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I. POPIS KRATICA

AR —aldoza reduktaza

BSA — albumin govedeg seruma (eng. Bovine serum albumin)

CAT —katalaza

CEA — karcinoembrionalni antigen

COX2 — ciklooksigenaza 2

CT — kompjuterizirana tomografija

DAB — diaminobenzidin

DNK — deoksiribonukleinska kiselina (eng. Deoxyribonucleic acid)

EMA — epitelijalni membranski antigen (eng. Epithelial membrane antigen)

GCL - y-glutamilcistein ligaza

GGT - y-glutamil-transpeptidaza

G |—gradus |
G Il —gradus Il
G lll —gradus Il

GPx — glutation peroksidaza
GS-DHN - glutationil-1,4-dihidroksinonane
GSH — glutation

GST — glutation — transferaza
Gy —grej

HE — hemalaun-eozin

HIF — faktor hipoksije

HNE — 4-hidroksi-2-nonenal
HNO2 — dusi¢na kiselina
IFN-y— interferon —y

IH — imunohistokemija

IMV = Inoue — Melnick virus



ISN — medunarodno drustvo za neuropatologiju (engl. International Society of Neuropathology)
LOO:- - lipoperoksilni radikal

LOOH — lipidni hidroperoksid

LPO — lipidna peroksidacija

MAPKs — mitogenom aktivirane protein kinaze (engl. Mitogen activated protein kinases)
MDA — malondialdehid

MR — magnetska rezonanca

NF2 — neurofibromatoza tip 2

NFKB — nuklearni faktor KB

NO — dusikov oksid

NO2 — dusikov dioksid

NOS2 — sintaza dusikova oksida 2 (engl. Nitric oxide syntase 2)

NOX — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) oksidaza (engl. NADPH oxidase)

NS — nije statisti¢ki znacajno (engl. not significant)

ONOO™ - peroksinitrit

ONOOH — peroksinitritna kiselina

02 - kisik

OS — oksidacijski stres

8-0OHdG - 8-hidroksi2'-deoksigvanozin (engl. 8-hydroxy2'-deoxyguanosine)
8-oksodG — 8-okso2'-deoksigvanozin (engl. 8-ox02'-deoxyguanosine)

PBS —fosfatom puferirana fizioloska otopina (eng. Phosphate buffered saline)
PG — prostaglandini

PI3K — fosfatidilinozitol-3-kinaza (engl. Phosphatidylinositol-3-kinase)

PLCg1 — fosfolipaza C-g1 (engl. Phospholipase C-g1)

PNSTs — periferni tumori Ziv€éane ovojnice

PUFA — visestrukonezasi¢ene masne kiseline (engl. Polyunsaturated fatty acids)

RCC — karcinom stanica bubrega (engl. Renal cell carcinoma)



RNK — ribonukleinska kiselina

RNS — reaktivne dusikove vrste (engl. Reactive nitrogen species)
ROONO - alkil peroksinitrit

ROS - reaktivne kisikove vrste (engl. Reactive oxygen species)
SOD - superoksid dismutaza

SZ0 — Svjetska zdravstvena organizacija

SZS — sredignji Zivéani sustav

TERT — telomeraza reverzna transkriptaza

TNF-a - faktor nekroze tumora a (engl. Tumor necrosis factor a)

XO — ksantin oksidaza
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1.1. Meningeomi

Meningeomi nastaju iz arahnoidalnih kapa stanica koje nastanjuju najpovrsniji dio
arahnoidalne membrane koja se nalazi odmah ispod unutrasnje povrSine tvrde moZdane
ovojnice. Ove stanice najviSe se nalaze u podrucju arahnoidalnih resica gdje stvaraju iznad
svake resice kapu, ali mogu se naci bilo gdje duZz moZdane ovojnice, kao i na drugim mjestima
[1-10, 19]. Arahnoidalne resice protrudiraju u venske sinuse, a venski endotel u kontaktu je s
cijelom ili samo s dijelom resice. Takoder, arahnoidalne granulacije i Pacchionijeva tjeleSca
predstavljaju veée i naglasenije oblike arahnoidalnih resica [10].

Meningeomi spadaju medu naj¢esc¢e primarne tumore mozga odraslih, a u odnosu na
druge tumore sredi$njeg Zivéanog sustava (SZS) obuhvadaju otprilike jednu trecinu svih
slu¢ajeva [11-17, 20, 21]. Njihova zastupljenost priblizno je 32% svih primarnih tumora SZS, $to
ih svrstava medu najcesée intrakranijske tumore odmah uz tumore glijalnog porijekla [19].
Opcenito, meningeomi su dobroéudni, sporo rastuci tumori s dobrom prognozom [22]. Ce$ée
se javljaju kod Zena, a njihov odnos je priblizno 3:2 u korist Zenskog spola. Spolna razlika prema
ucestalosti pojavljivanja ovisi i o lokalizaciji tumora, tako se meningeomi u podrucju grudne
kraljeZznice pojavljuju u omjeru 9:1, takoder u korist Zena [19, 23]. Obi¢no se pojavljuju u
srednjoj i starijoj Zivotnoj dobi, a srednja dob pojavljivanja je oko 64 godine Zivota, no bez
razlike prema ucestalosti izmedu rasa. Muskarci i djeca imaju niZu incidenciju meningeoma, ali
njihovi tumori su agresivniji i ¢eS¢e su viSeg gradusa. Veéina meningeoma prezentira se
simptomima i znakovima koji su povezani s lokalizacijom tumora i okolnim peritumorskim
edemom, medutim ukoliko invadiraju punu debljinu kosti lubanje mogu se prezentirati i kao
zadebljale mase na lubaniji [19, 24]

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO), meningeomi se klasificiraju na gradus |
(G 1) benigni, gradus Il (G Il) atipicni, i gradus Il (G lll) anaplasti¢ni meningeomi. Kirurska
resekcija za ovu vrstu tumora predstavlja standardni oblik lijeCenja. Obi¢no, adjuvantno
lijeCenje nije potrebno u dugotrajnoj tumorskoj kontroli, naroCito u meningeomima G I.
Bolesnici s G Il i G lll meningeomima, osobito u slu¢ajevima nepotpune resekcije, uobicajeno
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dobivaju adjuvantno zracenje. Medutim, podskupina bolesnika, a osobito meningeomi s
visokim gradusom, pokazuju izrazito agresivni tumorski rast unato¢ ponovljenim kirurskim

resekcijama i zraCenju [25].

1.2. Etiologija meningeoma

Neki istrazivaci smatraju i viruse jednim od mogucih uzroka u nastanku meningeoma. Istrazuje
se Inoue-Melnick virus (IMV), deoksiribonukleinski (DNK) virus povezan sa subakutnom mijelo-
optikoneuropatijom. U svom radu Inoue je prikazao kako su izolirali IMV iz kulture stanica u
Sest od sedam humanih meningeoma, dok IMV nije bio izoliran u drugim tumorskim stani¢nim
kulturama [26]. Pojavnost IMV protutijela u zdravih odraslih Japanaca je 17.3%. Od 26
bolesnika s meningeomima, 22 (84.6%) su bili pozitivni na IMV protutijela [10, 26]. Nadalje,
pokazalo se da u neurofibromatozi tip 2 (NF2) kao autosomno dominantnom poremedaju
imamo ceSéu pojavnost meningeoma i perifernih tumora Zivéane ovojnice (PNSTs) [22].
Inaktivacija tumorskoga supresor gena NF2 mutacijom i monosomija kromosoma 22 dovode do
nastanka krakteristicnih promjena u NF2 kao Sto su Svanomi kranijalnih, spinalnih i perifernih
Zivaca, multiplih meningeoma, ependimoma i oftalmoloskih promjena [27-31]. Nedavne
genomske analize pokazale su ucestale mutacije na AKT1, KLF4, SMARCE1, SMO i TRAF7 u
meningeomima koji nemaju NF2 mutaciju [32-36]. Druga genomska istrazivanja ukazuju na
¢injenicu kako su razliciti tipovi mutacija i kromosomskih aberacija pronadeni u meningeoma s
razli¢itim histolodkim podtipovima i anatomskim distribucijama tumora SZS [37]. Na primjer,
KLF4(K409Q) i TRAF7 mutacije javlja se u sekretornim meningeomima [33-34], dok se mutacije
u SMARC1 javljaju u meningeomima svijetlih stanica [35, 36]. Fibroblasti¢ni meningeomi imaju
NF2 mutacije [32, 33], dok angiomatoznim meningeomima nedostaje NF2 mutacija, ali oni
imaju multiple kromosomske polisomije [38]. Mann i suradnici su 1953. godine prvi put opisali
zra¢enjem inducirane meningeome kod 6-godisnje djevojcice 4 godine nakon resekcije opti¢kog
glioma i provedenog zracenja od 6500 rada [10]. Vecina bolesnika s meningeomima koji su
potaknuti zra¢enjem imaju u svojoj anamnezi podatak o niskoj dozi zracenja (800 rada) u

podrucju vlasista. Druga velika skupina bolesnika dobila je visoku dozu zracenja (> 2000 rada)
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zbog primarnog tumora mozga [14, 39]. Zracenjem inducirani meningeomi ¢e$ée su atipicni ili
agresivni oblici meningeoma, obi¢no multifokalni, visoko proliferativni i opéenito se javljaju u
mladoj dobnoj skupini [39-41]. Uloga spolnih hormona u genezi meningeoma jos je uvijek
nejasna. Ce$ce pojavljivanje meningeoma u Zena moze se povezati sa spolnim hormonima. Oko
88% meningeoma imaju progesteronske, 40% estrogenske, a negdje 39% imaju androgene

receptore [14, 42].

1.3. Lokalizacija meningeoma

Meningeomi mogu nastati bilo gdje duz neuroaksisa, ali pokazuju osobitu sklonost podrucju
mozdanih ovojnica konveksiteta mozga i parasagitalnog podrucja (lateralno od gornjeg
sagitalnog sinusa). Druga ucestala mjesta su: mozdani srp (falx cerebri), krilo sfenoidne kosti

"

(,sfenoidni greben” koji je prednja granica temporalne jame), Supljikava plo¢a (/lamina
cribrosa), Satorasti pokrov malog mozga (tentorium cerebelli), supraselarno i paraselarno
podrudje. Intraventrikularni meningeomi rijetka su pojava, a tipi¢no se nalaze u trigonumu
postrani¢ne komore, glavnina tumora lezi na koroidnom spletu, ali nastaju i u drugim
dijelovima postranicne komore te vrlo rijetko u treéoj i cetvrtoj komori [19]. Vedéina
meningeoma kraljeznicnog kanala smjesStena je u podrucju torakalne regije. Atipicni i
anaplasti¢ni meningeomi najce$¢e zahvadaju mozdani srp (lat. falx cerebri) i lateralni
konveksitet mozga. U progresiji ove bolesti prema visem stupnju malignosti dolazi do

metastaziranja tumora izvan kranija tako da presadnice malignih meningeoma najéesce

zahvacdaju pluca, pluénu ovojnicu, kosti i jetru [14, 43].



1.4. Radioloska dijagnostika meningeoma

Postoji nekoliko tipicnih obiljezja koja olakSavaju radiomorfoloSko prepoznavanje meningeoma,
a to su: ekstraaksijalna masa sa Sirokom duralnom bazom, hiperostoza kosti, homogenenost i
dobra ogranicenost tumora te kalcifikacija. Na kompjutoriziranoj tomografiji (CT) bez
intravenoznog kontrasta meningeomi su tipi¢no izodenzni do blago hiperdenzni u usporedbi sa
susjednim mozgovnim parenhimom, a kalcifikacije u tumoru obi¢no su najbolje vidljive na CT-u.
Ostro su ograniceni od okolnog parenhima, a Sirokom bazom priljezu uz tvrdu mozdanu
ovojnicu i okolnu kost [10]. Meningeomi se mogu dijagnosticirati magnetskom rezonancom
(MR) koja se sada smatra zlatnim standardom u dijagnostici tumora mozga. Dodatno se mogu
dijagnosticirati i CT-om u vecini slu€ajeva, a osobito kod osoba koje nisu u mogucnosti uciniti
MR [8, 44]. Obi¢no se prezentiraju kao solitarni okrugli tumorski procesi koji su u bliskom
kontaktu s tvrdom moZdanom ovojnicom i izrazito se dobro prikazuju nakon primjene
kontrasta. TipiCno su izointenzivni na T1 sekvenci MR-a, izointenzivni i hiperintenzivni na
inverziji oporavka kod oslabljivanja tekuéina i pokazuju znakove izrazitog i homogenog
povecanja intenziteta nakon intravenskog davanja kontrasta - gadolinija (Slika 1 i 2).
Zadebljanje tvrde moZzdane ovojnice uokolo tumora, takozvani duralni rep prikazuje se na T1
sekvenci s gadolinijem i tipi¢na je radiomorfoloSka karakteristika meningeoma [8, 45]. CT je
najbolja dijagnosticka pretraga za prikazivanje kalcifikata u tumoru, takoder je dobro vidljiva
hiperostoza susjedne kosti kao i prikaz intraosealnog tumorskog rasta, osobito u
meningeomima koji su smjesteni u podrucju lubanjske osnovice. Konvencionalna angiografija
mozga ne koristi se kao rutinska pretraga u dijagnostici meningeoma, ali se moze koristiti kao
dodatna pretraga u planiranju lijeCenja u specificnim i odabranim slucajevima [8, 46, 47].
Angiografija omoguéuje neurokirurgu procjenu vaskularnosti i vaskularne opskrbe tumora, te
zadiranje tumora u vaskularne strukture Sto zapravo olaksava neurokirurgu planiranje operacije
[10]. Peritumorski edem mozga Cesto je prisutan, a narocito kod atipicnih ili anaplasti¢nih
meningeoma. Opisan je i u sekretornoj varijanti [48] kao i kod meningotelijalnih tumora s
takozvanim pericitnim nakupljanjem oko krvnih Zila [49]. Ciste se mogu formirati unutar
tumora ili ih mozemo pronaci na samoj periferiji meningeoma. Opcenito, neuroradioloski nalazi

nisu uvijek pouzdani u identifikaciji gradusa i podtipa meningeoma, takoder nisu pouzdani u
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predvidanju tumorskog ponaSanja ili u iskljucivanju druge diferencijalno dijagnosticke

patologije [14].

Slika 1 i 2. Slikovni prikaz meningeoma s MR-om. T1 sekvenca nakon primjene kontrasta, vidljiv

je karakteristicni ,,duralni rep“ na T1 sekvenci s gadolinijem

1.5. Histopatologija meningeoma

Meningeomi imaju Sirok raspon histoloSkog pojavljivanja [14, 50-53]. Od svih podtipova prema
SZO klasifikaciji, meningotelijalni, fibrozni i tranzicionalni su naj¢eséi podtipovi. Veéina
podtipova ponasSa se na uobicajeni klinicki nacin, za razliku od Cetiri histoloska podtipa koja
pripadaju tumorskom gradus Il i Ill, a takvi podtipovi daleko ¢eSce imaju mogucnost
recidiviranja uz agresivniji klinicki tijek bolesti uklju¢ujudi i metastaziranje. Pleomorfne jezgre i
mitoze mogu se naci u bilo kojoj varijanti meningeoma bez nuzne povezanosti s agresivnijim
ponasSanjem tumora [14]. Histopatoloski meningemi dijele se u tri gradusa: benigni (obicni)
meningeomi, atipi¢ni meningeomi (G 1) i anaplasti¢ni meningeomi (G lll), a ovakva podjela
zapravo utjeCe na klinicko ponaSanje tumora [54, 55]. Vaino je naglasiti kako odredene
podskupine bolesnika s meningeomima visSih gradusa imaju opéenito agresivniji tumorski rast
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unato€ ponovljenim kirurskim resekcijama i unato¢ zracenju. Prema dijagnostickim kriterijima
iz razli¢itih istrazivanja atipi¢ni meningeomi ¢ine izmedu 5% do 17% od ukupnog broja, dok
maligni (anaplasti¢ni) meningeomi obuhvadaju 1% do 3% svih [56-58]. Analizirajuci dosadasnju
literaturu, ne postoji dovoljan broj podataka o povezanosti histoloSkog podtipa meningeoma s
njegovom anatomskom lokalizacijom. Medutim, od svih podtipova meningeoma najéesce su
zastupljeni meningotelijalni (63%), koji se predominantno nalaze u parasagitalnom podrucju,
zatim slijede tranzicionalni (19%), potom fibrozni (13%) i psamomatozni (2%). Za odredene
malignije varijante meningeoma najées¢ée mjesto lokalizacije su pontocerebelarni kut,

intraventrikularno podrucje, sfenoidni greben i straznje parafalcino podrucje [59, 60].

Patohistoloski nalazi i podtipovi meningeoma dijele se prema klasifikaciji meningeoma
SZ0 iz 2016. godine [11]. HistoloSke inacice meningeoma prema SZO 2016 jesu gradus | koji
obuhvaca: meningotelijalni (sincicijski) meningeom, fibroblasti¢ni (fibrozni) meningeom,
tranzicionalni (mijeSani) meningeom, psamomatozni meningeom, angiomatozni (vaskularni)
meningeom, mikrocisticni meningeom, sekretorni meningeom, limfoplazmacitni meningeom,
metaplasti¢ni meningeom. Gradus Il obuhvaca: hordoidni meningeom, meningeomi svijetlih
stanica i atipicni meningeom, a gradus Ill obuhvaéa: papilarni meningeom, rabdoidni

meningeom i anaplasti¢ni (maligni) meningeom.

1.5.1. Gradus |

Gradus | meningeomi najc¢es¢e su zastupljeni medu svim gradusima, a cine oko 80 % od
ukupnog broja. Oni su dobrocudni i spororastuéi tumori koji obi¢no imaju indolentan tijek rasta
i razvoja, a postoji 9 histioloskih podtipova. U njih se ubrajaju sljedeéi podtipovi tumora:
meningotelijalni, fibrozni, tranzicionalni (mijesani koji se sastoji od meningotelijalne i fibrozne
komponente), psamomatozni, angiomatozni, mikrocisti¢ni, sekretorni, metaplasti¢ni i
limfoplazmacitima obogaceni meningeomi [11]. Prema definiciji meningotelijalni podtip je vise
sincicijskog izgleda te je ucestala i klasicna varijanta meningeoma. Karakteriziraju ga

epiteloidne tumorske stanice srednje veli¢ine koje stvaraju lobule, dok su pojedini dijelovi
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djelomi¢no odijeljeni tankim kolagenim pregradama. Tumorske stanice meningotelijalnog
meningeoma dosta su slicne normalnim arahnoidalnim kapa stanicama, a ve¢im dijelom su
ujednadenog izgleda s ovalnim jezgrama osjetljivog kromatina uz prisutne nuklearne
pseudoinkluzije (citoplazmatske invaginacije). Ovaj podtip meningeoma najcesce je lokaliziran

u podrucju prednje lubanjske jame.

Fibrozni podtip sastoji se od elongiranih vretenastih stanica koje tvore paralelne i isprepletene
snopove u kolageno bogatom matriksu. U ovom podtipu meningeoma rijetko se nalaze
vrtlozaste formacije i psamomska tjeleSca. Tumorske stanice su u obliku fascikulusa i posjeduju
razli¢itu koli¢éinu medustanicnog kolagna, a veéina fibroznih meningeoma ima izrazen

pozitivitet na epitelijalni membranski antigen (EMA).

Tranzicionalni meningeom sastoji se od meningotelijalne i fibrozne komponente, ali i od
prijelaznih elemenata. Obi¢no imaju lobulirana i fascikularna Zarista pored kojih se nalaze
vrtlozi i psamomska tjeledca. Cesto su lokalizirani na konveksitetu mozga i posjeduju NF2

mutacije.

Psamomatozni podtip sadrzi predominantno psamomska tjelesca koja su ¢esto konfluentna i
stvaraju nepravilne kalcificirane mase, a ponekad i kost. Obi¢no su smjesteni u podrucju

torakalne kraljeZznice i nesto cesée se pojavljuju kod Zena srednje Zivotne dobi.

Znacajke su angiomatoznog meningeoma brojne krvne Zile koje ¢ine vedi udio tumorske mase,
a medusobno su povezane i isprepletene sa stanicama meningeoma. Njihovi su vaskularni

kanali¢i male do srednje veli¢ine s tankom ili debelom stijenkom te su varijabilno hijalinizirani.

Mikrocisti¢ni podtip karakteriziraju stanice s tankim i produljenim nastavcima okruZzene
mikrocistama koje stvaraju paucinastu pozadinu. lako su po prirodi benigni tumori, kod njih je

cesto vidljiva degenerativna nuklearna atipija.

Za sekretorni podtip meningeoma karakteristicne su fokalna epitelna diferencijacija i
pseudopsamomska tjeleSca koja sadrze Schiff pozitivni kiseli sadrzaj. Pseudopsamomska
tjeleSca u ovom podtipu meningeoma pokazuju imunoreaktivnost na karcinoembrionalni

antigen (CEA) te na druge epitelne i sekretorne markere. Cesto su povezani s povisenom



razinom CEA u krvi koja obi¢no pada nakon kirurske resekcije, a raste ukoliko tumor ponovno

recidivira.

Rijetka varijanta meningeoma G | su limfoplazmacitima bogati meningeomi koje karakterizira
ekstenzivna kroni¢na infiltrativna upala, ¢esto zasjenjena s neprimjetnom meningotelijalnom
komponentom. Drugi naziv za ovaj podtip meningeoma su “upalom bogati — meingeomi” jer

sadrze veliku koli¢inu makrofaga i plazma-stanica.

Metaplasticni meningeomi imaju izrazenu mezenhimalnu komponentu ukljucujuéi kost,
hrskavicu, lipomatozno, miksoidno i ksantomatozno tkivo, pojedinacno ili viSe komponenti u

kombinaciji [11-14].

Benigni meningeomi ne invadiraju mozak, ali rastu potiskujuci okolne neuralne strukture. Po
prirodi su dobrocudni, ali ovisno o veliini i lokalizaciji mogu biti i Zivotno ugrozavajudi, osobito
ako se ne lije€e u pravo vrijeme. Stanice G | meningeoma pod mikroskopom dosta su slicne
normalnim stanicama moZzdanih ovojnica i imaju mali broj mitoza, dok atipicni meningeomi
imaju dosta abnormalniji oblik stanica, viSi mitotski indeks i obi¢no invadiraju mozak [61]. U
lijeCenju meningeoma G | metoda izbora je kirurSko odstranjenje ukoliko se tumorska
promjena nalazi u podrucju koje je kirurski dostupno. Nepotpuna resekcija G | meningeoma
najbolji je prediktor recidiva bolesti. Oko 90% bolesnika s potpunom resekcijom G |
meningeoma ima slobodni interval ponovnog pojavljivanja bolesti unutar 5 godina, a postotak

opada na 60-70% kod nepotpunog odstranjenja tumora [19].

1.5.2. Gradus Il

Atipicni meningeomi mogu se dijagnosticirati prema histoloskim kriterijima na dva nacina: 1)
razina mitotske aktivnosti ili 2) kombinacija tri ili viSe histoloskih obiljezja atipije. U
meningeomima povisen broj mitoza definira se 4 ili viSe mitoza u 10 velikih vidnih polja 400 x

uvecanih polja, ali s naglaskom na podrucje najvise mitoti¢ke aktivnosti u ispitivanom tkivu. G Il



meningeomi imaju 4 do 19 mitoza na deset velikih vidnih poveéanja. Medutim, postoji jos pet
histoloSkih obiljeZja koja ukazuju na povecanje agresivnosti, ¢ak i kad je broj mitoza nizi od
onog broja koji je uobiajen za atipi¢ni meningeom, a to su nekroza, gubitak arhitekture,
hipercelularnost, makronukleoli i visok omjer jezgra/citoplazma. Prema novoj klasifikaciji
tumora SZS (SZO 2016) vidljiva je vaZnost invazije mozga koja predstavlja znadajno
histopatolosko obiljeZje karakteristicno za atipicne meningeome [8, 19]. Osim atipi¢nog
meningeoma postoje jos dva podtipa meningeoma G Il, a to su hordoidni i meningeom svijetlih

stanica.

Hordoidni meningeom histoloski je nalik hordomu jer sadrii eozinofilne trabekule i
vakuolizirane stanice koje se nalaze u obilnom mukoidnom matriksu. Najée$c¢e se prezentiraju

kao veliki supratentorijski tumori koji Cesto recidiviraju nakon nepotpune resekcije.

Meningeomi svijetlih stanica rijetka su varijanta meningeoma, a karakteriziraju ih okrugle do
poligonalne svijetle stanice koje su bogate glikogenom uz prisutni prominentni perivaskularni i
intersticijski kolagen. Ovaj podtip meningeoma ima sklonost nastanka u podrucju
pontocerebelarnog kuta i u podrucju kaude ekvine unutar kraljezni¢nog kanala [11]. IzloZzenost
ioniziraju¢em zraCenju snazno je povezana s povecanim rizikom za nastanak meningeoma.
Radioloski inducirani meningeomi c¢es¢e su atipicni ili anaplasti¢ni te multifokalni nego
pojedinacni [62, 63]. Takoder, kroz dosadasnju literaturu prikupljeni su podatci o molekularnoj
genetici i vidljivo je kako odredene geneticke mutacije karakteriziraju atipicne i maligne
meningeome, npr. mutacije telomerazne reverzne transkriptaze (TERT) ceSée su povezane s

meningeomima visih gradusa [64, 65].

1.5.3. Gradus Il

Anaplasticne meningeome dijagnosticiramo prema sljedec¢im kriterijima: 20 ili viSe mitoza na
10 velikih vidnih povecanja, papilarni ili rabdoidni uzorak te izrazito invazivni i infiltrativni rast.
Broj mitoza i histoloski uzorak tkiva predstavljaju objektivna dijagnosticka obiljezja, ali prilikom

patohistoloske analize nije jednostavno procijeniti pravi gradus jer ¢esto jedan gradus prelazi u
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drugi te nalaz moze biti i granican. Meningeomi G Il vrlo rijetko pokazuju pravu i jasnu malignu
morfologiju u kojoj se ne nalaze i neka druga obiljeZja koja su specifiCha za nize graduse,
osobito za G Il. Stoga, u takvom slucaju patolog za vrijeme patohistoloske analize donosi
vlastitu procjenu, a potom i odluku o kategorizaciji meningeoma kao anaplasti¢nog ili atipi¢nog
[19]. Obi¢no su makroskopski neSto nepravilnijeg oblika i karakterizira ih veéa i patoloska
vaskularizacija, imaju snazniju tendenciju ponovnog recidiviranja, a mogu i metastazirati za
razliku od meningeoma nizih gradusa. Takoder, karakterizira ih veéi udio NF2 mutacija, difuzni
rast i invazija mozgovnog korteksa. KirurSko odstranjenje G Ill meningema uvijek zahtijeva
radikalnost, a potom je potrebno provesti adjuvantno frakcionirano zracenje kako bi se
smanjila mogucnost recidiviranja. Farmakoterapijski oblik lijeenja jo$S uvijek je u
eksperimentalnoj fazi, a podatci o ucinkovitosti antineoplasti¢nih lijekova za sada su oskudni u
literaturi [8]. Osim anaplasticnog podtipa meningeoma u G Illl meningeome ubrajamo jo$
papilarni i rabdoidni podtip.

Papilarni meningeom prema definiciji karakteriziran je perivaskularnim pseudopapilarnim
uzorkom koji Cini vedi dio tumora. Ima tendenciju javljanja u mladoj Zivotnoj dobi, osobito kod
djece, Cesto recidiviraju, a najées¢e metastaziraju u pluca.

Rabdoidni meningeomi sastoje se primarno od rabdoidnih stanica, a to su zrnate stanice s
ekscentricnim jezgrama otvorenog kromatina u kojima se nalaze prominentni nukleoli i
paranuklearne inkluzije. Ove rabdoidne stanice nalik su rabdoidnim stanicama u drugim

tumorima, poput atipicnog teratoidnog/rabdoidnog tumora [11].

1.6. Kirurski i nekirurski oblici lijecenja

Jedini i konacni oblik izlje¢enja meningealnih tumora je kompletno kirurSko odstranjenje.
Zapravo mozemo reci Sto je bolja tumorska resekcija, to je manja moguénost recidiva
meningeoma na mjestu resekcije. Simpson je 1957. godine uveo klasifikaciju za kirursko
odstranjenje meningeoma koja se dijeli na pet stupnjeva prema Sirini resekcije tumora.
Simpson | odnosi se na makroskopski potpuno odstranjenje tumora, dure i kosti koja je prozeta
tumorom, a stopa recidiva je 9%. Simpson Il predstavlja makroskopski potpuno odstranjenje

tumora uz dodatnu koagulaciju dure, a stopa recidiva je 19%. Simpson Il odnosi se na potpunu

11



resekciju tumora, ali bez dodatne koagulacije dure i stopa recidiva je 29%. Simpson IV
predstavlja djelomi¢nu resekciju tumora, a stopa recidiva je 44%, dok se Simpson V odnosi na
jednostavnu dekompresiju tumora s biopsijom ili bez nje. Analizirajuéi podatke iz dosadasnje
literature uo¢avamo stopu recidiva koja je za G | meningeome oko 10%, dok je za G Il dvostruko
veéa. Postotak recidiva visi je i kod viSeg stupnja Simpson gradacije $to je samo po sebi
razumljivo jer $to je razina resekcije manja, to je Simpson gradus visi. Odstranjenje tumora koje
ukljucuje i dodatna 2 cm rubnog dijela tvrde moZdane ovojnice oznacava se kao stupnj 0, a
recidiv kod ovog stupnja resekcije vrlo je rijedak [10]. Prva linija lije¢enja za atipi¢ne
meningeome tipi¢na je agresivna mikrokirurska resekcija [66], a poznato je kako Sirina resekcije
tumora korelira s dugoro¢nim prezivljenjem. Goyal i suradnici objavili su njihovu seriju od 22
bolesnika u kojoj prikazuju brzinu progresije tumora nakon nepotpune resekcije atipi¢nih
meningeoma koja iznosi oko 83% u usporedbi s 13% nakon potpune resekcije. Mozak i
kraljeznicna mozdina osjetljive su Ziv€ane strukture pa potpuna resekcija tumora nije uvijek
moguca. Ponekad je potpunu resekciju tumora tesko posti¢i i sam tijek operacije moze se
komplicirati ukoliko dode do invazije venskih sinusa, ukoliko je tumor priljubljen za kranijske
Zivce ili krvne Zile te u slucaju duboke lokalizacije tumora. Adjuvantna stereotakticka
radiokirurgija i zrafenje koriste se kao dodatni poslijeoperacijski oblici lije¢enja kako bi se
poboljsala lokalna kontrola bolesti nakon nepotpune resekcije atipi¢cnih meningeoma [67, 68].
Zracenje ima i svoje negativne posljedice po zdravlje svakog pojedinca. Stoga je potrebno prije
primjene ovog oblika lije€enja upozoriti bolesnika o Stethom udinku zradenja kao i o
mogucnosti nastanka tumora induciranih zraéenjem. Guthrie i suradnici smatraju kirursku
eksciziju glavnim izborom lijeCenja, a zraenje je potrebno razmotriti u sljedeéim slucajevima:
1) nakon operacije malignog meningeoma, 2) nakon nepotpune resekcije meningeoma, 3) kod
bolesnika s multiplim recidiviraju¢im tumorima za koje je ponovna operacija previse rizi¢na i 4)
kod bolesnika koji su neoperabilni kao jedini oblik lijecenja [10]. Radiokirurgija se obi¢no koristi
u kombinaciji s operacijskim oblikom lije€enja nakon nepotpune kirurSske resekcije ili
samostalno kao primarni modalitet lijeCenja. Stereotakticka radiokirurgija moze se ponuditi kao
oblik lije¢nja za meningeome koji su manjeg volumena, a dopustena je jedna aplikacija od 14-
16 greja (Gy). Postoji nekoliko retrospektivnih i manji broj prospektivnih istrazivanja koja su
provedena na odredenim lijekovima za lijecenje G Il i G lll meningeoma. Lijekovi koji su do sada

istrazivani su: hidroksikarbamid, ciklofosfamid-doksorubicin-vinkristin, interferon-alfa,
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megestrol acetat, medroksiprogesteron acetat, oktreotid, pasireotid, imatinib, erlotinib,
geftinib, vatalanib, sunitinib i bevacizumab. Obedavajudi rezultati su objavljeni za bevacizumab,
vatalanib i sunitinib, a to su zapravo skupina lijekova s antiangiogenim svojstvima. Dobiveni
rezultati joS moraju proci kroz cijeli niz prospektivnih kontroliranih istraZivanja prije samog

pocetka njihovog klinickog koristenja u bolesnika s meningeomima visih gradusa [69-72].

1.7. Karcinogeneza i oksidacijski stres

Rak se definira kao novotvorina kojoj je svojstvena nekontrolirana dioba stanica, odnosno
stanice imaju sposobnost prodiranja u ostatak tkiva bilo izravnim urastanjem (invazija) ili
migracijom do udaljenih podrudja (metastaze). Postoje odredeni rizicni ¢imbenici koji se
povezuju s nastankom zlo¢udnih novotvorina kao Sto su pusenje, pretjerano konzumiranje
alkohola, pretilost, ionizirajuée i ultraljubi¢asto zracenje, infekcija HPV virusom i hepatitisom C
te mnogi drugi ¢imbenici, ali i geneti¢ko nasljede te kromosomske promjene igraju vaznu ulogu
u nastanku raka. Danas u svijetu zlocudne novotvorine predstavlja ozbiljan globalni problem i
smatraju se jednim od vodecdih uzroka smrti u razvijenim zemljama. Prema literaturi u
zemljama u razvoju vidljiv je stalni porast ucestalosti razli¢itih tumora, a koji je pravi uzrok
porasta joS uvijek se ne zna. Povecanu ucestalost mozemo povezati s nedostatkom zdravstvene
edukacije, nedostatkom prevencije, neprovodenjem pravovremenog probira i nedostupnosti
opée medicinske skrbi. Opcenito, onkoloSko podruéje medicine jako je zanimljivo, a nedostatak
znanja o biologiji tumora kao i ograni¢ene mogucénosti u lijeCenju ove bolesti joS uvijek su veliki
izazov za vecinu znanstvenika [73, 74]. Oksidacijski stres definira se kao poremedéaj ravnoteie
prooksidansa i antioksidansa, ali u korist prooksidansa. Do pomaka ravnoteze najcesée dolazi
ukoliko je smanjena antioksidativna zastita organizma ili ukoliko je poja¢ano stvaranje
slobodnih radikala. U stanjima oksidacijskog stresa dolazi do porasta reaktivnih kisikovih vrsta
(ROS, engl. Reactive oxygen species) u tkivima ili organizmu, a potom ROS dovode do osecenja

biomolekula kao $to su deoksiribonukleinska kiselina (DNK), bjelancevine i lipidi [18, 75].
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Karcinogeneza je proces pretvorbe normalne stanice u malignu, a taj proces potaknut je
razli¢itim karcinogenima. Za nastanak tumora potrebne su odredene promjene u genomu, a
takve promjene dovode do novih bioloskih svojstava stanice. Ostecenje deoksiribonukleinske
kiseline smatra se primarnim uzrokom neoplazmi, a oStecenje nastaje izlozenoS¢u DNK
odredenim egzogenim i endogenim cimbenicima. Postoje razne hipoteze i teorije o
karcinogenezi odnosno o malignoj transformaciji stanice koja se odvija kroz nekoliko stadija.
Jo$ davne 1929. godine Boveri je izjavio da su kromosomske promjene i tockaste mutacije
osnova za pocetak svake karcinogeneze jer u tom trenutku dolazi do promjene u funkciji same
stanice. Na taj nacin izbjegnuti su mehanizmi negativne kontrole stanice te dolazi do
nekontroliranog rasta i proliferacije stanica odnosno maligne alteracije [75, 76].

Proces karcinogeneze prikazuje se kao slijed zbivanja koji ima tri stadija: inicijacija,
promocija i progresija. Karcinogene ¢imbenike dijelimo u dvije osnovne skupine: potpune i
nepotpune. Potpuni karcinogeni dovode do sva tri stadija karcinogeneza, dok nepotpuni
karcinogeni izazivaju samo jedan stadij, i to najce$cée inicijaciju, Sto je ovisno i o koliini
karcinogenog c¢imbenika. Danasnji suvremeni nacin Zivota, napredak tehnologije i onecis¢enje
okolisa doprinose sve vecoj zastupljenosti karcinogenih ¢imbenika. U karcinogene ubrajamo
odredene kemijske, fizikalne i bioloske ¢imbenike koji poticu nastanak tumora. Inicijacija je
prva faza karcinogeneze u kojoj dolazi do mutacije stanice, a predstavlja ireverzibilan proces. Za
vrijeme inicijacije mijenja se molekulska struktura DNK te dolazi do aktivacije brojnih
protoonkogena i inaktivacije tumor supresor gena. Promocija je reverzibilan proces, a
karakterizira je stimulacija proliferacije veé prethodno izmijenjenih stanica. Tada dolazi do
mijenjanja ekspresije genoma i prijenosa signala te do selektivne klonalne ekspanzije stanica
koje izbjegavaju kontrolne mehanizme rasta i diferencijacije. Progresija je opet ireverzibilan
proces u kojem uslijed nakupljanja genetskih mutacija dolazi do autonomnog rasta tumora. Na
kraju, metastaziranje predstavlja Cetvrti stadij u kojem maligno transformirane stanice
udaljavaju se od primarnog tumora i ulaze u krvotok ili limfni sustav te se Sire tijelom na
udaljena mjesta. Svaki stani¢ni gen koji sudjeluje u proliferaciji i diferencijaciji stanice moze
mutirati, tocnije, normalni gen koji nazivamo protoonkogen mozZe se promijeniti u maligni
onkogen. Normalna stanica nakon odredenog vremena odumire i ulazi u apoptozu $to ovisi o
unutrasnjoj komunikaciji izmedu stanicne membrane i jezgre odnosno DNK [18, 77]. Apoptoza

je po definiciji programirana stani¢na smrt koja je potrebna za razvoj organizma i odrzavanje
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staniéne homeostaze. Zapravo predstavlja ravnotezu izmedu gubitka i stvaranja stanica
normalnog tkiva tijekom cijelog Zivota [78]. Prema dosadasnjoj literaturi smatra se da slobodni
radikali utje€u na sva tri stadija karcinogeneze. Pojedini istrazivacki rezultati do sada su pokazali
povecanje ROS u tumorskim stanicama, a ROS igraju vaznu ulogu u inicijaciji i progresiji tumora
kao i u metastaskom proSirenju bolesti. Tumorske stanice viSe su izloZzene oksidacijskom stresu,
a takoder one su i otpornije na oksidacijski stres za razliku od netumorskih (normalnih) stanica.
Sto dovodi do otpornosti tumorske stanice za sada je nejasno, a prema nekim istraZivanjima
smatra se da vaznu ulogu ima glutation (GSH) koji se stvara u tumorskim stanicama [18, 79].
GSH kao antioksidans sudjeluje u odredenim stani¢nim procesima, ukljucujuci diferencijaciju,
proliferaciju i apoptozu stanica. Poremecaji u homeostazi GSH vidljivi su u mnogim ljudskim
bolestima, a opisani su i kod tumora. PoviSena razina GSH zamijeéena je u odredenim tipovima
tumora kao S$to su tumor dojke i kolorektalni karcinom, a to dovodi i do otpornosti
neoplasti¢nih tkiva na kemoterapiju. Visa razina GSH u nekim tumorskim stanicama povezana
je s viSom razinom GSH-vezanih enzima, poput aktivnosti y-glutamilcistein ligaze (GCL) i y-
glutamil-transpeptidaze (GGT) [80]. Osim Sto sudjeluju u karcinogenzi ROS djeluju i na inhibiciju
tumorskog rasta stanica ukoliko su u poviSenoj razini, StoviSe, stvaranje veée koli¢ine ROS
dovodi do nastanka apoptoze, a to je nacin na koji djeluje vecina kemoterapijskih lijekova.
Poznato je kako ROS imaju Sirok spektar djelovanja ovisno o koli¢ini njihove razine, duljini
trajanja izloZzenosti, lokalizaciji te prirodi bolesti u koju su ukljuéeni [81]. Niske razine ROS su
mitogene i poti¢u stani¢nu proliferaciju, dok srednja razina uzrokuje prolazno ili trajno
zaustavljanje stani¢nog ciklusa i inducira stani¢nu diferencijaciju [82]. Visoka razina ROS vrlo je
reaktivna i oni lako reagiraju s membranskim lipidima djelujuéi tako na promjenu
permeabilnosti membrane. Takoder uzrokuju osteéenje DNK i dovode do genomske
nestabilnosti, a Sto se ti¢e proteina, njihovim djelovanjem dolazi do oksidacijske modifikacije
Sto mijenja kataliticku aktivnost enzima, ali i povecanu osjetljivost za proteoliticku degradaciju
[83, 84]. Osim Sto induciraju stani¢nu apoptozu ili nekrozu, ROS djeluju kao primarni glasnici u

modulaciji unutarstanicne signalne kaskade koja dovodi do progresije tumora [88].
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Novotvorina se definira kao bolest u kojoj su normalne stanice izgubile svoj normalan
programirani razvoj te je doSlo do razvoja malignih populacija stanica koje vise nisu pod
strogom kontrolom fizioloSke homeostaze [85]. Heterogenost unutar tumora nastaje kao
posljedica genetskih i negenetskih promjena (epigenetske promjene i okolisni ¢imbenici) koje
predstavljaju glavnu prepreku u personaliziranoj medicini i u¢inkovitom lije¢enju karcinoma.

Opcenito, metastatsko Sirenje karcinomskih stanica glavni je uzrok izrazito visokog
mortaliteta u razli¢itim tipovima tumora [86]. Normalne stanice koje su izgubile svoj kontakt s
izvanstani¢nim matriksom idu u apoptozu, proces smrti stanice poznat kao anoikis. Presadnice
su otporne na anoikis i ova populacija stanica je sposobna preZivjeti nedostatak komponenti
izvanstani¢nog matriksa Sto im omogucuje Sirenje i prezivljenje kroz limfaticni i cirkulacijski
sustav na sekundarna tumorska mjesta [87]. Dosadasnji rezultati koji su provedeni na razli¢itim
karcinomskim modelima pokazali su kako povecéanje oksidacijskog stresa dovodi do povecanja
apoptoze kroz razlicite mehanizme - djelovanja izmedu odredenih stani¢nih tipova i
antitumorskih lijekova. Zajedni¢ko obiljezje svih tumora koji su lijeeni s razli¢itim
antitumorskim lijekovima dovelo je do povecdanja unutarstani¢éne razine ROS. U svim
slu¢ajevima doslo je do sinergistickog ucinka antitumorskih lijekova Sto je vidljivo kroz indukciju
apoptoze, smanjenje stanicne proliferacije i poveéanje koncentracije ROS u stanicama. Osim
toga, povecanje apoptoticke aktivnosti antitumorskim lijekovima u kombinaranom lijecenju s
agentima koji induciraju ROS dovodi do dodatnog povecanja ROS unutar stanica te posljedi¢ne
smrti stanice [88]. Vedina istrazivanja provedena je na vrlo agresivnim tumorima koji su slabo
odgovorili na kemoterapiju, npr. karcinom gusterace koji je jedan od najmalignijih tumora
probavnog sustava s vrlo loSom prognozom odli¢an je primjer za ovaj oblik lije¢enja. Tumorske
stanice gusterace koje su lijeCene s MDA-7/IL24 i induktorima ROS-a (arseni¢ni trioksid ili
ditiofen) pokazale su kako je doslo do povecéanja apoptoze, ali u¢inak ovih lijekova mogao bi biti
ponisten djelovanjem ROS inhibitora poput N-acetil-L-cisteina [89].

Bioloski utjecaj HNE na tumorske stanice prema vecini dosadasnjih istraZivanja redukcija
je stanicne proliferacije i indukcija apoptoze. Prvo istrazivanje koje je napravljeno na kulturi
humanih leukemicénih stanica nije sadrzavalo endogeni HNE te tako nisu uspjeli detektirati
razinu lipidne peroksidacije. Medutim, u humanim HL-60 leukemiénim stanicama, HNE je
snazno djelovao izazivajuc¢i tako diferencijaciju uz pomo¢ granulocita, smanjenje stani¢ne

proliferacije i u isto vrijeme blokadu ekspresije c-myc te c-myb onkogena [88]. Inhibicija c-myc
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ekspresije HNE-om potvrdena je u U937 i ML1 humanim leukemi¢nim stanicama, a takoder i u
MEL misjim eritroleukemi¢nim stanicama, u svim stanicama HNE je izazvao diferencijaciju. Dok
je istrazivanje na tumorskim stanicama debelog crijeva pokazalo tranzitorno povecanje c-myc
ekspresije, a potom naknadno smanjenje poslije dodavanja HNE-a [90]. Razlicite istrazZivacke
skupine pokazale su inhibiciju proliferacije u tumorskim stanicama debelog crijeva s HNE kroz
regulaciju MAP kinaznih i gama PPAR puteva. Stovide, u stanicama karcinoma dojke (MCF7)
koje su tretirane s konjugiranom linoleinskom kiselinom vidljiva je snazna inhibicija stanic¢ne
proliferacije uz povecanje endogene razine HNE-a. Razmatrajuci ukupno ponasanje HNE-a kroz
razli¢ita istraZzivanja moze se zakljuciti kako ovisno o njegovoj ukupnoj koli¢ini i vremenskoj
duzini djelovanja ovisi hoce li stani¢na proliferacija biti potaknuta ili ne. Dualni uc¢inak HNE-a
moze se objasniti kroz prisutnost antioksidativne zastite, metabolizam mitohondrija i prisutnost
aldehidnih metabolizirajuc¢ih enzima [88]. Osim toga, HNE doprinosi karcinogenezi, inhibirajuci
popravak ekscizije nukleotida oSte¢ene DNK u tumorskim stanicama s koncentracijom vecom
od 50 uM (Feng et al, 2004). U svakom slu¢aju HNE stvara spojeve s DNK samo u visokim
koncentracijama, on moze brzo regirati s amino i sulfidrilnim skupinama proteina, ali primarno
sa sulfidrilnom skupinom glutationa (GSH). Izracunato je za GSH konjugate da su 20 000 puta
brojniji nego DNK spojevi kada se HNE egzogeno doda u kulturu stanica (Falletti & Douki, 2008).
Stanice debelog crijeva izloZene su utjecaju HNE-a iz razlicitih izvora, ali najceséi izvor je hrana.
HNE mozZe nastati putem lipidne peroksidacije iz viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina (engl.
polyunsaturated fatty acid - PUFA) koje su uvedene s prehranom u enetrohepati¢nu cirkulaciju
ili endogeno iz PUFA u stani¢nim membranama. Metabolicka transformacija HNE zapocinje u
enterocitima gdje nastaje glavni metabolit GSH-HNE. Veéina metabolita HNE-a pronadena je u
urinu, a nekoliko razli¢itih skupina istrazivaca upozoravali su nas na dokaze o protumorskoj
aktivnosti HNE-a i drugih produkata lipidne peroksidacije u karcinogenezi debelog crijeva.
Dosadasnja in vitro i in vivo istrazivanja pokazala su genotoksi¢no svojstvo HNE-a u stani¢nim
linijama karcinoma debelog crijeva. U jednom istrazivanju doslo je do povecanja koli¢ine HNE-a
i HNE-DNK spojeva tijekom progresije raka debelog crijeva in vivo, dok su druga istrazZivanja
pokazala oprecne rezultate, tako da su navedeni rezultati ponovno potvrdili protumorsku i

antitumorsku ulogu HNE-a u karcinogenezi debelog crijeva [91].
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ROS i oksidacijski stres koji nastaju iz fibroblasta, a povezani su s rakom, pokazali su da
imaju tzv. “ulogu promatraca” u susjednim tumorskim stanicama dovodedi tako do genomske
nestabilnosti, aneuploidije i oSte¢enja DNK. Iz ovog primjera vidljiva je vaznost tumorske i
stromalne koevolucije. Jedna od sastavnica tumorskog mikrookolisa su fibroblasti koji su
povezane s rakom, a i s drugim stromalnim stanicama (vaskularne i imune stanice). Fibroblasti
doprinose progresiji tumora te njegovom metastatskom Sirenju na udaljena podrudja.
Tumorske stanice koje se nalaze u osjetljivom tumorskom mikrookoliSu mogu biti u stanju
uspavanosti, toc€nije, te stanice su u GO fazi stani¢nog ciklusa. GO faza poznata je kao faza
stani¢nog mirovanje ili kao faza kada se stanica ne dijeli, a tumorske se stanice ponekad cak i
godinama mogu nalaziti u stanju uravnotezene proliferacije i apoptoze. Hoce li stanica biti u
aktivnoj ili mozda u uspavanoj fazi, najviSe ovisi o signalima koje dobiva iz mikrookolisa. U¢inak
HNE na stani¢nu adheziju, invaziju i metastaziranje joS uvijek je nejasan, a do sada je istrazen
utjecaj lipidne peroksidacije na nekoliko razli¢itih ljudskih tumora [74]. Produkti lipidne
peroksidacije do sada su se mogli koristiti kao indikatori u prognozi razvoja raka. U bolesnica
lije¢enih od karcinoma dojke izmjerena je smanjena razina malondialdehida (MDA), a MDA se
smatra vaznim prognostickim ¢imbenikom. Do sada je zabiljezena znacajno niza razina MDA u
plazmi bolesnica s velikim tumorom dojke u kojem su limfni évorovi i metastaze bili pozitivni.
Vazinost oksidacijskog stresa i lipidne peroksidacije vidljiva je i u tumorima SZS, osobito kod
malignih tumora. HNE proteinski konjugati pronadeni su u ependimalnim i astrocitnim glijalnim
tumorima mozga, a bili su proporcionalni sa stupnjem zloéudnosti i neovaskularizacijom [92,

93].

1.7.1. Oksidacijski stres

Oksidacijski stres prema definiciji je stanje neravnoteze izmedu prooksidansa (slobodni radikali
ili ROS) i antioksidansa (vitamin C, E i antioksidacijski enzimi), ali u korist prooksidansa [93].
Oksidacijski stres nastaje kao posljedica neravnoteze redoks sustava u kojem se stvaraju ROS, a
bioloski sustav nije u moguénosti da ih odstrani. Helmut Sies je definirao oksidacijski stres
1985. godine, a povezan je sa starenjem i razli¢itim patoloSkim stanjima poput raka,

neurodegenerativnim bolestima, aterosklerozom, upalnim stanjima i sa Se¢ernom bolescu.
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Kisik je neophodan za Zivot, a za vrijeme aerobne respiracije u stanicama dolazi do
metaboli¢kog stvaranja slobodnih radikala i ROS.

ROS smatraju se vaznim signalnim molekulama koje ne djeluju samo kao prenositelji
poruka u stanicama vec su i dio izvanstani¢nog okolisa u kojem moduliraju osjetljivi redoks
sustav. Odrzavanje homeostaze redoks sustava u stanicama ovisi o enzimatskoj i neenzimatskoj
antioksidativnoj zastiti kojom se odstranjuje visak ROS-a. U enzimatsku antioksidativnu zastitu
ubrajaju se superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT) i glutation peroksidaza (GPX), dok u ne-
enzimske antioksidanse svrstavamo glutation, tioredoksin, karotenoide, vitamin C i E,

flavonoidi i druge [74].

1.7.2. Slobodni radikali

Slobodni radikali se definiraju kao atomi ili molekule koji u vanjskoj ljusci imaju jedan ili vise
nesparenih elektrona [95]. Nastaju homolitickim cijepanjem kovalentne veze (zajednickog
elektronskog para), pri kojemu po jedan elektron pripada svakom od atoma koji gradi ovu vezu.
Nespareni elektroni ¢ine ih izrazito reaktivnima i dosta nestabilnima te cesto reagiraju s
razli¢itim molekulama u svojoj blizini. U ljudskom organizmu imaju vaznu ulogu jer se proizvode
u normalnim fizioloSkim procesima poput oksidativne fosforilacije u mitohondrijima, a takoder
njihovo stvaranje povecano je za vrijeme tjelovjezbe, u procesima starenja i kod razli¢itih
bolesti [96]. Oni predstavljaju stalnu prijetnju nasem organizmu koja je vidljiva u njihovom
doprinosu karcinogenezi, a najvazniju skupinu ipak cine slobodni radikali kisika. ROS nastaju
uslijed apsorpcije energije zracenja, u redukcijsko-oksidacijskim reakcijama, za vrijeme
oksidacije masnih kiselina u peroksisomima, kod prijenosa elektrona u endoplazmatskom
retikulumu sustava citokroma P-450, u metabolizmu arahidonske kiseline stani¢cnih membrane
te za vrijeme fagocitoze [18]. Biokemijski su najznacajniji reaktivni oblici kisika — ROS, sto je
zajednicki naziv za radikale kisika (superoksidni anion i hidroksilni radikal) i reaktivni derivati
kisika koji nisu radikali (vodikov peroksid i hipoklorna kiselina). Osim ROS jako su vaZne i
reaktivne dusikove vrste (engl. RNS — ractive nitrogen species), poput slobodnih radikala dusika

(duSikov oksid i duSikov dioksid) te razliCiti spojevi duSika (peroksinitriti). Osim endogenih
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izvora ROS postoje i egzogeni izvori kao $to su razni lijekovi, industrijske kemikalije, razliciti

okolisni ¢imbenici, ultraljubicasto i ionizirajuce zracenje [94].

1.7.3. Reaktivne kisikove vrste

Reaktivni kisikovi spojevi skupina su spojeva koja primarno nastaje u mitohondrijima kao
produkt staniénog metabolizma. Smatraju se odgovornima za alteraciju makromolekula, a
dovode do nastanka oksidacijskog stresa. ROS obuhvadaju slobodne kisikove radikale poput
superoksidnog aniona i hidroksilnog radikala, a takoder i druge reaktivne spojeve kisika kao $to
su vodikov peroksid, reaktivni (singlet) kisik, hipoklornu kiselinu i ozon. lzmedu svih do sada
poznatih spojeva ROS-a najreaktivnijim se smatra hidroksilni radikal (-OH) koji nastaje putem
Fentonove i Haber-Weissove reakcije [88]. Tijekom Fentonove reakcije dolazi do reakcije
izmedu iona dvovalentnog Zeljeza (Fe?+) i vodikovog peroksida (H202) pri ¢emu se stvara
hidroksilni radikal i hidroksilni ion uz nastanak trovalentnog iona Zeljeza (Fe3+), dok u Haber-
Weissovoj reakciji superoksidni anion reagira s vodikovim peroksidom te takoder dolazi do
nastanka hidroksilnog radikala i hidroksilnog iona. Njegovo poluvrijeme Zivota kratko je, a kao
jedan od najsnaznijih prooksidansa djeluje na veliki broj biomolekula u neposrednoj blizini [18].

U “primarne” ROS ubraja se superoksidni anion koji metabolicki nastaje “aktivacijom”
kisika pod utjecajem zracenja [96]. Stvara se na dva nacina, enzimatski (nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat (NADPH) oksidaza — NOX i ksantin oksidaza — XO), ali i neenzimatski u
elektronskom transportnom lancu mitohondrija tijekom direktnog prijenosa jednog elektrona
na kisik. Sudjeluje u interakciji s drugim molekulama direktno ili indirektno preko enzima ili
putem metalnih katalizatora stvarajuéi tako “sekundarne” ROS. Njegovo djelovanje je
ograni¢eno zbog slabe topljivosti u mastima, a u kiseloj sredini veZe se za proton i na taj nacin
stvara se jos reaktivniji perhidroksilni radikal (HO2 ) [97].

Vodikov peroksid stvara se u mitohondrijima ili pomo¢u NOX enzima nakon njihove
aktivacije s razli¢itim citokinima i ¢imbenicima rasta. Relativno je stabilna molekula koja moze
prolaziti kroz membrane i difundirati u stanice Sto je vazno u signalizaciji redoks sustava, a

razgraduje se djelovanjem katalaze (CAT), glutation peroksidaze (GPx) i uz pomo¢ drugih
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peroksidaza. H202 nije radikal jer ne sadrzi nespareni elektron, ali je oksidans koji u prisutnosti
iona prijelaznih metala stvara vrlo reaktivne slobodne radikale [74].

Ovisno o razli¢itim mehanizmima stanice dolazi do povecanog stvaranja ROS, osobito
kod aktivacije onkogena, promijenjenog metabolizma, disfunkcije mitohondrija i gubitka
funkcije p53 [98]. Upalne stanice poput neutrofila i makrofaga doprinose izrazitoj proizvodniji
ROS, a zapravo taj mehanizam predstavlja ubijanje tumorskih stanica. Medutim i tijekom
fagocitoze u eozinofilima, neutrofilima i makrofazima dolazi do kontinuiranog stvaranja ROS-a.
[99]. Povecanim stvaranjem ROS-a oStecuju se lipidi, bjelancevine i DNK te posljedi¢no dolazi
do ozbiljnog ireverzibilnog oksidativnog ostecenja tih biomolekula. Do sada je identificirano
oStecenje u viSe od 20 baza DNK, a najviSe je istraZivan 8-okso-2'deoksigvanin (8-oksodG).
Oksidativno oStecenje baze uzrokuje mutaciju DNK i to predstavlja vazni korak u nastanku
karcinogeneze [100]. PoviSena razina 8-oksodG pronadena je u nekoliko razli¢itih neoplazmi, a
tu se ubrajaju neoplazma Stitne Zlijezde, karcinom skvamoznih stanica, ne-sitnostanic¢ni rak
pluca, a poviSena je razina i u stanicama raka prostate [88].

Osim S$to djeluju kao primarni prenositelji poruka te moduliraju unutarstani¢nu
kaskadnu komunikaciju, ROS djeluju na aktivaciju brojnih signalnih putova kao S$to su:
mitogenima aktivirane protein kinaze (MAPKs), fosfatidilinozitol-3-kinaze (PI3K/Akt),
fosfolipaza C-g1 (PLCgl), protein kinaza C, nuklearni faktor—xB (NF-kB) i Jak/Stat. ROS kroz
razli¢ite signalne transdukcijske kaskade djeluju i na indukciju ekspresije obitelji proteina
toplinskog Soka (eng. families of heat shock proteins), djeluju neposredno na rane gene ¢lanova
bZIP obitelji poput c-Fos i c-Jun, na inducibilni faktor hipoksije (HIF) i antioksidativhe enzime
koji pomazu u regluaciji homeostaze redoks sustava, a takoder djeluju i na ekspresiju
¢imbenika rasta i onkoproteina [81, 82].

Antioksidanse definiramo kao tvari koje u malim koncentracijama, u odnosu prema
oksidabilnim supstratima, dovode do odgadanija ili inhibicije oksidacije supstrata. Nase stanice
posjeduju ucinkovitu obranu protiv oksidacijskih oste¢enja, a antioksidacijska zastita temelji se
na sprjecavanju nastanka slobodnih radikala, neutralizaciji ve¢ nastalih radikala, popravku
ostecenja koja su nastala djelovanjem radikala i pove¢anim uklanjanjem osteé¢enih molekula
[101]. Ve¢ duZe vrijeme antioksidansi se smatraju korisnim u prevenciji raka jer je njihova
glavna funkcija smanijiti razinu ROS i poboljsati neZeljene ucinke poput mutacije DNK koja je

odgovorna za transformaciju normalnih stanica u maligne [74]. IstraZivanja o raku prostate dala
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su nam kontradiktorne rezultate. Istrazivai su pokazali kako konzumacija likopena, vaznog
crvenog pigmenta, i predominantno karotenoidi iz raj¢ice smanjuju incidenciju raka prostate, a
isto tako pokazali su da tri do pet porcija rajcica tjedno znacajno smanjuje rizik od raka prostate
[102-104]. Dok su neke druge studije pokazale da je adjuvantna terapija antioksidansima ili kao
nadopuna kemoterapiji ili u kombinaciji s kemoterapijom bila povezana sa smanjenjem
nuspojava i sekundarizacijom raka. Do sada su bili testirani sljedeéi antioksidansi koji imaju
odredenu klinicku korist za ljudski organizam: askorbinska kiselina, ekstrakt aronije,
bradoksolon, B-karoten, koenzim Q, kurkumin, flavonoidi ili ekstrakt zelenog caja, aktovegin,

ursoli¢na kiselina i selen [74].

1.7.4. Reaktivni dusikovi spojevi

U oksidacijskom stresu osim reaktivnih kisikovih spojeva postoje i reaktivni dusikovi spojevi koji
su takoder od velike vaznosti za pojavu lipidne peroksidacije. Sam naziv “reaktivni dusikovi
spojevi” (engl. reactive nitrogen species — RNS) predstavlja skupinu visoko reaktivnih spojeva
dusika, a oni uz slobodne dusikove radikale (dusikov oksid — NO i dusikov dioksid — NO2) sadrze
i druge reaktivne dusSikove spojeve poput dusi¢ne kiseline (HNO2), peroksinitrite (ONOQO"),
peroksinitritnu kiselina (ONOOQOH) i alkil peroksinitrat (ROONO) [75]. RNS takoder smatramo
“obitelji antimikrobnih molekula” koje nastaju iz dusikovih oksida i superoksida uz pomo¢
enzimatske aktivnosti inducibilne dusik oksid sintaze 2 (NOS2, engl. Nitric oxide syntase 2) i
NADPH oksidaze. NOS2 se prvenstveno nalazi u makrofazima nakon njihove indukcije
citokinima i produktima mikroba, a znatan dio je potaknut i od strane interferona gama (IFN-y)
i lipopolisaharida [105]. NO je relaksacijski ¢imbenik krvoZilnog sustava, a kao slobodni radikal
moze reagirati s endogenim radikalima, poput superoksidnog radikala stvarajuéi tako
peroksinitrite. ONOO™ je nestabilni strukturni izomer nitrata (NO37), a smatara se izrazito jakim
oksidansom koji osteéuje biomolekule poput DNK i bjelanéevina, a pri kiselom pH razgraduje se
sve do hidroksilnih radikala neovisno o prisutnosti prijelaznih metala [101]. DusSikov oksid inace
nastaje u endotelnim, Ziv€anim i upalnim stanicama iz L-arginina djelovanjem NOS2, a

posjeduje prooksidativna i antioksidativna svojstva. RNS s jedne strane doprinose normaloj
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fizioloskoj funkciji, dok njihova povec¢ana koncentracija uzrokuje lipidnu peroksidaciju,

oksidaciju proteina i ostecenje DNK [18].

1.7.5. Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija (LPO) autokataliticki je proces uzrokovan oksidativnim stresom u kojem
ROS i RNS izazivaju oksidaciju viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina (PUFA). Takvi reaktivni
meduprodukti mogu mijenjati membranski lipidni dvosloj dovodeci do stvaranja lipoperoksilnih
radikala (LOO’) koji potom reagiraju s lipidima stvarajuci lipidne radikale i lipidni hidroperoksid
(LOOH) [88]. Za razliku od PUFA, zasi¢ene masne kiseline i masne kiseline koje posjeduju jednu
dvostruku vezu pokazuju veéu otpornost prema djelovanju ROS-a. Hidroksilni radikal (OH’)
najées¢e uzrokuje LPO, ali i drugi slobodni radikali mogu potaknuti proces peroksidacije.
Lancana reakcija lipidne peroksidacije odvija se kroz 3 faze: inicijacija, propagacija i terminacija.
Peroksidacijski niz zapocinje napadom ROS na lipide, tada dolazi do izdvajanja atoma vodika iz
metilenske skupine (-CH2-), a na taj nacin iz PUFA nastaju slobodni lipidni radikali — faza
inicijacije. Superoksidni radikal nije dovoljno reaktivan za eliminaciju vodika, a u slobodne
radikale koji mogu izazvati oksidaciju PUFA ubrajaju se: OH’, HO2’, RO’i RO2". Ukoliko postoje
aerobni uvjeti konjugirani dieni spajaju se s kisikom (02) stvarajuéi tako peroksilne radikale koji
potom mogu eliminirati H iz organskih molekula, ubrajajuéi i PUFA, pri ¢emu nastaju lipidni
hidroperoksidi i reaktivni ugljikovi radikali koji nastavljaju reakciju — faza propagacije. Za
vrijeme propagacije LOOH u prisutnosti Zeljeza disocira do LO" i LOO’, a potom uzrokuju
reinicijalizaciju peroksidacije [101]. Tijek LPO ovisi o antioksidansima koji su vazni kontrolni i
obrambeni mehanizmi, medutim, ukoliko nisu prisutni, zapoceta lancana reakcija ulazi u fazu
propagacije Ssto moZe dovesti i do uniStenja okolnih molekula [18]. Sama pojava LPO u
bioloskim membranama dovodi do poremecaja funkcije i smanjenja fluidnosti membrane, a
takve promjene povezane su s brojnim bolesnim stanjima. Osim gubitka fluidnosti, intenzivna
LPO dovodi do opadanja vrijednosti membranskog potencijala, povecanja permeabilnosti
prema H+ i drugim ionima, a sve opisane promjene dovode do moguce rupture stanice i

otpustanja njenog sadrzaja [101, 106].
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Zavrsni produkti lipidne peroksidacije su visoko reaktivni aldehidi koji su mnogo
stabilniji od ROS-a, imaju duZi poluvijek Zivota i mogu difundirati od mjesta nastanka te tako
djelovati na udaljenim ciljnim mjestima. LPO mozZe biti povedana u razli¢itom opsegu kao
uzro¢ni kofaktor u pojedinim bolestima. To su naj¢esc¢e bolesti koje su obi¢no povezane sa
starenjem, poput ateroskleroze i Secderna bolest tipa Il, a takoder i u nekim
neurodegenerativnim bolestima te u razli¢itim tumorima. Medutim, Gago-Dominguez i
suradnici postavili su hipotezu o zastitnoj ulozi lipidne peroksidacije u raku dojke [107, 108].

Reaktivni aldehidi zavrsni su produkti lipidne peroksidacije, a to su 4-hidroksialkenali i
drugi srodni a, B — nezasiéeni aldehidi koji se nazivaju i “drugim toksi¢nim glasnicima”
primarnih slobodnih radikala [75, 109]. Bez obzira $to se nazivaju zavrSnim produktima LPO-a,
oni mogu u odredenim situacijama nastaviti lananu reakciju oksidacijskog osteéenja. Njihova
reaktivnost je neSto niZza u odnosu na slobodne radikale, ali opet dovoljno velika te oni mogu
reagirati s molekulama u svojoj okolini i tako ostetiti stanice Sto ponekad uzrokuje i stani¢nu
smrt. U bioloskim uzorcima kao glavni produkti LPO-a pronadeni su heksanal, malondialdehid
(MDA), 4-hidroksi-2-nonenal (HNE), pa su stoga ovi zavrsni produkti do sada i najvise istrazivani
[18].

MDA koji se tijekom peroksidacije lipida stvara u malim koli¢inama, a opéenito se u
veéim koli¢inama stvara u mikrosomima jetre, takoder je pokazatelj LPO-a. MozZe postojati u
razli¢itim oblicima, a u fizioloskim se uvjetima nalazi u obliku enolatnog iona koji ulazi u
interakciju s bjelanéevinama, pokazujudi izraziti afinitet prema lizinskom aminokiselinskom
oksidacijom fosfolipida. l1zoprostani su zapravo izomeri prostaglandina (PG), a razlikuju se od
njih po lokalnom nastanku u membranama i nesto su sloZeniji sustav. Oni se takoder koriste

kao markeri lipidne peroksidacije, a mogu se odredivati u ljudskoj mokradi i plazmi.
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1.7.6. 4-hidroksi-2-nonenal (HNE) — bioaktivni marker oksidacijskog stresa

HNE je a,B — nezasiéeni hidroksialkenal koji se stvara u stanicama putem lipidne peroksidacije,
a njegova molekulska masa iznosi 156,22. Slabo je topiv u vodi, ali je topiv u vecini organskih
otapala poput alkohola, kloroforma i heksana. U usporedbi s ostalim produktima lipidne
tri funkcionalne skupine: aldehidnu (C=0), ugljik-ugljik dvostruku vezu (C=C) i hidroksilnu
skupinu (OH), poput svih ostalih 4-hidroksialkenala. Navedene skupine u kemijskim reakcijama
mogu sudjelovati same ili u sekvencama, a koja ¢e skupina reagirati, ovisi o tipu reaktanata i
samim uvjetima reakcije [75, 110]. Mitohondriji su stani¢ni organeli eukariotskih stanica koji
nam sluze kao izvor energije, a stvaranje i katabolizam 4-HNE odvija se u mitohondrijima. Za
vrijeme oksidativne fosforilacije dolazi do stvaranja ATP-a, a takoder nastaje i znacajna koli¢ina
superoksida na kompleksu | i Il elektronskog transportnog lanca. Pomoc¢u SOD-a vedina
superoksida pretvara se u hidrogen peroksid. Zapravo HNE nastaje raspadanjem
hidroksiperoksida od w-6 PUFA na sn-2 mjestu glicerofosfolipida u stani¢nim membranama, a u
svom kemijskom sastavu fosfolipidi sadrze linoleinsku i arahidonsku kiselinu koje se smatraju
glavnim izvorom HNE-a [111].

Opcenito, HNE se smatra “sekundarnim toksi¢nim glasnikom slobodnih radikala” koji se
u nizim koncentracijama (fizioloskim) nalazi u normalnom tkivu gdje djeluje kao signalna
molekula pokazuju¢i odredene bioloSke aktivnosti (Slika 3). Stoga, u nizim koncentracijama
stimulira neutrofilnu kemotaksiju, inhibira ekspresiju c-myc onkogena, aktivira c-jun/jun
kinaza/AP-1 put, aktivira adenilat kinaze plazma membrane, aktivira membransku fosfolipazu
C, a djeluje i na cikline kao i na aktivnost transkripcijskih ¢imbenika, dok je u velikim
koncentracijama HNE citotoksican i mutagen te djeluje na inhibiciju DNK i ribonukleinske
kiseline (RNK), takoder inhibira i sintezu bjelancevina, uzrokuje disfunkciju mitohondrija i
zaustavlja stanicni ciklus Sto doprinosi nastanku odredenih bolesti. U koncentracijama od 100
UM i vise HNE uzrokuje akutnu citotoksi¢nost sto u vecini slu¢ajeva dovodi do smrti stanice [74,
112]. HNE je izrazito elektrofilna molekula te moZe lako reagirati s molekulama niske
molekulske teZine poput glutationa, lipida, bjelanéevina, a u veéim koncentracijama i s DNK.
Esterbauer i suradnici pokazali su kako HNE stvara Michaelove adukte preko C-3 atoma sa

sulfhidrilnom skupinom od Cys ostataka, imidazolsku skupinu od His ostataka i e-amino skupine
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od Lys ostataka na velikom broju bjelancevina [113]. Parola i njegovi suradnici su istrazivali HNE
in vivo te su pokazali kako je bila dosegnuta koncentracija HNE iznad 10 uM u razli¢itim
patoloskim stanjima u kojima je bila povecana lipidna peroksidacija, a to se odnosilo na
aterosklerozu, upalna stanja, kroni¢ne degenerativne bolesti SZS-a i kroni¢ne bolesti jetre
[114]. Yang i suradnici opisali su stvaranje HNE-a kao produkta LPO te njegovih epoksida
(epoksi-4-hidroksinonenala) u pluénom tkivu pusaca [115].

U stanicama koli¢cina HNE-a i njegovih proteinskih spojeva najcesée je postojana zbog
balansa izmedu stvaranja aldehida i njihovog katabolizma. Jednom kad nastane HNE, brzo
dolazi do njegove degradacije preko tri glavne kemijske reakcije: redukcija do 1,4-dihidroksi-2-
nonenala pomodéu alkohol dehidrogenaze, oksidacija do 4-hidroksi-2-nonenoi¢ne kiseline
putem aldehid dehidrogenaze ili stvaranje glutation konjugata (GS-HNE) pomocu glutation-
transferaze (GST). HNE se ve¢inom metabolizira stvaraju¢i GSH-konjugate koristec¢i enzim GST,
potom dalje prelazi u merkapturnu kiselinu i izlu¢uje se mokracom. Glutation-transferaza je
enzim koji je ubikvitaran, a najviSe se nalazi u jetri i pomoéu nje HNE se neenzimatski

detoksicira konjugacijom s glutationom [75, 88].

OH
O AL

Slika 3. Prikaz strukture 4-hidroksi-2 nonenal (HNE) (preuzeto iz Tullberg i suradnici 2016.)
izvor: Tullberg C, Larsson K, Carlsson NG, Comi |, Scheers N, Vegarud G, Undeland I. Formation
of reactive aldehydes (MDA, HHE, HNE) during the digestion of cod liver oil: comparsion of

human and porcine in vitro digestion models. Food Funct 2016; 7(3): 1401-1412.
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1.7.7. Imunohistokemijska pojavnost HNE u razlicitim tumorima

O ulozi lipidne peroksidacije u karcinogenezi ¢ovjeka jo$ uvijek ne znamo dovoljno, ali ipak
dobro je poznat utjecaj LPO na patogenezu razli¢itih malignih tumora. Dosadasnja
imunohistokemijska istrazivanja otkrila su dvojaku ulogu HNE koja se ocituje ne samo kroz
njegovu ulogu u karcinogenezi, vec¢ i njegovu vaznu ulogu u obrani domadina protiv raka. Stoga,
ovisno o koncentraciji HNE djeluje ili citotoksi¢no ili utjece na regulaciju rasta stanica, a kako ¢e
zapravo djelovati, ovisi o njegovoj koncentracijskoj razini. Medutim, s druge pak strane vazno je
naglasiti kako upalno stanje organizma utjeCe ne samo na karcinogenezu ve¢ isto tako i na
obranu domacina protiv raka [116].

Imunohistokemijska analiza tumora mozga astrocitnog porijekla pokazala je povecanje
HNE-imunopozitiviteta u tumorskim stanicama s poveéanjem gradusa njihove malignosti [116,
117]. U tumorskim stanicama anaplasticnog ependimoma takoder je primijeéena povisena
nazoénost HNE imunopozitiviteta u usporedbi s benignim ependimomima. Istrazivanja tumora
SZS-a pokazala su znaéajnu ekspresiju HNE u endotelnom i vaskularnom zidu gotovih svih
tumorskih krvnih Zila astrocitoma i ependimoma [93, 116].

Rak debelog crijeva kod ljudi je prema ucestalosti na treéem mjestu, a mutacija i
transformacija normalnih enterocita u karcinomske stanice najcesée su potaknuti slobodnim
radikalima koji uzrokuju osSteéenja makromolekula debelog crijeva. U dosadasnjim
imunohistokemijskim istrazivanjima vidljivo je povecanje akroleina od njegove srednje razine u
tubularnom ili vilotubularnom adenomu do obilne razine u vilotubularnom adenomu visokog
gradusa i u Duke's A stadiju adenokarcinoma kolona [116, 118], dok je druga skupina
istrazivaca dobila suprotne rezultate, doslo je do smanjenja ekspresije HNE u tkivu karcinoma u
usporedbi sa zdravim tkivom, a najvjerojatnije zbog nedostatka TGFP1 receptora [116, 119].
Imunohistokemijska pojavnost 8-hidroksi2'-deoksigvanozin (8-OHdG) i HNE proteinskih
konjugata u tumorima bubrega pokazala se razli¢éitom, ovisno o histoloSkom podtipu tumora.
Tako je pronadena vecéa koli¢ina 8-OHdG u humanom stani¢cnom karcinomu bubrega (RCC,
engl. Renal cell carcinoma) za razliku od okolnog netumorskog tkiva bubrega, navodeci nas na
zakljuéak da je DNK u RCC mnogo izloZzenija ROS-u nego DNK netumorskog tkiva.
Imunohistokemija (IH) HNE proteinskih konjugata bila je pozitivna u citoplazmi dok u

normalnim nemalignim stanicama karcinoma bubrega nije bilo imunopozitiviteta. U procjeni
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oksidacijskog stresa u zdravim ili malignim stanicama bubrega druga su istrazivanja pokazala
lokalizaciju HNE proteinskih konjugata predominantno u jezgrama i mitohondrijima kako u
benignom tako i u malignom epitelu bubrega [120]. Takoder, u istrazivanju imunohistokemijske
ekspresije 8-okso-7,8-dihidro-2'-deoksigvanozina (8-oxodG) u citoplazmi tumorskih stanica raka
debelog crijeva istrazivaci su pronasli pozitivnu korelaciju 8-oxodG s visim gradusom tumora i s
loSijim klinickim ishodom kod bolesnika [153]. Analize oksidacijskog stresa u karcinomima
prostate pokazala su da proteinski konjugati akroleina viSe su prisutni u tkivu karcinoma
prostate koji je recidivirajuéi, za razliku od tkiva karcinoma bolesnika koji nemaju recidiv nakon
radikalne prostatektomije, stoga se prisutnost akroleina povezuje s progresijom karcinoma
prostate [121]. U dobroéudnim i zlu¢udnim tumorima Stitne Zlijezde istrazivaci su takoder
analizirali imunohistokemijsku razinu pojavnosti HNE i 8-OHdG te su biomarkere oksidacijskog
stresa usporedivali s normalnim tkivnom Stitnjace. Biomarkeri su bili znacajno vise zastupljeni u
citoplazmi dobro¢udnih folikularnih, zlo¢udnih folikularnih i papilarnih karcinoma za razliku od
nize razine u jezgrama nemaligih stanica [122]. Karihtala i suradnici pokazali su znacajno
smanjenje ekspresije 8-OHdG u invazivnom karcinomu dojke za razliku od neinvazinog
karcinoma dojke dok je eskpresija najjace bila izrazena u benignim stanicama unutar samog
tumora. Osim toga, ovi autori istrazivali su i HNE proteinske konjugate koji su pokazali snazniju
ekspresiju u invazivnom karcinomu dojke nego u benignim tumorima [123]. Recentne studije u
podrucju respiratornog trakta takoder su pokazale snainu povezanost ekspresije HNE s
karcinomom pluéa [124]. |z gore navedenih razliCitih rezultata vidljiva je vazna uloga LPO i

oksidacijskog stresa u patofiziologiji i karcinogenezi razli¢itih tumora.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA | HIPOTEZA

2.1. Ciljevi istrazivanja

Osnovni su ciljevi ovog istraZivanja:

1. Ispitati imunohistokemijsku pojavnost HNE u meningeomima gradusa |, gradusa Il (atipicni)
i gradusa Il (anaplasticni).
2. Utvrditi distribuciju pojavnosti (ekspresije) u razlicitim gradusima prema sastavnicama

tumorskog tkiva (osnovnim i stromalnim stanicama, tumorskim zZilama i nekrozi).

3. Usporediti nazocnost (razinu) HNE u pojedinim gradusima s klinicko-patoloskim
¢imbenicima kao S$to su podtip tumora, tumorsko sijelo, recidiv i invazivnost tumora,

prethodna ozraCenost tumora ili prethodno radiokirursko lijecenje tumora.

2.2. Hipoteza

Nazocnost 4-hidroksinonenala (HNE) kao konacnoga produkta lipidne peroksidacije bit ée
izrazena razliéito u tumorskom tkivu razli¢itih gradusa, pri ¢emu ¢ée intenzitet
imunohistokemijske reakcije na HNE-proteinske konjugate biti izraZeniji u viSim histoloskim

gradusima tumora (G Il i G lll), nego u nizem gradusu (G 1), kao i unutar recidivirajucih tumora.
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3. MATERUALI | METODE

Istrazivanje je provedeno u Klinickom zavodu za patologiju i citologiju Klinickog bolni¢kog

centra Zagreb.

3.1. Ispitanici

Istrazivanje lipidne preoksidacije je retrospektivno i provedeno je na arhivskom bioptickom
materijalu Klinickog zavoda za patologiju i citologiju, Klinickog bolni¢kog centra Zagreb.
Istrazivanje je provedeno na ukupno 234 kirurski odstranjena meningeoma, od toga 100
uzoraka je gradus I, drugih 100 uzoraka je gradus Il, a 34 uzorka su gradus Ill. Bolesnici su bili
operirani u Klinici za neurokirurgiju KBC Zagreb, a isti su tumori bili obradeni u Zavodu za
neuropatologiju Klinickog zavoda za patologiju i citologiju KBC Zagreb. Koristili su se parafinski
blokovi iz vremenskog perioda od 2004. do 2014. godine, medutim, zbog nedostatka manjeg
broja parafinskih blokova u ovom vremenskom periodu, jedan maniji dio parafinskih bolokova
izuzet je iz 2015. godine. IstraZivanje je provedeno na uzorcima meningeoma koji
zadovoljavaju sva histoloska mjerila prema klasifikaciji tumora SZS prema SZO. Od klini¢kih
podataka gledao se spol (Zenski i muski), dob u trenutku postavljanja dijagnoze, sijelo tumora
(intrakranijski ili intraspinalno), prethodna ozracenost ili radiokirurSsko lije¢enje bolesnika i
recidivitet tumora, a od patohistoloskih gledala se invazivnost tumora, podtip tumora
(meningotelijalni, tranzicionalni, fibrozni, psamomatozni, angiomatozni, mikrocisticni,
sekretorni, limfoplazmacitni, metaplasti¢ni, hordoidni, atipi¢ni, meningeom svijetlih stanica,
papilarni, rabdoidni i anaplasti¢ni meningeom), gradus tumora: (gradus |, gradus Il (atipi¢ni) i
gradus Il (anaplasticni)). Kod svih tumora ponovno je utvrdena patohistoloSka dijagnoza
meningeoma, podtip, gradus tumora, invazivnost tumora i relevantni klinic¢ki podatci. Za sve
bolesnike prikupljeni su podatci o spolu, dobi u trenutku postavljanja dijagnoze, prethodnoj
ozracenosti ili prethodnom radiokirurSkom lije€enju. Podatci su prikupljeni iz arhiviranih
patohistoloskih nalaza s Klinickog zavoda za patologiju i citologiju te iz povijesti bolesti Klinike

za neurokirurgiju, KBC-a Zagreb.
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3.2. Obrada uzoraka i priprema tkiva za svjetlosnu mikroskopsku analizu

Operacijom dobiveni uzorci meningeoma obradeni su standardnom histoloSkom metodom
koja ukljuCuje 12-24 satnu fiksaciju u 10%-tnom puferiranom formalinu te dehidraciju u
etanolu rastudih koncentracija (70%, 80%, 96% i 100%). Tkivo je potom bilo provedeno kroz
ksilol te prozeto u teku¢em parafinu na temperaturi od +60°C, nakon ¢ega je uklopljeno u
parafinske blokove. Tako uklopljeno tkivo bilo je ohladeno na +4°C, te je bilo rezano na
kliznom mikrotomu na rezove debljine 4-5 um. Ovi rezovi nakon deparafiniranja u ksilolu i
dehidracije u opadaju¢em nizu koncentracije etanola (100%, 96%, 80% i 70%) bili su obojeni
histokemijskom tehnikom na hemalaun-eozin (HE). Na HE preparatima ponovno je
procijenjena morfoloSka grada tumorskog tkiva obzirom na izgled stanica i jezgara,
proliferaciju endotela krvnih Zila, prisutnost nekroza i mitoza te se potvrdio meningeom.
Prema novim smjernicama SZ0-a odredio se histoloski gradus tumora, a postoje tri histoloska
gradusa tumora koja se odreduju prema broju mitoza, gubitku lobulirane arhitekture,
povecanju celularnosti, invaziji mozga, stvaranju malih stanica i uocljivih nukleola, atipiji
stanica te pojavnosti nekroze (Slika 4, 5 i 6). Potom se odabrao reprezentativni parafinski blok

koji se rezao za daljnja imunohistokemijska bojanja.
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Slika 4. Prikaz meningeoma histoloSkog gradusa | (bojanje HE)

Slika 5. Prikaz meningeoma histoloskog gradusa Il (bojanje HE)




Slika 6. Prikaz meningeoma histoloskog gradusa Il (bojanje HE)
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3.3. Imunohistokemijsko bojanje preparata monoklonskim protutijelom na
HNE - histidinske konjugate

Parafinski rezovi tumorskog tkiva debljine 4-5 um bili su podvrgnuti procesu deparafiniranja
ksilenom i rehidracije u opadaju¢em nizu koncentracija etanola, a potom su isti preparati bili
uronjeni 2 minute u metanol. Nakon ispiranja u fizioloskoj otopini puferiranoj s fosfatnim
puferom, pH 7,2 (engl. phosphate buffered saline, PBS) endogena peroksidazna aktivnost bila
je blokirana s 3%-tnim vodikovim peroksidom. Za imunohistokemijsko (IH) bojanje primarnim
monoklonskim protutijelom anti-HNE razrijedeno u omjeru 1:10 u BSA (engl. bovine serum
albumin) koncentracije 1 mg/mL koristen je EnVision kit (K8000, DAKO). Primarno
monoklonalno HNE protutijelo podrijetlom je iz kulture klona 'HNE 1g4' dobivenog spajanjem
Sp2-Ag8 mijelomskih stanica s B-stanicama BALBc miSeva imuniziranih s HNE modificiranim
hemocijaninom. Protutijelo je specificno za HNE-histidinski epitop na HNE proteinskim
konjugatima. HNE proteinski konjugati prisutni u stanicama prikazani su diaminobenzidinom
(DAB, DAKO) kao smede obojenje i kontrastirani s hematoksilinom (Kemika, Zagreb,
Hrvatska). Uz svako bojanje izraduje se pozitivna i negativna kontrola. Pozitivna kontrola su
bile stanice tretirane 1uM, 5uM i 50 uM HNE-om, a negativna kontrola bile su stanice
netretirane HNE-om te tkiva tumora na koje nije aplicirano primarno protutijelo HNE.
Pozitivna kontrola bilo je tkivo s imunohistokemijski pozitivnom reakcijom kulture Hela

stanica tretirane s 100 uM HNE.
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3.4. Analiza imunohistokemijskih preparata

Procjena HNE imunopozitiviteta analizirana je svjetlosnom mikroskopom tehnikom
semikvantitativne analize. Analiza procjene HNE imunopozitiviteta u citoplazmama i/ili
jezgrama stanica temeljila se na Cetiri razli¢ita nacina u odnosu na postotak pozitivnih
stanica: (-) nema pozitiviteta u tumorskim stanicama, (+) imunopozitivitet u citoplazmi <25%
tumorskih stanica, (++) 25-50% imunoreaktivnih tumorskih stanica, (+++) >50%
imunoreaktivnih tumorskih stanica. Medutim, zbog potreba u statistickoj obradbi podataka
znakove smo pretvorili u brojeve: (-) = 0, (+) = 1, (++) = 2, (+++) = 3, (-/4) = 4, (++/+++) = 5.
Tehnika semikvantitativne analize koristena je i pri procjeni imunoreaktivnosti na HNE
endotelnih stanica krvnih Zila, nekroti¢nih podruéja, mezenhimske strome i upalnog infiltrata
u stromi. Tako je negativna reakcija na HNE ocijenjena kao “0”, a pozitivha reakcija na HNE
kao “1”. Patohistoloski preparati bil su i pregledani pod svjetlosnim mikroskopom pri
povecanju 200x te su ustanovljeni imunopozitiviteti tumorskih stanica i strome, a potom je
bilo odabrano podruéje s najve¢im brojem krvnih Zila u tumoru kako bi se odredio
imunopozitivitet krvne Zile (endotel, stijenka i sadrzaj krvne Zile). Jacina intenziteta bojanja
preparata podijeljena je u tri skupine: slaba imunoreakcija — Zuckasto bojanje, umjerena
imunoreakcija - smeckasto bojanje i jaka imunoreakcija — tamno smede bojanje. Svi

preparati su bili pregledani od dva iskusna patologa.

37



3.5. Statisticka obrada podataka

Podaci su prikazani tablicno i graficki. U prikazu su se koristili uobic¢ajeni nacini semi-
kvantitativnog vrednovanja imunohistokemijske reakcije. Pojavnost HNE u meningeomima
gradusa |, gradusa Il (atipi¢ni) i gradusa Il (anaplasti¢ni), kao i raspodjela HNE prema
sastavnicama tumorskog tkiva (osnovnim i stromalnim stanicama, tumorskim Zilama,
nekrozi) prikazana je kroz apsolutne brojeve i odgovarajuce ucestalosti, dok se medusobna
razlika izmedu pojedinih gradusa analizirala x2 testom. Razlike u dobi izmedu skupina prema
gradusu tumora analizirane su Kruskal-Wallis-ovim testom. Za medusobne pojedinacne
usporedbe koristila se dodatna korekcija P-vrijednosti prema Bonferroniju. Kendallov tau_b
korelacijski koeficijent koristio se u prikazu povezanosti nazo¢nosti (razine) HNE s ostalim
klinicko-patoloskim cimbenicima. Sve P-vrijednosti manje od 0,05 su smatrane statisticki
znacajnima. U analizi se koristila programska podrska IBM SPSS Statistics verzija 24.0.0.1 i

programsko okruzenje R (verzija 3.4.3, https://cloud.r-project.org/).
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4. REZULTATI

4.1. Analiza obiljezja tumora odabranih za imunohistokemijsku obradu

U istraZivanje je uklju¢eno 234 bolesnika oboljela od meningeoma razli¢itih gradusa. Tako
smo analizirali 100 uzoraka meningeoma gradus I, 100 uzoraka meningeoma gradus Il i 34
uzorka meningeoma gradus lll. U¢injena je analiza spolne i dobne raspodjele, raspodjele po
podtipu tumora, raspodjela po sijelima tumora, potom raspodjela po lokalizaciji tumora te
po prethodnoj ozradenosti tumora ili prethodnom radiokirurSkom lije¢enju bolesnika i po
recidivu tumora.

U ukupnom broju ispitanika koji su imali meningeom G | bilo je 22 (22%) muskarca i 78 (78%)
Zzena, u G Il bilo je 39 (39%) muskaraca i 61 (61%) Zena, dok je u G lll meningeomu bilo 19
(55.9%) muskaraca i 15 (44.1%) Zena. Usporedba spolne raspodjele ispitanika obzirom na
gradus tumora prikazana je u Tablici 1. Analizom sva tri gradusa prisutne su znacajne razlike
u spolnoj raspodjeli na razini P<0,001. Dodatnom analizom razvidno je da muskaraca ima
znacajno vise u meningeomima gradusa Il u odnosu na gradus | (39,0% naprema 22,0%;
P=0,027) i kod gradusa Ill u odnosu na gradus | (55,9% naprema 22,0%, P=0,001). Zenski spol

bio je znac¢ajno viSe zastupljen u meningeomima gradusa |.

Tablica 1. Usporedba spolne raspodjele ispitanika obzirom na gradus tumora

Gradus tumora

I ] n
Broj o Broj o Broj o
ispitanika % ispitanika % ispitanika %
Sool Muski 22 (22,0%) 39 (39,0%) 19 (55,9%)
o <
P Zenski 78 | (780%) | 61 | (61L,0%) | 15 | (44,1%)

Analizirali smo dob kad je bolesnik obolio od meningeoma. Prosje¢na dob bolesnika u
G | meningeomima bila je 57,7 godina, u G Il je nesto visa 59,1, dok je u G Ill meningeomima
prosjeéna dob ispitanika takoder bila 57,7 godina. Usporedba dobi ispitanika obzirom na

gradus tumora vidljiva je u Tablici 2 i nije bilo statisticki znacajnih razlika.
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Tablica 2. Usporedba dobi ispitanika obzirom na gradus tumora

Gradus Broj Aritmeticka . Centile
tumora | ispitanika sredina SD Min Max 25. Medijan | 75.
I 100 57,73+ 13,14 24 87 51,25 57,00 | 67,00
Dob | Il 100 59,11+ 14,82 3 84 51,25 62,00 | 69,75
I 34 57,76% 15,16 14 82 49,75 59,50 | 68,00

Legenda: SD — standardna devijacija

Podtipove meningeoma klasificirali smo prema SZO iz 2016 godine, a usporedba podtipova

meningeoma obzirom na gradus tumora prikazana je u Tablici 3. Od svih podtipova u

meningeomima G | naj¢eSée je bio zastupljen meningotelijalni podtip (43%), potom

fibromatozni podtip (25%), zatim slijedi tranzicionalni (20%), dok su drugi podtipovi

sporadic¢no zastupljeni. U G Il najzastupljeniji je bio atipi¢ni podtip meningeoma (96%), a u G

[l najéesci je anaplasticni podtip (97,1%). lako je prisutna znacajna razlika kada se gledaju

ukupne usporedbe sva tri gradusa sa svim podtipovima meningeoma pri medusobnoj

usporedbi svakog gradusa pojedina¢no, unutar pojedinih podtipova te razlike nisu bile

statisticki znacajne.
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Tablica 3.

Usporedba podtipova meningeoma obzirom na gradus tumora

Gradus tumora

Broj Broj Broj
ispitanjika % Ispitar:ika % ispitanjika %
Meningotelijalni 43 (43,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Fibromatozni 25 (25,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Psamomatozni 4 (4,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Tranizicionalni 20 (20,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Angiomatozni 3 (3,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Podtip Mikrocistic¢ni 4 (4,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Metaplasticni 1 (1,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Atipi¢ni 0 (0,0%) 9% (96,0%) 0 (0,0%)
Klarocelularni 0 (0,0%) 2 (2,0%) 0 (0,0%)
Hordoidni 0 (0,0%) 2 (2,0%) 0 (0,0%)
Anaplasti¢ni 0 (0,0%) 0 (0,0%) 33 (97,1%)
Papilarni 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (2,9%)

Gledali smo lokalizaciju tumora u meningeomima G | te je kod 42 (42%) ispitanika

lokalizacija bila u podrucju baze lubanjske osnovice, u 34 (34%) ispitanika bila je

frontotemporalna lokalizacija duz konveksiteta mozga, 15 (15%) obuhvacalo je ostalo (druge

lokalizacije), a 9 (9%) ispitanika imali su lokalizaciju u podrucju kraljezni¢nog kanala. U

meningeomima G |l najées¢a lokalizacija tumora bilo je frontotemporalno podrucje duz

konveksiteta mozga kod 45 (45%) ispitanika, potom podrucje baze lubanjske osnovice 26

(26%) ispitanika, ostale lokalizacije obuhvacale su 26 (26%) i kraljezni¢ni kanal 3 (3%)

ispitanika. Usporedba gradusa tumora obzirom na lokalizaciju tumora prikazana je u Tablici

4).
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Tablica 4. Usporedba gradusa tumora obzirom na lokalizaciju tumora

Gradus tumora
I I n
el | el T el T
ispitanika ispitanika ispitanika
Baza lubanje 42 (42,0%) 26 (26,0%) 15 (44,1%)
Frontotemporalno 34 (34,0%) 45 (45,0%) 11 (32,4%)
Lokalizacija
Kraljezni¢ni kanal 9 (9,0%) 3 (3,0%) 1 (2,9%)
Ostalo 15 (15,0%) 26 (26,0%) 7 (20,6%)

Analizirali smo i sijelo tumora u G | meningeomima, kod 92 (92%) ispitanika bilo je
prisutno intrakranijsko sijelo, a intraspinalno sijelo nalazilo se u 8 (8%) ispitanika. U G Il
meningeomima 96 (96%) ispitanika su imali intrakranijski smjestaj tumora, a 4 (4%) ispitanika
intraspinalni smjestaj, dok u G Il meningeomima 32 (94,1%) ispitanika imala su
intrakranijsko sijelo, a 2 (5,9%) ispitanika su imala intraspinalno sijelo. U Tablici 5 vidljiva je
usporedbe gradusa tumora obzirom na sijelo tumora i nisu zabiljeZzene statisticki znacajne

razlike.

Tablica 5. Usporedba gradusa tumora obzirom na sijelo tumora

Gradus tumora

I ] n
Broj o Broj 0 Broj o
ispitanika % ispitanika % ispitanika %
Sijelo Intrakranijski 92 (92,0%) 96 (96,0%) 32 (94,1%)
tumora | |h¢raspinalno 8 (8,0%) 4 (4,0%) 2 (5,9%)
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Iz analize rezultata recidiviranja tumora u meningeomima G | vidljivo je da 92 (92%)

ispitanika nije imalo recidiv bolesti, a 8 (8%) ispitanika je imalo recidiv. U G Il meningeomima

82 (82%) ispitanika nije imalo recidiv, a 18 (18%) ispitanika ga je imalo. U G Il

meningeomima 18 (52,9%) ispitanika nije imalo recidiv, a u 16 (47,15) ispitanika recidiv je bio

prisutan. Usporedba gradusa tumora obzirom na recidiv tumora prikazana je u Tablici 6.

Prema tome, vidljivo je da s porastom gradusa tumora ¢esSce se javljaju i recidivi tumora

(P<0,001).

Tablica 6. Usporedba gradusa tumora obzirom na recidiv tumora

Gradus tumora

Broj 0 Broj o Broj o
ispitanika % ispitanika % ispitanika %
ne 92 (92,0%) 82 (82,0%) 18 (52,9%)
Recidiv
da 8 (8,0%) 18 (18,0%) 16 (47,1%)
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4.2. Imunohistokemijska nazocnost 4-hidroksinonenala u meningeomima

Pojavnost (ekspresija) HNE-a imunohistokemijski je bila prikazana u tumorskim stanicama
meningeoma razli¢itih gradusa. U tumorskim stanicama pojavnost HNE-a vidljiva je u
citoplazmama tumorskih stanica i tumorskoj stromi, ali ne i u jezgrama tumorskih stanica,
osim u jednom sporadi¢nom slucaju. Nazoc¢nost, HNE-a bila je prisutna u sadrzaju krvnih zZila,
ali njegova prisutnost nije bila zabiljeZzena u endotelu i stijenci krvnih Zila, osim sporadi¢no u
nekoliko ispitanika. Takoder, pojavnost HNE-a u upalnim stanicama tumorske strome nije
bila zabiljeZzena, osim u pojedinim slucajevima.

Rezultati usporedbe gradusa tumora obzirom na upalu strome prikazani su u Tablici 7
te je vidljiva niska odnosno slaba nazo¢nost HNE-a u uzorcima meningeoma G | i G Il kod 3
(3%) ispitanika, a u G Il uopce nije zabiljezena nazo¢nost HNE-a. Nisu zabiljezene statisticki

znacajne razlike.

Tablica 7. Usporedba gradusa tumora obzirom na upalu strome

Gradus tumora

I ] n
Broj o Broj 0 Broj 0
ispitanika % ispitanika % ispitanika %
Upala | Ne 97 (97,0%) 97 (97,0%) 34 (100,0%)
strome | Da 3 (3,0%) 3 (3,0%) 0 (0,0%)

Rezultati nazo¢nosti HNE imunopozitiviteta u stromi tumora te njihova usporedba u
odnosu na gradus tumora prikazani su u Tablici 8 i na Slici 7. U G | meningeomima stroma
tumora nije bila HNE imunopozitivha u 69 (69%) uzoraka, slab imunopozitivitet pronaden je
u 24 (24%) ispitanika, dok je prisutnost HNE imunopozitiviteta nazo¢na samo u 7 (7%)
ispitanika. Stroma tumora u G Il meningeomima nije pokazala imunopozitivitet u 87 (87%)
ispitanika, slab HNE imunopozitivitet vidljiv je u 3 (3%) ispitanika, a prisutnost
imunopozitiviteta je pronadena u 10 (10%) uzoraka. U G Il meningeome nije bilo
imunopozitiviteta u 33 (97,1%) ispitanika, slab imunopozitivitet u stromi vidljiv je u 1 (2,9%)
ispitanika, a prisutnost HNE imunopozitiviteta u stromi nije zabiljezena 0 (0%) ispitanika.

Znacajno je vise tumora bez imunohistokemijske reakcije na HNE histidinske konjugate u
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stromi u odnosu na one s pozitivnom imunoreakcijom kod sva tri gradusa (P<0,001). U

medusobnim usporedbama slab HNE imunopozitivitet u stromi je znacajno ¢eséi u tumorima

gradusa | u odnosu na gradus Il (P<0,001) i gradus Ill (P=0,019).

Tablica 8. Usporedba HNE imunopozitiviteta u stromi tumora obzirom na gradus tumora

Gradus tumora
| I n
Broj Broj Broj
ispitanika % ispitanika % ispitanika %
HNE Nema 69 (69,0%) 87 (87,0%) 33 (97,1%)
imunopozitivitet | Slab 24 (24,0%) 3 (3,0%) 1 (2,9%)
u stromi Prisutan 7 (7,0%) 10 (10,0%) 0 (0,0%)

Slika 7. Graficki prikaz usporedbe HNE imunopozitiviteta u stromi tumora obzirom na gradus

tumora
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Rezultati patohistoloSke pojavnosti HNE-a u citoplazmama tumorskih stanica te
njihova usporedba u odnosu na gradus tumora prikazani su u Tablici 9 i na Slici 8. U G |
meningeomima nije bilo HNE imunopozitiviteta u 45 (45%) ispitanika, HNE imunopozitivitet
<25% tumorskih stanica vidljiv je u 6 (6%) ispitanika, HNE imunopozitivitet izmedu 25-50%
nazocan je u 11 (11%) ispitanika, dok je HNE imunopozitivitet >50% tumorskih stanica bio
prisutan u 38 (38%) ispitanika. Analiziraju¢i G Il tumore vidljivo je da nema HNE
imunopozitiviteta u 49 (49%) ispitanika, HNE imunopozitivitet <25% tumorskih stanica
prisutan je u 17 (17%) ispitanika, HNE imunopozitivitet 25-50% tumorskih stanica zabiljezen
je u 13 (13%) ispitanika, dok HNE imunopozitivitet >50% tumorskih stanica bio je prisutan u
21 (21%) ispitanika. Gledajuci G lll meningeome, vidljivo je da nema HNE imunopozitiviteta u
25 (73,5%) ispitanika, HNE imunopozitivitet <25% tumorskih stanica zamijecen je u 4 (11,8%)
ispitanika, HNE imunopozitivitet izmedu 25-50% tumorskih stanica zabiljezen je u 2 (5,9%)
ispitanika, a HNE imunopozitivitet >50% prisutan je u 3 (8,8%) ispitanika. U odnosu na sva tri
gradusa, vidljive su statisticki znacajne razlike u HNE imunopozitivitetu u citoplazmi
tumorskih stanica (P=0,002; Tablica 9) koje su bile najizraZenije u kategoriji bez pozitiviteta, a
koja je znacajno zastupljenija u skupini gradusa lll u odnosu na gradus Il (73,5% naprema
49,0%; P=0,039) i u odnosu na gradus | (73,5% naprema 45,0%; P=0,012). U gradus |
meningeomu znacajno vise je bilo imunopozitivnih >50% tumorskih stanica nego u tumorima
gradusa Il (P=0,025) i gradusa |Ill (P=0,004). Rezultati patohistoloske analize
imunohistokemijske nazocnosti HNE-a u citoplazmama tumorskih stanica u negativnoj su
korelaciji s histoloSkim gradusom tumora te povecanjem gradusa tumora smanjuje se

postotak pozitvnih stanica Sto je vidljivo na Slikama 10, 11 12.
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Tablica 9. Usporedba HNE imunopozitiviteta u citoplazmi tumorskih stanica obzirom na
gradus tumora

Gradus tumora
| ] 1
Broj o Broj o Broj o
Ispitanika % ispitanika % ispitanika %

N | tomordm stonieama | %S| @500 |40 oo | 25| (735%
. . — 5
Imunopozi | pozitivno <25% 6 (6,0%) 17 | (17,0%) 4 (11,8%)
tivitet u tumorskih stanica
citoplazmi | pozitivho 25-50% o 0 0
tumorskih | tumorskih stanica 11 (11,0%) 13 (13,0%) 2 (5,9%)
stanica iti 9

ft?r::g:snkci)hzstgfica 38 (38,0%) 21 (21,0%) 3 (8,8%)

Slika 8. Graficki prikaz usporedbe HNE imunopozitiviteta u citoplazmi tumorskih stanica
obzirom na gradus tumora
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Usporedba HNE intenziteta bojanja u citoplazmama tumorskih stanica obzirom na gradus

tumora prikazana je u Tablici 10 i na Slici 9. Intenzitet imunohistokemijskog bojanja na HNE

histidinske konjugate u citoplazmama tumorskih stanica meningeoma G | bio je negativan u

45 (45%) ispitanika, blag intenzitet nazocan je u 33 (33%) ispitanika, umjeren intenzitet

prisutan je u 13 (13%) ispitanika, jak intenzitet vidljiv je u 6 (6%), dok je izrazito jak intenzitet

imunohistokemijske reakcije zabiljeZzen u samo 3 (3%) ispitanika. Nisu zabiljeZzene statisticki

znacajne razlike obzirom na HNE intenzitet bojanja u citoplazmi (P=0,055) iako je ova P

vrijednost na grani¢noj razini znacajnosti te se u korelacijskoj analizi pokazala znac¢ajnom Sto

je vidljivo u Tablici 16.

Tablica 10. Usporedba HNE intenziteta bojanja u citoplazmi tumorskih stanica obzirom na
gradus tumora

Gradus tumora

Broj 0 Broj 0 Broj 0
ispitanika % ispitanika % ispitanika %
bez imunoreakcije 45 (45,0%) 49 (49,0%) 26 (76,5%)
HNE blaga imunoreakcija 33 (33,0%) 34 (34,0%) 5 (14,7%)
intenzitet | . hcrend 13 | (13,0%) 5 (5,0%) 1 (2,9%)
bojanja u imunoreakcija
. . | jaka imunoreakcija 6 (6,0%) 9 (9,0%) 1 (2,9%)
citoplazmi = o ok
. 3 (3,0%) 3 (3,0%) 1 (2,9%)
imunoreakcija
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Slika 9. Graficki prikaz usporedbe HNE intenziteta bojanja u citoplazmi tumorskih stanica
obzirom na gradus tumora
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Slika 10. Prikaz imunohistokemijskog bojanja preparata monoklonskim protutijelom na HNE
histidinske konjugate meningeoma G |. Slika prikazuje umjereni do jaki intenzitet bojanja u
citoplazmama tumorskih stanica, vidljivo je i bojanje sadrzaja krvnih Zila, dok su jezgre

tumorskih stanica negativne.
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Slika 11. Prikaz imunohistokemijskog bojanja preparata monoklonskim protutijelom na HNE
histidinske konjugate meningeoma G |Il. Slika prikazuje umijereni intenzitet bojanja u

citoplazmi tumorskih stanica, dok su jezgre tumorskih stanica negativne.
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Slika 12. Prikaz imunohistokemijskog bojanja preparata monoklonskim protutijelom na HNE
histidinske konjugate meningeoma G lIl. Slika prikazuje blagi intenzitet bojanja u citoplazmi

tumorskih stanica, dok su jezgre tumorskih stanica negativne.
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Rezultati patohistoloske analize nazocnosti HNE-a u jezgrama tumorskih stanica
meningeoma razlicitih gradusa u Tablici 11 prikazuju da u tumorima G | i G lll nema HNE
imunopozitiviteta u jezgrama tumorskih stanica u 100 (100%) ispitanika, dok je u G Il
meningeomima HNE imunopozitivitet u jezgrama tumorskih stanica <25% prisutan u 1 (1%)
ispitanika. Nisu zabiljezene statisticki znacajne razlike obzirom na razinu HNE

imunopozitiviteta u jezgrama tumorskih stanica (P=0,510).

Tablica 11. Usporedba HNE imunopozitiviteta u jezgrama tumorskih stanica obzirom na
gradus tumora

Gradus tumora
| | n
Broj 0 Broj 0 Broj o
ispitanika % ispitanika % ispitanika %

nema pozitiviteta

u tumorskim 100 (100,0%) 99 (99,0%) 34 (100,0%)
HNE stanicama
. . | pozitivno <25% 0 0 0
LT,;Z»?ﬂOZI tumorskih stanica 0 (0,0%) 1 (1,0%) 0 (0,0%)
L pozitivho 25-50% 0 0 0
Jezgn tumorskih stanica 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

" 5
pozitivno >50% 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
tumorskih stanica
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Usporedba HNE intenziteta bojanja u jezgri tumorskih stanica obzirom na gradus

tumora prikazana je u Tablici 12 i na Slici 13. Gledajuci patohistoloske uzorke meningeoma G

I'i G Il vidljivo je da u 100 (100%) ispitanika nije uopce zabiljezen intenzitet IH reakcije u

jezgrama, dok u G Il meningeomima bio je blag HNE intenzitet bojanja u jezgri u samo 2 (2%)

ispitanika. Nisu zabiljezene statisticke znacajne razlike obzirom na razinu HNE intenziteta

bojanja u jezgri (P=0,259).

Tablica 12. Usporedba HNE intenziteta bojanja u jezgri tumorskih stanica obzirom na gradus

tumora
Gradus tumora
1 ]|
Broj 0 Broj o Broj 0
Ispitanika % ispitanika % ispitanika %
ibnfznoreakcije 100 (100,0%) 98 (98,0%) 34 (100,0%)
blaga 0 o .
HNE imunoreakcija 0 (0,0%) 2 (2,0%) 0 (0,0%)
Intenzitet | umjerena 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
bojanja u imunoreakcija
Jezer jaka ) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
imunoreakcija
izrazito jaka 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
imunoreakcija
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Slika 13. Graficki prikaz usporedbe HNE intenziteta bojanja u jezgri tumorskih stanica

obzirom na gradus tumora
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krvnih

zila u

meningeomima razli¢itih graudsa prikazani su u Tablici 13 i na Slici 14. U 97 (97%) uzoraka G |

meningeoma nije bilo HNE imunopozitiviteta, slab HNE imunopozitivitet zabiljezen je u 3

(3%) ispitanika, dok je njegova prisutnost zapravo bila slaba. U G Il tumorima vidljivo je da u

95 (95%) ispitanika nije bilo HNE imunopozitiviteta u stijenci krvnih Zila, a u 5 (5%) uzoraka

pronaden je slab HNE imunopozitivite, dok je njegova prisutnost bila slaba. U G 1l

meningeomima HNE imunopozitivitet bio je prisutan samo kod 1 (2,9%) ispitanika, a u 33

(97,1%) ispitanika nije bilo HNE imunopozitiviteta.

Tablica 13. Usporedba HNE imunopozitiviteta u stijenci krvnih Zila obzirom na gradus tumora

Gradus tumora

Broj

Broj

Broj

0, 0, (v)
ispitanika % ispitanika % ispitanika %
HNE nema 97 (97,0%) 95 (95,0%) 33 (97,1%)
imunopozitivitet | g5 3 (3,0%) 5 (5,0%) 0 (0,0%)
u stijenci krvnih
sila prisutan 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (2,9%)
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Slika 14. Graficki prikaz usporedbe HNE imunopozitiviteta u stijenci krvnih Zila obzirom na

gradus tumora
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Rezultati usporedbe HNE imunopozitiviteta u endotelu krvnih Zila obzirom na gradus

tumora prikazani su u Tablici 14 i na Slici 15. Gledajuc¢i tumore G | i G Il u endotelu krvnih Zila

nije zabiljezen HNE imunopozitivitet u 96 (96%) ispitanika, slab HNE imunopozitivitet vidljiv

je u 4 (4%) ispitanika, dok je njegova prisutnost bila slaba. U G lll meningeomima HNE

imunopozitiviteta u endotelu krvnih Zila nije bio zabiljezen.

Tablica 14. Usporedba HNE imunopozitiviteta u endotelu krvnih zZila obzirom na gradus

tumora
Gradus tumora
I I ]|
Broj o Broj o Broj o
ispitanika % ispitanika % ispitanika %
HNE Nema 96 (96,0%) 96 (96,0%) 34 (100,0%)
imunoporzitivitet | jap 4 (4,0%) 4 (4,0%) 0 (0,0%)
u endotelu ]
krvnih 3ila Prisutan 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

57




Slika 15. Graficki prikaz usporedbe HNE imunopozitiviteta u endotelu krvnih Zila obzirom na

gradus tumora
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Usporedba HNE imunopozitiviteta u sadrzaju krvnih Zila obzirom na gradus tumora
prikazana je u Tablici 15 i na Slici 16. Analiziraju¢i meningeome G |, vidljivo je da u 70 (70%)
ispitanika nije zabiljezen HNE imunopozitivitet u sadrzaju krvnih Zila, slab HNE
imunopozitivitet prisutan je u 30 (30%) ispitanika. U G Il meningeomima nije bilo HNE
imunopozitiviteta u 83 (83%) ispitanika, slab HNE imunopozitivitet vidljiv je u 15 (15%)
uzoraka, a njegova prisutnost slaba je u samo 2 (2%) ispitanika, dok u G Ill nije zabiljezen
HNE imunopozitivitet u 25 (73,5%) ispitanika, slab HNE imunopozitivitet vidljiv je u 9 (26,5%)
ispitanika. lako nije bilo znacajne razlike kada se analizira meduodnos sva tri gradusa
(P=0,064, Tablica 15), u medusobnoj usporedbi slab HNE imunopozitivitet u sadrzaju krvnih

Zila bio je znacajno ¢esci u gradusu | u odnosu na gradus Il (30,0% naprema 15,0%; P=0,033).
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Tablica 15. Usporedba HNE imunopozitiviteta u sadrzaju krvnih Zila obzirom na gradus

tumora
Gradus tumora
| I n
Broj o Broj o Broj o
ispitanika % Ispitanika % ispitanika %

HNE pozitivitet | Nema 70 (70,0%) 83 (83,0%) 25 (73,5%)
u sadrzaju Slab 30 (30,0%) 15 (15,0%) 9 (26,5%)
krvnih Zila Prisutan 0 (0,0%) 2 (2,0%) 0 (0,0%)

Slika 16. Graficki prikaz usporedbe HNE imunopozitiviteta u sadrzaju krvnih Zila obzirom na
gradus tumora
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Korelacijski koeficijenti HNE imunopozitiviteta i intenziteta bojanja u citoplazmi s
promatranim klinickim parametrima prikazani su u Tablici 16. Znadajna je slaba negativna
korelacija HNE imunopozitiviteta i intenziteta bojanja u citoplazmi s ve¢im gradusom tumora
Sto govori u prilog prethodnim rezultatima da je najvedi imunopozitivitet u citoplazmi,
odnosno intenzitet bojanja u citoplazmi prisutan u tumorima gradusa |. Takoder, upala
strome znacajno pozitivno korelira s HNE imunopozitivitetom u citoplazmi: (tau_b=0,153,

P=0,013).
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promatranim klinickim parametrima: Kendallov tau_b koeficijent

HNE HNE intenzitet
imunopozitivitet bojanja u
u citoplazmi citoplazmi
Korelacijski
Gradus koeficijent 0,195 0,144
tumora P 0,001 0,014
N 234 234
Korelacijski 0,001 -0,030
Senski spol koeficijent
P 0,991 0,628
N 234 234
Korelacijski 0,025 0,013
Dob koeficijent
P 0,622 0,798
N 234 234
Prethodna | Korelaciisk -0,008 0,023
ozraCenost koeficijent
tumora P 0,894 0,708
N 234 234
. Korelacijski 0,016 -0,011
Intraspinalno | koeficijent
sijelo tumora | P 0,796 0,862
N 234 234
Korelacijski 0,050 0,111
Recidiv koeficijent
P 0,411 0,073
N 234 234
Korelacijski 0,153 0,115
Upala koeficijent
strome P 0,013 0,062
N 234 234

Tablica 16. Korelacijski koeficijenti HNE imunopozitiviteta i intenziteta bojanja u citoplazmi s

Legenda: N — broj ispitanika, P — razina statisticke znacajnosti

Korelacijski koeficijenti HNE imunopozitiviteta i intenziteta bojanja u jezgri s promatranim
klinickim parametrima prikazani su u Tablici 17. Nije bilo znacajnih korelacija sa svim

promatranim klinickim parametrima.
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Tablica 17. Korelacijski koeficijenti HNE imunopozitiviteta i intenziteta bojanja u jezgri s

promatranim klinickim parametrima: Kendallov tau_b koeficijent

. HNE. - HNE intenzitet
imunopozitivitet e .. -
. . bojanja u jezgri
u jezgri
Korelacijski
Gradus koeficijent 0,033 0,047
tumora P 0,594 0,450
N 234 234
Korelacijski 0,047 0,067
S enski spol koeficijent
P p 0,471 0,307
N 234 234
Korelacijski 0,007 0,063
Dob koeficijent
P 0,900 0,246
N 234 234
Korelaciiski
Prethodna orefacijski -0,015 -0,021
N ¢ koeficijent
fjrr:;‘::os p 0,824 0,753
N 234 234
. Korelacijski -0,017 -0,023
Intraspinalno | koeficijent
sijelo tumora | P 0,801 0,721
N 234 234
Korelacijski -0,031 -0,043
Recidiv koeficijent
ec p 0,640 0,507
N 234 234
Korelacijski -0,011 -0,015
Upala strome koeficijent
P P 0,871 0,818
N 234 234

Legenda: N — broj ispitanika, P — razina statisticke znacajnosti

Gradus tumora negativno korelira s HNE imunopozitivitetom u stromi (tau_b=-0,236,
P<0,001) sto upuduje da je veéi HNE imunopozitivitet u stromi zastupljeniji u tumorima nizeg
gradusa. Dob pozitivno korelira s HNE imunopozitivitetom u stijenci krvnih Zila (tau_b=0,119;
P=0,028). Sve ove korelacije su slabe (korelacijski koeficijent <0,300), ali statisticki znacajne.
Korelacijski koeficijenti HNE imunopozitiviteta u ostalim lokacijama s promatranm klinickim

parametrima vidljivi su u Tablici 18.
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Tablica 18. Korelacijski koeficijenti HNE imunopozitiviteta u ostalim lokacijama s

promatranim klinickim parametrima: Kendallov tau_b koeficijent

HNE HNE
. e HNE
HNE pozitivitet | pozitivitet e .
e .. pozitivitet
pozitivitet | na stijenci | endotela . .
. . . u sadrzaju
u stromi krvnih krvnih -
- .. krvnih zila
zila Zila
Korelacijski
. -0,236 0,023 -0,049 -0,081
Gradus tumora koeficijent
ust P <0,001 0,710 0,431 0,193
N 234 234 234 234
Kore_la”cusk| 0,069 0,004 0,086 -0,082
S enski sool koeficijent
P P 0,282 0,949 0,189 0,210
N 234 234 234 234
Korelacijski -0,010 0,119 -0,013 0,009
Dob koeficijent
P 0,845 0,028 0,813 0,862
N 234 234 234 234
Prethodna Korelacijski 0,003 | -0,044 0,069 0,077
ozratenost koeficijent
P 0,958 0,498 0,290 0,236
tumora
N 234 234 234 234
. Korelacijski -0,029 0,043 -0,047 0,016
Intraspinalno koeficijent
sijelo tumora P 0,654 0,513 0,469 0,809
N 234 234 234 234
Korelacijski 0,059 | -0034 | -0,027 -0,029
Recidiv koeficijent
P 0,361 0,607 0,683 0,654
N 234 234 234 234
Korelacijski 0,077 | -0032 | -0,031 -0,028
Upala strome koeficijent
P P 0,229 0,620 0,641 0,668
N 234 234 234 234

Legenda: N — broj ispitanika, P — razina znacajnosti




5. RASPRAVA
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5. RASPRAVA

Sredinji Zivéani sustav (SZS) smatra se pogodnim okolidem za slobodne radikale $to se
objasnjava velikom koli¢inom viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina (PUFA) u membranama
neuronalnih stanica, stopom iskoristivosti kisika i prisutnoséu metalnih iona s jedne strane,
ali i s relativno slabom antioksidativnom zastitom s druge strane. Arahidonska i
dokosaheksaenoi¢na kiselina koje su osnovna sastavnica fosfolipida mozga osobito su
osjetljive na ROS i slobodne radikale, a njihove dvostruke veze omogucuju im laganu
apstrakciju vodika. Oksidacijski stres u kojem dolazi do nakupljanja ROS te reaktivnih
aldehida ¢esto je prisutan u odredenim bolestima SZS kao $to su ishemijske lezije mozga,
metaboli¢ka i upalna stanja, neurodegenerativne bolesti i u tumorima [116]. Razliiti
neuropsihijatrijski poremecaji takoder su povezani s poviSenom razinom HNE. Na primjer,
povisena razina HNE nadena je u korteksu mozga bolesnika oboljelih od bipolarnog
poremecaja i kod shizofrenih bolesnika, dok u bolesnika lijecenih zbog depresije visoka
razina HNE nadena je u plazmi [138]. Peroksidacija lipidnih membrana glavni je izvor
slobodnih radikala koji dovode do direktnog oStecenja neurona uzrokujuci tako povisenje
rigiditeta membrana, smanjenje aktivnosti membranskih enzima, alteracije membranske
permeabilnosti i oSteéenja membranskih receptora. Citotoksiéni lipidni aldehid je 4-hidroksi-
2-nonenal koji dovodi do oStecenja i alteracije stani¢nih funkcija stvarajuéi kovalentne
spojeve s proteinima. HNE proteinski spojevi kao kljuéni markeri LPO znaéajno su poviseni u
tjelesnim tekuc¢inama i mozgovnom tkivu u Parkinsonovoj bolesti, Alzheimerovoj i
Huntingtonovoj bolesti te u amiotrofi¢énoj lateralnoj sklerozi. Takoder, visoka razina HNE u
mozgovnom korteksu nadena je u Huntingtonovim inkluzijama. Huntingtonova bolest je
neurodegenerativni poremecaj koji je karakteriziran kognitivnim i psiholoskim ostecenjima
udruzenim s gubitkom kontrole motorike, a sama bolest uzrokovana je ekspanzijom tripleta
citozin-adenin-gvanin u kodiraju¢em genomu za Huntingtonov protein [138, 139].

Stoga, HNE je do sada najistrazivaniji zavrsni produkt lipidne peroksidacije, a izrazita
elektrofilnost koju posjeduje omogucuje mu laganu interakciju sa svim stani¢nim
makromolekulama kao $to su DNK, fosfolipidi i bjelan¢evine [125]. HNE kao reaktivni aldehid
ne djeluje samo citotoksi¢no, ve¢ djeluje na regulaciju rasta te kao signalna molekula u
razli¢itim bioloSkim stanjima poput kemotaksije, signalne transdukcije, stani¢éne proliferacije

i diferencijacije, genske ekspresije te smrti stanice. Svi navedeni procesi vazni su u regulaciji
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ponasanja same stanice tako da HNE utjece i na modulaciju kontrole normalnog ili malignog
rasta stanice zbog svoje interakcije s brojnim citokinima i humoralnim ¢imbenicima rasta
[126-128]. Oksidacijski stres uklju¢en je u razvoj vecine bolesti SZS, a produkti lipidne
peroksidacije, osobito HNE, prepoznati su kao potencijalni biomarkeri ovih bolesti te se
danas sve vise istrazuje njihova prava uloga.

Dosadasnja istrazivanja u kojima su se koristila monoklonska protutijela specificna za HNE
histidinske konjugate pokazala su razli¢itu pojavnost HNE u normalnom tkivu, a takoder i
razli¢itu pojavnost HNE u pojedinim tipovima tumora. Linija izmedu dobrog i loSeg stresa vrlo
je tanka i lako se slama u korist oksidacijskog stresa Sto posljedicno dovodi do nezeljenog
ucinka, a tako i do karcinogeneze. Karcinomske stanice imaju oSte¢enu homeostazu redoks
sustava. NaruSenost homeostaze rezultira viskom ROS koji dodatno poticu malignu
transformaciju stanica ukoliko su bile izlozene odredenim vrstama stresa te se na taj nacin
zapravo podrzavaju tumorski rast i diseminacija maligne bolesti. Danas je dobro poznat
utjecaj HNE na proliferaciju, diferencijaciju i apoptozu tumorskih stanica s jedna strane, dok s
druge pak strane HNE je vazan i za funkcionalnost genoma [125]. Inace, potreban je
odredeni vremenski period te relativno dugi proces koji naj¢esée traje i nekoliko godina kako
bi se dogodila neoplasticna transformacija normalne stanice u malignu. Hereditarno
naslijede vazno je u nastanku raka, medutim i okolisni ¢imbenici koji uzrokuju oksidacijski
stres utje€u na indukciji te promociju raka. Slobodni radikali djeluju karcinogeno i mutageno
dovodecdi tako do stalnog oksidacijskog stresa u kojem se stvara HNE, a u onkologiji HNE se
smatra vaznim aldehidom jer djeluje kao drugi glasnik slobodnih radikala ili kao signalna
molekula koja regulira rast stanice. Prema do sada navedenom razumljivo je zasto se HNE
kao zavrsni produkt lipidne peroksidacije u zadnje vrijeme toliko istrazuje u razlicitim
tipovima tumora [116].

Ovo je prvo retrospektivno istrazivanje o analizi ekspresije HNE i oksidacijskog stresa u
ljudskim meningealnim tumorima razli¢itih gradusa. Provedeno je istraZivanje
imunohistokemijske nazocnosti protutijela specificnog za HNE histidinski epitop na HNE

proteinskim konjugatima u meningeomima gradusa |, Il i lll.
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Meningeomi nastaju iz arahnoidalnih stanica mozga i mogu se pojaviti bilo gdje u
podrucju mozdanih ovojnica. Klasificiraju se prema sustavu SZO na tri gradusa, a gradus |
Cini vise od 80% ovih tumora. Gradus Il meningeomi imaju vecu celularnost i povisene
znakove proliferativne aktivnosti te veéu sklonost recidiviranju, dok su gradus |l
meningeomi agresivniji zlocudni tumori s tendencijom metastaziranja. NeSto ceSce se
pojavljuju u Zena, a Zensko — muski odnos je 2,5 : 1, opcenito obuhvacaju srednju i staru
populaciju s vrhom incidencije u Sestoj dekadi [1, 3]. U nasem istrazivanju spolna raspodjela
odgovara podacima iz literature [19, 23], tako da se uglavnom radilo o Zenskom spolu (78%)
koji je predominantan u odnosu na muski spol (22%). Takoder, u odnosu na sva tri gradusa
tumora vidljive su znacajne razlike u spolnoj raspodjeli te je uz dodatnu analizu razvidno
kako muskaraca ima znacajno vise u gradusima Il i lll u odnosu na gradus |. Shodno
navedenom, Zenski spol je bio znacajno viSe zastupljen u gradusu | Sto se poklapa i s
istrazivanjima iz drugih studija. Usporedba dobi bolesnika obzirom na gradus tumora nije
pokazala statisticki znacajnu razliku, a uglavnom se radilo o srednjoj i staroj Zivotnoj dobi
Sto odgovara podacima iz literature [19, 24]. Analizirali smo dosadasnju literaturu te je
vidljivo da su od svih podtipova meningeoma najcesée bili zastupljeni meningotelijalni
meningeomi (63%) koji su se predominantno nalazili u parasagitalnom podrucju, zatim
slijede tranzicionalni (19%), potom fibrozni (13%) i psamomatozni (2%) podtipovi, dok su
ispitanici ukljuéeni u nase istraZivanje imali su nesto drukciju raspodjelu te je najéesce bio
zastupljen meningotelijalni podtip meningeoma (43%), potom fibromatozni (25%),
trazicionalni (20%), te psamomatozni (4%) i mikrocisticni (4%) podtip. Meningeomi
pokazuju sklonost nastanka u podruéjima duz moZdanih ovojnica, a ¢esta mijesta
predilekcije su falks, krilo sfenoidne kosti, podrucje tentorija te prednja lubanjska jama.
Vrlo rijetko se nalaze intraventrikularno, a vedina meningeoma kraljezniénog kanala
smjestena je torakalno [19]. S obzirom na 3arolikost lokalizacije meningeoma u nasem
istrazivanju svrstali smo ih u 4 podskupine zbog bolje preglednosti: baza lubanjske
osnovice, frontotemporalna lokalizacija, kraljezni¢cni kanal te ostali (falks, ventrikul,
pinealna regija, okcipitalno i parijetalno podrucje). NajceSc¢a lokalizacija meningeoma G |
(42%) i G 11l (44.1%) bilo je podrucje baze lubanjske osnovice, dok su meningeomi G Il (45%)
najéesce bili smjesteni u frontotemporalnom podrucju duz konveksiteta mozga. Opcenito,
zabiljeZzena je manja zastupljenost meningeoma unutar kraljezni¢nog kanala, a Sto se tice
gradusa tumora ovog smjestaja, najéesce su bili prisutni G | meningeomi i to oko 9%, u

odnosu na G Il'i G Ill negdje oko 3%. Uvidom u dosadasnju literaturu zamijetili smo da je
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ucestalost pojavljivanja meningeoma u podrucju baze lubanjske osnovice koja ukljucuje
prednju, srednju i straznju lubanjsku jamu uvelike podudarna s nasim rezultatima [130]. U
nasem materijalu nesSto je ucestalija lokalizacija meningeoma bila frontotemporalno
podrucje duz konveksiteta mozga u odnosu na druge studije.

Meningeomi su tumori koji pokazuju sklonost recidiviranju, osobito ako se radi o tumorima
koji se nalaze na kirurski nedostupnim mjestima ili ukoliko se radi o viSem gradusu tumora.
Potpuno odstranjenje tumora zajedno s tvrdom mozgovnom ovojnicom predstavlja najbolji
nacin sprjeavanja recidiva bolesti jer ukoliko se odstrani cijeli tumor i dalje postoji
moguénost ponovnog rasta tumora na istom mjestu u Cetvrtine do trecine operiranih
bolesnika unutar vremenskog razdoblja od 15 godina. U nasem istrazivanju usporedili smo
gradus tumora i sklonost recidivu te je zamije¢eno da porastom gradusa dolazi do ¢esceg
recidiva tumora Sto je u skladu s drugim istrazivanjima. Medutim, u nasem istrazivanju
nismo pronasli povezanost izmedu recidiva tumora i intenziteta imunohistokemijske
reakcije na HNE-proteinske konjugate.

Prema dosadasnjim istrazivanjima o lipidnoj peroksidaciji vidljivo je kako tumori mozga
dovode do lokalnog i opceg oksidacijskog stresa [117, 130-133]. Takoder, u odredenim
studijama prikazano je kako tumori mozga opcenito imaju povecanu oksidaciju proteina i
lipidnu peroksidaciju, a smanjenu razinu antioksidacijskog kapaciteta [154]. Patofiziologija
oksidacijskog stresa i lipidne peroksidacije u osnovnim stani¢nim procesima, a osobito u
regulaciji stani¢nog rasta u danasnje vrijeme dobro je poznata. Naime, ROS su visoko
reaktivne i kratkozivuée molekule te obi¢no djeluju na malim udaljenostima (nm ili um),
dok HNE ima snazni afinitet prema bjelancevinama s kojima stvara stabilne spojeve. Tako
HNE kao sekundarni glasnik moze difundirati od mjesta nastanka i djelovati na udaljena
mjesta te mijenjati strukturu i funkciju odgovarajuée bjelancevine. Njegova citotoksi¢nost
rezultat je alteracije stanicne funkcije nakon stvaranja kovalentnih spojeva s
bjelan¢evinama, a HNE kao kljuéni marker lipidne peroksidacije naden je razlicitim
bolestima i tumorima SZS. Ovi procesi su klju¢ni u regulaciji normalnog stani¢nog
ponasanja, a njihova modulacija s HNE mozZze ometati kontrolu rasta normalnih ili zlo¢udnih
stanica ¢ime se potice ili inhibira razvoj tumora. Prema dosadasnjim podacima o HNE-u kao
modulacijskom ¢imbeniku rasta koji je potvrden u in vitro istrazivanjima s karcinomskim
stanicama [127], Sto dovodi do zakljucka kako je reguliraju¢i ucinak HNE nastao zbog
njegovog medudjelovanja s citokinima i humoralnim ¢imbenicima rasta. Osim toga, na taj

nacin imao je i odredeni utjecaj na regulaciju stani¢nog autokrinog rasta [125]. Vaznost HNE
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u modulaciji tumorskog rasta moze se jednostavno shvatiti i razumjeti u njegovoj interakciji
i modulaciji signalnih putova prema Hanahan i Weinberg obiljezjima raka, koja se odnose
na promjene u ekspresiji i aktivnosti velikog broja signalnih molekula [145]. Takoder, HNE je
vazan Cimbenik karcinogeneze jer se kovalentno veZze za DNK, a ukljucen je i u mehanizme
radioterapije i citotoksicnih lijekova te tako pokazuje svoj antitumorski u¢inak. Prema tome,
metabolicki put za detoksikaciju HNE kroz RLIP76 je povecan u tumorima te moze biti ciljno
mjesto za lijeCenje kod odredene antitumorske terapije [125]. Osim toga, analizirana je
prisutnost HNE u normalnom tkivu $to govori o njegovoj fizioloSkoj ulozi, ali i o uklju¢enosti
HNE u rani pocetak patoloskih procesa. Prema tome, promatrana je promjena stani¢ne
prisutnosti HNE u bolesnika s duodenalnim ulkusom, gdje je HNE naden ne samo u
citoplazmi Zlijezdanih stanica Zelu€ane sluznice, nego takoder i u jezgrama ovih stanica
[140].

U jednoj recentnoj studiji zamije¢ena je visa razina biomarkera lipidne peroskidacije i
oksidacije proteina u gliomima viSih gradusa nego u meningeomima i gliomima nizih
gradusa [154]. Nazo¢nost HNE-a opisana je do sada u astrocitnim i ependimskim tumorima
mozga te je dokazano kako pojavnost HNE-a postupno raste u tumorskim stanicama s visSim
gradusom, a osobito je vidljiva znacajna ekspresija HNE imunopozitiviteta u endotelnom i
vaskularnom zidu gotovih svih tumorskih krvnih Zila [15, 18]. Aktivnost lipidne peroksidacije
u nasem istraZivanju prema nadenoj prisutnosti HNE-a bila je potvrdena u citoplazmama i
stromi tumorskih stanica te u sadrzaju krvnih Zila gotovo svih analiziranih meningeoma, a
nije bila zamije¢ena u jezgrama tumorskih stanica, endotelu i stijenci krvnih Zila, niti u
upalnim stanicama strome, osim sporadi¢no u pojedinim analiziranim uzorcima. Time se
potvrduje da je oksidacijski stres u meningeomima povezan sa stvaranjem HNE-a koji
nastaje putem lipidne peroksidacije, a zamijeéeno je i da se razina HNE imunopozitiviteta u
tumorskim stanicama znacajno smanjuje porastom gradusa tumora gledajuéi stupanj
diferenciranosti tumora. Sva tri gradusa pokazala su statisti¢ki znacajnu razliku HNE
imunopozitiviteta u citoplazmama tumorskih stanica. Najizrazenije razlike bile su u
kategoriji bez imunopozitiviteta na HNE-proteinske konjugate u citoplazmama tumorskih
stanica te su znacajno bile zastupljene u skupini G Ill u odnosu na G Il te u skupini G Il u
odnosu na G |. Takoder, u meningeomima gradusa | znacajno vise je bilo pozitivnih (>50%
tumorskih stanica) nego u tumorima G Il i G Ill. Sto se ti¢e usporedbe HNE intenziteta
bojanja u citoplazmi tumorskih stanica obzirom na gradus tumora, nisu bile zamije¢ene

znacajne razlike, iako je ova P vrijednost na grani¢noj razini znacajnosti te se u korelacijskoj
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analizi bila pokazala znacajnom. Prisutnost HNE imunopozitiviteta nije bila zamijeéena u
jezgrama tumorskih stanica Sto se u usporedbi s drugim klinickim studijama pokazalo
podudarnim [75, 122, 123]. Mozak je kao organ jako osjetljiv na Stetni utjecaj ROS-a i LPO,
Sto se objasnjava visokim sadrZajem Zeljeza i PUFA-a te niskom razinom antioksidativne
zaStite. Osim Sto je u brojnim bolestima mozga dokazana prisutnost HNE-proteinskih
konjugata, u zadnje vrijeme osobito se istrazuje pojavnost HNE-a i uloga oksidacijskog
stresa u tumorima SZS. Dakle, prema do sada analiziranoj literaturi provedeno je
istrazivanje imunohistokemijske nazo¢nosti protutijela specificnog za HNE-histidinski epitop
na HNE-proteinskim konjugatima u tumorima mozga koji su astrocitnog porijekla, a ujedno
su prema udestalosti i najée$¢i tumori SZS. Imunohistokemijska analiza glijalnih tumora
pokazala je da s porastom gradusa tumora raste i intenzitet imunohistokemijske reakcije na
HNE-proteinske konjugate u tumorskim stanicama, $to je suprotno od nasih rezultata. Tako
je najnizi intenzitet imunohistokemijske rekcije na HNE-proteinske konjugate zabiljezen kod
difuznih astrocitoma niskog gradusa i to predominantno oko krvnih Zila, a potom slijedi
anaplasti¢ni astrocitom i na kraju glioblastom koji je i najzlocudniji podtip tumora.
Imunopozitivitet na HNE-proteinske konjugate u zlo¢udnoj varijanti tumora astrocitnog
porijekla pokazao je srednje do jaku te difuznu ekspresiju u tkivu tumora [18, 116].
Takoder, pojavnost HNE je znacajno visa u tumorskim stanicama anaplasti¢nog
ependimoma u usporedbi s dobroéudnim (benignim) ependimom te se razlikuje od nasih
rezultata koji su takoder suprotni [93, 116]. U osnovi, navedenu razliitu ekspresiju HNE-a u
tumorima SZS objasnjavamo razli¢itim stupnjem diferencijacije tumora, razli¢itom fazom
karcinogeneze te prema razli¢itom embrionalnom i histoloSkom porijeklu stanica tumora
mozga. Tumor je doista moduliran i izmijenjen pod utjecajem HNE-a, a takoder HNE mijenja
i podesava imunoloski odgovor domacina kao i rast tumorskih stanica. Stoga, ekspresija
HNE-a u tumorskom tkivu ovisi o brojnim cimbenicima kao S$to su metabolizam
ugljikohidrata i lipida, osobito ovisi o metabolizmu kardiolipina, o razini antiokisidansa,
glutationu, AR, tumor-specificnim katalazama, RLIP76 i drugim signalnim putevima [125].

Gledali smo i pojavnost HNE imunopozitiviteta u stromi tumora obzirom na gradus tumora
te je vidljiva znadajna razlika kada se promatra reakcija kod sva tri gradusa. Slab HNE
imunopozitivitet u stromi u medusobnim usporedbama znacajno je bio ¢eséi u tumorima G
| uodnosu na G Ili G lll. Primijeéeno je da se razina HNE imunopozitiviteta u stromi tumora
smanjuje s porastom gradusa tumora, no samo je u stromi vidljiva nazo¢nost HNE-a, ali ne i

u upalnim stanicama, osim sporadi¢no. Za razliku od drugih istraZivanja gdje je nadena
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prisutnost HNE imunopozitiviteta u upalnim stanicama, u stromi oko tumora i u samom
tumoru [75]. Prema navedenom, iz nasSeg istrazivanja vidljivo je da HNE kao potencijalni
biomarker lipidne peroksidacije u meningeomima razlicitih gradusa ne moze se iskoristiti u

pracenju progresije malignosti jer se njegova nazo¢nost smanjuje s porastom gradusa.

Naime, rak je sloZena bolest u kojem dolazi do promjene metabolizma zahvaéenog
organizma, a upalni odgovor obi¢no zapocinje u ranoj fazi raka. 1z tih razloga, svaki je tumor
jedinstven te se razli¢iti tumori mogu razlikovati ovisno o obrani tumora protiv domacina.
Fibroblasti kao ne-maligne stanice podrzavaju Sirenje heterogenih karcinomskih stanica te
stvaraju izvanstanicni matriks i krvne Zile formiraju¢i tako tumorsku stromu. Adipociti
zajedno s fibroblastima omogucuju neophodno povecanje citokina za tumorske stanice, za
razliku od imunoloskih stanica koje predstavljaju imunoloski odgovor domacina protiv
tumorskih stanica. Kroni¢ni upalni procesi u tumorima cesto su destruktivni, dok HNE koji
se stvara od ne-malignih stanica u malim koncentracijama inducira apoptozu tumorskih
stanica [141]. SloZenost i vaznost tumorskog mikrookolisa vidljiva je kroz infiltrativni i
agresivni rast tumorskih stanica, a koje uz pomo¢ fibroblasta, endotelijalnih progenitornih
stanica i adipocita komuniciraju preko izvanstani¢nog matriksa [125].

Stoga, ne postoji sumnja da upalno stanje igra vaznu ulogu u modulaciji tumorskog
rasta. Tako mehanizmi upale mogu pridonijeti ili su regulirani tumorskim stanicama sto je
vazno u razumijevanju i omogucavanju ciljne tumorske terapije. U istraZivanju raka debelog
crijeva zamijec¢ena je prekomjerna ekspresija ciklookisgenaze 2 (COX2), enzima koji je vazan
u kataliziranju biosinteze prostaglandina [142]. HNE stimulira ekspresiju COX2, a to je
regulirano pomocu aldoza reduktaze (AR). U stanicama HNE se veZe za GSH te se reducira s
AR do glutationil-1,4-dihidroksinonane (GS-DHN) koji potom stimulira NF-kB i aktivira
transkripciju COX2. U veéine humanih tumora takoder je nadena i prekomjerna ekspresija
AR [143]. NF-kB je kljuéan ¢imbenik slozenog meduodnosa HNE i razli¢itih citokina u
karcinogenezi i upali, a NF-kB dio je obitelji transkripcijskih ¢imbenika koji reguliraju
apoptozu i imunoloski odgovor te je povezan s drugim signalnim putevima u kojima stvara
uvjete za pocetak aktivacije. Uloga NF-kB u tumorima smatra se dvosjeklim macem, jer s
jedne strane NF-kB aktiviran je s imunoloSkim stanicama, a s druge strane sudjeluje u
citotoksicnoj aktivnosti protiv tumora [125, 144]. Njegova aktivhost regulirana je s
inhibitorom kinaze (IkB) koji zapravo regulira kinetiku NF-kB aktivacije od spore do brze

[146]. U in vitro i in vivo modelu tumora dojke, NF-kB potreban je za progresiju raka dojke
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te je identificiran kao sredisnji regulator epitelijalno-mezenhimalnog prijelaza i na taj nacin

doprinosi tumorskoj zlo¢udnosti [152].

Prema tome, HNE djeluje na nekoliko signalnih putova koji su vazni u regulaciji stani¢nog
rasta te u odgovoru na oksidacijski stres. Takoder, moze utjecati ne samo na tumor, veé na
stromalne i upalne stanice ili direktno kao signalna molekula vezuéi se za citokinske
receptore ili kao regulator stani¢nog antioksidativnog kapaciteta. Kao sto je ve¢ naglaseno,
koji ¢e signalni put biti aktiviran u odredenom trenutku ovisi o porijeklu stanica, bioloskoj
aktivnosti, fizoloSkom i patofizioloSkom stanju, ali ovisno o samoj nazocnosti HNE
(slobodnog ili proteinski vezanog) te takoder i o koncentraciji HNE [125].

U ploc¢astom karcinomu orofarinksa prisutnost HNE imunopozitiviteta nadena je u upalnim
stanicama, osobito u makrofazima, dok u naSem istrazivanju nije pronadena prisutnost HNE-
a u upalnim stanicama strome. Upalne stanice stvaraju veliku koli¢inu ROS i dodatno poticu
lipidnu peroksidaciju, a tijekom same fagocitoze dolazi do nastanka , oksidativnog praska” pri
¢emu nastaju ROS koje dalje uzrokuju dodatno pojacanje oksidacijskog stresa te na taj nacin
narusena je homeostaza redoks sustava [75]. Ne moZemo objasniti zasto u nasem
istrazivanju nije bilo ekspresije HNE-a u upalnim stanicama, iako je HNE bio prisutan u stromi
tumora.

Inace, razlicite vrste tumora pokazuju razli¢itu prisutnost HNE-a u stanicama, tako kod
odredenih tumora imunopozitivitet na HNE raste s porastom gradusa tumora, dok kod
drugih tumora pada s porastom gradusa. Tumorske stanice mogu se sastojati od manje
koli¢ine PUFA i lipida Sto ¢e u konacnici rezultirati manjom kolicinom HNE-a u tkivu tumora,
te na taj nacin objasnjavamo smanjenu koli¢inu HNE-a i drugih reaktivnih aldehida u viSim
gradusima i stadijima tumora u odnosu na niZe graduse. Poluvrijeme Zivota za HNE je vrlo
kratko, manje od 2 minute. Klju¢ni enzimi koji su odgovorni za metabolizam HNE-a su
glutation S transferaza, aldehid dehidrogenaza i aldo-keto reduktaza. Ovi enzimi imaju vaznu
ulogu u detoksikaciji HNE-a te tako utje¢u i na samu razinu HNE-a u tkivu [137]. Stoga,
fiziologija razine HNE-a u tkivu najvjerojatnije jednim dijelom ovisi o enzimima koji su
odgovorni za metabolizam HNE-a. Recentna imunohistokemijska istrazivanja o raku debelog
crijeva su pokazala povecanje akroleina od njegove srednje razine u tubularnom ili vilo-
tubularnom adenomu do obilne razine u vilo-tubularnom adenomu visokog gradusa i u

Duke's A stadiju adenokarcinoma kolona. Medutim, u naprednom gradusu karcinoma Duke's
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B i Duke's C, akrolein se tesko primjecivao, a proteinski konjugati su bili pronadeni u obilnoj
koliCini i u ne-malignom epitelu kolona oko samog karcinoma [116, 118]. Istrazivanja o HNE
imunopozitivitetu u plocastom karcinomu orofarinksa takoder su pokazala da s poveéanjem
gradusa planocelulanog karcinoma dolazi do smanjenja intenziteta nazo¢nosti HNE-a u
citoplazmama tumorskih stanica [75], dok su se imunohistokemijske analize oksidacijskog
stresa karcinoma dojke pokazale razli¢itim ovisno o tome je li se radilo o invazivhom il
neinvazivnom obliku karcinoma.

Tako Karihtala i suradnici u svojim analizama pokazali su zna¢ajno smanjenje ekspresije 8-
OHdG u invazivnhom karcinomu dojke u odnosu na neinvazivni karcinom, a takoder su bili
istrazivali i HNE histidinske konjugate te su pokazali da je snaznija ekspresija u invazivnom
karcinomu nego u benignim tumorima dojke [123]. Medutim, u dosadasnjim istrazivanjima o
mehanizmu djelovanja oksidacijskog stresa kod bolesnika s rakom prostate vidljivo je da
smanjena razina antioksidansa u serumu povezana je s povisenim rizikom nastanka raka
prostate. Takoder, bolesnici s rakom prostate pokazali su veéu vrijednost ukupnog
antioksidacijskog kapaciteta u odnosu na bolesnike s benignom hiperplazijom prostate.
Dakle, prethodno navedena istrazivanja uglavnom su proucavala ukupni antioksidacijski
kapacitet seruma i plazme gdje su istraZiva¢i odredivali ukupnu prisutnost enzimskih i
neenzimskih antioksidansa [147, 148]. No, postoje i druge studije koje su pokazale kako su
vrijednosti ukupnog antioksidacijskog kapaciteta u metastatskom raku prostate vede u
odnosu na bolesnike s lokaliziranim rakom prostate [149-151].

Prema tome, vidljivo je da prisutnost HNE-a ne mora uvijek korelirati s malignoséu
tumora, a njegova izrazenija nazo€nost u tumorima niZih gradusa najvjerojatnije je
posljedica brojnih regresivnih promjena koje se dogadaju u spororastué¢im tumorima [18].
Prema navedenim rezultatima o koncentraciji HNE-a u razli¢itim tumorima koje smo do
sada prikazali, vidljiva je odredena diskrepanca izmedu razine oksidacijskog stresa i razine
produkta lipidne peroksidacije. Tu razliku u ekspresiji HNE-a ovisno o odredenoj vrsti
tumora moZemo povezati s nekoliko razli¢itih, ali pretpostavljenih uzroka. Kao prvo,
odredenu ulogu imaju enzimi koji metaboliziraju HNE u tumorskim stanicama, potom
lipidni sastav stani¢énih membrana (PUFA) te prisutnost upalnih stanica koje mogu povecati
razinu propusnosti HNE-a u okolno tkivo tumora [88]. Sto ¢e prevagnuti u odredenom
trenutku ovisi ne samo o vrsti, biologiji i heterogenosti samog tumora ve¢ i o tumorskom
okolisu koji ga okruzuje. U nasem istrazivanju gledali smo HNE imunopozitivitet u jezgri

tumora obzirom na gradus tumora te nismo pronasli statistcki znacajnu razliku, a takoder

72



niti intenzitet bojanja u jezgrama nije bio znacajan Sto je zapravo podudarno s drugim
istrazivanjima. Analizirali smo HNE imunopozitivitet u endotelu i stijenci krvnih Zila obzirom
na gradus tumora, te je njegova prisutnost bila nezamijetna i bez statisticke znacajnosti. S
druge strane, u sadrzaju krvnih Zila u odnosu na gradus tumora nije bilo znacajne razlike
ukoliko se gledao meduodnos sva tri gradusa, ali u medusobnoj usporedbi slab HNE
imunopozitivitet u sadrzaju krvne Zile bio je znacajno ¢e$éi u G | u odnosu na G Il tumore.
Meningeomi nisu pokazali znadajnu ekspresiju HNE-a u krvnim Zilama tumora za razliku od
astrocitnih i ependimskih tumora mozga. U glijalnim tumorima vidljiva je znacajna
ekspresija HNE-a u endotelnom i vaskularnom zidu gotovih svih tumorskih krvnih Zila $to se
moze objasniti proliferacijom krvnih Zila koja je karakteristi¢na za ovaj tip tumora, za razliku
od meningeoma u kojima proliferacija krvih Zila uglavhom nije prisutna [15, 18]. Ne
mozemo objasniti zasto je u meningealnim tumorima izrazito niska ekspresija HNE-a u
krvnim Zilama tumora za razliku od drugih tumora SZS, ali prepostavljamo da se radi o
promjenama na razini krvno-mozgovne barijere. Krvno-mozgovnu barijeru ¢ine endotel s
¢vrstim spojevima, bazalna membrana krvnih Zila mozga i produljci astrocita te je ona kao
neurovaskularna jedinica odgovorna za odrzavanje homeostaze i normalno funkcioniranje
SZS [134]. Pretpostavlja se da HNE u mozgu potjece od krvnih Zila te da prolazi kroz krvno
mozgovnu barijeru, ali sama angiogeneza tumora razli¢ita je od angiogeneze mozga. Krvne
Zile tumora imaju vecu propusnost od netumorskih krvnih Zila pa tako HNE iz krvi djeluje na
endotel krvnih Zila pa potom na cijelu stijenku, a onda i preko njih na tumorske stanice [18,
135-136]. Prema razli¢itim u literaturi dostupnim istraZivanjima ceS¢e su bile HNE
imunopozitivne endotelne stanice krvnih Zila, a u nasem sluéaju mi smo imali slab HNE
imunopozitivitet u sadrzaju krvnih Zila, dok endotel i stijenka krvne Zile nisu pokazali
prisutnost HNE imunopozitiviteta. Analizirali smo korelacijski koeficijent HNE
imunopozitiviteta i intenzitet bojanja u citoplazmi te smo dobili negativhu korelaciju s
veéim gradusom, tako da je najveci HNE imunopozitivitet, odnosno intenzitet bojanja u
citoplazmi bio prisutan u tumoru G |. Takoder, ustanovili smo da stroma tumora znacajno
pozitivno korelira s HNE imunopozitivitetom u citoplazmi, dok za razliku od citoplazme nije
bilo korelacije s jezgrama. Gradus tumora negativno korelira s HNE imunopozitivitetom u
stromi Sto upucuje na to da smo dobili ve¢u zastupljenost HNE imunopozitiviteta u stromi u
tumorima nizih gradusa. Zabiljezena je pozitivnu korelaciju dobi s HNE imunopozitivitetom
u stijenci krvnih Zila. Sve ove korelacije su slabe, ali statisticki znacajne. Ovo istraZivanje je

potvrdilo vaznost lipidne peroksidacije i oksidacijskog stresa u tumorima SZS, te je dodatno
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pojasnilo ulogu HNE kao potentne signalne molekule u meningeomima rali¢itih gradusa.
Uloga HNE jo$ uvijek je nedovoljno istrazena, a osobito njegov utjecaj na lipidni sastav
membrana tumorskih stanica SZS te bi u buduénosti trebalo ispitati i dodatno pojasniti
njegov sloZzeni mehanizam djelovanja.

Dakle, snizenje HNE imunopozitiviteta u citoplazmi tumorskih stanica i stromi
meningeoma porastom njihove zlo¢udnosti dovodi nas do zaklju¢ka da HNE u ovom tipu
tumora je jaCe eksprimiran u bolje diferenciranim meningealnim tumorima, te da se
smanjuje s porastom zlo¢udnosti. Isti nalaz opisan je u epitelnim novotvorinama
orofarinksa [75] i debelog crijeva [116, 118], a razlikuje se od glijalnih tumora u kojima je s
porastom zlocudnosti rasla i HNE imunohistokemijska nazocnost [18]. Meningotelijalni
tumori su inacica mezenhimalnih tumora koji pokazuju imunohistokemijsku ekspresiju EMA
i citokeratina pa je stoga moguce da je njihova HNE imunoreaktivnost sli¢nija epitelnim

nego glijalnim novotvorinama.

Slika 17. Prikaz grafickog sazetka

HNE se pojavljuje u
citolazmi, stromi i krvnim
zilama

nema povezanosti izmedu
recidiviranja tumora i HNE se ne pojavljuje u
intenziteta jezgrama stanica, endotelu
imunohistokemijske ; i stijenci krvnij Zila i
reakcije na HNE-proteinske upalnim stanicama
konjugate

Gll i Glll menigeomi cesdi
su kod muskaraca, Gl kod
Zena; Gl i GlIl meningeoma
¢eiéi su na lubanjskoj
osnovici, Gll na
konveksitetu

razina HNE imupozitiviteta
u citoplazmi i stromi
meningeomskih stanica
smanjuje se s porastom
gradusa

Legenda: HNE — 4-hidroksi-2-nonenal, G | —gradus I, G Il — gradus I, G lll — gradus Il
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6. ZAKLJUCCI

1. Imunohistokemijska reakcija na HNE-proteinske konjugate zabiljeZzena je u citoplazmi

tumorskih stanica i u stromi ve¢ine meningeoma.

2. Imunohistokemijskom analizom je utvrdena nazocnost HNE-proteinskih konjugata
gotovo iskljuivo u citoplazmi tumorskih stanica, uz tek sporaditan nalaz

imunohistokemijskog pozitiviteta na HNE u jezgri.

3. Intenzitet imunohistokemijske reakcije na HNE-proteinske konjugate u citoplazmi
tumorskih stanica te u stromi tumora smanjuje se s poveéanjem gradusa meningeoma, a

prisutne su statisti¢ki znacajne razlike u gradusu | u odnosu na gradus Ili lll.

4. Ustanovljen je negativni korelacijski koeficijent izmedu gradusa tumora i HNE
imunopozitiviteta odnosno intenziteta bojanja u citoplazmi. U tumorima G | zabiljeZen je

najveci HNE imunopozitivitet odnosno intenzitet bojanja u citoplazmi.

5. Imunohistokemijska rekacija na HNE-proteinske konjugate u stromi tumora pokazala je
negativnu korelaciju s gradusom, Sto upuduje na to da smo dobili veéu zastupljenost HNE

imunopozitiviteta u stromi kod tumora nizih gradusa.

6. Intenzitet imunohistokemijske reakcije na HNE-proteinske konjugate u sadrzaju krvnih
Zila u odnosu na gradus tumora nije pokazo statistic¢ki znacajnu razliku ukoliko se gledao
meduodnos sva tri gradusa, ali u medusobnoj usporedbi slab HNE imunopozitivitet u

sadrzaju krvne Zile bio je znac¢ajno ¢eS¢i u G | u odnosu na G Il tumore

7. HNE imunopozitivitet nije bio zabiljezen u endotelu i stijenci krvnih Zila, osim

sporadicno.

8. Dobili smo pozitivnu korelaciju dobi bolesnika s HNE imunopozitivitetom u stijenci krvnih

Zila, sve ove korelacije su slabe, ali statisti¢ki znacajne.
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9. Muski spol je znacajno vise zastupljen u gradusima Il i [ll u odnosu na gradus |, a Zenski

spol je vise zastupljen u gradusu |.

10. Usporedba podtipova meningeoma u odnosu na gradus tumora pri medusobnoj
usporedbi svakog gradusa pojedinacno, ali i unutar pojedinih podtipova tumora nije se

pokazala statisticki znacajnom.

11. Najéesca lokalizacija meningeoma G |i G lll bilo je podrucje baze lubanjske osnovice, a
meningeomi G Il najéeSce su smjesteni u frontotemporalnom podrucju duz konveksiteta

mozga.

12. Prema sijelu tumora zabiljeZena je manja ucestalost meningeoma unutar kraljezni¢nog

kanala u odnosu na intrakranijski prostor.

13. Porastom gradusa meningeoma dolazi do ¢eSéeg recidiva tumora, sto je dodatno

potvrdeno i na pojedinacnim usporedbama.

14. Nismo pronasli povezanost izmedu recidiva tumora i intenziteta imunohistokemijske

reakcije na HNE-proteinske konjugate.
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8. SAZETAK

Oksidativnim stresom inducirana lipidna peroksidacija povezana je s fiziologijom i bolestima
Covjeka uklju€ujudi i rak. Sveobuhvatni podatci ukazuju da su reaktivni lipidni medijatori koji
se stvaraju iz ovih procesa, poput 4-hidroksinonenala (4-HNE), biomarkeri oksidativnog
stresa i igraju vaznu ulogu u posredovanju brojnih signalnih putova. Meningeomi su
ucestale neoplazme mozga i kraljeZznicne moZdine. Postoje tri gradusa prema klasifikaciji
SZO, vecina meningeoma klasificira se kao gradus I, te gradus Il (atipi¢ni) i gradus llI
(anaplasticni).

Ovo je retrospektivno istrazivanje o analizi ekspresije HNE u ljudskim meningealnim
tumorima razli¢itih gradusa. Cilj ovog istrazivanja je ispitati imunohistokemijsku pojavnost
HNE u meningeomima razli¢itih gradusa te utvrditi distribuciju koekspresije u tim
gradusima prema sastavnicama tumorskog tkiva i prema drugim patoloSko-klini¢kim
¢imbenicima tumorskog rasta.

Analizirana je nazo¢nost HNE koriste¢i monoklonsko protutijelo na HNE-histidinske
konjugate iz parafinskih blokova od 234 bolesnika s meningeomima razlicitih gradusa.
Pojavnost HNE zamije¢ena je u odredenim tumorskim stanicama i stromi, ali ne u svim
uzorcima tumora. Razina HNE imunopozitiviteta smanjivala se s porastom zloéudnosti
meningeoma u citoplazmi tumorskih stanica i stromi.

Povecanje znanja o nazo¢nosti HNE u ljudskim meningeomima razlicitih gradusa moze
dovesti do bolje prevencije, dijagnoze i lijeCenja ovih tumora. U buduénosti potrebna su
daljnja istraZivanja za bolje razumijevanje lipidne peroksidacije i oksidacijskog stresa u

ljludskim meningeomima.
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9. SUMMARY

Oxidative stress-induced lipid peroxidation has been associated with human physiology and
diseases including cancer. Overwhelming data suggest that reactive lipid mediators
generated from this process, such as 4-hydroxynonenal (4-HNE), are biomarkers for
oxidative stress and important players for mediating a number of signaling pathways.
Meningiomas are common neoplasms of the brain and spinal cord. There are three grades
according to WHO, most meningiomas are classified as grade |, grade Il (atypical) and grade
[l (anaplastic).

This is retrospective study of analysis of the expression of HNE in human
meningiomas of different grade. The aim of the study is to explore the connection between
immunohistochemical level of HNE in meningiomas of different grade and to determined
distribution of co-expression in these grades to component of tumor tissue and according
to other clinical-pathological factors of tumor growth.

The expression of HNE was analysed using monoclonal antibody for the HNE-
histidine conjugates in tumor samples of 234 patients with meningiomas of different
degrees. HNE immunopositivity was found in certain tumor cells and stroma, but not in all
tumor samples. The level of HNE immunopositivity decreased with malignancy of
meningiomas in cytoplasm of tumor cells and stroma.

The increase of knowledge of the expression of HNE in human meningiomas of
different grade might lead to better prevention, diagnosis and treatments of this tumor.
Further research is needed in the future for a better understanding of lipid peroxidation

and oxidative stress in human meningiomas.
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