakva
zastupljenost' komorbiditeta djelomi¢no odrazava i1 sociodemografsku specificnost ove

geografske regije.
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Od komorbiditeta, uvjerljivo je najzastupljenija bila arterijska hipertenzija od koje je bolovalo
gotovo tri Cetvrtine svih bolesnika, $to je u skladu s dosada$njim istrazivanjima prevalencije
hipertenzije u osoba starije zivotne dobi (158). Ipak, na razini Republike Hrvatske prevalencija
hipertenzije iznosi oko 50 %, $to ukazuje na specifi¢nost klinickog profila pacijenata s GBM-
om (159). Prema rezultatima analize koju su proveli Carr 1 suradnici 2019. godife, astma i
hiperkolesterolemija bile su povezane s losijim ishodima pacijenata s GBM-om (160). Prema
rezultatima koji su prikazani na Slici 4.1., od dislipidemije je bolovalo nesto, vise od Cetvrtine
bolesnika, dok je od dijabetesa bolovalo neSto manje od cetvrtine bolesnika. Takvi rezultati
pruzaju uvid u metabolicki status pacijenata te naglasavaju‘potrebu za boljom regulacijom ovih
poremecaja (161). Ukupno gledano, demografske i klinicke karakteristike analizirane kohorte

pruzaju stabilan temelj za interpretaciju daljnjih rezultata.

5.2. Anatomska predilekcijska mjestad povezanost s neuroloSkim simptomima

U analiziranoj kohorti ve¢ina tumora, njih 59 (73,8 %) bila je ograni¢ena na jedan mozdani
rezanj, dok je 21 tumor (26,2:%),zahvacao vise od jednog reznja, bio obostran ili se nalazio u
gangliobazalnoj regiji, Ste je u skladupoznatom prezentacijom GBM-a (162). Prema sustavnom
preglednom clanku i meta-analizi koju su proveli Valenzuela-Fuenzalida 1 suradnici 2024.
godine, GBM naj€esce zahvaca frontalni reZanj, dok je neSto manje lokaliziran u temporalnom
reznju. Dominantnazahvaéenost temporalnog reznja u ovoj studiji (Slika 4.2.) ipak se razlikuje
od objavljenih rezultata;a razlog nepodudaranja je yjerojatno manji broj ukljucenih ispitanika.
U svakom slucajuyetablirana je ¢eS¢a pojavnost GBM.u supratentorijskom podruéju, odnosno
u podrucjima bogatim bijelom tvari 1 asogijacijskim, vlaknima, $to su prvenstveno frontalni,
temporalnii parijetalni reZanj. Izrazitatijetkost okcipitalne lokalizacije u ovoj kohorti, pri ¢emu
je'samo jedan pacijent imao tumor smjestén u okcipitalnom reznju, dodatno potvrduje poznatu

nisku incidenciju GBM-a u tem podrucju (162).

Vazno je naglasiti da-sama lokalizacija GBM-a nije samo anatomski podatak, ve¢ moze
odrazavati 1 bitne bioloske razlike. Novija istrazivanja sugeriraju da odredeni molekularni
podtipovi GBM=-a pokazuju preferencijalnu distribuciju unutar pojedinih mozdanih regija
(163). Prema tome;, analiza odnosa izmedu anatomske lokalizacije tumora i fenotipskih

obiljezja predstavlja potencijalno vrijedan doprinos razumijevanju rasta i razvoja GBM-a.
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5.2.1. Glioblastomi temporalnog reznja

Temporalni rezanj predstavlja anatomski i funkcionalno kompleksnu regiju s bogatom mrezom
kortikalno-subkortikalnih veza te se smatra najheterogenijim od svih mozdanih reznjeva (164).
GBM u toj regiji moze posti¢i znacajan volumen prije pojave specificnibineuroloskih
simptoma. Opce je poznata uloga temporalnog reznja u normalnom govoruy osobito u
dominantnoj hemisferi, te ucenju i paméenju. Ukoliko tumori - direktno ili indirektno mass
effectom - zahvacaju regije temporalnog reznja vazne za govor (npri Wernickeova area), glavni
simptom su dakako problemi govora (165). U ovome istrazivanju, peteskoce's govorom imala
je tek cetvrtina pacijenata s tumorom lokaliziranim u témporalnom teZnju. Ipak, najcesci
zabiljezeni simptom kod pacijenata s GBM-om temporalnog#eznja bila je glavobolja koju je
prijavilo nesto manje od polovice pacijenata te smetenost koju je imala treé¢ina pacijenata, a
pretpostavlja se da ovi simptomi nastaju kao posljedica povisenja ICP-a (33, 166). Takoder,
tre¢ina pacijenata ove skupine imala je slabost ekstremiteta. lako temporalni reZzanj nema
kljuénu ulogu u motorickim funkcijama, pesljedicni mass effect 1 kompresija na kortiko-

spinalni trakt i motori¢ki korteks najéesée dovode,do ovakve klini¢ke prezentacije.

Bitno je naglasiti vaznost temporalnog reznja u razvoju epilepti€kih napadaja, pri ¢emu vecina
epilepsija opcenito zapo€inje upravo wovome reznju (167). Ipak; od analiziranih pacijenata s
GBM-om temporalnog reznja, samo su 2 (6,1 %) imala epilepti€ke napadaje prije operacijskog

zahvata.

5.2.2. Glioblastomi frontalnog reznja

Frontalni tumori, s/druge strane, Cesto se prezentiraju suptilnim promjenama ponasanja,
1zvesnih funkcija ili motorickim deficitima (468). Posteriorni dio frontalnoga reznja, prije svega
gyrus precentralis 1 suplementarna motorna area, imaju poznate i dobro definirane uloge u
motorickim procesima (169). Lezije koje oStecuju funkcije ovih iznimno vaznih podrucja
frontalnoga reznja najéesce se' klinicki ymanifestiraju slabos¢u ekstremiteta. U ovome
istrazivanju, vec¢ina pacijenata s, GBM-om frontalnoga reznja (11 od ukupno 14, 78,6 %) upravo
se prezentiralaglabos¢u ekstremiteta, Sto je u skladu s dosad objavljenim rezultatima (170). Kao
drugi najzastupljeniji.simptom u ovoj skupini bolesnika izdvaja se smeteno stanje koje je imalo
6 pacijenata (42,9 %). Takvi rezultati dodatno naglasavaju klju¢nu ulogu frontalnoga reZnja u
brojnim kognitivaim funkcijama (171). Posebnu prezentaciju imaju tumori koji su lokalizirani
u razini gyrus frontalis inferiora u dominantnoj mozdanoj hemisferi, odnosno u blizini tzv.
Brocinog podrucja ili oni tumori koji mass effectom utjecu na ovu regiju, kao i Ziv€ana vlakna
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koja su klju¢na u neuronskim mrezama za govor. U tom slucaju, kao dominantan simptom
izdvajaju se poteSkoce s govorom, nekada i do razine afazije (172). U proucavanih bolesnika,
prisutnost poteskoca s govorom identificirana je kod 5 (35,7 %) pacijenata. Kod pacijenata s
takvom simptomatologijom, iznimno je bitno ocuvanje funkcija, ukoliko ve¢ nijemastupio trajni

neuroloski deficit, upravo zbog odrzavanja dobre kvalitete Zivota nakon opetacijskog zahvata.

5.2.3. Glioblastomi parijetalnog reznja

Parijetalni rezanj karakteristican je zbog znacajnih ulogau slezenijim. fufikcijama (173), a
parijetalne lezije najceS¢e dovode do senzorickih i1 vizuospacijalnth, poremecaja Sto se moze
prezentirati smetenoscu. Sli¢no kao 1 kod tumora frontalnoga reznja, 5 od 11 pacijenata (45,5
%) bilo je smeteno. Osim toga, zbog neposredne blizine motoricke regije frontalnoga reznja,
GBM moze mass effectom utjecati na razvoj motorickih, deficita. Upravo je to bio i vodeci
simptom u istraZivanih bolesnika pri«€emu se vise od polovice (6 od 11, 54,5 %) prezentiralo

slabos¢u ekstremiteta.

5.2.4. Glioblastomi okcipitalnog reznja

Okcipitalni rezanj je svojom  velicinom najmanji od svih mozdanih“reznjeva te se nalazi
posteriorno od parijetalnog i temporalnog reznja (174)4Opce je poznata uloga okcipitalnoga
reZnja u vizualnim procesima mozga — u okcipitalndm reznju nalaze se primarni i asocijativni
vizualni korteks (174). Upravo su zbog toga uobi€ajeni simptomi lezija ove regije vizualni
poremecaji, najcescée ispadi vidnoga polja (175). Medutim, v pojedinim slucajevima moguc je
ivrazvoj,epileptickih napadaja koji sudkarakterizirani razvojem vizualnih halucinacija (176).
Jedini pacijent iz ove kohorte'koji je imao GBM okcipitalnog reZnja prezentirao se s takvom

karakteristi¢nom klini¢kom slikom.

Ukupno gledano, prezentirana »distribucija tumora po reznjevima potvrduje tipi¢nu
supratentorijalnu dominacijus\GBM-a, ali istodobno otvara prostor za daljnju interpretaciju u
kontekstu radioloske prezentacije1 fenotipske heterogenosti, osobito u odnosu na razvoj mass

effecta 1 MLS-a.
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5.3. Rezultati analize radioloskih specifi¢nosti glioblastoma

Radioloska analiza u ovom istrazivanju usmjerena je na dva klju¢na parametra makroskopske
i radioloske prezentacije GBM-a, a to su maksimalni promjer tumora i MLS. Ovi pokazatelji
predstavljaju objektivno mjerljive parametre volumnog optereenja tumora i, njegovog

mehanickog, ali 1 bioloSkog u¢inka na okolni mozdani parenhim.

5.3.1. Maksimalni promjer tumora

Maksimalni promjer tumora koristen je kao standardiziran ifeproducibilan parametar tumorske
veli¢ine, neovisno o ravnini presjeka. lako ne predstavlja potpunu volumetrijsku analizu u sve
tri ravnine, u klinickoj praksi 1 istrazivackom kontekstu promyjer jeSiroko prihvacen indirektan
marker tumorskog opterecenja te potencijal prediktor ishoda (143). Medutim, nuzno je
napomenuti da u GBM-u veli¢ina tumora ne odrazava iskljucivo proliferativni potencijal, ve¢ i

infiltrativni obrazac rasta i prisutnostgerifokalnog edema (40).

Kao $to je ranije spomenuto, prosjecni maksimalni promjer GBM-a u ovome istrazivanju bio
je 49,2 + 17,5 mm (Tablica4.1.). Maksimalai promjer najmanjeg GBM-a u istrazivanju iznosio
je 14 mm, dok je promjer najveceg tumora bio 110 mm. Ovi pedaci ukazuju na heterogenu
radioloSku prezentaciju,GBM-a te mogucnost vrlo brzog i1 invazivnog rasta s kasnim razvojem

neuroloskih simptomas

5.3.2. Pomak sredisnjih struktura kao pokazateljmassveffecta

MLS predstaylja kvantitativni pokazateljamass. effecta,i kompenzacije mozdanog parenhima te
nastaje kao posljedica kombiniranog [djeloyanja_tumorskog volumena, perifokalnog edema 1
elasti¢nih svojstava mozdanog patenhima (144)./Za razliku od samog promjera tumora koji je
ipak jednoznacan radioloskigarametar,(149), MLS integrira biomehanicku interakciju tumora
1 okolnog tkiva, ¢ime potencijalno odrazava i funkcionalnu tezinu lezije. Prema tome, MLS se
moze promatrati kao dinami€ki parametar Koji objedinjuje anatomski polozaj tumora, njegovu

veli¢inu 1 sposobnost induciranja perifokalnog edema (137).

U ovomeyistrazivanju, prosje¢an MLS iznosio je 4,7 mm sa standardnom devijacijom od 4,6
mm. Relativne velika standardna devijacija MLS-a ukazuje na razlicite radioloSke prezentacije

1 razliCiti stupany mass efecta GBM-a.
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Podjela pacijenata u dvije skupine prema MLS-u rezultirala je gotovo jednakom raspodjelom
bolesnika — u skupini s manjim MLS-om bio je zastupljen 41 pacijent, dok je u skupini s ve¢im

MLS-om bilo 39 pacijenata.

Spolne razlike kod pacijenata s GBM-om opisane su u razli¢itim aspektima dijagnoze inapretka
bolesti. Prema istrazivanjima, musSkarci i Zzene mogu pokazivati, razlike u/radioloskim
karakteristtikama GBM-a, obi¢no u smislu lokacije tumora, volumena 1 obrazaca rasta (19).
Muskarci s GBM-om ¢esto imaju ve¢i volumen tumora, ¢esce je zahvacen temporalni rezanj,
Sto moZe sugerirati razli¢ite obrasce prostorne distribucije na koje bi mogli utjecati bioloski
mehanizmi povezani s razlikama medu spolovima (177)/Unato€ tome, dosadasnja istrazivanja
nisu jasno ispitala povezanost spola s radioloskimparametrima mass effecta. U tom smislu,
analiza spolne distribucije izmedu MLS skupina doprinosi razumijevanju postoji li potencijalna
spolno specifi¢na razlika u makroskopskoj i radioloskejprezentaciji bolesti. Iako je u skupini s
manjim MLS-om bilo viSe muskaracagasu skupini s veéim MLS-om bilo je viSe Zena, ova
spolna razlika nije se pokazala statisticki zna¢ajnom (Tablica 4.1.). Za donoSenje pouzdanijih

zakljucaka potrebna su istraZivanja na yecem uzorku pacijenata.

Dodatno, starenje je karakterizirang progresivnim gubitkom volumena mozdanog parenhima s
prosjecnim gubitkom od 0ko,5 % po desetljecu nakon 40. godine Zivota (178). Prema tome,
kod osoba starij¢ Zivotne dobi na wobi¢ajenim MR ili CT snimkama izraZzenija je atrofija mozga
u usporedbi s osobama mlade dobi (179). Takoder, analiza razlika u debi izmedu MLS skupina
omogucuje procjenu predstavlja li izrazenijidM LS samo refleksivolumena tumora i posljedi¢nog
mass effecta ili je potencijalno povezan takoder s,dobnim bioloskim karakteristikama tumorske
agresivnosti. Medutim, zbog smanjenja_velumena moZzdanog parenhima kod starijih osoba
uslijed atrofije, moglo bi se ocekivati da tumeti mozga 1 mass effect uzrokuju manji MLS, ali u
ovome istrazivanju statisticka analiza nijé pokazala statisticki znac¢ajnu razliku u dobi izmedu
dvije skupine. Postoje brojnasgpotencijalna objasnjenja ovakvih rezultata. Prvenstveno, prosjek
dobi u obje skupine je visok te pripada starej Zivotnoj dobi. Takva dobna struktura je i o¢ekivana
s obzirom na ranije opisanu incidencijn GBM-a prema dobnim skupinama (14). Stoga je vazno
ponovno naglasiti da se radi o relativno malom uzorku pacijenata u jednom klinickom centru,

zbog ¢ega se manje razlike izmedu skupina mozda nisu mogle biti detektirane.

Izmedu dvije, MLS skupine, statisticki je znacajna razlika u maksimalnom promjeru tumora
(Tablica 4.1.)."Skupina pacijenata s manjim MLS-om imala je i manji maksimalni promjer
tumora, medijan 1 interkvartilni raspon su bili 41 (32-49,5) mm, dok je skupina s ve¢cim MLS-
om imala znacajno vece maksimalne promjere tumora pri ¢emu su medijan 1 interkvartilni
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raspon bili 57 (47-67) mm. Ovaj rezultat je oCekivan s obzirom da veli¢ina tumora ima znacajan
utjecaj na mass effect te samim time i na MLS. Sli¢ne rezultate pokazale su i prethodne studije

koje ukazuju na to da veli¢ina tumora ima znacajan utjecaj na ukupni mass effect (180, 181).

5.4. Heterogenost fenotipa glioblastoma

Prethodno prezentirani rezultati imunohistokemijske analize potvfduje izrazenunfénotipsku
heterogenost GBM-a, kako na inter-tumorskoj, tako i na intra-tumorskoj razini. Analiza
imunohistokemijskih markera GFAP, OLIG2 i ATRX, kojisu kvantificiranimodificiranim IRS
sustavom, pokazala je heterogenost ekspresije u ispitivanih/uzoraka tumorskog tkiva, Sto
odgovara poznatoj heterogenosti samog GBM-a i ukazuje na/znacajau molekularnu raznolikost

ovog tumora SZS-a (77).

Ekspresija GFAP-a pokazala je varijabilnost izmedu bolesnika, ali 1 unutar pojedinih tumorskih
uzoraka, Sto odraZzava razli€iti stupanj astrocitne diferencijacije tumorskih stanica. Takva
heterogenost moze se interpretirati kao pokazatelj prisutnosti razli¢itih subpopulacija tumorskih
stanica s razli¢itim stupnjem diferencijacijed plasticnosti unutanistoga GBM-a, §to je u skladu
s rezultatima istraZivanja koje su proveli Guichet i suradnici (182)s Poznato je da GFAP ima
znacajnu strukturnumulegu u tumorskim stanicama GBM-a, no, pretpostavlja se da je dodatna
uloga GFAP-a u medustaniénom transferu mitohondrija izmedu tumorskih stanica (183). Osim
toga, medustanicni transfer mitohondrija izmedu tumorskih, stanica: mogao bi biti povezan i s
malignijim fenotipom tumora (184). U skladu, s tim, poviSena ekspresija GFAP-a (vise od 75
% tumorskih stanica) povezana je s losijim klini€kim i1shodima pacijenata koji boluju od GBM-
a (78). Osim toga, wistom su istrazivanju Ahmadipouni suradnici (78) kvantificirali ekspresiju
GFAP-ate su u istrazivanje ukljucili 272 paeijenta’koja su bolovala od GBM-a. Prema njihovim
rezultatima, medijan ekspresije GEAP-au stanicama GBM-a bio je 70 %, §to je ipak neSto vise
od rezultata ovoga istrazivanjasMedutim, osim postotka pozitivnog bojenja tumorskih stanica,
autori nisu analizirali intenzitet bojenja za razliku od ovog istrazivanja. Ipak, analiza razlike
semi-kvantitativne ekspresijenGEAP-a izmedu MLS skupina nije se pokazala statisticki
znac¢ajnom (Slika 4.9.). Ovi rezultati upuéuju na to da GFAP nije nuzno povezan s

makroskopskom 1tadioloSkom prezentacijom GBM-a, niti sa stupnjem mass effecta.

Sli¢no tome, OLIG2; kao marker oligodendroglijalne i progenitorske diferencijacije, takoder je
pokazao izrazenu varijabilnost nuklearne ekspresije. Ovi rezultati dodatno podupiru stajaliSte

da GBM ne predstavlja homogenu populaciju stanica te ga na taj nacin nije adekvatno
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proucavati. Drugim rije¢ima, GBM predstavlja dinamican sustav koji se sastoji od fenotipski i
funkcionalno razlicitih subpopulacija stanica zbog cega takve subpopulacije imaju i razlicite
odgovore na trenutne terapijske opcije (77). lako je ekspresija markera OLIG2 obi¢no visoka u
glijalnih tumora gradusa 2 1 3, u GBM-u je ekspresija ovoga markera znacajnomiza, (oko 24,5
%) te se pretpostavlja da je povezana s maligno$¢u tumora (185). Ova hipoteza slaze se s
rezultatima istrazivanja Boucharta i suradnika koji su analizirali imunohistokemijsku ekspresiju
OLIG2 s ishodima te su zakljucili kako je niza ekspresija ovoga markera povezana's kra¢im
PFS-om 1 OS-om(186). Nadalje, ekspresija OLIG2 povezana je 's progresijom tumora te
otpornosti na terapiju pri ¢emu je znacajna uloga epigenetskihyfaktoramu reguliranju ovoga
markera (187). Iako je cerebelarni GBM prili¢no rijedak klini¢ki entitet, Cini se kako je povisena
ekspresija OLIG2 u ovome slucaju pozitivan prognosticki faktor <pacijenti s GBM-om malog
mozga i visokom ekspresijom OLIG2 imali su bolje klini¢ke ishode od pacijenata s GBM-om

iste lokalizacije, ali niske ekspresije OLIG2 (188).

Cinjenica da GFAP i OLIG2 nisu pokazali statisticki zna¢ajnu razliku izmedu MLS skupina
moze upucivati na to da diferencijacijski status tumorskih stanica sam po sebi nije presudan za
razvoj izrazenijeg mass effecta koji.se potom ocituje kao ve¢idMLS, ve¢ da su za taj fenomen
vjerojatno odgovorni “slozeniji mehanizmi povezani s genomskom nestabilnoscu,
proliferacijskom aktivnoscu 1 interakcijom tumora s TMO-omaPosebno je vazno naglasiti da
su svidnalizirani markeripokazali inter-tumorsku heterogenost, $te. dodatno potvrduje da se
cak 1 unutaristog GBM-a4 klasi¢no definiranog prema trenutno aktualnoj WHO klasifikaciji iz
202 l¢ godine (5); krije Sirok spektar bioloskih podtipova. Intra<tumorska heterogenost, koja se
prezentirala Kao varijabilni intenzitet 1 distribucija bojenja unutar istog preparata tumorskog
tkiva, dodatno komplicira interpretaciji tumorske biologije i potencijalno ima implikacije na

terapijski odgovor i prognozu.

Medutim, unato¢ op¢oj heteregenosti, sva tri markera, samo je ekspresija ATRX-a pokazala
statisticki znacajnu razliku izmedu skupina podijeljenih prema MLS-u (Slika 4.11.). Ovaj
rezultat sugerira da ATRX, za razlike od GFAP-a i OLIG2, moze biti povezan s odredenim
bioloskim svojstvima tumora keja mogu imati utjecaj na TMO, perifokalni edem te mass effect
koji se u konacniciprezentiraju kao MLS. Prema istrazivanju koje su proveli Zhao i suradnici
(189), primarni GBM=ovi koji zadrzavaju visoku ekspresiju ATRX-a pokazuju znacajniju
rezistenciju nasRT« Takoder, knockdown ATRX-a u in vitro modelima GBM-a povecava
osjetljivost tumorskih stanica na RT (189). Nadalje, s obzirom na poznatu ulogu ATRX proteina

u regulaciji kromatinske strukture, stabilnosti genoma i telomernih mehanizama (125),
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promjene njegove ekspresije mogle bi odrazavati razlike koje se fenotipski manifestiraju
agresivnijim rastom ili izraZenijim edemom okolnog parenhima te posljedi¢no izrazenijim mass
effectom. Mutacije ATRX-a takoder su se pokazale kao protektivni faktor i potencijalni
prognosti¢ki marker kod pacijenata oboljelih od GBM-a (190). S druge strane, pojedina
istrazivanja navode kako je gubitak ekspresije ATRX-a povezan s agresivnijim/tumorskim
rastom i povecanjem broja mutacija (191). Ovakve razlike potencijalno se mogu objasniti
slozenim i1 do sada nedovoljno definiranim molekularnim interakcijamasizmedu poznatih
proteina uklju¢enih u patofiziologiju GBM-a (192). Rezultati istrazivanjarna glijalnim
tumorima visokog gradusa upucuju na to da ATRX imasnacajnu uloguwu ekspresiji brojnih
gena koji mogu utjecati na fenotip TMO-a (193). Pretpostavlja se kako postoji povezanost
ekspresije ATRX-a i prisutnosti TAM-ova koji imaju bitan utjecaj na TMO (194). Recentno
istrazivanje iz 2025. godine dodatno je naglasiloulogu ATRX-a u reguliranju infiltracije
makrofaga u TMO (195). Bitno je naglasiti kako su uliteraturi opisane razlicite ekspresije
ATRX-a u GBM-u (195-197), pa i ufiutar isteg tumorskog tkiva (198), kao i heterogene uloge
ovoga proteina te je neophodno dodatng razjasniti konkretne uloge ATRX-a u patofiziologiji
GBM-a, s posebnim naglaskom na TMO. Suvremene radioloSke metode sve viSe ukljucuju Ul
u dijagnosticki proces (49), a koristenje ovih algoritama takodermoze s visokom pouzdanoséu
identificirati status_pejedinthhymarkera tumora, poput IDH statusa w GBM-u (199). Bilo bi
korisno, primijefiti sliéne algoritme i Ul te istraziti postoje 1i odredeni ©brasci u naprednim

radioloskim pretragama koji mogu precizno odrediti razinw ekspresije ATRX-a.

U ovom istrazivanju utvrdena je statisticki zmacajna umjercna pozitivna korelacija izmedu
ekspresije ATRX 1 OLIG2 (p = 0,36, P < 0,01), $to upuéuje na mogucu biolosku povezanost
ovih markera u okviru fenotipske hetérogenosti GBM-a. Iako korelacija nije jaka, njezina
konzistentnost 1 statisticka zha€ajnost'sugetiraju da tumori s viSom ekspresijom OLIG2 ceSce
pokazuju i oCuvanu ili visu ekspresiju ATRX=a. Ova pozitivna korelacija moze ukazivati na
postojanje specifi¢ne bioloske podskupine GBM-a. Ovakav nalaz podupire koncept da GBM-i
nisu jedinstvena skupina, ve¢  obuhvacaju spektar tumora s razli¢itim stupnjevima
diferencijacije 1 molekularnim obiljezjima(200). Vazno je naglasiti da korelacija ne implicira
uzroc¢no-posljédiéni odnos, ve¢ samo odrazava istovremeno pojavljivanje odredenih
fenotipskih karakteristika unutar tumora u analiziranoj populaciji. Ipak, ovaj nalaz moze imati
implikacije wkontekstu daljnje stratifikacije bolesnika, budu¢i da kombinacija ekspresijskih

obrazaca omoguéuje preciznije definiranje bioloski relevantnih podskupina.
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Prema tome, rezultati ovog istrazivanja otvaraju mogucénost da kombinirana analiza ATRX i
OLIG?2 ekspresije posluzi za identifikaciju specifi¢nih fenotipskih obrazaca GBM-a. Medutim,
za potvrdu ove hipoteze nuzna su daljnja istrazivanja koja bi ukljucila vece kohorte bolesnika,
kao 1 integraciju dodatnih molekularnih 1 genetskih parametara, kako bi se preciznije definirala

klinicka i prognosticka vrijednost ovih potencijalnih podskupina.

U kontekstu suvremenog razumijevanja GBM-a kao bioloski izrazito heterogenog tumora, ovi
rezultati dodatno naglasavaju vaznost integracije klinickih 1 radioloskih ‘parametara, poput
MLS-a, s molekularnim i imunohistokemijskim obiljezjima. Uprave takav integrativni pristup
moze doprinijeti preciznijoj stratifikaciji bolesnika i boljem razumijevanju odnosa izmedu

fenotipa tumora i njegove klinicko-radioloske prezentacije (201).

5.5. Rani postoperativni ishodi

U ovom istrazivanju nije utvrdena statisticki znacajna razlika u ranim postoperativnim ishodima
izmedu bolesnika s MLS-om < 5 mm i0nih s MES-om > 5 mm, ni u duljini boravka u JIL-u,
niti u ukupnoj duljini hospitalizacije. Takeder, rani mortalitet izmedu dvije MLS skupine nije
se znacajno razlikovao“Ovakvi rezultati upucuju na to da sam stupanj MLS-a u kontekstu
GBM-a, iako je debampokazatelj mass effect tumora i njegovog utjecaja na okolni mozdani
parenhim, ne mora nuzno biti prediktor za rani postoperativni tijek, kao niti rane postoperativne

1shode.

Kaof$to je ranije, spomenuto, MLS se tradicionalno smatra pokazateljem ICP-a, volumena
tumora i perifokalnog.edema te se ¢esto povezuje's tezinom klinicke slike prije operacije (145).
MLS kao_potencijalni prediktor isheda u neurokirutskoj praksi ima znacaj u kontekstu
traumatskih ozljeda mozga — pacijenti Kejiimaju MLS ve¢i od 10 mm imaju vec¢i rizik od loSih
ishoda (202). Osim toga, sve se vise istrazujeikorisnost MLS-a kao prediktora klinickih ishoda
pacijenata s mozdanimhinzultom:, Prema,analizi koju su proveli McKeown 1 suradnici 2021.
godine (203), pacijenti s ishemijom mozga koji su imali MLS ve¢i od 3 mm imali su loSije
ishode. lako znacaj MLS-a u kontekstu tumora mozga jo$ nije dovoljno istrazen, €ini se kako
pacijenti s veCcimyMLS-om (10 mm i viSe) imaju dugoro¢no loSije ishode (144). Ipak, rani
postoperativni ishodi pacijenata s tumorom mozga jos nisu istraZzeni. Rezultati proizasli iz ovog
istrazivanja upucuju/ma to da adekvatna predoperativna priprema, pravovremena neurokirurSka
intervencija i neurointenzivni protokoli mogu ublaziti potencijalni negativni utjecaj izraZenijeg

mass effecta na rane postoperativne parametre. Drugim rijecima, iako je MLS vazan radioloski
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marker biomehanickog u¢inka tumora i perifokalnog edema, njegova je prognosticka vrijednost
u kontekstu kratkoro¢nog postoperativnog oporavka u pacijenata s GBM-om vjerojatno
ograni¢ena. Dodatan faktor koji treba uzeti u obzir je da su pojedini pacijenti s GBM-om u
analiziranoj kohorti, prije same operacije tretirani kortikosteroidnom 1 antisedemskom
terapijom kojoj je cilj smanjenje perifokalnog edema, a samim time i mass effecta te MLS-a
(204, 205). Cinjenica je da se u klini¢koj praksi neuroradioloke pretrage poput CT-a/i MR-a
ucine obic¢no prije zapocinjanja takve terapije te MLS koji je identificiran na takvim pretragama
ne odrazava nuzno neposredno prijeoperacijsko stanje. Unato¢ tome, pojedini strucnjaci
preporucaju izostanak kortikosteroidne terapije kod pacijenata,s GBM=om zbog opisanih
nepovoljnih ishoda, u smislu poveéanog rizika od infekeija rane 1'dugoro¢no gledano, kraceg

0OS-a (2006).

Takoder je vazno uzeti u obzir da duljina boravka u JIL=u i ukupna hospitalizacija ovise o nizu
¢imbenika svakog pojedinog pacijentamte nadleznih lije¢nika, ukljucujuc¢i dob bolesnika,
komorbiditete, opseg neurokirurskog zahyata, intraoperativnih i postoperativnih komplikacija
te organizacijske protokole. S obzirom' na ogranicen broj pacijenata u ovome istraZivanju te
razli¢ite neurokirurSke pristupe, kontroliranje svih ovih faktorawnije bilo izvedivo. Medutim,
ovi rezultati imaju i klinicku implikaciju. lako izrazeniji MDLS moze sugerirati teze
predoperativno stanje 1 veci rizik od neuroloskog pogorsanja prije zahvata (133), on sam po
sebi neznaci nuzno produzéni rani postoperativni oporavak. Time se: dodatno naglaSava potreba
za multidiseiplinarnim _ptistupom procjene rizikag koji- ukljucuje “integraciju radioloskih,

klini¢kih i molekularnih parametara, a ne oslanjanje na jedan izolirani parametar.

Sveukupno, nepostojanje statisticki znacajne razlike u ranim postoperativnim ishodima izmedu
ML S skupifia upucuje na to da je MLS primarho pokazatelj mass effecta tumora, ali ne nuzno 1
neovisni prediktor kratkorocnog postoperativhog tijeka. Daljnja istrazivanja s vecim
kohortama, drugacije definitanim MLS “skupinama te ukljuéivanjem dodatnih klini¢kih

varijabli mogla bi preciznije definirati prognosticku vrijednost MLS-a.

5.6. Ogranicenja istraZivanja
Unato¢ jasno definiranim ciljevima i metodoloski standardiziranom pristupu, ovo istrazivanje

ima nekolike vaznih/ogranicenja koja je potrebno uzeti u obzir pri interpretaciji rezultata.

Prvenstveno, rije¢ je o retrospektivnoj studiji koja je provedena u samo jednom klinickom

centru, s relativno ograni¢enim brojem ispitanika (n = 80). lako je rije¢ o realnoj kohorti
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bolesnika operiranih u definiranom vremenskom razdoblju, veli¢ina uzorka ograni¢ava
statistiCku snagu analize, osobito pri detekciji suptilnih razlika izmedu skupina. S obzirom na
incidenciju GBM-a i definirani vremenski okvir ukljucenja ispitanika, povecanje uzorka unutar

istog centra nije bilo izvedivo bez znacajnog produljenja razdoblja prikupljanjapodataka.

Drugo, dizajn studije ne omogucuje uspostavljanje uzro¢no-posljedi€nih odnosa, ve¢ iskljucivo
identifikaciju povezanosti izmedu fenotipskih obiljezja tumora.1 ‘klinicko-radioloskih
parametara. Retrospektivna priroda istrazivanja takoder podrazumijeva oslanjanje na dostupnu
medicinsku dokumentaciju, pri ¢emu varijabilnost u dokumentiranju klini¢kih podataka moze

predstavljati dodatni izvor sistematske pogreske.

Trece, 1ako je kvantifikacija ekspresije imunohistokemijskih‘markera GFAP-a, OLIG2 i ATRX
provedena primjenom modificiranog IRS sustava, koji omoguéuje semi-kvantitativnu procjenu
postotka pozitivnih stanica i intenziteta bojenja, sama metoda nosi inherentnu komponentu
subjektivnosti. Unato¢ standardizaciji Kriterija oc€itavanja, varijabilnost nije u potpunosti
iskljuc¢iva (207). Primjena suvremenih metodaskao Sto je digitalna patohistoloSka analiza s
automatiziranim algoritmimaskvantifikacije mogla bi u buduénosti dodatno smanjiti taj izvor

varijabilnosti (208).

Cetvrto, imunohistokemijskaanaliza bila je ograni¢ena na tri markera (GFAP, OLIG2 i ATRX).
lako sunavedeni matkeri relevantni za definiranje glijalnog fenotipa i odredene molekularne
podskupinéitumora, nisu ukljuc¢eni drugi molekularniparametri koji bi mogli dodatno razjasniti
bioloSkuspodlogu heterogenosti, kao niti metabolicka 1 epigenetska obiljezja samog tumora
(209). Nove Jdaboratorijske tehnologije u skorijoj,.ce buduénesti vjerojatno zauzeti srediSnje
mjeste u molekularnoj analizi ovih tumeta (213210), Ograni¢enje opsega molekularne analize
u ovom istrazivanju proizlazi, iz ogranicene dostupnosti tkivnog materijala te logistiCkih
mogucénosti. Takoder, provedené Korelacijske analize ne ukazuju na uzro€no-posljedi¢ne veze

te su potrebna dodatna istraZivanja Koja,bi razjasnila povezanost ekspresije markera.

Peto, mjerenje MLS-a temeljilo se na standardnim MR (ili CT) presjecima mozga i rucnom
linearnom myjerenju, §to je, iako metodoloski prihvaceno u klini¢koj i znanstvenoj praksi (211),
ograni¢eno jer me,moze obuhvatiti cjelovitu volumetrijsku i biomehani¢ku analizu tumora,
perifokalfieg edema i mass effecta, niti slozenih molekularnih procesa koji se dogadaju unutar
tumora 1 TMO-a. Kao $to je istaknuto u prethodnim istrazivanjima, nedostatak homogenosti u
MR snimkama, kao i proces digitalizacije, moze uzrokovati nekoliko varijacija u mjerenju

tumora (212).
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Sesto, rani postoperativni ishodi (duljina boravka u JIL-u i ukupna hospitalizacija) mogu biti
pod utjecajem brojnih ¢imbenika, poput organizacijskih ¢imbenika, institucijskih protokola i
individualnih klinickih odluka pojedinih lije¢nika, kao i kompleksnosti samih pacijenata, §to
potencijalno ogranicava interpretaciju rezultata. U sklopu ovoga istrazivanjastakoder su
zabiljeZzeni rani smrtni ishodi nakon operacijskog zahvata te nisu evidentirani iatrogeni
neuroloski deficiti, koji imaju znacajan utjecaj na postoperativni tijek nearokirur§kih pacijenata

(213, 214).

U budu¢im istrazivanjima preporucuje se provodenje multicentri¢nih, prospektivnih studija s
veéim brojem ispitanika kako bi se povecala statisticka snaga 1 vanjska validnost rezultata.
Integracija detaljnijih molekularnih analiza, ukljucujuci genomske 1 epigenomske profile, s
egzaktnijom kvantifikacijom, mogla bi omioguciti precizaiju fenotipsko-molekularnu
stratifikaciju tumora. Takoder, primjena digitalne patologije i automatizirane kvantifikacije
imunohistokemijske ekspresije doprinijela, bi objektivizaciji rezultata. U kontekstu radioloske
analize, ukljucivanje volumetrijskih mjerenjastumora i perifokalnog edema, kao i naprednih
MR tehnika (perfuzija, difuzija, spektreskopija), moglo bi dodatno unaprijediti razumijevanje

odnosa izmedu morfoloskih, molekularnih'i klinickih obiljezjadGBM-a.

Unato¢ navedenim ogranicenjima, istrazivanje pruza vrijedne podatke @ povezanosti fenotipske
heterogenosti GBM-a, = analizirane imunohistokemijskim™ markerima, s radioloSkim
parametrima te predstavlja temelj za daljnja, metodoleski proSiréma istraZivanja u ovom

podrucju.
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6. ZAKLJUCAK

Rezultati ovoga istrazivanja ukazuju na heterogenost klinickih karakteristika 1 fenotipa

operacijski lijeCenih GBM-a. Specifi¢ni zakljucci koji proizlaze iz rezultata studije su:

1. Analizom epidemioloskih i klini¢kih karakteristika utvrdeno je da GBM mnajces¢erzahvaca
stariju populaciju bez znacajnih razlika u spolnoj distribuciji. Dominantna je’ lokalizacija
tumora u jednom reZnju, najceS¢e temporalnom. Radioloski parametrispokazali su varijabilnost
u veli¢ini tumora i izraZenosti MLS-a, dok rani postoperativni ishodi nisu znacajno varirali

medu analiziranim skupinama.

2. Imunohistokemijskom analizom primjenom modificiranog IRS sustava potvrdena je izraZena
inter- 1 intra-tumorska heterogenost u ekspresiji. markera GFAP; OLIG2 i ATRX, ¢ime je

dodatno naglasena bioloska slozenost GBM-a.

3. Utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika IRS skora za  ATRX izmedu MLS skupina, Sto
upucuje na mogucéu ulogu ovog markera u bielosSkim mehanizmima povezanim s izrazenijim
mass effectom tumora. IRS skorovi'za GFAP i OLIG2 se nisu statisticki znacajno razlikovali
izmedu MLS skupina. Analiza korelacije IRS skorova imunohistokemijskih markera pokazala
je statisti¢ki znacajnu umjerenu pozitivnu korelaciju ekspresijetOLIG2 i ATRX, §to mozZe

ukazivati na postojanjespecifiénih fenotipskih podskupina GBM-a.

4. Nijeutvrdena statisticki znacajna razlika u ranim pestoperativaim ishodima izmedu MLS
skupina, ¢ime, hipoteza-0 nepovoljnijem ranom ishodu kod bolesnika s ve¢im MLS-om nije

potvrdena.

5. Rezultati istraZivanja upucuju na vaznostiintegriranog pristupa koji ukljucuje kvantitativnu
imunohistokemijsku analizu 4, radioloske parametre u cilju boljeg razumijevanja fenotipske

heterogenosti GBM-a i potencijalne stratifikacije bolesnika.
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8. SAZETAK

Glioblastom (GBM) je najces¢i i najagresivniji primarni maligni tumor srediSnjeg zivéanog
sustava, obiljeZen izrazenom bioloskom i klinickom heterogenoscu. Cilj ovog istrazivanja bio
je analizirati epidemioloske i klini¢ke karakteristike te fenotipsku heterogenost eperacijski
lijeCenih GBM-a primjenom imunohistokemijske analize markera GFAP, OLIG241 ATRX te
ispitati njihovu povezanost s klini¢ko-radioloskim parametrima, osobito s prijeoperacijskim

pomakom sredisnjih struktura mozga (MLS).

U ovu retrospektivnu studiju ukljuceno je 80 pacijenata s GBM-om Keji su operirani u Klinici
za neurokirurgiju, KBC-a Osijek u razdoblju 2021.-2025. godine. MLS je odreden na temelju
prijeoperacijskih MR snimki te su bolesnici podijeljéni u'dvije skupine (MLS <5 mm i MLS >
5 mm). Ekspresija markera kvantificirana je meodificiranim JIRS sustavom, koji ukljucuje

procjenu postotka pozitivnih tumorskih stanica i intenziteta bojanja.

Prosjecna dob pacijenata u ovome istraZivanju bila je 67,4 + 9,5 godina, a oba spola bila su
jednako zastupljena. Izmedu spolova nije pronadena statisticki znacajna razlika prema dobi.
Najzastupljeniji komorbiditetovoj kohorti bila je arterijska hipertenzija, od koje je bolovalo
59 pacijenata (73,8 %).  proucavanom uzorku kao najzastupljeniji inicijalni simptom izdvaja
se slabost ekstremiteta $to je opisano kod 43 pacijenta (53,8 %). Premaanatomskoj lokalizaciji
tumora, kod 59 pacijenata (73,8 %) tumor je bio lokaliziran u same jednomireznju mozga, a od

toga je najyise tumora bilo smjesteno u temporalnom réznju (33 pacijenta, 55,9 %).

U ukupnome uzorku, 56 pacijenata (70 %) imalo je MLS od minimalno 1 mm. Prosje¢ni MLS
iznosio je 4,74 4,6 mm, dok je prosje¢ni maksimalni promjértumora iznosio 49,2 £ 17,5 mm.
Pacijenti su potom podijeljeni u dvije skupine: MLS <5 mm (41 pacijent) i MLS > 5 mm (39
pacijenata). Ove skupine nisu Se znacajno razlikovale po spolnoj raspodjeli, dobi niti po ranim
postoperativnim ishodima (broj dana u Jedinicidintenzivnog lijeenja i ukupna hospitalizacija
te mortalitet). U skupini s.manjim MLS-om medijan promjera tumora iznosio je 41 (32-49,5)
mm, dok je u skupini MLS,< 5 mm medijan,promjera tumora iznosio 57 (47-67) mm te je ova

razlika bila statisticki znacajna(U= 357,5; P < 0,001).

Rezultati imunohistokemijske analize pokazali su izrazenu heterogenost svih analiziranih
markera¢Statisticki znacajna razlika izmedu MLS skupina utvrdena je za ATRX, dok za GFAP
1 OLIG2 nije petvrdena znacajna povezanost s MLS-om. U skupini MLS <5 mm medijan IRS
skora za ATRX 1znosio je 6 (2-9), dok je u skupini MLS > 5 mm medijan iznosio 8 (4—12) te
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je ova razlika bila statisticki znac¢ajna (U = 562, P = 0,01). Takoder, uocena je statisticki

znacajna umjerena pozitivna korelacija ekspresije markera ATRX i OLIG2 (p=0,36, P <0,01).

Ovo istraZzivanje potvrduje fenotipsku raznolikost GBM-a te sugerira da radioloSki parametri,

poput MLS-a, mogu odrazavati odredene bioloske znacajke
imunohistokemijske kvantifikacije i radioloSkih pokazatelja p
pristup koji moze doprinijeti boljem razumijevanju patofiziology

stratifikaciji bolesnika.

Klju¢ne rijeci: glioblastom, imunohistokemija, G , pomak sredi$njih

struktura, fenotipska heterogenost
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9. SUMMARY

Glioblastoma (GBM) is the most common and aggressive primary malignant tumor of the
central nervous system, characterized by pronounced biological and clinical heterogeneity. The
aim of this study was to analyze the epidemiological and clinical characteristicsand phenotypic
heterogeneity of surgically treated GBM using immunohistochemigal analysis of the markers
GFAP, OLIG2 and ATRX and to examine their association with clinical and radiplogical

parameters, especially with preoperative midline shift (MLS).

This retrospective study included 80 patients with GBMewho underwent surgery at the
Department of Neurosurgery, KBC Osijek in the perigd 2021-2025. MLS was determined
based on preoperative MRI scans and patients weredivided iito two groups (MLS <5 mm and
MLS > 5 mm). Marker expression was quantified using a modifiéd IRS system, which includes

an assessment of the percentage of positive tumor cells and staining intensity.

The average age of patients in this study was 67.4 + 9.5 years, and both sexes were equally
represented. No statistically significant difference was found between the sexes according to
age. The most common comorbidity| in thiS cohort was arterial hypertension, which was
diagnosed in 59 patients(73.8%). In the studied sample, the most common initial symptom was
limb weakness, which was ebserved in 43 patients (53.8%). Accotding to the anatomical
localization of the tumor, 1n 59 patients (73.8%) the tumor was localized infonly one lobe of the

brain, and of thesesthe most tumors were located in the'temporal lobex(33 patients, 55.9%).

In thettotal sample, 56 patients (70%) had an MLS of at least 1'mim. The average MLS was 4.7
+ 4.6 mm, while the average maximum tumor diameter was 49:2 + 17.5 mm. Patients were then
divided into two groeups: MLS < 5 mm' (41 patients) and MLS > 5 mm (39 patients). These
groups did not differ significantly in sex.distribution, age, or early postoperative outcomes
(number of days in the Intensive Care Unit and total hospitalization, and mortality). In the group
with smaller MLS, the,median tumor diameter was 41 (32-49.5) mm, while in the group with
MLS < 5 mm, the median tumor,diameter was 57 (47-67) mm, and this difference was

statistically significant (U =357.54P < 0.001).

The results of ‘immunohistochemical analysis showed a pronounced heterogeneity of all
analyzed markers. A statistically significant difference between the MLS groups was detected
for ATRX, while no‘significant association with MLS was found for GFAP and OLIG2. In the
MLS < 5 mm group, the median IRS score for ATRX was 6 (2-9), while in the MLS > 5 mm
group, the median was 8 (4—12), and this difference was statistically significant (U = 562, P =
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0.01). Also, a statistically significant moderate positive correlation between the expression of

the markers ATRX and OLIG2 was detected (p = 0.36, P <0.01).

This study confirms the phenotypic diversity of GBM and suggests that radiological parameters,

such as MLS, may reflect certain biological features of the tumor. T tion of

immunohistochemical quantification and radiological indicators re nts an int inary

approach that may contribute to a better understanding of the path iolog and

more precise patient stratification.

ATRX, midline shift,

b

Keywords: glioblastoma, immunohistochemistry, GFE

phenotypic heterogeneity
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