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1. Uvod

1. UVOD

Glioblastom (GB) je najc¢es¢i primarni tumor mozga u odraslih te ¢ini oko 16 % svih
primarnih tumora mozga i sredidnjeg Zivéanog sustava (SZS) (1). Prosje¢ni vremenski period
prezivljenja glioblastoma kao najagresivnijeg podtipa glijalnih tumora (IV. stupanj) nakon
operacijskog zahvata i onkoloSkog lijeCenja iznosi izmedu 15 do 23 myjeseca, uz ukupno
petogodisnje prezivljenje od samo 6 % (2).

Najcesc¢a anatomska predilekcijska mjesta razvoja glioblastoma su frontalni rezanj (25
%), temporalni rezanj (20 %), parijetalni reZzanj (13 %) 1 okcipitalni reZanj (3 %). lako rijetko,
ostala predilekcijska mjesta razvoja GB najceS¢e su produzena mozdina, mali mozak i
kraljezni¢na mozdina (3).

Prosjecna dob oboljelih iznosi oko 64 godine starosti, no raspon dobi oboljelih ukljucuje
1 djecu. Prema spolnoj raspodjeli, broj oboljelih je nesto vec¢i u muskoj populaciji u omjeru od
1,6:1, a prema rasnoj raspodjeli GB je ¢es¢i u pripadnika bijele rase u odnosu na ostale (1, 4).
Godisnja globalna incidencija gliomskih tumora je oko 6 slucajeva na 100000 stanovnika.
Pojedine nasljedne bolesti, poput neurofibromatoze tip 1 ili tip 2, tuberozne skleroze, Lynch
sindroma, Ollierove bolesti, Maffuccijevog sindroma, Turcot sindroma i Li-Fraumeni sindroma
pridonose povec¢anom genetskom riziku za nastanak glioblastoma, iako tek oko 1% oboljelih
od gliomskih tumora imaju poznatu nasljednu bolest (4). Geografska pojavnost i ucestalost
zlo¢udnih tumora mozga najvisa je u Europi te iznosi oko 5,5 slucajeva na 100000 stanovnika,
a potom slijede Sjeverna Amerika, Sjeverna Afrika, Zapadna Azija te Australija i Novi Zeland.
Najniza incidencija zabiljeZena je u subsaharskoj Africi od samo 0,8 slucajeva na 100000
stanovnika te juzna i srednja Azija i Oceanija, izuzevsi Australiju i Novi Zeland. Varijacije
ukupne ucestalosti uvelike ovise o dostupnosti medicinske skrbi i nadzoru bolesnika, posebice
o uporabi radioloske dijagnostike, kompjuterizirane tomografije (CT, engl. Computed
tomography) 1 magnetske rezonancije (MR, engl. Magnetic resonance), a ¢ijom primjenom je
zabiljezen porast malignih bolesti mozga od sredine 1970-ih (5).

Glijalni tumori su neuroepitelijalnog porijekla nastalih iz glijalnih stanica i stani¢nih
prekursora. Njihova abnormalna proliferacija, invazivnost i metastatski potencijal govori u
prilog njihovom agresivnom i malignom potencijalu. Dva osnovna patohistoloska podtipa
glioma su astrocitomi i1 oligodendrogliomi (6). Trenutne moguc¢nosti lijeCenja tih tumorskih
procesa ukljucuju kirurSki pristup, postoperacijsku iradijaciju i kemoterapiju, iako navedene

opcije lijeCenja pokazuju tek neznatno povecanje ukupnog prezivljenja.
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1.1. Vrste i stupnjevanje glijalnih tumora

Do sada je koristeno nekoliko razli¢itih sustava klasifikacije malignih glioma temeljenih
na histoloskom i molekularnom tipu te prezivljenju. Sustav klasifikacije koji se trenutno koristi
u procjeni malignih glijalnih tumora je klasifikacija Svjetske zdravstvene organizacije (SZO)
prema posljednjoj reviziji iz 2016. godine (6,7).

Prema istoj, astrocitomi su podijeljeni u 4 skupine koje ¢ine pilociticki astrocitom, najcesci
u pedijatrijskoj dobi. Najce$¢i smjeStaj ovog tumora je straznja lubanjska jama. Difuzni
astrocitomi niskog stupnja (LGG, engl. low grade glioma) naj¢esc¢i su u mladoj odrasloj dobi i
koji se naj¢esce manifestiraju epileptickim napadajima. Slijede anaplasticki astrocitomi kao
treci stupanj te glioblastomi kao Cetvrti, najvisi stupanj glijalnih tumora mozga. lako su prema
pojavnosti glijalni tumori III. 1 IV. stupnja najucestaliji, glijalni tumori II. stupnja se takoder
smatraju potencijalno malignima s obzirom na visoki stupanj maligne alteracije,
simptomatologiju i krajnje rezultate lijecenja.

Spomenuti SZO sustav klasifikacije opisuje gliome II. stupnja kao nuklearnu atipiju, visi
stupanj stani¢ne mitoze 1 nuklearnu atipiju kao III. stupanj te mikrovaskularnu proliferaciju 1
nekrozu kao IV. stupanj (slika 1.1.).

S obzirom na podjelu glijalnih tumora, GB su klasificirani kao primarni (de novo) koji se
pojavljuju u starijoj zivotnoj dobi i imaju loSu prognozu ili kao sekundarni koji nastaju

razvojem iz nizih stupnjeva glijalnih tumora u GB (8,9).

Slika 1.1. Karakteristi¢ni izgled patohistoloske obrade glioblastoma hemalaun eozin
bojenjem. Povecanje 40x. Podrucja nekroze (N), krvarenja (K), nakupine tumorskih stanica

(TM st). Mjerilo 200 pm (autorsko djelo).



1. Uvod

1.2. Molekularna Klasifikacija glioblastoma

Genska ekspresija glioblastoma temelji se na Cetiri molekularna podtipa: klasi¢ni,
proneuralni, mezenhimalni i neuralni (10). Navedeni podtipovi koreliraju s genskim
promjenama, prognozom lijecenja te sluze za mogucu procjenu koristi terapije. Klasicni podtip
karakteriziran je ekspresijom receptora epidermalnog ¢imbenika rasta (EGFR, engl. epidermal
growth factor receptor), kao i nedostatkom mutacija u genu za protein p53. Prezivljenje u ovoj
podgrupi nakon primjene terapije je najduze. Proneuralni podtip ¢ini najveéi udio te je povezan
s mutacijama proteina p53, receptora trombocitnog ¢imbenika rasta (PDGFR, engl. platelet-
derived growth factor) 1 izocitrat dehidrogenaze 1 (IDH, engl. isocitrate dehydrogenase). U
ovoj su podgrupi bolesnici znacajnije mlade dobi u usporedbi s drugim podtipovima i
prezivljenje je dulje, no korist od agresivnije terapije nije znacajnije izrazena. Mezenhimalni
podtip ¢ine mutacije gena neurofibromina 1 (NF1), kao i mutacije proteina homologa fosfataze
1tenzina (PTEN, engl. phosphatase and tensin homolog) i gena za protein p53. U ovoj je skupini
prognoza s obzirom na prezivljenje najlosija iako dobrog odgovora na agresivnu kemoterapiju.
Kod neuralnog podtipa ne nalazi se bitnijih genetskih alteracija (9, 11).

Klasifikacijom glijalnih tumora mozga prema reviziji iz 2016. godine, specificirana je
uloga mutacije izocitrat dehidrogenaze 1 kodona 132 ili izocitrat dehidrogenaze 2 (IDH?2)
kodona 172 kao osnovnih dijagnosti¢kih parametara u diferencijaciji difuznih i anaplasti¢nih
astrocitnih glioma te oligodendroglijalnih glioma. Kod potonjih je kodelecija 1p/19q znacajna
za potvrdu patohistoloske dijagnostike. Difuzni sredi$nji gliom (mutacija histona H3-K27M),
kao novi entitet ove raspodjele, definiran je osim tumorskim smjestajem (talamus, mozdano
deblo, ledna mozdina) i mutacijom na kodonu 27 koja rezultira zamjenom lizina metioninom
u histonima H3-3 ili H3-1 (12).

Sredi$nju ulogu u dijagnostici i lijecenju glijalnih tumora zauzimaju mutacije IDH,
kodelecija 1p/19q, mutacija histona H3-K27M, koji su ukljuceni u reviziju SZO, dok je uloga
promotora metilacije O%-metilgvanin DNA metiltransferaze (MGMT), kao &etvrtog
biomarkera vazna u procjeni lije¢enja kemoterapeuticima (13). Status MGMT kao promotora
metilacije dokazuje se metodom lancane reakcije polimerizacije (PCR, engl. Polymerase
chain reaction). Imunohistokemijska potvrda gubitka stani¢ne ekspresije adenozin trifosfat
ovisne helikaze (ATRX, engl. ATP-dependent helicase) u IDH mutiraju¢im gliomima
karakteristi¢na je za astrocitne gliome bez kodelecije 1p/19q. Zadrzavanje stani¢ne ekspresije

ATRX u IDH mutiraju¢ih glioma nalaze ulogu u daljnjoj dijagnosti¢koj obradi 1p/19q
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kodelecije u svrhu razlikovanja IDH mutirajucih astrocitnih glioma od IDH mutirajucih
1p/19q oligodendralnih tumora (7).

Po histoloskoj analizi, daljnji se dijagnosticki slijed sastoji od imunohistokemije
(IHK) za IDH1-R132H mutaciju i gubitak ekspresije proteina stanicne ATRX. IHK se takoder
provodi u mutacija histona H3-K27M za srediSnje difuzne glijalne tumore. Molekularna
analiza provodi se DNA sekvencioniranjem za /DHI mutacije kodona 132 ili /DH?2 mutacije
kodona 172 te za 1p/19q kodelecije metodom PCR. Rezultat mutacije IDH uz gubitak
stani¢ne ekspresije ATRX klasificira se kao IDH mutiraju¢i astrocitni glijalni tumor (7).
te bez preegzistiraju¢eg LGG, imunohistokemijska negativnost za IDH1-R132 ekspresiju je
dovoljna za procjenu klasifikacije tumora u skupinu glioblastoma, IDH-divljeg tipa. U svih
ostalih difuznih glioma, odsutnost imunopozitiviteta za IDH1-R132H nuZno je popratiti
sekvencioniranjem /DH1 i IDH2 u svrhu potvrde ili isklju¢enja IDH mutacija (12, 14).

Takoder, SZO klasifikacijom su u obzir uzeti i klasi¢na tumorska morfologija te
molekularne genomske alteracije u mehanizmu regulacije disrupcije signalnih molekularnih
puteva u rastu stanica, apoptozi (p53), regulaciji metabolizma IDH, regulaciji kromatina i
duljine telomera. Medu relevantnijim genetskim promjenama koje utje€u na razvoj glijalnog
tumora i procjenu preZzivljenja su mutacije gena /DH, od Cega je najceS¢a mutacija IDHI. U
primarnih glioblastoma mutacije gena /DH prisutne su u samo 5 % slucajeva, dok je u
sekundarnih GB ucestalost gotovo 80 % (15 - 18). Prekomjerna ekspresija receptora
epidermalnog ¢imbenika rasta uvjetovana je amplifikacijom gena EGFR koja se pojavljuje u

oko 40 % glioblastoma (19).

1.3. Klini¢ka slika u oboljelih od glioblastoma

U bolesnika s primarnim GB, razvoj klini¢kih simptoma nastaje akutno i tegobe su izraZzene
u prosjeku od tri do Sest mjeseci, odnosno do radioloske ili patohistoloske verifikacije
tumorskog procesa, dok u bolesnika u kojih se GB razvio iz glijalnih tumora nizeg stupnja,
klini¢ki simptomi mogu perzistirati mjesecima. Nagli nastanak simptoma u bolesnika s GB
moze imitirati klinicku sliku mozdanog udara, iako se najceS¢e simptomi prikazuju trima
- izravnim uc¢inkom u kojem je mozgovni parenhim razoren nekrozom te se klinicka slika

prezentira fokalnim neuroloskim ispadom. Simptomi ovise o anatomskoj lokaciji GB;



1. Uvod

- sekundarni ucinci kao posljedica povisenog intrakranijskog tlaka kao izravna posljedica
postupne progresije rasta tumorskog tkiva prac¢enog perifokalnim edemom te pomakom
centralnih mozgovnih struktura. Klinicka slika rezultira glavoboljom kao naj¢eS¢im
simptomom u 30 — 50 % oboljelih, kao 1 povra¢anjem i edemom papile vidnog Zivca;

- ovisno o anatomskom smjestaju tumora, u 20 — 40 % bolesnika klinicka se slika

prezentira epileptickim napadajima (20 - 22).

Prema navedenim znacajkama, klinicki simptomi kod bolesnika oboljelih od glijalnih
tumora mozga uvelike ovise o veliini tumorske promjene, njezinoj lokaciji 1 brzini rasta.
Tipican radioloSki nalaz MR obrade za GB je osim centralne nekroze tumora i1 aktivne periferije
1 peritumorski edem mozga. Osim u GB, ova se radioloska slika peritumorskog edema najcesce
javlja kod metastatskih tumora mozga i kod limfoma mozga. Osim histoloSkog tipa tumora i
njegove veli¢ine, pojava edema znacajna je ukoliko potiskuje “elokventne” regije mozga, a koje
su definirane regije od funkcijskog znacaja mozga ¢ija oStecenja dovode do znacCajnih
neuroloskih ispada, a u iste se ubrajaju: primarni motorni korteks (precentralni reZanj), primarni
somatosenzorni rezanj (postcentralni rezanj), primarni vidni i slu$ni korteks, Brocino podrucje
koje obuhvaca operkularni i triangularni dio frontalnog reznja te Wernickovo podrucje. Osim
navedenih klini¢kih simptoma, ostali simptomi ukljucuju gubitak pamcenja te psihoorganske
promjene. Uobicajeno, prijeoperacijska neurokognitivna procjena temelji se na procjeni opéeg
tjelesnog stanja bolesnika prema Karnofsky procjeni (KPS, engl. Karnofsky perforamnce scale)
ili ECOG skali (engl. Eastern Cooperative Oncology Group), a takoder vrlo Ccesto
upotrebljavani test je 1 test minimalne mentalne procjene (MMSE, engl. mini-mental state

examination) (23, 24).

1.4. RadioloSka analiza glioblastoma

Primarna radioloska obrada odnosi se na kompjuteriziranu tomografiju (CT) na kojoj se
GB prikazuje heterodenzno sa zonama krvarenja, nekroze ili cisticnih promjena. Anaplasti¢ni
astrocitom (AA) prikazuje se na CT obradi kao promjena nizeg denziteta s nejasnim granicama
prema zdravom mozgovnom parenhimu i posljedicnim edemom (25). Oligodendrogliomi se
prikazuju hipodenzno sa zonom kalcifikacije (26).

Magnetska rezonancija (MR) je radioloska tehnika izbora za procjenu veli¢ine i opsega
glijalnih tumora. MR obradom, GB 1 AA pokazuju znacajnu heterogenost te imbibiraju

gadolinij - AA u nesSto manjoj mjeri, 30 — 50 % ne imbibira kontrast, tj. ne zapaza se porast
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koncentracije primijenjenog kontrastnog sredstva, dok se kod GB tek u oko 5 % slucajeva ne
zapaza imbibicija kontrasta (27). Za GB je znacajna prstenasta zona imbibicije s centralnom
zonom nekroze, kao i Sirenje tumorske tvorbe bijelom tvari, uklju¢uju¢i Zuljevito tijelo (lat.
corpus callosum) te prednje i straznje komisure. Sirenje glijalne tumorske tvorbe (GB)
mediosagitalnim presjekom naziva se leptirastim Sirenjem (engl. ,, butterfly” glioma). MR
obrada uz primjenu kontrastnog sredstva ne prikazuje u cijelosti opseg tumorskog Sirenja
glijalnog tumora visokog stupnja, a s obzirom na izuzetno visoki infiltrativni potencijal stanica
istog koji se verificira patohistoloSkom obradom. MR obrada je u tom slucaju nedostatna te se
maksimalna zona resekcije u planiranju operacijskog zahvata odreduje T2 sekvencom metode
potiskivanja signala tekuc¢ine (FLAIR, engl. 72/fluid-attenuated inversion recovery). Prema toj
radioloskoj tehnici, trenutni standard onkoloSkog lijeCenja je zona od dva centimetra difuzno
infiltrativnih stanica u odnosu na zonu imbibicije kontrastom (28). Osim spomenutih metoda,
u planiranju operacijskog pristupa, primjena intraoperacijske MR, pomazu i difuzijsko-
tenzorsko snimanje (DTIL, engl. diffusion tensor imaging), kao i funkcijska magentska
rezonancija (fMRI, engl. functional magnetic resonance imaging) kojima se jasnije oznacava
elokventna regija kao $to su centri za govor 1 motoriku te asocijativna vlakna (29, 30).
Magnetno rezonantna spektroskopija (MRS, engl. magnetic resonance spectroscopy) je
metoda mjerenja koncentracije metabolita kojima se diferenciraju zone aktivnog tumorskog
tkiva. Glijalni tumori visokog stupnja pokazuju relativni porast kolina (Cho, engl. choline)
povezanog sa sintezom stani¢ne membrane te snizenje N-acetil aspartata (NAA) znacajnim za
neurone (31). Pozitronska tomografija (PET, engl. Positron-emission tomography) Koristi
nekoliko aktivnih tvari kao sto su fluorodeoksiglukoza (FDG), fluorotimidin (FLT) i
dihidroksifenilalanin (DOPA), kojima se dijagnosticira maligni potencijal tumorske promjene,
a pomaze u planiranju resekcije, stereotaksijske biopsije, radioterapije 1 pracenja odgovora na

terapiju (32).

1.5. Prognosti¢ki ¢imbenici u lijeenju glioblastoma

Osim histoloske i molekularne klasifikacije, klinicki prognosticki ¢imbenici u lijecenju
glioblastoma uklju¢uju demografske osobine: dob i spol bolesnika te prijeoperacijsku
evalucaiju bolesnika koja se zasniva na Karnofsky performance skali (KPS) ili ECOG skali. S
obzirom na KPS, operacijski zahvat indiciran je u bolesnika kod kojih je vrijednost KPS 70 ili

veca (tablica 1.1.) Modaliteti lijeCenja ukljuCuju operacijski zahvat i poslijeoperacijsku
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radiolosku procjenu opsega tumorske resekcije (EOR, engl. extent of resection) kao i
konkomitantno radiolosko i kemoterapijsko lijeCenje. Opseg zahvata procjenjuje se kao
maksimalna resekcija (GTR, engl. gross total resection), subtotalna resekcija (SR, engl.
subtotal resection), parcijalna resekcija (PR, engl. partial resection) ili biopsija (33). Biopsija
u glioblastoma provodi se u sluc¢ajevima kada je anatomski smjeStaj tumorskog procesa
nepovoljan te kada postoji potreba za nastavkom konzervativnog lijecenja u tih bolesnika.
Primjer takvih postupanja je u sluCajevima ekstenzivnog Sirenja glioblastoma na obje
mozgovne hemisfere, najeS¢e putem zuljevitog tijela (lat. corpus callosum), a §to se
kolokvijalno naziva leptirastim Sirenjem (engl. butterfly) (34). U navedenom slucaju, potvrdom
radioloskih znakova glioblastoma, kirurSki pristup je kontraindiciran, a za definitivhu je
dijagnostiku neophodna manje invazivna procedura u smislu stereotaksijske biopsije.
Metilacija enzima OS-metilgvanin metiltransferaze (MGMT) kao enzima popravka
DNA je od izrazitog znacaja kao prognosticki biomarker u procjeni ukupnog prezivljenja (OS,
engl. overall survival) i prezivljenja bez progresije bolesti (PFS, engl. progression-free
survival). MGMT gen smjeSten je na kromosomu 10g26.3 ukupne duljine od 300.437 parova
baza (bp, engl. base pair) (35, 36). MGMT gen kodira protein za popravak oStecenja DNA koji
uklanja alkiliraju¢e agense S§to rezultira rezistencijom na kemoterapiju, dok je uloga
temozolomida (TMZ) suprotna; TMZ je alkilirajuce sredstvo koje oste¢uje DNA dodavanjem
metilnih skupina u polozaje gvanina N7 1 O6 1 polozaj adenina N3. Ova metilacija dovodi do
netocnog sparivanja metiliranog gvanina s timinom tijekom replikacije Sto rezultira prekidom
DNA, nepopravljivim oste¢enjima genoma i aktivacijom stani¢ne smrti. MGMT sprjecava ovaj
mehanizam uklanjanjem i prijenosom metilne skupine s mjesta O6 na cisteinsku reziduu ¢ime
se smanjuje oStecenje uzrokovano alkilacijom DNA 1 inhibira se citotoksi¢ni u¢inak TMZ.
Posljedi¢no ovome, u bolesnika oboljelih od GB s ekspresijom MGMT, ucinak TMZ ¢e biti
inhibiran (37, 38). Snizena aktivhost MGMT u gliomskih tumora posljedica je epigenetskog
utiSavanja MGMT mehanizmom hipermetilacije citidin-fosfat-gvanozin dinukleotida, a koja se
odvija na otocima CpG (engl. CpG islands). CpG otoci oznacavaju regije DNA na kojima je
citozin pra¢en gvaninom u linearnim sekvencama baza duz njihova smjera 5° — 3’ (5—C—
fosfat—G—3’) 1 duljine od 762 bp (39 - 41). Znacajno klini¢ko istrazivanje Europske
organizacije za istrazivanje i lijeCenje tumora i sjevernoamerickog Nacionalnog centra za
istrazivanje tumora (EORTC-NCIC, engl. European Organization for Research and Treatment
of Cancer/National Cancer Information Center) pokazalo je povezanost metilacije promotora

MGMT s ukupno ve¢im prezivljenjem u oboljelih od GB lijecenih radioterapijom i primjenom
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TMZ, dok je u skupini bolesnika s nemetiliranim promotorom prezivljenje bilo znatno manje

(42).

Tablica 1.1. Usporedba semikvantitativnih tablica procjene klinickog i neuroloskog statusa
bolesnika lijecenih od glioblastoma u prijeoperacijskoj procjeni indikacije kirur§koga zahvata

1 poslijeoperacijskom onkoloSkom lijecenju.

KPS | ECOG | KPS /ECOG

100 |0 Normalan neuroloski status / Potpuna aktivnost bez restrikcija

90 |1 Blazi klini¢ki simptomi / Blaza restrikcija tjelesnog napora, samostalna pokretljivost
80 Normalna aktivnost uz napor

70 |2 Nemoguénost normalnih aktivnosti / OdrZzana pokretljivost, nemoguénost rada

60 Povremena ovisnost o pomo¢i druge osobe

50 |3 Potrebna medicinska asistencija / Ograni¢ena samopomo¢, bolesnik vezan uz krevet
40 Potrebna posebna medicinska skrb

30 |4 Teski neuroloski ispadi / Nemogucnost brige za osobne potrebe, bolesnik vezan uz krevet
20 Neophodna hospitalizacija i medicinska skrb

10 Moribundan bolesnik

0 5 Smrt

KPS — skala procjene klinicko-neuroloskog statusa prema Karnofskom, engl. Karnofsky performance
scale; ECOG - bodovna ljestvica za procjenu opleg stanja bolesnika, engl. Eastern Cooperative
Oncology Group

1.6. Neurotropni virusi

Unazad dva desetlje¢a, osim navedenih prognostickih ¢imbenika, fokus istrazivanja je
usmjeren 1 na utjecaj neurotropnih virusa u nastanku glioblastoma kao predikcijskog ¢cimbenika

u ishodu lijecenja skupine DNA humanih herpes virusa (HHV). Od ukupno 8 HHV, tri se virusa
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smatraju neurotropnima: herpes simpleks virus tip 1 (HSV-1) i tip 2 (HSV-2) te varicella-zoster
virus (VZV) (43). S obzirom na neurotropizam HHV, potencijalne neuroloske bolesti izazvane
ovim virusima, infekcija SZS-a istima odvija se putem hematogene diseminacije kroz krvno-
mozgovnu barijeru, odnosno retrogradnom diseminacijom infekcijom perifernog Ziv€anog
sustava (PZS) (44). Virusi skupine HHV dijele sli¢ne strukturne i genske karakteristike,
sastoje¢i se od duge, linearne dvostruko zavijene DNA koja sadrzi do 200 gena unutar
ikozaedarske kapside. Kapsida je smjeStena izmedu unutarnjeg lipidnog dvosloja i vanjskog
sloja proteina, tegumenta (43). Temeljem njihovih genskih i bioloSkih karakteristika, herpes
virusi su podijeljeni u tri podskupine: alfa, beta i gama. Karakteristika neurotropnih virusa HHV
je latentna virusna infekcija, odnosno prisutnost virusa u stanicama domacina u stanju
mirovanja, no uz odrzani potencijal reaktivacije 1 replikacije. Prema mjestu virusne latencije,
senzorni gangliji karakteristicno su mjesto za podskupinu alfa. Latencija podskupine beta HHV
odrzava se u limfocitima, bubrezima i sekretornim zlijezdama, dok gama HHV odrzavaju
latenciju u limfocitnim B i T stanicama (45). Primarne infekcije obuhvaéaju mukokutano tkivo
kao “ulazna vrata” infekcije, uz posljedicnu distribuciju virusne Cestice. Primarne infekcije
dogadaju se u drugom ili treCem zivotnom desetljecu, uz mogucnost reaktivacije, neovisno o
se putem krajeva aksona nakon cega je trajno smjesten u dorzalnim korijenskim ganglijima
(DRG, engl. dorsal root ganglion) (46).

Humani simpleks virus (HSV) pripada podobitelji alfa humanih herpes virusa. Podvrste
HSV-1 1 HSV-2 razlikuju se prema putevima prijenosa; HSV-1 prenosi se u najvecoj mjeri
koznim kontaktom, odnosno orolabijalnim putem najc¢esée u dje¢joj dobi, dok je prijenos HSV-
2 spolnim putem (47 - 49). Inkubacijski period za HSV-1 po primarnoj infekciji iznosi oko 2
do 12 dana, dok za HSV-2 isti iznosi oko 3 do 7 dana (44). Mehanizam prodora virusa ukljucuje
retrogradni transport olfaktornim ili trigeminalnim Zivcem, odnosno manje vjerojatnijom
hematogenom diseminacijom (50 - 52). Eksperimentalni dokazi na zivotinjskim modelima
podupiru viralnu transmisiju putem olfaktornog ili trigeminalnog Zivca, upucujuéi na
mogucénost Sirenja virusa putem prednje komisure ¢ime se postize virusna diseminacija
kontralateralnog temporalnog reznja (52). Stovise, za razliku od ostalih kranijskih Zivaca sa
senzornom funkcijom, putevi olfaktornog Zivca ne prolaze kroz talamus nego se direktno
projiciraju prema frontalnom i temporalnom reznju (53). U slu¢aju HSV infekcije, s obzirom
da trigeminalni zivac inervira mozgovne ovojnice niti taj put viralne diseminacije nije iskljucen.
Osim izravnih puteva Sirenja, reaktivacija latentne HSV infekcije trigeminalnog ganglija

predstavlja drugi tip patogenog mehanizma aktivacije virusa (53 - 57). Neuroloski simptomi i
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razvoj klinickih tegoba po infekciji virusom HSV manifestiraju se HSV encefalitisom (HSE),
izazvanog HSV-1 kod 90 % oboljelih, dok je HSV-2 zasluzan za razvoj meningitisa (58). HSE
se manifestira klinickom slikom glavobolje, poviSene tjelesne temperature, epileptickim
napadajima, poremecajem stanja svijesti u rasponu od uspavanosti do kome. Mogucnost
razvoja epileptickih napadaja objasnjiv je s obzirom na predilekciju HSV prema ¢eonom i
temporalnom reznju mozga (43). HSE je posebno znacajan u imunokompromitiranih bolesnika
u kojih je razvoj bolesti atipi¢an, fulminantan te zivotno ugrozavajuci. Klinicki ishod ovisi o
pravovremenoj dijagnostici 1 lijeCenju, a smrtnost je u bolesnika s HSE iznosila gotovo 70 %
do ere primjene aciklovira. Neovisno o primjeni antivirusnih lijekova, trajne klinicke posljedice
prezentiraju se kognitivnim smetnjama, motornim deficitom, afazijom, psihickim potesko¢ama
1 demencijom, stoga se HSE smatra sporadi¢nim encefalitisom s najlosijim ishodom lijeCenja
(53). Tipicna radioloSka slika MR obrade u bolesnika s HSE pokazuje hiperintenzitet kao
posljedice citotoksicnog edema u T2/FLAIR tehnici (slika 1.2.).

HSV-2 takoder je jedan od neurotropnih virusa iz skupine humanih herpes virusa ¢ija je
dozivotna latencija prisutna u perifernim senzornim ganglijima. Osim trigeminalnog ganglija,
mjesta latencije HSV-2 dokazana su duZ cijelog SZS-a (neuroaksisa), stoga potencijalni
neuroloski deficiti obuhvacaju retinu, mozak, produzenu mozdinu, mozdane Zivce, kraljezni¢nu
mozdinu te spinalne korijenove zivaca (59). Za razliku od HSV-1 ¢ija se klinicka slika najcesce
manifestira simptomima encefalitisa, infekcija HSV-2 manifestira se meningitisom (60).
Poslijeporodajne infekcije HSV-2 virusom prijenosom s majke na dijete manifestiraju se
infekcijom SZS u oko polovice zarazene djece. Patoloski tijek u ovom sludaju razvija se kao
ascendentni nekrotiziraju¢i mijelitis cijelom duljinom ledne mozdine, zahvacaju¢i pritom i sivu
1 bijelu tvar iste. Kao klinicka slika pojavljuje se sakralni i lumbalni radikulitis, tzv. Elsbergov
sindrom (61, 62). Seropozitivnost HSV-1 ovisi o geografskoj regiji, rasi, dobi, spolu, socijalnim
1 drustvenim uvjetima te ovisno o ovim ¢imbenicima dostize gotovo 90 % seropozitivnost
diljem svijeta. Za usporedbu, seroprevalencija HSV-2 dostigla je vrhunac 1980-ih godina, no
trenutno je zabiljeZen znacajan pad, posebice u SAD-u. Pad vrijednosti seropozitiviteta za
HSV-2 mozZe se smatrati rezultatom edukacije i1 procijepljenosti, posebice mlade, seksualno
aktivne populacije (63).

Varicella-zoster virus (VZV) je neurotropni virus s cjelozivotnom latencijom u gotovo
svim senzornim ganglijima te je jedini koji dovodi do dvije razlicite bolesti; varicelle kao
posljedice primarne infekcije 1 zostera kao posljedice reaktivacije. Po primarnoj infekciji, faza
inkubacije traje 14 - 16 dana (64). Neuroloski ispadi uzrokovani VZV-om manifestiraju se

klini¢kom slikom meningitisa i mijelitisa kao posljedice infekcije SZS-a te klinickom slikom
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radikulopatije kao posljedice infekcije PZS-a. Takoder, mozdani Zivci, prvenstveno
trigeminalni i li€ni Zivac, zahvaceni infekcijom prezentiraju se klinickom slikom zoster
ophtalmicusa 1 kljenuti li¢nog Zivca (64). Zahvacenost trigeminalnog zivca najcese se
manifestira u projekciji inervacije druge grane ovoga zivca kliniCkom slikom koStane
alveolarne nekroze i gubitkom zuba. Slabost miSi¢a lica 1 dvije trecine jezika posljedica je
infekcije koljenastog ganglija (lat. ganglion geniculatum) (65, 66). Ostali mozdani zivci,
napose tre¢i, ¢etvrti i Sesti mogu biti obuhvaceni ovim virusom te se klini¢ka slika manifestira
optickim neuritisom. Naj¢es¢a komplikacija infekcijom ovoga virusa klinicka je slika
postherpeticke neuralgije, a koji se definira kao neuropatski bolni sindrom koji moze perzistirati
mjesecima u projekciji inervacije Zivca zahvalenog infekcijom VZV. Herpes zoster
karakteriziran je svrbezom 1 bolnim sindromom u projekciji nekoliko dermatoma, najces¢e Th
3 do L 2 te lica 1 udova. Bolni sindrom moze perzistirati od 7 dana do vise od 100 dana u
pojedinim slucajevima. Herpes zoster se manifestira hemoragijskom nekrozom i neuritisom,
leptomeningitisom, unilateralnim segmentalnim polimijelitisom i degeneracijom motornih i
senzornih korijenova (64). Postherpeticka neuralgija definirana je kao bolni sindrom koji
perzistira najmanje tri mjeseca, a najc¢esce se javlja u osoba starijih od 60 godina, kod oko 40
% bolesnika. Zoster pareza manifestira se slaboS¢u udova, oSita ili urinarnom retencijom,
ovisno o mjestu infekcije. Od ostalih simptoma infekcije VZV-om, znacajni su akutni
meningoencefalitis 1 cerebelitis uzrokovani vaskulopatijom cerebralnih arterija ovim virusom
(67). Klinicka slika manifestira se glavoboljom, poviSenom temperaturom, promjenom stanja
svijesti 1 mogu¢im fokalnim neuroloskim ispadima. Zaseban entitet jest herpes zoster s
prisutnim kroni¢nim radikularnim bolnim sindromom bez pojave svrbeza (lat. zoster sine
herpete) (68, 69).

Epstein-Barr virus (EBV), pripada obitelji herpesvirusa (HHV-4), podobitelj gama.
EBV je DNK virus ¢iji je genom veli¢ine oko 172 kb. EBV je prvi prepoznati humani
onkovirus, a infekcija je uvjetovana transmisijom sline ili spolnim putem i naj¢es¢e dovodi do
razvoja infektivne mononukleoze, posebice u djecjoj i mladoj odrasloj dobi (70). Period
inkubacije iznosi od 4 do 6 tjedana. IzloZenost virusu dogada se u djec¢joj ili mladoj odrasloj
dobi uz prisutnost u gotovo 90 % odrasle populacije (71). Kod EBV se razlikuju dvije faze:
akutna liticka faza te latentna faza u B-stanicama, a nesto rjede u T-stanicama i NK stanicama.
Mehanizam prodora EBV u B-stanice odvija se putem povrsinskog proteina gp350 te receptora
CD21. Tijekom faze latencije, latentni membranski protein 1 (LMP1, engl. latent membrane
protein 1) predstavlja glavni EBV-onkoprotein neophodan za stani¢ni rast, sprjeCavanje

apoptoze stanice i angiogenezu (72, 73).
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Manje od 5 % primarnih EBV infekcija dovodi do bolesti SZS-a koje se klini¢ki
manifestiraju  meningitisom, encefalitisom, cerebelitisom, kranijskim 1 perifernim
neuropatijama, kao i poliradikulomijelitisom. Najée$¢éa predilekcijska mjesta SZS-a za
infekcije EBV su mali mozak i1 bazalni gangliji, a u manjoj mjeri obje mozgovne hemisfere.
Mononuklearna upalna infiltracija neuropatoloSki je karakterizirana leptomeningealnim
Sirenjem upale s razvojem perivaskularne demijelinizacije. Ove tegobe razvijaju se neovisno o
primarnoj infekciji EBV ili reaktivacije virusa. NajceS¢e poslijeinfekcijske promjene u
klini¢koj slici dominantno su posljedica infekcije talamicke regije mozga, dok je najvisa stopa
smrtnosti bolesnika infekcijom EBV izoliran iz mozdanog debla (74, 75).

Citomegalovirus (CMV) pripada Sirokoj i rasprostranjenoj skupini humanih DNA
herpesvirusa, podobitelji beta. Klinicki simptomi se po infekciji ovim virusom pojavljuju u
vremenskom intervalu od tri do 12 tjedana. Isti se najcesc¢e pojavljuju u imunokompromitiranih
bolesnika te manifestiraju kao lumbosakralni poliradikulomijelitis, tranverzalni mijelitis,
encefalitis 1 sindrom Guillain-Barre. Radioloske studije u bolesnika sa simptomima izazvanih
infekcijom CMV upucuju na bazalne ganglije, medumozak (lat. diencephalon) i produzenu
mozdinu kao najée$¢a mjesta infekcije SZS-a citomegalovirusom (76, 77). Po primarnoj,
obi¢no asimptomatskoj infekciji u imunokompetentnih domacina, virusna latencija dominantno
je prisutna u mijeloidnim stanicama uz periodi¢ke asimptomatske reaktivacije virusa i bez
klinickih znakova infekcije (78). Izravni ucinak infekcije CMV vidljiv je u
imunokompromitiranih bolesnika, posebno u transplantiranih osoba (79). Noviji pokazatelji
upucuju 1 na visoku prevalenciju CMV u bolesnika s tumorima kolona, dojke, prostate, u
rabdomiosarkoma, hepatocelularnog tumora, tumora Zlijezde slinovnice, neuroblastoma te
Sireg spektra tumora mozga (80 - 85). Pri in utero infekciji ovim virusom u novorodencadi
dolazi do razvoja Sireg spektra teSkih neuroloskih ispada i stanja, kao Sto su mikrocefalija,
gluhoca i sljepoca (86).

Uloga CMV kao ¢imbenika nastanka glioblastoma s pretpostavljenim mehanizmima
razmatrana je temeljem izrazito visokog postotka infekcija CMV u odrasloj populaciji, a koja
prema epidemioloSkim studijama iznosi do 100 % u zemljama Afrike i Azije, dok prevalencija
CMV u Europi i1 Sjevernoj Americi iznosi do 80 % (87). Dosadasnja istrazivanja uloge CMV u
mehanizmu nastanka gliomskih tumora zapocela su 2002. istrazivanjem Cobbsa i suradnika
(88). Metodama imunohistokemije i1 in situ hibridizacije dokazana je prisutnost genskog
materijala 1 proteina citomegalovirusa u svim ispitivanim uzorcima. Slijedom daljnjih
istrazivanja su Scheurer 1 suradnici 2008. te Slinger 1 suradnici 2010. dobili slicne rezultate s

viSe od 90 % pozitivnih uzoraka na prisutnost citomegalovirusa istim metodama istrazivanja,
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iako uz relativno mali ispitivani uzorak (89, 90). Tijekom sljedeca dva desetljeca rezultati su
dokazivanja CMV u uzorcima tkiva tumora pokazivali znatna odstupanja kako u broju i
homogenosti ispitivanih uzoraka, tako 1 u rezultatima istrazivanja. Tek su 2014. godine Libard
1 suradnici isklju€¢ivo metodom imunohistokemije postigli rezultat od 90 % pozitivnih uzoraka
gliomskih tumora na prisutnost CMV. Treba napomenuti kako je od ukupno 469 uzoraka njih
219 bilo gliomskog podrijetla svih stupnjeva, no unato¢ tome, vise studija je dokazalo CMV u
najviSem stupnju gliomskih tumora u odnosu prema nizim stupnjevima (91). Iako su
uporabljene razli¢ite metoda dokazivanja CMV u visSe desetaka studija, nisu postignuta Cvrsta
stajaliSta 0 ulozi CMV u razvoju glijalnih tumora. Paralelno s ovim rezultatima, drugim
studijama nije dokazana prisutnost proteina ili genskog materijala CMV u uzorcima glijalnih
tumora, unato¢ primjeni visokoosjetljivih metoda dokazivanja, a ¢ime je takoder mogucnost
tumorskog potencijala citomegalovirusa upitna (92, 93).

Vise studija odnosilo se i na utjecaj CMV u prognozi lije¢enja glioblastoma. Rezultati
su govorili u prilog znac¢ajno boljem prezivljenju u skupini bolesnika lijecenih od GB u kojima
nije dokazana prisutnost CMV (P = 0.04). Unato¢ dobrim rezultatima, ograni¢enja ranijih
studija odnosila su se na njihovu retrospektivnu komponentu u vremenskom periodu koji nije
obuhvatio rutinsku primjenu temozolomida i1 kontrolu prognostickih ¢imbenika kao Sto je
mutacija enzima izocitrat dehidrogenaze, a godine 2019. je po Cobbsu i suradnicima potvrdeno
losije ukupno prezivljenje kod bolesnika oboljelih od GB, pozitivnog CMV serostatusa (94).

Genom CMYV kodira vise od dvije stotine proteina, a njihova ekspresija odvija se u tri
faze po infekciji te ukljucuje vrlo rane (IE, engl. immediate early), rane (E, engl. early) i kasne
(L, engl. late) proteine. Spomenuti proteini razlikuju se po visestrukim bioloSkim aktivnostima
koje interferiraju s fizioloSkim funkcijama inficirane stanice. Ekspresija unutarstani¢cnih CMV
antigena odnosi se na vrlo rani tip proteina (IE), veli¢ine 72 kDa (IE 72), takoder je poznat kao
UL 123; detektiran je u 16 — 90 % slucajeva, kao 1 protein tegumenta pp65 koji je detektiran u
oko 50 % slucajeva tumora mozga (95, 96).

CMV ne predstavlja onkogeni tip virusa, no dokazana prisutnost proteina CMV
potencijalno utjece onkomodulatorno na mehanizme progresije tumora induciranjem ekspresije
onkogena, kontrolom ekspresije tumorskih supresora, induciranjem lomova kromosoma i
mutacije gena za protein p53, inhibicijom mehanizama DNA popravka (engl. DNA repair
mechanism) te kontrolom stani¢ne proliferacije. Pretpostavljeni mehanizam onkogeneze
posredovane utjecajem citomegalovirusa odrazava se ekspresijom kemokinskog receptora
US28 ¢ije je prisustvo dokazano u 60 % uzoraka GB. Prekomjerna ekspresija US28 utjeCe na

aktivaciju endotelijalnog vaskularnog c¢imbenika rasta (VEGF), transduktora signala i
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aktivatora transkripcije 3 (STATS3, engl. signal transducer and activator of transcription 3) i
endotelne dusik-oksid sintetaze (e — NOS, engl. endothelial nitricoxide synthase) §to rezultira
invazivnoS¢u glioblastoma i regulaciji angiogeneze (90).

Dvije varijante humanog herpes virusa 6 (HHV-6) su HHV-6A 1 HHV-6B. Potonji se
najcesce klinicki prezentira kao egzantem (lat. roseola infantum), s periodom inkubacije do dva
tjedna, najcesce u zivotnoj dobi do dvije godine (97). Razvoj klinicke slike obiljezen je visokom
tjelesnom temperaturom u trajanju do tri dana kod oko 30 % djece te koznim nevezikularnim
osipom trupa i leda. Put prijenosa HHV-6 je slinom s majke na dijete ili izmedu same djece. S
obzirom na neurotropni potencijal, simptomi prisutni u klini¢koj slici variraju od pojave
epileptickih napadaja, hemiplegije i meningoencefalitisa. Kao i kod ostalih NTV, HHV-6
razvija latenciju u monocitima i makrofagima, kao i u SZS (98). Predilekcijska mjesta ovoga
virusa u SZS-u su hipokampus, ¢eoni, inzularni korteks i temporalni korteks. U odraslih se
reaktivacija virusa HHV-6 pojavljuje dominantno u imunokompromitiranih osoba, ¢esto kod
bolesnika s transplantiranom koStanom srzi te klinickim simptomima mijelitisa, meningitisa 1
encefalitisa (99).

Humani herpes virus-8 (HHV-8) pripada podobitelji gama herpesvirusa, ne dovodi do
bolesti SZS-a, no u znaéajnoj je sprezi s tegobama u imunokompromitiranih osoba, posebice u
oboljelih od AIDS-a, a period inkubacije izravno ovisi o imunoloskom statusu bolesnika. U
oboljelih od AIDS-a, ovaj virus je izoliran iz koZnih lezija, a osim na kozi, moze biti smjeSten
1 u usnoj Supljini, plu¢ima, jetri, gastrointestinalnom traktu i limfnim ¢vorovima. U zdravih
ljudi, infekcija ovim virusom prolazi nezamjetno (100, 101).

Ostali virusi s neurotropnim potencijalom, osim herpes virusa pripadaju skupinama
alfavirusa 1 bunyavirusa, bornavirusa, flavivirusa, influenza virusa, picornavirusa,
paramiksovirusa 1 rabdovirusa (58).

Mehanizam utjecaja neurotropnih virusa u razvoju neuroloskih bolesti odrazava se
njihovim utjecajem na kompleksnu strukturalnu i funkcijsku arhitekturu srediSnjeg Ziv€anog
sustava. Osim ranije navedenih klini¢kih stanja i simptoma vezanih uz utjecaj NTV, pojedina
neuroloSka stanja povezana su uz autoimune mehanizme 1 razvoj bolesti u kasnijem
vremenskom intervalu u odnosu na inicijalnu zarazu i simptome. Od posebne vaznosti su
multipla skleroza (MS) i Alzheimerova bolest (AB) kao neurodegenerativne bolesti te sindrom
Guillain-Barre. Karakteristika AB su akumulacije ekstra- i intraceleularnih amiloidnih plakova,
koje se sastoje primarno od amiloida tipa beta. U uzorcima tkiva mozga osoba oboljelih od AB,
u 90 % uzoraka je potvrdena prisutnost DNA HSV-1, posebice u anatomskim regijama mozga

s predilekcijskim znacajem za HSV-1 §to uvelike potvrduje simptome i klini¢ku vezanu za ovu

14



1. Uvod

neurodegerativnu bolest. Recentnim studijama istrazuje se 1 utjecaj EBV u razvoju MS (102).
Rezultati dosadasnjih studija govore u prilog vrlo visokom EBV seropozitivitetu u oboljelih od
MS, posebice osoba s ranije preboljelom infektivnom mononukleozom (96). Potreba za
daljnjim studijama povezanosti EBV 1 MS je neophodna, unato¢ dosadasnjim zadovoljavaju¢im

rezultatima.

.y

T
L

Slika 1.2. Karakteristicna radioloSka slika herpes simpleks encefalitisa MR obradom prema
standardnom protokolu na uredaju gusto¢e magnetskog toka 3T. U T2/FLAIR sekvenci
prikazuje se hiperintenzitet temporomedijalno, apikalno i inzularno lijevo. Tipi¢na radioloska

slika encefalitisa izazvanog HSV (autorsko djelo).
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1.6.1. Utjecaj neurotropnih virusa na razvoj bolesti sredi$njeg Zivéanog sustava

Unatoc cCinjenici kako postoji barijera koja §titi Ziv€ani sustav od prodora izvanjskih
¢imbenika, najéesée posljedice prodora virusa u SZS prikazuju se klini¢ki kao rezultat infekcije
razli¢itih anatomskih regija SZS-a: meningitisom, mijelitisom i encefalitisom. U usporedbi s
bakterijskim infekcijama gdje nije nuzan prodor bakterije u stanicu domacina, virusima je
neophodan prodor u stanicu domacina radi replikacije. Naj¢es¢a ulazna vrata virusnih infekcija
u ljudi su tjelesne tekucine: slina, krv, urin, feces, sjemena tekucina. Prema navedenom, jedan
od dva glavna puta virusne neuroinvazivnosti odvija se putem krvi, nakon inhalacije ili ingestije
virusa, kao $to je virus zausnjaka ili ospica, odnosno humanih enterovirusa. S obzirom na
neurotropni potencijal pojednih virusa, njihovo Sirenje cerebrospinalnom teku¢inom odvija se
putem zarazenih leukocita, odnosno putem aksona i sinapsi neuronalnih puteva kao posljedice
infekcije perifernog Zivéanog sustava koji ¢ini drugi glavni put prodora virusa u SZS. Infekcija
perifernog ziv€anog sustava Sirenjem olfaktornim zivcem C¢iji dendriti su izravno izloZeni
nosnim diSnim putem ¢ime je izravniji prodor prema mozgu izrazito pojednostavljen daljnjom
kompromitacijom krvno mozgovne barijere. Po virusnoj invaziji SZS-a, viralni tropizam kao i
posljedi¢ni imuni odgovor rezultiraju meningitisom, encefalitisom ili mijelitisom (103 - 106).

Asepticki meningitis kao nebakterijska upala mozgovnih ovojnica u najvecoj je mjeri
izazvana humanim enterovirusom (HEV) i1 naj¢esce se javlja u djece. Klini¢ki se manifestira
poviSenom tjelesnom temperaturom, glavoboljom, zako¢enos¢u vrata. Osim HEV 1 druge vrste
virusa poput HSV-1, HSV-2, HIV, mumps virusa i ostalih mogu doprinijeti razvoju meningitisa
(107 - 109). Za razliku od meningitisa, virus poput HEV i alfavirusa s primarnim prodorom i
infekcijom neurona s citopatskim efektom rezultiraju klinickom slikom encefalitisa koji se
klinicki prezentira kao glavobolja, poviSena tjelesna temperatura te fokalnim neuroloSkim
ispadom. Patoloskom analizom, osim ocekivane infiltracije neurona, potvrdena je velika
koncentracija stanica imunoloSkog odgovora, razaranje Zziv€anih stanica fagocitima duz
produzene mozdine, talamusa, hipotalamusa, nazupcene jezgre (lat. nucleus dentatus) i
mozgovnog korteksa. Za razliku od alfavirusa i HEV, encefalitisi uzrokovani flavivirusima ¢iji
se prijenos odvija ubodima insekata rezultira infekcijom SZS-a i o€ituje se zna¢ajnim imunim
odgovorom domacina, kao i posljedni¢nom gliozom Ziv€anog tkiva po stani¢noj smrti, dok je

opsezna infiltracija stanicama prirodenog imunog odgovora dominantno nadena u produZzenom
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deblu, korteksu, hipokampusu i malom mozgu. Takoder, vaskulitis i pojaana propusnost
krvno-mozgovne barijere posljedica je sloma ove barijere i nakupljanja stanica imunog
odgovora domacina (110 - 113). Mijelitis kao posljedica virusne infekcije najceSce se
manifestira klinickom slikom poliomijelitisa, tj. akutne flakcidne parapareze, najCesce
uzrokovane virusom Zapadnog Nila (WNV, engl. West Nile virus) 1 enterovirusom. Virusni
antigen pronaden je u neuronima prednjeg roga kraljeznicne mozdine s posljedicnom
perivaskularnom upalom (114 - 117).

Infekcija herpes virusom odvija se mehanizmom prodora putem aksonalnih krajeva
senzornih i autonomnih neurona membranskom fuzijom i retrogradnim transportom, prijepisom
virusne DNA u stanici ¢ime se ostvaruje latentna infekcija (118). Za razliku od HSV, virus
bjesnoce i poliovirus Sire se SZS-om putem neuromuskularnih veza. Iako danas rijetka pojava,
virus bjesnoce prenosi se ugrizom zarazene zivotinje. U Zivotinja ovaj virus moze perzistirati
mjesecima i godinama, dok se u ljudi manifestira akutnim fatalnim mijeloencefalitisom. Za
zarazu virusom bjesnoce specifi€an je prijenos aksonima motornih neurona vezivanjem za
nikotinske acetilkoli¢ne receptore te transneuralnim retrogradnim Sirenjem (119).

Poliovirus pripada skupini picornavirusa, podgrupi enterovirusa. Gastrointestinalni
trakt je mjesto ulaza i umnozavanja ovoga virusa s kona¢nim potencijalnim prodorom u krvni
optok i infiltracijom limfnog tkiva i potencijalnom infekcijom SZS-a. Virus se replicira u
motornim neuronima produzene mozdine i1 prednjeg roga kraljeznicne mozdine dovode¢i do
poliomijelitisa 1 stani€ne smrti. Oko 95 % bolesnika su asimptomatski te se u oko 4 — 8 % njih
klini¢ka slika manifestira blazim klinickim simptomima. Nekoliko dana nakon prodromalnih
simptoma tek se u oko 2 % bolesnika zamjecuju simptomi neparalitickog aseptickog
meningitisa, a flakcidna parapareza se javlja u oko 1 % bolesnika (120).

Japanski enterovirus (JEV) pripada skupini RNA virusa obitelji Flaviviridae. Takoder,
infekcija ovim virusom dovodi do razvoja klinicke slike encefalitisa. Prijenos ovoga virusa je
zoonoticki; posredstvom ptica, svinja i komaraca. Najces¢i zemljopisni polozaj pojave ovoga
virusa su zemlje Azije s uvelike znacajnijom imunizacijskom kontrolom pretezno u Japanu i
Juznoj Koreji. Moguéi mehanizam prodora u SZS je kapilarnim endotelnim stanicama. Na
zivim mi§jim modelima zabiljeZen je eksponencijalni porast virusnog titara u mozgu, a 2 do 5
dana nakon infekcije zamijecena je visoka koncentracija upalnih citokina i kemokina, kao 1
povecana permeabilnost krvno-mozgovne barijere tijekom cetvrtog postinfekcijskog dana.
Tegobe izazvane ovim virusom rezultiraju tezim neuroloSkim ispadom u smislu disfazije i

kognitivnih promjena, motornim deficitom i teSko¢ama ucenja (121 - 122).
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Infekcija virusom Zapadnog Nila manifestira se subklinickim simptomima u gotovo 20
% bolesnika, a u manje od 1 % klinickom slikom encefalitisa uz simptome flakcidne parapareze
1 miSi¢ne slabosti. Prirodni rezervoar su ptice, a komarci su prijenosnici. Inkubacija ovoga
virusa u domacina traje od tri do 14 dana. Klini¢ki simptomi se pretezno pojavljuju u populaciji
ljudi starih 50 ili viSe godina (123 - 124).

lako s predispozicijom prema SZS i §irokim spektrom prezentacije neuroloskih
simptoma, ne mozZe se sa sigurno§éu potvrditi utjecaj ovih virusa na razvoj tumora SZS-a, no
imunokompromitacija bolesnika oboljelih od GB uslijed virusnih infekcija 1 promjene
permeabilnosti mozgovnih barijera prema krvi i likvoru zasigurno doprinose stvaranju
povoljnog medija u razvoju §ireg spektra bolesti SZS-a.

Na osnovi definiranih puteva prijenosa virusnih zaraznih bolesti, njihove inkubacije i
razvoja zaraznih bolesti te spektra oboljenja svih navedenih virusa, o¢igledan je oskudan utjecaj
virusa kao potencijalnih ¢imbenika razvoja tumorskih bolesti u ljudi, unato¢ opseznom

potencijalu razvoja razlicitih klinickih stanja, posebice u virusa s neurotropnim potencijalom.

1.7. Kirursko lijecenje glioblastoma

Standardni pristup u terapiji glioblastoma jest operacijski zahvat u mikroskopskoj
tehnici koji ima za cilj maksimalnu mogucu resekciju tumorske tvorbe te posljedi¢ni oporavak
naruSenih neuroloskih funkcija. Osim adekvatne prijeoperacijske radioloSke obrade,
intraoperacijske ultrazvucne verifikacije sijela tumora, intraoperacijskog monitoringa i
intraoperacijske neuronavigacije, od posebnog je znacaja i primjena 5-aminolevulinske kiseline
(5-ALA) za intraoperacijsku vizualizaciju granica tumorskog tkiva. Primjena evociranih
potencijala te mozgovno mapiranje u budnih bolesnika svakako doprinose intraoperacijskom
nadzoru 1 prezervaciji neuroloskih funkcija elokventnih regija mozga, posebice oCuvanja
govora (125).

Glijalni tumori visokog stupnja nisu vrsta tumora mozga podobnih za trajno izljecenje
samim kirurS8kim zahvatom, a s obzirom na njihovu agresivnu prirodu ¢ak 95 % bolesnika koji
nisu operirani umiru nakon tri mjeseca. Iz istoga razloga slijedi zakljucak da operacijski zahvat
kod ovih tumora sluzi uspostavljanju bolje kvalitete Zivota, smanjenju prijeoperacijskih
simptoma i sprjeavanju novih, uz pravovremeni poslijeoperacijski onkoloski tretman temeljem
dobivenog patohistoloskog nalaza. Opseg operacijskog zahvata uklju¢uje maksimalnu

resekciju (slika 1. 3.), parcijalnu resekciju te biopsiju tumorske tvorbe. Prijeoperacijska
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procjena temelji se na individualnoj procjeni svakog pojedinog bolesnika u odnosu na dob
bolesnika, KPS/ECOG procjeni i opsegu tumorske tvorbe, posebice u elokventnoj regiji mozga.
Ovi ¢imbenici doprinose boljoj procjeni moguceg opsega tumorske resekcije pri cemu su
bolesnici u dobi starijoj od 80 godina zivota, bolesnici u kojih je vrijednost KPS manja od 70,

odnosno bolesnici s ekstenzivnim tumorskim procesom elokventnih regija mozga ili leptirastog

glioblastoma, kandidati za posStedniji pristup kirurSkom lijeCenju u smislu stereotaksijske

biopsije (126).

Slika 1.3. Prijeoperacijska MR obrada gusto¢e magnetskog toka 3T (lijevo) s karakteristicnim
radioloskim znacima glioblastoma desne ¢eone regije mozga: centralna zona nekroze, periferna
zona poviSenog signala (hiperdenzna zona) po imbibiciji kontrastnog sredstva - aktivno
tumorsko tkivo. Perifokalni edem bijele mozgovne tvari s potiskivanjem desnog frontalnog
roga lateralnog komornog sustava mozga.

Poslijeoperacijska MR obrada gustoce magnetskog toka 3T (desno): stanje po maksimalnoj
tumorskoj resekciji s tek minimalno izrazenim rezidualnim znacima ranijeg perifokalnog
edema bijele mozgovne tvari i potpunoj dekompresiji desnog lateralnog komornog sustava
mozga. Hiperintenzitet u lozi uklonjenog tumora koji odgovara cerebrospinalnoj tekucini

(autorsko djelo).
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1.8. Onkolosko lijecenje glioblastoma

Cilj je radioterapije kao onkoloskog tretmana doprinos odrzanju o¢uvanih neuroloskih
funkcija bolesnika te produljenje ukupnog prezivljenja u oboljelih.

Indikacije za pravovremeni pristup radioloSkom tretmanu ovise o patohistoloskoj
dijagnozi tumorskog tkiva, dobi bolesnika, Karnofsky skali te obujmu resekcije tumorskog
procesa. Prema tipu i gradusu tumora ovisi procijenjena doza radioterapije koja se krece u
ukupnoj dozi od 50 - 60 Gy u dnevnim frakcijama od 1,8 do 2,0 kroz pet dana u tjednu.
Usporeduju¢i primijenjenu dozu primjene radioterapije cjelokupnog mozgovnog parenhima
(WBRT, engl. whole brain radiation therapy) od 60 Gy s manjim dozama od 55 ili 50 Gy u
kra¢em vremenskom intervalu, dozom od 60 Gy postize se znatno bolji terapijski uc¢inak (127).
Takoder, povecanje doze iznad 60 Gy ne pokazuje vecu ucinkovitost tretmana (128).

Prema smjernicama Europske asocijacije neuroonkologije (EANO), u bolesnika s
nepovoljnim prognostickim ¢imbenicima definiranih starijom zivotnom dobi ili KPS provodi
se hipofrakcionirana RT od 40 Gy u 15 frakcija. Takoder, u starijih bolesnika je ova shema
standardizirani pristup u tumora bez verificiranog promotora metilacije MGMT (129 - 131).

U bolesnika do 70 godina starosti, daljnje je odrzavajuce lijecenje Temozolomidom uz
RT standardni pristup tretmanu glioblastoma pri ¢emu je u bolesnika s pozitivnhim promotorom
MGMT benefit lijecenja znacajniji. U istoj skupini bolesnika s negativnim promotorom MGMT
lije¢enje Temozolomidom nema adekvatan uc¢inak (132). Temozolomid je standardni peroralni
kemoterapeutik u onkoloSkoj primjeni poslijeoperacijskog lijeCenja glioblastoma. Osnovni
mehanizam citotoksi¢nosti TMZ odnosi se na metilaciju DNA na mjestima N7 i O6 gvanina
koji dovode do inaktivacije DNA i posljedi¢ne nemoguénosti aktivacije komplementarne baze
za metilaciju gvanina §to rezultira apoptozom stanice. MGMT djeluje kao vazan stanicni
protein popravka te visoke vrijednosti ovoga proteina ocekivano dovode do losijeg u¢inka TMZ
(133, 134). Takoder, produljenje terapije TMZ u vise od 6 ciklusa, kao i povecanje doze TMZ
nemaju ucinak na ishod lije¢enja. TMZ kao alkiliraju¢i agens s dobrom moguénos¢u prodora
kroz krvno-mozgovnu barijeru (engl. blood-brain barrier) smatra se sigurnim agensom, s vrlo
niskom moguénoséu nuspojava od kojih se kao najceS¢e navode mijelosupresija, tj.

trombocitopenija (135 - 140).
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Osim TMZ kao alkiliraju¢eg agensa, ostale vrste primijenjenih kemoterapeutika u
lijeCenju GB uklju¢uju Carmustine (bis-kloroetilnitrozoureja, BCNU) i Lomustine (1-(2-
kloroetil)-3-cikloheksil-1-nitrozoureja, CCNU) koji su izrazito citotoksi¢ni te njihova uporaba
dovodi do ranog razvoja rezistencije, kao i nuspojava (141, 142) od kojih su naj¢esce produljena
leukopenija 1 trombocitopenija. Rezim lijecenja prokarbazinom, lomustinom (CCNU) i
vinkristinom (PCV) koristi se u smislu potporne (adjuvantne) kemoterapije u glijalnih tumora
nizih stupnjeva, kao 1 u GB u ulozi kemoterapeutika “drugoga reda”, odnosno u rekurentnih
GB (143, 144). Carmustine (BCNU) je alkilirajuci, liposolubilni agens ¢iji se mehanizam
djelovanja ocituje u stvaranju interlan¢anog umrezavanja DNA (engl. interstrand crosslinking
of DNA), vezuju¢i se za N7 mjesto gvanina suprotnih lanaca ¢ime se sprijecava daljnja
replikacija iste (145). Lomustine (CCNU) je liposolubilni alkiliraju¢i preparat nitrozoureje koji
je zarazliku od BCNU peroralni kemoterapeutik. CCNU u usporedbi s BCNU alkilirai DNA i
RNA, takoder istim mehanizmom interlan¢anog umrezavanja (146). Mehanizam djelovanja
prokarbazina nije u cijelosti razjaSnjen, a takoder pripada skupini alkiliraju¢ih agenasa.
Vincristine je intravenski kemoterapeutik ¢ije se djelovanje odvija mehanizmom vezanja za
protein tubulin ¢ime sprijeCava dimere tubulina u polimerizaciji mikrotubula i razdvajanju
kromosoma tijekom metafaze, a §to rezultira stanicnom apoptozom (147).

U posljednjem je desetljecu fokus razvoja onkoloskog lijecenja skrenut na primjenu
tumor treating fields (TTF, engl. tumor treating fields), a podrazumijeva primjenu
niskofrekventnih elektri¢nih polja vrijednosti do 300 kHz. Ova je vrsta tretmana odobrena od
strane administracije za hranu i lijekove Vlade SAD-a (FDA, engl. Food and drug
administration), na osnovi inicijalne studije EF-11 u primjeni navedenog tretmana u
rekurentnih glioblastoma. Novom studijom EF-14 evaluiran je ucinak TTF u primjeni kod
novootkrivenih GB. Rezultati studije upucivali su na produljeni interval PFS 1 OS u skupini
bolesnika koji su podvrgnuti TTF 1 adjuvantnom lije¢enju TMZ. Dnevna primjena elektroda
TTF u prosjeku iznosi do 20 sati (148, 149).

Novijim studijama razmatran je utjecaj reakcije borona-10, stabilnog izotopa borona
visokoenergetskim transferom alfa Cestica i litija-7 ¢ija je Cesti¢na duljina putaod 5 -9 umu
usporedbi s promjerom tumorske stanice koja je 10 um. Princip djelovanja je selektivan, tj.
Cestice visoke energije ostaju “zarobljene” u tumorkoj stanici dovodeéi do selektivnog
djelovanja na smrt tumorske stanice (BNCT, engl. Boron neutron capture therapy). Inicijalnim
studijama provedenim u Japanu i Svedskoj, ukupno preZivljenje u odnosu na standardno

lije¢enje produzeno je za dva do Cetiri mjeseca (150).
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2. HIPOTEZA

Hipoteza ovoga rada glasi:

Stope ukupnog prezivljenja i prezivljenja bez progresije bolesti kod glioblastoma
razlikuju se u ovisnosti o vrsti primijenjenog tretmana te patohistoloski dokazanoj prisutnosti
neurotropnih virusa.

Ova tvrdnja vrijedi neovisno o anatomskim predilekcijskim mjestima nastanka

glioblastoma i opsegu kirurSkog zahvata.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovoga istrazivanja su viSestruki, no primarno su usmjereni na odredivanje
prisutnosti neurotropnog virusa u tkivu glioblastoma primjenom imunohistokemije.

Po imunohistokemijskoj analizi uzoraka na prisutnost neurotropnih virusa, uslijedila je
usporedba ukupnog prezivljenja (OS) i1 prezivljenja bez progresije bolesti (PFS) u ovisnosti o
patohistoloski verificiranim neurotropnim virusima u ispitivanoj populaciji.

Sekundarni ciljevi su:

1. neovisno o prisutnosti neurotropnih virusa, odrediti ukupno prezivljenje i prezivljenje

bez progresije bolesti kod pacijenata s glioblastomima,;

2. odrediti ukupno prezivljenje 1 prezivljenje bez progresije bolesti prema vrsti
specificnog lijecenja (kirurgija, radioterapija, kemoterapija ili kombinirano lijeenje) kod
pacijenata s glioblastomima;

3. odrediti prognosticke ¢imbenike za ukupno prezivljenje i prezivljenje bez progresije

bolesti kod pacijenata s glioblastomima.
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4. ISPITANICI I METODE

4.1. Ustroj studije

Istrazivanje ovoga rada je presjecno s povijesnim podatcima. U istrazivanje su ukljuceni
bolesnici koji su neurokirursSki i onkoloski lijeCeni u KBC Osijek prema standardnim
procedurama. Arhivski podatci svih bolesnika prikupljeni su u ustrojstvenim jedinicama KBC

Osijek te iz matice umrlih Ureda drzavne uprave Osjecko-baranjske zupanije.

4.2. Ispitanici

U studiju su ukljuc¢eni arhivski uzorci tkiva tumora mozga bolesnika kod kojih je
standardnom patohistoloskom obradom verificiran glioblastom. Glijalni tumori niZeg stupnja
bili su iskljuéni kriterij.

Prema spomenutim kriterijima, u arhivi KBC Osijek je identificirano 63 bolesnika,
prema dostupnim povijestima bolesti, u vremenskom razdoblju od 1. sijec¢nja 2012. do 31.
prosinca 2017.. Prikupljani su podatci o demografskim osobinama bolesnika; dob i spol u
vrijeme zahvata, potvrdene su histokemijske znacajke tumora, smjestaj tumorskog sijela u
odnosu na mozgovnu hemisferu, opseg resekcije tumorskog tkiva i neuroloski status bolesnika
temeljen na osnovama Karnofsky performance skale i ECOG skale te podatci vezani za
prisutnost NTV. Osobni su podatci bolesnika zasti¢eni lozinkom.

Svi su podatci uzeti i1 koriSteni iz povijesti bolesti, a sukcesivno su se Sifrirale i
parafinske kocke reseciranih tumora iz arhive Klini¢kog zavoda za patologiju i sudsku
medicinu KBC Osijek za dopunska imunohistokemijska bojenja kojima se ponovno potvrdila
patohistoloska dijagnoza svakog reseciranog tumorskog procesa. PatoloSku potvrdu tumorskog
procesa svakog pojedinog nalaza procijenila su dva neovisna patologa.

Zaporkom su definirani sljede¢i podatci, prema dostupnoj povijesti bolesti: dob i spol
bolesnika u trenutku postavljanja dijagnoze, datum zahvata, lokacija tumorskog procesa, vrsta
operacijskog zahvata i onkoloskog lijecenja, prijeoperacijski 1 poslijeoperacijski klinicki status
bolesnika.

Arhivski tumorski materijal iz parafinskih kocki obraden je prema daljnjem opisu iz

materijala 1 metoda. Svi su podatci uneseni u tablice Apple Mac Tables 1 Microsoft Excel te su
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zasti¢eni lozinkom. Od strane neovisnog istrazivaca koji nije bio ukljucen u procjenu statistike
1 patohistoloske analize, provedeno je Sifriranje i povezivanje podataka.

Plan i metode istrazivanja 1 ukupan broj arhivskih podataka bolesnika bili su u skladu s
etiCkim 1 znanstvenim standardima. Potencijalni rizici 1 opasnosti po zdravlje osoba ukljucenih
u ovo istrazivanje koje uklju¢uje humani bioloSki materijal, koncipirani su tako da je ono
svedeno na najmanju mogucu mjeru. U ovom su istraZivanju posStovana temeljna ljudska prava
bolesnika i principi istrazivanja prema referencama biomedicinskih istrazivanja.

Istrazivanje je odobrilo Eti¢ko povjerenstvo Klinickog bolni¢kog centra Osijek, ur. broj:
R2-10 909/2018. 1 Medicinskog fakulteta Sveucilista J.J. Strossmayera u Osijeku, ur. broj:
2158-61-07-19-15.

4.3. Metode istrazivanja

U Klinickom zavodu za patologiju i sudsku medicinu KBC Osijek, iz postojecih,
arhivskih parafinskih blokova, debljine rezova do 7 um. Provedena je prvo standardna
opetovana histoloSka potvrda tumorskog tkiva glioblastoma hemalaun-eozin bojanjem prema

etabliranom protokolu :

1. Deparafinizacija u ksilolu .........cccceeeee ... 30 - 45 minuta
2. Ispiranje u apsolutnom alkoholu ....................... 3x 10 minuta
3. Ispiranje pod teku¢om vodom ..........ccccceeeveenereennnnn. 5 minuta
4. Nanosenje Mayerovog hematoksilina ................ .5 minuta
5. Ispiranje pod teku¢om vodom ......................... 10 minuta
6. Nanosenje 1%-tne otopine €ozina ...................... 1 minuta
7. Ispiranje viska boje pod teku¢om vodom

8. Ispiranje u apsolutnom alkoholu ................... 3x 10 minuta
0. Izbistravanje u ksilolu ................... ... 2x 10 minuta
10.  Pokrivanje medijem za montiranje trajnih preparata

Na istim arhivskim parafinskim uzorcima ucinjena je imunohistokemijska obrada
protutijelima na prisutnost virusa HSV, CMV 1 EBV koji su mikroskopski analizirani pomocu

mikroskopa marke Olympus®, model CX40.
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Prisutnost neurotropnih virusa iz skupine herpesvirusa: Epstein-Barr virus (EBV),
citomegalovirus (CMV) i herpes simpleks virus (HSV) analizirani su imunohistokemijski

sljede¢im protutijelima:

- CMV misje monoklonalno protutijelo (8B1.2, 1G5.2, 2D4.2) - Roche® (Basel,
Switzerland) Ready-to-use, kataloSki broj 06597190001

- Herpes Simplex Virus (10A3), zecje poliklonalno protutijelo — Dako® (Glostrup, DK-
2600, Denmark) Ready-to-use, Type I, kataloski broj IR 521, 20068570

- Epstein-Barr Virus, mi$je monoklonalno protutijelo, Clones CS. 1-4 — Dako®

(Glostrup, DK-2600, Denmark), Ready-to-use, kataloski broj 20019280

Pretretman deparafiniziranih tkivnih rezova debljine do 7 mikrometara i postupak
otkrivanja epitopa na tkivnom rezu ucinjeni su automatiziranim Ventana BenchMARK Ultra
(sustavom.

Postupak imunohistokemijskog bojenja je proveden na Klinickom zavodu za patologiju
1 sudsku medicinu Klini¢ke bolnice Osijek uredajem Ventana BenchMark Ultra (Roche®).
Potpuno automatiziranim nac¢inom rada sustavom Ventana BenchMark Ultra, imitira se rucni
nacin bojenja tkiva koji se rutinski rabi u imunohistokemiji te se ovim automatiziranim
sustavom odvija kapilarno nakapavanje protutijela i otopina. Programskom podrskom podrzan
je ustaljeni protokol bojenja tkiva sustavom umrezenih radnih stanica ili sustavom samostalne
konfiguracije. Prilikom registracije protutijela unesen je protokol u sustav uredaja Ventana
BenchMark Ultra, a svako je stakalce u uredaju prilikom unoSenja protokola svakog
pojedinacnog protokola obiljeZzeno svojim zasebnim barkodom. Rad uredaja kontroliran je na
osnovi postavljenog barkoda kojim se kontrolira svaki korak u cjelokupnom radu uredaja.

Reakcija imunohistokemije provedena je pomocu Ultra View Universal DAB Detection Kit
(Ventana). Po deparafinizaciji na temperaturi od 72°C ucinjeno je ispiranje puferskom
otopinom vrijednosti pH 8,4 u trajanju od 20 minuta. Reakcija imunohistokemije provedena je
DAB Detection Kit (Ventana), nakon ¢ega je uslijedilo ispiranje u puferskoj otopini vrijednosti
pH 7,6 kroz 10 minuta. Uzorci tkiva inkubirani su HRP multimerom 4 minute na 37°C.
Uslijedila je inkubacija primarnim protutijelom 60 minuta na 37°C, a potom inkubacija ULTRA
Conditionerom 1 u trajanju od 8 minuta na temperaturi od 95°C te nakon toga 36 minuta na

temperaturi od 37°C. Signal obojenja vizualiziran je 3,3'-diaminobenzidin (DAB) kromogenom
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(Ultra View DAB Copper) u trajanju od 5 minuta na 37°C. Uslijedilo je bojenje hematoksilinom
u trajanju od 12 minuta na sobnoj temperaturi. U¢injena je impregnacija u uljnoj otopini
ULTRA LCS (Ultra liquid Coverslip) koja sprjecava isuSivanje tkiva i isparavanje reagensa te
osigurava potpunu zastitu i1 prekrivenost stakla i ispiranje stakalaca u mlakoj vodovodnoj vodi
ukupno 5 minuta. Sljedec¢i postupak je dehidriranje stakalaca u koncentracijama alkohola od 70
% - 100 %, u svakoj koncentraciji po 2 — 4 minute, a nakon toga bistrenje preparata u supstitutu
ksilena (Dako Sakura®).

Za postizanje trajnosti preparata tkivnih rezova na stakalcima, ista se postigla
automatiziranim postupkom impregnacije kompatibilnim filmom Dako Sakura®. Pozitivnim
nalazom smatra se obojenost citoplazme i jezgre kod CMV, citoplazme i membrane kod EBV,
a kod HSV pozitivna obojenost jezgre. Interpretacija bojenja uvijek je povezana s evaluacijom
adekvatnih pozitivnih kontrola.

Rezultati imunohistokemijskih reakcija evaluirani su IRS metodom (engl. immunoreactive
score of Remmele and Stegner). Temeljem ove klasifikacije prvo je procijenjen postotak
tumorskih stanica na jednom vidnom polju velikog povec¢anja mikroskopa (40x).

Rezultati su izrazeni semikvantitativno kao negativni: 0, 1 =<10%,2=11-50 %, 3=51-80
%, 4 ==>81 %.

Drugi parametar evaluacije je intenzitet bojenja: 0 (negativno), 1 (blagi intenzitet), 2
(umjereni intenzitet), 3 (jaki intenzitet).

Dobivene vrijednosti su pomnozene, a ukupan rezultat od 0 - 12 svrstava se u 4 kategorije:

0: 0 - 1 ( negativan)
1: 2 - 3 (' blago pozitivan)
2: 4 - 8 (umjereno pozitivan)

3: 9 - 12 (jako pozitivan)
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4.4. Statisticka obrada podataka

Osnovne klinicke i demografske karakteristike bolesnika usporedene su y*> i Mann-
Whitney testom u ovisnosti o Cinjenici jesu li varijable bile kategorijske ili kontinuirane.
Kaplan-Meierova metoda koriStena je kako bi se konstruirale krivulje prezivljenja za sve ishode
u studiji. Log-rang test koriSten je za procjenu razlike izmedu razli¢itih subgrupa u odnosu na
vrstu lijeCenja.

Coxov proporcionalni hazardni model koriSten je za ispitivanje prognostickih
¢imbenika za sve ishode, uzimajuéi u obzir sve varijable. Rezultati su prikazani kao omjer
hazarda (hazard ratio - HR), uz 95% raspon pouzdanosti (95%IP). P-vrijednost manja od 0,05
smatrat ¢e se statisticki znacajnom. Multivarijantni modeli ukljucit ¢e sve varijable znacajne na
nivou 0,05 u univarijantnoj analizi, na osnovu kojih ¢e biti definirani neovisni prognosticki
¢imbenici.

Za statisticku je analizu koristen statisticki software SPSS 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
US.A).
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5. REZULTATI

5.1. Imunohistokemijsko bojenje tumorskog tkiva glioblastoma

Studija je koncipirana kao presjecna s povijesnim podatcima, na uzorku od 63
patohistoloski potvrdena glioblastoma. Imunohistokemijskom obradom tkiva tumora mozga
poliklonalnim protutijelom HSV 10A3 odredio se broj pozitivno obojenih jezgara HSV - 1 u
kvadratnom milimetru tkiva (smede obojenje). Standardnom, potpuno automatiziranom
imunohistokemijskom procedurom, dobiveno je 5 blago pozitivnih preparata koji su prema
procjeni rezultata imunohistokemijskih reakcija (IRS) procijenjeni kao IRS 1 te 6 umjereno
pozitivnih uzoraka ocijenjenih kao IRS 2 prema istoj semikvantitativnoj procjeni (slika 5.1. 1
slika 5.2.). Istom procedurom, primjenom monoklonalnih ready-to use misjih protutijela za
viruse EBV (Clones CS. 1-4) i CMV (8B1.2, 1G5.2, 2D4.2) nije dokazana prisutnost navedenih
virusa iz tkiva glioblastoma uklopljenog u parafin. Semikvantitativna vrijednost za preparate
CMV i EBYV je stoga ocijenjena kao IRS 0. Statisti¢ka vrijednost ova dva virusa je zanemariva
s obzirom na odsutnost njihova bojenja. Mikroskopskom obradom nije prisutno ocekivano
obojenje citoplazme 1 jezgre kod CMV te citoplazme i1 membrane kod EBV.
Imunohistokemijska bojenja glioblastoma na prisutnost CMV i EBV prikazana su na slikama
53.15.4.

Ukupni postotak pozitivno obojenih preparata iznosio je 17,5 % svih obradenih uzoraka.
Semikvantitativni rezultati govore u prilog dominantne prisutnosti HSV — 1 i njegove statisticke
znacajnosti u odnosu na rezultate druga dva ispitivana virusa na osnovi IRS bodovanja
mikroskopske evaluacije obojenja preparata. Svi preparati obradeni su prema standardiziranom

imunohistokemijskom protokolu 1 procesuirani su u automatiziranom aparatu.
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Slika 5.1. Imunohistokemijsko bojenje tkiva glioblastoma ocijenjenih kao IRS 1 na antigen
herpes simpleks virusa. (A) negativno bojenje. (B-F) pozitivna bojenja prvoga stupnja prema
IRS. Strelicama su oznacene pozitivno obojene jezgre (smede bojenje). Pozadinsko bojenje
hemalaun. Povecanje 400 x. Mjerilo 200 um (autorsko djelo).
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Slika 5.2. Imunohistokemijsko bojenje tkiva glioblastoma ocijenjenih kao IRS 2 na antigen
herpes simpleks virusa. Slike A — F prikazuju pozitivna bojenja drugoga stupnja prema
protokolu IRS. Strelicama su oznacene pozitivno obojene jezgre (smede bojenje). Pozadinsko
bojenje hemalaun. Povecanje 400 x. Mjerilo 200 pm (autorsko djelo).
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Slika 5.3. Imunohistokemijsko bojenje tkiva glioblastoma ocijenjenih kao IRS 0 na antigen
citomegalovirusa. Slike A - F pokazuju negativno bojenje na prisutnost citomegalovirusa.
Pozadinsko bojenje hemalaun. Povecanje 400 x. Mjerilo 200 pm (autorsko djelo).
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Slika 5.4. Imunohistokemijsko bojenje tkiva glioblastoma ocijenjenih kao IRS 0 na antigen
Epstein Barr virusa. Slike A - F pokazuju negativno bojenje na prisutnost EBV. Pozadinsko
bojenje hemalaun. Povecanje 400 x. Mjerilo 200 pm (autorsko djelo).
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5.2. Ukupno prezivljenje i prezZivljenje bez progresije bolesti temeljem

imunohistokemijske obrade tkiva glioblastoma na prisutnost neurotropnih virusa

Prema provedenoj imunohistokemijskoj obradi uzoraka tkiva glioblastoma, prisutnost
HSV-1 verificirana je u 11 uzoraka temeljem IRS verifikacije, $to ¢ini 17,45 % svih obradenih
uzoraka.

Statistickom analizom utjecaja NTV na OS 1 PFS u oboljelih od glioblastoma, vidljive
su neznatne razlike u OS 1 PFS u skupinama s prisutnim NTV i u skupini bez dokazane
prisutnosti NTV.

Aritmeticka sredina vrijednosti ukupnog prezivljenja u skupini bolesnika kod kojih
virus nije verificiran iznosi 14,6 mjeseci, a prosjecna vrijednost ukupnog prezivljenja u skupini

s verificiranim NTV iznosi 10,5 mjeseci.

Tablica 5.1. Ukupno prezivljenje u bolesnika oboljelih od glioblastoma prema usporedbi

skupina s prisutnos¢u herpes simpleks virusa i bez prisutnosti herpes simpleks virusa.

HSV Aritmeti¢ka sredina | Std. greSka 95% Raspon pouzdanosti
HSYV neg. 14,62 1,91 10,86 18,37
HSYV poz. 10,55 2,92 4,83 16,27
Ukupno 14,33 1,74 10,93 17,74

HSV neg. - herpes simpleks virus negativni; HSV poz. - herpes simpleks virus pozitivni; Std. greska -
standardna greska

Usporedbom prezivljenja bez progresije simptoma kod ove dvije skupine, razlike su
takoder minimalno eksponirane, u skupini bez verificiranog NTV vremenski interval iznosi

6,92 mjeseci, dok u skupini s dokazanim NTV iznosi 4,88 mjeseci (log - rang test, P = 0,82).
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Tablica 5.2. Prezivljenje bez progresije simptoma u bolesnika oboljelih od glioblastoma

usporedujuci skupine s verificiranom prisutno$¢u herpes simpleks virusa i1 bez verificirane

prisutnosti herpes simpleks virusa.

HSV Aritmeti¢ka sredina | Std. greSka 95% Raspon pouzdanosti
HSV neg. 6,92 1,46 4,07 9,78
HSYV poz. 4,88 1,66 1,62 8,13
Ukupno 6,87 1,33 4,27 9,47

HSV neg. - herpes simpleks virus negativni; HSV poz. - herpes simpleks virus pozitivni; Std. greSka

- standardna greska

Gotovo jedna petina uzoraka pozitivna je na imunohistokemijsku obradu na prisutnost

HSV-1 u tkivu glioblastoma. Rezultat log - rang testa (P = 0,65) ne pokazuje statistiCku

znacajnost ukupnog prezivljenja u usporedbi skupine bolesnika s dokazanim HSV 1 bez HSV.

Takoder, log — rang test za prezivljenje bez progresije simptoma ne pokazuje statistiCku

znacajnost (P = 0,82).
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Slika 5.5. Kaplan - Meier krivulja za ukupno prezivljenje usporedbom dviju skupina prisutnosti
neurotropnih virusa: plava krivulja oznacava skupinu bolesnika bez prisutnog HSV, dok je
zelena krivulja skupina s dokazanim HSV. Cenzoriranje je oznaceno zelenim 1 plavim
plusevima.

HSV - herpes simpleks virus
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Slika 5.6. Kaplan - Meier krivulja za prezivljenje bez progresije bolesti usporedbom dviju

skupina prisutnosti herpes simpleks virusa. Zelena krivulja oznacava skupinu bolesnika s

dokazanim HSV u uzorku tumorskog tkiva, dok plava oznafava skupinu bolesnika bez

dokazanog virusa. Cenzoriranje je oznaceno zelenim i plavim plusevima.

HSV - herpes simpleks virus
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5.3. Demografski i klinicki podatci za bolesnike lijecene od glioblastoma

U istrazivanju je analiziran ukupan broj od 63 povijesti bolesti operacijski i onkoloski
lijecenih bolesnika s patohistoloski verificiranim glioblastomom. Od ukupnog broja, Zenskih
bolesnika bilo je 26 (41 %), a muskih 37 (59 %). Aritmeticka sredina Zivotne dobi bolesnika
iznosila je 66,7 godina sa standardnom devijacijom od 8,5 godina, §to ukazuje na blazu musku
predominaciju te korelira s recentnom svjetskom literaturom u izradi demografskih statistickih
vrijednosti u lijeCenju glioblastoma. Prema dobnoj raspodjeli, tek je neznatno vecéi broj
bolesnika starijih od 65 godina (55,6 %).

Prijeoperacijska evaluacija bolesnika, odnosno procjena klinicko-neuroloskog statusa
temeljena je na Karnofsky performance skali i ECOG skali. Kao donja granica vrijednosti
Karnofsky skale uzima se ukupan rezultat od 70 te je iz tablice 5.3. vidljivo da je ukupno 96,3
% bolesnika u skupini bodovnih vrijednosti od 70 do 100. Samo dva slucaja su niZih vrijednosti,
Sto ukazuje na individiualni pristup operatera i odluku za potrebom parcijalne resekcije s ciljem
dobivanja uzorka tkiva za patohistolosku analizu.

S obzirom na smjestaj tumorske tvorbe, tumorska infiltracija dva mozgovna reznja
obuhvacala je 57,6 % slucajeva, dok je jedan reZzanj zahvacen u 35,6 % slucajeva. Ovaj podatak
govori u prilog agresivne prirode GB i ekspanzije putem bijele tvari u vise od jednog
mozgovnog reznja. Slijedom navedenog, operacijski tretman u smislu potpune tumorske
resekcije Cini 18,6 % slucajeva, iako se kod operacija GB zbog njegove invazivnosti ne moze
u pravom smislu govoriti o potpunoj resekciji tumora. Udio od 62,7 % €ine subtotalne resekcije,
a $to je verificirano poslijeoperacijskom kontrastnom CT ili MR obradom kojom se verificiraju
manje aktivne zone tumora, stoga se u tom slucaju ne moze govoriti o potpunoj resekciji.
Takoder, 18,6 % ¢ini skupina parcijalnih resekcija zbog polozaja tumorskog tkiva u odnosu na
bijelu tvar mozga, odnosno obzirom na elokventnu mozgovnu regiju. Iz poslijeoperacijske
procjene Karnofsky skale vidljivo je da je u 93,6 % bolesnika raspon rezultata od 70 do 100 $to
¢ini zadovoljavajuci postotak uspjesnosti operacijskih zahvata, bez novonastalih neuroloskih
deficita i uz odrzanu kvalitetu zivota.

Poslijeoperacijski  onkoloski tretman ukljuuje kombiniranu radioterapiju i
kemoterapiju, $to u nasoj skupini €ini 82,5 % bolesnika podvrgnutih RT te 73,3 % podvrgnutih
KT. Iz skupine bolesnika koji su podvrgnuti KT, ukupno 65 % bolesnika lijeceni su

Temozolomidom, koji je standardni kemoterapeutik u lijeCenju GB, dok je ukupno 25 %
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bolesnika podvrgnuto drugim kemoterapeuticima koji se koriste u smislu onkoloske terapije

“drugoga reda”, stoga je razumljiv njihov ukupan manji postotak u primjeni.

Tablica 5.3. Demografski i klini¢ki podatci za bolesnike lijeCene od glioblastoma u KBC
Osijek u razdoblju od 1. sije¢nja 2012. do 31. prosinca 2017.

VARIJABLE Broj %
Spol
- muski 37 58,7
- Zzenski 26 41,3
Dobna skupina
- do 65 godina 28 44 4
- viSe od 65 godina 35 55,6
ECOG performance skala (prijeoperacijski)
-0 4 7,1
-1 30 53,6
-2 20 35,7
-3 2 3,6
Karnofsky indeks (%) (prijeoperacijski)
-50 2 3,6
- 60 0 0,0
-70 20 35,7
- 80 18 32,1
-90 12 21,4
- 100 4 7,1
Smjestaj tumora
- jedan mozgovni rezanj 21 35,6
- dva mozgovna reznja 34 57,6
- multicentriéni 4 6,8

Vrsta operacije (resekcije)

- potpuna 11 18,6
- subtotalna 37 62,7
- parcijalna 11 18,6
Karnofsky indeks (%) (poslijeoperacijski)

-50 3 6,4
- 60 0 0,0
-70 16 34,0
- 80 18 38,3
-90 8 17,0
- 100 2 4,3
Poslijeoperacijsko lijecenje (onkolosko)

- radioterapija 52 82,5
- kemoterapija 44 73,3

ECOG - Eastern Cooperative Oncology Group; CCNU - lomustin; BCNU - karmustin; PCV -
prokarbazin, lomustin, vinkristin
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5.4. Ukupno prezivljenje bolesnika lije¢enih od glioblastoma

Iz statisticke analize ukupnog prezivljenja bolesnika lijeCenih trimodalnim pristupom
vidljive su znacajne P vrijednosti za odredene varijable. Slijedom statisti¢kih vrijednosti iz
tablice 5.4., prijeoperacijska ECOG procjena pokazala se statisticki znacajnom (Coxov
regresijski model, P = 0,03). Ovaj rezultat odgovara ranije navedenim vrijednostima ECOG /
Karnofsky, gdje vrijednost ECOG od 0 do 2 korelira s vrijednoS¢u Karnofsky skale od 70 do
100. Navedene vrijednosti uzimaju se kao znacajne u odluci o operacijskom lijeCenju i posebice
poslijeoperacijskom onkoloSkom lijecenju, a Sto je takoder vidljivo iz tablice 5.4. U svezi s
ovom klini¢ko - neurolo§skom procjenom u prilog rezultata iz tablice 5.4. govori i vrijednost
poslijeoperacijske Karnofsky skale (Coxov regresijski model, P = 0,002) koja se pokazala
znacajnom u procjeni ukupnog prezivljenja.

Nadalje, posebno znacajni podatci poslijeoperacijskog onkoloskog lijeCenja govore u
prilog statisticki znacajnih vrijednosti poslijeoperacijske radioterapije (Coxov regresijski
model, P = 0,001) 1 poslijeoperacijske kemoterapije (Coxov regresijski model, P = 0,009).
Kaplan - Meier krivulje ovih vrijednosti prikazane su na slici 5.7. i na slici 5.8.

S obzirom na kemoterapiju, standardni kemoterapeutik (Temozolomid) i alkilirajuc¢a
sredstva nitrozoureje nisu pokazali statisticku znacajnost ukupnog prezivljenja za razliku od
prokarbazina (Coxov regresijski model, P = 0,03), no isti je primijenjen kod samo sedam
bolesnika kao kemoterapeutik drugoga reda Sto €ini vrlo mali statisticki uzorak i moze se

smatrati manje relevantnim (slika 5.9.).
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Tablica 5.4. Coxov proporcionalni hazardni model regresijske analize ukupnog prezivljenja

bolesnika lijecenih od glioblastoma u KBC Osijek od sijecnja 2012. do prosinca 2017.

Varijable HR 95% IP p
Spol 1,01 0,55-1,85 10,97
Dob 1,49 0,81-2,74 10,20
Prijeoperacijska ECOG 1,73 1,06 -2,83 10,03
procjena

Prijeoperacijska 0,97 0,94-1,00 0,09
Karnofsky procjena

Vrsta operacije 1,27 0,75-2,13 0,37
(resekcija)

Smjestaj tumora 1,01 0,82-1,25 10,93
Poslijeoperacijski 0,94 0,90-0,98 10,002
Karnofsky

Poslijeoperacijska 0,13 0,06 -0,29 10,001
radioterapija

Poslijeoperacijska 0,42 0,22-0,81 {0,009
kemoterapija

Temozolomide 0,63 0,33-1,18 |0,15
Alkilirajuca sredstva 0,61 0,22-1,71 0,35
nitrozoureje

(lomustine-CCNU,

carmustine-BCNU)

PCV (procarbazine, 0,12 0,02-0,86 0,035
lomustine-CCNU,

vincristine)

HR — omjer hazarda (engl. hazard ratio); IP — raspon pouzdanosti; p - p vrijednost; ECOG - Eastern
Cooperative Oncology Group; CCNU - lomustin, BCNU - karmustin; PCV - prokarbazin, lomustin,
vinkristin
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Slika 5.7. Kaplan-Meier krivulja ukupnog prezivljenja u primjeni poslijeoperacijske
radioterapije. Zelena krivulja oznacava skupinu bolesnika koji su podvrgnuti radioterapiji.
Plava krivulja oznacava skupinu bolesnika koja nije podvrgnuta radioterapiji. Cenzoriranje je
oznaceno plavim plusevima.

postopRT - poslijeoperacijska radioterapija
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Slika 5.8. Kaplan-Meier krivulja ukupnog prezivljenja u primjeni poslijeoperacijske

kemoterapije. Zelena krivulja oznacava skupinu bolesnika koja je podvrgnuta kemoterapiji, dok

plava oznacava skupinu bolesnika koji nisu podvrgnuti kemoterapiji. Cenzoriranje je oznaceno

zelenim 1 plavim plusevima.

KT - kemoterapija
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Slika 5.9. Kaplan-Meier krivulja ukupnog prezivljenja u primjeni prokarbazina (PCV). Zelena

krivulja oznacava skupinu bolesnika u kojih je primijenjen PCV u kemoterapiji u odnosu na

skupinu u kojoj nije primijenjen PCV u kemoterapiji. Cenzoriranje je oznaceno zelenim i

plavim plusevima.

PCV - prokarbazin, lomustin, vinkristin
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5.5. Prezivljenje bez progresije bolesti u bolesnika lije¢enih od glioblastoma

StatistiCke vrijednosti prezivljenja do pojave simptoma bolesti (tablica 5.5.) ukazuju na
znaCajne p vrijednosti koje korespondiraju s vrijednostima ukupnog prezivljenja, a koje se
odnose na varijable poslijeoperacijske Karnofsky procjene (Coxov regresijski model, P = 0,04),
poslijeoperacijske radioterapije (Coxov regresijski model, P = 0,002) i poslijeoperacijske
kemoterapije (Coxov regresijski model, P = 0,02). U usporedbi s analizom skupine OS, vrste
razli¢itih kemoterapeutika nisu pokazale statisticke znacajnosti u ishodu PFS. Za razliku od OS,
u ovoj je skupini statistiCku znacajnost pokazala varijabla koja se odnosi na dob bolesnika
(Coxov regresijski model, P = 0,03), a §to govori u prilog boljeg prezivljenja u skupini
bolesnika starosti do 65 godina Zivota.

Povoljna poslijeoperacijska Karnofsky procjena uvelike govori u prilog boljega
prezivljenja bez progresije bolesti, s obzirom da su ti bolesnici u poslijeoperacijskom periodu
ocekivano boljega klinickog i neuroloskog statusa te su prema ranije opisanim tablicama
procjene statusa bolesnika oni u znacajnoj mjeri neovisni o pomoc¢i druge osobe, a §to s
komponentama kra¢ega intervala do pocetka onkoloskog lijeCenja 1 mlade zivotne dobi
zasigurno pridonosi boljemu prezivljenju.

Takoder, znacajna statisticka komponenta u analizi prezivljenja bez progresije bolesti
odnosi se 1 na znacajnost vremenskog intervala izmedu operacijskog zahvata u osoba oboljelih
od glioblastoma do pocetka onkoloskog lijecenja (Coxov regresijski model, P = 0,049). Tako
granicne statisticke vrijednosti u ovome istrazivanju, ova komponenta govori u prilog boljega
prezivljenja bez progresije bolesti kada je taj vremenski interval kra¢i, odnosno kada se u
bolesnika pravovremeno zapocinje s onkoloSkom terapijom. Kaplan — Meier krivulja za

vrijednost ovoga vremenskog intervala prikazana je na slici 5.10.
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Tablica 5.5. Cox hazard regresijska analiza prezivljenja bez progresije simptoma bolesti u

bolesnika lijecenih od glioblastoma u KBC Osijek od sijecnja 2012. do prosinca 2017.

Varijable HR | 95% IP p
Spol 1,14 (0,61 -2,14 | 0,68
Dob 0,54 10,31-0,92 |0,03

Prijeoperacijska ECOG 1,09 |0,64-1,88 |0,74
procjena

Prijeoperacijska 0,99 10,96-1,03 |0,82
Karnofsky procjena

Vrsta zahvata (resekcije) | 1,19 [0.71 -2,00 | 0,51

Smjestaj tumora 1,05 |0,67-1,64 0,84
Poslijeoperacijska 0,96 |0,93-1,00 |0,04
Karnofsky procjena

Poslijeoperacijska 0,19 (0,07 -0,54 |0,002
radioterapija

Poslijeoperacijska 0,41 |0,20-0,85 [0,02
kemoterapija

Temozolomide 0,64 (0,33—-1,26 |0,20
Alkilirajuca sredstva 1,09 |0,42-2,81 |0,86

nitrozoureje (lomustine-
CCNU, carmustine-
BCNU)

PCV (procarbazine, 0,31 [0,09-1,02 |0,05
lomustine-CCNU,
vincristine)

Period izmedu kirur§kogi|0,49 |0,24—-1,00 | 0,049
onkoloskog lijeCenja

HR — omjer hazarda (engl. hazard ratio); IP — raspon pouzdanosti; p - p vrijednost; ECOG - Eastern
Cooperative Oncology Group; CCNU - lomustin, BCNU - karmustin; PCV - prokarbazin, lomustin,
vinkristin
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U analizi PFS, znacajan statisticki podatak je vremenski interval od kirurSkog zahvata do
pocetka onkoloskog lijecenja (Coxov regresijski model, P =0,049), a koji se dobio usporedbom
dvije skupine bolesnika: prva skupina oznacavala je pocetak onkoloskog lijecenja unutar
mjesec dana od kirurSkog zahvata, a druga skupina je oznacavala pocetak onkoloskog lijecenja
nakon mjesec dana od kirurSkog zahvata. Povoljniji rezultat PFS zamijecen je u skupini s brzim

pocetkom onkoloskog lijeCenja (unutar mjesec dana), slika 5.10.

tinterval KLOL
EE _r1,00
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Slika 5.10. Kaplan - Meier krivulja za vremenski interval od kirurSkog zahvata do pocetka
onkoloskog lijecenja. Zelena krivulja oznacava pocetak onkoloSkog lijecenja unutar mjesec
dana od kirur§kog zahvata, a plava krivulja oznacava pocetak onkoloskog lijecenja nakon
mjesec dana od kirur§kog zahvata. Cenzoriranje je oznaceno zelenim i plavim plusevima.

tIntervalKLOL — vremenski interval izmedu radio 1 kemoterapije
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6. RASPRAVA

Unato¢ brojnim sada$njim tehnoloSkim moguénostima 1 razvoja razli¢itih metoda
lijecenja, glioblastomi kao najmaligniji tumori mozga i dalje ostaju nerjeSiv problem, uz
prosjecno prezivljenje od samo 15 mjeseci. S obzirom na ovu ¢injenicu, cjelokupno lijeenje
ovih tumora ima tek palijacijsku komponentu s ciljem odrzavanja §to bolje kvalitete Zivota u
ovih bolesnika. S obzirom na brzi rast ove tumorske tvorbe, nagle i progrediraju¢e simptome,
znatnoj vecini bolesnika je ovaj tumor dijagnosticiran u njegovom poodmaklom stadiju rasta s
izrazenim uobicajenim klinickim simptomima poput glavobolje, fokalnih neuroloskih ispada,
nerijetko epileptickim napadajima. U Republici Hrvatskoj do sada nisu provedena znacajna
istrazivanja lijeCenja glioblastoma, odnosno njihovog razvoja, lijeenja i ishoda lijecenja, kao i
prezivljenja. Ovakve su studije ucinjene na svjetskoj razini, potencijalni ¢imbenici rasta i
razvoja glioblastoma su definirani, no zasigurno razlike u demografskom profilu stanovniStva
1 njihovih Zivotnih navika doprinose vaznosti istrazivanja, kao 1 razli¢itim varijabilnim
rezultatima ovakvih istrazivanja.

S obzirom na nedostatak potrebnih novih informacija u ovih tumora, u obzir su uzete i
druge komponente izvan dosadasnjih okvira istrazivanja. S ovog stajaliSta, u naSu studiju
ukljucili smo neurotropne viruse kao potencijalne ¢imbenike rasta i razvoja tumora mozga, a s
obzirom na njihov afinitet prema SZS kao predilekcijskom mjestu aktivnosti. Dosadasnje
studije na svjetskoj razini ukljuc¢ivale su vise vrsta virusa kao potencijalnih ¢imbenika razvoja
glioblastoma te Siri spektar primijenjenih metoda. Uzevsi u obzir sve ove €injenice, rezultati se
razlikuju. Do sada nema c¢vrstih stajaliSta o utjecaju neurotropnih virusa na rast i razvoj tumora
mozga Sto ¢e 1 nadalje ostati nedefenirano polje znanstvenog interesa. S tim ciljem je provedeno
1 naSe istrazivanje u kojem nismo uspjeli definirati viruse kao ¢imbenike s jasno izrazenim
afinitetom u razvoju glioblastoma, no ovo istrazivanje potencijalno je otvorilo nova poglavlja i

potrebe unaprjedenja daljnjih istrazivanja, posebno u nasoj domovini.

6.1. Pojavnost neurotropnih virusa u tkivu glioblastoma

U ovoj se studiji analizirala prisutnost i utjecaj neurotropnih virusa (NTV) u arhivskim
uzorcima glioblastoma na ukupno prezivljenje te na prezivljenje do pojave simptoma bolesti.
Evaluacijom arhivskih uzoraka s pozitivnim ishodom prisutnosti NTV, postoji potencijalna
mogucénost odredivanja njihove daljnje uloge u nastanku ili progresiji GB kao najmalignijeg

tumora mozga.
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Takoder, temeljem arhivskih podataka procijenjena je incidencija glioblastoma
operiranih i onkoloski lije¢enih bolesnika u istoj ustanovi. Osim dokazivanja neurotropnih
virusa kao primarnog cilja ove studije, fokus istrazivanja usmjeren je i1 prema definiciji
predikcijskih ¢imbenika u ishodu lijecenja glioblastoma. Dostupni parametri individualno
verificirani iz povijesti bolesti, posluzili su u svrhu definiranja predikcijskih ¢imbenika u
procjeni prezivljenja bolesnika podvrgnutih trimodalnom terapijom u lije¢enju GB. Uzorci
tumora pozitivnih na NTV takoder bi u perspektivi predstavljali NTV kao potencijalni
predikcijski Cimbenik u procjenti lijecenja 1 prezivljenja oboljelih od GB.

U dosadasnjim studijama dokazivanja NTV u tkivu glioblastoma, postoje znacajne
razlike glede stavova o ulozi NTV u procesu onkogeneze. Primarni cilj studija bio je usmjeren
dominantno na CMV, a raspon metoda dokazivanja virusa uklju¢ivao je u najvecoj mjeri
tehnike imunohistokemije (IHK), in situ hibridizacije (ISH) i lancanu reakciju polimeraze
(PCR). U usporedbi s nasom studijom, relativna prednost drugih provedenih studija s ve¢im
spektrom upotrijebljenih tehnika dokazivanja NTV uvjetovana je i dostupnoséu svjezeg
tumorskog materijala te paralelne seroloske obrade (151 - 156).

Procjena utjecaja neurotropnih virusa u nastanku 1 progresiji glioblastoma zaceta je
2002. godine kada je Cobbs sa suradnicima temeljem imunohistokemijske obrade dokazao
prisutnost CMV 72 kDa u jezgri 1 perinuklearnoj citoplazmi tumorskih stanica u svim
poslijeoperacijskim uzorcima glioblastoma. Uzorak nije pronaden u poslijeoperacijskom
uzorku meningeoma, normalnom tkivu mozga u kadavera, kao niti mozgovnom tkivu kadavera
s ostalom patologijom. U daljnjoj analizi istih autora postignuti su impresivni rezultati
imunohistokemijskim dokazivanjem drugih CMV antigena, a posebice pp65 proteina, Mr 76
kDa ranog proteina i Mr 52 kDa proteina (88).

Temeljem rada Cobbsa 1 suradnika postavljen je algoritam imunohistokemijske obrade

arhivskih, parafiniziranih uzoraka tkiva glioblastoma.
Daljnje studije raspravljale su razli¢itosti u rezultatima prisutnosti CMV u uzorcima
glioblastoma. Poseban osvrt u studijama odnosio se na geografsku varijabilnost prevalencije
CMV, obzirom da su dosadasnje informacije o geografskoj preraspodjeli prisutnosti NTV u
tkivu glioblastoma nedostatne.

Hashida 1 suradnici su 2015. godine na uzorku od 39 bolesnika svjeze smrznutih
pripravaka i1 parafinskih uzoraka u Japanu dobili negativne rezultate temeljem provedene
imunohistokemije i PCR metode. Temeljem spomenute studije i ranije uinjene studije po
Yamashiti 1 suradnicima, odsutnost CMV u japanskoj populaciji povecala je mogucnost

variranja prevalencije CMV u glioblastoma medu razli¢itim etnickim skupinama.
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Vise studija prikazale su ucestaliju pojavu GB u Europljana u usporedbi s Azijcima i
Afrikancima. U SAD-u je ucestalost GBM vise od dva puta veca u pripadnika bijele rase negoli
u drugih rasa. Iz navedenog je razvidno da razlike u ucestalosti izmedu zapadnih 1 azijskih
zemalja 1 medu etniCkim skupinama koje zive u SAD-u sugeriraju genetsku predispoziciju za
GBM (151, 154).

Prema studiji iz 2017., autora Zavala-Vega i1 suradnika provedenoj u Meksiku,
zamije¢ena je visoka prevalencija CMV u hispanskoj populaciji, no zapaZena je manja
prevalencija GBM u usporedbi s bijelom populacijom u kojoj je verificirana niza
seroprevalencija CMV. Daljnjom analizom CMV u skupinama bijele, crne i hispanske
populacije oboljelih od glioblastoma, virus je verificiran u viSem postotku u hispanskoj
populaciji, no pojavnost GBM je bila veca u bijeloj populaciji. U istoj studiji, visoka
prevalencija HHV u meksickoj populaciji oboljelih od GB verificirana je visoka ucestalost
mijeSanth HHV infekcija. Imunohistokemijski je u cetiri slucaja verificiran HSV kao
monoinfekcija, dok je HSV s EBV imunohistokemijski verificiran takoder u Cetiri slucaja.
Imunohistokemijski su sva tri uzro¢nika; HSV, EBV i CMV verificirani tek u jednom slucaju.
Do sada je ova studija prema dostupnoj literaturi prva koja je ukljucila sva tri virusa, posebice
jer je HSV onkoliti¢ki virus do sada uziman u obzir u smislu genske terapije, obzirom na
mehanizam djelovanja (155).

Suprotno spomenutom, Holdhoff i suradnici su 2017. godine objavili studiju u kojoj su
koristene metode PCR, in situ hibridizacija 1 imunohistokemija u svjeze smrznutih preparata te
arhivskim parafinskim preparatima. Niti jednom tehnikom u preparatima nije dokazana
prisutnost CMV u oboljelih od GB. Temeljem provedenog prospektivnog istrazivanja u
uzorcima svjeze smrznutih preparata, u 53 % uzoraka bolesnici su bili CMV seropozitivni.
Ovom studijom postavljeno je kljuno pitanje u znatnoj razlici dosadasnjih istrazivanja gdje
nije dokazana prisutnost neurotropnih virusa te studija u kojima je ishod bio pozitivan.
Razmatrana je mogucnost slabije detekcije virusa standardiziranom imunohistokemijskom
tehnikom rezultiraju¢i lazno negativnim rezultatima. U studiji provedenoj po Holdhoffu i
suradnicima primijenjeno je nekoliko visokosenzibilnih tehnika dokazivanja virusa ¢ime je u
najvecoj mjeri iskljuena potencijalna moguénost negativnih rezultata verifikacije virusa u
tkivu tumora. Kao najvazniji pristup, primijenjena je visokosenzitivna real-time PCR detekcija
CMYV DNA, a koja uz ¢injenicu da je polovica populacije bila seronegativna govori u prilog
adekvatnom pristupu dokazivanja virusa. Uzevsi u obzir visoku senzibilnost provedenog
ispitivanja, rezultate istrazivanja nedvojbeno nije moguce osporiti tvrdnjom da u istrazivanju

nisu koriStene metode dokazivanja najnizih mogucih vrijednosti virusa u tkivu GB. Unato¢
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negativnim rezultatima, autori takoder ne isklju¢uju moguénost prisutnosti virusa u pojedinim
uzorcima, no u vrijednostima nedostatnima za adekvatnu detekciju virusa (92).

Rezultati nase studije svrstavaju ih u skupinu studija u kojima prisutnost CMV 1 EBV
nije dokazana, no s obzirom na broj pozitivnih HSV uzoraka, usporedujuci s drugim studijama,
govori osim u prilog najveéeg broja pozitivinih HSV rezultata i u prilog konstataciji
populacijskih i geografskih razlika ispitivanih studija. Takoder, ovakvi rezultati govore u prilog
originalnosti provedene studije.

Strojnik i suradnici su 2017. godine prospektivnom studijom na uzorku od 45 bolesnika
glioma visokog stupnja, od ¢ega je 33 bilo verificiranih glioblastoma PCR tehnikom, dokazali
pristunost HSV-2 u jednom uzorku te EBV u tri uzorka. Znac¢ajna ¢injenica u navedenoj studiji
odnosila se na visoku seropozitivnost za HSV-1 1 HSV-2, no virusna RNK nije detektirana u
tkivu tumora. Znacajnost EBV infekcije reflektira se u ubikvitarnosti EBV u gotovo 90%
svjetske populacije, povezanosti s nastankom Burkittovog i Hodgkinovog limfoma, manjoj
mjeri nazofaringealnog i gastricnog karcinoma, a u ovisnosti o geografskoj i populacijskoj
distribuciji (157).

Strojnik i suradnici su verificirali EBV DNK u tri uzorka tkiva tumora, no ne i u serumu
bolesnika. Potencijalni razlog proturje¢nim rezultatima prema Akhtaru i suradnicima (2018.)
objasnjen je populacijskim i geografskim razlikama, individualnoj genetskoj varijabilnosti,
inherentnoj heterogenosti gliomskih tumora, metodologiji uzorkovanja i dokazivanja virusne
prisutnosti (158). U prilog ovoj tvrdnji govore i nehomogeni rezultati provedenih studija
dokazivanja utjecaja NTV na razvoj glijalnih tumora Sirom svijeta. Pregledom literature koje
su za cilj imale dokazati ove u€inke NTV, od prve studije objavljene po Cobbsu i suradnicima
do najrecentnijih, vidljivo je kako su studije provedene s ciljem dokazivanja vise vrsta NTV,
kako su u istima primjenjivani Siroki spektri metoda dokazivanja, posebice PCR tehnike koja
je metoda izbora dokazivanja NTV, napose HSV, sa specificnosc¢u 1 osjetljivos¢u od gotovo
100 % za obje komponente. Usporedivsi ove podatke s naSom studijom u kojoj smo od metoda
primijenili samo IHK, u vedini provedenih studija su ispitiva¢i imali znacajnu prednost s
obzirom na spomenuti vec¢i spektar metoda koriStenih istovremeno, $to u velikoj mjeri smanjuje
mogucnost greske u istrazivanju. Moguca prepreka u svim dosadaSnjim istrazivanjima koja bi
takoder mogla objasniti nehomogene rezultate je nekonzistentan broj ispitanika u provedenim
studijama te posebice nehomogen uzorak vrste tumora u uzorku ispitanika koji je uklju¢ivao
glijalne tumore nizih stupnjeva. Takoder, rezultati zasigurno ovise i o vrsti tkivnog preparata
gdje znacajnu prednost u primjeni metoda dokazivanja ima svjeZe smrznuti preparat, Sto je

prema dosadasnjim studijama takoder nekonzistentna komponenta, s obzirom da su u studijama
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koriSteni 1 arhivski materijali, poput materijala iz nase studije. Osim adekvatnijeg probira
bolesnika u buducoj prospektivnoj studiji, u obzir bi dosla i egzaktnija molekularna obrada GB,
moguci utjecaj NTV na razvoj razli¢itih molekularnih podtipova GB, kao 1 skupina metiliranih
ili nemetiliranih MGMT. Osim patohistoloske raspodjele glijalnih tumora, do sada u studijama
nije spomenuta ovakva usporedba na molekularnoj razini, $to bi eventualno dovelo do druk¢ijih
rezultata. Ovakvu studiju trenutno nije moguce uciniti u Republici Hrvatskoj s obzirom na
nedostatak mogucnosti opseznije patohistoloske obrade. U tom smislu bi multicentri¢na studija
sa standardiziranom metodologijom imala znatniju vaznost, a drugi razlog koji podupire ovu
potrebu je i sporiji intenzitet prikupljanja tkiva GB u pojedina¢nim bolni¢kim centrima. Ranije
je napomenuto i vise studija kojima je iskljucena uloga NTV kao ¢imbenika razvoja GB poput
studije iz 2017. autora Garcia-Martinez 1 autora (93). U istoj studiji takoder su primijenjene
visokoosjetljive metode, uz relativno veliku skupinu patohistoloski potvrdjenih uzoraka GB
gdje nije dokazana prisutnost neurotropnih virusa. Iste godine je objavljena i ranije spomenuta
studija po Holdhoffu i suradnicima, takoder s negativnim rezultatima.

Prednost uzorka skupine nasih bolesnika u usporedbi sa studijom provedenom po
Strojniku 1 suradnicima je u Cinjenici da je naSa ispitana skupina homogeni uzorak
patohistoloski verificiranih glioblastoma. Takoder, ukupan broj arhivski obradenih uzoraka
glioblastoma u korelaciji je s ranije provedenim studijama.

Objasnjenje rezultata naSe studije moglo bi uputiti na €injenicu vrlo visoke prevalencije
HSV-1 u ispitanoj populaciji. U Republici Hrvatskoj za sada ne postoji adekvatna
epidemioloska procjena zarazenih HSV-1, a rezultate nase studije ne mozemo usporediti s
eventualnom prevalencijom HSV-1 u populaciji Republike Hrvatske ili nase geografske regije.
Statistickom usporedbom skupine bolesnika s verificiranom prisutnos¢u HSV-1 sa skupinom
bolesnika bez prisutnosti NTV vidljiva je odsutnost znacajne statisticke razlike u OS i PFS u
ove dvije skupine bolesnika.

Uzevsi u obzir ishod ovoga istrazivanja, moguce je tek parcijalno usporediti naSe
rezultate s rezultatima dosadasnjih studija u smislu upotrijebljenih metoda i broja bolesnika, no
ne 1 vrste verificiranth NTV, s obzirom da je dosadasnjim studijama prisutnost HSV-1
dominantno verificirana u slucajevima visokog seropozitiviteta, ne i u tkivu tumora (152, 155).

Virusne su infekcije znacajno ¢eS¢e od svih bakterijskih, gljivicnih i protozoi¢nih
infekcija prema godisnjoj incidenciji, a najces¢e se manifestiraju blazim simptomima, iako u
tezih infekcija ukljuéuju i smrtni ishod (159). Virusne infekcije SZS manifestiraju se prema
anatomskoj predilekciji 1 mjestu ulaska virusnog patogena, manifestiraju se kao encefalitis,

meningitis 1 mijelitis, a vaznost imunog odgovora SZS-a odrazava se aktivacijom memorijskih
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T stanica CD3" smjeStenih u mozgovno-moZzdinskoj tekucini te u manjoj mjeri CD4"i CD8". U
nesto manjoj mjeri su zastupljene B stanice imunoloSkog odgovora, pretezno CD27, stanice
prirodne ubojice (NK stanice), dendriticke stanice, kao i1 perivaskularni i meningealni odgovor
monocita 1 polimorfonuklearnih stanica. Od izrazitog je znacaja rezultat obrade mozgovno-
mozdinske teku¢ine dobiven lumbalnom punkcijom gdje je za virusni meningitis znacajan
porast leukocita, dok je u virusnih encefalitisa porast upalnih stanica rijedak. U slucajevima
encefalitisa, znaCajan je prodor imunih stanica u mozgovni parenhim, kaskadni porast
koncentracije T-limfocita, makrofaga i u manjoj mjeri polimorfonukleara, naj¢eS¢e monocita i
limfocita. Za razliku od encefalitisa, u virusnih meningitisa znacajan je porast CD4" i CD8" T
stanica, kao 1 stanica prirodnih ubojica (160).

Poseban znaéaj u zaraznih bolesti SZS-a, osim nabrojanih mehanizama prodora, imaju
krvno-mozgovna prepreka i prepreka krvi i mozgovno-mozdinske tekucine koje su zastitne
prepreke SZS-a u potencijalnom prodoru patogena. Osim zastitnog efekta, ove dvije prepreke
sluze 1 kao metabolicka, fizicka i transportna prepreka. Oc¢ekivano je da svaka inhomogenost i
prekid ovih barijera doprinosi moguéem razvoju neravnoteze, tj. prekida odrzavane homeostaze
izmedu mozga i krvi. Krvno-mozgovna prepreka kao funkcijska jedinica sastoji se od
endotelnih stanica umrezenih uskim spojevima (engl. tight junctions), astrocitima i pericitima.
Prepreka izmedu krvi 1 mozgovno-mozdinske tekuéine ogranicena je na povrsinu koroidnog
pleksusa mozgovnih klijetki ¢iji epitel Cini najznacajniju ulogu u odrzavanju homeostaze
izmedu ove dvije tkivne komponente. Osim fizicke prepreke, uloga prepreke izmedu krvi i
mozgovno-mozdinske tekucine znacajna je u njezinom opsegu specifi¢nih transportnih kanala
1 niske pinociticke aktivnosti u paracelularnom i transcelularnom molekularnom prijenosu
imunoloskih stanica. Pored svih navedenih svojstava ove prepreke, osnovna znacajka i uloga
endotelnih stanica koroidnog spleta jest sinteza mozgovno-mozdinske tekucine. Paracelularna
propusnost krvno-mozgovne prepreke i1 prepreke krvi i mozgovno-mozdinske tekucine
regulirana je kompleksima uskih spojeva i adheriraju¢ih spojeva putem brojnih povrSinskih
proteina. Primarne i sekundarne posljedice prekida ovih spojnih mjesta utjecajem patogena na
SZS olaksavaju prodor virusnih éestica, leukocita i upalnih stanica u SZS. Po moguéem prodoru
patogena kroz ove prepreke, koroidni splet i mozgovne kapilare Cine daljnja potencijalna mjesta
prodora virusa, bakterija, gljiva ili parazita izravno u SZS (161 - 166).

Osim infekcije, kao znacajniji moguci uzroci prekida krvno-mozgovne prepreke
posljedica su rasta tumorske tvorbe, traume, ishemije, jetrene encefalopatije 1 drugih ¢imbenika.
S obzirom na znacajnost ove prepreke, u dosadasnjim znanstvenim ¢lancima nije navedena

anatomska vaznost ove prepreke. S anatomskog stajaliSta, posebice invazivnog operacijskog
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pristupa na mozgovni parenhim, krvno-mozgovna prepreka nije prisutna u svim intrakranijskim
segmentima. Anatomska odsutnost ove prepreke nalazi se u spomenutom koroidnom spletu,
hipofizi, tuberu cinereumu, arei postremi, pinealnom 1 preopticCkom recezusu. Kako do sada
imperativ istraZzivanja nije bio usmjeren na ove anatomske segmente, zasigurno bi anatomski i
infektoloski koncipirane studije pokazale moguc¢i odmak u usporedbi s dosadaSnjim
istrazivanjima i rezultatima. Invazivnost neurokirurSkih operacija mozga moze se smatrati
umjetnim prodorom 1 posljedi¢no izazvanom neravnotezom krvno-mozgovne prepreke, stoga
se u svakodnevnoj operacijskoj praksi moguée poslijeoperacijske zarazne bolesti SZS-a
prezentiraju upalnim promjenama, najéeS¢e meningitisom izazvanog bakterijama, a Sto se
potvrduje punkcijom i laboratorijskom obradom mozgovno-mozdinske tekuéine u tih
bolesnika. Osim navedenih karakteristika 1 uloga krvno-mozgovne prepreke, za istaknuti je i
ulogu iste u razvoju mozgovnog edema, tj. otoka mozgovnog parenhima gdje je funkcija ove
prepreke najvaznija u razvoju vazogenog i ishemijskog otoka kao posljedice prekida iste. U
inicijalnom je tijeku razvoja ishemijskog otoka krvno-mozgovna prepreka nedirnuta.

Unato¢ dokazanom prisustvu neurotropnih virusa u tkivu glioblastoma, za sada nije
moguca definitivna procjena uloge virusa u nastanku, progresiji ili ishodu lijecenja
glioblastoma. U prilog ovoj konstataciji govore rezultati nase studije, gdje je unato€ relativno
visokom broju uzoraka verificiranog virusa, OS i PFS tek neznanto nizi usporedujuci sa
skupinom bolesnika bez dokazanog virusa. Takoder, tijek bolesti 1 utjecaj dokazanog NTV u
poslijeoperacijskom onkoloskom lijeCenju ne pokazuje razlike u ishodu cjelokupnog
trimodalnog lijecenja usporedivsi skupine s prisutnoséu ili bez prisutnosti NTV. Obzirom na
anatomsku predilekciju HSV-1 u trigeminalnom gangliju, nije iskljucena reaktivacija virusa u
perioperacijskom periodu uslijed potencijalne imunodeficijencije. Vjerojatnost ove tvrdnje
temelji se na epidemioloskim podatcima visoke prevalencije HSV-1 medu svjetskom
populacijom od gotovo 90 % prisutnosti HSV-1 ili HSV-2. Dosadasnja istraZivanja na
animalnim modelima govore i u prilog moguéeg mehanizma Sirenja virusa putem bijele
mozgovne tvari po virusnoj reaktivaciji (157). Kako je ovakav mehanizam Sirenja virusa od
izuzetnog znaCaja za razumijevanje razvoja kliniCkih simptoma i patofizioloskih procesa,
potreban je daljnji iskorak u istrazivanjima i dijagnostici. U recentnijim studijama, osim ve¢
spomenutih dijagnostickih metoda, nije napomenuta moguénost primjene virusnog
neuronalnog praéenja (engl. viral neuronal tracing). Ova metoda se koristi u vizualiziranju i
razumijevanju interneuronalnih veza inokulacijom fluorescentno obiljezenog neurotropnog
virusa kao tragaca (engl. tracer). Primjenom ove metode, primarno u animalnim modelima

dobili bismo adekvatniji uvid u puteve Sirenja neurotropnih virusa te predilekcijska mjesta u
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mozgovnom parenhimu. Nadalje, buduca istrazivanja kojima bi se potvrdila ova tvrdnja u
razumijevanju mehanizma Sirenja neurotropnih virusa posluzila bi i u svrhu potencijalnog
lijecenja stanja izazvanih njihovim utjecajem. Koncept buducih istrazivanja utjecaja i Sirenja
neurotropnih virusa SZS-om ukljudivao bi takoder i standardnu MR obradu, posebice zbog
vizualiziranja promjene intenziteta signala odredenih anatomskih regija mozga kao specifi¢nih
predilekcijskih mjesta NTV, iako istom obradom u prijeoperacijskom vremenskom periodu
nije moguce razluciti perifokalni edem kao posljedice utjecaja NTV 1 tumorske promjene
dokazanom primjenom kontrasta. Prospektivno istrazivanje ukljucilo bi 1 paralelnu seroloSku
obradu bolesnika s ciljem potvrde prisutnosti virusa. Svjeze smrznuti uzorak tkiva GB od vece
je dijagnosticke vaznosti u usporedbi s parafiniziranim uzorkom. Kako smo ovom studijom
dokazali prisutnost HSV-1 u tkivu GB, buduc¢i koncept prospektivnog istrazivanja potencijalno
bi pokazao to¢nije podatke utjecaja NTV u razvoju GB. Nadalje, u dosadasnjim istrazivanjima
nije uklju¢ena moguénost dokazivanja NTV tehnikom matricom potpomognute laserske
desorpcije/ionizacije (MALDI TOF MS , engl. matrix assisted laser desorption/ionization-time
of flight-mass spectrometry), iako je studijom iz 2008. Sjoholma i autora potvrdena valjanost
uporabe ove tehnike u razliCitim bioloskim arhivskim materijalima u svrhu dokazivanja
humanih herpes virusa (158). Ista tehnika bila je razmatrana u provodenju naseg istrazivanja,
no ista je iskljucena zbog moguceg postizanja lazno negativnih rezultata temeljem potencijalne
neadekvatne ekstrakcije tumorskog tkiva iz parafina. Takoder je predlozeno daljnje
prospektivno istrazivanje  koriste¢i svjeze smrznute pripravke tumora radi postizanja
adekvatnih rezultata.

Prema recentnim studijama, seropozitivnost ispitane populacije govori u prilog nizeg
postotka seropozitivnosti HSV-2 u odnosu na HSV-1. Prema Abu-Raddadu i suradnicima,
seroprevalencija HSV-1 globalne populacije iznosi oko 67 %, no znatno je visa u Africi, a §to
se objasnjava nizim ekonomskim i1 epidemioloskim standardom. Prema kontinentalnoj
raspodjeli, zemlje zapadne Europe biljeze seroprevalenciju HSV-1 od oko 50 %, no osim u
Africi, 1 dalje je iznimno visoka u zemljama Bliskog istoka i1 Azije. Znacajan pad
seroprevalencije zabiljezen je u Sjevernoj Americi 1 Japanu Sto se takoder povezuje s
poboljsanim zivotnim standardom i higijenskim uvjetima (167).

Razvoj automatizirane IHK 1 njezina Sira implementacija u laboratorijskoj uporabi u
znacajnijoj mjeri datira od 1990-ih. Osim brzine provodenja obrade tkiva, ova procedura je
kratka, jednostavna i ekonomski prihvatljiva. Nekoliko znacajki primjene IHK u patologiji i
obradi tkiva su dijagnosticke naravi: odredivanje prirode tumorskog tkiva, tipizacija i primarno

sijelo, genetska analiza tkiva, u prvom redu odredivanje biomarkera, proteinske ekspresije i
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terapeutski znacaj, odnosno odredivanje terapije temeljem analize tkiva. Medu glavnim
prednostima automatizirane IHK jest i standardizacija protokola obrade tkiva kao i moguénost
radnog opterecenja bez kompromitacije kvalitete samoga procesa (168).

U nasemu istrazivanju upotrijebljena je automatizirana imunohistokemija aparatom
Ventana BenchMark. Prednost imunohistokemijske procedure u obradi tkiva jest ouvanje
histoloske arhitekture tkiva te oCuvanje molekularne grade tkiva. Razvoj automatizirane IHK
poboljsalo je pouzdanost i1 reproduktivnost IHK, posebice u smislu bojenja preparata koji se
odvijao kompleksnim manualnim procesom. S obzirom na automatizirani proces obrade,
prednost ovakve digitalizirane obrade jest i monitoriranje samoga procesa gdje aparat alarmira
svako neprimjereno odstupanje u procesu obrade tkiva u smislu neadekvatne temperature,
volumena reagensa 1 nepravilno primijenjenog reagensa prema pracenju bar koda.
Digitaliziranim programskim nadzorom obrade tkiva moguce je pratiti potroSnju reagensa i
datum isteka valjanosti istoga.

Osim pouzdanosti, brzine obrade tkiva i1 reproduktivnosti, primjenom toplinski
inducirane metode antigenskog povrata (engl. antigen retrieval) i standardiziranim protokolima
bojenja ostvarena je prednost u obradi tkiva uklopljenog u parafin. Ostali ¢imbenici koji
potencijalno kompromitiraju IHK tehniku jesu priprema uzoraka tkiva i njihovo skladiStenje,
tijek IHK procedure te interpretacija nalaza. Takoder, izbor antitijela i povrat epitopa takoder
igraju znacajnu ulogu u procesu IHK (169-172). Grijanje tkivnih uzoraka u procesu
imunohistokemije koristi se kao metoda antigenskog povrata (HIER, engl. heat induced epitope
retrieval) ¢ija je prednost brzina samoga protokola od 10 do 20 minuta pri temperaturi od 95 C
1 pH vrijednosti 6, pri cemu obrada rezultira definiranim epitopnim povratom. Ovakav pristup
1 obrada epitopa u arhivskim materijalima tkiva tumora uklopljenih u parafin zasigurno ima
prednost s obzirom na mogucnost prekomjerne fiksacije parafinom i prikrivanja epitopa. Osim
toplinski induciranog povrata epitopa, u uporabi je i proteoliticki inducirani povrat epitopa
(PIER, engl. proteolytic-induced epitope retrieval), metoda koja se oslanja na enzimsku
aktivnost tripsina, proteinaze K i pepsina u prikazu epitopa principom enzimskog djelovanja na
degradaciju proteinskih ukrizenih veza (173, 174).

Ova je enzimska metoda ograniCena u uporabi za antigene citokeratina i
imunoglobulina. U tim slu€ajevima inkubacija tkivnih pripravaka ogranicena je na vremenski
interval od 10 do 20 minuta pri temperaturi od 37 C. Osim ograni¢enja na navedene antigene,
ova se metoda upotrebaljava nesto rjede 1 zbog nesto teze kontrole same procedure.

S obzirom na izbor antitijela u ovoj studiji, upotrijebljena su protutijela namijenjena

uporabi u automatiziranim [HK uredajima, tzv. “ready-to use” protutijela. Primijenjena su
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provjerena antitijela istoga proizvodaca kao 1 aparat na kojemu je provedena
imunohistokemijska obrada ¢ime je apsolutno postignuta i najve¢a moguca kompatibilnost
ovije dvije komponente. Izbor protutijela je u cijelosti ovisio o navedenim referencama i
trziSnoj dostupnosti. Ekonomska komponenta, odnosno trziSna vrijednost protutijela nije
uzimana u obzir. Prednost koristenja predrazrijedenih “ready-to use” protutijela jest izravnija
primjena u usporedbi s nerazrijedenim reagensima. Ova protutijela su koncentriranija u
usporedbi s reagensima koristenima u manualnoj IHK, s obzirom da je vremenska inkubacija u
potonjoj oko 14 sati na temperaturi od 2 do 8 C, dok u automatiziranim uvjetima ona iznosi oko
90 minuta (175). U naSem smo istrazivanju koristili monoklonalna protutijela za CMV i EBV,
dok su u obradi HSV-1 koriStena poliklonalna protutijela. Prednosti monoklonalnih protutijela
su bolja specifi¢nost u odnosu na epitop, dok je ocekivani nedostatak manja osjetljivost na
prikriveni epitop u neadekvatno pripremljenom parafinskom uzorku. Poliklonalna protutijela
imaju prednost u smislu vece osjetljivosti na multiple epitope, no uz sklonost varijabilnostima
u usporedbi s monoklonalnim protutijelima. Takoder, s obzirom na bolju selektivnost prema
epitopima, u poliklonalnih protutijela je moguca krizna reakcija s drugim proteinima $to dovodi
do neprihvatljivog pozadinskog bojenja, odnosno generiranja nespecificnog signala. U nasem
je istrazivanju bio proveden ustaljeni automatizirani protokol za sva tri ispitivana virusa, a
moguénost pogreske svedena je na najmanju mogucu mjeru. U istrazivanju je bila moguca i
uporaba protutijela razlicitih vrsta i proizvodaca, no kako je uporaba “’ready-to use” protutijela
istovjetnoga proizvodaca adekvatne koncentracije 1 bez potrebe za daljnjom manipulacijom od
strane istrazivaca u postizanju potrebne koncentracije znatno sigurnija u samome procesu IHK,
time je izbor protutijela koriStenih u nasem istrazivanju bio znatno sigurniji u postizanju
primjerenog rezultata.

U usporedbi s automatiziranom IHK, potencijalni nedostatci manualne IHK
prvenstveno se odnose na pravilnu manipulaciju histopatoloSkih uzoraka 1 pripremu istih u
daljnjoj IHK obradi. Daljnji klju¢ni koraci i potencijalni nedostatci se odnose na pripremu i
primjenu reagensa koristenih u procesu IHK, vremenu inkubacije, ispiranju i suSenju uzoraka.
Takoder, interpretacija rezultata ovisi o patologu te je mogucnost greske uvecana u odnosu na
automatizirani proces (176).

Pozitivna imunohistokemijska obrada u nasoj studiji ukazuje na potrebu novih studija s
ciljem potvrde prisutnosti neurotropnih virusa, a koje bi obuhvatile prospektivnu analizu tkiva
tumora iz svjeze obradenog preparata kao 1 laboratorijsku obradu seruma. Takoder, znacajna
uloga u daljnjem doprinosu istrazivanja neurotropnih virusa u nastanku, progresiji i ishodu

lijecenja u oboljelih od glioblastoma pripadala bi proSirenju spektra analiziranih virusa. Glavno
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ogranicenje nase studije odnosi se na samo tri istrazena NTV, na jednu tehniku dokazivanja, s
obzirom na tehnicku i financijsku limitiranost u dizajniranju i provodenju ovoga istraZivanja.
Iako dokazana prisutnost NTV nije imala utjecaj na ishod bolesti i lijecenja, daljnja potreba
istrazivanja utjecaja NTV na razvoj tumorskih promjena mozga itekako je neophodna.
Daljnjom prospektivnom analizom u suradnji s drugim centrima u Republici Hrvatskoj
ili blizim centrima nase geografske regije, dobili bismo Siri opseg ispitane populacije i
preciznije rezultate istrazivanja. Rezultati naSe studije zasigurno ¢e posluziti kao osnova za
daljnje studije u smislu nadogradnje metoda istrazivanja i stvaranja opseznijeg uzorka
bolesnika u stvaranju biobanke istrazivanih glioblastoma. Takoder, statististicki rezultati studije

koji se odnose na NTV tek dijelom govore u prilog pretpostavljenoj hipotezi studije.

6.2. Predikcijski ¢imbenici u ishodu lijeCenja glioblastoma

Prognosticki 1 predikcijski ¢imbenici u glioblastoma nuzni su za usporedbu i procjenu
razli¢itih vrsta lijeCenja unutar randomizirane klini¢ke skupine ili neovisnih istrazivanja.
Povoljni prognosti¢ki ¢imbenici u lijeCenju glioblastoma su o¢ekivano mlada Zivotna dob
bolesnika, maksimalna redukcija tumorskog tkiva, povoljan prijeoperacijski neuroloski status
temeljen na skalama procjene klini¢ko-neuroloskog statusa te pravovremeni poslijeoperacijski
pocetak onkoloskog lijecenja. Prema do sada u¢injenim studijama, Zivotna dob iznad 75 godina
zivota izrazito je nepovoljan ¢imbenik u ishodu ukupnog prezivljenja, dok je dob niza od 50
godina zivota znatno povoljniji ¢imbenik, uz uvjet da su ispunjeni ostali kriteriji koji se odnose
na poslijeoperacijski tretman bolesnika (177).

Prognoza prezivljenja s obzirom na vrstu operacijskog zahvata govori u prilog opseznije
resekcije tumorskog procesa u odnosu na biopsiju kod koje je ukupno prezivljenje bolesnika za
tri mjeseca krace (178, 179).

Prema rezultatima naSe studije, opseg i vrsta operacijskog zahvata nisu pokazali
znaCajne implikacije na ishod OS 1 PFS. Daljnjom evaluacijom naSih rezultata, statisticku
znaCajnost ukupnog prezZivljenja pokazuje prijeoperacijska ECOG procjena klinicko-
neuroloskog statusa (P = 0.03), poslijeoperacijska Karnofsky skala (P = 0.002) i ocekivano
poslijeoperacijska kemo i radioterapija (P = 0.001, P = 0.009). Treba napomenuti kako je u
vecine bolesnika (65 %) primijenjena standardna terapija Temozolomidom prema Stupp

protokolu, no primjena ovog alkiliraju¢eg agensa nije pokazala statisticku znacajnost ukupnog
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prezivljenja. Ocekivano dobar rezultat ukupnog prezivljenja u naSoj studiji pokazala je
primjena PCV (P = 0.04) koji se koristi kao kemoterapeutik druge linije te ovisi o procjeni
klinickog statusa bolesnika na osnovi onkoloSkog pregleda. Procjena klinicko-neuroloskog
statusa bolesnika koja ovisi o daljnjoj primjeni kemoterapeutika u velikoj mjeri ovisi o procjeni
ECOG skale. Ovakav statisti¢ki rezultat koji se odnosi na primjenu PCV moze se objasniti
¢injenicom kako je ovaj kemoterapeutik primijenjen tek nakon pocetne primjene TMZ S$to
uvelike pokazuje u¢inak standardne primjene TMZ. Kako primjena TMZ znacajno ovisi o
metilaciji promotora MGMT, takoder bi moguce objaSnjenje u ovom rezultatu bila pozitivna
metilacija MGMT u toj skupini bolesnika, a S§to ne mozemo utvrditi zbog nemoguénosti
dokazivanja MGMT u Republici Hrvatskoj, $to uvelike otezava daljnju primjenu TMZ u
lije¢enju GB. Neophodno je i napomenuti kako je PCV primijenjen tek kod sedam bolesnika
(11,7 %), $to ¢ini vrlo malen uzorak za daljnju usporedbu.

Kako je navedeno, zna¢ajan molekularni prognosticki ¢imbenik, posebice u procjeni
primijenjene kemoterapije i preZivljenja je metilacija molekule MGMT. Kim i suradnici
usporedili su nemetilirane MGMT tumore 1 metilirane MGMT tumore pri ¢emu je prosjecno
prezivljenje metilirane skupine bilo 29 mjeseci, Sto je za devet mjeseci dulje u odnosu na
nemetiliranu skupinu (180). Smrdel i1 suradnici su u ispitivanoj skupini bolesnika u 95%
uzoraka detektirali MGMT metilaciju ¢ime je neminovno metilacija MGMT vazan prognosticki
¢imbenik prezivljenja, dok u nemetiliranoj skupini odsutnost metilacije pove¢ava mogucnost
negativnijeg ishoda (181). Krace prezivljenje zamijeceno je u skupini bolesnika koji su zapoceli
onkoloski tretman 6 do 8 tjedana po operacijskom zahvatu (182).

S obzirom da u Republici Hrvatskoj trenutno nije moguce provesti verifikaciju MGMT,
za sada nije moguce uvrstiti ovu molekulu kao prognosticki ¢cimbenik te usporediti s recentnim
studijama. Dostupnost MGMT omogucio bi u najvecoj mjeri adekvatniji probir bolesnika u
primjeni ciljane onkoloske terapije.

Rezultati nase studije koji se odnose na prezivljenje bez progresije bolesti, kao i u
rezultatima koji se odnose na ukupno prezivljenje govore u prilog statisticki znacajnoj
poslijeoperacijskoj Karnofsky skali (P = 0.04). Ovaj rezultat govori u prilog vaznosti povoljnog
operacijskog ishoda i poslijeoperacijskog neurolosko-klini¢kog statusa Sto dovodi do brzeg
oporavka bolesnika, odrzavanja prihvatljive kvalitete Zivota i daljnjeg poslijeoepracijskog
lijeCenja. Za razliku od statisti¢ke obrade komponente koja se odnosi na ukupno prezivljenje, u
ovoj je skupini statisticku znaCajnost imala niZa zivotna dob bolesnika do 65 godina Zivota (P
=0.03). Ovaj podatak vjerojatnije govori u prilog manjem komorbiditetu od kroni¢nih bolesti

u ovoj skupini bolesnika. Nadalje, takoder su statisticku znacajnost pokazali rezultati koji se
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odnose na poslijeoperacijsku radio (P = 0.002) i kemoterapiju (P = 0.02) §to neminovno govori
u prilog neophodnog onkoloskog lije¢enja, neovisno o kojoj je skupini rijec.

Daljnja evaluacija progresije bez simptoma bolesti pokazuje statisticku znacajnost
¢imbenika koji se odnosi na vremenski interval od operacijskog zahvata do pocetka onkoloskog
lijeCenja, a koji ukazuje na nuznost pravovremenog pocetka onkoloskog lijeCenja. U
cjelokupnoj skupini naSih ispitanika, kod njih 11 je poslijeoperacijska RT zapoceta u
vremenskom odmaku vise od mjesec dana nakon operacijskog zahvata, dok je u ostalih
bolesnika RT zapoceta u vremenskom odmaku do mjesec dana. Rezultat govori u prilog duljeg
prezivljenja bez progresije simptoma bolesti u skupini u kojoj je onkolosko lijecenje zapoceto
ranije (P = 0.049), neovisno o ostalim parametrima.

Sukladno nasem rezultatu, recentnom studijom iz 2019. autora Katsigiannisa i suradnika
definiran je vremenski interval od 48 dana poslijeoperacijskog razdoblja u kojem nije
zabiljeZena egzacerbacija simptoma bolesti (183). Navedeni rezultati govore u prilog znacajnije
boljeg ishoda lije¢enja u kracem poslijeoperacijskom razdoblju, $to ga zasigurno €ini znac¢ajnim
predikcijskim ¢imbenikom.

Usporedbom naSih rezultata s recentnim svjetskim rezultatima, zasigurno mozemo
tvrditi kako su navedeni ¢imbenici potvrdeni 1 u drugim studijama. Indijska studija iz 2017.
prema Mandalu i suradnicima, provedena je na uzorku od 61 pacijenta retrospektivno
analiziranih dvije godine, §to je komparativno s nasom studijom statisticki moguce usporediti.
Rezultati studije govorili su u prilog statisticki znaCajnog nizeg ukupnog prezivljenja za
bolesnike starije od 50 godina i primijenjene kemoterapije (184).

Druga studija iz 2018. provedena po Nikolovu i suradnicima u Republici Srbiji takoder
je usporediva s nasom skupinom s obzirom na broj od 67 ispitanika kroz dvogodisnju
retrospektivnu analizu. Ishod istrazivanja ukazivao je na gotovo Cetverostruko dulje ukupno
prezivljenje u skupini bolesnika s maksimalnom redukcijom tumora u odnosu na biopsiju, kao
1 statisticki dulje prezivljenje u skupini u kojoj je primijenjen TMZ u odnosu na druge
kemoterapeutike. Osim broja bolesnika ukljucenih u studiju, ista je koncipirana prema
istovjetnim ¢imbenicima utjecaja na ishod lije¢enja GB kao i nasa studija. Takoder, povoljniji
Karnofsky rezultat u prijeoperacijskoj i poslijeoperacijskoj procjeni pokazao je statisticku
znacajnost u procjeni ukupnog prezivljenja. Znacajna je i ¢injenica da navedeni autori takoder
nisu imali moguénost uporabe MGMT kao prognosti¢kog markera u primjeni TMZ, iako se isti
pokazao kao uspjesan kemoterapeutik sa statistickim rezultatima duljeg ukupnog prezivljenja

u skupini bolesnika u kojih je primijenjen uusporedbi s ostalim primijenjenim agensima (185).
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Statisticke znacajke nase studije ocekivano govore u prilog duljeg ukupnog prezivljenja
1 prezivljenja bez progresije bolesti u osoba u kojih je primijenjena standardna
poslijeoperacijska kemoterapija (P = 0,009; P = 0,02) i radioterapija (P = 0,001; P = 0,002) u
odnosu na skupinu bolesnika u kojoj isto lijeCenje nije provedeno, a neovisno o opsegu
tumorske resekcije. Pored svih znacajki uporabe TMZ kao onkoloske terapije izbora u oboljelih
od glioblastoma, u¢inak ovog kemoterapeutika ocituje se dominantno u skupini metiliraju¢ih
MGMT, u smislu duljeg ukupnog prezivljenja. Meta analize provedene u eri prije regularne
primjene TMZ govorile su u prilog primjene alkiliraju¢ih kemoagenasa, prvenstveno preparata
nitrozoureje. Uzevsi u obzir dosadasnje moguénosti primjene ovih kemoterapeutika, vidljivo je
kako isti imaju samo palijacijski, a ne kurativni u€inak. Takoder, jedno od ograni¢enja nase
studije svakako je nedostatak verifikacije MGMT u Republici Hrvatskoj te s tog stajaliSta nije
moguca adekvatnija procjena lijecenja oboljelih od GB, odnosno nije mogu¢ adekvatan probir
bolesnika kojima je neophodna ciljana onkoloska terapija. Temozolomid kao standardni
kemoterapeutik u lije¢enju glioblastoma, pokazao je produljenje ukupnog prezivljenja od dva i
pol mjeseca u odnosu na ranije primijenjivane onkoloske terapije, iako su odredene studije
pokazale i znatno dulje ukupno prezivljenje. Trenutno niti jednom studijom nisu navedena
ogranienja u primjeni ove terapije, no u obzir se trebaju uzeti nuspojave poput
trombocitopenije, limfopenije, neutropenije i mijelodisplasti¢nog sindroma koji se pojavljuju u
oko 15 % bolesnika (186).

Neovisno o do sada etabliranom protokolu poslijeoperacijskog lijeCenja radioterapijom
i Temozolomidom kroz 6 ciklusa u dnevnoj dozi od 150 do 200 mg/m?, ne postoji prihvaéeni
protokol nastavka lijecenja po zavrSenom lijecenju od Sest ciklusa u bolesnika dobrog klini¢kog
1 neuroloskog statusa, a $to svakako moze doprinijeti razvoju recidiva ove tumorske tvorbe i
povecane stope smrtnosti. Prema rezultatima meta analize iz 2017. godine na osnovi produljene
primjene Temozolomida, procijenjena je efikasnost 1 sigurnost nastavka primjene
Temozolomida u bolesnika oboljelih od glioblastoma. Ukupno je evaluirano 396 bolesnika iz
ukupno Sest studija. Rezultati su govorili u prilog dugotrajnije primjene kemoterapeutika u
odnosu na Stuppov protokol gdje je ukupno prezivljenje iznosilo 27,65 mjeseci u usporedbi s
22,93 mjeseci prema dosadasnjem protokolu. Takoder, rezultati meta analize nisu govorili u
prilog dodatnih komplikacija u smislu povecane toksicnosti ovoga agensa, iako su u izoliranim
pojedinacnim slucajevima zabiljezene hematotoksicnosti 1 gastrointestinalnih tegoba doze
kemoterapeutika smanjene ili je ciklus lijeCenja privremeno odgoden do regresije tegoba (187).

Temeljem navedenih rezultata proizaslih iz sekundarnih ciljeva ovoga istrazivanja,

definirano je ukupno prezivljenje i prezivljenje bez progresije bolesti za ispitanu skupinu
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bolesnika koji koreliraju s recentnim studijama. 1zloZzenim rezultatima potvrdili smo ishode za
navedene prognosticke cimbenike komparativno jednake sa studijama u kojima su mogucnosti
lije¢enja 1 daljnje obrade tumorskog tkiva znacajno povoljnije.

Prognosticki ¢imbenik kojega je potrebno apostrofirati jest vremenski interval izmedu
operacijskog zahvata i pocetka onkoloskog lijecenja. Radi se o ¢imbeniku koji je izravno ovisan
o utjecaju drugih poslijeoperacijskih ¢imbenika, ponajvise koji se odnose na klinicko-
neuroloSku evaluaciju prema skalama, Karnofsky i ECOG. Kako je ranije apostrofirano,
¢imbenici koji se odnose na poslijeoperacijsko onkolosko lijeCenje u smislu KT i RT u oba
ishoda prezivljenja, ukazuju na znacajnu statisticku razliku. Dosadasnje etablirane vrijednosti
za KPS iznose > 70, dok je vrijednost ECOG skale 0 ili 1, a koje govore u prilog vrlo dobre
poslijeoperacijske evaluacije bolesnika s ciljem nastavka onkoloskog lijeCenja. Kako se radi o
semikvantitativnoj procjeni, navedene vrijednosti daju subjektivne smjernice u odluci nastavka
lijeCenja s adekvatnim probirom bolesnika. Unato¢ opceprihvacenim vrijednostima,
podrazumijeva se da i unato¢ potencijalno nizem rezultatu ovih procjena, bolesnik moze biti
kandidat za onkolosko lije¢enje, a prema individualnoj procjeni lije¢nika.

Kako je ranije komparirana procjena Karnofsky i ECOG tablice, potonja je nesto
pojednostavljena i dominantno sluzi u procjeni onkologa o primjeni ili nastavku lijecenja.
Statisticku znacajnost u nasoj studiji za vrijednosti prezivljenja bez progresije bolesti pokazala
je dob kao osnovni demografski ¢imbenik, kao vazan prognosticki ¢imbenik, a gdje smo
bolesnike podijelili prema dobi do 65 godina Zivota i starije. Zivotna dob bolesnika je etablirani
¢imbenik rizika u procjeni ukupnog prezivljenja, a jedan od znacajnih razloga kraceg ukupnog
prezivljenja jest slabija tolerancija poslijeoperacijskog onkoloskog lije¢enja u ovoj skupini
bolesnika, Sto je moguce objasniti Cinjenicom kako mlada skupina nije u ve¢em opsegu
opterecena kroni¢nim bolestima i tolerantnija je na primjenu poslijeoperacijske radio i
kemoterapije. U odluci o nastavku 1 vrsti lijeCenja znacajnu ulogu zauzimaju procjene
Karnofsky i ECOG kao prognosticki ¢imbenici koji uvelike olakSavaju procjenu nastavka
daljnjeg lijecenja. Jedna od recentnijih studija Morgana i suradnika provedena 2017. godine u
SAD-u, ukazala je na dulje ukupno prezivljenje u skupini oboljelih do 65 godina, neovisno o
vrsti poslijeoperacijskog onkoloskog lijecenja (188). Znacajna uloga usporedbe ove studije s
nasom studijom lezi u ¢injenici kako u istrazivanju nisu u obzir uzeti MGMT i IDH procjena u
statusu bolesnika. Za usporedbu, Okada i suradnici su iste godine u Japanu proveli studije u
kojoj su ovi ¢imbenici bili ukljuceni, no zivotna dob nije uzeta kao prognosticki ¢cimbenik te je
klinicka procjena bolesnika dominantno ovisila o neuroloSkom statusu. Istom studijom

definirana je maksimalna tumorska resekcija kao kirur§ka metoda izbora kada god je istu
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moguée primijeniti, dok je biopsija ucinjena iskljuc¢ivo u svrhu dokazivanja MGMT statusa
¢ime je daljnje lijeCenje bolesnika usmjereno na radioterapiju u negativnih MGMT bolesnika
ili Temozolomidom u skupini pozitivnih MGMT (189).

Slijedom ovih uvjeta, vremenski interval izmedu operacijskog zahvata i pocetka
onkoloskog lije¢enja znacajan je ¢imbenik u prezivljenju bez progresije bolesti. U nasoj je
skupini gotovo 83 % bolesnika podvrgnuto onkoloskom lijecenju unutar mjesec dana. Razlozi
kasnijeg zapocinjanja onkoloskog lijeCenja su osim nepovoljnih rezultata klinicko-neuroloske
procjene 1 moguce poslijeoperacijske komplikacije, dominantno u smislu intrakranijskih
krvarenja nakon zahvata, infekcija ili drugih akutnih uzroka.

Vazan ¢imbenik u procjeni progresije bez simptoma bolesti jest period do pocetka
primjene radioterapije, a ¢ija pravovremena primjena zasigurno produljuje vremenski period
do nastupa novih tegoba te produljuje ukupno prezivljenje. U prilog ovoj tvrdnji govore studije
provedene unazad tri godine. Retrospektivna analiza autora Chung i Allen sa suradnicima iz
2020. godine prema podatcima Nacionalne baze tumora u SAD-u, govori u prilog primjene RT
u vremenskom intervalu od Cetiri do Sest tjedana po operacijskom zahvatu, pri ¢emu su starija
zivotna dob 1 biopsija nepovoljne varijable u smislu ukupnog prezivljenja. Ova studija moze se
smatrati vjerodostojnom iz vise razloga, prvenstveno zbog broja od gotovo 46000 operiranih
bolesnika, vrstama operacija i primijenjenim terapijama te heterogenosti same populacije (190).
Sli¢ne rezultate ovoj studiji pokazala je 1 studija Blumenthala 1 suradnika u retrospektivnoj
analizi gotovo 3000 bolesnika lijeCenth od GB. Takoder je vremenski interval
poslijeoperacijske primjene od 4 do 6 tjedana pokazao najdulje ukupno prezivljenje. Moguci
razlog nepovoljne primjene radioterapije u intervalu do cetiri mjeseca objasnjava se s
fizioloSkog stajaliSta kao hipoksija 1 edem tkiva u operiranoj regiji 1 smanjenoj
radiosenzitivnosti toga tkiva u ranom poslijeoperacijskom periodu. Drugi razlog je neznatna
formacija poslijeoperacijskog tkiva i formiranja poslijeoperacijske tumorske Supljine Sto
doprinosi oste¢enju okolnog zdravog mozgovnog parenhima, sporijem oporavku bolesnika i
smanjenju ukupnog prezivljenja, a Sto je dokazano i u zivotinjskih modela (191).

Usporedbom nase studije s navedenim studijama, mozemo zakljuciti kako su ¢imbenici
ukljuceni u nasu studiju relevantni te kako pojedinacna odstupanja u rezultatima vjerojatnije
govore u prilog nehomogenosti ispitivane populacije s obzirom na ustaljeni algoritam lijecenja.

Usporedbom ¢imbenika vremenskog intervala izmedu operacijskog zahvata i
onkoloskog lijeCenja, njegova statisticka znacajnost u skupini PFS moze se objasniti upravo
pravovremenim poc¢etkom daljnje terapije u tzv. ,,akutnoj fazi“ nakon tumorske resekcije cime

bi se objektivno ocekivani simptomi pojavili u kasnijem vremenskom odmaku. Za razliku od
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PFS, u skupini OS ovaj ¢imbenik ne pokazuje se znacajnim, moguce zbog ,.kronicne faze* i
primjene adjuvantne kemoterapije $to ima statisti¢ku znacajnost opisanu u nasim rezultatima.

Kao i u slucaju NTV, ovom je studijom postavljen temelj istrazivanja ¢imbenika
utjecaja ishoda lijecenja glioblastoma. Takoder je vazna opseznija evaluacija daljnjih
¢imbenika istrazivanja i koncepcija buducih studija, posebice stoga Sto se u posljednjem
desetljecu nisu dogodili znacajni odmaci u algoritmu i ishodu lije¢enja GB.

Kako lijecenje glioblastoma u najve¢oj mjeri ovisi o pravovremenom i minucioznom
operacijskom zahvatu, s kirurske strane je vazno u obzir uzeti i ¢injenicu kako je za adekvatan
kirurski pristup neophodan suvremeni visokotehnoloski armamentarij kojim se u najvecoj

mogucoj mjeri neuroloski status bolesnika i nakon operacijskog zahvata odrzava intaktnim.
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¢ Imunohistokemijskim postupkom dokazana je prisutnost neurotropnog virusa HSV-1 u
11 uzoraka tumorskog tkiva glioblastoma, uz primjenu samo jedne tehnike dokazivanja

virusa.

e U skupini bolesnika s dokazanom prisutnoS¢u neurotropnog virusa HSV-1 tek je
neznatno niza prosjec¢na vrijednost ukupnog prezivljenja i prezivljenja bez progresije
bolesti Sto ukazuje kako prisutnost virusa ne utjeCe u vecoj mjeri na navedene

parametre.

e Osim prisutnosti neurotropnih virusa kao prognostickog Cimbenika, statistickom su
analizom u provedenoj studiji definirani ¢imbenici €iji je utjecaj znacajan u ishodu

ukupnog prezivljenja i prezivljenja bez progresije bolesti.

e Ovom je studijom postavljen temelj u buduéim istrazivanjima neurotropnih virusa u
Republici Hrvatskoj. Daljnja istrazivanja ovisit ¢e o mogucem osnivanju biobanke
glioblastoma te primjeni Sireg spektra metoda dokazivanja neurotropnih virusa ¢ime

bismo dobili znacajniji uvid utjecaja predikcijskih ¢imbenika u nastanku glioblastoma.
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8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Dokazati prisutnost neurotropnih virusa kod glioblastoma te utvrditi njihov
potencijalni u¢inak u ishodu ukupnog prezivljenja i1 prezivljenja bez progresije simptoma
bolesti. Definicija prognostickih ¢imbenika u lijeCenju glioblastoma postavljeni su kao

sekundarni ciljevi ovoga istrazivanja.

Ispitanici i metode: Retrospektivno je analizirana skupina od 63 bolesnika oboljelih od
glioblastoma u vremenskom intervalu od pet godina, izmedu 1. sije¢nja 2012. do 31. prosinca
2017. U svih je bolesnika patohistoloSkom obradom verificiran glioblastom c¢ime je
uspostavljena homogena skupina ispitanika. Na arhivskim uzorcima tkiva tumora ucinjena je

ponovna reevalucija hemalaun-eozin bojenjem te imunohistokemijsko bojenje preparata.

Rezultati: U ukupno 11 uzoraka dobiven je pozitivni ishod na prisutnost NTV u tkivu
glioblastoma §to je evaluirano IRS metodom. Statistickom obradom u sustavu SPSS nije
dokazan statisticki znacajan ishod OS i1 PFS u skupini bolesnika s dokazanim NTV. Statisticki
znacCajni ¢imbenici za ukupno prezivljenje odnosili su se na prijeoperacijsku ECOG procjenu
(p = 0.029), poslijeoperacijsku Karnofsky evaluaciju (p = 0.002), radioterapiju (p = 0.001) 1
kemoterapiju (p = 0.009). Statisticki je znacajnu vrijednost za prezivljenje bez progresije bolesti
pokazala vrijednost koja se odnosi na zivotnu dob (p = 0.03), na poslijeoperacijsku Karnofsky
evaluaciju (p = 0.04), na poslijeoperacijsku radioterapiju (p = 0.002) i kemoterapiju (p = 0.02)
te na ¢imbenik koji se odnosi na interval vremena izmedu kirurSkog zahvata i pocetka

onkoloskog lijecenja (p = 0.049).

Zakljucak: Unato¢ dokazanoj prisutnosti NTV u tkivu tumora glioblastoma, utjecaj virusa na
nastanak 1 razvoj bolesti nije dokazan. Implikacija prognostickih ¢imbenika definiranih ovom
studijom pokazuje znacajnu komponentu utjecaja na OS i PFS. Iako su rezultati obecavajudi,
neophodna je daljnja evaluacija ovih ¢imbenika modifikacijom metoda istrazivanja i dizajna

studije.

Kljuéne rijeci: glioblastom, temozolomid, DNA virusi, imunohistokemija, prokarbazin
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9. SUMMARY

Aim of the study: to prove the presence of neurotropic viruses in glioblastoma and to determine
their potential effect on the outcome of overall survival and progression-free survival.
Definition of prognostic factors in the treatment of glioblastoma was set as a secondary

objective of this study.

Subjects and methods: a group of sixty-three patients with glioblastoma was retrospectively
analyzed during the time period of five years, between January 1, 2012 and December 31, 2017.
In all patients, glioblastoma was pathohistologically confirmed, thus establishing a
homogeneous group of subjects. Re-evaluation using hemalaun-eosin staining and subsequent

immunohistochemical staining was performed on archival samples of tumor tissue.

Results: a positive outcome was obtained in eleven samples for the presence of NTV in
glioblastoma tissue, which was evaluated by the IRS method. Statistical processing using the
SPSS system did not prove a statistically significant outcome of OS and PFS in the group of
patients with proven NTV. Statistically significant factors for overall survival ware confirmed
for predictive factors including preoperative ECOG assessment (p = 0.03), postoperative
Karnofsky assessment (p = 0.002), radiotherapy (p = 0.001), and chemotherapy (p = 0.009).
Statistically significant value for progression-free survival was related to patients' age value (p
= 0.03), postoperative Karnofsky assessment (p = 0.037), postoperative radiotherapy (p =
0.002), chemotherapy (p = 0.02) and the time interval between the surgery and oncological
treatment (p = 0.049).

Conclusion: despite the proven presence of NTV in glioblastoma tumor tissue, the influence
of the virus on the onset and development of the disease has not been proven. The prognostic
factors defined by this study have shown a significant impact on OS and PFS. Although the
results are promising, further evaluation of these factors by modifying the research methods

and study design is necessary.

Key words: glioblastoma, temozolomide, DNA viruses, immunohistochemistry, procarbazine
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