Povezanost izrazenosti IGFBP-2 i IGFBP-5 s
pokazateljima angiogeneze te njihov prognosticki
znacaj kod glioblastoma

Pazanin, Leo

Doctoral thesis / Disertacija
2011

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, School of Medicine / SveuciliSte u Zagrebu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urm.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:815638

Rights / Prava: In copyright /Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-24

Repository / Repozitorij:

Dr Med - University of Zagreb School of Medicine
Digital Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:815638
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/mef:5745
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mef:5745

SVEUCILISTE U ZAGREBU

MEDICINSKI FAKULTET

Leo Pazanin

Povezanost izrazenosti IGFBP-2 i
IGFBP-5 s pokazateljima angiogeneze
te njihov prognosticki znacaj kod

glioblastoma

DISERTACIJA

Zagreb, 2011. godine



Disertacija je izradena na KlinicCkom zavodu za patologiju ,Ljudevit Jurak®

Klinickog bolni¢kog centra ,Sestre milosrdnice®.

Voditeljica rada: doc. dr. sc. Majda Vucic

Ovog rada ne bi bilo bez ljudi koji su mi pomogli u njegovoj izradi. Zbog toga
zahvaljujem mentorici doc. dr. sc. Majdi Vuci¢ na poticanju i stru¢noj pomodi,
prof. dr. sc. Bozi Kruslinu i prof. dr. sc. Hrvoju Cupiéu na korisnim savjetima i
uputama, doc. dr. sc. Davoru Plavecu na statistickoj obradi rezultata,
medicinskom fotografu Tomislavu Beusu te Jasni Mati¢, med. lab. ing., Deniri
Jurati¢, zdrav. lab. teh. i Petri BeSeni¢, zdrav. lab. teh. na laboratorijskoj obradi

materijala.



POPIS OZNAKA | KRATICA

EGFR- od engl. epidermal growth factor receptor — receptor epidermalnog

¢imbenika rasta
HIF - od engl. hypoxia inducible factor — ¢imbenik induciran hipoksijom

VEGF - od engl. vascular endothelial growth factor — ¢&imbenik rasta

vaskularnog endotela

MMP - od engl. matrix metalloproteinase — metaloproteinaza matriksa
MVD - od engl. microvessel density — gusto¢a novostvorenih krvnih Zila
IGF - od engl. insulin-like growth factor — inzulinu sli¢ni ¢imbenik rasta

IGFBP - od engl. insulin-like growth factor binding proteins — proteini koji se

vezu na inzulinu sli€ne ¢imbenike rasta
GH — od engl. growth hormone — hormon rasta
FSH - od engl. follicle stimulating hormone — hormon koji stimulira folikule

bFGF - od engl. basic fibroblast growth factor — bazi¢ni €imbenik rasta

fibroblasta

PDGF - od engl. platelet-derived growth factor — ¢imbenik rasta iz trombocita
EGF - od engl. epidermal growth factor — epidermalni ¢imbenik rasta

BRCA - od engl. breast cancer — rak dojke

RGD - arginin-glicin-aspartatna kiselina

TNF - od engl. tumor necrosis factor — ¢imbenik tumorske nekroze

FGF — od engl. fibroblast growth factor — Cimbenik rasta fibroblasta

TGF - od engl. transforming growth factor — transformirajuci ¢imbenik rasta

PI3K - od engl. phosphatidyl-inositol-3 kinase — fosfatidil-inozitol-3 kinaza



MAPK - od engl. mitogen activated protein kinase — mitogenom aktivirana

proteinska kinaza

ALS - od engl. acid labile subunit — na kiselinu osjetljiva podjedinica

PSA - od engl. prostate specific antigen — prostata specifiCni antigen

LSAB - od engl. labeled streptavidin biotin — obiljezen streptavidinom-biotinom

MSIP - od engl. microwave streptavidin immuno-peroxidase — mikrovalna

streptavidin imunoperoksidaza
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1 UVOD

1.1 Glioblastom i njegova angiogeneza

1.1.1 Definicija i epidemiologija

Glioblastom je naj¢esc¢i primarni tumor mozga. Na njega otpada 12 do 15% svih
intrakranijskih neoplazmi te 60% svih glijalnih tumora. U Sjedinjenim Ameri¢kim
DrZzavama od ovog tumora svake godine oboli 18.000 [1], a umre 13.000 ljudi
[2]. U zemljama Europske unije svake godine oboli 1 od 20.000 stanovnika.
Glioblastom se moZe pojaviti u bilo kojoj Zivotnoj dobi, ali se najCeSce javlja
izmedu Cetrdesete i sedamdesete godine Zivota i nesto je ¢eS¢i u muskaraca
nego u zena (M:F = 1,5:1). Ce&éi je u razvijenim zemljama i medu bijelcima.
Prema podatcima SrediSnjeg registra tumora mozga Sjedinjenih Americkih
DrZzava u vremenskom razdoblju od 1985. do 1994. godine doslo je blagog, ali
statistiCki znaCajnog porasta incidencije glioblastoma koji se najvec¢im dijelom
moze pripisati poboljSanju dijagnosti¢kih metoda (CT, MRI), vecoj dostupnosti
specijalisticke lije€niCke skrbi, promjeni pristupa lijeenju starijih osoba te
promjenama u klasifikaciji glijalnih tumora [1]. U Republici Hrvatskoj u razdoblju
od 1990. godine do 2008. godine tumori mozga spadaju medu pet naj¢esc¢ih
primarnih sijela raka medu muskarcima u dobi od 30 do 50 godina i medu

Zenama u dobi od 10 do 19 godina [3].

Glioblastom je zloéudni tumor koji je mikroskopski obiljezen astroglijalnom
diferencijacijom, atipijama jezgara i stani¢nim polimorfizmom, mitotskom
aktivno$¢u, mikrovaskularnom proliferacijom i krvozilnim trombozama te

nekrozama [4].

Etiopatogeneza glioblastoma nije nam poznata, ali danas znamo da ovi tumori
mogu nastati na najmanje dva nacina koji se klini¢ki i molekularno-genetski
razlikuju [5]. Jednu skupinu Cine glioblastomi koji nastaju iz bolje diferenciranih
astroglijalnih tumora. Ove glioblastome, koji ¢ine 10% svih glioblastoma [6],

nazivamo sekundarnim, a molekularno-genetski ih najéeSée obiljezavaju
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mutacije TP53 gena. Drugu skupinu €ine glioblastomi koji nastaju de novo. Njih
nazivamo primarnim glioblastomima, a molekularno-genetski najcesSce ih
obiljiezava amplifikacija gena EGFR-a. Medutim, znacajan broj glioblastoma
nema ni jedno od ovih dvaju molekularno-genetskih obiljezja, a i sam terapijski i
prognostiCki znacaj ove podjele je dvojben. Molekularno-genetski se ove dvije
skupine glioblastoma razlikuju i po mutacijama enzima izocitratdehidrogenaze 1
(IDH1) koje su rana i Cesta (>80%) genetska promjena u sekundarnih, ali ne i

primarnih glioblastoma [7, 8].

Glioblastom je jedan od najzlo¢udnijih, ako ne i najzlo¢udniji tumor u Covjeka.
Medijan prezivljenja oboljelih od glioblastoma iznosi 12-14 mjeseci neovisno o
primijenjenom lije€enju [9, 10]. Dvije godine prezivi samo 2% bolesnika starijih
od Sezdeset i pet godina i 30% onih mladih od 45 godina [1]. KirurSko je
ljeCenje neuspjeSno zbog infiltrativnog rasta tumora te posljedi¢ne
nemogucnosti njegova potpunog kirurSkog odstranjenja, dok su zraCenje i
kemoterapija nedjelotvorni zbog sposobnosti tumorskih mati¢nih stanica da

poprave radioterapijom i kemoterapijom uzrokovano oste¢enje DNK [11-13].

Glioblastom je ne samo naj¢ed¢i i najzlocudniji ve¢ je ujedno i najbolje
vaskularizirani tumor mozga, pri ¢emu treba spomenuti da su sami tumori
mozga najbolje vaskularizirani solidni tumori u Covjeka [14, 15].
Neovaskularizacija glijalnih tumora mozga korelira s njihovom bioloSkom

agresivnoscu, stupnjem zlocudnosti te prognozom [14].

1.1.2 Angiogeneza opcenito

Angiogeneza je proces stvaranja novih krvnih Zila iz ve¢ postojecih na temelju
promjene ravnoteze proangiogenih i protuangiogenih ¢imbenika $to ih Iluce
tumorske stanice, endotelne stanice i makrofagi [14, 16]. Angiogenezu nalazimo
u fizioloSkim i patoloSkim procesima. FizioloSki procesi praéeni angiogenezom
jesu cijeljenje rana, mjesecnica i trudno¢a, dok su medu patoloSkim procesima
najznacajniji tumori [17, 18]. Novostvorene krvne Zile omogucuju dopremu

kisika i hrane tumorskim stanicama te uklanjaju njihove metaboliCke otpatke



[16, 19]. Angiogeneza omogucuje eksponencijalni rast tumora [14] te je uz
stani¢nu prilagodbu na hipoksiju klju¢an korak u progresiji tumora opcenito pa
tako i glioblastoma [20]. Neovaskularizacija glioblastoma, zahvaljujuci
nepostojanju krvnomozdane prepreke oko novostvorenih krvnih Zila, omogucuje
i migraciju tumorskih stanica, razaranje okolnog tkiva edemom te nakupljanje

radioloskog kontrasta [14].

IstraZivanja angiogeneze na eksperimentalnim Zivotinjama pokazala su jasno
definiran redoslijed zbivanja u stvaranju novih krvnih Zila. Raniji modeli
tumorskog rasta pretpostavljali su da tumori pokazuju angiogenu aktivnost
nakon S8to prerastu veli€inu koja jo§ uvijek omogucuje prehranu tumorskih
stanica difuzijom [14]. No, eksperimenti in vivo s eksperimentalnim gliomima
pruzili su dokaze da razvoj tumora nema avaskularnu i vaskularnu fazu nego da
ima dvije vaskularne faze. U prvoj vaskularnoj fazi tumor se prehranjuje
postojecim normalnim krvnim Zilama koje su prerastene tumorskim stanicama.
U drugoj fazi dolazi do neovaskularizacije odnosno stvaranja novih krvnih Zila.
Prijelaz iz jednu u drugu fazu uvjetuje hipoksija koja dovodi do poveéane
izrazenosti HIF-a 1 (HIF, od engl. hypoxia inducible factor). HIF-1 je
transkripcijski ¢imbenik koji, medu ostalim, potiCe prepisivanje proangiogenih
¢imbenika medu kojima klju¢nu ulogu ima VEGF. Povecano lu¢enje VEGF-a
uzrokuje povecanu propusnost krvnih Zila $to dovodi do ekstravazacije plazme i
njenih proteina te odlaganja proangiogenih proteina u izvanstani¢noj tvari. Uz to
dolazi do razgradnje bazalne membrane i prilagodbe izvanstani¢ne tvari
urastanju novih krvnih Zila djelovanjem katepsina B, MMP-a i drugih enzima te
proteina izvanstanine tvari kao Sto su fibronektin, laminin, tenascin-C i
vitronektin [14]. VEGF i drugi proangiogeni cimbenici potiCu proliferaciju
endotelnih stanica koje potom migriraju duz kemotaktiCkog gradijenta kroz
izvanstani¢nu tvar koja je prethodno priredena za njihov dolazak. DoSavsi na
svoj cilj, endotelne stanice zatvaraju lumen, stvaraju novu bazalnu membranu i
po potrebi se okruzuju slojem glatkih miSi¢nih stanica i/ili pericita. Prema tome,
angiogeneza ovisi 0 brojnim, tijesno uskladenim, signalnim i strukturnim

promjenama [14, 21].



1.1.3 Angiogeneza u glioblastomu

Angiogenezu  glioblastoma  mikroskopski  obillezava  mikrovaskularna
proliferacija kao morfoloski biljieg koji, po odrednicama klasifikacije tumora
srediSnjeg ziv€anog sustava Svjetske zdravstvene organizacije, razlikuje
glioblastom od drugih, bolje diferenciranih astroglijalnih tumora kao Sto su to
anaplasticki i difuzni astrocitomi [4]. Mikrovaskularna proliferacija je prema tome
morfoloski pokazatelj zlocudne progresije astroglijalnih tumora. Ona se ocituje
pojavom krvoZilnih tjeleSaca slicnih bubreznim glomerulima (glomeruloidnih
tjeleSaca) koja su gradena od hiperplasti¢nih i proliferacijski aktivnih endotelnih
stanica okruzenih bazalnom membranom, pericita i glatkih miSi¢nih stanica.
Astrocitne noZice su obi¢no odsutne te glomeruloidna tjeleSca nemaju razvijenu

krvnomozdanu prepreku [14].

Neovaskularizaciju glioblastoma obiljezavaju i druge promjene krvnih Zila koje
nemaju nikakvog prognostickog niti dijagnostickog znacaja. To su, primjerice,
hipertrofija krvoZilnih stanica Cija prisutnost zahtijeva paZljivo trazenje drugih,
prognosti¢ki znac€ajnih oblika mikrovaskularne proliferacije te teleangiektatiCke
krvne Zile koje se nalaze i u dobrocudnim astrocitnim tumorima kao Sto su to
pilocitni astrocitomi. U glioblastomima se uz to mogu vidjeti i kapilare okruzene
obilnom stromom, medusobno tijesno zbijeni vaskularni kanali koji slice

krvoZilnim malformacijama te kolageno zadebljanje krvoZilnih stijenki [5].

Mikrovaskularna proliferacija je posljedica prekomjerne angiogeneze do koje
dolazi zbog Iu€enja proangiogenih &imbenika (npr. VEGF, interleukin-8) iz
tumorskih stanica [22, 23]. Animalni modeli angiogeneze pokazuju da
mikrovaskularna proliferacija neposredno ovisi o luCenju VEGF-a [24].
KoriStenjem miSjeg gliomskog modela dokazano je da prekomjerna ekspresija
VEGF-a dovodi do nastanka hiperplasti¢kih mikrovaskularnih proliferata koji su
morfoloski sli€ni glomeruloidnim krvozilnim tjeleScima u glioblastomu. Ovi
mikrovaskularni proliferati nestaju nakon prekida lu¢enja VEGF-a u tkivu $to je

pra¢eno znacajnim porastom broja apoptotickih endotelnih stanica [14].



Funkcionalnost mikrovaskularne proliferacije i pojave glomeruloidnih tjeleSaca
nije jasna. Samo postojanje krvnih zZila niSta nam ne govori o protoku krvi kroz
njih [16]. Jedna je moguénost da se radi o funkcionalnoj odnosno djelotvornoj
angiogenezi koja uspijeva pratiti rast tumora. No, isto tako je moguce da se radi
o nefunkcionalnoj, prekomjernoj angiogenezi koja u glioblastomu prekida
normalni slijed angiogeneze te dovodi do aberantne proliferacije krvnih Zila, Sto
uzrokuje ZariSno preoblikovanje kapilarne mreZze u glomeruloidna tjelesSca i
vaskularne konglomerate [25, 26]. Ova aberantna angiogeneza ne uspijeva
pratiti rast tumora Sto posljedi€éno dovodi do njegove nekroze [27]. Tome u
prilog govori Cinjenica da je glioblastom zapravo paradoksan tumor jer ga
histoloski obiljezavaju s jedne strane izrazita mikrovaskularna proliferacija, a s
druge strane nekroza koja se uz tako bogatu vaskularizaciju ne bi oCekivala
[27]. Razumijevanje funkcionalnosti glioblastomske angiogeneze je zna€ajno jer
ona moze utjecati na ucinkovitost protuangiogenog lijeCenja [26]. Ako je ova
angiogeneza aberantna i nedjelotvorna, upitan je i njezin doprinos ucinkovitoj
tumorskoj cirkulaciji, a time i vijabilnosti tumorskih stanica, $to upitnim Cini i

djelotvornost protuangiogenog lije€enja u tim podrucjima tumora [26].

Glomeruloidna tjeleSca nisu specificna za glioblastom pa se nalaze i u
dobro¢udnim astrocitnim tumorima kao $to su to pilocitni astrocitomi [5]. Ona su
prisutna i u drugim tumorima kao $to su to rak dojke, pluc¢a, prostate i melanom

u kojima mogu biti i neovisan prognosticki cimbenik [25, 28, 29].

Zbog svoje potencijalne prognostiCke i terapijske vrijednosti angiogeneza je
predmet intenzivnog istraZzivanja [29]. IstraZivanja angiogeneze imaju znacajne
poslijedice za protuangiogene i angioregresivne terapijske reZime Kkoji se
intenzivno vrednuju u eksperimentalnim i klinickim pokusima [27]. Zbog svoje
iznimno bogate vaskularizacije glioblastom se smatra pogodnim za
protuangiogeno lijeCenje pri cemu se najCesce ispituju lijekovi koji djeluju na
C¢imbenik rasta endotela krvnih Zila (VEGF) i njegove receptore [30]. Problem
protuangiogenog lije€enja neizostavna je pojava otpornosti na lije€enje koja se
objasSnjava prijelazom tumora na alternativne proangiogene putove

neovaskularizacije [30]. Veliki izazov u osmiSljavanju protuangiogenog lijeCenja
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predstavlja Cinjenica da tumorske stanice poti€u rast novih krvnih Zila brojnim
neposrednim i posrednim mehanizmima zbog ¢ega bi uspjeSno protuangiogeno
lijeCenje moralo djelovati na razlicite mehanizme angiogeneze [19].
Razumijevanje uloge regulacijskih procesa u tumorskoj neovaskularizaciji, rastu
tumora i njegovoj progresiji te otpornosti na lijeCenje trebalo bi u konacnici
dovesti do poboljSanja protuangiogenog lije€enja glioblastoma [14, 31].

1.1.4 Mijerenje angiogeneze

Mijerenje gustoce novostvorenih krvnih Zila (MVD, od engl. microvessel density)
u najaktivnijim podrucjima tumorske neovaskularizacije (engl. hot spot)
najceS¢a je metoda koja se u morfoloSkim studijama koristi za mjerenje
angiogeneze [32]. Nazalost, mjerenje MVD-a ne govori nam nista o
morfoloskim, bioloSkim ili funkcionalnim svojstvima krvnih Zila, a ne uzima u
obzir ni raznolikost glioblastomske neovaskularizacije. Prosje¢na gustoca krvnih
zila glioblastoma odredena na hemisfernim rezovima mozgova preminulih
bolesnika veca je od gustoCe okolne normalne bijele tvari, ali se u 50%
pregledanih podrucja tumora od nje uopcCe ne razlikuje. 1z toga proizlazi da
velika podrucja glioblastoma nisu ovisna o angiogenezi te tako nisu ni podlozna

protuangiogenom lijeCenju [33].

Zbog navedenih nedostataka kod procjene angiogeneze treba uzeti u obzir i
druge pokazatelje kao $to je to, primjerice, prevladavaju¢i morfoloSki obrazac
neovaskularizacije [20]. Birner i suradnici su na temelju prisutnosti i brojnosti
glomeruloidnih tjeleSaca, krvozilnih nakupina i krvozilnih vijenaca definirali dva
prevladavajuéa vaskularna obrasca u glioblastomu. To su bizarni i klasi¢ni
obrazac neovaskularizacije koji, prema njihovim rezultatima multivarijantne
analize prezivljenja, imaju prognostiCki znac¢aj kod zlo¢udnih glioma [20].
Bolesnici s prevladavajuéim klasicnim obrascem neovaskularizacije pokazivali
su uz to i statistiCki znacajno &eSce jaku izrazenost VEGF-a nego oni s
prevladavajuéim bizarnim obrascem neovaskularizacije [20]. Bizarni obrazac
neovaskularizacije smatra se kasnim, sekundarnim zbivanjem koje ne uspijeva

spasiti tumorsko tkivo od hipoksijom uzrokovane smrti [20]. Pretpostavlja se da
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su glioblastomi s bizarnom neovaskularizacijom prerasli svoje krvne Zile iz
Cega proizlazi da oni ne bi imali koristi od protuangiogenog lijeCenja. S druge
strane klasi¢ni obrazac neovaskularizacije prati stanicni rast te se pretpostavlja

da bi ovi tumori imali koristi od protuangiogenog lije¢enja [20].

Prognosticki znaCaj odredivanja MVD-a i obrasca neovaskularizacije u
glioblastomu je proturjeCan. Pojedini autori tvrde da MVD i obrazac
neovaskularizacije imaju prognosti¢ki znacaj kod glioblastoma [20, 27, 34], dok

drugi to negiraju [35].

1.2 IGFBP

Sustav inzulinu sliénih ¢imbenika rasta (IGF, od engl. insulin-like growth factor)
sloZeni je sustav koji €ine dva mitogena peptidna liganda IGF-I i IGF-II, njihovi
receptori (IGF-IR i IGF-IIR), sedam cirkulirajucih specifi¢nih proteina (IGFBP, od
engl. insulin-like growth factor binding proteins) koji se s velikim afinitetom vezu
za IGF-ove, devet IGFBP-ima srodnih proteina malog afiniteta za IGF-ove te
IGFBP proteaze [36, 37].

1.2.1 IGF sustav

IGF-I i IGF-Il su peptidi gradeni od 70 odnosno 67 aminokiselina. IGF-I se
najvec¢im dijelom stvara u jetri kao odgovor na podrazaj hormonom rasta (GH,
od engl. growth hormone), ali se kao i IGF-lIl moZe stvarati u gotovo svakom
tkivu. Koncentracija IGF-I u serumu ovisi o dobi (100-200 ng/ml), raste polako
od rodenja do vrska koji doseze u pubertetu nakon ¢ega se postupno smanjuje.
Koncentracija IGF-lIl u serumu (400-600 ng/ml) u svakoj je dobi veca od

koncentracije IGF-I, stabilna je nakon puberteta i ne ovisi 0 hormonu rasta [36].

IGF-ovi svoje razliCite bioloske u€inke ostvaruju vezanjem za odgovarajuce IGF
receptore. IGF receptori (IGF-R) transmembranski su glikoproteini koji se
nalaze u staniénim membranama vecine stanica. IGF-R se medusobno razlikuju
gradom (IGF-IR je tetramer, a IGF-IIR monomer) i funkcijom (IGF-IR je ¢lan

superobitelji receptorskih tirozin kinaza tipa Il, a IGF-IIR nije). IGF-IR, IGF-IIR i
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inzulinski receptor medusobno su sli¢ni (IGF-IR i inzulinski receptori imaju 60%
homologije) te se IGF-ovi vezu za inzulinske receptore i inzulin za IGF
receptore, ali s razli€itim afinitetom. IGF-IR ima deset puta veci afinitet za IGF-I
nego za IGF-Il, dok IGF-IIR ima sto puta veéi afinitet za IGF-Il nego za IGF-I
[36].

Broj IGF-IR-a na stani¢noj povrSini glavna je odrednica mitogenog potencijala i
stani¢nog preZivljenja [36]. Zlocudna preobrazba stanica Cesto je povezana s
prekomjernim stvaranjem ili aktivacijom IGF-IR-a [36]. Ekspresiju IGF-IR-a
poti€u: 1) hormoni - steroidi, hormon koji stimulira folikule (FSH, od engl. follicle
stimulating hormone), luteiniziraju¢i hormon (LH), estrogeni, hormon rasta i
hormoni Stitnjace; 2) ¢imbenici rasta - bFGF (bFGF, od engl. basic fibroblast
growth factor), PDGF (PDGF, od engl. platelet-derived growth factor), EGF
(EGF, od engl. epidermal growth factor). Ekspresiju IGF-IR-a inhibiraju: 1)
tumorski supresori - p53, Wilmsov tumor-1 i BRCA-1; 2) velika koncentracija
IGF-I negativnom povratnom spregom [36]. Regulacija IGF-IIR ekspresije nije

poznata.

IGFBP-i su polipeptidi veli€¢ine od 216 do 289 aminokiselina (IGFBP-2 je graden
od 289 aminokiselina, a IGFBP-5 do 252 aminokiseline) koji se s velikim
afinitetom veZu na IGF-ove [38]. IGFBP-i imaju vrlo konzerviranu proteinsku
strukturu s tri glavnhe domene od kojih aminoterminalna i karboksiterminalna
domena sadrze mjesta vezanja za IGF-ove kojima mogu regulirati IGF/IGF-R
interakcije, dok srediSnja (L) domena sadrzi mjesta za proteolizu [38].
Karboksiterminalni dio polipeptida ima i tireoglobulinsku domenu (Tg-1) i RGD
motiv (arginin-glicin-aspartatna kiselina). Preko RGD motiva IGFBP-2 se moze

vezati za integrine i glikozaminoglikane stanicne membrane [39].

IGFBP-2 gen nalazi se na kromosomu 2q33-34 u blizini gena IGFBP-5 [40].
Strukturna povezanost izmedu razli¢itih gena IGFBP upucuje na to da su oni
nastali nakon udvostru€enja ancestralnog gena IGFBP [38]. Prepisivanje gena
IGFBP reguliraju: 1. hormoni kao Sto su hormon rasta, hormoni Stitnjace,

paratiroidni hormoni, estrogen, FSH, glukokortikoidi, kortizol, inzulin i vitamin D;
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2. citokini kao sto su interleukin i TNF (TNF, od engl. tumor necrosis factor); 3.
Cimbenici rasta - FGF, EGF, TGF (TGF, od engl. transforming growth factor),
PDGF i IGF-ovi. Prolaktin ima kljuénu ulogu u supresiji lu¢enja IGFBP-5 [38],

dok paratiroidni hormon poti¢e stvaranje IGF-a i IGFBP-2 u osteoblastima [41].

IGFBP 2 se nalazi u razliCitim teku¢inama i tkivima sisavaca dok je u cirkulaciji
nakon IGFBP-3 najzastupljeniji IGFBP [40]. Koncentracija IGFBP-2 najveca je u
sjemenoj i cerebrospinalnoj tekucini [42]. Njegovo djelovanje ovisi o stanichom
tipu i staniCchnom mikrookoliSu te je on prema tome multifunkcionalni protein [40].
IGFBP-5 je s obzirom na svoje funkcije najkontroverzniji IGFBP [41]. IGFBP-5,
ovisno o eksperimentalnoj shemi, potiCe ili suprimira stani¢nu proliferaciju iz
Cega proizlazi da njegovo djelovanje ovisi o drugim specificnim, topivim ili sa

stanicama povezanim ligandima koji stupaju u interakciju s njime [19].

Vezanje IGF-a za izvanstanicnu domenu |IGF-lI receptora uzrokuje
konformacijske promjene unutarstanicne domene koje aktiviraju njezinu
aktivnost tirozin kinaze. Aktivirani receptor tirozinskom fosforilacijom
adaptorskih/izvrSnih molekula aktivira brojne unutarstani¢ne signalne putove
kao Sto su: PI3K-Akt put (PI3K, od engl. phosphatidyl-inositol-3 kinase) koji
sprjeCava apoptozu i time poti¢e stani¢no prezivljenje (protuapoptoticki ucinak) i
ras-MAPK (MAPK, od engl. mitogen activated protein kinase) put koji potice
stani¢nu proliferaciju (mitogeni ucinak) i rast. Prema tome, vezanje IGF-l za
IGF-IR ima proliferacijski i protuapoptoti¢ki ucinak koji zajedno poti¢u rast
stani¢ne populacije [36]. Vezanje liganda za IGF-IIR ima protuproliferacijsko i
proapoptoticko djelovanje [36]. AnaplastiCki astrocitomi tipicno imaju aktiviran
ras/MAPK signalni put koji poti€e stani¢nu proliferaciju i za kojega se smatra da
ima ulogu u zlo¢udnoj preobrazbi stanica [43]. U 80% glioblastoma aktivan je i
PI3K-Akt signalni put koji sprjeCava apoptozu i potiCe angiogenezu te se

pretpostavlja da on ima ulogu u progresiji tumora [43].



1.2.2 Djelovanje IGFBP-a

Djelovanje IGFBP-a moze biti IGF ovisno i IGF neovisno. IGF ovisno djelovanje
zasniva se na Cinjenici da IGFBP-ovi imaju veéi afinitet vezanja za IGF-ove od
IGF-receptora. Vezanjem IGFBP-a za IGF-I smanjuje se koli¢ina slobodnog
IGF-1 u cirkulaciji (sekvestracija IGF-a) i sprie€ava njegovo vezanje za IGF-R
¢ime se inhibira njegovo proliferacijsko (mitogeno) i protuapoptoti¢ko djelovanje

te tako utjeCe na rast i diferencijaciju stanica [36, 40, 44].

Vise od 75% cirkuliraju¢eg IGF-a spaja se s IGFBP-om (najc¢eS¢e IGFBP-3 i
riede IGFBP-5) i ALS-om (ALS, od engl. acid labile subunit) u ternarni spoj, dok
se manji dio IGF-a veze s IGFBP-om u binarni spoj. Manje od 1% IGF-a
cirkulira u slobodnom obliku. ALS je glikoprotein koji se stvara u jetri pod
utjecajem hormona rasta [38]. Slobodni ili binarni kompleksi brzo napustaju

cirkulaciju, dok su ternarni kompleksi ograniceni na krvozilni odjeljak.

Modifikacije IGFBP-a (proteolizom, fosforilacijom, glikosilacijom, interakcijom sa
stanichom povrSinom ili izvanstani€énom tvari) smanjuju njihovu sposobnost
vezanja za IGF zbog ¢ega dolazi do oslobadanja IGF-a iz binarnog ili ternarnog
kompleksa $to omogucuje njegovu interakciju s IGF receptorima. IGFBP-2
cijepaju razliCite serinske proteaze ukljuCujuci trombin i PSA (PSA, od engl.
prostate specific antigen) te MMP [39]. Vezanjem IGFBP-5/IGF | kompleksa za
sastavnice izvanstani¢ne tvari kao Sto su kolagen tipa Ill i IV, laminin i
fibronektin smanjuje se sposobnost vezanja IGFBP-5 za IGF-I ¢ime se pojaava
djelovanje IGF-I na IGF-IR [38, 41, 45]. Isto tako, vezanje IGFBP-5 za
glikozaminoglikane (heparin, heparin sulfat i dermatan sulfat) dovodi do
konformacijskih promjena IGFBP-5 koje snizavaju njegov afinitet za IGF-I te

inhibiraju njihovu medusobnu interakciju [38].

Sekvestracija IGF-a normalno inhibira njegovo djelovanje, ali u pojedinim ciljnim
stanicama i odredenim patoloskim/fizioloSkim stanjima, vezanje IGFBP-a za
IGF moze pojacati njegovo djelovanje [36, 44]. Tako, primjerice, vezanje IGF-a
Il za IGFBP-2 dovodi do konformacijskih promjena IGFBP-2 kojima se

oslobadaju mjesta za vezanje na glikoazminoglikane stanicne membrane.
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Vezanjem kompleksa IGF-Il/IGFBP-2 za glikozaminoglikane staniCne
membrane dolazi do koncentriranja IGF-a Il na stani¢noj povrsini ¢ime se
povecava njegova dostupnost u mikrookolisu te tako pojaCava njegovo
djelovanje [39, 41].

IGFBP-i mogu na stanice djelovati i neovisno o IGF-ovima. Da bi IGFBP
djelovao neovisno o IGF-u, on mora djelovati ili preko membranskih receptora ili
mora uci u samu stanicu i/ili jezgru te tamo djelovati na signalne putove ili
transkripcijske Cimbenike [38]. IGFBP-2 takoder ima |IGF-neovisne, raznolike
u€inke na stani¢nu proliferaciju, apoptozu i pokretljivost i tijekom embriogeneze
i u karcinogenezi [39]. IGFBP-3 i IGFBP-5 jedini su IGFBP-ovi koji imaju tzv.
nuclear localization signals koji im omogucuju ulazak u jezgru i interakciju s

transkripcijskim Cimbenicima [42].

1.2.3 Uloga IGF sustava

IGF Il ima sredidnju endokrinu, parakrinu i autokrinu ulogu tijekom normalnog
prenatalnog rasta, dok tu ulogu postnatalno tijekom djetinjstva preuzima IGF |
[36]. Kod odraslih IGF sustav regulira stani¢nu proliferaciju, apoptozu,
diferencijaciju, migraciju i metabolizam. U mozgu je izrazenost sastavnica IGF
sustava (IGF-ovi i njihovi receptori) najve¢a tijekom embrionalnog i ranog
postnatalnog razvoja kada ima vaznu ulogu u njegovom razvoju, a znac¢ajno se
smanjuje u vrijeme adolescencije i u odraslo doba [46]. IGF-I potiCe proliferaciju
i prezivljenje neurona, astrocita, oligodendrocita i nezrelih stanica in vitro [47].
BioloSko djelovanje IGF-a u mozgu tijekom njegova razvoja nadzire lokalno
stvoreni IGFBP-2 [47]. Ekspresija IGFBP-2 najve¢a je prenatalno kada je
vazna za normalni razvoj mozga, dok se nakon rodenja znaCajno smanjuje.

IGFBP-5 takoder pokazuje snaznu ekspresiju tijekom razvoja mozga [48].

IGF-I ima i neuroprotektivno djelovanje. Nakon ozljede mozga hipoksijom-
ishemijom u oSte¢enom podrucju dolazi do intenzivnog stvaranja IGF-I, njegovih
receptora i IGFBP-a Sto znaCajno doprinosi poboljSanju somatskih funkcija.

Slican ucinak ima i egzogeni IGF-I dan unutar nekoliko sati od ozljede mozga.
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Neuroprotektivni uc€inak IGF-a zasniva se na njegovom protuapoptotiCkom
djelovanju Cime se sprjeCava umiranje neurona kojima je ozljeda aktivirala
putove koji dovode do programirane stani€ne smrti [49]. Buduéi da su
degenerativne bolesti SZS-a praéene apoptozom neurona, IGF sustav sa
svojim protuapoptotickim djelovanjem i kod njih moZe imati znacCajnu
neuroprotektivhu ulogu [46]. Posebnost IGF sustava u mozgu vezana je uz
postojanje skracenog oblika IGF-a | (des-IGF-I) kojemu nedostaju prve 3 amino-
kiseline. BioloSki najznacajnije obiljeZje ovoga skracenja proizlazi iz injenice da
se skraceni IGF ne veze za IGFBP-ove zbog ¢ega moze biti djelotvorniji lokalni
autokrini i parakrini regulator stani€ne proliferacije i prezivljenja u normalnim i

transformiranim mozZdanim stanicama [46].

Podatci o normalnoj izrazenosti IGFBP-a u mozgu su proturje¢ni. Dok pojedini
autori izvjeS€uju da se u normalnom mozgu imunohistokemijski ne moze
prikazati izrazenost IGFBP 1,-2 i -3 [50], drugi autori opisuju blagu
citoplazmatsku izrazenost IGFBP-3 i umjereno jaku citoplazmatsku izraZzenost
IGFBP-5 u neuronima [51]. lzraZenost svih Sest IGFBP-a opisana je u
astrocitima normalne bijele tvari [47]. |zrazenost IGFBP-2 mijenja se u razli€itim
patoloskim stanjima te je u mozgu odraslih osoba povezana s hipoksijom,

regeneracijom, tumorima i traumom [39].

1.2.4 Uloga IGFBP-a 2 i IGFBP-a 5 u tumorogenezi

Poremecaiji ravnoteze sastavnica IGF sustava koji dovode do prekomjerne
proliferacije i/ili prezivljenja stanica mogu imati ulogu u nastanku ili progresiji
razli€itih oblika raka [36, 52-54]. Velika koncentracija IGF-I, niska koncentracija
IGFBP-3 ili povecani odnos IGFI/IGFBP-3 povezani su s pove¢anim rizikom od
pojave raka dojke, prostate, pluéa i debelog crijeva [36, 55]. U prilog vaznoj
ulozi IGF-I receptora u karcinogenezi govore rezultati nekoliko studija koje su
pokazale izostanak zlo¢udne preobrazbe u stani¢nim linijama fibroblasta kojima

su ciljano razoreni geni IGF-I receptora [36].
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Sve je viSe dokaza koji upuCuju na znacCajnu ulogu prekomjerne izrazenosti
IGFBP-2 u nastanku i progresiji mnogih oblika raka u Covjeka [2, 40, 56-60] te
njezinu Cestu povezanost s agresivnim biolodkim ponasanjem tumora [61].
Povecéana koncentracija IGFBP-2 u serumu nalazi se u oboljelih od raka dojke,
jajnika, prostate, zeluca i debelog crijeva, ali i u oboljelih od sarkoma te u
cerebrospinalnoj tekucini oboljelih od zlo¢udnih tumora srediSnjeg Ziv€anog
sustava [39, 40]. lzrazenost IGFBP-2 statistiCki znacajno raste od dobro¢udnih
(5%) preko displasti¢kin nevusa (35%) i primarnih melanoma (52,2%) do
metastatskih melanoma (54,8%) Sto upucuje na njegovu mogucu ulogu u
progresiji melanoma [61]. U oboljelih od raka jajnika serumska koncentracija
IGFBP-2 korelira s koncentracijom tumorskog biljiega CA125 [40]. IGFBP-2 i
IGFBP-5 pokazuju prekomjernu ekspresiju u seroznim, ali ne i mucinoznim
karcinomima jajnika i karcinomima svijetlih stanica [44]. Normalni i hiperplasti¢ni
epitel dojke ne pokazuje znaCajnu ekspresiju IGFBP-2, dok atipi¢na hiperplazija
pokazuje blago povecanu citoplazmatsku ekspresiju, a karcinom in situ te
invazivni karcinom jasnu membranoznu i citoplazmatsku ekspresiju [62]. Pri
tome nema razlike izmedu invazivnog lobularnog i duktalnog karcinoma kao ni
izmedu karcinoma gradusa |, Il i lll po Bloom-Richardsonu. Isto tako nema
korelacije izmedu ekspresije |IGFBP-2 i ekspresije estrogenskih i
progesteronskih receptora [62]. Serumska koncentracija IGFBP-2 u oboljelih od
raka prostate povecana je i korelira s koncentracijom prostata specifi€nog
antigena (PSA) u serumu [40, 63]. Prostati¢ka intraepitelna neoplazija (PIN) i
rak prostate imunohistokemijski su IGFBP-2 pozitivni §to znaci da pokazuju
prekomjernu izrazenost IGFBP-2, za razliku od hiperplazije prostate Cije su
stanice negativne [63]. Ekspresija IGFBP-2 u atipichom i neoplastichom epitelu
dojke i prostate, a ne u normalnom i hiperplastichom upuéuje na to da bi
ekspresija IGFBP-2 mogla biti neovisni pokazatelj zlo¢udnog rasta [40, 64, 65].
Kod karcinoma zeluca IGFBP-2 pozitivni tumori imaju statisticki znacajno vedci
Ki-67 proliferacijski indeks nego IGFBP-2 negativni tumori. 1z toga proizlazi da
IGFBP-2 mozda ima ulogu u nastanku i progresiji karcinoma Zeluca poticanjem
stani¢ne proliferacije [40]. IGFBP-2 takoder moze biti prognostic¢ki bilieg kod

raka dojke, jajnika i prostate te kod leukemije [39].
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Prekomjerna ekspresija IGFBP-5 nalazi se kod adenokarcinoma gusSterace,
papilarnog karcinoma $titnjace, planocelularnog karcinoma pluca i karcinoma
ovarija [38, 44, 45, 66]. No isto tako IGFBP-5 mozZe suprimirati tumorogenezu
planocelularnog karcinoma glave i vrata, a izrazenost IGFBP-5 ima citostatski i
citotoksi¢ni ucinak na rast stanica raka dojke in vivo i in vitro [67]. Ekspresija
IGFBP-5 u ksenograftnom modelu humanog raka jajnika dovodi do supresije

tumorskog rasta i vaskularizacije [19].

1.2.5 Uloga IGFBP-2 i IGFBP-5 u gliomagenezi

Astrocitomi odraslih, ali ne i djece, Cesto luCe poveéane koli¢ine IGF-a i
pokazuju ekspresiju povec¢anog broja IGF receptora u usporedbi s normalnim
mozdanim tkivom [50, 68]. Tretiranje glioblastomskih stani¢nih sferoida IGF-om
| dramatiéno ubrzava njihov trodimenzionalni rast Sto upucéuje na to da IGF
potiCe proliferaciju  glioblastomskih stanica kada dode do njihovog
trodimenzionalnog medustaninog kontakta [51]. Fuller i suradnici 1999. godine
prvi su otkrili da se prekomjerna izrazenost IGFBP-2 nalazi samo u gliomima
najveceg stupnja zlo¢udnosti, tj. glioblastomima [69]. ViSe od 90% glioblastoma
je imunohistokemijski IGFBP-2 pozitivho [70]. Izrazenost IGFBP-2 pronadena je
i u 69% astrocitoma velike zlo¢udnosti i 28% astrocitoma male zlocudnosti u
djece [68]. U astrocitomima velike zlocudnosti izrazenost IGFBP-2 bila je
difuzna sa ZariStima intenzivne reakcije koja nisu bila povezana s podrucjima
nekroze, vaskularnosti ili hipercelularnosti. Neki astrocitomi male zlocudnosti
pokazivali su difuznu izrazenost IGFBP-2, ali bez zariSno intenzivnije reakcije
[68]. Nasuprot tome, u jednoj je studiji raspodjela imunoreaktivnosti IGFBP-2
bila vrlo mrljasta i povezana s pseudopalisadiraju¢im stanicama Kkoje su
okruZivale nekroti¢na Zarista [70]. Povecanje ekspresije IGFBP-2 s porastom
Zlo¢udnosti glijalnih tumora upucuje na njegov moguci doprinos u njihovom

nastanku i zlo¢udnoj progresiji [39, 50, 71-73].

Prekomjerna izraZzenost IGFBP-2 nalazi se i u populaciji mati¢nih stanica

glioblastoma $to upucuje na moguénost da je IGFBP-2 selektivni ¢imbenik koji
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znacCajno doprinosi patogenezi glioblastoma kontrolom prezivljenja tumorskih
mati¢nih stanica [74].

Koncentracija IGFBP-2 u cerebrospinalnom likvoru povecana je kod tumora
SZS-a i najveéa je u oboljelih od najzlo¢udnijih tumora [75]. Prijeoperacijska
koncentracija IGFBP-2 u plazmi znacCajno je vec¢a u gliomima stupnja
zlocudnosti Il i IV nego u gliomima stupnja zloCudnosti Il i u zdravih osoba. Te
razlike nema izmedu glioma stupnja zlo¢udnosti Il i IV ni izmedu glioma stupnja
zlocudnosti Il i zdravih osoba [76]. Uz to prijeoperacijska koncentracija IGFBP-2
u plazmi korelira s prezivljenjem bez znakova bolesti kod glioblastoma [76]. Ova
opazanja upucuju na to da bi koncentracija IGFBP-2 u cerebrospinalnoj tekugini

mogla biti specifi¢an dijagnosticki i prognostiéki biljeg tumora SZS-a [40].

Izrazenost |IGFBP-2 odreduje i podskupinu bolesnika koji boluju od
anaplasti¢kih glioma (astrocitoma, oligodendroglioma i oligoastrocitoma) s
loSijom prognozom $to upucuje na to da bi IGFBP-2 mogao biti koristan i kao
prognosticki biljeg koji pridonosi to¢nijem razvrstavanju tumora po klasifikaciji
SZ0O-a [70].

Imunohistokemijski odredena ekspresija IGFBP-5 nije opazena niti u jednom
astrocitomu, ali s anaplastiCkom progresijom glioma snazno korelira i povec¢ano
stvaranje IGFBP-5 iz Cega proizlazi da bi i on mogao imati ulogu u nastanku i
progresiji glioma [51, 73]. Ekspresija IGFBP-5 nadena je u 83% glioblastoma,
41% anaplastickin glioma (anaplasti¢ki astrocitomi, oligoastrocitomi i
oligodendrogliomi) i 18% glioma gradusa |l (astrocitomi, oligoastrocitomi i
oligodendrogliomi) [51]. Ekspresija IGFBP-5 u anaplastickim
oligodendroglijalnim i oligoastroglijalnim tumorima statisticki je znaCajno veca
od ekspresije u oligodendrogliomima i oligoastrocitomima. Pozitivhe gliomske

stanice pokazuju snaznu i difuznu citoplazmatsku ekspresiju IGFBP-5 [51].

Citosolni i perinuklearni smjestaj IGFBP-2 upucuje na moguénost njegove
funkcionalne interakcije s unutarstaniCnim signalnim  molekulama ili
transkripcijskim ¢imbenicima u tumorskim stanicama [39]. Analiza pokretaCa
IGFBP-2 gena u tumorima upucéuje na to da razli€iti signalni putovi mogu
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povecati ekspresiju IGFBP-2 u tumorima [39]. Primjerice, u stanjima hipoksije
inzulin, IGF-1 i IGF-Il induciraju povecanu ekspresiju, a time i transkripcijsku
aktivnost HIF-1a i HIF-2a, a ovi pak potiCu povecanu ekspresiju IGF-1, IGFBP-2
i IGFBP-3 [39]. Na taj naCin prekomjerna ekspresija HIF-1a u tumorskim
stanicama moze doprinijeti autokrinoj regulaciji njihova rasta [77]. DNK
oStecenje, onkogeni stres i hipoksija aktiviraju p53 protein koji potice
transkripciju, a time i ekspresiju IGFBP-2 koji potom inhibira IGF-I signal Sto ima

protuproliferacijski i proapoptoticki u€inak na stanicu [42].

Gore navedeni podatci upucuju na povecéanu izrazenosti IGFBP-2 u zloéudnim
glijalnim tumorima, ali nam njezina funkcionalna uloga u progresiji tumora nije
poznata [68]. Prekomjerna izraZzenost IGFBP-2 u anaplastiCkim gliomima
upucuje na njegovu mogucu ulogu u kontroli stani¢nih funkcija koje odreduju
progresiju tumora i pojavu obiljezja zloéudnog fenotipa kao $to su proliferacija,
angiogeneza i invazivnost [71, 78, 79]. U novije vrijeme objavljene studije
pokazuju da prekomjerna ekspresija IGFBP-2 korelira s ekspresijom gena koji
sSu povezani s invazivhim ponasanjem tumora kao Sto su fibronektin,
trombospondin, MMP-2 i integrini 5 i a6 te da na taj naCin barem dijelom
doprinosi progresiji glioma [39, 80, 81]. Kako IGFBP-2 ima Tg (tireoglobulinsku)
domenu i RGD (arginin-glicin-aspartat) motiv moguce je i da preko njih modulira
djelovanje integrin/citoskeleton sustava i time poti€e stani¢nu invazivnost [40].
Zlo¢udna progresija astrocitoma odraslih osoba dijelom je posljedica
poremecaja signalnih putova receptora Cimbenika rasta koji su tirozin kinaze i
koji potiCu stani€nu proliferaciju, prezivljenje, migraciju, invazivnost i druga
kljuéna obiljeZja zloéudnog ponaSanja tumorskih stanica. Usporedujudi
izrazenost gena koji kodiraju receptorske protein kinaze, Becher i suradnici su
dokazali da na transkripcijskoj razini najvecu razliku izmedu astrocitoma velike i
male zlo¢udnosti u djece pokazuje IGFBP-2 [68]. Uz to su otkrili i da IGFBP-2
ovisno o dozi i duZzini djelovanja poti€e stvaranje DNK-proteinske kinaze koja
ima kljuénu ulogu u popraviljanju, zraCenjem i kemoterapijom uzrokovanog

oStecenja DNK-a. Iz toga proizlazi da bi uloga IGFBP-2 u progresiji astrocitoma
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mogla biti povezana s poboljSanjem popravka DNK oSte¢enja i time

uvjetovanom otpornoscu na lijeCenje [68].

Pretpostavljeni mehanizmi kojima bi IGFBP-2 mogao posredovati pojavi
zlocudnog fenotipa glioblastoma su: 1. RGD-ovisno vezanje IGFBP-2 za
stani€nu povrSinu koje bi pokrenulo integrinima kontrolirane stani¢ne procese.
2. Opazeno je i RGD-neovisno vezanje za proteoglikane stani¢ne povrsine koje
takoder moze modulirati stani¢nu funkciju. 3. Prekomjerna aktivnost proteinaza
glioblastomskih stanica mogla bi dovesti do oslobadanja IGF-a iz IGF/IGFBP-2
kompleksa i koncentriranja IGF molekula u pericelularnom mikrookoliSu, a to
opet moze potaknuti vezanje IGF-a za receptor IGF-a i receptorom IGF-a
posredovani prijenos signala. 4. Poticanje stani¢ne proliferacije i/ili migracije
neovisno o IGF-u, pri ¢emu bi klju¢an bio ulaz IGFBP-2 u citoplazmu i jezgru u
kojima bi do izraZzaja doSle njegove dodatne unutarcitoplazmatske i

unutarjezgrine funkcije [39].

1.3 Uloga IGFBP-2 i IGBFP-5 u angiogenezi glioblastoma

Reaktivacija IGFBP-2 i njegova izraZzenost u glioblastomu pracena je
prekomjernom izrazeno$¢éu VEGF-a i neovaskularizacijom kao morfoloSkim
obiljezjem zlo¢udne progresije tumora $to upucuje na njegovu mogucu ulogu u
tumorskoj angiogenezi [61]. Isto tako, u glioblastomu, za razliku od
anaplastickog astrocitoma, postoji statisticki znacajna povezanost izmedu
ekspresije IFGBP-2 i VEGF-a kao najmoc¢nijeg proangiogenog €imbenika rasta
[82]. Na mogucu povezanost IGFBP-2 i glioblastomske angiogeneze upucuje i
istovremeno povecana ekspresija IGFBP-2 i VEGF-a u tumorskim stanicama
koje tvore glioblastomske pseudopalisade [39, 83]. Za ovu povezanost mozda
je kljuéni cCimbenik hipoksija, jer je hipoksijom potaknuta prekomjerna
ekspresija HIF-1a odgovorna i za povecanu ekspresiju VEGF-a i IGFBP-2. U
prilog ovoj povezanosti govori i Cinjenica da glioblastomske stanicne linije i
stani¢ne linije misjih embrionalnih mati¢nih stanica u uvjetima anoksije stvaraju
IGFBP-2 [83]. IGFBP-2 bi sukladno navedenome mogao biti hipoksijom

inducirani gen iznimno vazan za tumorsku angiogenezu i invazivnost [73] te bi
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time mogao imati kljuCnu ulogu u progresiji raka, i to razli€itim mehanizmima
djelovanja [39, 40].

Za razliku od IGFBP-2 koji ima proangiogene ucinke, IGFBP-5 je angiostatik
koji specificno inhibira proliferaciju i migraciju endotelnih stanica koja je
potaknuta ekspresijom VEGF-a [19]. Proliferacija endotelnih stanica i njihova
migracija pocCetni su koraci u procesu angiogeneze. Prekomjerna ekspresija
IGFBP-5 sprjeCava migraciju endotelnih stanica i stvaranje vaskularnih kanala
(engl. tube formation) u in vivo i in vitro sistemima inhibicijom ekspresije
fosforilirane protein kinaze B (Akt) i fosforilirane endotelne NO sintaze (eNOS),
a to su vazni posrednici angiogeneze potaknute VEGF-om. Prema tome,
IGFBP-5 specificno inhibira VEGF-om potaknutu proliferaciju i migraciju
endotelnih stanica. Na taj nadin IGFBP-5 inhibira onkogenezu zbog Cega bi

mogao biti novi terapijski cilj protuangiogenog lijecenja [19].

Iz do sada navedenih podataka proizlazi da zlo¢udnu progresiju anaplastickog
astrocitoma u glioblastom obiljeZzavaju mikrovaskularna proliferacija (izrazena
gusto¢om novostvorenih krvnih Zila i obrascem neovaskularizacije) kao
morfoloSki pokazatelj neoangiogeneze te povecana izrazenost IGFBP-2 i
IGFBP-5. IGFBP-2 i IGFBP-5 multifunkcionalni su proteini za koje se
pretpostavlja da, medu ostalim, imaju ulogu i u procesu angiogeneze pri ¢emu
odnos izrazenosti ovih proteina i VEGF-a upucuje na to da IGFPB-2 potice, a
IGFBP-5 sprjeCava angiogenezu. Buduéi da mikrovaskularna proliferacija i
izrazenost IGFBP-2 i IGFBP-5 prate zlo¢udnu progresiju glijalnih tumora te da
IGFBP-2 i IGFBP-5 imaju pretpostavljene proangiogeno i protuangiogeno
djelovanje postavlja se pitanje o postojanju njihove medusobne povezanosti iz

Cega proizlazi i hipoteza ovoga rada.
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2 HIPOTEZA| CILJEVI ISTRAZIVANJA

2.1

HIPOTEZA

Hipoteza ovog istrazivanja je da ekspresija IGFBP-2 pozitivno, a IGFBP-5

negativno korelira s gusto¢om novostvorenih tumorskih krvnih zila i morfoloSkim

obrascem neovaskularizacije te da ove korelacije u odnosu na preZivljenje

imaju prognosti¢ki znacaj u oboljelih od glioblastoma.

2.2 CILJEVIISTRAZIVANJA

S obzirom na navedenu hipotezu ciljevi ovog istraZivanja jesu:

1.

Imunohistokemijskom analizom odrediti izrazenost IGFBP-2 i IGFBP-5 u
glioblastomima.

Odrediti gusto¢u novostvorenih krvnih Zila i obrasce neovaskularizacije u

glioblastomu.

Korelirati izraZzenost IGFBP-2 i IGFBP-5 s gustocom novostvorenih krvnih

Zila i s obrascima neovaskularizacije u glioblastomu.

. Korelirati obrazac neovaskularizacije s gustocom novostvorenih krvnih Zila.

Odrediti prognostiCki znacaj izrazenosti IGFBP-2, IGFBP-5, gustoce
novostvorenih krvnih Zila i obrasca neovaskularizacije u glioblastomu u

odnosu na preZzivljenje bolesnika.
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3 ISPITANICI | METODE ISTRAZIVANJA

3.1 Ispitanici

U istraZivanje je ukljuCeno 56 bolesnika operiranih na Klinici za neurokirurgiju
Klinickog bolni¢kog centra ,Sestre milosrdnice” u razdoblju od 2003. do 2008.
godine kojima je mikroskopski postavljena dijagnoza glioblastoma na temelju
klasifikacije tumora mozga Svjetske zdravstvene organizacije [4]. Ni jedan
bolesnik prije operacije nije zraCen niti je lijeCen kemoterapijom. |z istraZivanja

su isklju€eni recidivirajuci glioblastomi.

Podatci o patohistoloSkom nalazu dobiveni su iz raCunalne baze podataka
» 1 hanatos“ Klinickog zavoda za patologiju ,Ljudevit Jurak®. Zbog zastite osobnih
podataka svaki bolesnik dobio je jedinstveni broj s kojim je bio ukljuen u

istrazivanje.

Podatci o prezivljenju bolesnika dobiveni su od Registra za rak Hrvatskog
zavoda za javno zdravstvo. PreZivljenje bolesnika iskazano je brojem dana

proteklih od dana operacije do smrti bolesnika.

3.2 Metode istrazivanja

Biopsijski materijal obraden je standardnom histoloSkom metodom koja
uklju€uje fiksaciju tkiva u 10% puferiranom formalinu, uklapanje u parafinske
blokove, rezanje parafinskih blokova na rezove debljine 4 ym, deparafinaciju
tako dobivenih rezova i njihovo bojenje standardnom hemalaun&eozinskom
metodom. Za svaki su uzorak svi rezovi suslijedno izrezani iz iste parafinske
kocke kako bi se vrednovala izrazenost razliCitih antigena u jednom te istom

podrucju tumora.
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3.2.1 Imunohistokemijska analiza

Za imunohistokemijsku analizu koriStena su primarna protutijela na CD105
(Dako), IGFBP-2 (Santa Cruz Biotechology) i IGFBP-5 (Santa Cruz
Biotechnology). Imunohistokemijska analiza koristenjem navedenih protutijela
uCinjena je metodom LSAB (LSAB, od engl. labeled streptavidin biotin) kao
vizualizacijskim sustavom na Dako TechMate TM automatiziranom stroju za
imunohistokemijsko bojenje uz upotrebu protokola streptavidin
imunoperoksidaza MSIP (MSIP, od engl. microwave streptavidin immuno-
peroxidase). Kod negativnih kontrola umjesto primarnog protutijela koristen je

neimuni serum.

3.2.2 Odredivanje izrazenosti IGFBP-2 i IGFBP-5

Imunohistokemijska analiza izrazenosti IGFBP-2 i IGFBP-5 napravljena je
primjenom IGFBP-2 protutijela (kozje poliklonsko protutijelo na C-terminalni dio
CovjeCjega IGFBP-2, razriedenje 1:75) i IGFBP-5 protutijela (kozje poliklonsko
protutijelo na C-terminalni dio ¢ovjecjega IGFBP-5, razrjedenje 1:75) u skladu s

gore navedenim imunohistokemijskim protokolom.

Izrazenost IGFBP-2 i IGFBP-5 iskazana je semikvantitativno na temelju
postotka imunoreaktivnih tumorskih stanica. Postotak imunoreaktivnih stanica
odredivan je na cijeloj povrsini tumora u odabranom prerezu, a oznacen je na
sljededi nacin: 1 — tumori u kojima se nalazi do 5% pozitivnih stanica; 2 - tumori
u kojima se nalazi vise od 5 do 25% pozitivnih stanica; 3 — tumori u kojima se
nalazi vise od 25 do 50% pozitivnih stanica; 4 — tumori u kojima se nalazi vise
od 50% pozitivnih stanica [70].

3.2.3 Odredivanje gustoée novostvorenih krvnih zila

Za potrebe odredivanja gustoce novostvorenih krvnih Zila endotelne su stanice
obiljezene protutijelom na endoglin (miSje monoklonsko protutijelo na Covjedji

endoglin, razriedenje 1:25). Snazna ekspresija endoglina nalazi se samo na
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endotelnim stanicama u proliferaciji, ali ne i na normalnim krvnim Zilama $to ga

¢ini njihovim osjetljivim obiljezivacem.

Gustoc¢a novostvorenih tumorskih krvnih Zila mjerena je u podrucju najaktivnije
neovaskularizacije (engl. hot spot) tumora koje je odredeno pregledavanjem
histoloskih rezova tumora na malom povecanju (x 40). Gusto¢a novostvorenih
krvnih Zila mjerena je na mikroskopu Olympus BHS u tri nepreklapajuca velika
vidna poljia (400 x 0,196 mm? vidnom polju) pri ¢emu se kao jedna
novostvorena krvna Zila brojio svaki odvojeni lumen okruzen CD105 pozitivnim
stanicama ili, ako lumena nije bilo, svaka CD105 pozitivna stanica. U statistiCkoj
obradi koriStena je srednja vrijednost triju mjerenja.

3.2.4 Odredivanje obrasca neovaskularizacije

U skladu s odrednicama Birnera i suradnika prevladavaju¢i obrazac
neovaskularizacije glioblastoma moze biti klasi¢ni i bizarni [20]. MorfoloSka
obiljezja bizarne angiogeneze jesu: 1. glomeruloidna tjeleSca (slika 1) -
nakupine krvnih Zila okruzene vezivhom stromom, 2. krvoZilne nakupine (slika
2) - nakupine krvnih Zila koje nisu okruzene vezivnhom stromom i 3. krvozilni
vijenci (slika 3) — vjencasto rasporedene krvne Zile oko podrucja nekroze. Pod
pojmom klasiéne neovaskularizacije (slika 4) podrazumijeva se prisutnost
kapilarama slicnih krvnih zila koje su jednoli€no rasporedene kroz glavna

podrucja tumora.

Brojnost pojedinih morfoloskih obiljezja bizarne neovaskularizacije iskazana je
bodovanjem na sljedec¢i nacin [20]: glomeruloidna tjeleSca: 0 bodova - nema
glomeruloidnih krvnih Zila; 1 bod - samo jedna glomeruloidna krvna Zila u
Citavom tumorskom preparatu; 2 boda - viSebrojne glomeruloidne krvne Zile
koje se u preparatu lako otkrivaju. Vaskularne nakupine i krvoZilni vijenci

bodovani su na isti nacin kao i glomeruloidna tjeleSca.

Zbrajanjem pojedinacnih bodova za pojedina morfoloska obiljezja bizarne
neovaskularizacije dobiva se zbir bodova morfoloskih obiljeZzja bizarne

neovaskularizacije tumora (maksimalni zbir je 6).
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Slika 1 Glomeruloidna tjeleSca (CD105, 400x)

Slika 2 KrvoZilne nakupine (CD105, 400x)
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Slika 3 KrvozZilni vijenci (CD105, 200x)

Slika 4 Klasi¢ni obrazac neovaskularizacije (CD105, 100x)
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Tumori bez klasi€ne neovaskularizacije i oni tumori Ciji je zbir bodova
morfoloskih obiljezja bizarne neovaskularizacije vec¢i od medijana zbira bodova
morfoloskih  obiljeZja bizarne neovaskularizacije pojedinacnih  tumora
predstavljaju skupinu tumora s prevladavajucom bizarnom neovaskularizacijom.
Tumori s klasichom angiogenezom i zbirom neovaskularizacije manjim od
medijana zbira bodova morfoloSkih obiljeZja bizarne angiogeneze pojedinacnih
tumora predstavljaju skupinu tumora s prevladavajuéom klasiCnom

neovaskularizacijom.

3.3 Statisticka analiza

Statisticka analiza provedena je koriStenjem statistickog programskog paketa
STATISTICA ver. 6.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA). Za sve istrazivane
varijable napravljena je deskriptivna statistika. Kvantitativne varijable (MVD,
dob) prikazane se aritmetiCkom sredinom i standardnom devijacijom (SD),
medijanom, interkvartiinim rasponom (IQR) i rasponom te koeficijentom
varijabilnosti (CV). Kvalitativne varijable prikazane su u€estaloS¢u i udjelom (%)
u tablicama i u tekstu. Regresijska analiza (parametrijska i neparametrijska,
ovisno o tipu raspodijele) koristena je kako bi se utvrdila povezanost pojedinih
varijabli, a analiza varijance (ANOVA ili Kruskal-Wallis ANOVA, ovisno o tipu
raspodjele) za usporedbu kvantitativnih varijabli medu podskupinama. Hi-
kvadrat ili Fisherov egzaktni test koridteni su za usporedbu kvalitativnih varijabli
medu podskupinama. Ishodi vezani uz preZivljenje analizirani su koriStenjem
tablica prezivljenja (prikazani kao medijan prezivljenja i kumulativhe uCestalosti
prezivljenja) i Coxovim modelima proporcionalnih hazarda te prikazani Kaplan-

Meierovim krivuljama vjerojatnosti prezivljenja.

Statistickim zna¢ajnom smatrala se vrijednost p<0,05.
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4 REZULTATI

U istraZivanje je ukljuCeno 56 bolesnika operiranih na Klinici za neurokirurgiju
Klinicke bolnice ,Sestre milosrdnice“ u razdoblju od 2003. do 2008. godine
kojima je mikroskopski postavljena dijagnoza glioblastoma na temelju
klasifikacije tumora mozga Svjetske zdravstvene organizacije. Ni jedan bolesnik
prije operacije nije zraCen niti je lijeCen kemoterapijom. Iz istrazivanja su

isklju€eni recidivirajuci glioblastomi.

Tablica 1 prikazuje deskriptivnu statistiku varijabli dob i prezivljenje bolesnika.
Prosje¢na (xSD) dob bolesnika bila je 63 godine (62,8+9,0), medijan 62,5
godina, a raspon 47-77 godina. Bolesnici su nakon postavljene dijagnoze

prosjecno prezivjeli 9,5 mjeseci (medijan 5,4 mjeseci).

Tablica1 Deskriptivna statistika za varijable dob i prezivljenje

N | AS | med | min | max | Q1 Q3 | SD cv

Dob u godinama 56 | 62,8 | 625|470 77,0 550|710 9,0 14,4

Prezivljenje u mjesecima |56 | 9,5 | 54 | 0,2 (76,8 | 3,8 | 12,7 |12,9| 1354

Legenda: N-broj bolesnika; AS-aritmetiCka sredina; med-medijan; min-minimalna
vrijednost; max-maksimalna vrijednost; Q1-prva kvartila; Q3-tre¢a kvartila; SD-
standardna devijacija; CV-koeficijent varijabilnosti

U istraZivanje je ukljuéeno 30 bolesnika i 26 bolesnica (M : Z = 1,15:1; 95% Cl
0,681-1,966; p=0,593).

Tumorom je najceSée bio zahvacen parijetalni rezanj (31/56; 55%), a potom
temporalni (22/56; 39%), frontalni (15/56; 27%) i okcipitalni rezanj (9/56; 16%).

4.1 lzrazenost IGFBP-2 i IGFBP-5

IzraZzenost IGFBP-2 i IGFBP-5 odredena je imunohistokemijskom analizom i
iskazana semikvantitativno na temelju postotka imunoreaktivnih tumorskih
stanica. Imunoreaktivhost obaju analiziranih |IGFBP-a bila je difuzna,

intracitoplazmatska.
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Od pregledanih 56 tumora u njih 14/56 (25,0%) nije nadeno IGFBP-2 pozitivnih
tumorskih stanica. Imunopozitivnost na IGFBP-2 u 1 do 5% stanica nadena je u
16/56 (28,6%) tumora, izrazenost u viSe od 5 do 25% stanica u 20/56 (35,7%)
tumora te izrazenost u viSe od 25 do 50% stanica u 6/56 (10,7%) tumora.
Navedeni rezultati izrazenosti IGFBP-2 prikazani su u tablici 2, a
imunohistokemijska reaktivnost na IGFBP-2 prikazana je slikom 5.

Tablica 2 Semikvantitativho iskazana izrazenost IGFBP-2

razred % imunoreaktivnih stanica N zbirni N % zbirni %
0 0 14 14 25,0 25,0
1 1-5 16 30 28,6 53,6
2 6-25 20 50 35,7 89,3
3 26-50 6 56 10,7 100,0

Legenda: N-broj bolesnika

Tablica 3 Semikvantitativnho iskazana izrazenost IGFBP-5

razred % imunoreaktivnih stanica N | zbirniN | % | zbirni %
0 0 40 40 71,4 71,4
1 1-5 13 53 23,2 94,6
2 6-25 3 56 5,4 100,0

Legenda: N-broj bolesnika
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Slika 5 Izrazenost IGFBP-5 (400x)

Slika 6 Izrazenost IGFBP-2 (400x)
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4.2 Gustoc¢a novostvorenih krvnih zila i obrasci neovaskularizacije

ProsjeCna (xSD) gustoCa novostvorenih krvnih Zila u analiziranom materijalu

bila je 16,7+9,47 (83,5+47,8/mm?). Medijan gustoce novostvorenih krvnih Zila

bio je 13,3 (raspon 3,7-52,3)(tablica 4).

Tablica4  Deskriptivna statistika za varijablu MVD
N AS med min max Q1 Q3 SD cv
MVD 56 16,4 13,3 3,7 52,3 9,8 21,5 9,4 57,3

Legenda: N-broj bolesnika; AS-aritmetiCka sredina; med-medijan; min-minimalna

vrijednost;

max-maksimalna vrijednost;

standardna devijacija; CV-koeficijent varijabilnosti

Udestalost

analiziranim tumorima prikazana je tablicama 5,6 7.

Q1-prva kvartila; Q3-treca kvartila; SD-

pojedinih morfoloSkih obiljezja bizarne neovaskularizacije u

Tablica5 U ¢estalost krvozilnih vijenaca po razredima
razred N zbirni N % zbirni %
0 42 42 75,0 75,0
1 7 49 12,5 87,5
2 7 56 12,5 100,0

Legenda: N-broj bolesnika

Tablica6 Ucestalost glomeruloidnih tjeleSaca po razredima
razred N zbirni N % zbirni %
0 22 22 39,3 39,3
1 6 28 10,7 50,0
2 28 56 50,0 100,0

Legenda: N-broj bolesnika
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Tablica7 Ucestalost vaskularnih nakupina po razredima

razred N zbirni N % zbirni %
0 13 13 23,2 23,2
1 7 20 12,5 35,7
2 36 56 64,3 100,0

Legenda: N-broj bolesnika

KrvoZzilne vijence nalazi se u 14/56 (25%) tumora. Jedan krvozilni vijenac nalazi
se u7/56 (12,5%) tumora, a dva i viSe njih u 7/56 (12,5%) tumora.

Glomeruloidna tjeleSaca nalaze se u 34/56 (60,7%) tumora. Jedno
glomeruloidno tjeleSce se nalazi u 6/56 (10,7%) tumora, a dva i viSe njih u 28/56
(50%) tumora.

Vaskularne nakupine nalaze se u 43/56 (76,8%) tumora. Jedna vaskularna
nakupina se nalazi u 7/56 (12,5%) tumora, a dvije ili vise u 36/56 (64,3%)

tumora.

Tablica 8 prikazuje ucestalost zbira bodova morfoloskih obiljeZja bizarne
angiogeneze. Samo 2 tumora (3,6%) nemaju ni jedno morfolodko obiljezje
bizarne neovaskularizacije. Isto tako samo 2 tumora (3,6%) imaju maksimalni
zbir (6) bodova morfoloSkih obiljezja bizarne neovaskularizacije. Najmanje

jedno morfolo$ko obiljezje bizarne angiogeneze ima 54/56 (96,4%) tumora.

Tablica 9 prikazuje ucCestalost prevladavaju¢eg obrasca neovaskularizacije. U
skupinu  prevladavajuéeg klasicnog obrasca neovaskularizacije po Birneru
razvrstani su tumori koji imaju klasi¢ni obrazac neovaskularizacije i zbir bodova
morfoloskih obiljezja bizarne neovaskularizacije maniji ili jednak medijanu zbira
bodova morfoloSkih obiljezja bizarne neovaskularizacije pojedinacnih tumora.
Prevladavajuci klasi¢ni obrazac neovaskularizacije u tom se slu€aju nalazi u
32,1% tumora, a prevladavajuci bizarni obrazac neovaskularizacije u 67,9%

tumora.
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Tablica8 Ucestalost zbira bodova morfoloSkih obiljezja bizarne

neovaskularizacije

broj bodova N zbirni N % zbirni %

0 2 2 3,6 3,6

1 4 6 7,1 10,7
2 21 27 37,5 48,2
3 7 34 12,5 60,7
4 17 51 30,4 91,1

5 3 54 54 96,4
6 2 56 3,6 100,0

Legenda: N-broj bolesnika

Tablica9 Ucestalost prevladavaju¢eg obrasca neovaskularizacije

Obrazac N zbirni N % zbirni %
klasi¢ni po Birneru 18 18 32,1 32,1
bizarni po Birneru 38 56 67,9 100,0

klasiéni 34 34 60,7 60,7

bizarni 22 56 39,3 100,0

Legenda: N-broj bolesnika

U skupini prevladavajuéi klasi¢ni obrazac svrstani su tumori koji imaju zbir
bodova morfoloSkih obiljezja bizarne neovaskularizacije manji ili jednak
medijanu zbira bodova pojedinacnih tumora. U tom se slu¢aju prevladavajudi
klasi€ni obrazac neovaskularizacije nalazi u 60,7% tumora, dok se

prevladavajuci bizarni obrazac nalazi u 39,3% tumora.
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Pseudopalisade se nalaze u 31/56 (55,4%) tumora pri ¢emu je pojacana
ekspresija IGFBP-2 nadena u 22/31 (71%) tumora s pseudopalisadama (slika
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Slika 7 Izrazenost IGFBP-2 u pseudopalisadama (400x)

4.3 lzrazenost IGFBP-2 i IGFBP-5 u odnosu na MVD i obrasce

neovaskularizacije

IzraZzenost IGFBP-2 i IGFBP-5 korelirana je s gustocom novostvorenih krvnih
zila. Utvrdeno je da nema statistiCki znaCajne povezanosti izmedu izrazenosti
IGFBP-5 i gustoCe novostvorenih krvnih Zila (Spearman Rank korelacija, r=0,20,
p=0,46) kao ni izmedu izraZenosti IGFBP-2 i gustoce novostvorenih krvnih Zila

(Spearman Rank korelacija, r=0,21, p=0,10).

Analiza varijance pokazala je da nema statistiCki znaCajne razlike gustoce
novostvorenih krvnih Zila medu podskupinama izraZenosti IGFBP-5 (F=0,72,
p=0,49, ANOVA) kao ni medu podskupinama izrazenosti IGFBP-2 (F=1,35,
p=0,27, ANOVA).
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Medusobni odnos izrazenosti IGFBP-2 ili IGFBP-5 i gustoCe novostvorenih
krvnih zila prikazan je tablicama 10 i 11.

Tablica 10 Izrazenost IGFBP-2 u odnosu na MVD

MVD
IGFBP-2
razred AS -95% CI | +95% ClI N SD Q1 med Q3
0 12,5 9,3 15,8 14 57 8,7 11,8 16,7
1 16,7 10,8 22,7 16 11,2 9,5 13,2 22,0
2 19,0 14,1 23,9 20 10,4 11,2 16,8 26,7
3 15,5 10,3 20,7 6 5,0 11,3 15,2 17,3
sve skupine 16,4 13,9 18,8 56 9,4

Legenda: MVD-gusto¢a novostvorenih krvnih Zila (engl. microvessel density); AS-
aritmeti¢ka sredina; Cl-raspon pouzdanosti (engl. confidence interval); N-broj
bolesnika; SD-standardna devijacija; Q1-prva kvartila; med-medijan; Q3-tre¢a kvartila;
razred O=nema imunoreaktivnih stanica; razred 1=1-5% imunoreaktivnih stanica;
razred 2=>5-25% imunoreaktivnih stanica; razred 3=>25% imunoreaktivnih stanica.

Tablica 11 lzrazenost IGFBP-5 u odnosu na MVD

MVD
IGFBP-5 AS -95% CI | +95% ClI N SD Q1 med Q3
0 15,5 12,9 18,2 40 8,4 9,7 13,3 20,3
1 19,1 11,7 26,5 13 12,3 10,0 14,3 24,7
2 15,3 -6,4 37,0 3 8,7 8,0 13,0 25,0
sve skupine 16,4 13,9 18,9 56 9,4

Legenda: MVD-gustoca novostvorenih krvnih Zila (engl. microvessel density); AS-
aritmeticka sredina; Cl-raspon pouzdanosti (engl. confidence interval); N-broj
bolesnika; SD-standardna devijacija; Q1-prva kvartila; med-medijan; Q3-tre¢a kvartila;
razred 0= nema imunoreaktivnih stanica; razred 1=1-5% imunoreaktivnih stanica;
razred 2=>5-25% imunoreaktivnih stanica.
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Izrazenost IGFBP-2 i IGFBP-5 korelirana je s morfoloSkim obiljeZjima bizarne
angiogeneze te s prevladavaju¢im morfoloSkim obrascem neovaskularizacije

tumora.

Utvrdeno je da nema statistiCki znacajne povezanosti izmedu izraZzenosti
IGFBP-5 i brojnosti krvozilnih vijenaca, glomeruloidnih tjeleSaca, vaskularnih
nakupina, ukupnog broja bodova bizarnih krvozilnih obiljezja, prevladavajuceg

obrasca neovaskularizacije i prisutnosti pseudopalisada (tablica 12).

Tablica12 Korelacije izrazenosti IGFBP-5 s morfoloskim pokazateljima

neovaskularizacije

N | Spearman -R | t(N-2) o]
IGFBP-5 - krvozilni vijenci 56 0,224 1,693 | 0,096
IGFBP-5 - glomeruloidna tjeleSca 56 -0,064 -0,475 | 0,636
IGFBP-5 - vaskularne nakupine 56 0,143 1,065 | 0,291
IGFBP-5 - zbir bodova bizarnih obiljezja 56 0,129 0,960 | 0,341
IGFBP-5 - prevladavajuci klasi¢ni obrazac 56 0,179 1,337 | 0,186
IGFBP-5 - prevladavajucéi klasi€ni obrazac po Birneru | 56 0,018 0,133 | 0,894
IGFBP-5 — pseudopalisade 56 0,047 0,352 | 0,726

Legenda: N=broj bolesnika

Utvrdeno je takoder da nema statistiCki znaCajne korelacije izmedu izrazenosti
IGFBP-2 i brojnosti krvozilnih vijenaca i glomeruloidnih tjeleSaca. Medutim,
izrazenost IGFBP-2 korelira s brojno$¢u vaskularnih nakupina (Spearman Rank
korelacija, r=0,273, p=0,04), zbirom bodova morfoloSkih pokazatelja bizarne
neovaskularizacije (Spearman Rank korelacija, r=0,281, p=0,035) i prisutnoSc¢u

pseudopalisada (Spearman Rank korelacija, r=0,346, p=0,008), a obrnuto je
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proporcionalna s prevladavaju¢im klasicnim obrascem neovaskularizacije
(Spearman Rank korelacija, r=-0,319, p=0,016)(tablica 13).

Tablica 13 Korelacije izrazenosti IGFBP-2 s morfoloskim obiljezjima

neovaskularizacije

N | Spearman -R | {(N-2) o]
IGFBP-2 - krvozilni vijenci 56 0,0039 0,029 | 0,976
IGFBP-2 - glomeruloidna tjeleSca 56 0,105 0,778 | 0,439
IGFBP-2 - vaskularne nakupine 56 0,272 2,082 | 0,042
IGFBP-2 - zbir bodova bizarnih obiljezja 56 0,281 2,155 | 0,035
IGFBP-2 - prevladavajuéi klasi¢ni obrazac 56 -0,319 -2,476 | 0,016
IGFBP-2 - prevladavajudéi klasi€ni obrazac po Birneru | 56 -0,202 -1,522 | 0,133
IGFBP-2 — pseudopalisade 56 0,346 2,712 | 0,008

Legenda: N=broj bolesnika

4.4 Morfoloska obiljezja neovaskularizacije u odnosu na MVD

UcCestalost morfoloskih obiljeZja bizarne neovaskularizacije i prevladavajuci

obrazac neovaskularizacije korelirani su s gustocom novostvorenih krvnih Zila.

Utvrdeno je da gustoCa novostvorenih krvnih Zila korelira s brojnoséu
glomeruloidnih tjeleSaca (Spearman Rank korelacija, r=0,286, p=0,032) i zbirom
bodova morfoloskih obiljezja bizarne neovaskularizacije (Spearman Rank
korelacija, r=0,358, p=0,006) te da je obrnuto proporcionalna s prevladavajuéim
klasi€nim obrascem neovaskularizacije (Spearman Rank korelacija, r=-0,346,
P=0,009). Krvozilni vijenci, vaskularne nakupine i glomeruloidna tjeleSca ne
koreliraju medusobno $to nam govori da se radi o medusobno nezavisnim

morfoloSkim pokazateljima angiogeneze (tablica 14).
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Tablica 14 Korelacije MVD-a i morfoloSkih pokazatelja angiogeneze

N Spearman -R | {(N-2) P
MVD - krvozilni vijenci 56 0,262 1,998 | 0,050
MVD - glomeruloidna tjeleSca 56 0,286 2,195 | 0,032
MVD - vaskularne nakupine 56 0,083 0,612 | 0,542
MVD - zbir bodova bizarnih obiljezja 56 0,357 2,814 | 0,006
MVD - prevladavajuci klasi¢ni obrazac 56 -0,346 -2,711 | 0,008
MVD - prevladavajuéi klasiéni obrazac po Birneru 56 -0,014 -0,104 | 0,917
Krvozilni vijenci — glomeruloidna tjelesca 56 0,125 0,930 | 0,356
Krvozilni vijenci - vaskularne nakupine 56 -0,063 -0,469 | 0,640
Glomeruloidna tjeleSca - vaskularne nakupine 56 -0,173 -1,296 | 0,200

Legenda: =broj bolesnika

Nema statistiCki znaCajne razlike gustoCe novostvorenih krvnih Zila medu
podskupinama brojnosti krvoZilnih vijenaca (H=3,81, p=0,15, Kruskal-Wallis
ANOVA)(tablica 15).

Tablica 15 lzrazenost krvozilnih vijenaca u odnosu na MVD

MVD
krvoziiniviiencl | as | 95%cCI [+95%CI| N | SD | Q1 | med Q3
0 147 | 124 | 174 | 42 | 76 | 93 | 127 | 177
1 185 | 105 | 265 | 7 | 87 | 123 | 210 | 247
2 240 | 95 386 | 7 | 157 | 100 | 220 | 367

sve skupine 16,4 13,9 18,9 56 9,4

Legenda: MVD-gustoca novostvorenih krvnih Zzila (engl. microvessel density); AS-
aritmeti¢ka sredina; Cl-raspon pouzdanosti (engl. confidence interval); N-broj
bolesnika; SD-standardna devijacija; Q1-prva kvartila; med-medijan; Q3-tre¢a kvartila;
razred 0= nema krvozilnih vijenaca u cijelom preparatu; razred 1=1 krvozilni vijenac u
cijelom preparatu; razred 2=22 krvozilna vijenca u cijelom preparatu.
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Tablica 16 lzrazenost glomeruloidnih tjeleSaca u odnosu na MVD

MVD
glomeruloidna tjeleSca
AS | -95%Cl | +95%Cl | N SD Q1 med Q3
razred
0 12,9 10,0 15,8 22 6,6 7,7 12,7 17,7
1 171 6,4 27,7 6 10,2 9,7 12,3 24,0
2 18,9 14,9 23,0 28 | 10,5 | 11,2 16,3 23,8
sve skupine 16,4 13,9 18,9 56 94

Legenda: MVD-gusto¢a novostvorenih krvnih Zila (engl. microvessel density); AS-
aritmeticka sredina; Cl-raspon pouzdanosti (engl. confidence interval); N-broj
bolesnika; SD-standardna devijacija; Q1-prva kvartila; med-medijan; Q3-tre¢a kvartila;
razred O=nema glomeruloidnih tjeleSaca u cijelom preparatu; razred 1=1 glomeruloidno
tjeleSce u cijelom preparatu; razred 2==2 glomeruloidna tjeleSca u cijelom preparatu.

Tablica 17 lzrazenost vaskularnih nakupina u odnosu na MVD

MVD
vaskularne
nakupine AS -95% CI | +95% ClI N SD Q1 med Q3
razred
0 16,1 11,0 21,2 13 8,4 10,0 14,3 21,0
1 12,0 9,2 14,7 7 3,0 9,7 11,3 13,3
2 17,3 13,8 20,8 36 10,4 10,3 14,0 23,2
sve skupine 16,4 13,8 18,9 56 9,4

Legenda: MVD-gusto¢a novostvorenih krvnih Zila (engl. microvessel density); AS-
aritmeti¢cka sredina; Cl-raspon pouzdanosti (engl. confidence interval); N-broj
bolesnika; SD-standardna devijacija; Q1-prva kvartila; med-medijan; Q3-tre¢a kvartila;
razred O=nema vaskularnih nakupina u cijelom preparatu; razred 1=1vaskularna
nakupina u cijelom preparatu; razred 2=22 vaskularne nakupine u cijelom preparatu.

Utvrdena je grani¢na statistiCka razlika gustoce novostvorenih krvnih Zila medu
podskupinama zbira bodova morfoloskih obiljeZja bizarne neovaskularizacije
(H=12,40, p=0,05, Kruskal-Wallis ANOVA)(tablica 18).
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Tablica 18 lzrazenost bizarnih vaskularnih obiljezja u odnosu na MVD

MVD
zbir bodova
bizarnih AS -95% Cl | +95% ClI N SD Q1 med Q3
obiljezja
0 15,2 -88,6 118,9 2 11,5 7,0 15,2 23,3
1 15,1 4.8 25,3 4 6,4 11,0 13,8 19,2
2 12,5 9,9 15,0 21 5,6 8,7 11,3 14,3
3 15,5 6,2 24,9 7 10,1 9,3 12,3 21,0
4 17,7 13,0 22,5 17 9,2 11,3 15,0 21,0
5 26,0 20,3 31,7 3 2,3 247 24,7 28,7
6 37,7 -148,7 224,0 2 20,7 23,0 37,7 52,3
sve skupine 16,4 13,9 18,9 56 94

Legenda: MVD-gusto¢a novostvorenih krvnih Zila (engl. microvessel density); AS-
aritmeticka sredina; Cl-raspon pouzdanosti (engl. confidence interval); N-broj
bolesnika; SD-standardna devijacija; Q1-prva kvartila; med-medijan; Q3-tre¢a kvartila

Gustoc¢a novostvorenih krvnih Zila statisticki je znacajno vec¢a u skupini tumora s
prevladavajuéim bizarnim obrascem neovaskularizacije (H=6,59, p=0,01,
Kruskal-Wallis ANOVA) (tablica 19).

Tablica 19 Prevladavajuéi obrazac neovaskularizacije u odnosu na MVD

MVD
obrazac
AS -95% CI | +95% CI N SD Q1 med Q3
razred
1 13,6 11,2 16,0 34 6,9 8,7 12,2 17,3
2 20,7 15,7 25,6 22 11,1 11,7 18,7 24,7
sve skupine | 16,4 13,9 18,9 56 9,4

Legenda: MVD-gustoca novostvorenih krvnih Zila (engl. microvessel density); AS-
aritmeti¢ka sredina; Cl-raspon pouzdanosti (engl. confidence interval); N-broj
bolesnika; SD-standardna devijacija; Q1-prva kvartila; med-medijan; Q3-tre¢a kvartila;
razred 1=prevladavajuci klasi¢ni obrazac neovaskularizacije; razred 2= prevladavajuci
bizarni obrazac neovaskularizacije
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Analizirana je i korelacija dobi s gustocom novostvorenih krvnih Zila i
morfoloSkim obiljeZjima neovaskularizacije (tablica 20). Utvrdeno je da dob
negativho (obrnuto proporcionalno) korelira s ucestaloS¢u glomeruloidnih
tieleSaca (Spearman Rank korelacija, r=-0,360, p=0,006) i zbirom bodova
morfoloSkih obiljezja bizarne neovaskularizacije (Spearman Rank korelacija, r=-
0,375, p=0,004).

Tablica20 Korelacija dobi s MVD-om i morfoloskim pokazateljima

angiogeneze

N Spearman -R t(N-2) P
dob - MVD 56 -0,242 -1,833 0,072
dob - krvozilni vijenci 56 -0,030 -0,224 0,823
dob - glomeruloidna tjeleSca 56 -0,359 -2,832 0,006
dob - vaskularne nakupine 56 -0,127 -0,948 0,347
dob - zbir bodova bizarnih obiljezja 56 -0,375 -2,976 0,004

Legenda: N=broj bolesnika; MVD=gusto¢a novostvorenih krvnih Zila (engl. microvessel
density)

4.5 Prognostic¢ki znacaj istrazivanih varijabli.

Korelacija dobi bolesnika s prezivljenjem je negativna (obrnuto proporcionalna) i

statistiCki znacajna (Spearman Rank korelacija, r=-0,26, p=0,044).

Korelacija gustoée novostvorenih krvnih Zila i morfoloSkih obiljezja
neovaskularizacije s preZivljenjem pokazuje da ni gusto¢a novostvorenih krvnih
zila ni morfoloSka obiljezja neovaskularizacije ne koreliraju s prezivljenjem
(tablica 21).
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Tablica 21 Korelacije morfoloskih pokazatelja angiogeneze i prezivljenja

N Spearman -R | t(N-2) o]
krvozilni vijenci - prezivljenje 56 0,047 0,346 | 0,730
glomeruloidna tjeleSca — prezivijenje 56 0,026 0,193 | 0,847
vaskularne nakupine - prezivljenje 56 0,144 1,074 | 0,287
zbir bodova bizarnih obiljezja — prezivljenje 56 0,137 1,016 | 0,313
MVD - prezivijenje 56 0,034 0,255 | 0,798

Legenda: N=broj bolesnika; MVD=gustoca novostvorenih krvnih Zila (engl. microvessel

density)

Izrazenost IGFBP-2 i IGFBP-5 takoder je korelirana s preZivljenjem. Analiza

varijance pokazuje da nema statistiCki znaCajne razlike u prezivljenju medu

podskupinama bolesnika s razli¢itom izrazeno$¢u IGFBP-5 (F=0,311, p=0,734,

ANOVA) (tablica 22). Isto tako nema razlike u preZivljenju medu podskupinama

bolesnika s razlic¢itom izrazeno$¢u IGFBP-2 (H=5,155, p=0,161, Kruskal-Wallis

ANOVA) (tablica 23).

Tablica 22 Prezivljenje u odnosu na izrazenost IGFBP-5

Prezivljenje
IGFBP-5
AS -95% CI +95% ClI N SD Q1 med Q3
razred
0 10,4 57 15,1 40 14,8 3,9 5,6 11,2
1 7,6 3,8 11,3 13 6,3 3,7 5,2 12,5
2 6,6 -8,7 22,0 3 6,2 2,0 4,3 13,6
sve skupine 9,5 6,1 13,0 56 13,0

Legenda: AS-a ritmetiCka sredina; Cl-raspon pouzdanosti (engl. confidence interval);
N-broj bolesnika; SD-standardna devijacija; Q1-prva kvartila; med-medijan; Q3-tre¢a
kvartila; razred 0= nema imunoreaktivnih stanica; razred 1=1 do 5% imunoreaktivnih

stanica; razred 2=>5-25% imunoreaktivnih stanica.
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Tablica 23 Preziviljenje u odnosu na izrazenost IGFBP-2

Prezivljenje
IGFBP-2
razred AS -95% Cl | +95% ClI N SD Q1 med Q3
0 14,1 0,6 27,6 14 23,4 3,7 4,0 7,6
1 5,6 2,7 8,5 16 5,4 1,2 4,8 7,0
2 10,2 6,9 13,5 20 7.1 47 8,6 14,3
3 7.1 2,7 11,4 6 4.1 5,0 7.1 9,3
sve skupine 9,5 6,1 13,0 56 13,0

Legenda: AS-aritmeti¢ka sredina; Cl-raspon pouzdanosti (engl. confidence interval); N-
broj bolesnika; SD-standardna devijacija; Q1-prva kvartila; med-medijan; Q3-tre¢a
kvartila; razred 0= nema imunoreaktivnih stanica; razred 1=1 do 5% imunoreaktivninh
stanica; razred 2=>5-25% imunoreaktivnih stanica; 3=>25% imunoreaktivnih stanica.

Prezivljenje bolesnika dodatno je analizirano statistiCkim metodama za analizu
prezivlienja pri  kojima su Kaplan-Meierovim krivuljama preZivljenja
usporedivane pojedine podskupine prema ekspresiji IGFBP-5 i 2, a Coxovom
regresijom proporcionalnih hazarda analiziran je utjecaj viSestrukih varijabli na
prezivljenje. Pri tome su podatci o vremenu preZivljenja cenzurirani s datumom
5. lipnja 2009. godine kada su dobiveni podatci o prezivljenju od Registra za

rak.

Na slici 8 prikazane su krivulje prezivljenja bolesnika prema podskupinama s
razliCitom izrazeno$¢éu IGFBP-5, a u tablici 24 prikazana je deskriptivna
statistika za prezivljenje prema istim podskupinama. Iz usporednih krivulja te
statistickom analizom utvrdeno je da izrazenost IGFBP-5 statistiCki znacajno ne

utjeCe na prezivljenje bolesnika (x2=0,280, p=0,869, Kaplan-Meier).
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Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)
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Slika 8. Krivulje prezivljenja bolesnika s razliitom izrazeno$¢éu IGFBP-5. Skupina 1
bolesnici su koji nemaju imunoreaktivnih stanica. Skupinu 2 ¢ine bolesnici s 1 do 5%
imunoreaktivnih tumorskih stanica. Skupina 3 su bolesnici s >5-25% imunoreaktivnih
tumorskih stanica. Cenzurirani podaci su prikazani kao ,+.

Tablica 24 Deskriptivha statistika prezivljenja prema podskupinama s

razlicitom izrazenoséu IGFBP-5 (3 podskupine)

IGFBP-5 .
medijan AS SD nCN CN ukupan N
razred
0 5,6 10,4 14,7 38 2 40
1 52 7,6 6,3 13 0 13
2 4,3 6,6 6,2 3 0 3
ukupno 54 9,5 12,9 54 2 56

Legenda: AS-aritmetiCka sredina; SD-standardna devijacija; nCN=broj necenzuriranih
sluGajeva; CN=broj cenzuriranih sluCajeva; N= broj bolesnika; razred 0= nema
imunoreaktivnih stanica; razred 1= 1 do 5% imunoreaktivnih stanica; razred 2=>5-25%
imunoreaktivnih stanica

42




Na slici 9 prikazane su krivulje prezivljenja bolesnika prema podskupinama s
razliCitom izrazenoS¢u IGFBP-2, a u tablici 25 prikazana je deskriptivha
statistika za prezivljenje prema istim podskupinama. Iz usporednih krivulja te
statistickom analizom utvrdeno je da izrazenost IGFBP-2 podijeljena u Cetiri
podskupine statisticki znacajno ne utjeCe na preZivljenje bolesnika (x2=5,218,
p=0,157, Kaplan-Meier).

Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)
o Complete + Censored

Cumulative Proportion Surviving

[ EE—

{1 — Group 1
--- Group 2
------ Group 3
— Group 4
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Time

Slika 9. Krivulje prezivljenja bolesnika s razli¢itom izrazenos$¢u IGFBP-2. Skupina 1 su

bolesnici koji nemaju imunoreaktivnih stanica. Skupina 2 su bolesnici s 1 do 5%

imunoreaktivnih tumorskih stanica. Skupinu 3 €ine bolesnici s >5-25% imunoreaktivnih

tumorskih stanica. Skupina 4 su bolesnici s > 25 % imunoreaktivnih stanica.
Cenzurirani podaci su prikazani kao ,,+“.
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Tablica 25 Deskriptivha statistika prezivljenja prema podskupinama s
razli¢itom izrazenosS¢u IGFBP-2 (4 podskupine)

IGFBP-2
medijan AS SD nCN CN ukupan N

razred

0 4,0 14,1 23,4 13 1 14

1 4,8 5,6 54 16 0 16

2 8,6 10,2 7.1 19 1 20

3 7,0 7,1 4,1 6 0 6
ukupno 54 9,5 12,9 54 2 56

Legenda: AS-aritmetiCka sredina; SD-standardna devijacija; nCN=broj necenzuriranih
sluajeva; CN=broj cenzuriranih slu€ajeva; N= broj bolesnika; razred 0= nema
imunoreaktivnih stanica; razred 1= 1 do 5% imunoreaktivnih stanica; razred 2=>5-25%
imunoreaktivnih stanica; 3=>25% imunoreaktivnih stanica

Na slici 10 prikazane su krivulje prezivljenja bolesnika prema podskupinama s
razliCitom izrazenos¢u IGFBP-2, ali podijeljenih u 2 podskupine (s malim brojem
(£5%) imunoreaktivnih stanica te s ve¢im brojem imunoreaktivnih tumorskih
stanica (>5%)), a u tablici 26 prikazana je deskriptivna statistika za prezivljenje
prema istim podskupinama. Iz usporednih krivulja te statistickom analizom
utvrdeno je da izrazenost IGFBP-2 podijeliena u 2 podskupine statisticki
znacajno utjeCe na prezivljenje bolesnika (Z =-2,120, p=0,034, Kaplan-Meier), i
to na nacin da bolesnici bez IGFBP-2 imunoreaktivnih stanica i oni s malim
brojem (<5%) imunoreaktivnih stanica prezive statistiCki znacajno krace od onih

s ve¢im brojem imunoreaktivnih tumorskih stanica (>5%) (Kaplan-Meier).
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Slika 10. Krivulje preZivljenja bolesnika s razli¢itom izrazenoS¢u IGFBP-2. Skupina 1 su
bolesnici bez imunoreaktivnih stanica (razred 0) i oni s manje od 6% imunoreaktivnih
stanica (razred 1). Skupinu 2 ¢ine bolesnici s viSe od 5% imunoreaktivnih tumorskih
stanica (razredi 2 i 3). Cenzurirani podaci prikazani su kao ,+*.

Tablica 26 Deskriptivha statistika prezivljenja prema podskupinama s

razlicitom izrazenoséu IGFBP-2 (2 podskupine)

IGFBP-2 .
medijan AS SD nCN | CN ukupan N
razred
1 4.4 9,6 16,7 29 1 30
2 8,6 9,5 6,6 25 1 26
ukupno 54 9,5 12,9 54 2 56

Legenda: AS-aritmetiCka sredina; SD-standardna devijacija; razred 1=1 do 5%
imunoreaktivnih  stanica;
necenzuriranih slu€ajeva; CN=broj cenzuriranih slu¢ajeva; N= broj bolesnika

razred 2= >5 imunoreaktivnih

stanica;

NCN=broj
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Na slici 11 prikazane su krivulje preZivljenja bolesnika prema podskupinama s
prisutnoScu pseudopalisada i bez prisutnosti pseudopalisada u istrazivanom
materijalu, a u tablici 27 prikazana je deskriptivha statistika za preZivljenje

prema istim podskupinama.

Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)
o Complete + Censored

Cumulative Proportion Surviving

Time

Slika 11. Krivulje prezivljenja bolesnika s ili bez pseudopalisada u analiziranim
tumorima. Skupina N bolesnici su koji nemaju pseudopalisada, a skupina Y bolesnici
su koji imaju pseudopalisada. Cenzurirani podaci prikazani su kao ,+“.
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Tablica 27 Deskriptivna statistika prezivljenja prema podskupinama sa ili

bez pseudopalisada

pseudopalisade median AS SD nCN [ CN | ukupni N
nema pseudopalisada 4,63 6,05 5,18 25 0 25
ima pseudopalisada 6,56 12,33 16,29 29 2 31
Ukupno 5,35 9,53 12,90 54 2 56

Legenda: AS-aritmetiCka sredina; nCN=broj necenzuriranih slu€ajeva; CN=broj
cenzuriranih slu¢ajeva; N= broj bolesnika

Iz usporednih krivulja te statisticCkom analizom utvrdeno je da postoji statisticki
znacajna razlika u prezivljenju osoba s prisutnim palisadama u odnosu na
osobe bez istih u histopatoloSkom nalazu (medijan prezivljenja 6,6 mjeseci s
palisadama prema 4,6 mjeseci u onih bez palisada; Z = -2,0358; p=0,0418).
Kada se ista karakteristika analizira zajedno s dobi bolesnika (najznac&ajniji
¢imbenik koji ima utjecaj na prezivljenje navedena statisticka znacajnost se gubi
(p=0,0916), iako ukupni model koji ukljuCuje dob i prisutnost palisada zadrZzava
statistiCcku zna€ajnost (x2 = 10,554; df = 2; p=0,0051)(tablica 28).

Tablica 28
Zavisna varijabla: PreZivljenje
X2 = 10,5536 df = 2 p =0,00511
beta | Standardna pogreska t Eksponent beta | Waldova pogreska o)
dob 0,041 0,017 2,409 1,042 5,806 0,015
palisade | -0,482 0,286 -1,686 0,617 2,845 0,091

Vidljivo je iz usporedbe dviju skupina vezano uz prisutnost palisada da se iste
ne razlikuju statistiCki znaCajno prema dobi tako da dob bolesnika nije vjerojatni
razlog zbog kojeg se u gore navedenom dvovarijanthom modelu gubi statistiCka
znacajnost koju prisutnost palisada ima na prezivljenje u univarijantnom modelu
(tablica 29).
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Tablica 29

T-test; Grupiranje: palisade

ASN | AS Y

t df

p br. N

br.Y

SDN

SDY | F-ratio - varijance

p - varijance

dob | 62,8 62,8

0,013 | 54

0,989 25

31

8,581

9,512

0,609

Legenda: AS-aritmeticka sredina; N=skupina bez pseudopalisada; Y=skupina s
pseudopalisadama; SD-standardna devijacija

Dodavanjem viSe faktora u multivarijantni model utjecaja na prezivljenje (zbir

bodova morfoloskih obiljezja bizarne neovaskularizacije, izrazenost IGFBP-5 i

IGFBP-2) ukupni model pokazuje statistiCki znaCajan utjecaj navedenog skupa

varijabli na preZivljenje (p=0,04317) pri ¢emu neovisan statistiCki znacajan

utjecaj imaju dob (p=0,004) i prisutnost pseudopalisada (p=0,034), i to na nacin

da mlade osobe s pseudopalisadama duze prezive (tablica 30).

Tablica 30 Rezultat Coxove regresijske analize proporcionalnih hazarda

na prezivljenje bolesnika

Zavisna varijabla: PreZivljenje

X2 =12,9934 df = 6 p = 0,04317

Standardna eksponent Waldova
beta t P
pogreska - beta statistika
dob 0,053 0,019 2,823 1,054 7,971 0,004
zbir bodova 0,203 0,149 1,356 1,224 1,839 0,175
IGFBP5 -0,041 0,259 -0,160 0,959 0,025 0,872
IGFBP2 0,104 0,173 0,602 1,109 0,362 0,546
palisade -0,707 0,335 -2,109 0,493 4,450 0,034
klasi€éni obrazac
0,533 0,439 1,213 1,703 1,471 0,225
po Birneru
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5 RASPRAVA

Glioblastomi su ne samo naj¢eS¢i primarni tumori mozga veé spadaju i medu
najzlocudnije tumora u ¢ovjeka s medijanom prezivljenja u rasponu od 12 do 14
mjeseci Sto odrazava neuspjesnost svih pokuSaja njihova lijeCenja. Kirursko je
lijeCenje ovih tumora neuspjedno zbog njihova infiltrativnog rasta te posljedi¢ne
nemogucnosti njihova potpunog kirurSkog odstranjenja. ZraCenje i kemoterapija
nedjelotvorni su zbog sposobnosti tumorskih mati¢nih stanica do poprave

radioterapijom i kemoterapijom uzrokovano ostecenje DNK [11-13].

Glioblastom je ujedno i jedan od najbolje vaskulariziranih tumora u Covjeka $to
ga Cini vrlo pogodnom metom za moguce protuangiogeno lijeCenje [14]. Zbog
toga se pokuSavaju pronaci novi pristupi lijeCenju ovih tumora koji se temelje na
sprjeCavanju njihove angiogeneze [30]. Buduéi da je angiogeneza iznimno
slozen proces koji podrazumijeva medusobno tijesno uskladeno djelovanje
brojnih i razliitih molekula, njezino razumijevanje stvara temelje na kojima se

mogu razvijati razli€iti modaliteti protuangiogenog lijeCenja [14].

Rezultati do sada provedenih istrazivanja upucuju na to da zlo¢udnu progresiju
anaplastickog astrocitoma u glioblastom obiljezavaju morfoloSke promjene
njegove vaskularizacije [4, 5] te povec¢ana izrazenost IGFBP-2 [39, 71-73, 75,
76] i IGFBP-5 [44, 73]. IGFBP-2 i IGFBP-5 preko vaskularnog endotelnog
¢imbenika rasta (VEGF) mozda imaju odredenu ulogu u zlocudnoj progresiji
glijalnih tumora i njihovoj angiogenezi pri ¢emu bi IGFBP-2 imao proangiogene
[39, 82, 83], a IGFBP-5 protuangiogene ucinke [19]. Zbog toga smo u ovom
radu Zeljeli istraziti izraZzenost i mogucu povezanost ovih dvaju proteina s
morfoloskim pokazateljima glioblastomske neovaskularizacije te njihov

prognosti¢ki znacaj.

5.1 lzrazenost IGFBP-2 i IGFBP-5

Povecano lu€enje IGFBP-2 ili IGFBP-5 opazeno je u mnogim humanim
tumorima kao Sto su rak prostate [63, 65], rak dojke [38, 62, 64, 67], jajnika [51],
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gusterace [66], Zeluca [40] te debelog crijeva, gliomi i melanom [61]. Ekspresija
IGFBP-2 u atipicnom i neoplasticnom epitelu dojke i prostate, a ne u normalnom
i hiperplastichom upucuje na to da bi ekspresija IGFBP-2 mogla biti neovisni
pokazatelj zlocudnog rasta [62, 63]. Poveéana koncentracija IGFBP-2 u serumu
nalazi se u oboljelih od raka dojke, jajnika, prostate, Zeluca i debelog crijeva,
dok se povecana koncentracija u cerebrospinalnoj tekucini nalazi u oboljelih od
zlocudnih tumora srediSnjeg Ziv€anog sustava [39, 40, 51, 62]. Prekomjerna
ekspresija IGFBP-5 nalazi se kod adenokarcinoma gusterae, papilarnog
karcinoma S§titnjaCe, planocelularnog karcinoma pluéa i karcinoma ovarija [38].
Povecéano lu¢enje IGFBP-2 ili IGFBP-5 dovodi se u svezu s nastankom i brzim

rastom tumora, otpornoséu na lije€enje i kraéim preZivljenjem [61].

Izrazenost IGFBP-2 imunohistokemijskom je metodom odredena u malom broju
do sada objavljenih radova. Elmlinger i suradnici imunohistokemijski su
analizirali izrazenost IGFBP-2 u 20 glioblastoma klasificiranih u skladu s
klasifikacijom Svjetske zdravstvene organizacije. U njihovom su istraZivanju svi
analizirani glioblastomi bili IGFBP-2 imunoreaktivni, pri ¢emu je najveci broj
tumora pokazivao imunoreaktivhost u 21-50% stanica, a u 45% tumora
imunoreaktivnost je bila manja od 20% [50]. Marucci i suradnici
imunoreaktivnost IGFBP-2 nalaze u 88,8% (24/27) glioblastoma [84], dok
McDonald i suradnici snaznu citoplazmatsku imunoreaktivhost |IGFBP-2
opazaju u 92% (48/52) analiziranih glioblastoma [70]. |IGFBP-2
imunoreaktivnost je u radu McDonalda i suradnika opisana kao izrazito zariSna
te je u pojedinim tumorima pronadena u manje od polovine pregledanih rezova

tumora [70].

IGFBP-2 imunoreaktivnost je u naSem istrazivanju opazena u 75%
glioblastoma pri ¢emu u 65% tumora zahvaéa manje od 25% stanica.
Imunoreaktivnost na oba analizirana IGFBP-a bila je difuzna,
intracitoplazmatska te razliCita u razli€itim podrucjima tumora $to je u skladu s

prethodnim opazanjima [50, 70, 73, 84].
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Prema do sada raspolozivim podatcima izrazenost IGFBP-2 vjerojatno je
povezana sa zlo¢udnom progresijom glijalnih tumora. Fuller i suradnici su 1999.
godine prvi otkrili da se prekomjerna izrazenost IGFBP-2 nalazi samo u
gliomima najveceg stupnja zlo¢udnosti, tj. glioblastomima [69]. EImlinger i
suradnici utvrdili su da postoji statistiCki znaCajna razlika u imunohistokemijskoj
izrazenosti IGFBP-2 izmedu anaplasti¢kih astrocitoma i glioblastoma te su
zakljucili da je ekspresija IGFBP-2 povezana sa zloéudnom progresijom glijalnih
tumora [50]. Tome u prilog govore i podatci Mcdonalda i suradnika koji su
imunohistokemijski ekspresiju IGFBP-2 opazili u 23% (3/13) difuznih
astrocitoma, 15% (3/20) anaplastickih astrocitoma i ¢ak 92% (48/52)
glioblastoma. IzraZzenost IGFBP-2 opazZena je i u 69% (9/13) astrocitoma velike
Zlocudnosti i samo 28% (5/18) astrocitoma male zloc¢udnosti u djece [68].
StatistiCki znaCajnu razliku u izrazenosti IGFBP-2 izmedu glioblastoma,
anaplastickih astrocitoma i astrocitoma nalazi i Santosh sa suradnicima [73].
Zlo¢udnu progresiju glijalnih tumora prati i porast koncentracije IGFBP-2 u
likvoru i plazmi oboljelih tako da je prijeoperacijska koncentracija IGFBP-2 u
plazmi oboljelih statistiCki znacajno vec¢a u gliomima gradusa lll (anaplasti¢kim
astrocitomima) i IV (glioblastomima) nego u gliomima gradusa Il (difuznim
astrocitomima) i normalnom mozgu [76]. Ova opaZanja upucuju na to da bi
koncentracija IGFBP-2 u likvoru ili plazmi mogla biti specifiCan biljeg ovih
tumora SZS-a [40]. Poveéanje izrazenosti IGFBP-2 s porastom zlocudnosti
glioma upucuje na njegov moguci doprinos u nastanku i zlocudnoj progresiji
glijalnih tumora [39, 50, 71-73].

Citoplazmatska imunoreaktivhost IGFBP-5 u nasem je istraZivanju nadena u
samo 28% tumora pri ¢emu je uglavnom ograni¢ena na manje od 5% tumorskih
stanica. Wang i suradnici otkrili su da imunohistokemijski odredena ekspresija
IGFBP-5 korelira sa stupnjem zlo¢udnosti glioma. Oni su izrazenost IGFBP-5
opaziliu 83% (58/70) glioblastoma (SZO stupanj zlo¢udnosti IV), 41% (41/101)
anaplastickih glioma (SZO stupanj zlo¢udnosti Ill) i 18% (13/72) glioma male
zlocudnosti (SZO stupanj zlocudnosti IlI) [51]. Opazena razlika u izrazenosti

IGFBP-5 izmedu glioblastoma i drugih glioma bila je statisticki znacajna.
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StatistiCki znaCajnu razliku u izrazenosti IGFBP-5 izmedu glioblastoma,
anaplastickih astrocitoma i astrocitoma nalazi i Santosh sa suradnicima [73].
Ova povezanost izrazenosti IGFBP-5 i histoloSkog stupnja zlo¢udnosti glijalnih
tumora upuéuje na to da bi IGFBP-5 kao i IGFBP-2 mogao imati ulogu u

njihovoj zlo¢udnoj progresiji [51, 73].

Rezultati naSeg istrazivanja izrazenosti IGFBP-2 i IGFBP-5 pokazuju da velika
veéina glioblastoma pokazuje citoplazmatsku izrazenost IGFBP-2 pri ¢emu
imunoreaktivnost pokazuje varijabilni udio tumorskih stanica [50, 70, 73, 84].
Medutim, udio IGFBP-5 pozitivnih glioblastoma u naSem istraZivanju bio je
znatno manji od udjela opazenog u radu Wanga i suradnika. Buduci da je u
radu Wanga i suradnika imunohistokemijska metoda primijenjena na tkivnim
postrojpama (engl. tissue microarray), opazena razlika moZzZe se pripisati

metodoloskim razlikama.

5.2 Gustoca novostvorenih krvnih zila i obrasci neovaskularizacije

Angiogenezu  glioblastoma  mikroskopski  obiljezava  mikrovaskularna
proliferacija kao morfoloski biljieg koji, po odrednicama klasifikacije tumora
srediSnjeg ziv€anog sustava Svjetske zdravstvene organizacije, razlikuje
glioblastom od drugih, bolje diferenciranih astroglijalnih tumora kao $to su to
anaplasticki i difuzni astrocitomi [4]. Mikrovaskularna proliferacija je prema tome
morfoloski pokazatelj zlocudne progresije astroglijalnih tumora. Osim Sto se
glioblastomi od bolje diferenciranih glijalnih tumora razlikuju krvozilnom
morfologijom, razlikuju se i brojnoS¢u novostvorenih krvnih Zzila. Glioblastomi
imaju statistiCki znacajno veéu gustocu novostvorenih krvnih Zzila od bolje
diferenciranih glijalnih tumora dok nema razlike u gustoéi novostvorenih krvnih
Zila izmedu glijalnih tumora stupnja zlo¢udnosti I, Il i 1l [85]. U radu Yaoa i
suradnika prosjeCna gustoCa novostvorenih krvnih zila, odredena koristenjem
CD105 protutijela, astrocitoma male zlocudnosti, bila je 24,8, anaplastickih

astrocitoma 42,7 i glioblastoma 51,9 [86].
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Tumorske se od normalnih krvnih Zila razlikuju po organizaciji, strukturi i funkciji.
Nagy i suradnici razlikuju Sest razli€itin tipova tumorskih krvnih Zila od kojih
Cetiri (izvorne krvne Zile, kapilare, glomeruloidni proliferati i vaskularne
malformacije) nastaju procesom angiogeneze iz postoje¢ih normalnih venula i
kapilara. Dva preostala tipa tumorskih krvnih Zila (arterije hraniteljice i odvodne
vene) nastaju arterio-venogenezom, slabo poznatim procesom koji ukljuCuje

preoblikovanje postojecih arterija i vena [87].

Najrasprostranjenija metoda kvantificiranja angiogeneze mjerenje je gustoée
novostvorenih krvnih Zila po Weidneru [32]. Na reproducibilnost ove metode
utjeCu razliCite varijable kao Sto su: 1. izbor protutijela kojim se obiljezava
endotel; 2. mjerena vaskularna varijabla; 3. odabir podrucja tumora u kojemu se
obavlja mjerenje; 4. metoda mjerenja; 5. prijelomnica koja se koristi u korelaciji

s drugim kliniCko-patoloskim varijablama i prezivljenjem [16].

Jedan od problema s kojima se susrece pri odredivanju gustoCe novostvorenih
krvnih Zila jest izbor protutijela koje e prepoznati aktivirane endotelne stanice.
U tu su svrhu koriStena razli€ita protutijela, primjerice CD34 [20], CD109 [88],
vonWillebrand-ov Cimbenik [27, 85]. Za odredivanje gustoCe novostvorenih
krvnih Zila u ovom je radu koristeno protutijelo na endoglin (CD105). Naime, on
FVIII, CD34 i CD31 protutijela. Prednost je endoglina u tome $to se njegova
izrazenost nalazi samo na endotelnim stanicama u proliferaciji, ali ne i na
normalnim krvnim Zilama i tumorskim stanicama [89, 90]. Izrazenost FVIII i
CD31 antigena moze biti smanjena ili odsutna na novostvorenim krvnim zilama,

dok CD34 protutijelo reagira i s nekim mezenhimskim stanicama [88].

Daljnji su problemi u mjerenju angiogeneze neujednacenost definiranja i
koriStenja pojma gustoa novostvorenih krvnih zila te neujednacenost
metodologije mjerenja [91-95]. Pod pojmom gusto¢a novostvorenih krvnih zila
podrazumijeva se i u literaturi navodi i prosjecni broj novostvorenih krvnih Zila
po vidnom polju tako i broj novostvorenih krvnih Zila po jedinici povrSine [96].

Tako se gusto¢a novostvorenih krvnih Zila u glioblastomu izrazava kao
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prosjecni broj krvnih zila po vidnom polju (0,25 mmz)[20], broj krvnih Zila po
mm?[27] te broj krvnih Zila po vidnom polju [88]. Medijan gustoée novostvorenih
krvnih Zila u nasem radu bio je 13,33 (raspon 3,67-52,33) po velikom vidnom
polju (0,196 mm?). Zbog neujednadenosti pojmova i metodologije mjerenja ove

je rezultate teSko medusobno usporedivati.

Osim gore navedenih ograni¢enja, mjerenje gustoce novostvorenih krvnih Zzila
nita nam ne govori ni o morfolodkim, biolodkim ili funkcionalnim svojstvima
krvnih Zila, a ne uzima u obzir ni raznolikost glioblastomske neovaskularizacije
koja se ocituje u podatku da 50% pregledanih podrucja glioblastoma ima
normalnu gusto¢u krvnih Zila [33]. Zbog slozenost tumorske angiogeneze i
vjerojatnost da razli€iti tumori koriste razliite angiogene ¢imbenike u razli€itim
stadijima svojega razvoja, malo je vjerojatno da bi mjerenje jednog aspekta
angiogeneze moglo dati to¢nu procjenu angiogene aktivnosti tumora [16]. Zbog
svih navedenih nedostataka mjerenja gustoCe novostvorenih krvnih zila u
procjeni neovaskularizacije treba uzeti u obzir i druge pokazatelje kao $to je to,
primjerice, prevladavajuc¢i morfoloski obrazac neovaskularizacije [20]. Birner i
suradnici u svome su istrazivanju koristili dva prevladavajuca obrasca
neovaskularizacije, klasicni i bizarni, koji se medusobno razlikuju po prisutnosti
odredenih morfoloskih promjena krvnih Zila kao $to su glomeruloidna tjeleSca,

vaskularne nakupine i krvoZilni vijenci [20].

U naSem smo istrazivanju najmanje jedno morfolosko obiljezje bizarne
neovaskularizacije pronasli u 54/56 (96%) tumora, $to je i razumljivo s obzirom
na Cinjenicu da mikrovaskularna proliferacija kod glioblastoma ima dijagnosticki
znacCaj. Pri tome se vaskularne nakupine nalaze u 76,8% (43/56) tumora,
glomeruloidna tjeleSca u 60,7% (34/56) te krvozilni vijenci u 25,0% (14/56). Ovi
su rezultati u skladu s rezultatima Birnera i suradnika koji vaskularne nakupine
nalaze u 73%, glomeruloidna tjeleSca u 63,6% te krvozZilne vijence u 51%
glioblastoma [20]. Izycka-Swieszewska sa suradnicima glomeruloidna tjelesca
nalazi u 71,7% (33/46) glioblastoma [27].
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PrevladavajuCi obrazac neovaskularizacije raCunali smo primjenom dviju
razliCitih metoda izraCuna. Prvu su metodu opisali Birner i suradnici, a prema
njoj prevladavajuc¢i klasi¢ni obrazac neovaskularizacije imaju oni tumori Koji
imaju i klasicnu vaskularizaciju i zbir bodova bizarnih krvozilnih obiljeZja koji je
jednak ili manji od medijana zbira bodova svih pojedinih tumora. Klasi¢na
vaskularizacija, po njihovoj definiciji, podrazumijeva prisutnost kapilarama
sli¢nih krvnih Zila koje su jednoli¢no rasporedene kroz glavna podrucja tumora.
Prema ovoj izvornoj metodi izraCuna prevladavajuc¢i klasiCni obrazac
neovaskularizacije u nasem istrazivanju nalazi se u 32,1% (18/56) tumora, a
prevladavajuéi bizarni obrazac neovaskularizacije u 67,9% (38/56) tumora. Ovi
su rezultati slicni onima rezultatima Birnera i suradnika koji su prevladavajuci
klasi€ni obrazac neovaskularizacije opazili u 26%, a bizarni u 74% analiziranih
glioblastoma. Ova sukladnost rezultata upuéuje na reproducibilnost odrednica

kojima su navedeni obrasci definirani.

Prema drugoj metodi izraCuna prevladavajuéi klasi¢ni  obrazac
neovaskularizacije imaju oni tumori Ciji je zbir bodova morfoloskih obiljezja
bizarne angiogeneze manji ili jednak medijanu zbira bodova morfoloskih
obiliezja bizarne neovaskularizacije pojedinih tumora. U tom se slu€aju za
razvrstavanje tumora koriste ~samo morfoloSka obiljezja  bizarne
neovaskularizacije. Time se nastoji izbjeci pristranost koja, po naSem misljenju,
postoji u izvornoj definiciji prevladavajué¢eg klasicnog obrasca angiogeneze.
Prema toj definiciji klasi¢ni obrazac neovaskularizacije imaju tumori koji, uz to
Sto moraju imati podruc¢ja tumora s klasichom angiogenezom, od obiljezja
glioblastomske angiogeneze u cijelom mikroskopski preglednom tumoru imaju,
primjerice, samo dva glomeruloidna tjeleSca. Prema nasSoj metodi izraCuna
prevladavajuci klasi¢ni obrazac neovaskularizacije nalazi se u 60,7% (34/56), a
prevladavajuci bizarni obrazac u 39,9% (22/56) glioblastoma. U ovom bi slu¢aju
pojmove klasi¢ni i bizarni bilo bolje zamijeniti nekim drugima, primjerice bizarni

obrazac | i bizarni obrazac Il.
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5.3 lzrazenost IGFBP-2 i IGFBP-5 u odnosu na MVD i obrasce

neovaskularizacije.

Dok prema podatcima dostupnim iz literature povecéana izrazenost IGFBP-2 i
IGFBP-5 u zlo¢udnim tumorima ukljuujuéi i glijalne, nije upitna, njihova nam
funkcionalna uloga u zlo¢udnoj progresiji tumora nije poznata [68]. Povecana
izrazenost IGFBP-2 i IGFBP-5 u glioblastomu, ali ne i bolje diferenciranim
glijalnim tumorima, upuéuje na to da bi oni mogli imati ulogu u kontroli onih
stani¢nih funkcija, odnosno funkcionalnih putova, koji odreduju zlo¢udnu
progresiju tumora i pojavu zlo¢udnog fenotipa kao Sto su to proliferacijska
aktivnost i invazivnost tumorskih stanica te angiogeneza [39, 71, 80].

Goddard i suradnici tehnikom in situ hibridizacije dokazuju kolokalizaciju
ekspresije IGFBP-2 i VEGF-a u stanicama pseudopalisada iz ¢ega proizlazi
moguc¢a uloga IGFBP-2 u tumorskoj angiogenezi [83]. U prilog toj
proangiogenoj ulozi IGFBP-2 posredno govori i korelacija povecane izrazenosti
IGFBP-a i VEGF-a u glioblastomima, ali ne i anaplastiCkim astrocitomima [61,
82]. Prema tome, reaktivacija IGFBP-2 u glioblastomima, ali ne i gliomima
manje zlo¢udnosti (SZO gradusa Il i Ill), pracena je povecanom ekspresijom

VEGF-a i posljedicnom neovaskularizacijom.

Za razliku od IGFBP-2 koji, pretpostavlja se, ima proangiogene ucinke IGFBP-5
je angiostatik koji specificno inhibira proliferaciju i migraciju endotelnih stanica
koja je potaknuta ekspresijom VEGF-a te ima neposredni inhibicijski u¢inak na

angiogenezu in vitro [19].

Ovakav odnos izrazenosti IGFBP-2 i IGFBP-5 s VEGF-om upucuje na to da
IGFPB-2 poti¢e, a IGFBP-5 sprje€ava angiogenezu. Iz toga proizlazi i hipoteza
ovog rada prema kojoj ekspresija IGFBP-2 pozitivno, a IGFBP-5 negativno
korelira s gustocom novostvorenih tumorskih krvnih zZila i morfoloSkim obrascem
neovaskularizacije. U pregledanoj literaturi nismo pronasli ni jedan rad koji bi
korelirao izraZzenost IGFBP-2 ili IGFBP-5 s morfoloSkim pokazateljima
neovaskularizacije kao $to su to gustoca novostvorenih krvnih Zila i morfoloSki

obrasci angiogeneze.
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Kako bismo testirali ovu hipotezu napravili smo analizu varijance koja je
pokazala da nema statistiCki znaCajne povezanosti izmedu podskupina
izrazenosti IGFBP-5 i gusto¢e novostvorenih krvnih Zila (p=0,49) kao ni izmedu

podskupina izrazenosti IGFBP-2 i gusto¢e novostvorenih krvnih zila (p=0,27).

U analiziranom materijalu isto tako nismo pronasli ni povezanost izmedu
izrazenosti IGFBP-5 i gustoCe novostvorenih krvnih Zila, brojnosti krvozilnih
vijenaca, glomeruloidnih tjeleSaca, vaskularnin nakupina, zbira bodova
morfoloskih  obiljeZja bizarne angiogeneze, prevladavajuéeg obrasca

neovaskularizacije i prisutnosti pseudopalisada.

Na temelju ovih rezultata mozZzemo zakljuditi da izrazenost IGFBP-5 nije
povezana s gustocom novostvorenih krvnih Zila, s prevladavaju¢im
morfoloskim obrascem neovaskularizacije odredenim metodom po Birneru, s
morfoloSkim obrascem neovaskularizacije odredenim nasom metodom
izraCuna ni s ucCestaloS¢u pojedinih morfoloskih obiljezja bizarne angiogeneze.
Iz toga proizlazi da na ovako definiranoj morfolo$koj razini izrazenost IGFBP-5

nema angiogenog ucinka u glioblastomu.

U istrazivanim glioblastomima nismo pronasli ni korelaciju izmedu izrazenosti
IGFBP-2 i brojnosti krvozilnih vijenaca i glomeruloidnih tjeleSaca te
prevladavajuéeg klasicnog obrasca neovaskularizacije odredenog metodom po

Birneru.

Medutim, izrazenost IGFBP-2 korelira s prevladavaju¢im bizarnim obrascem
neovaskularizacije izraCunatim nasom metodom, ucestaloS¢u vaskularnih
nakupina, zbirom bodova morfoloskih obiljezja bizarne neovaskularizacije te
prisutnoS¢u pseudopalisada. No, u svim se slu¢ajevima radi o vrlo blagoj
bioloSkoj povezanosti (R2=0,074-0,120) te se vrlo vjerojatno ne moze govoriti o
uzro€no-posljedi¢noj povezanosti. Unato¢ tome, korelacija s prevladavaju¢im
bizarnim obrascem neovaskularizacije i pojedinim morfoloSkim obiljezjima

bizarne neovaskularizacije upucuje na njegovu moguéu proangiogenu ulogu.
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U prethodnim je istraZivanjima opazena povecana imunoreaktivnosti IGFBP-2 u
tumorskim stanicama koje sudjeluju u stvaranju pseudopalisada oko ZariSnih
nekroza tumorskoga tkiva. Pseudopalisade nastaju nakupljanjem tumorskih
stanica na rubu malih, nepravilnih podru¢ja nekroze. Elmlinger i suradnici
opazili su Cesto nakupljanje IGFBP-2 pozitivninh stanica, tumorskih i
mikroglijalnih, u neposrednoj blizini ZariSnih podrucja nekroze glioblastoma [50].
McDonald i suradnici izrazito IGFBP-2 pozitivha podrucja takoder Cesto nalaze
u blizini nekroticnih Zarista pri ¢emu najjaCu imunoreaktivhost opazaju u
stanicama koje sudjeluju u stvaranju pseudopalisada. Pojacanu IGFBP-2
imunoreaktivnost u palisadama pronalazi i Santosh sa suradnicima [73].
Medutim, Becher i suradnici u astrocitomima velike zlocudnosti u djece ne
opazaju povezanost izrazenosti IGFBP-2 s podrucjima nekroze, vaskularnosti ili

hipercelularnosti [68].

PojaCana ekspresija IGFBP-2 u pseudopalisadama moze biti dio dinami¢kog
ponasanja ovih stanica, ali moze biti i posljedica hipoksije okolida i posljedi¢ne
nekroze, dakle dinamicki odgovor na lokalni hipoksijski stres [22, 23]. Poznato
je da hipoksija, odnosno smanjena staniCha koncentracija kisika, potiCe
prekomjernu ekspresiju i transkripcijsku aktivnost HIF-1a (od engl. hypoxia
inducible factor) i HIF-2a Sto dovodi do poveane ekspresije prijenosnika
glukoze, glikolitickin enzima, eritropoetina, VEGF-a i drugih proteina koji su
ukljuCeni u homeostazu kisika [39, 70, 77, 97, 98]. Posljedica je tijesna
povezanost mikrovaskularne proliferacije s pojavom pseudopalisada [98]. U
stanicama glioblastomskih pseudopalisada opazena je i pojaana izrazenost
IGFBP-2 $to upucuje na zaklju€ak da hipoksija aktivira i ovaj gen [73]. U prilog
pretpostavci da hipoksija u glioblastomu poti€e ekspresiju IGFBP-2 govori i
Cinjenica da hipoksijska ozljeda mozga Stakora ima isti uCinak te aktivira
IGFBP-2 [99].

U naSem je istraZivanju pojaCana imunoreaktivhost IGFBP-2 u stanicama
pseudopalisada opazena u 71% tumora s ovim morfoloSkim obiljeZjem.
Izrazenost IGFBP-2 takoder korelira s prisutnoS¢u pseudopalisada (R2=0,346)

Sto upucuje na povezanost izrazenosti IGFBP-2 i pojave pseudopalisadirajucih
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nekroza. Prema tome, naSa opazanja potvrduju povecanu izrazenost IGFBP-2
u stanicama glioblastomskih pseudopalisada i upucCuju na povezanost

izrazenosti IGFBP-2 s pojavom pseudopalisada.

5.4 Obrazac neovaskularizacije u odnosu na MVD

U ovom smo radu korelirali i prevladavaju¢e obrasce neovaskularizacije s
gustocom novostvorenih krvnih zila. Gusto¢a novostvorenih krvnih zila u nasem
materijalu korelira s brojem glomeruloidnih tjeleSaca (p=0,030) i sa zbirom
bodova morfoloskih obiljeZja bizarne angiogeneze (p=0,006). Tumori s
prevladavaju¢im klasi€nim obrascem neovaskularizacije imaju statisticki
znacajno maniji broj novostvorenih krvnih Zila od tumora s prevladavajuéim
bizarnim obrascem (p=0,0102) Ovi su rezultati opreCni rezultatima Birnera i
suradnika prema kojima je gustoa novostvorenih krvnih Zila bila statisticki
znacajno vec¢a u tumorima s klasi¢nim obrascem neovaskularizacije (medijan
118, raspon 25-256) nego u tumorima s bizarnim obrascem neovaskularizacije
(medijan 78, raspon 10-407)(p=0,026) Sto mozZemo pojasniti razli€itim
definicijama prevladavaju¢eg obrasca neovaskularizacije koji su koristeni u
njihovom i nasem radu [20]. U tumora plu¢a nemalih stanica nema statisticki
znaCajne razlike izmedu prosjeCne gustoée tumorskih krvnih Zila tumora s
glomeruloidnom mikrovaskularnom proliferacijom i onih bez nje (p=0,676) [28].
Razlike u prosjeCnoj gustoCi novostvorenih krvnih Zila nema ni izmedu
glioblastoma sa (148 zila/mm?) i bez glomeruloidne mikrovaskularne

proliferacije (157 Zila/mm?) [27].

MorfoloSka obiljezja bizarne angiogeneze koriStena u naSem radu kao $to su
krvoZilni vijenci, vaskularne nakupine i glomeruloidna tjeleSca ne Kkoreliraju
medusobno $to nam govori da se radi o medusobno nezavisnim morfoloSkim

pokazateljima angiogeneze.

Koreliranje dobi s morfoloSkim obiljezjima bizarne angiogeneze pokazuje da
dob negativho korelira s brojem glomeruloidnih tjeleSaca i zbirom bodova

morfoloSkih obiljeZja bizarne neovaskularizacije Sto znaci da stariji bolesnici
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imaju slabije izrazenu bizarnu neovaskularizaciju. Glomeruloidnu vaskularizaciju
medutim Swieszewska-lzycka i suradnici statistiCki znacajno ¢eS¢e nalaze u

starijih osoba [27].

5.5 Prognostic¢ki znacaj istrazivanih varijabli

Glioblastom je jedan od najzlo¢udnijih, ako ne i najzlo¢udniji tumor u Covjeka.
Medijan prezivljenja oboljelih od glioblastoma iznosi 12-14 mjeseci neovisno o
primijenjenom kirurSkom i/ili onkoloskom lije€enju [9]. Unato€ tome 3-5%

bolesnika prezivi duze od 3 godine [100].

Do sada utvrdeni prognosticki ¢imbenici kod glioblastoma jesu metilacija
promotora O6-metilgvanin-DNK-metil-transferaze, dob bolesnika, Karnofsky

status i opseznost resekcije (>98%) tumora [101, 102]

Na klinicke terapijske odluke prezivljenje bolesnika oboljelih od glioblastoma
klju¢nu ulogu ima to¢na dijagnoza tumora. MorfoloSke klasifikacije tumora
predstavljaju pokusaj da se kontinuitet bioloSkih promjena sa svojim
morfoloskim korelatom razvrsta u odredene prognosticki i terapijski relevantne
skupine. Time se dobiva provizorni okvir unutar kojega opet postoji kontinuitet
morfoloskih promjena. Kako bismo unutar tako morfoloski definiranih skupina
tumora bolje prepoznali razlike u prezivljenju, potrebni su nam novi i
vjerodostojniji, molekularno-genetski ili imunohistokemijski, prognosticki
obiljezivaci. Prema tome, kombinacija dodatnih obiljeZiva¢a, kao sto su to
IGFBP-2 ili IGFBP-5, uz klasifikaciju Svjetske zdravstvene organizacije treba
nam omoguciti prepoznavanje terapijski i prognosticki razliCitih podskupina

glijalnih tumora [70].

5.5.1 Prognostic¢ki zna€aj izrazenosti IGFBP-2 i IGFBP-5

Izrazenost IGFBP-2 u skupini bolesnika oboljelih od anaplasti¢kih glioma otkriva
podskupinu  bolesnika s loSijom prognozom [70]. Na taj nacin
imunohistokemijska analiza izrazenosti IGFBP-2 dopunjava histopatolosko

stupnjevanje tumora donoseci dodatne prognosti¢ke podatke.
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Dosadasnji rezultati upu€uju na to da je izrazenost IGFBP-2 povezana s loSijom
prognozom bolesnika oboljelih od glioblastoma. Tako je, primjerice, snazna
ekspresija IGFBP-2 povezana s progresijom tumora i kraéim prezivljenjem
bolesnika s difuznim astrocitomima [103]. Bolesnici s IGFBP-2 negativhim
tumorima prosje€no su prezivieli 75 mjeseci, dok su bolesnici s IGFBP-2
pozitivnim tumorima prosjecno prezivjeli 23 mjeseca [103]. Univarijantna analiza
prezivlienja pokazala je statistiCcki znaCajnu povezanost izmedu izrazenosti
IGFBP-2 i prezivljenja u kombiniranoj skupini anaplastickih astrocitoma i
glioblastoma [103]. Istovremena prekomjerna izrazenost EGFR/IGFBP-2/HIF-
2A gena izrazito je povezana s gliomima velike zlocudnosti i kracim

preZivljenjem [104].

Medu nasim bolesnicima nema statistiCki znacajne razlike u preZivljenju izmedu
bolesnika s razli¢itom izrazeno3¢u IGFBP-5 i IGFBP-2. No, prema rezultatima
univarijantne analize bolesnici bez ekspresije ili slabom ekspresijom IGFBP-2
(5% stanica) prezive statisticki znaCajno krace od onih s vecom ekspresijom
IGFBP-2 (5% stanica). Ti su rezultati proturjeCni rezultatima McDonalda i
suradnika na seriji od 143 glioma razliCitog stupnja diferencijacije (astrocitoma,
oligodendroglioma, oligoastrocitoma i glioblastoma) prema kojima bolesnici koji
nisu pokazivali ekspresiju IGFBP-2 ili je ekspresiju pokazivalo manje od 5%
stanica prezive duze od onih s IGFBP-2 ekspresijom u vise od 5% tumorskih
stanica [70]. Ako kao dugo prezivljenje definiramo ono koje je duze od 3 godine,
tada u naSem istrazivanju imamo 2 bolesnika s dugim prezivljenjem (1748 i
2272 dana) Ciji tumori nisu pokazivali ekspresiju ni IGFBP-2 ni IGFBP-5. Sli¢no
opazanje zabiljeZeno je i u radu McDonalda i suradnika koji su dugo prezivljenje
uoCili u 4/52 glioblastoma, i to medu bolesnicima ¢iji tumori nisu pokazivali
ekspresiju IGFBP-2 [70].

Multivarijantna analiza medutim pokazuje da medu analiziranim varijablama, a
to su dob, gusto¢a novostvorenih krvnih Zila, zbir bodova morfolo$kih obiljezja
bizarne angiogeneze, izrazenost IGFBP-2 i IGFBP-5, jedino dob statistiCki
znacajno utjeCe na prezivljenje tako da stariji bolesnici prezive kra¢e od mladih

bolesnika. To je u skladu s rezultatima McDonalda i suradnika prema cijim
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rezultatima multivarijantne analize na prezZivijenje glioma razli€itog stupnja
diferenciranosti znac¢ajno utjeCu dob bolesnika i ekspresija IGFBP-2 u viSe od
5% tumorskih stanica [70]. Prema rezultatima univarijantne analize Santosha i
suradnika na prezivljenje oboljelih od glioblastoma utje€u dob bolesnika te
postotak IGFBP-2, IGFBP-3 i IGFBP-5 pozitivnih stanica, ali u multivarijantnoj
analizi prognosti¢ki znacaj imaju samo dob bolesnika i postotak IGFBP-3

imunoreaktivnih stanica [73].

5.5.2 Prognostic¢ki znac¢aj morfoloskih pokazatelja angiogeneze

Prognosti¢ki znac€aj glomeruloidne mikrovaskularne proliferacije i gustoée
novostvorenih krvnih Zila odredivan je u razliCitim tumorima pri ¢emu se
pokazalo da je kvantitativno odredivanje stupnja vaskularizacije neovisan
prognosti¢ki ¢imbenik u mnogima od njih [105-112]. Gusto¢a novostvorenih
krvnih Zila prognostiCki je znaCajna kod raka dojke i prostate te hematoloskih
zlocudnih bolesti, ali ne i kod raka plu¢éa i mokraénog mijehura [113].
Multivarijantna je analiza pokazala da je kod melanoma, raka dojke i prostate,
ali ne i endometrija glomeruloidna, mikrovaskularna proliferacija bolji
prognosti¢ki ¢imbenik i predskazatelj ishoda bolesti od gustoce novostvorenih
krvnih Zila [25]. Bolesnici oboljeli od tumora pluca nemalih stanica s
glomeruloidnom mikrovaskularnom proliferacijom kra¢e prezive od onih kod
kojih ona nije prisutna (multivarijantna analiza) [28]. Prema tome bi
glomeruloidna mikrovskularna proliferacija mogla predstavljati agresivniji oblik

angiogeneze [25].

Gustoéa novostvorenih krvnih Zila pokazala se prognostickim pokazateljem
duZine poslijeoperacijskog prezivljenja i u bolesnika s astroglijalnim tumorima
mozga [114]. Na prognostiCki znacaj nekroze i mikrovaskularne proliferacije u
glijalnim tumorima upucuje rad McDonalda i suradnika koji su skupinu od 142
glioma (oligodendrogliomi, astrocitomi, oligoastrocitomi razliitog stupnja
diferencijacije i glioblastomi) podijelili u dvije podskupine. Jednu su €inili tumori
s nekrozom i mikrovaskularnom proliferacijom, a to su po definiciji SZO-a

glioblastomi, dok su drugu skupinu Ccinili glijalni tumori bez nekroze i

62



mikrovaskularne proliferacije. U prvoj je podskupini pet godina preZivjelo samo
10% bolesnika, dok je u drugoj pet godina prezivjelo 80% bolesnika. Ekspresija
IGFBP-2 gena uz to se pokazala kao najbolji razlikovatelj ovih dvaju skupina

glioma [70].

Leon i suradnici utvrdili su da je gustoca novostvorenih krvnih Zila prognosticki
pokazatelj poslijeoperacijskog prezivljenja u oboljelih od astroglijalnih tumora,
ali nagladavaju da bi velika raznolikost tumorske vaskularizacije mogla ograniciti
rutinsku primjenu ove metode mjerenja angiogeneze [114]. Behrem i suradnici
univarijantnom analizom dokazuju da bolesnici s manjom gustocom
novostvorenih krvnih Zzila, koje su imunohistokemijski obiljezene CD105
protutijelom, statisticki znaajno duze prezive (medijan preZivljenja=292 dana)
nego bolesnici s vecom gusto¢om novostvorenih krvnih Zila (medijan
prezivljenja=135 dana) [88]. Slicne rezultate ima i Yao sa suradnicima i prema
njima bolesnici s astrocitomima male zlo¢udnosti i glioblastomima koji imaju
manju gustocu novostvorenih krvnih Zila duzZe preZive od onih s vecom

gustocom novostvorenih krvnih Zila [86].

Birner i suradnici su na temelju prisutnosti i brojnosti glomeruloidnih tjeleSaca,
krvozilnih nakupina i krvozilnih vijenaca definirali dva prevladavajuc¢a vaskularna
obrasca u glioblastomu. To su bizarni i klasi¢ni obrazac neovaskularizacije koji,
prema njihovim rezultatima multivarijantne analize preZivljenja, imaju neovisan
prognosti¢ki znacaj kod zlo¢udnih glioma. Zanimljivo je da u radu Birnera i
suradnika tumori s klasi¢nim obrascem neovaskularizacije imaju statistiCki
znacCajno CesSce jaku ekspresiju VEGF-a nego tumori s bizarnim obrascem
neovaskularizacije. Budu¢i da eksperimentalni podatci upuc€uju na to da je
VEGF neposredno odgovoran za pojavu mikrovaskularne proliferacije [24], bilo
bi za oCekivati da su tumori s bizarnom angiogenezom ¢eSCe povezani sa

snaznom ekspresijom VEGF-a.

Birner i suradnici univarijantnom analizom dokazuju da bolesnici s
prevladavajuéim klasi¢nim obrascem neovaskularizacije duze prezive (medijan

prezivlienja=401 dan) od bolesnika s prevladavaju¢im bizarnim obrascem
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neovaskularizacije (medijan prezivljenja=350 dana), pri ¢emu prevladavajuci
klasiCni obrazac neovaskularizacije ostaje neovisan prognosticki ¢Cimbenik i u
multivarijantnoj analizi (Coxova regresijska analiza). Udio bolesnika koji su
prezivieli godinu dana medu bolesnicima s klasiénim obrascem
neovaskularizacije (53%) bio je takoder statistiCki zna¢ajno vec¢i nego medu
bolesnicima s bizarnim obrascem neovaskularizacije (44%). Zbog toga oni
zaklju€uju da prevladavajuci krvoZilni obrazac utje€e na klini¢ki ishod bolesti.
Bolja prognoza bolesnika s klasiénim obrascem neovaskularizacije pokuSava se
objasniti  boljim pristupom kemoterapije i ucinkovitjom dopunskom
radioterapijom [20]. Bizarni obrazac angiogeneze oni smatraju kasnim,
sekundarnim zbivanjem koje ne uspijeva spasiti tumorsko tkivo od hipoksijom
uzrokovane smrti. Po toj su pretpostavci glioblastomi s bizarnom
neovaskularizacijom prerasli svoje krvne Zile, za razliku od onih s klasichom

angiogenezom Cija vaskularizacije prati rast tumora [20].

Onguru i suradnici u svom radu navode da gusto¢a novostvorenih krvnih Zila u
univarijantnoj analizi korelira s loSom prognozom glioblastoma, ali da u
multivarijantnoj analizi nema nikakvog prognostickog upliva. To vrijedi i za
krvozilni, klasicni ili bizarni, obrazac neovaskularizacije [115]. Isto tako gustoca
novostvorenih krvnih Zila i obrazac neovaskularizacije ne utjeCu na preZivljenje

bolesnika s ependimomom [34].

Preusser i suradnici zakljuCuju da zbog male unutarpromatracke sukladnosti
mjerenje gustoée novostvorenih krvnih  Zila i odredivanje obrasca
neovaskularizacije u oboljelih od glioblastoma imaju vrlo ograni€enu Kklini¢ku

primjenu kao prognosticki Cimbenici [35].

Prema nasSim rezultatima prezZivljenje oboljelih od glioblastoma ne korelira s
gustocom novostvorenih krvnih zila, s pojedinim morfoloSkim pokazateljima
bizarne neovaskularizacije ni s zbirom bodova morfoloskih obiljezja bizarne
neovaskularizacije. Prema tome, pokazatelji glioblastomske vaskularizacije

koriSteni u ovom radu nemaju prognostic¢ki znacaj.
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Jedino ispitivano obiljezje koje je u multivarijantnoj analizi povezano s
prezivljenjem jest dob bolesnika koja je vazan prognosticki ¢Cimbenik u oboljelih
od glioblastoma [116]. Ona negativno korelira ne samo s prezivljenjem vec€ i s
brojem glomeruloidnih tjeleSaca i ukupnim zbirom bodova morfoloskih obiljeZja
bizarne neovaskularizacije. 1z toga bi se moglo zakljuCiti da stariji bolesnici
imaju slabije izrazena morfoloSka obiljezja bizarne neovaskularizacije. Buduci
da oni prezive krace od mladih osoba, namece se pretpostavka da je klasi¢na
angiogeneza, za razliku od bizarne, funkcionalna i da u veéoj mjeri doprinosi
odrZzanju i progresiji tumora, a time i kracem prezivlenju od bizarne

angiogeneze [20].

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da izrazenost IGFBP-2 korelira s pojavom
pseudopalisada te bizarnom neovaskularizacijom izrazenom zbirom bodova
morfoloSkih obiljezja (glomeruloidna tjeleSca, krvozilni vijenci, vaskularne
nakupine) bizarne neovaskularizacije. S bizarnom neovaskularizacijom
izrazenom zbirom bodova morfoloSkih obiljeZja bizarne angiogeneze takoder
korelira i gusto¢a novostvorenih krvnih Zila. Navedeno nam posredno potvrduje
pretpostavku da hipoksija (obiljezena pojavom pseudopalisada) poti¢e luenje
IGFBP-2 i VEGF-a koji potom (zajedno ili svaki zasebno ili samo VEGF) poti¢u
bizarnu angiogenezu koja se ocituje specificnim morfoloskim krvozilnim
obiljezjima (glomeruloidna tjeleSca, krvozilni vijenci i vaskularne nakupine) i

gusto¢om novostvorenih krvnih Zila.

S druge strane dob negativho korelira s prezivlenjem i s bizarnom
neovaskularizacijom izrazenom zbirom bodova morfoloSkih obiljeZja bizarne
neovaskularizacije. U multivarijantnoj analizi dob i prisutnost pseudopalisada
imaju statistiCki znaCajan utjecaj na prezivljenje i to na nacin da mladi bolesnici
s pseudopalisadama duZe prezive. Budu¢i da mladi bolesnici s
pseudopalisadama koji duzZe prezive imaju izrazenija obiljeZja bizarne
angiogeneze, to bi govorilo u prilog pretpostavci da je bizarna
neovaskularizacija zapravo nefunkcionalna i ne doprinosi prezivljenju tumorskih
stanica ugrozenih hipoksijom, a Sto ima za posljedicu duze preZivljenje

bolesnika.
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Isto tako s obzirom na to da izrazenost IGFBP-2 i gustoCa novostvorenih krvnih
zila koreliraju s bizarnom neovaskularizacijom izrazenom zbirom bodova
morfoloskih obiljezja bizarne angiogeneze, a ne s prevladavajuéim vaskularnim
obrascem (Ciji se izraun ionako izvodi iz brojnosti pojedinih morfoloskih
obiljezja bizarne angiogeneze) misljenja smo da je za procjenu angiogeneze u
glioblastomu bolji pokazatelj zbir bodova morfoloskih obiljezja nego vaskularni

obrazac.

Navedene pretpostavke u ovom istraZivanju ne mozemo statistiCki dokazati jer
se u gore navedenim primjerima radi o vrlo blagim bioloskim povezanostima
koje se u multivarijantnoj analizi prezivljenja poniStavaju, a ne pojavljuju kao
aditivne. Dodatni je problem mali ukupni uzorak u kojem su odredene
podskupine koje se pojavlijuju u uzorku vezano uz neka od obiljezja
(pseudopalisade, izrazenost IGFBP-2, dob, MVD, klasi¢ni/bizarni obrazac, spol)
vrlo neujednacene te postoji velika Sansa da razlike koje se pojavljuju budu
sluCajne. Zbog toga bi navedene pretpostavke trebalo dodatno istraziti uz

ciljanu usmjerenost na pojedina od navedenih pitanja.
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6 ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata i njihove rasprave moze se zakljuciti:

1. IGFBP-2, ali ne i IGFBP-5, prekomjerno je izrazen u glioblastomu.
Izrazenost IGFBP-2 nalazi se u 75% glioblastoma, dok se izrazenost
IGFBP-5 nalazi samo u 30% glioblastoma.

2. lzrazenost IGFBP-2 ne korelira s gustocom novostvorenih krvnih Zila kao ni
izrazenost IGFBP-5.

3. lzrazenost IGFBP-5 ne korelira ni s izrazeno$¢u morfolodkih obiljezja
bizarne neovaskularizacije (vaskularne nakupine, krvoZilni vijenci,
glomeruloidna tjeleSca) ni s prevladavajuéim obrascem angiogeneze

(klasi€ni i bizarni) ni s prisutno$¢u pseudopalisada.

4. lzraZzenost IGFBP-2 negativno korelira s prevladavaju¢im klasi€énim
obrascem neovaskularizacije, a pozitivno s pojedinim morfoloSkim
obiljezjima bizarne neovaskularizacije (vaskularne nakupine, zbir bodova
morfoloSkih  obiljeZzja  bizarne  neovaskularizacije) te prisutno$cu

pseudopalisada.

5. Gusto¢a novostvorenih krvnih zila korelira s prevladavajuéim bizarnim
obrascem neovaskularizacije te s pojedinim morfoloSkim obiljezjima bizarne
neovaskularizacije (glomeruloidna tjeleSca, zbir bodova morfoloSkih obiljezja

bizarne neovaskularizacije).

6. Niti jedan morfoloski pokazatelj angiogeneze koriSten u ovom istrazivanju
(gustoca novostvorenih krvnih zila, morfoloSki obrazac neovaskularizacije)
nema statistiCki znaCajan utjecaj na prezivlenje bolesnika oboljelih od

glioblastoma.

7. Rezultati univarijantne analize pokazuju da statistiCki znaCajan utjecaj na
prezivljenje ima izrazenost IGFBP-2 u viSe od 5% tumorskih stanica (Z =-
2,120, p=0,034, Kaplan-Meier) i to na nacin da bolesnici bez IGFBP-2
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imunoreaktivnih stanica i oni s malim brojem (<5%) imunoreaktivnih stanica
prezive krace od onih s vec¢im brojem imunoreaktivnih tumorskih stanica
(>5%) (Kaplan-Meier).

8. Rezultati univarijantne analize pokazuju da statistiCki znacajan utjecaj na
prezivljenje ima i prisutnost pseudopalisada u tumoru i to na nacin da duze
prezive bolesnici u Cijim se glioblastomima nalaze pseudopalisade (Z = -
2,0358; p=0,0418, Kaplan-Meier).

9. Rezultati Coxove regresijske analize proporcionalnih hazarda za prezivljenje
pokazuju da statistiCki znaCajni utjecaj na preZivljenje bolesnika imaju dob
bolesnika (t=2,823, p=0,004) i prisutnost pseudopalisada (t=-2,109,

p=0,034) i to na nacin da duze prezive mladi bolesnici.

10.Dob bolesnika negativho korelira s pojedinim morfoloSkim obiljezjima
bizarne angiogeneze (glomeruloidna tjeleSca, zbir bodova morfoloskih

obiljezja bizarne angiogeneze).

Hipoteza ovog istraZivanja bila je da ekspresija IGFBP-2 pozitivho, a IGFBP-5
negativno korelira s gusto¢om novostvorenih tumorskih krvnih Zila i morfoloskim
obrascem neovaskularizacije, te da ove korelacije u odnosu na prezivljenje

imaju prognosticki znacaj u oboljelih od glioblastoma.

Na temelju dobivenih rezultata mozZemo zakljuCiti da ekspresija IGFBP-2
korelira s morfolodkim obrascem neovaskularizacije, ali ne i gustocom
novostvorenih krvnih Zila. Ekspresija IGFBP-5 ne korelira ni s morfoloSkim
obrascem neovaskularizacije ni s gustocom novostvorenih krvnih Zzila. Statisticki
znacCajan utjecaj na preZivljenje u univarijantnoj analizi ima izraZzenost IGFBP-2
u >5% tumorskih stanica i prisutnost pseudopalisada, dok u multivarijantnoj
analizi statistiCki znaCajan utjecaj na prezivljienje imaju dob bolesnika i

prisutnost pseudopalisada.
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7 SAZETAK

Glioblastom je najzlocudniji, najbolje vaskularizirani i naj¢eS¢i primarni tumor
mozga. IGFBP-2 i IGFBP-5 proteini su koji, djeluju¢i samostalno ili u okviru IGF
sustava, imaju znacCajnu ulogu u zloc¢udnoj progresiji astroglijalnih tumora.
Odnos izrazenosti ovih proteina i VEGF-a upucuje na to da IGFBP-2 potice, a
IGFBP-5 sprjeCava angiogenezu. Na temelju toga mozZe se pretpostaviti da
izrazenost IGFBP-2 pozitivno, a IGFBP-5 negativnho korelira s gusto¢om
novostvorenih tumorskih krvnih Zila i morfoloSkim obrascem neovaskularizacije,
te da ove korelacije u odnosu na preZivljenje imaju prognosticki znacaj u

oboljelih od glioblastoma.

Kako bi se ispitala navedena hipoteza u ovom se radu na 56 patohistoloskih
uzoraka glioblastoma imunohistokemijskom metodom odredila izrazenost
IGFBP-2 i IGFBP-5, izmjerila se gusto¢a novostvorenih krvnih Zila i odredio

prevladavajuci obrazac neovaskularizacije.

Dobiveni rezultati pokazuju da veclina glioblastoma pokazuje povecanu
izrazenost IGFBP-2 (75%), ali ne i IGFBP-5 (30%). lzrazenost IGFBP-5 ne
korelira ni s gustocom novostvorenih krvnih Zzila ni s morfoloSkim obrascem
neovaskularizacije i nema prognosti¢kog znacaja. Izrazenost IGFBP-2 korelira s
pojavom tumorskih pseudopalisada i s bizarnim obrascem neovaskularizacije.
Statisticki znalajan utjecaj na prezivlienje u univarijantnoj analizi imaju
izrazenost IGFBP-2 u >5% tumorskih stanica i prisutnost pseudopalisada, dok u
multivarijantnoj analizi statistiCki znaCajan utjecaj na prezivljenje imaju dob

bolesnika i prisutnost pseudopalisada.
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8 SUMMARY

Correlation of IGFBP-2 and IGFBP-5 expressions with the
markers of angiogensis in glioblastoma and their prognostic

significance

Glioblastoma is the most malignant, the best vascularised and the most
frequent primary brain tumor. IGFBP-2 and IGFBP-5 through their IGF-
dependent and IGF-independent actions might have a significant role in
anaplastic progression of astroglial tumors. The relationship between the
expressions of these proteins and VEGF suggests the proangiogenic role for
IGFBP-2 and antiangiogenic role for IGFBP-5. This is the basis for our
hypothesis that IGFPB-2 expression positively and |IGFBP-5 expression
negatively correlate with the microvessel density and vascular patterns and that

these correlations have prognostic impact in glioblastoma patients.

To test this hypothesis we will immunohistochemically determine IGFBP-2 and
IGFBP-5 expression, microvessel density and vascular patterns on 56

glioblastoma biopsy samples.

Our results show IGFBP-2 expression in most glioblastomas (75%) and IGFBP-
5 expression in only 30% tumors. IGFBP-5 expression does not correlate with
the microvessel density or with morphological pattern of neovascularisation and
has no prognostic value. IGFBP- 2 expression correlates with the presence of
palisading necrosis and with the presence of bizarre pattern of
neovascularisation. IGFBP-2 immunoreactivity in more than 5% of tumor cells
and the presence of palisading necrosis were prognostically significant in
univariant analysis while in multivariant analysis only a patient’s age and the

presence of palisading necrosis remained statistically significant.

Leo Pazanin, Zagreb, 2011.
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10 ZIVOTOPIS

Roden sam u Splitu 11. travnja 1958. godine. U rodnom gradu zavrSio sam
gimnaziju Ciro Gamulin 1976. godine. Na Medicinskom fakultetu Sveugilista u
Zagrebu diplomirao sam 17. veljate 1982. godine s prosjekom ocjena 4,40. Od
1982. do 1989. godine radio sam u Centru za medicinske znanosti Klini¢kog
bolnickog centra Zagreb. Od 20.11.1989. godine bio sam specijalizant
patoloske anatomije na Zavodu za neuropatologiju Klinickog bolnickog centra
Zagreb. Za vrijeme specijalistiCkog staza zavrSavam poslijediplomski studij iz
podru¢ja Kemija (biokemija) na Prirodoslovno-matemati¢kom fakultetu
Sveucilista u Zagrebu. Dana 4. prosinca 1991. godine zavrSio sam program
poslijediplomskog studija za znanstveno usavrSavanje iz podruCja Kemija
(Biokemija) u trajanju od Cetiri semestra i obranio magistarski rad pod naslovom
"Odnos vimentina i GFA proteina u nekim neuroektodermalnim tumorima"
(mentor prof. D. Jadro-Santel) te stekao struéni naziv magistra prirodnih

znanosti iz podruc¢ja kemije (biokemije).

SpecijalistiCki ispit iz patoloSke anatomije poloZio sam 19. prosinca 1994.
godine. Potom zasnivam radni odnos na radnom mijestu lije€nika specijaliste
patologa na Zavodu za neuropatologiju Klinickog zavoda za patologiju Klini¢kog
bolnickog centra Zagreb. Tijekom rada na Zavodu za neuropatologiju, uz
rieSavanje rutinskog bioptickog i obdukcijskog programa, radim posebice na
elektronsko-mikroskopskoj dijagnostici neuromuskularnih i neurodegenerativnih
bolesti. Aktivno sam sudjelovao u realizaciji projekta "Neuromuskularne bolesti
u djece" (broj projekta 214101) prof. Nine BariSi¢ i projekta "Genetsko i
epidemiolosko istrazivanje miSi¢nih distrofija u Hrvatskoj" (broj projekta 108041

prof. Nine Canki-Klain.

Odlukom Fakultetskog vije¢a Medicinskog fakulteta od 30.travnja 1997. godine
izabran sam u suradni¢ko zvanje naslovni asistent na Katedri za patologiju, za
predmet neuropatologija, a za potrebe dodiplomske i poslijediplomske nastave
iz neuropatologije. Predavanjima iz dijagnostike neuromuskularnih bolesti i

tumora srediSnjeg Ziv€anog sustava sudjelovao sam u poslijediplomskoj nastavi
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iz neurologije, patologije i pedijatrije. Sada radim kao specijalist patolog na
Klinickom zavodu za patologiju ,Ljudevit Jurak® Klinicke bolnice ,Sestre

milosrdnice”.

Clan sam Hrvatskog lijeéniékog zbora i komore, Hrvatskog drustva za patologiju
i sudsku medicinu, sekcije za neuropatologiju te Medunarodnog udruZenja
neuropatologa (International Society of Neuropathology).
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