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I[oxaum 0 TOKTOPCKOj AMcepTALUJU

Hp Tarjana MutpoBuh
Penoau nmpodecop Ha JlemapTmany 3a OMOJIOTH]Y U €KOJIOTH]Y
[TpupogHo-MaremaTnykor paxkynrera YHuBep3utera y Humry

Amnanuza ogabpaHux Mapkepa riamodiiacroMa

I'muobnacrom (GBM) mnpencraBiba HajarpeCMBHHMjU W HAjMHBAa3HBHUjH
00muk mudysnux rimoMa. Hajuemhe ce jaBiba ka0 mpuMapHU TyMOpP MO3Ta,
and MOXKE€ HAcTaTH M IPOIPECHjOM O]l acTPOLMTOMAa HIKEr CTeleHa
MaJWTHUTETa (CeKyHmapHH TiamoOmactom, oko 10% GBM). kberose
XHMCTOMATOJIOMIKE MpenapaTe KapaKTepHlle H3y3eTHa MopQoomka
pasHOBpCHOCT. 3axBasbyjyhu  pa3Bojy  MOJEKyJnapHE [IHjarHOCTHKE
MOCTUTHYT j€ 3Ha4ajaH HaNpeIaK ¥ pacBeT/haBamy €THOIOTHj€ OBUX TyMOpa
u jaepuHHCaBY YCHEIIHUjUX BUIOBA HWHAMBHUIYAIM30BAHUX TEPAIHjCKHX
npouenypa. Llwb oBor mcrpaxuBama MpeacTaBibajla je MpOIeHa cTaTyca
MyTalje TeHa 3a wmsonurpar-gexuaporenasy 1 u 2 (IDH1lu IDH2) wu
cTaTyca METUJIAlMje MPOMOTOPHOT PETMOHA T'eHa 3a 06-MeTHnryaHHH-I[HK
metmitpanchepasy MGMT u mpoMOTOpHOr peruoHa reHa 3a XyMaHU
rmukonporert  xpckasuile (CHI3L1 wmum YKL) kao IHjarHOCTHYKHX,
NPOTHOCTHYKUX W MPEOUKIMOHMX (aKTopa MaJuTHUTETa KOJI CPIICKE
nonynandje GBM nanmjenara. [lanujent cy onepucann Ha Knuuunm 3a
HEYPOXUPYPIHjy YHHUBEP3UTETCKOT KIMHUYKOT LieHTpa y Humry y nepuony
on 2013. mo 2019. rox. Esanyanuja craryca myrarmje IDH1/2 Bpinena je
JUPEKTHOM METOJIOM CEeKBEHIMpama o CaHrepy, 0K je cTaTyC METHIIaIHje
MGMT u CHI3L1l BpuieH MeToaoM KOHBeHIMOHaNHE U ,,Real-Time*
METHJIAIIMOHO  crieruuHe TonuMepasHe JanvaHe peakmuje (MSP).
Crapoct, CTereH peceKlyje W TUN MpUMemeHe NMoMohHe XeMHOTeparuje
W3/IBOjEHH CYy Kao HE3aBHCHH MPOTHOCTHYKU (HaKTOPH YKYITHOT BpeMeHa
NpeXHBJbaBama NalyjeHaTa odonenux o rauodiaacroma. Takohe, mokasana
j€ CYHNEepHOpPHOCT XEMHOTEpanHjcKor NpoTokoia Oasupanor Ha TMZ y
nopehemy ca nepuBatima HuTposoypee (PCV u BCNU). ITo3utusan cratyc
IDH1-R132H myrauuje yrBphen je kox 6.67% (3/45) nmanumjenata. bbux je
OJUIMKOBAJIO JY’K€ BpeMe INPEKUBJbABAIbA, [MO3UTUBAH CTaTyC METHJalLuje
MGMT u CHI3L1 u mnaha crapocHa ctpykrypa. CeMH-KBaHTHUTATHBHH
npuctynu MSP MeToan yHanpenwiu cy BeHy CEH3UTHBHOCT Y €Balyaluju
craryca metunanuje MGMT u CHI3L1. Bpeme npexuBibaBama mamyjeHaTa
ca XUIEPMETWIOBAaHMM CEMHU-KBAaHTUTATHBHUM CTaTyCOM METHJIALUje
MGMT (11.25+6.55 wmecer) OWiI0 je 3HA4YAajHO OyXKE€ y OJHOCY Ha
HeMmeTmioBaHy Tpymy (5.93+£3.62 mecemnn), y okBupy IDH-wt xomorene
koxopre GBM mnanmjenara crapujux on 50 roguHa ca W3BPILICHOM
MaKCHMAJIHOM WJIM TapIlMjaJHOM PECEeKIMjOM TyMOpckKe Mace. JIOMmyHCKO
onpehuBame craryca merwnanuje CHI3L1 norennujanno  ysehara
NPOTHOCTHYKK 3Hayaj craTyca Mmetwiauugje MGMT, mTo je HeonmxoaHo
JIOJJATHO UCTPAKUTH CBEOOYXBATHH]OM CTYJIHjOM.
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M3Boa, U3:

Fnunobnactom (GBM) npeactaBmsa HajarpecCMBHUjU U HajUHBa3UBHUjU
obnuk audysHux rmmoma. Hajuyewhe ce jaBrmba kao npumapHu Tymop
MoO3ra, anM MoXxe HacTaTu W Mporpecujom on acTpouuTOoMa Huxer
cTeneHa ManurHuteTa (cekyHaapHu rnuobnactom, oko 10% GBM).
lberoBe xucTonaTtonowike mnpenapaTte KapakTepuwe  U3y3eTHa
Mopdonoluka pa3HoOBpcHOCT. 3axBarbyjyhu pa3Bojy MornekynapHe
AnjarHOCTMKe MNOCTUrHYT je 3Ha4yajaH HanpeAak y pacBeT/baBakby
eTuonornje oBux Tymopa W pAeduHUcalby YCMEWHUjUX BuAoOBa
MHOMBUAYanNUM3oOBaHUX  Tepanujckux  npoueaypa. Uure  oBor
UCcTpaxkMBawa npeacTaBrbana je npoueHa crtaTtyca MyTauuje reHa 3a
usoumutpaT-gexmaporeHasy 1 m 2 (IDH1m IDH2) u ctatyca metunaumje
MPOMOTOpPHOT pervoHa reHa 3a OG-MeTunryanH-,uHK
MeTtunTpaHcdepasy MGMT M NMPOMOTOPHOr perMoHa reHa 3a XymaHu
rnukonpoTenH xpckaBuue (CHI3L1 wnu YKL) Kao AujarHOCTUYKMX,
NPOrHOCTMYKMX WU MPeAUKLMOHMX chakTopa ManurHuteTa Kopa Cphcke
nonynauuje GBM nauujeHarta. NauujeHTn cy onepucaHn Ha KnuHuum 3a
HeypoXupyprujy YHUBEpP3UTETCKOr KIMHUYKOr ueHTpa y Huwy vy
nepuopy oa 2013. po 2019. roa. EBanyauuja ctatyca mytaumje IDH1/2
BpLUEHA je AMPEKTHOM MeTOAOM CeKBeHuupawa no CaHrepy, AOK je
ctatyc metunauumje MGMT m CHI3L1 BpweH MeToaoOM KOHBEHLIMOHAaIHe
n ,Real-Time*“ meTunaumoHo cneuucuyHe nonumepasHe JraH4YaHe
peakunje (MSP). CrtapocTt, cTeneH peceKkuuMje U TUN MNpUMeHseHe
nomohHe xemuoTepanuje n3gBOjeHM CYy Kao He3aBUCHU NMPOFHOCTUYKMU
chakTOpM YKynHOr BpemeHa npexuvBrbaBatba nauujeHata obonenux opf
rnmo6nactoma. Takohje, nokasaHa je CynepuMopHOCT XxeMmuoTepanujckor
npoTtokona 6a3upaHor Ha TMZ y nopehewy ca pepuBaTMma
HuTpo3oypee (PCV n BCNU). NMo3sutuBaH ctatyc IDH1-R132H myTtaumje
yTBpheH je kop 6.67% (3/45) nauujeHata. lbux je ognukoBano Ayxe
BpeMe MpexuBrbaBaka, MNO3MTMBAH cTaTyc MmeTunaumje MGMT u
CHI3L1 n mnaha cTtapocHa cTpykTypa. CeMU-kBaHTUTaTUBHU NPUCTYNU
MSP meToaM yHanpeawnu cy HeHYy CEH3UTUBHOCT Yy eBanyauuju
crtatyca M™etunaumje MGMT un CHI3L1. Bpeme npexuBrbaBama
nauujeHata ca XunepMeTMNoBaHUM CEMWU-KBaHTUTaTUBHUM CTaTyCOM
metunaumvje MGMT (11.25%6.55 meceuu) 6uno je 3Ha4ajHO Ayxe y
oAHOCy Ha HemeTunoBaHy rpyny (5.93%3.62 meceuu), y okBupy IDH-wt
xomoreHe koxopte GBM nauujeHata ctapujux op 50 roauvHa ca
M3BPLUEHOM MaKCUMarHOM WNM napuujariHOM peceKuujoM TymopcKe
mace. [onyHcko opapefuBawbe crtatyca MeTunaumje CHI3L1
noteHumjanHo yBehaBa NPOrHOCTUYKU 3Ha4yaj cTatyca MeTunaumje
MGMT, wTo je HeonNnxXxoAHO AOAATHO WCTPaXUTM cBeobyxBaTHUjOM
cTyaunjom.
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Abstract, AB:

Glioblastomas (GBM) represent one of the most aggressive types of
diffuse glioma. Although they usually arise as primary brain tumors, in
10% of GBM cases, they develop from low-grade astrocytomas
(secondary GBM). They express striking morphological heterogeneity,
which is often encountered during a histopathological examination.
Due to advances in molecular diagnostics, significant progress was
made in understanding the pathogenesis of tumor growth and the
development of personalized therapeutic protocols. The aim of this
study was to evaluate the diagnostic, prognostic, and predictive
properties of the selected markers -IDH1/2 (isocitrate-dehydrogenase 1
and 2) mutation and MGMT (Oe-methylguanine-DNA methyltransferase)
and CHI3L1 (Chitinase-3-like protein 1) methylation status of the
promoter regions in a Serbian population of GBM patients. Patients
operated on the Neurosurgery Clinic (The University Clinical Centre of
Nis, Serbia) between 2013 and 2019 were included in this study. Sanger
direct sequencing was used to detect the presence of IDH1/2 mutations
in samples and conventional and Real-Time methylation-specific
polymerase chain reaction methods for methylation status evaluation.
Age, the extent of tumor resection, and type of adjuvant chemotherapy
were recognized as independent prognostic factors in GBM patients.
Furthermore, results suggested the superiority of adjuvant
Temozolomide over adjuvant chemotherapy with a nitrosourea-based
protocol (PCV and BCNU). IDH1 mutation was detected in 6.67% (3/45)
of patients and was associated with more prolonged overall survival,
younger age, and hypermethylation of the MGMT and CHI3L1 promoter.
Semi-quantitative MSP approaches resulted in improved detection
sensitivity of MGMT methylation status compared to the qualitative
MSP method. Among IDH-wt homogenous cohort of GBM patients older
than 50 years with complete/partial resection of the tumor, overall
survival of patients harboring highly methylated MGMT was
significantly longer in comparison with the unmethylated group.
Complementary evaluation of CHI3L1 promoter methylation status
potentially increases the prognostic value of the MGMT methylation
status, which should be further investigated in more comprehensive
research.
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1. UvOD

Glioblastomi predstavljaju naj¢es¢i i najagresivniji oblik difuznih glioma, tumora mozga
koje odlikuje visok stepen infiltracije u zdravo tkivo sa pratecom nekrozom. Zbog ekstenzivne
varijabilnosti u intratumorskoj morfologiji ovih tumora, njihov raniji naziv glasio je
“Multiformni glioblastom”. WHO (World Health Organisation, eng. - Svetska zdravstvena
organizacija) je u Kklasifikaciji tumora CNS-a iz 2007. godine iskljucila termin “multiformni” iz
naziva ovog tumora, zbog otkri¢a specifi¢nih i retkih histoloski monomorfi¢nih oblika. Medutim,
Siroko zastupljeni akronim “GBM* ostao je u upotrebi i nakon 2007. godine.

Uprkos znacajnom napretku u razumevanju biologije GBM i usavrSavanju terapijskih
procedura, srednje vreme prezivljavanja pacijenata nije se znacajno promenilo i iznosi svega
14.6 meseci (Stupp i sar. 2005). Visedecenijski napor istrazivaca rezultovao je znacajnim, ali
sustinski neznatnim napretkom Kkoji se odnosi na odlaganje pratecih komplikacija i poboljSanje
kvaliteta zivota pacijenata. Zahvaljuju¢i sumornim prognostickim odlikama i pravilu da se
recidivi sa fatalnim ishodom neizbezno javljaju nakon inicijalnog tretmana, lecenje GBM
predstavlja jedan od najvecih izazova savremene medicine.

Najveci udeo zabelezenih GBM slucajeva zauzimaju tzv. primarni GBM (oko 90%) koji
se pojavljuju de novo, odnosno bez prethodno uocenih lezija tumora nizeg stepena maligniteta.
Za razliku od njih, sekundarni GBM koji se pojavljuju u 10% zabelezenih slu¢ajeva GBM
nastaju progresijom difuznih glioma niZeg stepena maligniteta (gradusa) - difuznih astrocita ili
anaplasti¢nih astrocita (Stupp i sar., 2014). lako su ovi podtipovi GBM morfoloski veoma sli¢ni
entiteti, njihovu progresiju i proliferaciju diktiraju zasebni molekularni mehanizmi patogeneze,

koji su uslovili konstruisanje razli¢itih pristupa njihovoj terapiji.
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1.1.Etiologija i faktori rizika GBM

Prema trenutnim saznanjima, nastanak GBM je spontan proces koji nije uslovljen
prisustvom naslednih genetskih faktora. U prilog tome govori ¢injenica da svega 1% opisanih
slu¢ajeva GBM predstavlja familijarnu formu tumora sa registrovanim gliomima kod bliskih
srodnika pacijenta (Urbanska i sar., 2014). Odredene genetske bolesti i nasledni poremecaji
poput tuberozne skleroze, Tarkotovog sindroma, multiple endokrine neoplazije tipa HA i
neurofibromatoze tipa I povezane su sa poveéanim rizikom od nastanka GBM (Urbanska i sar.,
2014). Takode, povrede glave poput potresa mozga mogu biti predispozicija za nastanak GBM.

Geneticka pozadina razvoja GBM povezana je sa deregulacijom G1/S kontrolne tacke
¢elijskog ciklusa i brojnim izmenama u naslednom materijalu GBM C¢elija - gubitka genetickog
materijala unutar q kraka hromozoma 10, amplifikacije EGFR (epidermal growth factor
receptor, eng. - receptor za epidermalni faktor rasta), FGFR2 (fibroblast growth factor receptor
2, eng. - receptor fibroblastnog faktora rasta 2), IRS2 (insulin receptor substrate 2, eng. - supstrat
insulinskog receptora 2) i AKT3 (AKT serine/threonine kinase 3, eng. - AKT serin/treonin
kinaza 3) gena, zatim mutacije u genima PTEN (phosphatase and tensin homolog, eng. -
homolog fosfataze i tenzina), CDKN2A (cyclin-dependent kinase Inhibitor 2A, eng. - inhibitor
ciklin-zavisne kinaze 2A), TP53 (tumor protein P53, eng. - tumor protein 53), PARK2 (parkinson
protein 2, eng - parkinson protein 2), RTPRD (receptor-type tyrosine-protein phosphatase delta,
eng. - tirozin-fosfatazni receptor delta) i NF1 (neurofibromin 1, eng. - neurofibromin 1)
(Urbanska i sar., 2014).

Neki od virusa, poput HCMV (Human Cytomegalovirus, eng. - humani citomegalovirus)
povezani su sa povecanim rizikom obolevanja od GBM. Ovaj virus je odgovoran za izazivanje
kongenitalnog encefalitisa i multiorganske disfunkcije kod imunokompromitovanih pacijenata, a
oktriveno je da pokazuje tropizam ka glijalnim ¢elijama. Proteini koje kodira genom ovog virusa
aktiviraju intracelijske signalne puteve i spomenutu deregulaciju G1/S kontrolne tacke,
indukujuéi procese mitogeneze, mutageneze, apoptoze, inflamacije 1 angiogeneze. Pored
deregulacije ¢elijskog ciklusa, HCMV izaziva poremecaje u funkciji monocita i glijalnih ¢éelija
(Cobbs i sar., 2011; Urbanska i sar., 2014).

IzloZenost visokim dozama jonizujuceg zracenja predstavlja jedan od fizickih faktora

rizika razvijanja tumora GBM, dok se u potencijalno opasne hemijske agense ubrajaju pesticidi,
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policikli¢na aromati¢na jedinjenja i1 ratvaraCi. Smatra se da je izloZenost teSkim metalima i
elektromagnetnom zraCenju takode jedan od faktora rizika za obolevanje od GBM (Spinelli i
sar., 2009). Veruje se da koris¢enje mobilnih telefona (nejonizujuée zracenje) ne povecava rizik
od nastanka GBM, ali nema pouzdanih podataka o uticaju njihovog dugoro¢nog koriscenja.
Osobe zaposlene u industriji gume i petrohemijskoj industriji predstavljaju riziénu grupu za
razvijanje ovog oblika tumora (Spinelli i sar., 2009; Urbanska i sar., 2014).

U moguée faktore rizika ubrajaja se nivo polnih hormona (kod Zena) odnosno
postmenopauza, zatim indeks telesne mase (BMI indeks) i visina pacijenta (Urbanska i sar.,
2014).

1.2.Incidenca GBM

Prema najnovijoj publikaciji CBTRUS (Central Brain Tumor Registry of the United
States, eng. - Centralni registar za tumore mozga Sjedinjenih Americkih Drzava), koja obuhvata
statisticku obradu registrovanih slu¢ajeva tumora mozga u periodu od 2013. do 2017. god., na
teritoriji SAD je u 2020. godini zabelezeno 83.830 slucajeva primarnih, odnosno 24.970
malignih tumora mozga (Ostrom i sar. 2020).

Glioblastom, tip difuznog glioma visokog stepena maligniteta i standardizovane stope
incidencije 3.23 za populaciju od 100.000 ljudi, ¢ini 57.7% glioma i 14.5% svih tumora mozga
(Ostrom i sar. 2020).

U zavisnosti od demografskih karakteristika pacijenata, stopa incidencije za GBM
znacajno varira. Kod muskaraca je ova stopa veca nego kod Zena. Takode, ova bolest se dva puta
Cesc¢e javlja kod belaca u odnosu na Afroamerikance. Stopa incidencije progresivno raste u
zavisnosti od starosne grupe. Vrednost stope incidencije dostize maksimum u populaciji starijoj

od 75 godina (Slika 1) (Ostrom i sar. 2015).
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Slika 1. Standardizovana stopa incidencije nekih tipova glioma na populaciju od 100 000 ljudi

za vise starosnih grupa (preuzeto iz rada Ostrom i sar., 2015)

Iako tumor mozga predstavlja najcesci oblik tumora koji se javlja kod dece i adolescenata
(0-19 godina), GBM ¢ini izuzetno mali udeo (2,9%) u odnosu na ostale tipove tumora mozga
koji su karakteristi¢ni za ovu starosnu grupu (Ostrom i sar. 2020).

Ovaj tip kancera mozga karakteri$e izuzetno niska stopa prezivljavanja. U periodu od
1995. do 2012. godine zabelezeno je 33.204 slucajeva na teritoriji SAD. Statistickom obradom

podataka dobijenih iz ovog uzorka izraCunate su sledeée stope prezivljavanja (tabele 1 i 2)

(Ostrom i sar. 2015).

Tabela 1 — Relativne stope preZivljavanja pacijenata obolelih od
GBM (1995.-2012. god.) (Ostrom i sar. 2015).

Relativna stopa prezivljavanja %
JednogodiSnja stopa 37,2
Dvogodi$nja stopa 15,2
Trogodisnja stopa 8,8
Cetvorogodi¥nja stopa 6,3
Petogodisnja stopa 51
DesetogodiS$nja stopa 2,6
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Tabela 2 — Uzrasno specifiéne relativne stope prezivljavanja pacijenata
obolelih od GBM u SAD (1995.-2012. god.) (Ostrom i sar. 2015).

Starosna  1-god (%)  2-god. (%) 5-god. (%) 10-god. (%)

grupa
0-19 57,1 32,9 17,7 12,9
20-44 67,6 37,6 17,9 10,4
45-54 54,7 22,7 6,5 3,3
55-64 43,2 15,7 4,1 15
65-74 26,2 8,9 2,1 0,8
75+ 11,0 3,3 0,9 /

Primarne GBM odlikuje krace srednje vreme prezivljavanja (9,9 — 15 meseci) u odnosu
na sekundarne GBM (24 — 31 mesec). Takode, pacijenti oboleli od primarnog glioblastoma su u
proseku znacajno stariji (~62 godine) od pacijenata obolelih od sekundarnog GBM (~44 godine)
(Ferlay i sar, 2019).

Incidenca malignih tipova glioma na teritoriji Evrope priblizna je vrednostima dobijenim
u SAD i iznosi 3-5/100.000 pri ¢emu je takode prisutan uzrasno specifi¢ni trend rasta incidencije
(Stupp i sar., 2014).

Na teritoriji Evrope je u 2012. godini registrovano oko 57.000 slu¢ajeva tumora mozga i
45.000 smrtnih slu¢ajeva prouzrokovanih njima (Ferlay i sar, 2019).

Stopa prezivljavanja malignih tumora mozga kod odraslih pacijenata, dijagnostikovanih
izmedu 2000. 1 2007. godine na teritoriji 28 evropskih drZava, istraZena je od strane evropskog
registra za rak ili EUROCARE (European Cancer Registry, eng.). Pritom su u statisti¢ku obradu
podataka uklju¢ivani podaci dobijeni iz 86 registara Sirom Evrope (ne ukljucuju¢i Republiku
Srbiju) zavrsno sa 31. decembrom 2008. godine. Od ukupno 83.458 registrovanih slucajeva
malignih tumora mozga, ¢ak jednu polovinu ¢inili su glioblastomi (41.229 slucajeva). Uzrasno
specifi¢ne petogodiSnje stope prezivljavanja pacijenata priblizne su vrednostima dobijenim u
pomenutom istrazivanju u SAD (tabela 3) (Visser i sar., 2015).

Tabela 3 — Uzrasno specificne petogodiSnje relativne stope prezivljavanja pacijenata obolelih od
glioblastoma multiforme u Evropi (2000.-2007. god.) levo (Visser i sar., 2015) i SAD desno (Ostrom i sar.
2015.).

Starosna grupa 5-god (%) Starosna grupa 5-god. (%)
(Evropa) (SAD)
15-44 14,2 20-44 17,9
45-54 5,6 45-54 6,5
55-64 3,3 55-64 41
65-74 2,2 65-74 2,1
75+ 15 75+ 0,9
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Takode, uzrasno specificne jednogodisnje i petogodiSnje relativne stope prezivljavanja
gotovo su identi¢ne u Evropi (37,0% 1 6,3%) 1 SAD (37,2% 1 5,1%). Ukljucivanje temozolomida
u terapiju GBM i drugih malignih tumora mozga zapoceto je 2005. godine (najpre u SAD), a
kako je navedena studija obuhvatala period izmedu 2000. i 2007. godine, njegov doprinos u
poboljsanju lecenja pacijenata vidljiv je u vidu porasta relativnih stopa prezivljavanja nakon
2005. godine.

Srbija je na ¢etvrtom mestu prema stopi incidencije (7,5) raka mozga u Evropi (Ferlay i
sar, 2019).

Prema izvestaju br. 17 ,,Registra za rak u Centralnoj Srbiji“, broj novoobolelih osoba od
raka za 2014. godinu iznosio je ukupno 27.867 (14.582 muskaraca i 13.285 Zena). Od toga je 350
(4,3%) muskaraca i 291 (3,8%) zena obolelo od nekog oblika raka mozga. U Nisavskom okrugu
oboleo je 21 muskarac i 19 Zena. Standardizovana stopa incidencije raka mozga na 100.000
stanovnika u Centralnoj Srbiji za 2015. godinu iznosi 8 za muskarce i 10,9 za Zene. Vrednost ove
stope u NiSavskom okrugu iznosi 6,2 za muSkarce 1 5,1za Zene. Izmedu 18 upravnih okruga u
centralnoj Srbiji istiCe se Pirotski okrug za koji je zabeleZena izuzetno visoka standardizovana
stopa incidencije raka mozga (16,3 za muskarce i 22,0 za zene) (Milijus i Zivkovi¢, 2017).

Broj umrlih osoba od raka u centralnoj Srbiji u 2015. godini iznosio je ukupno 15.003
(8.713 muskaraca i 6.371 Zzena). Od raka mozga preminulo je 266 muskaraca i 224 Zene, a samo
u Nisavskom okrugu 14 muskarca i 16 Zena. Standardizovana stopa mortaliteta od raka mozga na
100.000 stanovnika u centralnoj Srbiji iznosi 5,9 za muskarce i 4,2 za zene. U NiSavskom
okrugu ova vrednost iznosi 4,6 za muskarce i 4,0 za zene (Milijus i Zivkovié, 2017).

Od 60 pacijenata kod kojih je ustanovljen tumor mozga, hospitalizovanih izmedu oktobra
2011. godine i februara 2015. godine na Klinici za neurohirurgiju Klini¢kog Centra u Beogradu,
histopatoloSkom analizom ustanovljeno je 26 slucajeva GBM 1 34 slucaja tumora mozga niZeg
stepena maligniteta (Stojsavljevic i sar., 2015).

Ovakav udeo pacijenata obolelih od GBM ukazuje na visok stepen zastupljenosti GBM u
okviru registrovanih sluc¢ajeva malignih tumora mozga u Srbiji.

Prosecna starost pacijenata kod kojih je dijagnostikovana GBM iznosila je 55,38+14,020
Sto je priblizno prosecnoj starosti pacijenata na teritoriji SAD i Evrope (Stojsavljevi¢ i sar.,
2015).
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1.3. Klini¢ka slika GBM

UobicCajeni inicijalni simptom koji se pojavljuje kod pacijenata obolelih od GBM
predstavlja glavobolja koja nastaje usled poviSenog intrakranijalnog pritiska. Ona je najS$¢eSce
prac¢ena vrtoglavicom, mu¢ninom i nagonom za povracanjem, kao i poremecajem vida. Pored
toga, karakteristi¢na je 1 pojava fokalnih ili generalizovanih neuroloskih poremecaja u zavisnosti
od lokalizacije i veli¢ine tumora (ucestali epilepti¢ni napadi, sinkope, ataksije itd.). U najcesce
simptome vezane za GBM ubrajaju se 1 razli¢iti vidovi kognitivnih disfunkcija (poremecaji
memorije, paznje, prostorne orijentacije, umanjene jezicke sposobnosti i otezano izvrSavanje
uobicajenih dnevnih aktivnosti) koji nastaju kao posledica lokalizacije tumora unutar dominantne
hemisfere cerebruma. U tabeli 4. prikazani su karakteristi¢ni simptomi za tumore mozga visokog
maligniteta (Sanli i sar., 2010; Urbanska i sar., 2014).

Tabela 4 - Uobicajeni klini¢ki pokazatelji i simptomi GBM i procenat
pacijenata kod kojih se oni manifestuju (Sanli i sar., 2010)

Klinicki pokazatelji i simptomi Procenat

Glavobolja 56
Gubljenje paméenja 35
Kognitivne disfunkcije 34
Motoricki deficit 33
Govorno-jezicki poremecaji 32
Epilepti¢ni napadi 32
Poremecaji li¢nosti 23
Poremecaji vida 22
Mucnina i povraéanje 13
Senzorni deficit 13
Edem opti¢kog diska 5

Pored toga, u klinickoj praksi postoji veliki broj primera neuobicajenih simptoma koji se
ispoljavaju kod pacijenata obolelih od GBM (tabela 5) (Sanli i sar., 2010).

Tabela 5 — Neuobicajeni klinicki pokazatelji i simptomi
GBM (Sanli i sar., 2010)
Neuobicajeni klinic¢ki pokazatelji i simptomi
Muzikogena epilepsija
Refleksna epilepsija
Sindrom stranog akcenta
Alodinija
Hiperseksualnost
Pareza
Otalgija
Hipoestezija
Anoreksija
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Zbog navedenih nespecificnih simptoma, pacijentima sa GBM se mozZe pogresno
dijagnostikovati neki vid infekcije, inflamatorni proces, bolest cirkulatornog ili imunoloskog
sistema (Urbanska i sar., 2014). Prisustvo atipi¢nih simptoma kod pacijenta moze biti uzrok
velikih poteskoca u prepoznavanju GBM i postavljanju pravilne dijagnoze. Jedan takav primer
predstavlja slu¢aj pacijenata obolelog od GBM ¢iji su simptomi (peckanje, pareza i hipoestezija
Sake) najpre uputili na kompresivnu neuropatiju usled ukljestenja ulnarnog nerva. Tek nakon
hirur§ke intervencije ustanovljeno je da je postavljena dijagnoza bila neodgovarajuca, usled
pogorsanja stanja pacijenta. Jo$ jedan takav primer predstavlja GBM pacijent ¢iji su nespecificni
simptomi uklju¢ivali otalgiju uz bilatelarni gubitak sluha bez prisustva zujanja u uSima (Sanli i
sar., 2010).

Zbog navedenih poteskoca i nepostojanja nedvosmislenih simptoma kod pacijenata koji
upucuju na GBM, pacijenti ¢iji simptomi ne jenjavaju nakon prvobitne terapije upucuju se na
neki od nenivanzivnih vidova dijagnostike, najées¢e MRI (magnetic resonance imaging, eng. -
magnetna rezonantna tomografija) kojom se utvrduje eventualno prisustvo glioblastoma,
najcesce u cerebralnim hemisferama.

U retkim slucajevima glioblastomi mogu biti lokalizovani u mozdanom stablu ili
ki¢émenoj mozdini (Gee i sar., 2012; Lakhan i sar., 2009).

Takode, ukoliko su pacijenti stariji od 40 godina i imaju promene u neuroloSkom statusu,

to moze ukazati na moguc¢nost GBM.

1.4. Dijagnosticke metode
1.4.1. Magnetna rezonantna tomografija

Nakon izvrSenog neuroloskog pregleda i konstatovanja prisustva navedenih simptoma i
klini¢kih pokazatelja kod pacijenta, potencijalno prisustvo tumora ispituje se najpre nekom od
metoda neinvanzivne dijagnostike. Jednu od takvih metoda predstavlja CT (computed
tomography, eng. - kompjuterizovana tomografija). Medutim, primenom ove metode moze doci
do previda postojanja manjih tumora, glioma niZeg stepena maligniteta iz kojih bi se mogao

razviti glioblastom (Lobera, 2017).
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Znatno veca senzitivnost u detekciji tumora postize se primenom Magnetne rezonantne
tomografije koja predstavlja osnovnu metodu u dijagnostici GBM (Slika 2) (Lobera, 2012;
Urbanska i sar., 2014).

- A —
©MAYO FOUNDATION FOR MEDICAL EDUCATION AND RESEARCH. ALL RIGHTS RESERVED.

Slika 2. Uredaj za magnetnu rezonantnu tomografiju
(preuzeto sa http://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/glioma/diagnosis-treatment/diagnosis/dxc-20129507)

Rezultat primene MRI predstavljaju tomogrami na kojima se gliomi uocavaju kao lezije
dijametra oko 4cm, pri ¢emu su one uocljive kao hipointenzivne lezije na TI1W snimcima (T1-
weighted sequences, eng. - T1-mereni snimci) ili hiperintenzivne lezije na T2W snimcima (T2-
weighted sequences, eng. - T2-merenim snimcima) usled produzenog vremena relaksacije. Na
Slici 3 1 Slici 4 prikazani su tomogrami pacijenta obolelog od GBM (Lobera, 2012; Stosic-
Opincal 1 sar., 2005; Upadhyay i sar., 2011; Urbanska i sar., 2014).

Slika 3. Tomogram T1W snimka MRI dobijene primenom paramagnetnog kontrastnog sredstva (gadolinijuma) na
kome se uocava rastué¢i tumor u desnom frontalnom reznju (preuzeto sa
http://emedicine.medscape.com/article/340870-overview#showall, Autor: George Jallo, MD)



http://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/glioma/diagnosis-treatment/diagnosis/dxc-20129507
http://emedicine.medscape.com/article/340870-overview#showall
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Slika 4. Tomogram T2W snimka MRI koji predstavlja leziju prikazanu i na prethodnoj slici, na kome je uocljiv
edem i pomicanje mediosagitalne linije. Ovakav prikaz ukazuje na gliom visokog maligniteta ((preuzeto sa
http://emedicine.medscape.com/article/340870-overview#showall, Autor: George Jallo, MD)

U konvencionalne MRI tehnike ubrajaju se prekontrastni i postkontrastni MRI u T1W
tehnici snimanja, MRI u T2W tehnici snimanja i ili FLAIR tehnici snimanja (fluid-attenuated
inversion recovery, eng.- MRI sa prevladavanjem signala cerebrospinalne te¢nosti oporavkom
inverzije). lako se njihovom primenom sa velikom sigurno$¢u moze utvrditi prisustvo tumora,
ove tehnike karakteriSe ogranicena senzitivnost (72,5%) 1 specifi¢nost (65%) u razlu€ivanju
tipova glioma (niskogradusnih od visokogradusnih) (Sui i sar., 2016).

Primenom perfuzione scintigrafije mozga, magnetne rezonantne spektroskopije i
difuzionog tenzorskog “imaging”-a postize se bolji rezultat u odredivanju tipa glioma (Sui i sar.,
2016; Upadhyay i sar., 2011).

Medutim, 1 pored usavrSavanja navedenih metoda neinvanzivne dijagnostike tumora,
metoda biopsije tkiva predstavlja primarni nacin klasifikacije 1 odredivanja stadijuma glioma,

odnosno uspostavljanja definitivne dijagnoze.
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1.4.2. HistopatoloSka dijagnostika

Biopsija tkiva predstavlja histopatolosko ispitivanje hirurSki odstranjenog tumora ili
njegovog dela primenom histoloskih, citoloskih i histohemijskih metoda. U slucajevima pri
kojim je hirurSko odstranjivanje glioma izuzetno rizicno, uzorkovanje tkiva izvrSava se
aspiracijom pomocu igle (Urbanska i sar., 2014).

Osnovne histopatoloske karakteristike GBM koje se utvrduju metodom biopsije tumora
predstavljaju  heterogene cCelijske populacije sa proliferiraju¢im fibroznim ¢elijama,
gemistocitima 1 sporadi¢nim dzinovskim tumorskim ¢elijama.

Najznacajnije obelezje GBM predstavlja prisustvo nekroznog tkiva koje moZe biti
okruZzeno vijabilnim glijalnim celijama tumora. Uoceno je da je za sekundarni GBM
karakteristi¢an nizi stepen nekroze tkiva, kao i to da je najéesée lokalizovan u ¢eonom reznju.

Drugo znacajno obelezje GBM predstavlja mikrovaskularna proliferacija (MVP), koja
ukljucuje i endotelijalnu hipertrofiju, endotelijalnu hiperplaziju i glomeruloidna telasca, pri ¢emu
su viSeslojni klasteri ¢elija proliferiraju¢eg endotelijuma udruZeni sa glatkim miSiénim c¢elijama 1
pericitima (Al-Hussaini, 2013).

Na Slikama 5-8 prikazani su histoloski preparati na kojima se uoCavaju navedene

karakteristike GBM.

Slika 5. Histoloski preparat tumora GBM na kome je uocljivo nekrozno tkivo (sredi$nja oblast ruzicaste boje na
koju ukazuje deblja strelica) okruzeno palisadno rasporedenim ¢elijama tumora (tanja strelica). (preuzeto sa
http://www.pathpedia.com/education/eatlas/histopathology/brain_and_cord/glioblastoma_(gbm).aspx)
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Slika 6. Velike nekrozne oblasti u mozgu nastale usled GBM, uodavaju se na tomogramima u vidu lezija koje su
uokvirene svetlijom linijjom (u vidu prstena). Stereotakticnom biopsijom moze se utvrditi postojanje nekroznih
zari$ta koja mogu biti okruzena vijabilnim tumorskim ¢elijama. Ukoliko se ne utvrdi prisustvo ovakvih vijabilnih
tumorskih ¢elija, ne moze se sa sigurnosc¢u tvrditi da je pacijent oboleo od GBM. Sa druge strane, visokogradusna
glijalna neoplazma (strelica u donjem desom uglu) i obilna tumorska nekroza (vrh strelice u centralnom delu slike)
nedvosmisleno ukazuju na glioblastom.

(preuzeto sa http://www.pathpedia.com/education/eatlas/histopathology/brain_and_cord/glioblastoma_(gbm).aspx)

Slika 7. Glomeruloidna vaskularna proliferacija sa krupnim GBM
¢elijama.
http://www.pathpedia.com/education/eatlas/histopathology/brain_and_cord/glioblastoma_(gbm).aspx)
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Nakon postavljanja histoloSke dijagnoze na osnovu identifikovanja morfoloSkih
karakteristika GBM, imunohistohemijskom metodom vrsi se potvrda primarne dijagnoze na
osnovu kvantifikacije i1 detekcije specifi¢nih proteina — biomarkera za glijalne ¢elije centralnog
nervnog sistema kao §to su GFAP (glial fibrillary acidic protein, eng. - glijalni fibrilarni kiseli
protein)?, vimentin (vimentin, eng.)®, S-100b (S-100 calcium binding protein, eng. - S-100
kalcijum vezujuéi protein B), protein MBP (maltose binding protein, eng. - vezivanja maltoze)® i
p53 tumor-supresorni proteini. Nizak nivo navedenih proteina i visok nivo Ki-67" antigena,
CD34 antigena, citokeratina i drugih proteina koji su povezani sa povecanjem proliferativne
aktivnosti i inhibicije apoptoze, zajedno predstavljaju osnovne imunohistohemijske
karakteristike GBM i malignih glioma (Pavlova i sar., 2014).

Na Slici 8 i Slici 9 prikazan je rezultat primene imunohistohemijske metode u detekciji

GFAP proteina u normalnom i tumornom humanom mozdanom tkivu.

Slika 8. Imunohistohemijska detekcija GFAP proteina u normalnom
humanom mozdanom tkivu
(preuzeto sa http://www.sinobiological.com/GFAP-Antibody-g-
12306.html)

& GFAP protein ¢ija molekulska masa iznosi 50 kD, predstavlja najzastupljeniji intermedijarni filament zrelih astrocita i glavni
marker niskogradusnih astrocitoma

® Vimentin predstavlja intermedijarni filament tipa III koji eksprimiraju mezenhimalne ¢elije

© MBP protein predstavlja marker oligodendrocita

¢ KI-67 antigen predstavlja marker éelijske proliferacije. Naziv je dobio po pogetnim slovima grada u kojem je otkriven (Kiel,
nem.) i rednom broju klona sa mikrotitar ploce iz koje je izolovan.
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tkivu zahvaéenim gliomom

12306.html)

1.5. Terapijske procedure GBM

1.5.1. Hirurska resekcija

Slika 9. Imunohistohemijska detekcija GFAP proteina u mozdanom

(preuzeto sa http://www.sinobiological.com/GFAP-Antibody-g-

Primarni terapijski pristup u lecenju GBM, kao i ostalih tipova malignih tumora mozga

predstavlja hirurska resekcija tumora. HirurSkoj resekciji prethodi analiza opSteg zdravstvenog

stanja pacijenta, odgovarajuca neurofizioloska evaluacija kao i primena neke od spomenutih

tehnika ,,imaging®-a. Takode, ukoliko stanje pacijenta to dozvoljava, primenjuju se antiepileptici

i kortikosteroidni lekovi u cilju regulisanja cerebralnog edema i intrakranijalne hipertenzije

(Fernandes i sar., 2017). Cilj hirurske intervencije predstavlja maksimalna resekcija tumorske

mase, uzorkovanje tkiva za patohistolosku dijagnostiku, zatim poboljSanje uslova za primenu

komplementernih vidova terapije, odlaganje pogorSanja zdravstvenog stanja odnosno poboljSanje

kvaliteta zivota pacijenta (Fernandes i sar., 2017). Najbitniji predikcioni parametar povezan sa

procedurom hirurke resekcije jeste EOR® (extent of resection, eng. - stepen resekcije tumora) pri

¢emu je totalna resekcija tumora udruzena sa primenom radioterapije i terapije Temozolomidom

povezana sa najduzim ocekivanim vremenom prezivljavanja pacijenata (Fernandes i sar., 2017,

Stupp i sar., 2005). Evaluacija EOR se izvodi postoperativnim MRI snimanjem u roku od 72h od

hirur§kog odstranjivanja.
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1.5.2. ,,Stupp protokol“ i komplementarne terapijske procedure GBM

Trenutni standardni protokol leCenja pacijenata sa hovodijagnostikovanim GBM nazvan
je ,,Stupp protokol* po imenu autora studije iz 2005. godine kada je protokol uspostavljen (Stupp
I sar., 2005). Uticaj njegove primene na pobolj$anje vremena prezivljavanja pacijenata dokazan
je klinickim ispitivanjima EORTC 26951 (European Organisation for Research and Treatment
of Cancer, eng. - Evropska organizacija za istrazivanje i terapiju kancera) i NCIC (National
Cancer Institute of Canada, eng. - Kanadski nacionalni institut za kancer) (Le Rhun i sar., 2015;
Stupp i sar., 2005). Terapijska procedura se sastoji od maksimalne moguce resekcije tumorske
mase kombinovane sa terapijom alkiliraju¢im agensom Temozolomidom (75mg/m?/dan tokom
Sest nedelja) 1 radioterapijom (60 Gy u 30 frakcija), nakon ¢ega se u Sest ciklusa na svakih 28
dana primenjuje pomoéna terapija Temozolomidom (150-200 mg/m?/dan) po 5 dana zaredom
(standard 5/28 TMZ ili sdTMZ) (Stupp i sar., 2005). Postradioterapijska terapija
Temozolomidom povezana je sa produzenjem OS (overall survival, eng. - ukupno vreme
prezivljavanja) sa 12.1 na 14.6 meseci kao i produzenjem PFS (progression free survival, eng. -
vreme prezivljavanja bez progresije bolesti) (Stupp i sar., 2005). U Srbiji je terapija
temozolomidom kao standard uvedena 2011. godine, dok je raniji standardni tretman bio
zasnovan na primeni alkiliraju¢ih agenasa derivata nitrozuree, lomustina i karmustina
(CCNU"BCNUY) (11i¢, 2018).

Dopunski vid terapije novodijagnostikovanih GBM mogu predstavljati biorazgradivi
implanti karmustina" (BCNU) u vidu takozvanih ,,wafer“-a (kolaci¢, srp.) pre¢nika 1.45cm i
debljine 1mm, kojima se oblaze mesto resekcije tumora (tumor bed, eng.). (Fernandes i sar.,
2017, Le Rhun i sar. 2015). Po sastavu BCNU predstavlja lipofilni DNK-alkiliraju¢i agens,
derivat nitrozuree koji je nasao primenu u lecenju glioblastoma i astroglioma zbog sposobnosti
prodiranja kroz krvno-mozdanu barijeru (Fernandes i sar., 2017). Gliadel, biopolimerni BCNU
implant u vidu ,,wafer“-a), odobren je od strane FDA (United States Food and Drug

Administration, eng. - Uprava za hranu i lekove Sjedinjenih Americkih Drzava) kao primarni vid

f1-(2-chloroethyl)-3-cyclohexyl-1-nitrosourea, eng.
9 Bis-chloroethylnitrosourea, eng.
" Carmustine, eng.
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tretmana GBM. Medutim, korisnost njegove upotrebe i uticaj na vreme prezivljavanja GBM
pacijenata pokazali su se upitnim (Fernandes i sar., 2017, Le Rhun i sar. 2015).

Kako se GBM odlikuje izrazenom vaskularizacijom, jednu od atraktivnih terapetuskih
strategija predstavlja antiangiogena terapija. Bevacizumab (BEV) monoklonsko antitelo koje
vezuje VEGF-A (vascular endothelial growth factor A, eng. - vaskularni-endotelijalni faktor
rasta A), odobren je od strane FDA kao monoterapija za rcidive GBM. Kod
novodijagnostikovaninh GBM, pokazano je da njegova primena u kombinaciji sa terapijom
temozolomidom i radioterapijom rezultuje poboljsanjem OS i PFS vremena prezivljavanja
pacijenata (Fernandes i sar., 2017, Le Rhun i sar. 2015). Mehanizam delovanja BEV zasniva se
na inhibiiciji bioloske aktivnosti VEGF-A i njegove interakcije sa VEGF receptorom, ¢ime se

izaziva smanjenje endotelijalne proliferacije i vaskularizacije tumora (Fernandes i sar., 2017).

1.5.3. Prognosticki faktori GBM

Unapredenje klasifikacije glioma i definisanje molekularnih podtipova GBM olaksalo je
identifikaciju agresivnijih tipova GBM u klini¢koj praksi, kao i predvidanje Sablona pojave
recidiva GBM. To je otvorilo mogucnost definisanja ciljane terapije koja se oslanja i na
molekularne parametre GBM, tzv. ,personalizovane® terapije prilagodene svakom pacijentu
ponaosob (Chaul-Barbosa i sar., 2019). Tako Se u najvaznije prognosticke faktore GBM pored
starosti pacijenta, neuroloSkog statusa i stepena resekcije ubrajaju i status mutacije IDH1/2
(Isocitrate dehydrogenase 1 and 2, eng. - izocitrat dehidrogenaza 1 i 2) i status metilacije
promotornog regiona MGMT (O°-methylguanine-DNA methyltransferase, eng. - O°-metilguanin-
DNK transferaza) koji prema dosadasnjim saznanjima predstavljaju najvaznije molekularne
markere GBM (Zhang i sar., 2013). Uprkos ovakvom napretku, GBM recidivi (rGBM) se gotovo
neizbezno javljaju nakon inicijalne terapije. Kako trenutno ne postoje standardni protokoli
terapije tGBM, a srednje vreme preZivljavanja pacijenata sa rtGBM iznosi svega 9 meseci,
pronalazenje adekvatne terapije predstavlja jedan od najvecih izazova u neuroonkologiji (Chaul-
Barbosa i sar., 2019).
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1.5.4. Terapija recidiva GBM

Reoperacija rtGBM, usled oteZzanog definisanja granica tumorske lezije u cilju bezbedne
resekcije i visokog morbiditeta predstavlja opciju kod svega 20%-30% rGBM pacijenata (Chaul-
Barbosa i sar., 2019). lako je hirurska resekcija novodijagnostikovanih GBM jasno povezana sa
produzenjem vremena prezivljavanja, za rGBM postoje oprecni podaci (Chaul-Barbosa i sar.,
2019). Reoperacija GBM povezana je sa znacajnim produzenjem vremena prezivljavanja kod
pacijenata sa nemetilovanim promotornim regionom MGMT, zbog ¢ega se preporucuje uzimanje
u obzir statusa metilacije MGMT prilikom odluc¢ivanja o izvodenju reoperacije (Pala i sar., 2018).

Uprkos nepostojanju standarda terapije rGBM, hemioterapija predstavlja najces¢i vid
terapije rtGBM i oslanja se na primenu alkiliraju¢ih agenasa poput lomustina, karmustina
(lomustine and carmustine, eng.) i temozolomida u zavisnosti od statusa metilacije MGMT, kao i
ant-VEGF terapije ,,bevacizumab“-om (Pala i sar., 2018).

Kao alternativna opcija terapije rGBM sa pozitivnim efektima pokazali su se razliCiti
vidovi reiradijacije, puput FSRT (fractionated stereotactic radiotherapy, eng. - frakcionisana
stereotakticna radioterapija), HFSRT (hypofractiotnated stereotactic radiotherapy , eng. -
hipofrakcionisana stereotakticna radioterapija), RSR (stereotactic radiosurgery, eng. -
stereotakticna radiohirurgija) koje se najce$¢e kombinuju sa nekim vidom hemioterapije,
najc¢esce terapijom Temozolomidom ili ant-VEGF terapijom (bevacizumab) (Pala i sar., 2018).

Jedan od nedavno razvijenih sistema terapije rGBM predstavlja elektromagnetna terapija
tumora koja se zasniva na generisanju pulsirajuceg elektri¢nog polja (Alternating Electric Fields,
eng.) niskog intenziteta i frekvencije od 200 kHz u cilju generisanja TTF (Tumor-Treating
Fields, eng. - tumor-tretirajuca polja). Uredaj ,,Optune sistem (Novocure, St.Helier, Jersey Isle,
UK), prvobitno nazvan NovoTTF-100A, generiSe TTF koji prodiru kroz c¢elijsku membranu

izazivaju¢i zaustavljanje éelijskog ciklusa i smrt ¢elija kancera (slika 10).
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Slika 10. Uredaj ,,Optune* sistem (Novocure, St.Helier, Jersey Isle, UK) (preuzeto sa
https://www.optune.com/hcp/therapy/system)

Obecavajuéi pristup terapiji GBM predstavlja imunoterapija, odnosno razvijanje
antitumorskih vakcina. Jedan od prvih peptida koris¢enih za razvoj antitumorske vakcine za
GBM predstavlja EGFRvIII (epidermal growth factor receptor variant Ill, eng. - receptor
epidermalog faktora rasta, varijanta 3) specificnog za GBM C¢elije. Terapija onkoliti¢nim
virusima koji selektivno inficiraju i unistavaju ¢éelije raka takode predstavlja jedan od atraktivnih

savremenih pristupa u terapiji GBM. (Chaul-Barbosa i sar., 2019; Wollmann i sar., 2012).

1.6. Biologija GBM

Shvatanje o jednostavnoj ulozi glija ¢elija kao metabolicke i fizioloSke potpore neurona
je proteklih decenija drasticno izmenjeno zbog Cega se savremeno razumevanje biologije i
geneze glioblastoma oslanja na otkri¢a sloZenih funkcija razli¢itih grupa glija ¢elija 1 fenomen

adultne neurogeneze.

1.6.1. Glija éelije

Saznanja o raznovrsnoj funkciji glija ¢elija i njihovih fizioloskih karakteristika razbila su
dugo vazece shvatanje o neuronima kao jedinim i glavnim modulatorima vi§ih mozdanih
funkcija.

U radu iz 2001 godine Haydon je predstavio dokaze za hipotezu koja govori o vaznoj
ulozi glija ¢elija u modulaciji sinapticke aktivnosti mozga (Haydon, 2001). Uoceno je da glija
¢elije predstavljaju aktivne c¢inioce u prenoSenju nervnog impulsa, a ne prostu potporu

neuronima. Otkri¢e da ova grupa celija poseduje osobine identi¢éne neuronima — Sposobnost
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odgovora na transmitere, integraciju ulaznog signala i ekskreciju transmitera odnosno slanje
signala na veliku udaljenost, dovela je glija ¢elije u zizu interesovanja neurobiologije. Glavnu
razliku u odnosu na neurone predstavlja njihova neosetljivost na elektricnu ekscitaciju 1 znatno
manja brzina prenosenja signala koja iznosi nekoliko mikrometara po sekundi (neuroni prenose
signal brzinom od 120 metara po sekundi). Medutim, otkrice da glija ¢elije preko gliotransmitera
komuniciraju sa neuronima otvorilo je nova pitanja o njihovoj potencionalnoj ulozi u viSim
funkcije glija ¢elija, poput njihove uloge u procesuiranju bola ili regulacije procesa inflamacije
(Goldman i sar., 2010; Haydon, 2001; Milligan i sar., 2009; Park i sar., 2020; Voskuhl i sar.,
2009).

1.6.2. Klase glija ¢elija

Glija ¢elije su podeljene u dve klase: makrogliju i mikrogliju. Makroglija obuhvata dve
grupe Celija: astrocite (astrogliju) i oligodendrocite (oligodendrogliju).

Astrociti su jako brojni i prema nekim izvorima petostruko nadmaSuju broj neurona
(Sofroniew i sar., 2009). Iako primarno obezbeduju troficku, metaboli¢ku i strukturnu podrsku
neuronima, oni su i usko povezani sa sinapsama neurona, ¢esto obavijajuci zavrSetke aksona.
Pored toga, oni komuniciraju sa endotelijalnim ¢elijama koje ¢ine zidove kapilara. Astrociti
medusobno komuniciraju preko propusnih veza (gap junctions, eng.). Oni su veza izmedu
neurona medusobno, neurona i kapilara, kao i astrocita medusobno. Prozimajuc¢a mreza astrocita
se moze posmatrati kao jedinstveni sistem koji konstantno registruje signale iz okoline i
odgovara na njih kroz interakciju sa odgovaraju¢im grupama ¢elija CNS (Pekny i sar., 2014).
Slika 11.
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Slika 11. Prikaz interakcije glavnih tipova ¢elija u CNS-u (preuzeto iz rada Wichert, 2009.)

Pokazano je da su astrociti osetljivi na brojne neurotransmitere: glutamat, histamin,
acetilholin, ATP, GABA (gamma aminobutyric acid, eng — gama aminobuterna kiselina),
noradrenalin. Oni izazivaju intracelularno variranje Ca®" signala, koji se moze §iriti izmedu
astrocita poput talasa. Inozitol-3-fosfat prestavlja sekundarni glasnik koji orkestrira otpustanje
jona Ca”" iz unutaréelijskih depoa (endoplazmatinog retikuluma), a njega produkuje aktivirana
PLC (phospholipase C, eng. — fosfolipaza C), koju aktiviraju odredeni G-protein spregnuti
receptori. Kako su astrociti povezani preko koneksona (spregnutih veza), inozitol-3-fosfat i ATP
mogu preko njih prelaziti iz jedne u drugu celiju Sire¢i signal podstaknut unutarcelijskim
variranjem Ca’". Ovaj signal rezultuje ekstracelijskim oslobadanjem glutamata kao transmitera
koji modulira aktivnost neurona (Haydon, 2001).

Oligodendrociti su zaduzeni za mijelinizaciju (izolaciju aksona) unutar centralnog

nervnog sistema i predstavljaju ekvivalente Svanovim éelijama perifernog nervnog sistema.

1.6.3. Prekursori glija éelija

Kao 1 neuroni, sve glija ¢elije centralnog nervnog sistema (CNS) poticu od mati¢nih
¢elija neuralne ploce. Ove celije su mitoticki aktivne i njihov broj varira tokom ontogeneze. One
se u ranim stupnjevima embriogeneze dele ,.simetricno* S$to zna¢i da deoba rezultuje

formiranjem dve nove mati¢ne celije. Kako razvice napreduje, one pocinju sa asimetricnom
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deobom pri kojoj se formiraju neuroni (neurogena faza) od neuroepitalijalnih celija u
ventrikularnoj zoni. Oko midgestacijske faze, maticne celije ventrikularne zone prestaju sa
produkcijom neurona i otpocinju produkovanje progenitornih ¢elija astrocita i oligodendrocita.
Smatra se da su mogu¢i okidaci za takvu transformaciju neurogeneze u gliogenezu transkripcioni
faktor Sox9 (sex determining region Y-box 9, eng. - transkripcioni faktor 9 srodan testis
determinisu¢em faktoru SRY) i aktivacija Notch' signalnog puta.

Prvi korak u nastanku glija ¢elija jeste tripotentna prekursorna ¢éelija koja se razvija iz
neuroepitalijalnih mati¢nih ¢elija. Direktno od njih, pored oligodendrocita, mogu proiste¢i dve
razliite populacije astrocita — tip 1 1 tip 2. Nastanak astrocita tipa 2 mogué je 1 preko
intermedijerne bipotentne progenitorske c¢elije pod nazivom oligodendrocit/astrocit tip-2
progenitorska ¢elija (Bradl, 2006).

Radijalna glija, populacija samoobnavljajucih ¢elija CNS u embrionalnom CNS-u, prva
je grupa celija koja se moze jasno razlikovati od neuropitelijalnih mati¢nih ¢elija. Ova grupa
¢elija najpre produkuje progenitore neurona, da bi u kasnijim stupnjevima razvi¢a produkovala
prekursore astroglije i oligodendroglije. Transkripcioni faktori koji reguliSu ovu tranziciju su
NFA1 (nuclear factor Al, eng. — nuklearni faktor Al) i Olig2 (Qligodendrocyte transcription

factor 2, eng. — oligodendrocitni transkripcioni faktor 2) (Hegedus i sar., 2007).

1.6.4. Adultna neurogeneza

Dugo je vazilo uverenje da se ljudi radaju sa ograniCenim brojem nervnih c¢elija 1 da
mozdano tkivo adulta ne poseduje sposobnost regeneracije 1 produkcije novih neurona. Medutim,
pocevsi sa eksperimentima sredinom XX veka koji su ukljucivali autoradiografsko obelezavanje
[*H]-timidinom Celija mozga i kicmene mozdine odraslog pacova, neurogeneza u mozgu odraslih
jedinki sisara je nedvosmisleno potvrdena (Zhang i sar., 2019). Produkciju astrocita u
postnatalnom mozdanom tkivu izvrSavaju multipotentne prekusorne celije smeStene u
subventrikularnoj zoni (SVZ). Oni takode mogu nastati iz radijalnih glija ¢elija koje su mitoticki
aktivne, nakon $to ove ispune svoju ulogu supstrata za migraciju progenitorskih ¢elija neurona

(Bradl, 2006).

" Termin ,,notch* (eng. zasek, recka) uveo je Tomas H. Morgan pri identifikaciji alela 1917. koji su povezani sa pojavom zaseka
na krilima jedinki Drosophila melanogaster.
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1.6.5. HistoloSka podela astrocita

Astrociti imaju vaznu funkciju u fiziologiji mozga, ali i brojnim patofizioloSkim stanjima.
Astroglija zauzima cak 50% ukupne zapremine CNS. lako je fizioloska funkcija astrocita
raznolika, astrociti se prema klasi¢noj histoloskoj podeli mogu svrstati u dve velike grupe:
fibrozne 1 protoplazmaticne astrocite. Ova podela se zasniva na njihovim morfoloskim
karakteristikama 1 lokalizaciji u sivoj (fibrozni astrociti) odnosno beloj masi (protoplazmaticni
astrociti). Poseban oblik astroglije u cerebelumu ¢ini Bergman-ova glija. Takode, brojne grupe
specijalizovanih ¢elija CNS-a poput pituicita, tanicita, ependimalnih ¢elija i Milerovih glija ¢elija
ispoljavaju zajednicke osobine sa astrocitima. (Levison i Goldman, 1993).

Fibrozne astrocite odlikuje ,,zvezdasta* morfologija koja podrazumeva brojne cilindriéne
nastavke koji se radijalno simetri¢no prostiru od some, Cesto dodirujuci kapilare svojim
krajevima (slika 12). Nastavci bogati intermedijernim filamentima se daleko prostiru, uz
sporadi¢na grananja. Jedro je ovalnog oblika sa ravnomerno rasporedenim hromatinom, a
citoplazma sadrzi nasumi¢no rasporedene granule glikogena (Levison i Goldman, 1993).

Protoplazmati¢ni astrociti se odlikuju slozenijom morfologijom. Njihovi nastavci su
izuzetno razgranati i Cesto formiraju membranozne slojeve kojima obavijaju nastavke i celije
neurona. Jedra su sferi¢na, a u poredenju sa fibroznim astrocitima sadrze manje intermedijernih
filamenata i guscée rasporedene organele (Levison i Goldman, 1993).

Podtip astrocita ozna¢en kao Bergmanova glija smeSten je u kori malog mozga
(cerebellum). Tela ovih celija smeStena su u sloju Purkinjevih ¢elija, od njih se pruza nekoliko
dugackih nastavaka kroz molekularni sloj sive mase zavrSavajuc¢i se na glija ¢elijjama ovojnice 1

velikim krvnim sudovima (Levison i Goldman, 1993).

Slika 12. Tipovi astrocita (glija ¢elija) A, C i D. Astrociti unutar tkiva mozga B. Razlika u veli¢ini neurona i glija
¢elija A i C. protoplazmatiéni astrociti D. fibrozni astrociti E. Bergmanova glija u cerebelumu (preuzeto sa
https://mmegias.webs.uvigo.es/02-english/8-tipos-celulares/astrocito.php)
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1.6.6. Uloge astrocita u fizioloSkim procesima

Iako navedena morfoloska podela predstavlja histoloski standard, ona je pojednostavljena
u poredenju sa raznovrsnoSc¢u fizioloske funkcije astrocita. Njihova funkcija i uloga varira u
zavisnosti od njihove pozicije i stupnja u razvicu jedinke (Pekny i sar., 2014). Neke od njihovih
najbitnijih uloga jesu odrzavanje homeostaze jona i krvno-mozdane barijere, zatim formacija
sinapsi i njihovo uklanjanje, kontrola protoka krvi kroz cerebrum i recikliranje neurotransmitera,
regulacija ekscitotoksi¢nosti glutaminske Kiseline i oksidativnog stresa (Levison i Goldman,
1993).

Funkcija ¢elija astroglije u odrzavanju homeostaze vode i usvajanja glukoze iz krvotoka
izvrSava se zahvaljuju¢i akvaporin-4 kanalima i transporterima glukoze koji su smeSteni u
zavrSecima nastavaka koji su u kontaktu sa krvnim sudovima. Glukoza se u ovim c¢elijama
skladisti u vidu glikogena ili iskoriS¢ava za produkciju mle¢ne kiseline. Glutamat se reciklira uz
pomo¢ GLAST transportera (glutamate aspartate transporter, eng. - transporter glutamin
sintaze), koji se po usvajanju u celiju konvertuje u glutamin. Glutamin i laktat koje Celije
astroglije sekretuju podsticu aerobni metabolizam neurona i sinteze gama-aminobuterne kiseline.
Astroglija omoguéava uspostavljanje i odrzavanje krvno-mozdane barijere sekrecijom Shh
(Sonic hedgehog, eng.) i dugih bioreaktivnih proteina, kao i hemokina sposobnih da regrutuju
¢elije imunog sistema, limfocite i monocite. Efikasnost sinaptickog prenoSenja signala celije
protoplazmi¢ne astroglije poboljSavaju regeneracijom kalijumovih kanala i transportera
neurotransmitera, kao 1 otpuStanjem gliotransmitera poput d-serina i purina, koji utiCu na

ekscitabilnost hiljada sinapsi smestenih u neposrednoj okolini (Zhang i sar., 2013).

1.6.7. Funkcije astrocita u modulaciji mozdane aktivnosti

UvreZzeno je miSljenje da je aktivnost neurona ono Sto reguliSe ponaSanje jedinke.
Medutim, pokazano je da astrociti ispoljavaju sposobnost moduliranja aktivnosti neurona i
ponasanja in vivo. Kako jedan astrocit moze ostvarivati i do dva miliona kontakata sa neuro-
sinapsama preko svojih nastavaka, ekskrecijom neuro-moduliraju¢ih signala oni mogu vrsSiti
izmenu elektrofizioloskih svojstava okolnih neurona, uticu¢i na vise mozdane funkcije koje
reguliSu ponaSanje. Zbog rastuceg broja dokaza o velikom transkripcionom, translacionom,

morfoloSkom 1 funkcionalnom diverzitetu astrocita Sirom razli¢itih regiona mozga, hipoteza o
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uticaju astrocita na mozdanu aktivnost je sve prihvatljivija (Park i sar., 2020). Pokazano je da
astrociti smeSteni u hipokampusu, malom mozgu i neokorteksu ispoljavaju odgovor na senzorne
stimuluse kao i neuromodulatore poput acetilholina i norepinefrina (Lines i sar., 2020). Njihova
sposobnost selektivnog jac¢anja sinapsi smatra se kljuénom u formiranju dugotrajne memorije

(Kol i sar., 2020;Lines i sar., 2020).

1.6.8. Uloga astrocita u kontroli cirkadijalnog ritma

Jedna je od nedavno otkrivenih funkcija astrocita jeste kontrola cirkadijalnog ritma
(dnevno-no¢ni ritam, ciklus budnosti i spavanja) kod sisara. Odrzavanje pravilnog cirkadijalnog
ritma reguliSu transkripcioni faktori koji se cikli¢éno produkuju pod kontrolom neurona smestenih
u maloj regiji hipotalamusa pod nazivom suprahijazmi¢na jezgra (SCN). Specijalizovana grupa
ganglionarnih ¢elija retine direktno detektuje svetlost i signal sprovodi do SCN. Ove ¢elije,
nezavisne od retinalnih fotoreceptora, neophodne su za detekciju svetlosti kao ,,ulaznog signala“
i takozvano foti¢ko uskladivanje cirkadijalnog ritma (Weaver i Emery, 2013). Brojna ispitivanja
fizioloSkih procesa cirkadijalnog ritma orijentisala su se uglavhom na SCN neurone i
eksprimiranje transkripcionih faktora poput BMAL1 (brain and muscle ARNT-like 1, eng. i
CLOCK (Circadian locomoter output cycles protein kaput, eng.) po principu povratne sprege.
Iako malobrojna, ispitivanja uloge astrocita u cirkadijalnom ritmu dokazala su da astrociti takode
ritmi¢no eksprimiraju cirkadijalne oscilatore, poput oscilatora BMALI1. Pored toga, astrociti
poseduju sposobnost registrovanja cirkadijalnih signala kroz interakciju sa SCN neuronima,
odasilju¢i gliotransmitere kao odgovor. Stavise, astrociti SCN regiona ne samo da ispoljavaju
komplementarnu aktivnost neuronima, ve¢ predstavljaju glavnu kariku u regulisanju dnevno-
no¢nog ponasanja jedinke. Na to upucuje otkrice da disfunkcionalna ekspresija cirkadijalnih
transkripcionih faktora u astrocitima naruSava cirkadijalni ritam miSeva, bez obzira na
funkcionalnost neurona SCN regije. (Brancaccio i sar., 2019; Tso i sar., 2017).

Homeostaza spavanja je pod direktnim uticajem akumulacije adenozina. Odrzavanje
stanja budnosti koje je poznato dejstvo kofeina, objaSnjava se time $to je on antagonist receptora
za adenozin. Pretpostavljalo se da je akumulirani adenozin poreklom iz neurona. Medutim,
nekoliko studija je potvrdilo astrocite kao njegov izvor. Poznato je da je jedan od najpoznatijih
gliotransmitera Adenozin-trifosfat (ATP). Eksperimentalnim onesposobljavanjem SNARE
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kompleksa (soluble NSF attachment receptor, eng.) Kkoji diriguje egzocitozu u astrocitima
postignuto je veStacko iskljucivanje gliotransmisije u mozgu miSeva. Kao rezultat, utvrdeno je da
astrociti utiu na rast nagona za spavanjem i prate¢e kognitivne posledice putem signalnog puta

koji ukljucuje A1 receptore (Halassa i sar., 2009).

1.7. Astrociti i patoloSka stanja

1.7.1. Reaktivna astroglioza

Reaktivna astroglioza se moze definisati kao karakteristicna i evolutivno konzervisana
odbrambena reakcija ¢elija astroglije na patoloske pojave koje pogadaju CNS. Ona je povezana
sa brojnim patoloskim stanjima: traumatskim povredama mozga, ishemijskim oSte¢enjem,
neuroinflamacijom i neurodegeneracijom, kao i primarnim i sekundarnim tumorima CNS.

,Reaktivni astrociti* ispoljavaju niz morfoloskih i funkcionalnih promena koje imaju za
cilj regulaciju akutnog stresa, smanjenja oStecenja tkiva i odrzanja homeostaze. Sa druge strane,
ukoliko adaptivna transformacija astrocita istrajava, ona moze biti veoma Stetna. Pokazano je da
takozvani ,,maladaptivni® reaktivni astrociti ispoljavaju niz negativnih nuspojava poput
spreCavanja mehanizama neuroplasti¢nosti i regenerisanja mozdanih funkcija (Pekny i sar.,
2014).

Najupecatljivije odlike ,,reaktivnih astrocita“ predstavljaju hipertrofija ¢elijskih nastavaka
i povisena produkcija GFAP, glavne komponente intremedijernih filamenata astrocita. Pored
toga, njih odlikuje izmenjena ekspresija glutamin sintetaze (GS), enzima zaduzenog za
konverziju glutamata u glutamin. Izmenjena ekspresija GS je region-specifi¢na i nije korelisana
sa povecanjem ekspresije GFAP, zbog ¢ega ovaj marker astrocita ne moze sluziti i kao marker
reaktivne astroglioze.

Aktivaciju astrocita mogu pokrenuti brojni citokini, poput TGF-a (transforming growth
factor alpha, eng. - transformisuci faktora rasta alfa), CNTF (ciliary neurotrophic factor, eng. -
cilijarni neurotrofi¢ni faktor), IL-6 (interleukin 6, eng. - interleukin 6), LIF (leukemia inhibitory
factor, eng. - faktor inhibicije leukemije) i onkostatina M. Oni mogu direktno izvrsiti aktivaciju
STAT3 signalnog puta (signal transducer and activator of transcription, eng. — prenosioc signala

i aktivator transkripcije 3) u astrocitima preko gp130 (glycoprotein 130, eng. — glikoprotein 130)
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citokinskog receptora, ili indirektno, uticajem na druge c¢elije u njihovoj okolini: neurone,
mikrogliju ili endotelijalne celije.

Suprotan efekat na astrocite ostvaruje signalni put aktiviran receptorom B1-integrinom,
zadrZavajuci ih u zrelom, nereaktivnom stanju (Robel i sar., 2009).

Receptor epidermalnog faktora rasta (EGFR) moze imati ulogu u aktivaciji astrocita,
posto je uoceno je da je njegova ekspresija prisutna u reaktivnim astrocitima, za razliku od
neaktiviranih. Pokazano je da inhibicija EGFR povoljno uti¢e na regeneraciju aksona i podstice
oporavak mozdanih funkcija nakon traume mozga (Pekny i sar., 2014).

Jedno od klju¢nih svojstava ¢elija astrocita koje im omoguéava da reaguju na nastalu
povredu mozga jeste njihova polarizovanost i sposobnost usmerene migracije. Dokaz za to je da
astrociti sa inaktiviranim regulatorom celijske polarizacije GTP-azom Ro familije Cdc42 (cell
division control protein 42, eng. —protein kontrole ¢elijske deobe 42) bivaju onesposobljeni za
pozicioniranje oko mozdane lezije nastale nakon uboda, uprkos njihovom hipertrofickom
odgovoru i povecanoj ekspresiji GFAP (Robel i sar., 2011).

Nivo morfoloskih promena izazvanih reaktivnom astrogliozom moze varirati od blagih i
gotovo neprimetnih do izuzetno intenzivnih, Cesto pracenih formiranjem takozvanih glijalnih
ozijaka. Pronadeno je da, uz astrocite, periciti odigravaju vaznu ulogu u njihovom formiranju. U
formiranju glijalnih oziljaka ucestvuje deo reaktivnih astrocita koji zadobija svojstva
multipotentnih mati¢nih ¢elija 1 sposobnost proliferacije u cilju umnozavanja ¢elija astrocita na
mestu lezije. Ovakav odgovor astrocita se povezuje uglavnom sa invanzivnim oSteCenjima
mozga, poput ubodnih rana ili ishemije mozga. Shh signal poreklom iz cerebrospinalne te¢nosti i
plazme direktno je odgovoran za takvo zadobijanje svojstava mati¢nih Celija (Sirko i sar., 2013).

Nedavna studija predstavila je uverljive dokaze za hipotezu da su reaktivna astroglioza i
odgovarajuce izmene u astrocitnoj super-mrezi usko specifi€ne za tip bolesti, kao 1 da ispoljavaju

efekte koji su usko vezani za svaku bolest (Zamanian i sar., 2012).

1.7.2. Astrociti i tumori mozga

Iako astrociti mogu biti ¢inioc koji izaziva progresiju sekundarnih (metastatskih)
neoplazmi, mnogo zapazeniju ulogu odigravaju u razvoju primarnih tumora mozga. U cilju

utvrdivanja i dijagnostike tumora mozga, imunohistohemijska detekcija GFAP-a predstavlja
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pouzdani metod utvrdivanja prisustva astrocitne komponente u resekcijama neoplazmi. Ukoliko
je pored citoplazmicke imuno-reaktivnosti na GFAP u takvim preparatima prisutna izrazena
nuklearna atipija, takva neoplazma se najceSc¢e klasifikuje kao neki oblik astrocitoma, u
zavisnosti od stepena nuklearne atipije 1 prate¢ih morfoloskih karakteristika (Sofroniew i sar.,
2009). Suprotno, znak da je tumor mozga neglijalnog porekla (meduloblastom ili primarni
limfom CNS-a) predstavlja znatno uocljivije prisustvo GFAP pozitivnih reaktivnih astrocita
unutar ili na granicama tumorskog tkiva (Sofroniew i sar., 2009) (Slika 13.).
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Figure 13 GFAP imunoreaktivne ¢elije primarnih neoplazmi CNS A. subependimski astrocitom dzinovskih ¢elija B.
Imunohistohemijski preparat glioblastoma (gradus IV) sa uo¢ljivom izraZenom nuklearnom i celularnom atipijom (preuzeto iz
rada Sofroniew i sar., 2009.)
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U zdravom mozgu ¢oveka, GFAP je uglavnom eksprimiran u zrelim astrocitima. Zbog
toga je smatrano da visoka ekspresija GFAP predstavlja marker manje agresivnih tumora u kome
preovladavaju izdiferencirane celije. Medutim, pokazano je da je visoka ekspresija GFAP
odlikuje i ¢elije radijalne glije tokom razvi¢a mozga, kao i neuralne mati¢ne ¢elije kod odraslog
Coveka. Ovo saznanje smanjilo je pouzdanost GFAP-a kao markera niskogradusnih, manje
invazivnih glioma. Pronadeno je da detekcija specificne izoforme GFAP, GFAPS i GFAPa
povecava dijagnosticku preciznost odredivanja stadijuma astrocitoma (van Bodegraven i sar.,
2019).

1.7.3. Glioblastomi — ¢elijsko poreklo

Celijsko poreklo glioblastoma, kao i ostalih formi malignih astrocitnih glioma, nije u
potpunosti razjasnjeno i predstavlja predmet intenzivnih istraZzivanja. Velika molekularna
heterogenost glioblastoma koja se ogleda u razli¢itim Sablonima ekspresije transkripcionih
regulatora, tumor-supresornih proteina i mutacija gena za kinazne receptore, ukazuje da je i
njihovo Celijsko poreklo takode heterogeno.

Uobicajeno je shvatanje da kancer nastaje zahvaljuju¢i akumulaciji somatskih mutacija
koje rezultuju nekontrolisanom proliferacijom i selektivnom predno$éu rasta u odnosu na
nemutirane ¢elije. Solidni tumori najcesce nastaju iz epitelijalnih tkiva. Takva mutirana celija
moze voditi poreklo od izdiferencirane celije koja je povratila sposobnost proliferacije, ili
mati¢ne celije, koja ve¢ poseduje tu sposobnost (Goffart i sar., 2013). U skladu s tim, kao
potencijalni izvori astrocitoma oznaceni su astrociti, glijalni prekursori 1 mati¢ne celije kancera
(Sofroniew i sar., 2009). Dve vodece teorije o poreklu glioblastoma predstavljaju “Teorija
dediferencijacije astrocita” i ,,Teorija mati¢nih Celija glioblastoma® - GSC (cancer stem cells,
eng. — mati¢ne Celije kancera) ili GIC (glioma initiating cells, eng. -glioma inicirajuce celije)
(Jovaceska, 2019).
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Slika 14. Prikaz vodecih teorija o poreklu glioblastoma (preuzeto iz rada Jovacéeska, 2019.)

1.7.3.1. Teorija dediferencijacije

Teorija dediferencijacije pretpostavlja da glioblastomi poticu od geneticki izmenjenih
normalnih ¢elija astrocita koji se postepeno transfomiSu u maligne ¢elije zadobijanjem slede¢ih
neophodnih osobina: samoprodukcije faktora rasta, neosetljivosti na signale inhibiranja celijskog
rasta, izbegavanja programirane Ccelijske smrti (apoptoze), neograni¢enog replikativnog
potencijala, neprekidnog podsticanja angiogeneze i sposobnosti invazije tkiva i metastaziranja.
Aktivacija odredenih onkogena u kortikalnim astrocitima moze inicirati formiranje histoloskih
karakteristika nalik GBM. Eksperimentalno je pokazano da gubitak funkcije INK4A/Arf
(alternative reading frame protein product of the CDKN2 locus, eng. - gen za produkt
alternativnog okvira ¢itanja lokusa CDKN2) rezultuje dediferencijacijom astrocita, dok ih
udruZena aktivacija K-Ras (Kirsten sarcoma virus, eng. — Kirsten-ov sarcoma virus) onkogena
ili konstitutivna aktivacija EGFR signalnog puta ¢ini podobnim za malignu transformaciju i
zadobijanje karakteristicnog GBM fenotipa (Goffart i sar., 2013; Stiles i Rowitch, 2008).
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1.7.3.2. Teorija mati¢nih Celija kancera

Prisustvo periventrikularnih nervnih mati¢nih c¢elija u mozgu odraslog coveka koji
eksprimiraju astrocitni marker GFAP, uputilo je na hipotezu o njihovoj ulozi u iniciranju
nastanka astrocitnih glioma i glioblastoma. Uoceno je da su samo manje populacije ¢elija unutar
astrocitnih glioma sposobne za njihovo formiranje. Ove ¢elijske populacije ispoljavaju osobine
mati¢nih Celija - sposobnost samoobnavljanja, multipotentnost i formiranje neurosfera u in vitro
uslovima. Osobine i intenzitet rasta takvih neurosfera predstavljaju vazan predikcioni faktor u
progresiji tumora i klinickom ishodu (Sofroniew i sar., 2009).

Vodeca teorija 0 poreklu glioblastoma izdvaja CSC kao glavne tumor-inicirajuce faktore
sposobne za odrZavanje tumorskih lezija i produkciju heterogenih ¢elijskih linija kancera. Sudeci
po nedavnim otkri¢ima, GIC poticu od mutiranih neurogenih mati¢nih ¢elija smeStenih unutar
neurogenih nisa subventrikularne zone mozga (SVZ) (Lee i sar., 2018; Mistry, 2019). Do takvog
zakljucka dovelo je paralelno uporedivanje prisustva ,,pokretackih® (driver, eng.) mutacija u
uzorcima tumora, uzorcima patoloski i radioloSki neizmenjene SVZ bez znakova prisustva
tumorskih ¢elija i uzorcima krvi 28 pacijenata obolelih od primarnog GBM (Lee i sar., 2018).
Pokazano je da je u uzorcima dobijenim iz netumorske SVZ kod 56,3% pacijenata bila prisutna
najmanje jedna somatska ,,pokretacka* mutacija. Iste ,,pokretacke* mutacije koje su unutar éelija
SVZ slabo zastupljene, sa manje od 1% TMB (tumor mutation burden, eng. — mutaciono
optereéenje tumora), poput mutacije u promotornom regionu TERT (telomerase reverse
transcriptase, eng. - reverzna transkriptaza telomeraze), zatim EGFR, PTEN i TP53 genima bile
su veoma zastupljene u uzorcima tumora (Lee i sar., 2018). Izazivanjem mutacija u nekim od
navedenih gena unutar SVZ regiona miseva, udeo mutiranih neuralnih mati¢nih ¢elija uspesno je
izazvao formiranje tumora, od cCega su Cak dve trecine bile u regionima udaljenim od SVZ.
Imunohistohemijskim obelezavanjem potvrdeno je da je mutirana prekusorska celija
ologodendrocita glavni tip ¢elije zasluzan za formiranje glioblastoma. Na ovaj nacin je otkriveno
da mutirane mati¢ne ¢elije SVZ poseduju sposobnost migracije u udaljene regione mozga i

promovisanja nastanka glioblastoma putem klonalne selekcije.
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Figure 15. Sematski prikaz SVZ mozga i ¢inioca humane neurogene nise u subependimalnoj zoni (gornja
ilustracija). Na donjoj ilustraciji prikazan je nastanak tumor-promovisucih ¢elija na osnovu teorije mati¢nih éelija
kancera (preuzeto iz rada Altmann i sar., 2019).

Ovakvim otkricem je dato oObjasnjenje multifokalnog ili multicentri¢nog javljanja
glioblastoma - istovremenog prisustva vise radioloski nezavisnih lezija. Takode, objasnjena je
pojava rekurentnih tumora koja se deSava kod gotovo svih pacijenata, bez obzira na preciznost
hirurske resekcije. Savremene terapije GBM bi zbog toga, pored terapije usmerene na
lokalizovanu leziju tumora, morale biti usmerene na prepoznavanje i tretman maticnih celija
unutar SVZ, u cilju pobolj$anja klinickog ishoda (Mistry, 2019). Takode, radioterapija usmerena
na SVZ predstavlja jednu od moguénosti koja se istrazuje 28 (slika 16.).
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Slika 16. Odnos izmedu adultnih neurogenih nisa i glioblastoma-inicirajuéih ¢elija (preuzeto iz rada Goffart i sar.,
2013.)

Savremena saznanja proistekla iz GWAS (Genome Wide Association Studies, eng. -
izuCavanja genomskih asocijacija) ukazuju na to da astrocitomi nizeg gradusa poti¢u od
progenitornih ¢elija astroglije, zadrzavaju¢i primitivni neurektodermalni geneticki profil celije
(Melin 1 sar., 2017). Tzv. ,sekundarni glioblastomi“ koji nastaju progresijom iz takvih
astrocitoma Cesto se karakteriSu mutacijom gena za izocitrat dehidrogenazu 1 (IDH1) i odlikuju
znatno boljom prognozom i klini¢kom slikom od primarnih glioblastoma.

Bez obzira na to koja od navedenih teorija preciznije objasnjava poreklo glioblastoma,
mikrosredinski €inioci i njihove interakcije omogucavaju i podstiCu tumorogenezu, iako takvi

mehanizmi jo§ uvek nisu sasvim razjasnjeni (Mistry, 2019).

1.8. Komunikacija GBM ¢éelija sa mikrosredinskim ¢iniocima

Maligne celije GBM 1 pored izuzetne invazivnosti retko kolonizuju tkiva izvan CNS-a
(incidenca ekstrakranijalnin GBM metastaza iznosi 0,5 %), §to se prvobitno objasnjavalo
postojanjem krvno-mozdane barijere. Medutim, ono $§to dodatno ,,zadrzava“ GBM ¢elije unutar
tkiva CNS-a jeste konstantna dvosmerna komunikacija izmedu tumorskih ¢elija i ¢inioca
jedinstvene GBM mikrosredine karakteristiéne za tkiva CNS-a. Celijski parenhim kod GBM
saCinjen je od vaskularnih ¢elija, mikroglije, ¢elija imunog sistema i neuralnih prekusora koji su

u intenzivnoj i direktnoj interakciji sa tumorskim tkivom koje okruzuju, usmeravajuéi njegovu
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progresiju. Ta interakcija je prepoznata kao glavni faktor podsticanja geneze i progresije ovih
tumora. (Dobra i sar., 2020; Simon i sar., 2020).

Mehanizam i priroda uzajamne komunikacije rasvetljeni su nedavno, kada su otkrivene
EV (extracellular vesicles, eng. - ekstracelularne vezikule) kao jedan od najvaznijih vidova
bidirekcione komunikacije izmedu tumora i tumorske mikrosredine. Dobra i sar., 2020;
Zaborowski i sar., 2015).

Ekstracelularne vezikule se definiSu kao bezjedarne ekstracelularne sferi¢ne strukture
veli¢ine izmedu 30 nm i 10 pm. Njihovu opnu ¢ini dvosloj fosfolipida a sadrzaj mogu Ciniti
raznovrsni tipovi biomolekula — razli¢ite klase proteina, fragmenti DNK molekula, informaciona
RNK ili neki od tipova nekodiraju¢e RNK poput mikro RNK (miRNAs, eng.), duge nekodirajuce
RNK (long-non-coding RNAs, eng.) i trasportne RNK (Matarredona i sar., 2019). Tako je
pomoéu EV omoguéena intenzivna komunikacija celije koja ih sekretuje sa susednim ili
udaljenim c¢elijama (Slika 17.) (Dobra i sar., 2020; Zaborowski i sar., 2015).
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Slika 17. Razliciti tipovi ekstracelularnih vezikula A. Egzozome i mikrovezikule produkuju normalne ¢elije, process
apoptoze izaziva formiranje apoptiti¢nih telasaca, dok ¢elije kancera produkuju velike ekstracelularne vezikule pod
nazivom “onkozomi” B. Razli¢iti mehanizmi usvajanja EV od strane receptorske Celije (preuzeto iz rada
Zaborowski i sar., 2015.)

Ovakav vid transfera biomolekula iz tumorskih ¢éelija u neizmenjene ¢elije mikrookoline i
obratno zasluzan je za indukovanje tumor-promoviSu¢ih mehanizama poput angiogeneze,
sposobnosti invazije tkiva, izbegavanja procesa apoptoze, kao i rezistencije na terapiju

bevacizumabom i TMZ alkiliraju¢im agensom (Simon i sar., 2020).
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1.8.1. Ekstracelularne vezikule GBM

Ekstracelularne vezikule su detektabilne u krvotoku, a njihov sadrzaj oslikava sadrzaj
¢elije iz koje su sekretovane. Zahvaljuju¢i tome bi se analizom njihovog sadrzaja mogli
preciznije dijagnostikovati molekularni podtipovi GBM (proneuralni, klasi¢ni, mezenhimalni).
Trenutni standard u dijagnostici GBM zasnovan na biopsiji ne omogucava zadovoljavajucu
karakterizaciju ekstremne intratumorske heterogenosti GBM zbog ograni¢enja koja donosi
invazivni pristup uzorkovanju tumorskog tkiva (Dobra i sar., 2020). Kako su EV detektabilne u
krvotoku, ali i cerebrospinalnoj te¢nosti i urinu pacijenata, one predstavljaju vazne kandidate za
neinvazivnu, tecnu biopsiju GBM. Takode, sposobnost EV da difunduju kroz krvno-mozdanu
barijeru ukazuje na moguénost njihove upotrebe radi ciljanog dostavljanja lekova u ¢elije tumora
i GBM mikrosredinu (Dobra i sar., 2020). Otkri¢e uloge EV u razvoju GBM dovelo je do
drugacijeg sagledavanja problema lecenja GBM, stavivsi u fokus mikrosredinu GBM umesto

samih tumorskih ¢elija. (slika 18.) (Simon i sar., 2020).
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Slika 18. Ilustracija medusobne komunikacije komponenti GBM mikrosredine i GBM ¢elija (preuzeto iz rada Simon
i sar., 2020.)
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1.8.2. Interakcija mikroglije i GBM

Primeceno je da najveci udeo netransformisanih ¢elija u biopsijama GBM predstavljaju
tumor-asocirani makrofagi. Ovi glavni ¢inioci tumor-asocirane mikroglije prodiru u tkivo GBM
podstaknuti hemo-atraktivnim citokinima poput MCP-3 (monocyte chemotactic protein-3, eng. -
monocitni hemotakti¢ni proteina 3), CSF-1 (colony-stimulating factor 1, eng. - faktor stimulacije
kolonija 1) i G-CSF (granulocyte-colony stimulatory factor, eng. - faktora stimulacije kolonija
granulocita) koje produkuju tumorske ¢elije. Posledica prodiranja makrofaga u tumorsko tkivo
jeste degradacija ekstracelularnog matriksa ¢ime se podstiCe njegova invazivnost i rast. Naime,
signalni molekuli koje produkuju ¢éelije GBM podsticu makrofage na produkciju MT1-MMP
(membrane type 1 mettaloproteinase, eng. - membranska metaloproteinaza tipa 1). Sekrecija
MT1-MMP zauzvrat u ¢elijama GBM podsti¢e sekreciju i MMP2 (matrix-metalloproteinase 2,
eng. - aktivaciju matriks-metaloproteinaze 2) (Goffart i sar., 2013). Produkciju MMP2 u ¢éelijama
mikroglije izaziva aktivacija CX3CL1/CX3CR1 (C-X3-C motif chemokine ligand 1/ C-X3-C
motif chemokine receptor 1, eng. — ligand sa C-X3-C hemokinskim motivom/receptor za ligand
sa C-X3-C hemokinskim motivom) signalnog puta (Held-Feindt i sar., 2010). Primeceno je da je
aktivacija CX3CRI1 receptora prisutna u celijama mikroglije asocirane sa gliomima i1 da je
prisustvo V2491 geneticke varijante CX3CR1 gena povezano sa umanjenom infiltracijom
mikroglije kod primarnih GBM, $to rezultuje boljim klini¢kim ishodom (Held-Feindt i sar.,
2010).

1.8.3. Limfociti i GBM

Pored makrofaga, i limofociti poseduju sposobnost infiltriranja u gliome i regulaciju
imunog odgovora. Stavise, poveéano prisustvo Tregs (regulatory T cells, eng. — regulatorne T
¢elije) u gliomima direktno je povezano sa progresijom 1 invanzivnos¢u GBM. Nalik
makrofagima, Tregs bivaju regrutovane ka tumorskom tkivu posredstvom hemokina poput CCL2
(C-C motif chemokine ligand 2, eng. — ligand sa C-C hemokinskim motivom 2) i CCL22 (C-C
Motif chemokine ligand 22, eng. — ligand sa C-C hemokinskim motivom 22). Uoceno je da je
njihova infiltracija u korelaciji sa pove¢anom ekspresijom TGF-f mRNA (Transforming growth
factor beta 1, eng. — trensformisuci faktor rasta beta 1) i ekspresije tog proteina, kao i da njegov

izvor predstavljaju Tregs. (Biollaz i sar., 2009).
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1.8.4. Interakcija neuralnih progenitorai GBM

Neuralne progenitorne ¢elije ili NPC (neural progenitor cells, eng.) u mikrookolini
takode ostvaruju intenzivnu komunikaciju sa GBM. Ove ¢elije poreklom iz subventrikularne
zone ili zuljevitog tela bivaju putem CXCR4 (C-X-C motif chemokine receptor 4, eng. —
hemokinski receptor sa C-X-C motivom 4) regrutovane do slojeva ¢elija koje okruzuju GBM.
Odatle, NPC ispoljavaju antitumorogeno dejstvo otpustanjem rastvorljivih faktora koji umanjuju
proliferaciju GBM putem izazivanja apoptoze GBM celija 1 diferencijacije GIC. Rezultati
istrazivanja na mi$jem modelu GBM pokazali su da je tumor-supresorni efekat NPC povezan sa
starenjem i neurogenim sposobnostima (Walzlein i sar., 2008). Kako sposobnost neurogeneze
opada sa starenjem, manji broj NPC regrutovanih oko tumorske lezije moze biti jedan od glavnih
razloga losijeg klinickog ishoda kod starijihn GBM pacijenata (Goffart i sar, 2013; Walzlein i sar.,
2008).

1.8.5. Vaskularna niSa i GBM

Neurogene nise SVZ zone u mozgu, u kojima su smestene i iz kojih poti¢u NSC, odlikuju
se izuzetno razgranatom vaskularnom mrezom. Poput NSC, 1 maligne GIC ostvaruju kontakt sa
takvim vaskularnim niSama u cilju ostvarenja ravnoteze izmedu kapaciteta samoobnavljanja i
diferencijacije. Visokogradusni gliomi, a narocito GBM, ubrajaju se u izuzetno vaskularizovane
tumore, a mikrovaskularna proliferacija i endotelijalna hiperplazija predstavljaju glavna
histoloska obelezja GBM. Pokazano je da endotelijalne ¢elije sekretuju faktore koji podsticu GIC
da ostanu u nediferenciranom i samoobnavljaju¢em stanju, koje zauzvrat podsti¢u angiogenezu i
vaskularizaciju tumora (Erlandsson i sar., 2004). Tako je SCF (stem cell factor, eng. - faktor
mati¢nih Celija) izdvojen kao snazni proangiogeni faktor u GBM koji podsti¢e migraciju,
prezivaljavanje i proliferaciju NPC (Erlandsson i sar., 2004). Jedan od klinicki najvaznijih
faktora koje produkuju GBM ¢elije jeste vaskularni-endotelijalni faktor rasta ili VEGF. Celije
GBM pojacano sekretuju VEGF u uslovima hipoksije ili acidoze i jo§ uvek nerazjaSnjenim
sredinskim uslovima. Ovaj faktor pojacava sposobnost GIC da indukuju angiogenezu odnosno
vaskularizaciju tumora. Aktivacija onkogena EGFR ili gubitak funkcije PTEN, vaznih

molekularnih obelezja GBM, povezani su sa povecanom produkcijom VEGF u malignim
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gliomima (Goffart i sar, 2013, Pore i sar., 2003). U cilju terapijskog umanjenja angiogeneze i
invazivnosti GBM, razvijen je lek bevacizumab, koji predstavlja anti-VEGF antitelo. Ovaj lek
kroz spreCavanje angiogeneze redukuje odrzavanje GIC populacija, a samim tim i progresiju

tumora (Kazazi-Hyseni i sar., 2010).

1.8.6. Mikrosredinski uslovi u SVZ i GBM

Na slici 19. nalazi se Sematski prikaz odnosa ¢inioca SVZ mikrosredine i GIC ¢elija. U
uslovima hipoksije i acidoze ili aktivacijom onkogena, dolazi do pojave GIC unutar SVZ zone
mozga. Hipoksi¢ne GBM ¢elije pojacano ekspirmiraju HIF-1a (hypoxia inducible factor 1 alpha
subunit, eng. - inducibilni faktor hipoksije - 1a) podsti¢uci sekreciju proangiogenih faktora poput
VEGF (Brat i Van Meir, 2004). Takode, GIC produkuju pro-inflamatorni citokin IL-8 Koji
aktivira eNOS (endothelial Nitric Oxide Synthase, eng. - azot-monoksid sintaza endotelijalnih
¢elija) (Guequén i sar., 2019). Produkcija NOS aktivira signalni put S-nitrozilacije vaskularnog
endotelijalnog kaderina (VE-cadherin, eng.) i drugih proteina ¢inioca adherentnih veza (p129, B-
katenina, a-katenina i vy-katenina) izmedu endotelijalnih celija zasluznih za integritet
endotelijalne barijere. S-nitrozilacija rezultuje internalizacijom ovih proteina i naruSavanjem
endotelijalne barijere, dovode¢i do mikrovaskularne hiperpermeabilnosti. Pored toga, NOS
aktivira i Notch signalni put koji ubrzava progresiju tumora. Izmene u signalnim putevima
receptora faktora rasta, obelezja GBM, dovode do prekomerne aktivacije PI3K/Akt! signalnog
puta (phosphoinositide 3-kinase family eng. - gen za fosfatidilinozitol 3-kinazu) koji je vazan
regulator prezivljavanja GBM c¢elijskih populacija 1 otpornosti GIC na radioterapiju. Neuralne
progenitorne celije ispoljavaju antitumorsko dejstvo na GBM sekrecijom tumor supresornih
proteina poput BMP7 (bone morphogenetic protein-7, eng. - koStani morfognenti¢ki protein 7),
indukuju¢i diferencijaciju GIC. Astrociti koji su u bliskom kontaktu sa vaskularnim
endotelijumom SVZ nisa vrSe sekreciju neurotrofickih faktora poput CXCL12 (C-X-C motif
chemokine ligand 12, eng. - ligand sa C-X-C hemokinskim motivom 12), SIP (siah-1 interacting
protein, eng. — Siah-1 interagujuci protein) i GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor,

eng. — neurotroficni faktor poreklom od glijalnih ¢elijskih linija) koji podstiu invanzivne

} Akt kinaza predstavlja serin-treonin specifi¢nu protein kinazu. ,,Ak* iz njenog naziva poti¢e od privremenog klasifikacionog
imena koje je nau¢nik Dzejkob Firt (Jacob Furth, eng.) dodelio laboratorijskim misevima koje je odgajao. Miseve je odlikovalo
razvijanje spontanih limfoma timusa ili timoma. Slovo ,,t“ oznacava timom i pridodato je nakon izolacije transformisuceg
retrovirusa iz ,,Ak“ soja miseva.
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osobine GBM ¢elija. Oni takode eksprimiraju AEG-1 (astrocyte elevated gene-1 protein, eng. -

protein povecane aktivnosti astrocita) koji povecava invazivnost GBM kroz aktivaciju MMP-2 i
MMP9 (slika 19.) (Goffart i sar., 2013; Brat i Van Meir, 2004).
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Slika 19. Interakcija mikrosredinskih ¢inioca u SVZ I aktivacija onkogena u GIC (ljubi¢asta boja) usled prisustva
mikrosredinskih uslova poput hipoksije i acidize (preuzeto iz rada Goffart i sar., 2013)
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1.8.7. Imunosupresivna mikrosredina u astrocitomima i ,,reaktivni astrociti*

Primeceno je da ¢elije GBM dele zajednicke osobine sa astrocitima. Jedna od njih je
povecana produkcija glutaminske kiseline koju vrSe celije tumora i koja moze uticati na
invazivnost rasta tumora. Analogno uticaju na astrocite, pojacana aktivacija STAT3 signalnog
puta u cCelijama astroglioma umanjuje inflamaciju i imuni odgovor, podsticu¢i na taj nacin
proliferaciju tumora (Sofroniew i sar., 2010).

lako je prisustvo i uticaj ,reaktivnih astrocita™ unutar tumorske mikrosredine slabije
istrazeno, skorasnje studije predstavile su nekoliko vaznih otkri¢a. Jedno od njih se odnosi na
poreklo imunosupresivne mikrookoline unutar GBM. Pri istrazivanju metastaza mozga,
pokazano je Celije tumora putem aktivacije STAT3 signalnog puta indukuju aktivaciju i
odrzavanje subpopulacije reaktivnih astrocita koja okruzuje tumorsku leziju i ispoljava pro-
metastatsko dejstvo (Priego i sar., 2018). U okviru GBM identifikovana je specifi¢éna podgrupa
reaktivnih astrocita koja se karakteriSe aktivacijom JAK (Janus kinase, eng. — janus
kinaza)/STAT signalnog puta i ekspresijom CD274 Celijskog markera. Smatra se da na njihovu
transformaciju i sposobnost produkcije antiinflamatornih 1L10 i TGF-§ direktno utice sekrecija
citokina od strane okolnih tumorskih ¢elija i ¢elija mikroglije (Henrik Heiland i sar., 2018). Kao
Sto je spomenuto, ¢elije mikroglije predstavljaju specijalizovane makrofage i glavnog €inioca
imunog sistema u CNS-u. Vaznost njihove unakrsne komunikacije sa astrocitima u cilju
formiranja imunoloski ,hladne* celijske mikrosredine u gliomima dovelo th je u ZiZu
interesovanja savremene neuro-onkologije.

Analizom transkriptoma definisano je viSe transkripcionih podtipova astrocita koji
odgovaraju njihovim razli¢itim aktivacionim stanjima, a pod uticajem signalnih molekula
astrociti mogu menjati transkripcioni profil duz dve ose. Krajeve prve transkripcione ose ¢ine
zrelo mAC (mature astrocyte, eng. — zreli astrocit) sa jedne i progenitorsko APC (astrocyte
precursor cell, eng. — prekursor astrocita) stanje sa druge strane. Drugu osu ¢ine transkripcioni
profili izmedu inflamatornog (A1) i alternativnog (A2) stanja.

Reaktivni astrociti koje karakteriSe Al-specificna genska ekspresija odlikuju se
podsticanjem signalnih puteva zaduzenih za prezentaciju antigena, umanjenje neurotoksi¢nosti i

aktivaciju sistema komplementa. Alternativno aktivirani astrociti A2 su sa druge strane specifi¢ni
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reaktivni astrociti koji nastaju usled ishemijskih oste¢enja, uti¢uci na formiranje glijalnih oziljaka
i zaStitu neurona i sinapsi putem sekrecije neurotrofi¢kih faktora i trombospondina. Pokazano je
da tumor-asocirani reaktivni astrociti glioblastoma ispoljavaju multidimenzionalni pomak ka
progenitorskom i alternativnom transkripcionom stanju. Kao novi marker gen takvih astrocita
izdvojen je, pored spomenutog CD274 i CHI3L1 (Chitinase-3-like protein 1, eng. - protein 1
nalik hitinazi 3), ¢ija je povecana ekspresija karakteristicna za A2 podtip astrocita (Henrik
Heiland i sar., 2018).

1.8.8. Proliferacija i invazija GBM

Infiltracija pojedinacnih neoplastiénih GBM celija u okolni parenhim, a zatim 1 njihova
proliferacija pod jakim je uticajem meducelijskih interakcija kao i1 opisanih mikrosredinskih
¢inioca, od kojih je najvaznija hipoksija. Mikrosredinski ¢inioci poput prekidaca izazivaju
njihovu adaptaciju iz proliferativnog u invanzivni fenotip GBM ¢elija i obratno, modulirajuci
njihov transkripcioni profil. Tako je GBM tumor istovremeno sacinjen od heterogenih
subpopulacija malignih ¢elija, od kojih je jedan deo skloniji invaziji — Sirenju u zdravo tkivo, a
drugi proliferaciji — rastu tumorske mase. Preovladavanje subpopulacija GBM c¢elija invazivnog
fenotipa povezano je sa loSijim klinickim ishodom odnosno kra¢im vremenom prezivljavanja
(Xieisar., 2014).

Zahvaljuju¢i  jedinstvenoj vaskulaturi mozga u vidu krvno-mozdane barijere, kao i
odsustvu limfnih sudova, pristup GBM tumorskih ¢elija sistemskoj cirkulaciji je u velikoj meri
sprecen. Posledica toga jeste izuzetno mali udeo zabeleZenih metastaza GBM izvan neuraksisa.
Kratko vreme prezivljavanja pacijenata nakon uspostavljanja dijagnoze i primene terapije
prouzrokovano je lokalnom invazijom i pojavom recidiva GBM. Baz obzira na to §to su GBM
neuroepitelijalnog porekla, pokazano je da je fenotipska transformacija karakteristicna za proces
metastaziranja solidnih tumora pod nazivom epitelno-mezenhimalna tranzicija (EMT) analogna
sa proneuralno-mezenhimalnom tranzicijom (PMT) karakteristicnom za GBM (Niklasson i sar.,
2019). Kao glavni uzrok GBM invazivnosti oznacene su GIC mati¢ne ¢elije GBM (Xie i sar.,
2014).

Na progresiju GBM uti¢u dva vazna Cinioca, stopa proliferacije GBM ¢elija 1 brzina

migracije invanzivnih GBM ¢elija. lako se smatralo da je jednom uspostavljen invanzivni ili
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proliferativni fenotip GBM tumora trajnog karaktera i da ne podleze izmeni, rastuci broj dokaza
govori o adaptivnoj prirodi GBM regulisanoj mikrosredinskim ¢iniocima (Godlewski i sar.,
2010).

Visoko-proliferativne ¢elije odlikuje slaba invazivna sposobnost i obratno - invanzivne
GBM ¢elije karakteriSe niska stopa proliferacije. Pokazano je da uslovi hipoksije, ali i jonizujuce
zracenje 1 hemioterapija mogu izazvati poprimanje invanzivnog fenotipa od strane maligne Celije
glioblastoma kao i mati¢nih c¢elija GBM. Sa druge strane, proces angiogeneze, prisustvo
ekstracelularnog matriksa tumora i anaerobni metabolizam (glikoliza) podsti¢u proliferativni
fenotip, repopulaciju tumorskih ¢elija 1 njegov rast. Navedeni mikrosredinski uslovi pokrecu
zasebne signale i signalne puteve, neki od njih ukljuceni su u regulaciju oba fenotipa —
invazivnog i proliferativnog. Primer za to su signalni put epidermalnog faktora rasta EFG, zatim
TGF-B, NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, eng. - nuklearni
transkripcioni faktor koji interaguje sa enhenserom gena za laki lanac imunoglobulina u
aktiviranim B limfocitima) i miR-451 (micro RNA 451, eng. — mikro RNK 451). Tako miRNA-
451 na osnovu intenziteta metabolickog stresa regulise adaptaciju na proliferativni ili invanzivni
fenotip GBM ¢elija putem aktivnosti unutar istog signalnog puta — LKB1/AMPK (liver kinase
B1/adenosine monophosphate-activated protein kinase, eng. — jetrena kinaza Bl/proteinska
kinaza aktivirana adenozin-monofosfatom) (Godlewski i sar., 2010). Na slici 20. predstavljen je

dijagram proliferacije i invazije GBM.
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Slika 20. Dijagram transformacije GBM ¢elija u proliferativni i invazivni fenotip u zavisnosti od aktivacije klju¢nih
signalnih puteva podstaknute mikrosredinskim ¢iniocima (preuzeto iz rada Xie i sar., 2014.)

U srediStu tumorske mase koji karakteriSe intenzivna angiogeneza najces¢e preovladava
proliferativni fenotip malignih ¢elija, dok se ¢elije rasute po obodu tumora infiltrirane u zdravo
tkivo mozga karakteriSu invanzivnim fenotipom. Zbog mikro-prisustva invanzivnih ¢elija u
zdravom parenhimu mozga, hirurSka resekcija tumorske mase ne moze biti kompletna. Zbog
toga je gotovo neizbezno pojavljivanje lokalnih GBM lezija poreklom od infiltiranih GBM ¢éelija
invanzivnog fenotipa koje se nakon operacije transformiSu u proliferativne celije. lako
radioterapija 1 hemioterapija doprinose boljem klinickom ishodu wuniStavaju¢i vecinu
izdiferenciranih proliferativnin i invazivnih malignih c¢elija, one su slabo delotvorne u
uniStavanju subpopulacija nediferenciranih maligno-transformisanih mati¢nih celija GBM.
Zahvaljuju¢i njihovoj sposobnosti samoobnavljanja 1 izrazenoj Celijskoj plasti¢nosti, GBM
mati¢ne celije predstavljaju glavni uzrok pojave recidiva c¢ineéi ishod terapijskih procedura
nepredvidljivim (Xie i sar., 2014).

Ubrzani rast GBM odvija se po dobro dokumentovanom vazo-okluzivnom modelu koji
ukljuéuje protrombotske mehanizme asocirane sa nekrozom tumora izazvane hipoksijom (Brat i
sar., 2004;, Rong i sar., 2006). Izrazito agresivna invazija pojedina¢nih neoplasti¢cnih GBM c¢elija
predstavlja obeleZje i jednu od glavnih razlika izmedu GBM 1i astrocitoma nizeg gradusa i glavni

uzrok obeshrabrujuce kratkog vremena prezivljavanja pacijenata.
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1.8.9. Vazookluzija i nekroza kod GBM

Karakteristicno morfolosko obelezje GBM predstavljaju Siroka podruc¢ja nekroze tkiva
koje okruzuje pseudopalisadna formacija neoplasti¢nih ¢elija GBM. Nekroza tkiva predstavlja
posledicu abnormalnog procesa ekstenzivne angiogeneze tumora, koja takode predstavlja vaznu
morfolosku karakteristiku GBM. Zbog poremecéenog procesa angiogeneze, krvne sudove koji
snabdevaju GBM tumor nutrijentima i kiseonikom cesto odlikuje vazookluzija ili intravaskularna
tromboza koja onemogucava dopremanje kiseonika do perivaskularnih celija, prouzrokujuci
hipoksiju. U nedostatku kiseonika, GBM ¢elije intenziviraju anaerobni metabolizam Kkoji
rezultuje lokalnom akumulacijom mleéne kiseline (Xie i sar., 2014). Hipoksija i akumulacija
mle¢ne kiseline podsticu ¢elije GBM koje se nalaze oko degenerisanog krvnog suda da migriraju
ka regionima bogatijim kiseonikom. Tumorske C¢elije koje bezuspesno migriraju bivaju
degradirane putem procesa nekroze ili rede apoptoze. Na ovaj nadin dolazi do formiranja
nekroti¢nih zona koje okruzuju nefunkcionalni krvni sud, dok se na obodu ovih zona uocavaju
pseudopalisadne formacije sacinjene od ¢elija GBM koje su uspe$no migrirale. Pseudopalisadne
¢elije potom produkuju VEGF i transkripcione faktore indukovane hipoksijom (HIF) koji dovode

do mikrovaskularne proliferacije okolnih ¢éelija (Slika 4) (Crespo i sar., 2015).
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Slika 21. Pseudopalisadna formacija ¢elija GBM (preuzeto iz rada Brat i sar., 2004.)

Kao §to je spomenuto, glavni okidac¢ procesa angiogeneze solidnih tumora predstavlja
hipoksija, koja uti¢e na aktivaciju heterotrimeri¢nih hipoksija-inducibilnih transkripcionih
faktora la 1 2a (HIF-1a i HIF-2a). Aktivnost HIF transkripcionih faktora kontrolise PHD klasa
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enzima (prolyl hidroxylases, eng. - prolil hidroksilaze). Ova klasa enzima u prisustvu
molekularnog kiseonika, 2-oksoglutarata, jona gvozda i askorbinske kiseline vrsi prolil
hidroksilaciju HIF-a subjedinica ¢ime izaziva njihovu proteozomalnu degradaciju. U uslovima
hipoksije, PHD enzimi bivaju inhibirani ¢ime se omogucava aktivnost HIF transkripcionih
faktora (van Uden i sar., 2008).

Hipoksija-inducibilni transkripcioni faktori iniciraju ekspresiju TGF-a i proangiogenih
faktora poput VEGF koji imaju ulogu u formiranju mreze krvnih sudova (Huang i sar.,2016; van
Uden i sar., 2008).

Transkripcioni faktor HIF-1a, kroz regulaciju ekspresije oko 60 gena regulise nekoliko
¢elijskih procesa vaznih za progresiju tumora, poput procesa glikolize i epitelno-mezenhimalne
tranzicije. Pretpostavlja se da HIF-1a regulise celijski odgovor na hipoksiju putem aktivacije
ekspresije Glutl (glucose transporter 1, eng. - transporter glukoze 1) i gena ukljuéenih u proces
glikolize. Aktivacijom anaerobnog metabolizma se tumorska Celija adaptira na anaerobne uslove
i osigurava svoj opstanak (Huang i sar.,2016).

Otkriveno je da pored navedenih uloga, HIF grupa transkripcionih faktora u ¢elijama
tumora mozga podstice ekspresiju CD133 antigena karakteristicnog za neuralne mati¢ne celije,
odnosno prouzrokuje produkciju i opstajanje GIC mati¢nih ¢elija glioblastoma.

Dok HIF-1a transkripcioni faktor na opisane nacine izaziva proliferaciju i prezivljavanje
svih kancerskih c¢elija GBM tumora, aktivacija HIF-2a transkripcionog faktora specifi¢no
odlikuje mati¢ne ¢elije GBM, ¢ak i1 u uslovima slabije izrazene hipoksije. Zbog toga sprecavanje
funkcije HIF-20 putem inhibicije njegove dimerizacije, sposobnosti vezivanja za DNK,
ekspresije iRNK ili proteina predstavlja pogodan terapijski pristup u tretiranju GBM (Wigerup i
sar., 2016).

1.9. Molekularna biologija GBM

1.9.1. Molekularna dijagnostika i klasifikacija GBM

Otkri¢e izrazite molekularne heterogenosti glioblastoma otvorilo je put ka razvoju
molekularne dijagnostike za zadatkom dopunjavanja nedostataka tradicionalne histopatologije.

Nalik histopatoloskoj dijagnostici koja se zasniva na prepoznavanju morfoloskih karakteristika

44



Nikola Jovanovié Doktorska disertacija

patoloski izmenjenih tkiva, molekularna Kklasifikacija prepoznaje specificne geneticke i
epigeneticke izmene u individualnim uzorcima omogucavajuci jo§ precizniju dijagnostiku u cilju
primene ,,personalizovane terapije GBM (Xie i sar., 2014). U tabeli 6. prikazane su razlike
izmedu primarnih i sekundarnih GBM na osnovu genetickih abnormalnosti koje izazivaju

promene u glavnim signalnim putevima GBM (Li i sar., 2016).

Tabela 6. - Geneti¢ke abnormalnosti i glavni signalni putevi ukljuceni u patogenezu GBM (L. i sar., 2016.).

Geneticke abnormalnosti Ucestalost (%) Glavni signalni putevi koji su
izmenjeni
Sekundarni GBM
Mutacija IDH gena 60-80 Metabolizam
Mutacija ATRX ili gubitak tog gena 57 Integritet genoma
Mutacija TP53 gena 65 p53 signalni put
Gubitak ekspresije RB1 gena 43 Rb signalni put
Gubitak ekspresije CDKN2A gena 19 Rb signalni put
Gubitak ekspresije PTEN gena 4 P13K signalni put
Genska fuzija PTRZ1-MET 15 RTK signalni put
Primarni GBM
Mutacija promotora TERT gena 60-80 Odrzavanje telomera
Gubitak ekspresije NF1 gena 60-80 MAPK signalni put
Gubitak ekspresije PTEN gena 36-41 P13K signalni put
Mutacija P13K gena 15-25 P13K signalni put
Mutacija TP53 gena 28-35 p53 signalni put
EGFRvIII mutacija ekstracelularnog 25-50 RTK signalni put
domena EGFR gena
Amplifikacija EGFR gena 36-60 RTK signalni put
Amplifikacija PDGFRA gena 10-13 RTK signalni put
Gubitak ekspresije RB1 gena 14 Rb signalni put
Gubitak ekspresije CDKN2A gena 31-78 Rb signalni put
Genska fuzija FGFR3-TACC3 3 RTK signalni put

IDH — izocitrat dehidrogenaza; ATRX (alpha thalassemia/mental retardation Syndrome X-Linked, eng. - ATRX
ATP-zavisna helikaza); CDKN2A - (cyclin-dependent kinase Inhibitor 2A, eng. - inhibitor ciklin-zavisne kinaze
2A); PTEN — (phosphatase and tensin homolog, eng. - homolog fosfataze i tenzina); NF1 - (neurofibromin 1, eng.
- neurofibromin 1); RB1 — (retinoblastoma 1, eng. - retinoblastom 1); TERT — (telomerase reverse transcriptase,
eng. - reverzna transkriptaza telomeraze); EGFR — (epidermal growth factor receptor, eng. - receptor epidermalnog
faktora rasta); PDGFRA — (plateled derived growth factor receptor alpha, eng. - receptor trombocitnog faktora
rasta alfa); FGFR3 — (fibroblast growth factor receptor 3, eng. - receptor fibroblastnog faktora rasta 3); TACC3 -
(transforming acidic coiled-coil containing protein 3, eng. - transformiSuca kisela uporedna proteinska zavojnica
3); RTK — (receptor tyrosine kinase, eng. - receptor tirozinske kinaze); MAPK (mitogen-activated protein kinase,
eng. - mitogenom-aktivirajuca proteinska kinaza)

Epigeneticki fenomeni - CpG metilacioni fenotip glioma i DNK metilacija
promotornog regiona MGMT predstavljaju znacajne prognosticke ali i predikcione biomarkere
terapijskog odgovora kod primarnih glioblastoma klasi¢nog podtipa (Xie i sar., 2014).
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Konvencionalna podela GBM na primarne i sekundarne ne oslikava geneti¢ku
heterogenost ovih tumora. Multidimenzionalnom analizom TCGA podataka koja je obuhvatala
gotovo 500 GBM uzoraka okarakterisana su 4 molekularna podtipa GBM - Kklasi¢ni,
mezenhimalni, proneuralni i neuralni, na osnovu razlike u ekspresionim profilima koji rezultuju

proliferativnim ili invazivnim GBM fenotipom (Verhaak i sar., 2010).

Tabela 7. - Razlike u prisustvu mutacija ¢etiri podtipa GBM (Verhaak i sar., 2010.).

Proneuralni Neuralni Klasiéni Mezenhimalni Ukupan broj

Gen (n=37) (n=19) (22) (n=38) mutacija
TP53 20 (54%) 4 (21%) 0 (0%0) 12 (32%) 36
PTEN 6 (16%) 4 (21%) 5 (23%) 12 (32%) 27
NF1 2 (5%) 3 (16%) 1 (5%) 14 (37%) 20
EGFR 6 (16%) 5 (26%) 7 (32%) 2 (5%) 20
IDH1 11 (30%0) 1 (5%) 0 (0%) 0 (0%) 12
PIK3R1 7 (19%) 2 (11%) 1 (5%) 0 (0%) 10
RB1 1 (3%) 1 (5%) 0 (0%) 5 (13%) 7
ERBB2 2 (5%) 3 (16%) 1 (5%) 1 (3%) 7
EGFRvIII 1 (3%) 0 (0%) 5 (23%) 1 (3%) 7
PIK3CA 3 (8%) 1 (5%) 1 (5%) 1 (3%) 6
PDGFRA 4 (11%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 4

Uoceno je da se tumori u kojima preovladava ,.klasi¢ni“ molekularni profil GBM c¢elija
odlikuju izrazenijom proliferacijom, dok je ,,mezenhimalni molekularni profil povezan sa
poveéanom invanzivno§¢éu GBM. Oba molekularna profila povezana su sa losijim klini¢kim
ishodom. Sa druge strane, ,,proneuralni molekularni profil GBM povezan je sa povoljnijim
klinickim ishodom (Xie 1 sar., 2014). ,,Neuralni* profil GBM ¢elijja asociran je sa odlikama
normalnog, zdravog tkiva mozga i ekspresijom markera neurona.

Proneuralni  glioblastomi po svojim karakteristikama odgovaraju sekundarnim
glioblastomima i odlikuje ih mutacija IDH i TP53 gena, zatim pozitivnost na G-CIMP fenotip
(glioma-CpG island methylator phenotype, eng. - CpG metilacioni fenotip glioma), DNK
metilacijom promotornog regiona za O°-metilguanin-DNK transferazu (MGMT), odsustvo
amplifikacije EGFR i mutacije TERT, kao i neizmenjen Notch signalni put. G-CIMP fenotip, uz
mutaciju IDH gena predstavlja molekularni ,,otisak prsta“ (molecular fingerprint, eng.)
sekundarnih glioblastoma (slika 22.). (Olar i Aldape, 2014).
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Slika 22. Klasifikacija glavnih molekularnih podtipova i njihova korelacija sa odgovorima i ishodima terapije (preuzeto iz rada
Parker i sar., 2015.)

Uporedivanjem TGCA setova podataka o genomima, sekvenciranih transkriptoma i
mikro RNK (miRNA) ekspresionim profilima sa klinickim informacijama poput terapijskih
ishoda 1 vremena prezivljavanja, omoguceno je pronalaZenje prognostickih, prediktivnih 1
terapijskih biomarkera GBM. Takvim studijama potvrden je povoljan klinicki ishod kod
pacijenata sa proneuralnim podtipom GBM koji se javlja kod pacijenata mladih uzrasnih

kategorija.
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1.9.2. WHO Klasifikacija GBM

Nakon ¢itavog veka klasifikacije tumora pretezno na osnovu mikroskopske analize
eozin/hematoksilin obojenih histoloskih preparata, revidirana “Klasifikacija tumora centralnog
nervnog sistema” (CNS) iz 2016. godine, iza koje stoji WHO prvi put je ukljucila i molekularne
parametre u nomenklaturu tumora. Ova nomenklatura podrazumeva da se histopatoloskom
nazivu tumora, koje se prvo navodi, u nastavku nakon zapete i u obliku opisnog prideva dodaje
specifi¢na geneticka osobina (npr. Glioblastoma, IDH mutant) (Louis i sar., 2016).

Ova Klasifikacija donosi veoma bitne promene u odnosu na prethodnu (iz 2007. godine)
kada je u pitanju klasifikacija difuznih glioma (gliomi I1-1V gradusa).

Dok su ranije svi astrocitni tumori bili u jednoj zasebnoj grupi, prema trenutno vazecoj
klasifikaciji svi tipovi difuznih glioma svrstani su u jednu grupu (Louis i sar., 2016).

Grupi difuznih glioma pripadaju astrocitni tumori Il i Il gradusa WHO,
oligodendrogliomi 11 i 11l gradusa kao i glioblastomi (gradus 1V). Ova grupa je definisana na
osnovu zajednickih osobina rasta ali i na osnovu zajednickih molekularnih karakteristika, tacnije
obrazaca mutacija gena IDH 1 i IDH 2 (Louis i sar., 2016).

Astrocitomi koji su morfoloski jasno ograni¢eni na odredenu oblast i koje ne odlikuje
mutacija gena iz IDH genske familije, a odlikuje ih mutacija gena za serin-treonin protein kinazu
BRAF (V-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1, eng. — B1 homolog V-Raf viralnog
onkogena misjeg sarkoma), zatim mutacija gena za hamartin ili TSC1 (tuberous sclerosis 1, eng.
- tuberozno sklerozni protein 1) i tuberin ili TSC2 (tuberous sclerosis 2, eng. - tuberozno
sklerozni protein 2), ¢ine zasebnu grupu. Prema ovoj klasifikaciji, difuzne astrocitome i
oligodendrogliome odlikuje veca sli¢nost nego difuzne astrocitome i pilocisti¢ne astrocitome,
Sto potvrduju sli¢ni prognosticki biomarkeri, kao i slicni model terapije ovih difuznih glioma

(Louis i sar., 2016).
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Prema spomenutoj klasifikaciji, GBM su klasifikovani na sledec¢i nacin:
e Glioblastomi sa normalnim IDH genom (glioblastoma, IDH wildtype, eng.), u njih
spadaju:
e (Glioblastomi sa dzinovskim ¢elijama
o Gliosarkomi
e Epiteloidni glioblastomi (ova podrupa predstavlja novinu u odnosu na
klasifikaciju WHO iz 2007. godine)
e Glioblastomi sa mutiranim IDH genom (glioblastoma, IDH mutant, eng.)
e Glioblastomi za koje nema dovoljno informacija kako bi se dodelio specificni
molekularni opis ili NOS glioblastomi (not otherwise specified, eng.) (Louis i sar.,
2016).

1.9.3. Molekularni podtipovi GBM i proneuralno-mezenhimalna tranzicija

U klini¢koj praksi je zabelezeno da svi molekularni podtipovi GBM ispoljavaju
sposobnost infiltracije u parenhim mozga izazivajuci proliferaciju tumora. To je navelo na
zakljuéak da se mehanizmi proliferativno-invazivne ili PMT fenotipske tranzicije razlikuju medu
molekularnim podtipovima GBM. Takode, zabelezeno je da razliciti molekularni profili GBM
koegzistiraju unutar iste tumorske mase, uz postojanje intermedijernih proneuralno-
mezenhimalnih ¢elija (Niklasson i sar., 2019).

Pronadeno je da je glavni uzrok proneuralno mezenhimalne tranzicije i povecanja
rezistentnosti na terapiju proces reaktivne astroglioze GIC ¢elija. Dobro je dokumentovano da je
mezenhimalni ekspresioni profil GBM c¢elija povezan sa pove¢anom rezistencijom na terapiju.
To je dokazano uporedivanjem GBM Ccelijskih kultura viSe pacijenata, ali i ekspresionih profila
populacija GIC prisutnih u istom GBM tumoru. (Niklasson i sar., 2019; Segerman i sar., 2016).

Kao $to je napomenuto, astrociti mogu pre¢i u reaktivno stanje pod uticajem
proinflamatornih citokina poput interleukina IL1B (interleukin 1 beta, eng. — interleukin 1 beta)
ili TNFa (tumor necrosis factor alpha, eng. - faktor nekroze tumora alfa). Aktivirani astrociti
reguliSu neuroinflamatorne procese produkujuéi citokine i hemokine, uz zadobijanje kapaciteta
za prezentovanje antigena posredstvom MHC klase 11 (major histocompatibility complex 2, eng.

— glavni kompleks histokompatibilnosti klase I1) (Niklasson i sar., 2019). Kroz sekreciju faktora
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rasta, komponenti ekstracelularnog matriksa i morfogena, reaktivni astrociti upravljaju procesom
zarastanja rana u CNS tkivu. Interesantno je da su sve navedene osobine otkrivene i kod GIC
¢elijskih populacija glioma, oznacenih kao ,reaktivne GIC* po analogiji sa reaktivnim
astrocitima (Niklasson i sar., 2019). Tako GIC, poput astrocita poseduju sposobnost prelaska iz
bazalnog stanja u reaktivno stanje kojim zadobijaju sposobnost regulacije mikrosredinskih
uslova kroz sekreciju citokina, ukljucujuci i regulaciju komponenti imunog sistema. Uzimaju¢i u
obzir glijalno poreklo GIC, njihova sposobnost modulacije inflamatornih procesa u mikrosredini
nije iznenadujucéa (Niklasson i sar., 2019).

Pokazano je da se ekspresioni profil karakteristiCan za astrocite u reaktivnom stanju u
velikoj meri poklapa sa profilom mezenhimalnog podtipa GBM ¢elija i mezenhimalnih GIC.
Medutim, ekspresija gena asociranih sa reaktivnom astrogliozom varira medu ¢elijama GBM
unutar istog tumora, prouzrokujuéi intratumorsku molekularnu heterogenost. Takva heterogenost
moze biti posledica razlike u integraciji unutraS$njih i mikrosredinskih stimulatornih signala koji
izazivaju razlicite vidove ,reaktivnih stanja® GIC celija 1 njithovo ekspresiono i morfoloSko
variranje, nalik variranju astrocita od neprimetnih promena do formiranja glijalnih oziljaka
(Niklasson i sar., 2019).

Takva molekularna i fenotipska heterogenost lezi u osnovi razlicitih terapijskih uspeha
i rezistentnosti GBM. Podvrgavanje slabo invanzivnih proneuralnih GIC klonova osetljivih na
terapiju pomocu IL1p indukuje ekspresiju gena koji regulisu reaktivnu astrogliozu i epigeneticko
reprogramiranje GIC klonova konvertuju¢i ih u invazivniji mezenhimalni fenotip (Niklasson i
sar., 2019).

1.9.4. Klini¢ki najznacajnija geneti¢ka i molekularna obelezja GBM

Rasvetljavanje procesa gliomageneze na molekularnom nivou i izdvajanje klinicki
relevantnin molekularnih markera GBM dovelo je do vidnog napretka u dijagnostici i
klasifikaciji GBM, prognosticke stratifikacije odnosno predikcije odgovora na terapiju. U
nastavku teksta bice opisani molekularni markeri GBM ¢ija je evaluacija predmet ove teze:
status mutacije IDH1/2 gena i status metilacije promotornog regiona MGMT gena. Ovi

molekularni markeri se, uz amplifikaciju EGFR gena i prisustva kodelecije p kraka hromozoma 1
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(1p) i q kraka hromozoma 19 (19q), ubrajaju u trenutno najizrazenija molekularna obelezja GBM
od klini¢kog znacaja (Crespo i sar., 2015).

Pored navedenih molekularnih markera GBM, predmet ove teze bila je i evaluacija
statusa metilacije CHI3L1, gena c¢ija povecana ekspresija predstavlja marker mezenhimalnog
transkripcionog podtipa GBM i ¢ija je funkcija kao prognosti¢kog markera GBM usko povezana

sa statusom metilacije MGMT (Chen i sar., 2020; lwamoto i sar., 2014).

1.9.5. IDH1/2 mutacije

Izocitrat dehidrogenaza predstavlja metaboli¢ki enzim - enzim Krebsovog ciklusa koji
katalizuje oksidativnu dekarboksilaciju izocitrata do a-ketoglutarata, uz istovremenu redukciju
NAD koenzima do NADH (Olar i Aldape, 2014). Ovaj enzim egzistira u tri izoforme (IDH 1-3)
pri ¢emu je IDH1 izoforma lokalizovana u citoplazmi i peroksizomima, dok su IDH2/3 izoforme
smestene u mitohondrijama. Pored uloge u Krebsovom ciklusu i smanjenju oksidativnog stresa,
IDH1 ima funkciju u metabolizmu lipida i glukoze (Olar i Aldape, 2014).

Mutacije IDH1/2 gena najcesce su zastupljene kao monoalelske, somatske i “missense”
mutacije (missense, eng. - mutacije promene smisla). One su otkrivene 2009. godine prilikom
analize genoma uzoraka GBM kada su i prvi put povezane sa tumorima (Crespo i sar., 2015).
Kasnije studije identifikovale su prisustvo ovih mutacija u razli¢itim tipovima tumora, poput
kancera prostate, holangiokarcinoma, akutne mijeloidne leukemije, Kkartilaginoznih tumora,
papilarnog karcinoma dojke, akutne limfoblasti¢ne leukemije, angioimunoblasti¢nog T-Celijskog
limfoma i primarne mijelofibroze (Yan i sar., 2009).

NajceS¢a 1 klini¢ki najznacajnija IDH mutacija u GBM ¢elijama je IDH1-R132H
(G395A), mutacija u IDH1 genu smestenom na hromozomu 2 (2933) (Crespo i sar., 2015). U
pitanju je ,,missens supstitucija kodona 132 za aminokiselinu arginin. Kodon za arginin na
poziciji 132 je evoluciono konzervisan i odgovoran za interakciju sa supstratom enzima —
izocitratom. IDH1-R132H mutacija predstavlja najvaznije molekularno obelezje sekundarnih
glioblastoma (prisutna je kod 80% niskogradusnih glioma). Ova mutacija se znatno rede javlja
kod primarnih GBM (5%) (Visser i sar., 2015). Odredivanje statusa mutacije IDH1-R132H
klju¢no je za razlikovanje sekundarnih od primarnih GBM, koje nije moguce razlikovati na

osnovu histopatoloskih karakteristika. Dodatni pozitivni prognosti¢ki znacaj ovoj mutaciji daje
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Cinjenica da je ona obi¢no asocirana sa mutacijom u TP53 i kodelecijom del(1p)/del(19q) koji
predstavljaju tipicne molekularne odlike sekundarnih GBM. Pored toga, prisustvo IDH1 mutacije
povezano je sa metilacijom MGMT promotornog regiona i odsustvom amplifikacije EGFR i
gubitka hromozoma 10.

Mutacije u IDH2 genu (hromozom 15q26) pogadaju kodone R172 i R140. One su u
GBM retko zastupljene i medusobno isklju¢ive u odnosu na IDH1 mutacije.

Povezanost IDH mutacija sa povecanim vremenom prezivaljavanja GBM pacijenata
otvorilo je pitanje njihove prirode: Da li se radi o pokretackim (driver, eng.) mutacijama
gliomageneze, usputnim (passenger, eng.) mutacijma, ili ¢ak korisnim mutacijama po tok
bolesti?

Brojne studije su potvrdile ulogu IDH1/2 mutacija kao direktnih pokretaca gliomageneze
niskgradusnih glioma i sekundarnih GBM. U prilog ,,onkogenoj* teoriji govori ¢injenica da je
somatski mozaicizam za IDH1 i IDH2 mutacije odgovoran za sindrome enhondromatoze,
Olijerov i Mafucijev sindrom. Ovi sindromi se odlikuju pojavom hemangioma i kartilaginoznih
tumora i povezani su sa povecanim rizikom od nastanka glioma. Takode, introdukcija mutirane
forme IDH gena u normalne ¢elijske linije podsti¢e njihovu proliferaciju i formiranje kolonija
¢elija uz smanjenje sposobnosti diferencijacije (YYan i sar., 2009).

Mutacije IDH gena predstavljaju neomorfi¢ne mutacije. One rezultuju zadobijanjem
novih funkcija (gain-of-function, eng.) IDH enzima koje su kljuéne za pokretanje onkogene
transformacijie u GBM. IDH1-R132H mutacija rezultuje zadobijanjem sposobnosti enzima da
katalizuje reakciju redukcije 2-oksoglutarata do (D)-2-hidroksiglutarata (D-2HG) (Huang, 2019;
Yan i sar., 2009).

Preovladujuce stanoviste je da je mutacija IDH1-R132H onkogena i da spada u najranije
geneticke dogadaje koji podsticu inicijaciju i rast niskogradusnih glioma odnosno sekundarnih
GBM (Huang, 2019; Mansouri i sar., 2017). Ova mutacija se u sekundarnim glioblastomima
deSava pre TP53 mutacija i izmena u broju kopija PTEN i EGFR gena koji takode nastupaju
rano u gliomagenezi. Pored toga, ona predstavlja jedinu geneticku karakteristiku koju dele
inicijalni sekundarni glioblastomi i njihovi recidivi (Huang, 2019).

Uzimaju¢i u obzir njihovu potencijalnu ulogu kao pokretaca onkogeneze, intrigantno je
da je prisustvo IDH mutacija povezano sa poboljSanjem vremena prezivljavanja GBM

pacijenata. lako sekundarni GBM dele zajedni¢ke klini¢ke karakteristike sa primarnim
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glioblastomima, ispostavilo se da se jasno razlikuju u molekularnoj patogenezi i izmenama u
signalnim putevima. Te razlike za posledicu imaju smanjenu stopu infiltracije, progresije i rasta
GBM, kao i povoljnije parametre toka bolesti u odnosu na primarne GBM. U cilju otkrivanja
mehanizma uticaja IDH mutacija u gliomima, izvrSena je komparativna analiza TCGA podataka
za 286 slucajeva IDH1-mutiranih i IDH1-nemutiranih (wildtype, eng.) glioma (Huang i sar.,
2017). Otkriveno je da je IDH1-R132H asocirana sa pozitivnim prognosti¢kim faktorima glioma:
poveéanjem ekspresije tumor-supresornih gena NF1, PTEN i PIK3R1 (phosphoinositide-3-kinase
regulatory Subunit 1, eng. — regulatorna subjedinica 1 fosfatidilinozitol 3-kinaze) i smanjenjem
ekspresije onkogena AKT2 (AKT serine/threonine kinase 2, eng. - AKT serin/treonin kinaza 2),
ARAF (serine/threonine protein kinase A-Raf, eng. — serin/treonin proteinska kinaza A-Raf),
ERBB2 (Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 2, eng. — Erb-B2 receptor proteinske kinaze 2),
FGFR3 i PDGFRB (plateled derived growth factor receptor beta, eng. - receptor trombocitnog
faktora rasta beta) kao i gena koji podsti¢u progresiju glioma FOXM1 (forkhead box M1, eng.),
IGFBP?2 (insulin-like growth factor binding protein 2, eng. — protein vezivanja faktora rasta nalik
insulinu) i WWTR1 (WW domain containing transcription regulator 1, eng. — regulator
transkripcije 1 sa WW domenom) (Huang i sar., 2017).

1.95.1. D-2HG kao onkometabolit

Prisustvo D-2HG je i do stotinu puta poviseno kod IDH1-R132H mutiranih glioma u
odnosu na nemutirane gliome (Huang, 2019; Yan i sar., 2009). Smatra se da je IDH1-R132H
jedan od kljuénih pokretaca gliomageneze zahvaljujuci produkciji ,,onkometabolita® D-2HG koji
indukuje epigeneticke, metabolicke i transkripcione promene u mutiranim celijama. D-2HG
predstavlja kompetitivni inhibitor 2-oksoglutarat-zavisnih dioksigenaza, u koje spadaju prolil
hidroksilaze (PHD), histon demetilaze i TET (Ten-eleven translocation, eng.) familija 5-
metilcitozin hidroksilaza (Chowdhury i sar., 2011; Huang, 2019). Od navedenih grupa enzima,
najvecu senzitivnost na D-2HG pokazuju histon-demetilaze (i do 200 puta viSe u odnosu na
PHD). D-2-hidroksiglutarat indukuje metilaciju histona i direktno zaustavlja proces celijske
diferencijacije. Otkriveno je da je prisustvo D-2HG korelisano sa povecanom akumulacijom
represivne trimetilacije lizinskog ostatka na poziciji 9 histona 3 (H3K9me3) koja prethodi

promenama u obrascu DNK metilacije genoma (Chowdhury i sar., 2011). Takode, prisustvo
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inhibitora IDH1-R132H, AGI-5198 rezultovalo je demetilacijom histona H3K9me3 i indukcijom
ekspresije gena koji regulisu c¢elijsku diferencijaciju (Rohle i sar., 2013). Introdukcija IDH1-
R132H mutacije u imortalizovane Celijske linije humanih astrocita bila je dovoljna za izazivanje
epigenetickog Sablona sliénog CpG metilacionom fenotipu (G-CIMP) koji je karakteristican za
GBM sa prisustvom IDH1 mutacije (Huang i sar., 2017).

Sa druge strane, postoje dokazi da D-2HG nije klju¢an za progresiju glioma i da uti¢e na
smanjenje stope celijske proliferacije glijalnih ¢elija, makar u in vitro uslovima (Struys, 2006;
Tiburcio i sar., 2018). Ovim se moZe objasniti uloga IDH mutacija kao pozitivnih prognostic¢kih
faktora. Otkriveno je da D-2HG predstavlja inhibitor enzima ATP sintaze i aktivator AMPK
signalnog puta Kkoji snizavaju aktivnost mTORX signalnog puta koji podsti¢e proliferaciju

tumorskih ¢elija (Mansouri i sar., 2017).

1.9.5.2. Uloga IDH1 mutacije u gliomagenezi

Iako preovladujuce, trenutno shvatanje o ulozi IDH mutacija kao pokretaca gliomageneze
je sporno i nailazi na opre¢na misljenja. Prema Huangu, zabuna o kontradiktornoj prirodi IDH1-
R132H mutacija potic¢e od razli¢itih model-sistema kojima su istrazivaci pribegavali: upotrebe
egzogene transdukcije IDH1-R132H mutiranog gena nasuprot endogene, heterozigotne IDH1-
R132H (Huang, 2019).

lako je endogena, heterozigotna IDH1-R132H mutacija ¢esta u gliomima, ona se gubi i
izuzetno tesko odrzava u éelijskim kulturama ili ksenograftima' poreklom od pacijenata. Zbog
toga je transdukcija ¢elijskih kultura egzogenom IDH1-R132H postala standard u istrazivanjima.
Veé¢ina dostupnih podataka o onkogenoj prirodi IDH mutacija dobijena primenom egzogene
IDH1-R132H u eksperimentalnim model sistemima glioma. Pokazalo se da transdukcija
egzogenom IDH1-R132H rezultuje sferoidnim rastom MYC™-imortalizovanih humanih neuralnih
progenitornih éelija, kao i rastom nezavisnim od podloge” kod imortalizovanih éelijskih linija

humanih astrocita u poredenju sa IDH1 nemutiranom kontrolom. (Bardella i sar., 2016;

k Mammalian target of rhapamycin complex 1, eng.- proteinski kompleks u sisarskim ¢elijama koje inhibira rapamicin.
Rapamicin predstavlja imunosupresorni lek koji deluje tako Sto inhibira progresiju iz G1 i S fazu ¢elijskog ciklusa Bi T
limfocita.

' Transplantacija organa ili tkiva s jednog Zivog bi¢a na drugo

™ Myelocytomatosis viral oncogen, eng. — protoonkogen &ije mutacije imaju ulogu u razvijanju Burkitovog limfoma (Burkitt
lymphoma, eng.). Ovaj regulatorni gen kodira transkripcioni faktor, nuklearni fosfoprotein koji odigrava ulogu u regulaciji
¢elijskog ciklusa i apoptoze. Predstavlja humani homolog virusnog onkogena mijelocitomatoze ili v-myc.

" Anchorage-independent growth, eng.
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Koivunen i sar., 2012). Ove osobine su jaki i dokazani pokazatelji tumorogenosti i govore u
prilog onkogenoj teoriji (Bardella i sar., 2016).

Sa druge strane, takve rezultate nije bilo moguée reprodukovati u eksperimentalnim
model sistemima koji su ukljuéivali endogenu heterozigotnu IDH1-R132H. Stavige, takve studije
su navodile na potpuno suprotne zakljucke. Zapanjujuce je da su heterozigotne IDH1-R132H
¢elijske linije pokazale suprotan efekat na rast neuralnih progenitorskih ¢elija, sprecavajuci
sferoidni rast (Bardella i sar., 2016). Uticaj heterozigotne IDH1-R132H na inhibiciju rasta
nezavisnog od podloge objasnilo je poreklo problema spomenutog odrzavanja heterozigotne
IDH1-R132H u ksenograftima i ¢elijskim kulturama, ali i pruzilo uvid u drugaciji funkcionalni
znacaj IDH1-R132H i mogucu antitumorsku i antiproliferativnu, odnosno blagotvornu ulogu na
tok bolesti.

U prilog tome govori da je kod IDH1-R132H heterozigotnih miseva zabeleZzeno odsustvo
razvijanja tumora, uprkos visokoj koncentraciji D-2HG. Takode, pacijenti oboleli od D-2-
hidroksiglutarne acidurije, retkog autozomno-recesivnog sindroma koji se karakteriSe visokom
koncentracijom D-2HG u urinu, krvnoj plazmi i cerebrospinalnoj tecnosti, nisu pokazali
predispoziciju za razvoj tumora (Struys i sar., 2006).

Ovakvi dokazi govore u prilog tvrdnji da je IDH1-R132H mutacija u suStini tumor-
supresivna i da ne poseduje sposobnost direktne inicijacije i promocije gliomageneze (Tiburcio i
sar., 2018).

Medutim, takvu tumor-supresivnu aktivnost IDH1-R132H ponistava prisustvo drugih
genetickih i mikrosredinskih c¢inioca ukljucenih u proces gliomageneze. Pokazano je da
inaktivacija TP53 i RB signalnih puteva (karakteristika sekundarnih GBM) u imortalizovanim
¢elijskim linijama humanih astrocita prikriva IDH1-R132H tumor-supresivnu aktivnost
(Izquierdo-Garcia i sar., 2015). Takode, visoka koncentracija ekstracelularnog glutamata
ponistava IDH1-R132H indukovanu supresiju rasta nezavisnog od podloge i podstice
proliferaciju tumora (Tiburcio i sar., 2018). To otkrice je naro€ito zna¢ajno ukoliko su uzme u
obzir da su IDH1-R132H mutirani glioblastomi naj¢esce lokalizovani u ¢eonom reznju mozga za
koji je karakteristiCan visok protok ovog neurostransmitera.

U spomenutoj studiji Huang zakljucuje da je funkcionalni gubitak aktivnosti IDHI-
R132H enzima, a ne nedostatak funkcije divljeg tipa IDH1 enzima razlog za zastupljenost i

ocuvanje IDH1-R132H mutacija od stadijuma inicijacije do progresije. Zbog toga istrazivanja
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usmerena na mehanizme ponistavanja IDH1-R132H tumor-supresivne funkcije predstavljaju
izuzetno vazan pristup u ravijanju nacina prevencije progresije glioma i definisanju terapijskih
protokola (Huang, 2019).

lako je uloga IDH1-R132H mutacija u gliomagenezi nerazjasnjena do kraja, detekcija
statusa ove mutacije predstavlja izuzetno pouzdan molekularni marker sekundarnih GBM, o

¢emu govori spomenuta WHO klasifikacija GBM.

1.9.6. Hipermetilacija promotornog regiona MGMT

Status metilacije promotornog regiona MGMT predstavlja jedan od najznacajnijih
prognosti¢kih faktora GBM i mocan predikcioni faktor odgovora na terapiju alkiliraju¢im
agensima, derivatima nitrozouree i TMZ, ili njihovom kombinacijom. (Crespo i sar., 2015;
Herrlinger i sar., 2006). Ovi lekovi deluju citotoksi¢no na proliferativne ¢elije dodavanjem alkil-
grupe (alkil-adukata) na nekoliko pozicija u molekulu DNK, od kojih je najéei¢a O°-pozicija
guanina. Alkilacija guanina dovodi do mutacije pogresno sparenih baza (missmatch mutation,
eng.), dvostrukog prekida u molekulu DNK i apoptoze proliferativnih ¢elija GBM. Gen MGMT,
smesten na q kraku hromozoma 10 (10¢26.3), kodira evoluciono visoko-konzervisani reparacioni
enzim O°-metilguanin-DNK metil-transferazu. Ovaj enzim deluje tako §to otklanja alkil-adukte
sa 06-pozicije guanina, ponistavajuci citotoksi¢nost spomenutih alkiliraju¢ih agenasa. Tokom
tog procesa, alkil-grupa biva ireverzibilno prebacena sa molekula DNK na MGMT

(samoubilacka inhibicija), ¢ime MGMT postaje nepovratno inhibiran (slika 23.).
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Slika 23. Mehanizam direktne reparacije DNK ostecenja koju katalizuje enzim MGMT (preuzeto sa
https://www.slideshare.net/aljeirou/mutation-and-dna-repair-mechanisms)
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U cak 50% slucajeva GBM, aktivnost MGMT gena biva epigeneti¢ki utiSana putem
metilacije specifiénih CpG pozicija (Cytosine-phosphate-guanine, eng. - citozin-fosfat-guanin)
od ukupno 97 pozicija unutar CpG niza koji ¢ini CpG ostrvo (CpG island, eng.) duzine 777bp,
smestenog u promotornom regionu MGMT gena (slika 24.) (Cankovic i sar., 2013;Mansouri i
sar., 2019; Wick i sar., 2014).

MGMT promotorni region

A
A 4

egzon 1
srz promotora "pojacivac"
1 97
50 60 70 80 90 97
MSP O 1000000000000000000000000 | T 9000
gMSP-MethyLight OOOO0000O000O00000O000COOOOONSeeessssss
—_— —
PyroSeq 000000000000000000000000000 T 9000000
—_— ——

vvvvv

prilikom analize MSP, qMSP metodama i metodom pirosekvenciranja (preuzeto iz rada Cankovic i sar., 2013.)

Otkriveno je da je metilacija CpG pozicija u rasponu od -251 do -101 pozicije
promotornog regiona MGMT klju¢na za njegovo transkripciono utiSavanje. Taj region je dobio
naziv DMR1 (differentially methylated region 1, eng. - diferencijalno metilisan region 1).
Takode, otkriveno je prisustvo jo$ jednog takvog regiona +97 do +196 koji je nazvan DMR2
region (Mansouri i sar., 2019). Epigeneticko utiSavanje MGMT za posledicu ima smanjenje
funkcije MGMT enzima $to onemogucéava adekvatnu reparaciju oste¢enja DNK prouzrokovanih
alkiliraju¢om terapijom.

Hipermetilacija MGMT je kod primarnih GBM najcesée prac¢ena gubitkom jedne kopije
alela usled delecije q kraka hromozoma 10 (chromosome 10qg deletion, eng.) koji nosi MGMT
lokus (10g26) (Mansouri i sar., 2019). U takvim slucajevima, metilacija preostalog MGMT alela
u potpunosti inhibira reparacionu funkciju MGMT, $to potvrduje znacaj epigenetickog vida
regulacije ekspresije MGMT gena (Wick i sar., 2014; Yan i sar., 2009).

Zbog visoke zastupljenosti u GBM i potencijalnog direktnog uticaja na uspeh
hemioterapije, prognosticki i predikcioni znacaj metilacije MGMT promotora je intenzivno

ispitivan. Prve dokaze za uticaj metilacije MGMT promotora na terapijski odgovor pruzilo je
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»otupp“-ovo klini¢ko ispitivanje, u kome je pozitivan status metilacije povezan sa duzim
vremenom prezivljavanja pacijenata bez obzira na vid terapije, radioterapiju ili radioterapiju
kombinovanu sa TMZ (Stupp i sar., 2005). Prognosticka uloga metilacije MGMT promotora u
slu¢ajevima terapije Temozolomidom potvrdena je klini¢kim ispitivanjima koja su nakon toga
usledila (RTOG0525) (Gilbert i sar., 2011). Sa druge strane, pokazano je da je pozitivan status
metilacije MGMT promotora takode povoljan predikcioni faktor odgovora na radioterapiju u
odsustvu hemioterapije kod GBM pacijenata (Rivera i sar., 2010). To navodi na zakljucak da je
MGMT potencijalno ukljucen i u reparaciju oStecenja DNK prouzrokovanih radioterapijom
(Crespo i sar., 2015).

1.9.6.1. Evaluacija metilacije promotornog regiona MGMT u klini¢koj praksi

Uprkos pouzdanim dokazima o povoljnom prognostickom znacaju metilacije
promotornog regiona MGMT, rutinska laboratorijska evaluacija ovog GBM markera nije Siroko
zastupljena, pre svega zbog nedostataka tehnicke standardizacije. OpStu usaglaSenost oko nacina
evaluacije ovog biomarkera onemogucavaju varijacije u metodama detekcije izmedu razli¢itih
laboratorija i razlike u definicijama grani¢nih vrednosti pozitivnog statusa metilacije MGMT
(Mansouri i sar., 2019). Standardizaciju dodatno onemoguéava visoka heterogenost uzoraka
GBM, kao i nedostatak preciznije identifikacije promotornih regiona MGMT ¢ija metilacija ima
prediktivni znacaj. Pored toga, postoje dokazi da je Sablon ekspresije MGMT nezavisan od
metilacionog statusa i ishoda le¢enja, ukazujuc¢i na mogucu regulaciju njegove ekspresije putem
drugih molekularnih mehanizama osim metilacije promotornog regiona i delecije g kraka
hromozoma 10 (Crespo i sar., 2015). Takode, visoka pouzdanost statusa metilacije MGMT kao
nezavisnog prognostickog markera otezava njegovu evaluaciju kao samostalnog predikcionog
faktora (Esteller i sar., 2008).

Zbog svega navedenog, implementacija evaluacije ovog parametra u kliniCkom
donosenju odluka je znatno usporena. Kako terapija temozolomidom moze biti od koristi i u
odsustvu metilacije MGMT promotora, standardni vid tretmana svih GBM pacijenata, bez obzira
na status metilacije MGMT predstavlja spomenuti ,,Stupp“ protokol, odnosno radiotarapija

kombinovana sa primenom TMZ (Crespo i sar., 2015; Perry i sar., 2017).
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1.9.6.2. Kombinacija IDH1-R132H i statusa metilacije MGMT

Sve vise dokaza upucuje na to da status metilacije MGMT moze imati znantno pouzdaniji
predikcioni znac¢aj u kombinaciji sa drugim molekularnim markerima GBM (Mansouri i sar.,
2019). Najvazniji takav marker predstavlja status mutacije IDH1-R132H. Pokazano je da je kod
gotovo svih visokorizi¢nih pacijenata obolelih od niskogradusnih glioma za koje je utvrdeno
prisustvo IDH1-R132H mutacije registrovana i hipermetilacija MGMT promotornog regiona.
(Baumert i sar., 2016; van den Bent i sar., 2010). Rezultati randomizovanog klini¢kog ispitivanja
Neuroonkoloske radne grupe NOA-04 (The Neurooncology Working Group of the German
Cancer Society, eng.) i NOA-08 pokazali su da je kod IDH1-R132H mutiranih GBM
(sekundarnih GBM), status metilacije MGMT povezan sa poboljSanim vremenom prezivljavanja
bez progresije tumora (PFS) bez obzira na primenjeni vid terapije - hemioterapije, radioterapije li
njihove kombinacije (Wick i sar., 2009). To dokazuje prognosticku vrednost statusa metilacije
MGMT kod sekundarnih GBM (Rhun i sar., 2015).

Sa druge strane, kod IDH1 ,,wildtype® GBM (primarnih GBM), status metilacije MGMT
povezan je sa poboljSanjem PFS vremena kod pacijenata koji su primali hemioterapiju
alikiliraju¢im agensima, ali ne i onih koji su primali iskljucivo radioterapiju kao inicijalni vid
terapije GBM (Wick i sar., 2012). To ukazuje na ulogu statusa metilacije MGMT promotora kao
predikcionog markera odgovora na hemioterapiju kod IDH1 ,,wildtype® GBM (primarnih GBM)
(Rhun i sar., 2015).

Na osnovu rezultata NOA-04 klinickog ispitivanja, predstavljen je interaktivni model
formiranja terapijske strategije zasnovan na biomarkerima IDH1-R132H mutacije i statusa
metilacije promotornog regiona MGMT (slika 25.) (Rhun i sar., 2015; Wick i sar., 2009). Takav
model omogucava prilagodavanje modela terapije (alkiliraju¢i agensi, radioterapija) u zavisnosti

od statusa metilacije promotora MGMT i tipa GBM (primarni lil sekundarni GBM).
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Utvrdivanje statusa
IDH1 mutacije

IDH1 mutacija IDH1 "wildtype"
bez posledica MGMT metilovan MGMT nemetilovan

|

hemioterapija
alkiliraju¢éim agensima

radioterapija

Slika 25. NOA-04 interaktivni model izbora terapijske strategije zasnovan na najvaznijim biomarkerima GBM
(preuzeto iz rada Rhun i sar., 2015.)

Siru implementaciju ovog modela u klini¢koj praksi onemogudéava &injenica da, za
razliku od pouzdanih metoda utvrdivanja statusa mutacije IDH1-R132H (metode sekvenciranja
DNK, imunohistohemija), dogovor oko optimalne metode evaluacije statusa metilacije MGMT
promotora jo§ uvek nije postignut (Mansouri i sar., 2019). Kao jedno od mogucih resenja,
predlozen je algoritam evaluacije statusa ovog markera koji ukljucuje viSe razli¢itih metoda
detekcije u zavisnosti od Cistoce uzorka, statusa IDH1 mutacije i Klinickih parametara pacijenta
(Mansouri i sar., 2019).

1.9.7. Metode detekcije metilacije MGMT promotornog regiona

Od brojnih metoda detekcije statusa metilacije, u najzastupljenije se ubrajaju: metilaciono
specificna polimerazna lanc¢ana reakcija ili MSP (Methylation-Specific Polymerase Chain
Reaction, eng.), kvantitativni ,real-time* MSP ili gqMSP (Quantitative MSP, eng.), bisulfitno
sekvenciranje i pirosekvenciranje ili PSQ (Pyrosequencing, eng.) i HMR (High-resolution melt,
eng. — Real-Time PCR sa analizom topljenja visoke rezolucije). Uprkos razlikama u principu
ocitavanja rezultata, kvantitativnoj ili kvalitativnoj evaluaciji i ceni analize, ove metode dele
zajedniCke inicijalne korake: izolaciju genomske DNK, kvalitativnu 1 kvantitativhu proveru
izolata DNK i bisulfitnu konverziju DNK izolata. U tabeli 8 prikazane su prednosti i mane
razli¢itih metoda odredivanja statusa metilacie MGMT promotornog regiona. U metode
evaluacije metilacije koje se ne oslanjaju na proces bisulfitne konverzije spada

imunohistohemijska detekcija, MS-MLPA (methylation-specific multiplex ligation-dependent
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probe amplification, eng. - metilaciono specificno visestruko umnozavanje proba nezavisno od
ligacije), zatim metode hromatinske imunoprecipitacije (Chip) poput ,Infinium

MethylationEPIC BeadChip” tehnologije i druge (tabela 8) ((Mansouri i sar., 2019).

Tabela 8. - Prednosti i mane razli¢itih metoda odredivanja statusa metilacije MGMT promotornog regiona
(Mansouri i sar., 2019.)

Vreme Procenjeni
Metoda ivodenta Prednosti Nedostaci troskovi po
! uzorku (USD)
- Pokazana
prediktivna i - Nepouzdani rezultati
Konvencionalni MSP 2 dana prognosti¢ka - Slaba pouzdanost analize $5/uzorak
vrednost FFPE uzoraka
- Pristupacna cena
o . - Nepouzdani rezultati za
- Grani¢ne vrednosti .
. otvrdene u uzorke sa mozai¢nim
Real-Time MSP 2 dana potvreen Sablonom metilacije $10-20/uzorak
klini¢kim .
ispitivaniima - Slaba pouzdanost analize
P | FFPE uzoraka
- Visoka cena
- Duze vreme do dobijanja
rezultata
- Grani¢ne vrednosti nisu
. L - Kvantitativna potvrdene u klinickim
Pirosekvenciranje 5 dana evaluacija ispitivanjima $10-30/uzorak
-neophodan centralni objekat
za visokoprotoéne (high-
throughput, eng.) analiticke
metode
Real-Time PCR sa I - GraniCne vrednosti nisu
analizom topljenja 2 dana i Kvantlta'_[!vna potvrdene u klinickim $20-30 /uzorak
. .. evaluacija o
visoke rezolucije ispitivanjima
- Duze vreme dobijanja
: rezultata
- Omogucava ]
o . - Visoka cena
analiziranje dodatnih N
X - neophodan centralni objekat
biomarkera (1p/19q, . » .
za visokoprotocne (high- $500-
EPIC 5 dana G-CIMP) I
L throughput, eng.) analiti¢ke 700/uzorak
- Kompatibilna sa metode

razli¢itim na¢inima . ..
pripreme uzoraka - Grani¢ne VI'edl’.IO.Svtl plsu
potvrdene u klinickim
ispitivanjima
- Varijabilonost u evaluaciji
od strane razli¢itih
IHC 2 dana - Niska cena posmatraca $10-30/uzorak
- Nekonzistentna korelacija
sa klini¢kim ishodima
- Nije neophodna

MLPA 2 dana bisulfitna konverzija - Predlkt_l_vna upotrebljivost $10-30/uzorak
uzoraka nije dokazana
- Niska cena
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Pirosekvenciranje se smatra najpouzdanijom metodom ili ,zlatnim standardom®
evaluacije statusa metilacije, zbog mogucénosti analize individualnih CpG pozicija. Medutim,
interpretacija i odredivanje klinickog znacaja takvih rezultata mogu biti otezani usled pojave
uzoraka sa parcijalno metilovanim promotornim regionom MGMT (Mansouri i sar., 2019;
Yoshioka i sar., 2018). Takode, ova metoda zahteva intenzivni laboratorijski rad, veliko iskustvo
i podrazumeva znacajna incijalna ulaganja u opremu. Uprkos svojim prednostima, PSQ metoda
nije Siroko-zastupljena u klini¢koj praksi i istrazivanjima (Mansouri i sar., 2019; Yoshioka i sar.,
2018). U poredenju sa PSQ, MSP i gMSP metode su isplativije, podrazumevaju manji utroSak
vremena i koris¢enje jednostavnije i dostupnije opreme, zbog Cega predstavljaju najbolje
kandidate za uvodenje u svakodnevnu klini¢ku praksu (Yoshioka i sar., 2018). Na slici 26. nalazi

se Sematski prikaz postupka evaluacije metilacionog statusa DMR2 regiona.

CpG ostrvo
—552« > 1289
97 CpG pozicija
TF
TSS
I egzon 1
MGMT promotorni region 250+ »—101 | « >
| p— DMR1 _OMR2
+97 « »+196

? nemetilovano: C —> U (T)
' metilovano: "¢ —» C

_>
MsPATTITTIERETLLY

Do PSQ

kontrola kvaliteta -
EPIC -

bisulfitna konverzija

. HRM
kontrola kvaliteta

Slika 26. Promotorni region MGMT i uobicajene metode evaluacije statusa metilacije; TF — transcription factor,
eng. - transkripcioni faktor; TSS - transcription start site, eng. - mesto pocetka transkripcije; EPIC — mikrocip za
anlizu metilacije (Illumina, Inc.); HRM — high resolution melting, eng. — analiza topljenja visoke rezolucije
(preuzeto iz rada Mansouri i sar., 2019.)

Mansouri i saradnici su 2019. godine na osnovu dostupnih podataka o pristupima
evaluaciji statusa metilacije MGMT, predlozili optimalni model njegove klini¢ke evaluacije. Oni
su pritom naglasili vaznost uzimanja u obzir drugih molekularnih markera GBM, poput IDH1
mutacije i predlozili dijagnosticki protokol za slucajeve gde je evaluacija statusa MGMT nejasna
(slika 27.) (Mansouri i sar., 2019).
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Slika 27. Predlozeni algoritam le¢enja GBM pacijenata, zasnovan na statusu metilacije MGMT i drugih klini¢kih
parametara; HGG — high grade glioma, eng. — gliomi visokog gradusa (preuzeto iz rada Mansouri i sar., 2019)

1.9.7.1. Metilaciono-specifi¢na polimerazna lan¢ana reakcija

Metilaciono-specifi¢na polimerazna lanc¢ana reakcija ili MSP predstavlja prvu opisanu i
najzastupljeniju metodu detekcije metilacije MGMT promotornog regiona, a njena validnost je
vise puta dokazana randomizovanim studijama (Bujko i sar., 2012; Cho i sar., 2003; Frommer i
sar., 1992; Mansouri i sar., 2019).

Sustinu ove tehnike C¢ini bisulfitna konverzija DNK izolata, kojom se postize
konvertovanje nemetilovanog citozina u uracil. Bisulfitna konverzija je pracena amplifikacijom
MGMT alela (ili druge sekvence DNK od interesa) metodom polimerazne lancane reakcije PCR
(polymerase chain reaction, eng.), uz koris¢enje posebno dizajniranih oligonukleutida koji
prepoznaju i vezuju specifiécna CpG mesta unutar DMR1/2 regiona (Grossman i sar., 2015).

Amplifikacija se izvrsava istovremeno u dve zasebne PCR reakcije - u jednoj dolazi do

63



Nikola Jovanovié Doktorska disertacija

umnozavanja metilovanog PCR produkta, a u drugoj nemetilovanog PCR produkta. Pri tome se
koriste dva seta oligonukleotida, od kojih jedan set prepoznaje metilovanu formu promotorne
sekvence, a drugi njenu nemetilovanu formu. Oligonukleotidi za metilovanu formu omogucavaju
amplifikaciju isklju¢ivo potpuno metilovanih regiona MGMT koji imaju bioloSku funkciju
utiSavanja MGMT transkripcije. Drugaciji Sabloni metilacije (nepotpuna metilacija) ovih CpG
pozicija koji bi mogli imati bioloSku ulogu utiSavanja transkripcije se zbog toga ne mogu
detektivati, $to umanjuje senzitivnost metode. Najpouzdaniji i najces¢e koriSéeni setovi
oligonukleotida za MGMT promotorni region definisali su Esteller i saradnici pre dve decenije
(Esteller i sar., 1999). PCR produkti koji se dobijaju njihovom primenom obuhvataju CpG mesta
od pozicije 73 do pozicije 90 unutar DMR2 regiona (Esteller i sar., 1999; Johannessen i sar.,
2018).

Umnozene sekvence se vizuelizuju metodom gel-elektroforeze u cilju kvalitativne
interpretacije signala (utvrdivanja prisustva PCR produkta odredene duzine) (slika 28) (Esteller i
sar., 1999; Hegi i sar., 2008).

Meth
549 555 569 H,0 527 529 PBL PBL

u M U M U M L U MU M U M U M U M

300 bp — —
200 bp —

— - T —=cp

\ A\ =

Slika 28. Vizuelizacija MSP rezultata na gel-elektroforetskom snimku; strelice ozna¢avaju metilovanu M formu
MGMT promotornog regiona; U — nemetilovana forma MGMT promotornog regiona; L — (ladder, eng.) 100 bp
DNK marker; PBL — peripherial blood lymphocytes, eng. — uzorak DNK izolovane iz leukocita periferne krvi;
Meth PBL — methylated peripherial blood lymphocytes, eng. — metilovani uzorak DNK izolovane iz leukocita

periferne krvi (preuzeto iz rada Hegi i sar., 2008.)

Uspeh bisulfitne konverzije veoma zavisi od kvaliteta DNK izolata i izbora tipa uzoraka
tkiva. lako su uzorci FFPE tkiva (formalin-fixed and paraffin-embedded Tissue, eng. - tkiva
fiksirana u formalinu i ukalupljena u parafinske blokove) zbog nezahtevnih uslova skladistenja

najuobicajeniji izvor DNK materijala pri MSP analizama (1 molekularno-bioloskim analizama
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uopste), izolati DNK dobijeni iz njih su visoko-degradovani i niskog kvaliteta. Zbog toga se pri
izvodenju MSP metode savetuje izbegavanje ovakvih uzoraka, kada god je to moguce (Tournier i
sar., 2012).

Kako ova metoda zavisi od subjektivne interpretacije (uoc¢avanja traka PCR produkta na
elektroforetskom gelu) ona je pouzdana jedino u detekciji izrazito metilovanih ili nemetilovanih
uzoraka. Medutim, evaluacija slabije metilovanih uzoraka pokazala se nepouzdanom, a takvi
uzorci se oznacavaju kao ,,dvosmisleni®. Pored toga, deo uzoraka (DNK izolata) moze pokazati
razli¢iti status metilacije za vise replikata, $to se oznacava kao ,,nekonzistentni status metilacije.
Pokazano je da stopa nekonzistentosti MSP metode iznosi 12%, a vreme prezivljavanja
pacijenata kod kojih je utvrden ,,nekonzistentni* status metilacije poklapalo se sa vremenom
prezivljavanja pacijenata sa nemetilovanim MGMT promotornim regionom (Xia i sar., 2016).

Ova metoda ne omogucéava preciznu kvantitativnu evaluaciju metilacije promotornog
regiona MGMT gena. Usled visoke intratumorske heterogenosti GBM uzoraka, kvantitativna
evaluacija sa ciljem detekcije manjih grupa celijskih klonova sa metilovanim promotorom
MGMT moze imati predikcioni i prognosticki znacaj. U prilog tome govori saznanje da ¢ak i
pacijenti sa niskim nivoom metilacije MGMT promotora mogu imati korist od terapije
alikiliraju¢im agensima. To je podrZano ¢injenicom da GBM mogu sadrzati male populacije GIC
¢elija koje se karakteriSu visokom stopom metilacije MGMT. (Mansouri i sar., 2019; Sciuscio i
sar., 2011).

Uprkos tome, rezultati veceg broja studija ukazuju na ,,dozno-zavisni* trend, po kome je
porast stepena metilacije asociran sa boljim vremenom prezivljvanja (Sciuscio i sar., 2011).

Racunarskom obradom gel-elektroforetskih snimaka uz pomo¢ softvera poput ,,ImageJ*°
moguce je donekle unaprediti interpretaciju MSP rezultata i dobiti semi-kvantitativne vrednosti
statusa metilacije, sto povecava potecijal ove metode za Siru klinicku primenu u dijagnostickim
procedurama. Tako su Christians i saradnici na osnovu odnosa intenziteta metilovanih (M —
methylated, eng.) i nemetilovanih (U — unmethylated, eng.) PCR amplikona MGMT promotornog
regiona na elektroforetskom gelu definisali tri nivoa metilacije:

jako metilovani- ukoliko je M/U vrednost veca od 1,

slabo metilovani — ukoliko je M/U vrednost izmedu 01 1

nemetilovani - M/U vrednost jednaka O (Christians i sar., 2013).

° ImageJ software analysis (National Institute of Health, Bethesda, MD, USA), eng.
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Uprkos navedenim ograni¢enjima, MSP predstavlja najceS¢e koris¢enu i Visoko
standardizovanu metodu koja pruza ¢vrste i pouzdane rezultate u roku od nekoliko sati, uz

minimalne troskove analize.

1.9.7.2. Kvantitativna metilaciono-specifi¢éna polimerazna lan¢ana reakcija (QMSP)

Kvantitativna MSP analiza deli isti princip analize sa konvencionalnom MSP, uz dodatak
upotrebe ,,Real-time* PCR tehnologije odnosno fluorimetrije.

Zahvaljuju¢i fluorimetrijskoj nadgradnji PCR sistema omoguéena je kvantifikacija
specifi¢ne sekvence DNK u uzorku i prevazilaZzenje ograni¢enja koja odlikuju konvencionalni
kvalitativni PCR. U zavisnosti od prirode fluorimetijskih reagenasa, postoje dva glavna pristupa
,Real-time* PCR kvantifikaciji: direktni i1 indirektni pristup. Direktni pristup podrazumeva
koris¢enje fluorofora (poput SYBR Green boje) koje se nespecifi¢no vezuju za dsDNA (double
stranded DNA, eng. — dvolan¢ani DNK molekul). Indirektni pristup se zasniva na koris¢enju
specifi¢nih, fluorescentnim bojama obelezenih DNK proba koje prepoznaju i iskljuéivo se vezuju
za sekvencu od interesa u uzorku (FRET? tehnologija, TagMan® probe).

Bez obzira na pristup, intenzitet emitovane fluorescencije se detektuje pomocu
odgovarajuceg optickog detekcionog sistema u cilju definisanja Ci? (Cq) vrednosti i konstruisanja
krive amplifikacije. C; vrednost se definiSe kao broj PCR ciklusa u kome se registruje znacajna
promena intenziteta fluorescencije (dRn) u odnosu na ,,pozadinski“ signal. Niska C; vrednost
ukazuje na visoku pocetnu koncentraciju sekvence od interesa u uzorku, i obratno. C; vrednost
predstavlja klju¢ni parametar qPCR analize i na osnovu nje je moguée odrediti pocetnu
koncentraciju sekvence od interesa u uzorku (apsolutna kvantifikacija) ili uporediti njenu
koncentraciju sa koncentracijom neke druge sekvence ili gena u uzorku (relativna kvantifikacija).
Upotreba ove metode pri evaluaciji statusa metilacije MGMT promotora se najéece oslanja na
relativnu kvantifikaciju (SYBR-Green), odnosno normalizaciju broja kopija metilovanog MGMT
PCR produkta u odnosu na broj kopija nemetilovane forme MGMT promotora i/ili nekog gena

,hormalizatora®, ,,housekeeping* gena poput ACTB (Beta-Actin, eng. - beta aktin). (Johannessen

P Fluorescence Resonance Energy Transfer, eng. - fluorescentni rezonantni transfer energije
9 The cycle threshold, eng.
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i sar., 2018; Mansouri i sar., 2019). Na ovaj nacin je omogucena pouzdanija semikvantifikacija
(semi-kvantitativni MS-MSP) odnosno kvantifikacija (kvantitativni MSP) statusa metilacije
MGMT promotora u uzorcima tumora (Havik i sar., 2012; Yoshioka i sar., 2018).

Kod indirektnog pristupa PCR kvantifikaciji, registrovanje amplifikacije tokom PCR
reakcije predstavlja pouzdan i dovoljan dokaz za identifikaciju PCR produkta od interesa,
zahvaljuju¢i FRET probama dizajniranim za specifi¢no prepoznavanje sekvence od interesa.

Sa druge strane, direktni pristup Real-Time PCR tehnologije ukljucuje konstruisanje
,krive topljenja*“ (melting curve analysis, eng.) koja omoguéava identifikaciju specificnog PCR
produkta. Njen oblik je odreden duzinom DNK fragmenta koji se amplifikuje, kao i njegovim
nukleotidnim sastavom (Lorente i sar., 2008). Svaki PCR produkt odlikuje karakteristi¢na
temperatura topljenja, odnosno temperatura na kojoj je denaturisano 50% molekula DNK.
Karakteristi¢na temperatura topljenja nekog PCR produkta se na grafiku krive topljenja uocava
kao njen ,,pik* koji dokazuje prisustvo tog PCR produkta u uzorku (Cikota i sar., 2002; Smith i
sar., 2009).

Zbog navedenog, gMSP metoda dovodi do uStede vremena utroSenog na dokazivanje
prisustva specificnog PCR produkta, koje se kod konvecionalne MSP metode oslanja na metodu
gel-elektroforeze. Tako su 2008. godine Lorente i saradnici predstavili metodu evaluacije statusa
metilacije MGMT koris¢enjem ranije navedenih konvencionalnin MSP oligonukleotida pri
direktnom Real-Time pristupu qMSP, gde je prisustvo ,,pik*-a na temperaturi od 81 °C grafika
krive topljenja dokaz za prisustvo metilovane forme promotornog regiona MGMT (Lorente i sar.,
2008).
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Slika 29. Primer grafika krive topljenja za tri razli¢ita MSP produkta; (preuzeto iz rada Smith i sar., 2009.)

Medutim, kako bi rezultati qMSP bili klinicki relevantni, neophodno je precizirati
grani¢ne vrednosti za razlikovanje metilovanih od nemetilovanih uzoraka. Tehnicka grani¢na
vrednost koja oznacava verovatnocu prisustva/odsustva metilacije od 50% se najcece koristi za
razdvajanje pozitivnih i negativnih rezultata (Mansouri i sar., 2019). Ukoliko je dobijeni rezultat
u blizini grani¢ne vrednosti, on se smatra ,,dvosmislenim® ili ,,unutar sive zone“ (Mansouri i sar.,
2019).

Yoshioka i saradnici su u studiji koja se odnosila na semikvantitativnu gMSP evaluaciju,
pored prisustva pika pri temperaturi od 81 °C na krivi topljenja, kao dodatni kriterijum za
definisanje pozitivnog statusa metilacije, definisali i AC; grani¢ne vrednosti. AC; grani¢na
vrednost izrazava kao razliku izmedu dobijenih C;vrednosti za nemetilovani i metilovani MGMT
produkt. U navedenoj studiji zabeleZene su statisti¢ki znacajne razlike u klinickom ishodu GBM
pri koris¢enju AC; grani¢nih vrednosti koje su iznosile 0,2,4,6 (Yoshioka i sar., 2018).

U cilju kvantifikacije statusa metilacije, Havik 1 saradnici su kao grani¢nu vrednost
definisali da je PMR (percentage of methylated reference, eng. - procenat metilovane reference)
jednak O (Havik i sar., 2012). PMR predstavlja relativni odnos koli¢ine metilovanog MGMT
produkta u uzorku i koli¢ine metilovanog MGMT produkta u komercijalno dostupnoj
metilovanoj kontroli (bisulfitno konvertovana in vitro metilovana humana DNK"). Kao kalibrator
nulte PMR vrednosti, koris¢eni su uzorci meningioma kod kojih je detektovano potpuno

odsustvo metilacije MGMT promotora. Uzorci u kojima je zabelezena PMR vrednost veéa od

" bisulfite converted in vitro methylated human DNA; Chemicon, Millipore
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nule smatrani su pozitivno metilovanim. Kolicine MGMT promotora u uzorku i kontroli
normalizovane su koris¢enjem oligonukleotida za ALU-C4 repetitivnu sekvencu po sledecoj
formuli.

M / ALU u uzorku

PMR =
M/ ALU u metilovanoj kontroli

Takode, za uzorke koji su imali vecu vrednost od grani¢ne C; vrednosti (35), smatralo se
da je koli¢ina PCR produkta jednaka 0 (Havik i sar., 2012).

U brojnim istrazivanjima, ali i velikim klni¢kim studijama, qMSP metoda je pokazala
visok potencijal za primenu u klinickoj praksi, pre svega zbog visoke reproducibilnosti rezultata i

pouzdanosti, ali i pristupa¢nih tro§kova.

1.9.8. Status metilacije proteina 1 nalik hitinazi 3 CHI3L1 (YKL-40)

1.9.8.1. CHI3L1

Protein 1 nalik hitinazi, poznat i pod nazivom humani glikoprotein hrskavice 39 i
skracenicama CHI3L1, YKL-40 i HC-gp39, predstavlja sekretovani glikoprotein molekulske
mase 40-kDa, ¢ija prekomerna produkcija odlikuje tumore GBM, i to najve¢im delom ¢inioce
mikrosredine GBM — reaktivnih astrocita i okolnih tumor-infiltriraju¢ih makrofaga (Chen i sar.,
2020). CHI3L1/YKL-40 pripada familiji hitinaza, glikozid hidrolaza 18, a njegov genski lokus se
nalazi na g kraku hromozoma 1 (1932.1) (Kavsan i sar., 2011).

Jedine sisarske hitinaze koji imaju funkciju glikohidrolaza odnosno razgradnje hitina,
polimera GIcNAc (N-Acetylglucosamine, eng. - N-acetilglukozamin), jesu CHIT1
(Chitotriosidase 1, eng. - hitotriozidaza 1) i AMC (acidic mammalian chitinase, eng. - Kisela
sisarska hitinaza). Ostali ¢lanovi ove proteinske familije, u koje spada i CHI3L1, ne ispoljavaju
takvu enzimsku aktivnost uprkos posedovanju supstrat-vezuju¢ih domena i visokom stepenu
homologije sa hitinazama gljiva, bakterija i biljaka (Eurich i sar., 2009). Zbog toga se ovakva
grupa humanih hitinaza naziva ,,lektini nalik hitinazama®* (Chitinase-like-lectins (Chi-lectins),
eng.). Vazna uloga lektina nalik hitinazama u hroni¢nim inflamatornim oboljenjima je nedavno
prepoznata. Pokazalo se da oni imaju ulogu u inflamatornim bolestima creva, ulcerativhom

kolitisu 1 Kronovoj bolesti, ali i dijabetesu tipa 2, reumatiodnom artritisu i osteoartritisu,

S Lektini predstavljaju vrstu proteina koji poseduju sposobnost vezivanja ugljenih hidrata.
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proliferativnom dermatitisu, alergijskoj bronhijalnoj astmi i mnogim drugim patoloskim stanjima
(Bonneh-Barkay i sar., 2011; Eurich i sar., 2009).

lako je CHI3L1 protein identifikovan jo§ 1993. godine, njegova bioloska fukcija je dugo
ostala nepoznata. CHI3L1 protein poseduje funkcionalni motiv za vezivanje ugljenih hidrata koji
mu omogucava vezivanje polimera ili oligomera N-acetilglukozamina. Medutim, njegova
enzimska funkcija je u potpunosti odsutna. Gubitak enzimske funkcije moze se objasniti
supstitucijom leucina sa esencijalnim ostatkom glutaminske kiseline unutar katalitickog domena
CHI3L1 (Eurich i sar., 2009).

U normalnim stanjima, funkciju povecane produkcije i sekretovanja CHI3L1 poseduju
hondrociti, sinovijalne ¢elije, neutrofili i makrofagi tokom ¢elijske diferencijacije. Tokom stanja
inflamacije, smatra se da ovaj protein izuzetno vazan za proces remodelovanja tkiva (Wurm i
sar., 2019).

1.9.8.2. Uloga CHI3L1 u patoloskim stanjima i tumorima

Prekomerna ekspresija CHI3L1 je povazana sa brojnim patoloskim stanjima poput
amiotrofi¢ne lateralne skleroze (ALS), izmene fibroblasta kod ciroze jetre, povecanim naslagama
komponenti vezivnog tkiva i hiperplazije sinovijuma kod reumatiodnog artritisa i povecanom
stopom celijske infiltracije i epitelijalne proliferacije kod hroni¢nog kolitisa (Eurich i sar., 2009;
Gaur i sar., 2020). Takode, prekomerna aktivnost CHI3L1 gena je dokumentovana za razli¢ite
tipove kancera, poput karcinoma skvamoznih ¢elija ezofagusa, retinoblastoma i glioma (Kavsan i
sar., 2011). Pokazano je da CHI3L1 ima kljuénu ulogu faktora stimulacije rasta kod solidnih
tumora i protektivni uticaj u procesu apoptoze u tumorskim i inflamatornim ¢elijama (Eurich i
sar., 2009).

1.9.8.3. Uloga CHI3L1 u GBM

U uslovima akutne neuroinflamacije, makrofagi ispoljavaju izraZzenu sposobnost
indukovanja ekspresije CHI3L1 inflamatornog citokina u astrocitima, podsticu¢i zadobijanje
morfoloskih odlika astrocita karakteristicnih za reaktivnu astrogliozu. Uzimajuéi u obzir
¢injenicu da reaktivni astrociti predstavljaju najzastupljeniju ne-neoplasticnu komponentu

mikrookoline GBM, otvoreno je pitanje njihove uloge u procesu gliomageneze (Bonneh-Barkay i
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sar., 2012; Wurm i sar., 2019). U cilju ispitivanja onkogene uloge CHI3L1 u GBM, izvrSena je
analiza genske ekspresije reaktivnih astrocita izolovanih iz sredista tumorske mase GBM, ali i
neinfilitriranog grani¢nog regiona tumorske lezije. Kod obe grupe izolovanih astrocita uocena je
znacajno povecana eskpresija CHI3L1 (Wurm i sar., 2019). Dodatno, otkriveno je da reaktivni
astrociti kroz sekreciju CHI3L1 promovisu tranziciju GBM C¢elija ka mezenhimalnom fenotipu,
proliferacije i migracije. Pokazano je da se uticaj sekretovanog CHI3L1 na aktivaciju
MAPK/AKT ostvaruje preko interakcije sa IL13RA2 (interleukin-13 receptor subunit alpha-2,
eng. - alfa-2 subjedinica interleukin-13 receptora) (Wurm i sar., 2019).

Eksperimentima na ¢elijskim kulturama i ksenotransplantatima u mozgu ,,Wistar” pacova
pokazano je da prekomerna ekspresija CHI3L1 podsti¢e tumorogenost ¢elija, rast nezavisan od
podloge i stimulaciju inicijacije tumorogeneze, potvrdujuéi njegovu onkogenu ulogu u tumorima
mozga (Kavsan i sar., 2011; Liu i sar., 2009). Pored toga, prekomerna ekspresija CHI3L1
povezana je sa gubitkom hromozoma 10, povecanjem rezistencije na radioterapiju, kapaciteta
invazivnosti i aktivnosti metaloproteinaza (Ilwamoto i sar., 2014). Ovakva onkogena svojstva
mogu se pripisati navedenoj sposobnosti CHI3L1 da putem interakcije sa IL13RA2 aktivira
signalne puteve receptorskih tirozin kinaza (MAPK 1 PI3K) u ¢elijama vezivnog tkiva, koji
rezultuju fosforilacijom i aktivacijom mitogenom aktiviranih protein kinaza ERK1/2 i AKT
kinaze (Iwamoto i sar., 2014).
obelezja po kome se primarni GBM razlikuju u odnosu na zdravo tkivo mozga i gliome nizeg
gradusa (lwamoto i sar., 2014; Kavsan i sar., 2011). U skladu s tim, TCGA studija je prekomernu
ekspresiju CHI3L1 identifikovala kao molekularni marker mezenhimalnog podtipa,
karakteristiCan za primarne GBM (Jov¢evska, 2019). Prekomerna ekspresija CHI3L1 nije
prisutna u sekundarnim GBM, ve¢ sasvim suprotno, njih odlikuje utiSavanje ekspresije ovog
gena. Pokazano je da je inhibicija aktivnosti CHI3L1 gena suprimirala invazivnost ¢elija GBM i
delimi¢no obnovila njihovu osetljivost na terapiju alkiliraju¢im agensima. Tako CHI3L1
predstavlja vazan molekul ¢ija je aktivnost, uz MGMT, odgovorna za rezistentnost GBM
¢elijskih linija na TMZ. Zbog toga, razvijanje lekova sa ciljem inaktivacije CHI3L1 zauzima

vazno mesto u unapredenju GBM terapijskih procedura (Akiyama i sar., 2014).
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Takode, zbog ¢injenice da se ovaj protein sekretuje u krvotok i lako i pouzdano detektuje
u serumu, on predstavlja jedan od najperspektivnijih serumskih markera glioblastoma koji se

trenutno ispituju (Iwamoto i sar., 2014).

1.9.8.4. Funkcija CHI3L1 u mati¢nim ¢éelijama GBM direktno zavisi od statusa metilacije
promotora MGMT

Uticaj prekomerne ekspresije CHI3L1 na pospeSivanje rezistentnosti na terapiju TMZ,
ukazao je na moguénost funkcionalne povezanosti ovog markera mezenhimalnog podtipa GBM i
epigenetickog utiSavanja aktivnosti MGMT gena putem hipermetilacije promotornog regiona.
Kako bi istrazili takvu povezanost, Chen i saradnici su 2020. godine izveli seriju in vitro i in vivo
eksperimenata na grupi od Sest humanih IDH1/2 ,wildtype” kultura mati¢nih celija GBM
(GSCs) (Chen i sar., 2020). Ovo istrazivanje je iznedrilo izuzetno vazno otkri¢e — kod primarnih,
IDH1/2 ,,wildtype® GBM, CHI3L1 ispoljava sasvim razli¢ite funkcije u GSCs u zavisnosti od
prisustva hipermetilacije promotornog regiona MGMT. U navedenoj studiji, status metilacije
MGMT promotora GSCs celija je utvrdivan konvencionalnom MSP metodom (Chen i sar.,
2020). U prisustvu hipermetilovanog MGMT promotornog regiona MGMT-m (MGMT-
methylated, eng.), CHI3L1 u GSCs deluje kao tumor-supresorni gen. Sa druge strane, u odsustvu
hipermetilacije MGMT-um (MGMT-unmethylated, eng.), CHI3L1 deluje promoviSuée na proces
tumorigeneze. Ovom studijom je dokazano i da je povezanost metilacije MGMT i CHI3L1
aktivnosti uzrocno-posledi¢na. Otkriveno je da dvojaka funkcija CHI3L1 ne potice od razlika u
molekularnim karakteristikama GSCs razli¢itih podtipova primarnin GBM ve¢ direktno od
statusa metilacije MGMT promotornog regiona. Hipermetilacije MGMT promotornog regiona
modulira uticaj CHI3L1 na ¢inioce RAS-MEK-ERK signalnog puta. Tako CHI3L1, kod MGMT-
m GSCs, indukuje senzitivnost na terapiju TMZ kroz aktivaciju DDR (DNA damage response,
eng. - odgovor na DNK oste¢enje). Kod MGMT-um, CHI3L1 deluje inhibitorno na aktivaciju
DDR, indukuju¢i rezistenciju na terapiju TMZ. Kao jedan od vaznih zakljuéaka ovog
istrazivanja, Chen i saradnici naglasavaju znacaj istrazivanja funkcije gena u zavisnosti od
globalnih epigenetickih karakteristika genoma, a ne samo molekularne klasifikacije bazirane na

Sablonima ekspresije gena (Chen i sar., 2020).
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1.9.8.5. Hipermetilacija promotornog regiona CHI3L1

Druga vazna studija iz 2020. godine tice se analize klju¢nih biomarkera 1 signalnih puteva
glioblastoma na osnovu informacija o genskoj ekspresiji i DNK metilaciji preuzetoj iz GEO baze
podataka (gene expression omnibus, eng.) (Tang i sar., 2020). Tang i saradnici su pritom, u
okviru grupe od izabranih 60 hipometilovanih/prekomerno eksprimiranin gena i 110
hipermetilovanih/utiSanih gena, pokazali povezanost prekomerne ekspresije 9 gena i loSijeg
klinickog ishoda odnosno ukupnog prezivljavanja GBM pacijentata (Tang i sar., 2020). Kao
jedan od najistaknutijih iz takve grupe predstavljen je upravo CHI3L1. Za 4 gena, ukljucujuci i
CHI3L1, pokazano je da je nivo genske ekspresije negativno korelisan sa pozitivnim statusom
metilacije odgovarajuc¢ih promotornih regiona gena, ukazujuéi na epigeneti¢ki nivo regulacije
njihove aktivnosti. U skladu s tim, hipometilacija (demetilacija) promotornog regiona CHI3L1
prikazana je kao specifi¢ni i visoko-o0setljivi dijagnosticki i prognosticki marker GBM koji ih
razlikuje od zdravih kontrola (Tang i sar., 2020).

Steponaitis i saradnici su 2016. godine sproveli istrazivanje koje se ticalo evaluacije
prekomerne ekspresije CHI3L1 ali i statusa metilacije promotornog regiona ovog gena kao
samostalnih prognostickih faktora u gliomima (Steponaitis i sar., 2016). Evaluacija ovih
molekularnih karakteristika izvrSena je na uzorcima prikupljenim od 98 pacijenata obolelih od
glioma razli¢itog stepena maligniteta — 10 pilocisti¢nih astrocitoma I gradusa, 30 difuznih
astrocitoma II gradusa, 20 anaplasti¢nih astrocitoma Il gradusa i 38 astrocitoma IV gradusa
(glioblastoma). Status metilacije CHI3L1 utvrdivan je konvencionalnom kvalitativnom MSP
metodom pri ¢emu su koriS¢ena dva seta oligonukleotida za razli¢ito pozicionirane CpG
dinukleotide unutar pomotornog regiona ovog gena. lako je ovom studijom pokazana pozitivna
korelacija izmedu nivoa ekspresije CHI3L1 odredivanog kvantitativnom RT-PCR metodom
(reverse-transcription polymerase chain reaction, eng.) i razli¢itih histopatoloskih gradusa
glioma, status metilacije promotornog regiona CHI3L1 nije prepoznat kao pouzdani samostalni
prognosticki faktor glioma i toka gliomageneze. Razlog za to mogla bi biti ograni¢enja koja
podrazumeva kvalitativni MSP pristup evaluaciji statusa metilacije. Naime, jedini kriterijum za
detekciju pozitivno metilovanih uzoraka bilo je prisustvo odgovaraju¢eg metilovanog CHI3L1
PCR produkta na agaroznom gelu, bez obzira na prisustvo ili odsustvo nemetilovanog PCR

produkta. Nakon otkri¢a uloge CHI3L1 u rezistenciji GSCs na terapiju alikiliraju¢im agensima,
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kao i dvojne uloge CHI3L1 u glioblastomima u zavisnosti od statusa metilacije promotornog
regiona MGMT odnosno primarnog i sekundarnog podtipa GBM, status metilacije CHI3L1 bi u
kombinaciji sa evaluacijom hipermetilacije MGMT mogao predstavljati vazan pomoéni

prognosticki faktor primarnih GBM (Steponaitis i sar., 2016).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilij ovog istrazivanja bilo je definisanje i ispitivanje pouzdanosti prognostickih i
predikcionih markera karakteristicnih za srpsku populaciju obolelih od GBM, kao i razvoj i
uvodenje molekularnih testova za njihovu detekciju u neuropatoloSkim i neuroonkoloSkim
laboratorijama. Krajnji cilj je povecanje prezivljavanja i kvaliteta zivota pacijenata obolelih od
malignih glioma uz primenu efikasne individualne tearapije.

Sa tom idejom krenulo se od poboljsanja trenutne dijagnostike determinisanjem statusa
mutacija u IDH1 i IDH2 genima kao obaveznom kriterijumu za precizniju molekularnu
substratifikaciju GBM prema WHO. Ispitane su i razliCite metode za evaluaciju epigeneti¢kih
markera statusa metilacije promotora MGMT i CHI3L1 gena u uzorcima GBM i njihove
korelacije sa klinickopatoloskim podacima pacijenata. Finalno, analiziran je i udruzeni

prognosticki i predikcioni znacaj statusa metilacije MGMT i CHI3L1.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1.  Bioloski materijal
3.1.1. Pacijenti — klini¢kopatoloski parametri

Ovo istrazivanje je uklju¢ivalo analizu uzoraka glioma pacijenata operisanih na Klinici za
Neurohirurgiju (Kllini¢ki centar u NiSu) izmedu 2013. i 2019. godine. Klini¢kopatoloski

parametri pacijenata su navedeni u tabeli 9.

Tabela 9. - Klini¢kopatoloski parametri pacijenata obuhvaéenih ovom studijom

Ukupno
Redr_ﬂ Starost Pol Dijagnoza Gradus _Tip .. Obi”f'_ v\./re.me .
broj (WHO) hemioterapije resekcije prezivljavanja
(OS)
1 35 M GBM v T™MZ mr 80+
2 66 M GBM v PCV mr 8
3 57 M GBM v PCV mr 5
4 60 M GBM v BCNU mr 4
5 36 M GBM v PCV mr 1
6 54 Z GBM v BCNU mr 7
7 68 M GBM v BCNU mr 10
8 74 M GBM v PCV pr 7
9 40 M GBM v T™MZ mr 13
10 66 M GBM v T™MZ mr 12
11 47 M GBM v T™MZ pr 9
12 62 Z GBM v T™Z pr 18
13 65 M GBM v PCV pr 7
14 63 Z GBM v bez ter. b 0
15 49 M GBM v T™MZ mr 19
16 52 Z Oligodedroglioma " BCNU mr 0
anaplasticum
17 75 M GBM v bez terapije b 0
18 77 M GBM v bez terapije b 0
19 72 Z Oligoastrocytoma I bez terapije pr 0
20 58 M GBM v BCNU pr 4
21 73 7 Astrocytoma 1] bez ter. b 0
5 anaplasticum

22 63 z GBM v PCV pr 7
23 50 Z GBM v T™Z mr 12
24 63 M GBM v BCNU b 6
25 69 V4 GBM v BCNU pr
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Ukupno
Redni broj  Starost  Pol Dijagnoza (G\/(/?-ij(gi hemiC-JI;IeF:’apije recs)ebklcr;ri]je prei\i/\tfjr:\?anj a
(0S)

26 57 Z GBM v PCV b 3
27 53 V4 GBM v BCNU pr 2
28 44 M Oligoastrocytoma I PCV mr 1
29 46 V4 GBM v T™Z mr 14
30 80 Z GBM v BCNU pr 3
31 50 Z Oligoastrocytoma ] PCV mr 31
32 65 M GBM v BCNU pr 8
33 58 M GBM v T™Z b 8
34 29 M GBM v T™MZ mr 19
35 55 M GBM v T™Z pr 21
36 67 M GBM v PCV pr 8
37 69 M GBM v PCV b 4
38 61 z Hemangiopericytoma I-11 bez terapije mr

39 67 Z Meningioma I-11 bez terapije mr

40 81 M GBM v BCNU pr

41 71 V4 GBM v BCNU pr

42 73 M GBM v BCNU pr

43 43 M GBM v T™Z mr 16
44 26 M Oligoastrocytoma 1 bez terapije mr

45 73 M GBM v BCNU pr 9

Pol: M — muski, Z — zemski; Tip resekcije: mr — maksimalna resekcija, pr — parcijalna resekcija, b — biopsija; Tip
hemioterapije: BCNU — karmustin, PCV— prokarbazin, lomustin, vinkristin; TMZ — temozolomid

Uzorci su prikupljeni od ukupno 43 pacijenata (grupa od 20 pacijenata podvrgnuta je
kompletnoj resekciji vidljive tumorske mase (MR,TR"), 17 parcijalnoj resekciji (PR") sa 10-50%
rezidualne tumorske mase, dok je kod 8 pacijenata izvrSena jedino biopsija (B") pri ¢emu je
odstranjeno manje od 10% tumorske mase. Preoperativni indeks po Karnofskom svih pacijenata
iznosio je >80%. ProseCna starost ispitivanih pacijenata u trenutku postavljanja dijagnoze

iznosila je 59.15+13.41 godina.

! Total resection, eng. - maksimalna resekcija
“ Partial resection, eng.
V Biopsy, eng.
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Svi pacijenti su podvrgnuti kombinaciji zra¢ne terapije (3D konformalna radioterapija) i
nekog oblika hemoterapije. Terapijska doza zradenja je iznosila 60 Gy" u 30 frakcija (2 Gy
dnevno, 5 puta nedeljno).

Na osnovu tipa hemioterapije, pacijenti su podeljeni u tri grupe:

o Grupa 1 (n = 12 pacijenata): temozolomid (TMZ)—prvi ciklus sa dozom od 150 mg/m? u
toku 5 dana; narednih 5 ciklusa u dozi od 200 mg/m?. Ciklusi su ponavljani na svake 3 nedelje.
J Grupa 2 (n = 11 pacijenata): prokarbazin, lomustin (1-[2-chloroethyl]-3-cyclohexyl-1-

chloroethylnitrosourea (CCNU)) i vinkristin (PCV rezim): CCNU 110 mg/m? per os prvog dana;
procarbazine 60 mg/m? per os od 8. do 21. dana; vinkristin 1.4 mg/m? (maksimum 2 mg), i.e., 8.-
0g i 21.-og dana. Ciklusi su ponavljani na svakih 6-8 nedelja.
o Grupa 3 (n = 14 pacijenata): karmustin (BCNU) 200 mg/m? i.e., dan 1. Ciklusi su
ponavljani na svakih 8 nedelja.

Protokol istrazivanja i formulari saglasnosti ispitanika odobreni su od strane Eti¢kog
komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u Nisu, (dozvola br. 01-2113-10 od 01.04.2013.

godine). Pisana saglasnost dobijena je od svih subjekata u klinickom ispitivanju.

3.1.2. Uzorci tumora

Uzorci glioma su patohistoloski dijagnostikovani od strane iskusnih neuropatologa (N.V i

M.K), prema klasifikaciji tumora mozga predlozenoj 2007. godine od strane WHO (tabela 9).

Broj pacijenata

" X
Dijagnoza ICD-O (n=43)
Glioblastom 9440/3 37
Anaplasti¢ni astrocitom 9401/3 1
_Anaplasticqi 9451/3 1
oligodendrogliom
Oligoastrocitom 9382/3 4

Tabela 9. - Zastupljenost podtipova glioma

U istrazivanju su koris¢eni sveze zamrznuti uzorci tkiva FF (fresh frozen, eng.) u tecnom
azotu, koji su od trenutka uzorkovanja skladisteni na -80 °C, kao i uzorci tkiva fiksiranih u

formalinu 1 ukalupljenih u parafinske blokove FFPE, koji su skladiSteni na sobnoj temperaturi.

" Gray, eng. Grej — Sl izvedena jedinica za energiju za apsorbovanu dozu radijacije.
* International Classification of Diseases for Oncology, eng. — Medunarodna klasifikacija onkoloskih bolesti Svetske zdravstvene
organizacije
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3.1.3. Oligonukleotidi

U tabeli 10 prikazane su sekvence parova oligonukleotida kori$¢enih pri IDH1, IDH2,

MGMT, CHI3L1 i ALU-C4 amplifikaciji PCR metodom u ovoj studiji.

Tabela 10 - Setovi oligonukleotida za PCR amplifikaciju IDH1, IDH2, MGMT, CHI3L1 i ALU-C4

Gen Sekvenca oligonukleotida (5’ to 3°) Refere_r]tna
studija
IDH1 F: AATGAGCTCTATATGCCATCACTG (Arita i sar.,
R: TTCATACCTTGCTTAATGGGTGT 2014)
IDH2 F:ATTCTGGTTGAAAGATGGCG (Arita i sar..,
R: TGTGGCCTTGTACTGCAGAG 2014)
MGMT F:TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC (Esteller i sar..,
(metilovan) M R: GCACTCTTCCGAAAACGAAACG 1999)
?geeml\g:i—lovan) U F:TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT (Esteller i sar..,
R: AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA 1999)
1.CHI3L1 F: TTTTTATAAAAGGGTTGGTTTGTC (Steponaitis i
) ] R: TAACCCAAATACCTATTTAAAACGC sar.., 2016)
(nemetilovan)
1 CHI3L1 F: TTTTTATAAAAGGGTTGGTTTGTC (Steponaitis i
. R: TAACCCAAATACCTATTTAAAACGC sar., 2016)
(metilovan)
5 CHI3LL F-TTAGATGTTTGTGTAGTTGTTTTGT (Steponaitis i
: g R:CCAAAAATACTTTAAACCCCAAT sar., 2016)
(nemetilovan)
2 CHI3L1L FTGTTAGATGTTCGTGTAGTCGTTTC (Steponaitis i
- R:CCAAAAATACTTTAAACCCCGAT sar., 2016)
(metilovan)
F.:GGTTAGGTATAGTGGTTTATATTTGTAATTTTAGTA  (Aithal MGS i
ALU-C4 R: ATTAACTAAACTAATCTTAAACTCCTAACCTCA sar., 2015)

3.2.  lzolacija genomske DNK

3.2.1. lzolacija DNK iz FF uzoraka tumora

Izolovanje genomske DNK iz sveze zamrznitih uzoraka tumora (FF) vrSeno je
koris¢enjem “QIAamp® DNeasy Blood & Tissue” (QIAGEN Inc.,Nemacka) kompleta
reagenasa. Prema preporuci proizvodaca, koris¢eni su isecci tkiva €ija je masa iznosila priblizno
25 mg. Isecci tkiva su najpre homogenizovani u hladnom fosfatnom puferu 1xPBS (phosphate-
buffered saline, eng.) (170 mMNacCl, 3,3 mM KCI, 10 mM Na;HPO,, 1,8 mM KH,PO,4,pH 7,0)
uz pomo¢ mehani¢kog homogenizatora. Homogenizatima je dodavano po 100 ml rastvora za
liziranje (AL reagens) 1 20 pl proteinaze K, nakon ¢ega je sledila inkubacija na temperaturi od 56
9C u termomikseru (Thermomixer comfort, Eppendorf, Nemacka) u trajanju od 3h. U cilju

odstranjivanja RNK molekula, lizati su inkubirani sa 4 ul RNaze A 2 min na sobnoj temperaturi.
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Nakon inkubacije sa RNazom, lizatima je dodavano po 200 pul AL reagensa uz inkubaciju na
temperaturi od 70 °C u trajanju od 10 min. Nakon inkubacije, lizati su uz dodatak 200 pl etanola
prebacivani u “Spin” hromatografske kolone za izolaciju DNK i centrifugirani u mikrocentrifugi
(MiniSpin, Eppendorf,Nemacka) u cilju precicavanja (po 500 ul AWI1 i AW2 puferi za

ispiranje). Finalno, DNK je izolovana iz kolone u 200 ul AE pufera za eluciju.
3.2.2. Izolacija genomske DNK iz FFPE ise¢aka tumora

Za ekstrakciju genomske DNK iz tkiva fiksiranih u formalinu i ukalupljenih u parafinske
blokove (FFPE) koris¢en je ,,QiAamp DNA FFPE Tissue Kit*“ (Qiagen, Hilden, Nemacka).
Prema uputstvima iz protokola proizvodaca, 8 iseCaka FFPE uzorka debljine 10 um, najpre je
podvrgavano deparafinizaciji u 1 ml ksilola. Po dodavanju ksilola u epruvetu sa FFPE ise¢cima,
sadrzaj epruvete je meSan na vorteksu (Heidolph™Reax Top Vortex Mixer, Nemacka) i
centrifugiran na 14000 rpm u trajanju od 2 min. Nakon centrifugiranja, odlivan je supernatant,
dodavano 1 ml 96% etanola u preostali talog i ponavljan postupak centrifugiranja i odlivanja
supernatanta. Nakon suSenja taloga inkubacijom od 10 min na sobnoj temperaturi u cilju
otklanjanja rezidua etanola, pristupano je proceduri izolacije DNK koris¢enjem hromatografskih
,,QlAamp MinElute Spin“ kolona. Taj postupak se sastoji iz koraka analognim protokolu
izolacije genomske DNK iz FF uzoraka: inkubaciji uzorka u smesi ATL pufera za liziranje i
proteinaze K, inkubaciji sa RNazom A, dodavanja apsolutnog etanola i AL pufera za liziranje,

zatim preciS¢avanja puferima za ispiranje (AW1 1 AW2) i finalne elucije u 30 ul ATE pufera.
3.2.3. lzolacija genomske DNK iz leukocita periferne krvi zdrave osobe

Ekstrakcija genomske DNK iz leukocita periferne krvi zdrave osobe vrena je pomocu
,,QIAamp® DNeasy Blood & Tissue” (QIAGEN Inc.,Nemacka) kompleta reagenasa. Najpre je
vrseno centrifugiranje 5 ml uzorka krvi na 2500 x g u trajanju od 10 minuta, u cilju razdvajanja 3
razli¢ite frakcije — krvne plazme u gornjoj frakciji, sredisnji sloj (buffy coat, eng.)
mononuklearnih ¢éelija periferne krvi (monocita, T i B limfocita i NK ¢elija (natural killer, eng. -
¢elija ubica)) i sloja koncentrovanih eritrocita u donjoj frakciji. 1z sredisnje frakcije je potom

izdvojeno 200 ul povrSinskog ,,buffy coat™ dela sedimenta i uz dodatak 200 pul AL ragensa 1 20
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ul K proteinaze inkubirano na temperaturi od 56 °C u termomikseru (Thermomixer comfort,
Eppendorf, Nemacka) u trajanju od 3h. Ostatak procedure izolacije DNK je izvrSen prema

uputstvu predstavljenom od strane proizvodaca.

3.2.4. Dodatno precis¢avanje DNK izolata

Radi dodatnog precis¢avanja FF i FFPE izolata genomske DNK, vrSena je njihova
etanolna precipitacija. DNK izolati su uz dodatak 3m Na-acetata pH 5,2 (0,1 ukupne zapremine
izolata) i 100% ledenog etanola (-20 °C, 2x zapremine izolata), inkubirani preko noéi u
zamrzivadu na -20 °C. Potom je vrSeno centrifugiranje 15 min na 13000 rpm i temperaturi od
4°C (Centrifuge 5415 R, Eppendorf, Nemacka). Nakon odlivanja supernatanta, talog DNK je
rastvoren u 70% etanolu (u 2 pocetne zapremine izolata) i postupak centrifugiranja je ponovljen
pod istim uslovima. Nakon odlivanja supernatanta, DNK je rastvarana u 40 ul ddH,O i

" C 0
skladi$tena u zamrzivacu na -20 ~C.

3.3.  Kvantifikacija i provera kvaliteta DNK izolata

3.3.1. Spektrofotometrijska kvantifikacija i odredivanje kvaliteta DNK izolata

Odredivanje koncentracije DNK izolata vrSeno je spektrofotometrijskom ,,nanodrop*
metodom na aparatu BioSpec-nano (Shimadzu, Japan). Merenja su vrSena u triplikatu, a po
jednom merenju nanoSeno je 2 ul DNK uzorka na leziSte na aparatu. Pored odredivanja
koncentracije izrazene u nanogramima po mikrolitru (ng/ul), aparat je automatski analizirao
stepen Cisto¢e uzorka na osnovu odnosa izmerenih ODygp i ODsgo optickih gustina. Kvalitet

uzorka je smatran zadovoljavaju¢im ukoliko je stepen ¢istoce iznosio vise od 1,8.

3.3.2. Provera kvaliteta DNK izolata metodom agarozne gel-elektroforeze

U cilju analize intaktnosti DNK izolata primenjena je metoda agarozne elektroforeze na
1% gelu pri naponu od 1-10 V/cm gela i trajanju od 2h. Pufer 1XTAE (Tris, acetat, EDTA) (40
mM TRIS-acetat, 1 mM EDTA, pH 8,09) koris¢en je za pripremu gela i kao pufera za
elektroforezu. DNK interkalirajuci agens etidijum bromid dodavan je TAE puferu u koncentraciji

od 0,5 mg/ml sa ciljem detekcije i vizuelizacije DNK molekula na agaroznom gelu. Odredivanje
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duzine fragmenata DNK na gelu omoguceno je koriS¢enjem komercijalnog DNK standarda A
faga digeriranog BstEII enzimom, SERVA DNKStandard A x BstE 11 (SERVA Electrophoresis
GmbH, Heidelberg, Germany). Po zavrSetku elektroforeze, snimci gela su generisani pomocu
UV transiluminatora i sistema za fotodokumentaciju ,,DocPrint®, (Vilber Lourmat, Marne La

Vallee, Francuska).

3.4.  Evaluacija statusa IDH1/2 mutacije

3.4.1. Amplifikacija IDH1/2 fragmenata PCR metodom

Odredivanje statusa mutacije IDH1 1 IDH2 gena vrSeno je metodom Sangerovog
sekvenciranja kojoj je prethodila PCR amplifikacija DNK fragmenata egzona 4 IDH1 i IDH2
gena. Za PCR amplifikaciju kori$éeni su odgovarajuci setovi oligonukleotida (tabela 1) u koli¢ini
od 10 pM. PCR amplifikacija IDH1/2 fragmenta vrSena je u reakcionoj smesi zapremine 25 pl,
1x koncentrovanom B1 puferu i MgCl, u koncentraciji od 2mM (Solis BioDyne OU, Estonija),
0,2 uM smese dNTPY i 1U (units, eng. — jedinica) FIREPol® polimeraze i 100 ng DNK matrice.
Za PCR umnoZavanje IDH1/2 kori$¢en je uredaj Mastercycler®Gradient (Eppendorf, Austrija) 1
slede¢i program amplifikacije: izlaganje smeSe temperaturi od 94 °C u trajanju od 5 min
(inicijalna denaturacija i aktivacija polimeraze), nakon kog slede 35 ciklusa sadinjena od
izlaganja temperaturi od 94 °C u trajanju od 30 sek, 57 °C u trajanju od 30 sek i 72 °C u trajanju
od 30 sek. Nakon poslednjeg ciklusa sledila je faza finalne ekstenzije na temperaturi od 72 °C u
trajanju od 10 min. Sve PCR reakcije su radene u duplikatu, a njihova uspeSnost je proveravana

metodom agarozne gel-elektroforeze.
3.4.2. Determinacija mutacija u IDH1 i IDH2 metodom sekvenciranja po Sangeru

U cilju detekcije prisustva IDH1-R132H mutacije i IDH2 mutacija u kodonima 172 i 140,
izvrSeno je direktno sekvenciranje PCR produkata koris¢enjem ,,Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing” kompleta reagenasa (Applied Biosystems) i automatizovanog sekvenatora 3130

Genetic analyzer (Genetski analizator, srp.) (Applied Biosystems) i standardnog protokola

Y Deoksinukleozid trifosfat
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sekvenciranja. Setovi oligonukleotida (,,forward* i ,reverse®) koji su kori$¢eni za reakciju
sekvenciranja bili su identi¢ni onim koris¢enim za PCR amplifikaciju. Rezultati sekvenciranja su
analizirani pomo¢u SnapGene® i Geneious Prime® softvera kao i Ensembl i CLUSTALW on-line
aplikacijama za analizu sekvenci DNK, i uporedivani sa referentnim sekvencama prikupljenim iz
GenBank baze podataka (IDH1: NM_005896.4, IDH2: NM_002168.4).

3.5. Evaluacija statusa metilacije promotornog regiona MGMT gena

3.5.1. Bisulfitna konverzija DNK

Stepen metilacije MGMT promotornog regiona odredivan je metodama konvencionalne
MSP i ,,real time*“ MSP.

PCR amplifikaciji prehodila je bisulfitna konverzija 2 pg genomske DNK. FF izolati
genomske DNK konvertovani su pomoéu EpiTect® Bisulfite kompleta reagenasa (Qiagen,
Hilden, Nemacka), dok je za DNK izolate iz FFPE uzoraka kori$¢en Epitect Plus FFPE bisulfite
komplet reagenasa (Qiagen, Hilden, Nemacka). Kvalitet i kvantitet bisulfitno konvertovane DNK

odredivan je spektrofotometrijski na Biospec-nano aparatu.
3.5.2. Analiza konvencionalnom MSP metodom

Nakon izvodenja seta optimizacionih reakcija (koncentracije MgCly, koli€ine
HotStarTag® polimeraze i DNK matrice) definisan je slede¢i sastav PCR smeSe (ukupne
zapremine 20 pl) za odredivanje statusa metilacije MGMT konvencionalnom MSP metodom kod
FF DNK izolata: 125 ng bisulfitno konvertovane DNK matrice, 10 pM odgovarajucih ,,forward*
i ,reverse” para nukleotida (Tabela 10), 1xPCR puferske smese sa 1,5 mM MgCl, (Qiagen,
Nemacka), 0,2 pM smese dNTP i 1U HotStarTaq® polimeraze.

Pri analizi FFPE uzoraka, optimalni sastav PCR smesa podudarao se sa koris¢enim pri
analizi FF uzoraka, osim koncentracije HotStarTag® polimeraze koja je poveéana do 4U.

Nakon reakcija optimizacije temperature ,anilinga®, definisani su optimalni uslovi
amplifikacije u Mastercycler®Gradient (Eppendorf, Austrija) PCR uredaju po programu:

- Inicijalna denaturacija - 95 °C u trajanju od 15 minuta
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- 35PCR ciklusa:

- 95 °C 50 sekundi
- 59 °C 50 sekundi
- 72 °C 50 sekundi

- Finalna ekstenzija na 72 °C u trajanju od 10 minuta

Kao pozitivne kontrole nemetilovanih i metilovanih PCR produkata koriS¢ene su
komercijalne bisulfitno konvertovane metilovane i nemetilovane DNK matrice (EpiTect® PCR
Control DNA set (Qiagen, Nemacka)). Bisulfitno konvertovane DNK izolovane iz uzorka
meningioma i leukocita periferne krvi zdrave osobe kori$¢ene su kao negativne kontrole. U cilju
normalizacije signala nivoa metilacije prilikom softverske obrade elektroforetskih snimaka,
izvodene su kontrolne reakcije sa ALU-C4 parom oligonukleotida (Tabela 10). Sve PCR reakcije

su radene u duplikatu.

3.5.2.1. Kvalitativna analiza konvencionalnom MSP metodom

Kvalitativno odredivanje statusa metilacije MGMT promotornog regiona vrseno je po
metodi koju su opisali Esteller i saradnici (Esteller i sar., 1999). Separacijom PCR produkata na
2% agaroznom gelu 1 uocavanjem specifi¢nih produkata (duzine 81bp) za metilovanu varijantu
promotornog regiona MGMT, analiziranim uzorcima je dodeljivan pozitivan ili negativan status

metilacije.

3.5.2.2. Semi-kvantitativna analiza konvencionalnom MSP metodom

Prema ranije opisanoj proceduri koju su predstavili Christians i saradnici 2012. godine,
snimci agaroznih gelova sa metilovanim, nemetilovanim MSP produktima podvrgavani su
analizi pomoc¢u ImageJ (National Institutes of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA;

https://imagej.nih.gov/ij/) softvera. Cilj analize bila je semi-kvantitativna evaluacija statusa

metilacije MGMT na osnovu odnosa intenziteta signala metilovanih i nemetilovanih produkata
(M/U odnosa) (Christians i sar., 2012).

84


https://imagej.nih.gov/ij/

Nikola Jovanovié Doktorska disertacija

Obradom snimaka gelova u ImageJ programu odredivan je relativni odnos intenziteta
fluorescencije M 1 U (M/U odnos) MSP produkata. Pritom su koriS¢ene dve razli¢ite opcije u
sklopu ImageJ za merenje intenziteta fluorescencije: “Analyze gels” opcija i “CTCF” (Corrected
total cell fluorescence, eng.) opcija.

Za razliku od “Analyze gel”, “CTCF” opcija nije primarno namenjena analizi
elektroforetskih gelova, ve¢ imunohistohemijskim analizama uzoraka. Medutim, dok “Analyze
gels” nudi efikasnu analizu intenziteta fluorescencije traka na pojedina¢nim gelovima, “CTCF”
omogucava merenje apsolutne vrednosti fluorescencije i uporedivanje uzoraka nanesenih na dva
razliCita gela. “CTCF” vrednosti se dobijaju obelezavanjem pojedinac¢nih traka na gelu i merenja
njihovog intenziteta fluorescencije. Takve vrednosti se zatim normalizuju na osnovu intenziteta

fluorescencije pozadinskog signala gela (slika 30).

775141609 87 (760x574); B-bit 426K

magel -

{| File Edt e Proce: Analyze Plugins Window Help

= Al o) Ol /| 8]~
x=5i 46

CTCF = Integrisana vrednost fluorescencije (IntDen)
- (povrsina oznacene trake na gelu (Area) x srgdnja vrednost fluorescencije pozadinskog signala)

File Edt Font Results
JArea  [Mean |Min [Max [intDen  |RawintDen [Lengtn |
| 282835 64792 46 95 18925435 16910650 247.166

Slika 30. Kvantifikacija intenziteta fluorescencije PCR produkta na gelu korisé¢enjem "CTCF" opcije u ImagelJ
programu

Na osnovu M/U odnosa ispitivani uzorci su podeljeni u tri grupe: nemetilovanu (M/U=0
potpuno odsustvo M trake na gelu), slabo metilovanu (M/U<1) i hipermetilovanu (M/U>1). 113
Pored navedene, istrazene su jo§ dve metode semi-kvantitativne evaluacije statusa

metilacije MGMT koje su zasnovane na Imagel uporedivanju intenziteta ,,CTCF* M i U signala
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sa ,,CTCF*“ intenzitetom ALU-C4 produkta, u cilju njihove normalizacije. Navedeni semi-
kvantitativni pristupi prilagodeni su konvencionalnoj MSP metodi na osnovu ranije
predstavljenih qMSP procedura kojima se stepen metilacije u uzorku kalibrisSe signalom
metilacije u metilovanom referentnom uzorku. Rezultat dobijen nakon takve kalibracije izrazava
procentualni odnos detektovane metilacije u uzorku i referentne metilovane kontrole (PMR
vrednost). Takva evaluacija statusa metilacije vrSena je na dva nacina prema slede¢im

jednacinama (Havik i sar., 2012):

(GBM)M/U / ALU C4

PMR =
(Metilovana kontrola ) M/U / ALU C4

x 100

(GBM)M /ALU C4

PMR =
(Metilovana kontrola ) M/ ALU C4

X 100

3.5.3. Real-time MSP (gMSP) evaluacija statusa metilacije promotornog regiona MGMT

Odredivanje statusa metilacije promotornog regiona putem qMSP metode vrSeno je
pomocu AriaMx qPCR uredaja (Aiglent technologies, Sjedinjene Ameri¢e DrZave). Relativna
kvantifikacija M i U PCR produkata izvodena je direktnim gPCR pristupom koris¢enjem
QuantiNova SYBR® Green PCR kompleta reagenasa (Qiagen, Nemacka). PCR reakcije su
izvodene u reakcionim smeSama zapremine 20 ul koje su sadrzale QuantiNova Sybr® Green
master mix u 1x koncentraciji, QN ROX™ referentnu boju u koncentraciji od 1x, 10 pM
odgovaraju¢ih ,,forward“ i ,reverse“ oligonukleotida HPLC ¢istoc¢e (tabela 10) i 125 ng
bisulfitno-konvertovane DNK matrice. Program PCR amplifikacije sastojao se od sledecih
ciklusa:

- 95°C u trajanju od 2 minuta

- 35 PCR ciklusa sacinjena od:

- 95°C u trajanju od 5 sekundi

- 60 °C u trajanju od 11 sekundi
Poslednji segment PCR reakcije predstavljalo je kreiranje krive topljenja, a sve PCR reakcije su

izvodene u duplikatu.
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Prvi pristup izraGunavanju stepena metilacije na osnovu qMSP rezultata predstavljao je
semi-kvantitativni pristup koji su 2018. godine opisali Yoshioka i saradnici (Yoshioka i sar.,
2018). Ovaj pristup se zasniva na obrnuto proporcionalnoj korelaciji izmedu ACt vrednosti i
vremena prezivljavanja pacijenata. Navedena ACt vrednost predstavlja razliku izmedu
zabeleZenih Ct vrednosti za nemetilovani MGMT produkt i metilovani MGMT produkt. U slu¢aju
odsustva ,,pika“ na temperaturi od 81 °C, uzorci su smatrani nemetilovanim i za njih nisu
izratunavane ACt vrednosti. Za grani¢nu (cutoff) ACt vrednost evaluacije pozitivnog statusa
metilacije uzeta je ACt=2, za koju su dobijeni najpouzdaniji rezultati u navedenoj studiji
(Yoshioka i sar., 2018). Uzorci su smatrani metilovanim ukoliko je ACt vrednost iznosila manje
od 2, a nemetilovanim ukoliko je ta vrednost bila ve¢a od 2. Pored, toga, izvrSene su analize i za
grani¢ne ACt vrednosti od 0, 4, 61 8.

Drugi pristup evaluaciji stepena metilacije na osnovu qMSP analize predstavljala je
modifikacija metode koju su predstavili Havik i saradnici (Havik i sar., 2012). Stepen metilacije
izrazavan je u vidu procenta metilovane reference (PMR) koji predstavlja procentualni odnos
relativne koli¢ine (fold change, eng.) metilovanog produkta u uzorku i referentnoj pozitivnoj
kontroli - bisulfitno-konvertovanoj kontrolnoj DNK (Qiagen, Nemacka). Normalizacija relativne
koli¢ine metilovanog produkta u uzorcima i kontrolama omogucena je PCR reakcijama sa ALU-
C4 setom oligonukleotida. Nulta PMR vrednost definisana je na oshovu vrednosti nivoa
metilacije u uzorku meningioma, koji je koriS¢en kao negativna kontrola pri svakoj PCR
amplifikaciji. U slucaju registrovanja Ct vrednosti za metilovani produkt koja je iznosila vise od
35, relativna koli¢ina metilovanog produkta je oznacavana kao 0. Uzorci sa PMR vrednoséu
vecom od 0 oznacavani su kao metilovani. Relativna koli¢ina metilovanog produkta odredivana

je 22 metodom, a PMR vrednost prema slede¢oj formuli:

(GBM) M / ALU C4

100
(Metilovana kontrola) M/ ALU C4 x
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3.6. Evaluacija statusa metilacije promotornog regiona CHI3L1 gena

Status metilacije promotornog regiona CHI3L1 gena odredivan je semikvantitativno
metodom konvencionalne MSP. Za izvodenje PCR reakcija koriS¢ena su dva seta
oligonukleotida za dva zasebna regiona unutar sekvence promotora CHI3L1 koje su dizajnirali
Steponaitis i saradnici (Tabela 10) (Steponaitis i sar., 2016).

PCR reakcije su izvodene u reakcionim smeSama ukupne zapremine 25 pl koje su
sadrzale pufer B1 u 1x koncentraciji i 2mM MgCl, (Solis BioDyne OU, Estonija), 10 pM
odgovarajué¢ih ,forward“ i ,reverse“ oligonukleotida, 0,2 pM dNTP smeSe, 1U FIREPol®
polimeraze (Solis BioDyne OU, Estonija) i 100 ng bisulfitno-konvertovane DNK matrice. MSP
reakcija je izvodena u Mastercycler®Gradient (Eppendorf, Austrija) uredaju prema slede¢em
programu:

- Inicijalna denaturacija - 94 °C u trajanju od 5 minuta

- 36 PCR ciklusa:

- 95°C 15 sekundi
- 58 °C 30 sekundi
- 72°C 20 sekundi
- Finalna ekstenzija na 72 °C u trajanju od 10 minuta

Sve PCR reakcije su odredene u duplikatu. PCR produkti odgovaraju¢e duZine su detektovani
metodom elektroforeze na 2% agaroznom gelu, a semikvantitativna vrednost statusa metilacije
odredivana je pomocu ImageJ (National Institutes of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA,;

https://imagej.nih.gov/ij/) uporedivanjem intenziteta metilovanih (M) u nemetilovanih (U)

produkata na snimcima gela, prema ranije opisanoj metodi (Christians i sar., 2012).
3.7.Statisti¢ka obrada podataka

Statistika obrada podataka Kruskal-Wallis testom, Studentovim t-testom i y testom
izvrSena je pomocu programa StatSoft, Inc. (2004) STATISTICA, verzija 7. Analiza
prezivljavanja je vrSena konstruisanjem Kaplan-Meier-ovih kriva, a njihovo uporedivanje vrseno
je log-rank i Wilcoxon-ovim (Gehan) testom. Meduklasni korelacioni koeficijent ICC (Interclass
correlation coefficient, eng.) odredivan je u cilju uporedivanja tri pristupa konvencionalnoj MSP

analizi statusa metilacije MGMT.
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4. REZULTATI

4.1. Korelacija epidemioloskih karakteristika pacijenata i ukupnog prezivljavanja (OS)

Primenom univarijantne Cox-ove regresione analize (modela proporcionalnog rizika)
utvrden je uticaj starosti pacijenata, stepena hirurSke resekcije i tipa adjuvantne terapije kao
samostalnih prognostickih faktora vremena prezivljavanja pacijenata obuhvaZzenim ovim

istrazivanjem (tabela 11).

Tabela 11. - Rezultati univarijantne Cox-ove regresione analize prognostickih faktora ukupnog vremena
prezivljavanja grupe od 43 pacijenta obolelih od glioma visokog gradusa

Prognosticki faktori P vrednost Hazard koli¢nik (HR) 95% CI (HR)

Starost pacijenata 0.0007 1.0683 1.0281 to 1.1101

Stepen resekcije
Maksimalna resekcija
Parcijalna resekcija

L 0.0004 0.4093 0.2488 t0 0.6735
Biopsija

Tip Adjuvantne terapije
T™Z

PCV 0.1639
BCNU <0.0001 0.0779 t0 0.3448

Nakon toga, prognosticki potencijal pojedinacnih demografskih i klinickih parametara ispitivan

je analizom Kaplan-Meier kumulativnih kriva prezivljavanja.
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4.1.1. Starosne grupe pacijenata

Na osnovu preporuka studija o uzrasnoj stratifikaciji stepena rizika kod glioma, izabrana
je granica od 50 godina u cilju starosne stratifikacije ispitivane grupe pacijenata (Aum i sar.,
2014; Taghizadeh i sar., 2019).

Pacijenti mladi od 50 godina Cinili su 24,4% od ukupnog broja pacijenata. Njih je
odlikovalo duze ukupno vreme prezivljavanja (13.5£8,87 meseci) u odnosu na grupu pacijenata
stariju od 50 godina (5,84+4,96 meseci) (tabela 12).

Tabela 11. - Korelacija ukupnog vremena preZivaljvanja
pacijenata i uzrasne grupe

Starosna . . Ukupno
Broj pacijenata (N) preZivljavanje
grupa (0S)
<50 god. 10 13.5+8,87 meseci
>50 god. 31 5,84+4,96 meseci

Statisticki znacajne razlike u u ukupnom vremenu prezivljavanja pacijenata u zavisnosti
od starosne grupe potvrdene su uporedivanjem srednjih vrednosti OS vremena (Kruskal-Wallis
(KW-H(1,41)= 7,4384, p= .006) i Kaplan-Meier-ovih kumulativnih kriva prezivljavanja (Log-
Rank=3.130149 p = .00175) (slike 31.i 32.).

29 ! 0S: KW-H(1,41) = 7.4384, p = 0.006

20 —_

0s
>

I
4
-+ Srednja vrednost

2 T Srednja vrednost+0.95
<50 >50 Interval poverenja
Starosna grupa

Slika 31. Grafik srednjih vrednosti OS vremena za “<50”
1 “>50"starosne grupe pacijenata
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Slika 32. Kaplan-Meier kumulativne krive preZivljavanja
"<50" i ">50" starnosnih grupa pacijenata

4.1.2. Pol pacijenata

U ovom istrazivanju, udeo pacijenata muskog pola (63,4%) bio je veéi od Zenskog

(36,6%) u odnosu od 1,73 (tabela 13).

Tabela 13 Ukupno vreme preZivaljvanja pacijenata u zavisnosti

od pola
Ukupno
pol Broj pacijenata (N) preZivljavanje
(GS)
Muskarci 26 8,15+5,75 meseci
Zene 15 6,93+8,66 meseci

StatistiCki znacajne razlike u vremenu prezivljavanja u zavisnosti od pola nisu utvrdene
uporedivanjem srednjih vrednosti OS vremena (Kruskal-Wallis (KW-H(1,41)= 2,2736, p=
.1316) i Kaplan-Meier-ovih kumulativnih kriva prezivljavanja (LogRank= -.590296 p = .55499)
(slike 33.134.)
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[ 0S. KW-H(1,41) = 2.2736, p = 0.1316]
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—~ Srednja vrednost

= —T_Srednja vrednost+0.95
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Slika 33. Srednje vrednosti OS vremena u zavisnosti od pola pacijenata
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Slika 34. Kaplan-Meier kumulativne krive preZivljavanja u zavisnosti od pola pacijenata
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4.2. Korelacija stepena resekcije tumora i ukupnog prezivljavanja (OS)

Od ukupnog broja pacijenata sa dijagnostikovanim visokogradusnim gliomom kompletna
(maksimalna) resekcija (MR) tumorske mase izvrSena je kod 16 pacijenata, parcijalna resekcija
(PR) kod 17, a kod 8 pacijenata izvrSeno je jedino uzorkovanje biopsijom (B). Pacijente sa
izvedenom kompletnom resekcijom odlikovalo je najduze ukupno vreme prezivljavanja (10.75
+8.16 meseci), dok je pacijente sa izvrSenom parcijalnom resekcijom odlikovalo OS vreme od
7.23+£5.38. Pacijente kod kojih je izvrSena jedino biopsija odlikovalo je najkrace vreme

prezivljavanja (2.62+3.15) (tabela 14).

Tabela 14. - Ukupno vreme prezivaljvanja pacijenata u zavisnosti od stepena resekcije

tumora
Obim resekcije Broj pacijenata (N) Ukupno prezZivljavanje (OS)
Kompletna resekcija 16 10.75 £8.16 meseci
. . 7.2345.38
Parcijalna resekcija 17 Meseci
biopsiia 8 2.62+3.15
psi) meseci

Uporedivanjem srednjih OS vrednosti grupa pacijenata sa razliitim nivoom hirurske
resekcije tumorske mase otkrivena je statisticki znacajna razlika u OS vremenu prezivljavanja
izmedu MR grupe i B grupe (KW-H(1,24) = 7.3398, p = 0.0067), kao i PR grupe i B grupe
pacijenata (KW-H(1,25) = 5.3903, p = 0.0202). Medutim, takva razlika nije potvrdena izmedu
srednjih OS vrednosti MR i PR grupa pacijenata (KW-H(1,33) = 1.8348, p = 0.1756) (slika 35.).

0S: KW-H(2,41) = 9.0357, p = 0.0109

mr - maksimalna resekcija
pr - parcijalna resekcija
2 b - biopsija

—0— Srednja vrednost

-2 Srednja vr.+£0.95 Interval poverenja
mr - & T I p )

Obim resekcije

Slika 35. Srednje vrednosti OS vremena u zavisnosti od stepena resekcije tumora
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Analiza Kaplan-Meier kriva prezivljavanja pokazala je statisti¢ki znacajne rezlike izmedu
MR i B (Log-Rank=-2.30217 p = .02133) i PR i B grupa pacijenata (Log-Rank= -2.03083 p =
.04227), dok takva razlika nije pokazana izmedu MR i PR grupa pacijenata (Log-Rank = -
1.45756 p = .14496) (slika 36.).

08

0.7

06

0.5

0.4

0.3

Kumulativna stopa prezivljavanja

02

01

e — maksimalna (totalna)

resekcija
01 = = parcijalna resekcija
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Ukupno vreme preZivijavanja (0S)

Slika 36. Kaplan-Meier kumulativne krive prezivljavanja u zavisnosti od stepena resekcije tumora

4.3.  Korelacija vrste adjuvantne hemioterapije i ukupnog preZivljavanja (OS)

Poredenjem razlicitih tipova hemioterapije, utvrdeno je najduze srednje OS vreme
prezivljavanja pacijenata (14.63+4.29) pri tretmanu Temodal® -om (TMZ). Pacijente kod kojih je
primenjen PCV rezim hemioterapije odlikovalo je srednje OS vreme od 7.45+8.22 meseci, dok
je grupu pacijenata sa BCNU terapijom karakterisalo najkrace OS vreme prezivljavanja od
5.21+2.99 meseci (tabela 15).

Tabela 15. - Ukupno vreme preZivljavanja pacijenata u zavisnosti od tipa adjuvantne
hemioterapije

Tip adjuvantne

hemioterapije Broj pacijenata (N) Ukupno preZivljavanje (OS)
14,63+4,29
™Z e meseci
7,45+8,22
PCV 1 meseci
BCNU 14 5’%&5&?9
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Uporedivanjem srednjih OS vrednosti ove tri grupe pacijenata, utvrdene su statisticki
znacajne razlike izmedu TMZ i PCV (KW-H(1,22) = 10.206, p = 0.0014) i TMZ i BCNU (KW-
H(1,25) = 15.4282, p = 0.00009) grupa pacijenata. Srednje OS vrednosti BCNU i PCV grupa
pacijenata nisu pokazale statisticki znacajnu razliku (KW-H(1,25) = 0.0921, p = 0.7616) (slika
37.).

)
0S: KW-H(2,36) = 17 2364, p = 0.0002

S)

Ukupno vreme prezivljavanja (O:

i T

2 S —

—0- Srednja vrednost

0 _T_ Srednja vrednost
™Z PCVv BCNU +0 95 Interval poverenja

Tip adjuvantne hemioterapije

Slika 37. Srednje vrednosti OS vremena u zavisnosti od tipa adjuvantne hemioterapije

Sli¢ne rezultate pokazala je analiza Keplen-Meier kriva prezivljavanja u zavisnosti od
tipa hemioterapije. Pokazana je razlika izmedu krive prezivljavanja TMZ grupe pacijenata i PCV
(Log-Rank= -1.95714 p = .05033) odnosno BCNU (Log-Rank=-3.57924 p = .00034). Razlike
izmedu PCV i BCNU Kaplan-Meier-ove krive kumulativne stope prezivljavanja nisu potvrdene

Log-Rank statisticCkom analizom (Log-Rank=-.367575 p = .71319) (slika 38.).
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Slika 38. Kaplan-Meier kumulativne krive preZivljavanja u zavisnosti od tipa adjuvantne terapije
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4.4.  Analiza molekularnih markera glioblastoma

4.4.1. Kuvalitet i integritet izolata genomske DNK

4.4.1.1. DNKizolacija iz FF uzoraka

Prose¢na ODyg01280 Vrednost DNK izolata iz FF uzoraka tumora iznosila je 1.93+0.26,
Sto ukazuje na njihov visok stepen Cisto¢e. Proverom kvaliteta putem metode elektroforeze na
1% agaroznom gelu utvrden je visok integritet izolovane DNK. Izolovana genomska DNK je na

snimcima gelova uocljiva u vidu diskretnih traka, dok je prisustvo razmaza (smear, eng.) koji

poticu od visoko degradovane DNK kod veéine uzoraka bilo slabo izrazeno (slika 39.).
1 2 3 4 5 6 7 8 S 10 11 12 13 14

3 2 - Z b..--,....._a-_
8,4S4bp—.

3,675 bp — ]

1,264 bp et

Slika 39. Provera nivoa degradacije DNK izolata iz FF uzoraka metodom elektroforeze na 1% agaroznom gelu.
Redosled uzoraka: 1 - komercijalni DNK standard - A fag digeriran BstEII enzimom, 2-9 — lzolati genomske DNK iz
FF uzoraka GBM, 10 — Izolat genomske DNK iz FF uzorka hemangiopericitoma, 11 — Izolat genomske DNK iz FF
uzorka meninigioma 12-14 — izolati genomske DNK iz FF uzoraka meningioma

4.4.1.2. DNK izolacija iz FFPE uzoraka

Proseéna ODygo280 Vrednost izolata genomske DNK iz FFPE uzoraka iznosila je
1.82+0.38, ukazujuci na njihovu prihvatljivu ¢istocu. Sa druge strane, gel-elektroforetska provera
kvaliteta izolata genomske DNK iz FFPE uzoraka tumora ukazala je na njihov slabiji kvalitet. Na
snimcima 1% agaroznog gela FFPE DNK izolata uocavani su dugacki ,,smear“-ovi sacinjeni od
fragmenata DNK razli¢itih duZina, uglavnom kra¢ih od 1,264 bp. Takva fragmentacija, uz
istovremeno potpuno odsustvo diskretne trake visokomolekularne DNK ukazivala je na visok
stepen degradacije genomske DNK u FFPE uzorcima (slika 40.).
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8,454 bp et

4,324 bp em—

3,675 bp iy

1,264 bp em—t

Slika 40. Provera stepena degradacije izolata genomske DNK iz FFPE uzoraka GBM metodom elektroforeze na 1%
agaroznom gelu Redosled uzoraka:. 1 - komercijalni DNK standard - A fag digeriran BstEII enzimom; 2-4 |zolati
genomske DNK iz FF uzoraka GBM

4.4.2. Evaluacija statusa mutacije IDH1-R132H

4.4.2.1. Provera uspesnosti amplifikacije IDH1

Nakon PCR amplifikacije sekvence egzona 4 IDH1 gena u FF DNK izolatima tumora,
izvrSena je provera uspesnosti PCR reakcija metodom gel-elektroforeze na 2% agaroznom gelu.
Svaki set PCR reakcija nanosen je na gel uz adekvatnu negativnu kontrolu (NTC) i marker DNK
(100 bp DNA ladder, New England BioLabs® inc.). Procenat uspesnosti IDH1 PCR reakcija je
iznosio 100%, a na elektroforetskim snimcima registrovano je prisustvo specificnog produkta

amplifikacije (436 bp), uz odsustvo drugih nespecificnih produkata i dimera oligonukleotida
(slika 41.).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

) p———
500b8—> [ —— il

S G GE— G G— C—

100 bp em—t

600 DP - G GO (TS Seeem ey ammmn Swrms CEDET (SESe cIaew SEtmw OSSR GEmmm (ESSsS
500 bp emm—-

100 bp em—

Slika 41. Provera uspe$nosti IDH1 PCR reakcija metodom elektroforeze na 2% agaroznom gelu. Redosled uzoraka:
1- Marker DNK (100bp DNA ladder, New England BioLabs® inc.). 2 — NTC negativna kontrola bez DNK matrice u
PCR reakciji 3-16 DNK izolati iz FF uzoraka GBM pacijenata

4.4.2.2. Sekvenciranje IDH1

Sangerovim sekvenciranjem utvrden je redosled nukleotida u IDH1 PCR produktima svih
FF uzoraka obuhvacenih ovim istrazivanjem, ukljucuju¢i 1 kontrolne uzorke (meningioma,
hemangiopericitoma i leukocita periferne krvi). Procenat visoko-kvalitetnih ocitavanja
pojedina¢nih baza u analiziranim sekvencama iznosio je 71.16+1.88%, a njihov GC sastav
iznosio je ~40%. Uporedivanjem sa referentnom sekvencom (NM_005896.4) iz GeneBank® baze
podataka genomskih sekvenci, kod tri uzorka otkriveno je prisustvo G>A , missense* mutacije na
poziciji 395 koja rezultuje konverzijom kodona za arginin (CGT) u kodon za histidin (CAT).

Ova mutacija je potvrdena kod dva uzorka oligoastrocitoma i jednog uzorka GBM (slika 42.).
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S

+ ENSEDO0OC @ - Referentna sekvenca

R IDH1-R132H
C.395 G>A
¥ (CGT>CAT)

Slika 42. Uporedni prikaz hromatograma analiziranih IDH1 sekvenci i detekcija G>A tranzicije unutar kodona 132

Prosecna starost pacijenata kod kojih je detektovano prisustvo IDH1-R132H mutacije
iznosila je 41+10.8 godinu, dok je srednja vrednost ukupnog vremena prezivljavanja iznosila 17
meseci, $to je znacajno duze od srednje vrednosti vremena prezivljavanja IDH1-wt grupe
pacijenata (7.7+£6.87 meseci). Sva tri uzorka su ocenjena pozitivno na prisustvo metilacije

promotornog regiona MGMT kvalitativnom i Real-Time MSP analizom.

4.4.3. Evaluacija statusa mutacije IDH2-R172 i IDH2-R140

4.4.3.1. Provera uspesnosti amplifikacije IDH2

Poput IDH1 PCR umnoZzavanja, IDH2 amplifikacija u uzorcima genomske DNK
poreklom iz FF izolata tumora bila je uspesna, §to je dokazano metodom gel-elektroforeze na 2%
agaroznom gelu. Na snimcima 2% agaroznih gelova uocene su diskretne trake specifiénih IDH2
PCR produkata duzine 471 bp, bez prisustva dimera oligonukleotida i nespecifi¢nih produkata
(slika 43.).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

500 bp e <= 471 bp

100 bp e

Slika 43. Provera uspes$nosti IDH2 (egzon 4) PCR reakcija metodom elektroforeze na 2% agaroznom gelu. Redosled
uzoraka: 1- Marker DNK (100bp DNA ladder, New England BioLabs® inc.). 2 — NTC negativna kontrola bez DNK
matrice u PCR reakciji 3-16 DNK izolati iz FF uzoraka GBM pacijenata

4.4.3.2.Sekvenciranje IDH2

Kod FF uzoraka svih pacijenata obuhvaéenih ovim istrazivanjem uspesno je sekvenciran
IDH2, sa udelom pouzdanih ocitavanja pojedina¢nih nukleotida od 75.18+12.95%.
Uporedivanjem sa referentnom sekvencom IDH2 gena (NM_002168.4), kod svih uzoraka
potvrdeno je odsustvo mutacije u kodonu R140 i R172 (slike 44. i 45.).

Kodon R172 (AGG)

!IDHZ N

O+ ENSEO0003 AGG - Referentna sekvenca

* FEY 26-IDH2

- 32-IDH2
- 27-1DH2
- FE/17.IDH2
* FE0 30-IDH2
w A1 31-IDH2

% 1Y 23-IDH2

Slika 44. Uporedni prikaz hromatograma analiziranih IDH2 sekvenci i odsustvo ta¢kastih mutacija unutar kodona
R172 IDH2 u uzorcima GBM
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Kodon R140 (CGG)

ptate b Fredict -+~ Primer Design / IDH2

-
rememn

WG G

20062, TGG

o2 VATAT

- Referentna sekvenca

Slika 45. Hromatogrami analiziranih IDH2 sekvenci i odsustvo tackastih mutacija unutar kodona R140 IDH2 u

uzorcima GBM
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4.4.4. Evaluacija statusa metilacije promotornog regiona MGMT

4.4.4.1.Evaluacija konvencionalnom MSP metodom u FF uzorcima

4.4.4.1.1. Optimizacija uslova MGMT PCR reakcije za MSP analizu FF uzoraka

U cilju definisanja optimalnih uslova mMGMT MSP reakcije izvrSeno je variranje
temperature anilinga i koncentracije bisulfitno konvertovane ,,template” DNK. Kvalitet 1 prinos
optimizacionih PCR reakcija proveravan je metodom elektroforeze na 2% agaroznom gelu i
softverskom obradom snimaka gelova ImageJ metodom. Najveci prinos metilovanog MGMT
produkta detektovan je pri temperaturi anilinga od 59 °C i koli¢ini od 100 ng bisulfitno
konvertovane DNK matrice (slike 46. i 47.).

766 bp = D
E— 59 °C
. NTC 25ng 50ng 100ng 150ng 200ng 25ng 50ng 100ng 150ng 200ng 25 50ng 100 150
n n n
200 bp —>= 4 R g .
-
1_00 bp — - — 81 bp
dimeri - (MMGMT)
prajmera
60 °C 61°C 59°C
766 bp —» -
25ng 50ng 100ng 150ng 200ng 25ng 50ng 100ng 150ng 200ng 200ng
200 bp =>»
100 bp =>» ~=—81bp
dimeri (mMGMT)

prajmera

Slika 46. Optimizacija uslova mMMGMT MSP reakcije za FF uzorke tumora variranjem temperature anilinga i
koli¢ine DNK matrice (ng).] -DNK marker (Low Molecular Weight DNA ladder, New England BioLabs® inc.);
NTC - negativna kontrola
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Temperatura anilinga - 59 °C > \
Koli€¢ina DNK matrice - 100 ng
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~.
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—
-

Slika 47. ImageJ analiza MGMT optimizacije uslova mMMGMT MSP reakcije

Navedeni uslovi MSP reakcije pokazali su se optimalnim i pri probnoj amplifikaciji

nemetilovanih MGMT produkata (U) udruzenoj sa istovremenom amplifikacijom metilovane

varijante promotornog regiona MGMT (M) u PCR aparatu. Metodom elektroforeze na 2%

agaroznom gelu utvrdeno je prisustvo diskretnih traka duzine 81 bp (NMGMT) i 93bp (UMGMT)

I odsustvo dimera oligonukleotida i amplifikacije nespecifi¢nih produkata (slika 48.).

200 bp =—p

100 bp )
81 bp  —)

<= 93 bp

Slika 48. Gel-elektroforetska analiza probe MGMT MSP reakcije pri teperaturi anilinga od 59 °C i koli¢ini DNK
matrice od 100 ng. Redosled na gelu: 1- DNK marker 100bp DNA ladder, New England BioLabs® inc.); 2-NTC
kontrola (set oligonukleotida za metilovanu formu MGMT); 3-5 — , Metilovani“ MGMT PCR produkti (uzorci
GBM); NTC — kontrola (set oligonukleotida za nemetilovanu formu MGMT); 7-9 - 3-5 — , Nemetilovani“ MGMT

PCR produkti (uzorci GBM)
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Nakon utvrdivanja validnosti MGMT MSP reakcija, vrSena je provera uslova PCR
reakcije za ALU C4 sekvence ALU elementa koji je imao ulogu u normalizaciji MGMT MSP
reakcije. Amplifikacija ALU C4 sekvence bila je uspesna pri koriSé¢enju istog PCR programa
amplifikacije i sastava PCR smese koji je primenjivan pri amplifikaciji MGMT. Prinos i kvalitet
ALU C4 PCR amplifikacije dodatno su proveravani variranjem koncentracije MgCl, u PCR

smeSama, pri ¢emu je kao optimalna koncentracija definisana 1,5 mM MgCl, (slika 50.).

1 2 3 4 5 6

Nespecificni
PCR produkti

< 98 bp

Slika 50. Gel-elektroforetska vizuelizacija optimizacije uslova PCR amplifikacije ALU C4 skevence variranjem
koncentracije MgCl, u PCR sme$ama. Redosled na gelu: 1 — DNK marker (Low Molecular Weight DNA ladder,
New England BioLabs® inc.); 2-6 — PCR produkti amplifikacije ALU C4 sekvence u uzorku GBM pri
koncentracijama MgCl, u rasponu od 1,5mM — 2,5mM. Sa povec¢anjem koncentracije MgCl, pojacavan je intenzitet
traka nespecifi¢nih PCR produkata na 2% agaroznom gelu.
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4441.2. MSP analiza FF uzoraka — masovni PCR

Po uspostavljanju optimalnih parametara PCR reakcije za dve forme MGMT i ALU C4
sekvencu, pristupljeno je serijskoj evaluaciji statusa metilacije promotornog regiona MGMT
MSP metodom i vizuelizaciji PCR reakcija na 2% agaroznom gelu. Na slici 51. predstavljen je
uporedni prikaz vizuelizacije MSP reakcija na agaroznom gelu za 25 GBM pacijenata, uz

odgovarajuce pozitivne i negativne kontrolne reakcije.

S K- K1 K2 K3 1 2 S K- K1 K2 K3 1 2

100 bp

100 b
2 =193 bp

81 bp ==

s 3 4 5 6 7 8 9
M U MU M UMU MUM

100lp_'._ e
+—31 bp

S 10 1 12 13 14 15 16
U MU MU M u M U
. _==g13 EE
S 17 18 19 20
M M M M U U M M
- HI——.
'S 21 22 23 24 25

MUMUMUMUMU

o _=g13b’

Slika 51. Evaluacija statusa metilacije MGMT promotora u FF uzorcima GBM metodom konvencionalne MSP. S —
DNK standard 100bp DNA ladder, New England BioLabs® inc.); K-: NTC negativna kontrola; K1 — metilovana
humana kontrolna DNK; K2 — nemetilovana i bisulfitno-konvertovana humana kontrolna DNK; K3 — metilovana i
bisulfitno-konvertovana humana kontrolna DNK; M — Metilovani MGMT PCR produkti; U — nemetilovani PCR
produkti; 1-25 — Bisulfitno konvertovana DNK izolovana iz FF uzoraka GBM
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Uporedo sa serijskim MGMT MSP reakcijama, vrSena je serijska PCR amplifikacija ALU
C4 sekvence u cilju prilagodene normalizacije MSP signala analogne metodama normalizacije

predstavljenim u ranijim studijama (Degl'Innocenti i sar., 2019; Havik i sar., 2012) (slika 52.).

100 bp — g8 bp

100 0P e

e G8 b

S 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

100 DP e —038 bp

Slika 52. Amplifikacija segmenta ALU elementa (ALU C4 sekvence) sa ciljem normalizacije MSP signala prilikom
softverske obrade snimaka gelova u ImageJ programu. S —DNK standard 100bp DNA ladder, New England
BioLabs® inc.); K- - NTC negativna kontrola; 1-25: bisulfitno-konvertovana DNK izolovana iz FF uzoraka GBM
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4.4.42. Evaluacija statusa metilacije promotornog regiona MGMT kao

prognostickog faktora GBM

4.4.42.1. Kvalitativni MSP

Kvalitativnom inspekcijom MSP rezultata metodom gel-elektroforeze na 2% agaroznom
gelu determinisan je status metilacije promotornog regiona MGMT kod ukupno 37 uzoraka,
ukljucujuéi tri kontrolna uzorka (hemangiopericitoma, meningioma i leukocita periferne krvi
zdrave osobe). U skladu sa postupkom evaluacije predstavlijenim od Esteller i saradnika,
pozitivni status metilacije promotornog regiona MGMT dodeljivan je uzorcima za koje je
evidentirano prisustvo metilovanog MGMT produkta na gelu. Ukupno 19 (55.88%) uzoraka
GBM i visokogradusnih glioma ocenjeno je pozitivno na status hipermetilacije MGMT, dok je 15
uzoraka (44.12%) ocenjeno negativno. Kontrolni uzorci hemangiopericitoma, meningioma i
leukocita periferne krvi ocenjeni su negativno na prisustvo metilacije u promotornom regionu
MGMT.

U cilju odredivanja prognosti¢ke vrednosti hipermetilacije MGMT promotora, izvrSena je
statistiCka obrada rezultata. Iz statisticke analize iskljuc¢eni su uzorci sa prethodno potvrdenim
IDH1-R132H statusom mutacije i analizirani isklju¢ivo IDH1-wildtype visokogradusni gliomi.
Kako >50 god. i <50 god. starosne grupe odlikuje zna¢ajna razlika u OS vremenu preZivljavanja
(kod ,,>50% je 5.84%4.96 meseci, a kod <50 je 13.5+8,87 meseci), ispitivanje MGMT je vrseno
odvojeno za ove grupe. Mali broj pacijenata unutar grupe mladih od 50 godina (N=9)
onemogucavao je izvodenje pouzdanih zakljucaka o uticaju MGMT hipermetilacije. Starosna
grupa >50 god. bila je sadinjena od 25 pacijenata Sto je cCinilo pouzdanijom za izvodenje
zakljucaka.

Unutar >50 god. starosne grupe, 12 (48%) pacijenata ocenjeno je pozitivno na prisustvo
hipermetilacije MGMT dok je 13 njih (52%) ocenjeno negativno. Srednja vrednost ukupnog
vremena prezivljavanja za metilovanu grupu pacijenata iznosilo je 5.67+£5.71 meseci a 5.23+£3.88
meseci za nemetilovanu grupu pacijenata. Statisticki znacajna razlika izmedu srednjih vrednosti

ukupnog prezivljavanja pacijenata (OS) izmedu metilovane i nemetilovane grupe pacijenata nije

pronadena (KW-H(1,25) = 0.0486, p = 0.82) (slika 53.).
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starosna grupa: >50 0S: KW-H(1,25) = 0.0486, p = 0.82

Ukupno vreme prezivljavanja (OS)
(4]

uMGMT - nemetilovani MGMT
mMGMT - metilovani MGMT

1 —o— Srednja vrednost

UMGMT mMGMT —T_ Srednja vrednost+0.95
interval poverenja

starosna grupa: >50

Slika 53. Srednje vreme prezivljavanja metilovane i nemetilovane grupe pacijenata unutar grupe pacijenata starijih
od 50 godina.

U nastavku statisticke analize izvrSena je dodatna redukcija grupe pacijenata
izostavljanjem slucajeva koji su uklljucivali biopsiju kao jedini vid hirurSke intervencije.
Preostala grupa bila je sacinjena od 17 pacijenta od Cega je kod 7 (41.18%) detektovano
prisustvo hipermetilacije  MGMT promotora. Poveéanje homogenosti analizirane grupe
uzimanjem u obzir stepen resekcije rezultovalo je neznatnim pobolj$anjem znacajnosti Statisticke
razlike izmedu srednjih vremena OS prezivljavanja u zavisnosti od statusa hipermetilacije
MGMT ((KW-H(1,17) = 0.7898 , p = 0.3742). Srednja vrednost ukupnog vremena prezivljavanja
pacijenata sa pozitivnim statusom metilacije MGMT iznosila je 8.43+5.8 meseci dok je kod onih

sa negativnim statusom iznoslia 5.6+3.98 meseci (slika 54.).
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0S: KW-H(1,17) = 0.7898, p = 0.3742
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Slika 54. Srednje vreme prezivljavanja metilovane i nemetilovane grupe pacijenata unutar grupe pacijenata starijih
od 50 godina maksimalnim/parcijalnim obimom hirurske resekcije tumorske mase.

Analizom Kaplan-Meier kumulativnih kriva prezivljavanja nije utvrdena razlika izmedu
navedenih uUMGMT i mMMGMT grupa pacijenata (Log-Rank= -0.936606, p= 0.34896) (slika
55.).
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Ukupno vreme prezivljavanja (OS)

Slika 55. Kaplan-Meier kumulativne krive preZivljavanja u zavisnosti od statusa metilacije MGMT promotornog
regiona
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4442.2. Semi-kvantitativni MSP

Semi-kvantitativna evaluacija statusa metilacije promotornog regiona MGMT izvrSena je
najpre izvornom varijantom metode koju su predstavili Christians i saradnici, a zatim njenim

modifikacijama koje su uklju¢ivale ALU C4 normalizaciju M/U signala.

444221  “M/U” kvantifikacija signala metilacije

Relativni odnos intenziteta fluorescencije M i U MSP produkata (M/U odnos) odredivan
je upotrebom “Analyze gels” i “CTCF” opcija, na osnovu ¢ega je uzorcima dodeljivan jedan od
tri statusa metilacije: nemetilovan (M/U=0), slabo metilovan (M/U<1) i jako metilovan (M/U>1).
Kori$¢enjem obe Imagel opcije postignuto je identicno grupisanje pacijenata na 0Snovu stepena

metilacije MGMT (slike 56. i 57.).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

~€— 93 bp (uUMGMT)
~&—= 81 bp (MMGMT)

200 bp
100 bp w3

PR —~— 93 bp (uMGMT)
~€—81 bp (MMGMT)

Slika 56. Primer snimka gel-elektroforeze namenjenog obradi u ImageJ programu. Leziste 1 - DNK standard 100bp
DNA ladder, New England BioLabs® inc.); K-: NTC negativna kontrola; K1 — metilovana humana kontrolna DNK;
K2 — nemetilovana i bisulfitno-konvertovana humana kontrolna DNK; K3 — metilovana i bisulfitno-konvertovana
humana kontrolna DNK; GBM1-5 — uzorci glioblastoma; M — metilovani MSP produkt MGMT promotornog
regiona; U - metilovani MSP produkt MGMT promotornog regiona
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
K- K- K1 K2 K3 GBM1 GBM2
M v MU M U M U M M u u MM u

408

GBM2 GBM3 GBM4 GBMS hemangiopericitom
u M M U u MM U u M M u u M u
480 115 108 5.50

030 [ 421 a0 | 3z U 297
241 0.67 260 | 319 \ 027 | 239

Slika 57. ImageJ obrada snimka gela. A) Negativ originalnog snimka gela sa ozna¢enim segmentima u kojima se
vrs$i merenje intenziteta fluorescencije B) Grafik intenziteta fluorescencije pojedinaénih traka (izrazeno u
procentima).
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U cilju istrazivanja korelacije semi-kvantitativnih vrednosti nivoa metilacije MGMT
promotornog regiona i vremena preZivljavanja pacijenata, izvrSena je statistiCka analiza nad
istom grupom od 17 pacijenata koja je bila obuhvacena prilikom kvalitativne MSP evaluacije.
Najvecéa srednja vrednost ukupnog vremena prezivljavanja (OS) registrovana je kod grupe od 4
pacijenta sa hipermetilovanim MGMT (>1) (11+6.68 meseci), zatim grupe od tri pacijenta sa
slabo metilovanim MGMT (6.33+2.08 meseci) i na kraju grupe od 10 pacijenata sa
nemetilovanim MGMT (5.2£3.9 meseci) (slika 58.).

24 [(0S: KW-H(2,17) = 3.8964, p = 0.1425

I

Ukupno vreme prezivljavanja (OS)

—0—- Srednja vrednost
T Srednja vrednost+0.95
Interval poverenja

0 <1 >1
M/U odnos

Slika 58. Srednje vreme prezivljavanja kod GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa izvr§enom parcijalnom ili
totalnom resekcijom tumorske mase) u zavisnosti od stepena metilacije promotornog regiona MGMT. Statisticki
znacajna razlika u ukupnom vremenu prezivljavanja pacijenata registrovana je jedino izmedu nemetilovane i
hipermetilovane grupe pacijenata (KW-H(1,14) = 3.4328, p = 0.06)

Statisticki znacajne razlike u ukupnom vremenu prezivljavanja (OS) pacijenata nisu
registrovane izmedu slabo metilovane (M/U<1) i nemetilovane (M/U=0) grupe pacijenata (KW-
H(1,13) = 0.4687, p = 0.4936), kao i jako metilovane (M/U>1) i slabo metilovane (M/U<1)
grupe pacijenata (KW-H(1,7) = 1.6814, p = 0.1947). Medutim, uporedivanjem ukupnog vremena
prezivljavanja jako metilovane i nemetilovane grupe pacijenata Kruskal-Wallis testom, dobijena
p vrednost bila je veoma bliska kriti¢noj vrednosti praga znacajnosti od 0.05 (p = 0.06). Sli¢an
rezultat je dobijen uporedivanjem Kaplan-Meier-ovih kumulativnih kriva prezivljavanja u
zavisnosti od stepena metilacije (Log-Rank = -1.81593 p = 0.06938) (slika 59.).
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Slika 59. Kaplan-Meier kumulativne krive preZivljavanja u zavisnosti od semi-kvantitativnog
statusa metilacije MGMT promotornog regiona

444222 “PMR” kvantifikacija signala metilacije

Prvi na¢in PMR semi-kvantitativne evaluacije statusa metilacije podrazumevao je
normalizaciju izmerene mMGMT CTFC vrednosti ALU C4 signalom, a zatim njegovo
uporedivanje sa referentnom metilovanom kontrolom u cilju dobijanja procentualne (PMR)
vrednosti stepena metilacije.

Drugi nacin odredivanja semikvantitativne PMR vrednosti ukljuc¢ivao je i vrednosti
intenziteta fluorescencije nemetilovanog uMGMT produkta na gelu. M/U odnos intenziteta
fluorescencije (CTCF vrednosti) normalizovan je ALU C4 signalom, a zatim uporedivan sa ALU
C4 normalizovanim M/U odnosom u referentnoj metilovanoj kontroli.

Obe ove metode rezultovale su izuzetno bliskim PMR vrednostima i identiénom semi-
kvantitativnom  klasifikacijom pacijenata. Visoka vrednost meduklasnog korelacionog
koeficijenta (ICC?) izmedu PMR vrednosti dobijenih na oba na¢ina potvrduje sli¢nost dobijenih
rezultata (tabela 16).

% Intraclass correlation coefficient, eng.
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Tabela 16. Korelacija podataka o nivou metilacije
MGMT promotora dobijenih putem M/U i dva PMR

pristupa
ICC 95% ClI p

. 0,532-
M/UiPMR1 0,763 0,888 <0,001

. 0,139-
M/Ui PMR2 0,493 0.739 0,005

. 0,678-
PMR1i PMR2 0,844 0,928 <0,001

Na osnovu PMR vrednosti, uzorci su svrstavani u jednu od tri grupe: nemetilovanu
(PMR = 0), slabo metilovanu (PMR<100%) i jako metilovanu (PMR>100%). Na osnovu PMR
vrednosti, spomenuta grupa od 17 pacijenata podeljena je na sledece podgrupe:
e Nemetilovanu (PMR = 0) grupu (N=10) ¢ija je srednja vrednost ukupnog
vremena prezivljavanja 5.2+3.9 meseci
e Slabo metilovanu (PMR<100%) grupu kojoj je pripao jedan pacijent (OS=8
meseci)
e Jako metilovanu (PMR > 100%) (N=6) podgrupu c¢ija je srednja vrednost

ukupnog vremena prezivljavanja (9.17+5.98) meseci

Uporedivanjem vremena prezivljavanja nemetilovane i jako metilovane podgrupe i
odgovarajuc¢ih Kaplan-Meier kumulativnih kriva prezivljavanja Kruskal-Wallis i Log-Rank
testom, dobijene p vrednosti bile su blizu kriticnoj vrednosti praga znacajnosti od 0.05 (KW-

H(1,16) = 2.3614 , p= 0.1244) i (Log-Rank=-1.43286 p = 0.15190) (slike 60. i 61.).
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Slika 60. Srednje vreme prezivljavanja kod GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa izvr§enom parcijalnom ili
totalnom resekcijom tumorske mase) u zavisnosti od PMR stepena metilacije promotornog regiona MGM
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Slika 61. Kaplan-Meier kumulativne krive preZivljavanja u zavisnosti od PMR semi-kvantitativnog statusa
metilacije MGMT promotornog regiona
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4.4.4.3. MSP analiza FFPE uzoraka

Nakon MSP analize statusa metilacije promotornog regiona MGMT u FF sveze
zamrznutim uzorcima tumora, pristupljeno je analizi parafinskih FFPE uzoraka visokogradusnih
glioma. Analizirano je ukupno 27 FFPE uzoraka, od kojih je za 23 postojao odgovarajuéi parnjak
sveze zamrznutog FF uzorka. Preostala cetiri FFPE uzorka poticala su od tri GBM pacijenta za

koje nije postojao FF uzorak, pri ¢emu je jedan od njih predstavljao recidiv GBM.

4.4.4.3.1.0ptimizacija uslova MGMT MSP reakcije

Kako se kvalitet FFPE DNK izolata pokazao znatno nizim u odnosu na FF DNK izolate,
bilo je neophodno dodatno optimizovati sastav PCR reakcionih smesa. U skladu s tim, izvrSeno
je variranje koncentracije DNK matrice i1 koli¢ine enzima Taq polimeraze. Proverom uspesnosti
reakcija optimizacije metodom elektroforeze na 2% agaroznom gelu i obradom dobijenih
snimaka gelova u ImageJ programu, definisana je optimalna koli¢ina DNK matrice od 125 ng i
enzima Taq polimeraze (4U HotStarTaq®). Navedene koncentracije komponenti PCR smese
rezultovale su povecanjem intenziteta MGMT produkata uz istovremeno gubljenje dimera

oligonukleotida na agaroznom gelu (slika 62.).
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Slika 62. Rezultati MSP optimizacije u cilju definisanja optimalne koncentracije enzima Taq polimeraze
(HotStarTag®) A) Originalni izgled snimka 2% agaroznog gela sa prateéom legendom. Na njemu su predstavljeni
nemetilovani MGMT produkti umnozeni MSP metodom pri kori§¢enju FFPE DNK izolata kao DNK matrice i 1U,

2U i 4U koncentracije HotStarTag® enzima. Kao kontrolna reakcija izvriena je UMGMT amplifikacija pri
kori§¢enju FF DNK izolata kao DNK matrice (uzorak 3) B) Snimak gela obraden pomo¢u ImageJ programa u cilju
evaluacije stepena fluorescencije uUMGMT MSP produkata na gelu, predstavljenih na grafikonu sa desne strane slike
C) ImageJ analiza intenziteta fluorescencije prisutnih dimera oligonukleotida na gelu
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Uspesnost optimizacije sastava PCR smese pri koriS¢enju FFPE DNK izolata kao DNK
matrice finalno je proverena amplifikacijom uUMGMT i MMGMT produkata i poredenjem sa
dobijenom vredno$¢u M/U odnosa pri koris¢enju odgovarajuéeg FF DNK izolata kao DNK
matrice (slika 63.).

A)
Broj uzorka 2. 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Tip uzorka NTC FFPE FFPE FFPE FFPE NTC FFPE FFPE FFPE FFPE FF FF
766 bp —>
DNK matrica (ng) / 125 125 125 1255 f 125 125 125 125 125 125
Koli¢ina Tag
polimeraze (U) 4 4 4 4 4 4 4 4 - 4 1 1
200 bp —> Set prajmera M M M M M U U u u U M U
100 bp —+ Uzorak 1 - DNK marker (Low Molecular Weight DNA ladder, New England BioLabs® inc.); NTC - Negativna kontrola;
U - nemetilovani set prajmera (UMGMT); M - metilovani set prajmera (MMGMT)
B)

Slika 63. Uporedivanje ImageJ evaluacije stepena MGMT metilacije u FF i FFPE uzoraka. A) Snimak agaroznog
gela na kome se uo¢avaju MMGMT i uUMGMT MSP produkti i odgovarajuca legenda sa desne strane. Uzorci 3,4,5,6
— metilovani MGMT MSP produkti (FFPE GBM); Uzorci 8,9,10,11 — nemetilovani MGMT MSP produkti (FFPE
GBM) Uzorci 12 i 13 — metilovani i nemetilovani MGMT MSP produkti referentnog FF uzorka B) Grafic¢ki prikaz
intenziteta fluorescencije MMGMT i uUMGMT MSP traka na gelu

lako je kvalitet signala bio zadovoljavajuci, intenzitet fluorescencije metilovanih i
nemetilovanih FFPE MSP produkata bio je gotovo tri puta nizi u poredenju sa odgovaraju¢im
MSP produktima. Uprkos takvoj razlici u apsolutnoj vrednosti intenziteta fluorescencije, rezultat
ImageJ semi-kvantitativne analize probnog FFPE uzorka poklapao se sa analizom odgovarajuceg
FF uzorka, smestajuc¢i ga u istu grupu (jako metilovanu M/U>1). Razlika izmedu dobijenih
vrednosti M/U odnosa iznosila je 8.47% (FFPE M/U odnos = 1.28; FF M/U odnos = 1.18).

Nakon optimizacije sastava PCR smese pri amplifikaciji uMGMT i mMGMT MSP
produkata, izvrSena je provera uspeSnosti amplifikacije ALU C4 sekvence pri koris¢enju 1U, 2U
i 4U koncentracija HotStarTaq® polimeraze i 125ng FFPE DNK izolata kao DNK matrice. U

poredenju sa ALU C4 amplifikacijom u odgovarajuéem FF uzorku, sve koncentracije
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HotStarTaq® polimeraze rezultovale su podjednako zadovoljavaju¢im kvalitetom Alu C4 MSP

amplifikacije, zbog Cega je za nastavak analize izabrana koncentracija enzima od 1U (slika 64.).

1 2 3 4 5 6

NTC FFPE FFPE FFPE FF

iU 2u 4U

<«——98 bp|

Slika 64. Amplifikacija segmenta ALU elementa (ALU C4 sekvence) sa ciljem normalizacije MSP signala prilikom
softverske obrade snimaka gelova u ImageJ program. 1 — DNK standard DNK marker (Low Molecular Weight DNA
ladder, New England BioLabs® inc.); 2 - NTC negativna kontrola; 3-5: bisulfitno-konvertovana DNK izolovana iz
FFPE uzoraka GBM sa 1-4U koncentracijama HotStarTaq® polimeraz; 6 — ALU C4 MSP produkt referentnog FF
uzorka
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4443.2. MSP analiza — masovni PCR

Po zavrSetku optimizacionih reakcija pristupljeno je serijskoj MSP analizi statusa
metilacije promotornog regiona MGMT u FFPE uzorcima. Od ukupno 27 uzoraka, za 26 njih (23

pacijenta) je bilo izvodljivo izvrsiti kvalitativnu i semi-kvantitativnu evaluaciju statusa metilacije
MGMT (slika 65.).

1 2 3 4
M U M U M V) M U
93 bp
pmpt— e o * e =—38ibp
5 6 7 8 9
M U M U M U M U M U
; 93 bp
. e
T SN T, )
10 11 12 13 14
M U M U M U M U M U
B T T <«——93bp
-<— 81 bp|
15 16 17 18 19
M U M U M U M U M U
T ww ey T~y E—
81 bp
20 21 22 23
M U M U M U M U
T T T —ar
-<— 81 bp
24 25 26
M U M U M U
T T —ar
-<—— 81 bp|

Slika 65. Evaluacija statusa metilacije MGMT promotora u FFPE uzorcima GBM metodom konvencionalne MSP.
M — Metilovani MGMT PCR produkti; U — nemetilovani PCR produkti; 1-26 — Bisulfitno konvertovana DNK
izolovana iz FFPE uzoraka GBM
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100 bp —> -«—— 98 bp

100 bp —— -—— 98 bp

100 bp —> <«— 98 bp

s NTC 17 18 19 20

100 bp —> ~<— 98 bp

100 bp —> <~— 98 byl

Slika 66. Amplifikacija segmenta ALU elementa (ALU C4 sekvence) sa ciljem normalizacije MSP signala prilikom
softverske obrade snimaka gelova u ImageJ programu. S — (Low Molecular Weight DNA ladder, New England
BioLabs® inc.); K- - NTC negativna kontrola; 1-26: bisulfitno-konvertovana DNK izolovana iz FF uzoraka GBM
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4.4.43.3. Kvalitativna MSP analiza

Kvalitativno odredivanje statusa metilacije MGMT promotornog regiona vrSeno je
detekcijom prisustva odgovarajuc¢eg PCR produkta na 2% agaroznom gelu. Ukupno 15 uzoraka
je ocenjeno pozitivno na prisustvo mMGMT produkta, dok je 11 uzoraka ocenjeno negativno.
Ovom analzom bili su obuhvaéeni FFPE uzorci dodatna dva GBM pacijenta za koje nije postojao
odgovarajuci FF uzorak.

Rezultati kvalitativne MGMT MSP evaluacije FFPE uzoraka u potpunosti su se poklopili
sa MGMT MSP analizom 20 FF uzoraka. Od toga je 10 uzoraka poticalo od pacijenata starijih od
50 godina, sa dijagnostikovanim GBM 1 izvrSenom parcijalnom ili totalnom resekcijom. Unutar
te grupe, srednje vreme prezivljavanja pacijenata sa pozitivnhim statusom metilacije MGMT
iznosilo je 7.8+6.18meseci, dok je kod kod pacijenata sa negativnim statusom metilacije MGMT
iznosilo 4.8+5.0 meseci. Medutim, korelacija vremena prezivljavanja u zavisnosti od statusa
metilacije MGMT promotornog regiona nije pronadena (KW-H(1,19) = 0.7067, p = 0.4005), sto
je potvrdeno i analizom kumulativnih kriva prezivljavanja (Log-Rank = -.789215 p = .42999).
(slike 67. 1 68.).

0S: KW-H(1,10) = 0.7067, p = 0.4005

Ukupno vreme prezivljavanja (OS)
(=]

—0- Srednja vrednost
T Srednja vrednost+0.95
Interval poverenja

uMGMT mMGMT

Slika 67. Srednje vreme prezivljavanja GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa izvr§enom parcijalnom ili
totalnom resekcijom tumorske mase) u zavisnosti od statusa metilacije promotornog regiona MGMT u FFPE
uzorcima
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Slika 68. Kaplan-Meier kumulativne krive preZivljavanja u zavisnosti od prisustva metilacije MGMT promotornog
regiona u FFPE uzorcima GBM
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4.4.4.3.4. Semi-kvantitativha MSP analiza

Semi-kvantitativna evaluacija statusa metilacije promotornog regiona MGMT u FFPE

uzorcima izvrSena je pomocu Image] programa i ranije spomenutih pristupa kvantifikacije

signala metilacije (M/U i CTCF) (slika 69.).

A)

FFPE GBM1 FFPE GBM2 FFPE GBM3

M M U M M U UM MU

B)

FFPE GBM1 FFPE GBM2 FFPE GBM3

M M U U M MU UM MU U

Slika 69. ImageJ obrada snimka gela nakon MSP FFPE uzoraka. A) Negativ originalnog snimka gela sa ozna¢enim
segmentom u kome je izvr§eno merenje intenziteta fluorescencije B) Grafik intenziteta fluorescencije pojedinac¢nih
traka (izraZeno u procentima).

Za razliku od kvalitativne evaluacije statusa metilacije MGMT, semi-kvantitativna
evaluacija FFPE uzoraka je razultovala drugacijim grupisanjem uzoraka u zavisnosti od stepena
metilacije u odnosu na FF uzorke. Izratunavanje CTCF vrednosti fluorescencije traka na 2%
agaroznim gelovima pomoc¢u ImageJ programa rezultovalo je slede¢om raspodelom pacijenata u
semi-kvantitativne grupe: 10 nemetilovanih, 6 slabo metilovanih i 4 jako metilovanih. Pritom je
8 uzoraka (40%) drugacije okarakterisano u poredenju sa rezultatima dobijenim analizom FF
uzoraka. Stepen podudaranja rezultata dobijenih ImageJ analizom FF i FFPE uzoraka CTCF
pristupom bio je veoma nizak (meduklasni korelacioni koeficijent ICC = 0.1837, 95% CI -
0.2832-0.5801).
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Vrednosti M/U odnosa intenziteta fluorescencije u FFPE uzorcima dobijene Analyze gels
opcijom u okviru ImageJ analize razlikovale su se u proseku 0.32+0.63 u odnosu na CTCF
vrednosti. Kori$¢enje M/U pristupa rezultovalo je znatno vecom medusobnom korelacijom
dobijenih rezultata sa rezultatima FF MGMT analize (ICC = 0.5169, 95% CI 0.06412-0.7932).
Medutim, ovaj pristup je takode proizveo drugaciju raspodelu pacijenata u zavisnosti od stepena
metilacije MGMT (10 nemetilovanih, 8 slabo metilovanih i 2 jako metilovana).

U okviru te grupe, 10 pacijenata je pripadalo grupi starijoj od 50 godina uz izvedenu
totalnu ili parcijalnu resekciju tumorske mase. Od toga je 5 pacijenata okarakterisano negativno
na prisustvo metilacije MGMT promotora, a 4 ocenjeno kao slabo metilovano. Srednja vrednost
ukupnog vremena prezivljavanja nemetilovane i slabo metilovane grupe pacijenata bila je
priblizno ista, 4.8+5 odnosno 5.25+2.75 meseci, a statisticki znacajna razlika izmedu njih nije
pronadena (KW-H(1,9) = 0.1373, p = 0.7110). Takode, uporedivanjem kumulativnih kriva
prezivljavanja ove dve grupe dobijen je slian rezultat (Log-Rank = .1125388 p = .91040).
Preostali FFPE uzorak bio je ocenjen kao jako metilovan (M/U>1), i izdvajao se po OS vremenu

prezivljavanja od ostalih semi-kvantitativnih grupa (OS = 18 meseci) (slike 70. i 71.).

20 { 0S: KW-H(2,10) = 2.5965, p = 0.2730

Ukupno vreme prezivljavanja (OS)
(o]

-0 Srednja vrednost

= = T Srednja vrednost+0.95
M/u=0 M/U<1 M/U>1 Interval poverenja

MSP semi-kvantitativha evaluacija FFPE uzoraka (M/U odnos)

Slika 70. Srednje vreme prezivljavanja GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa izvr§enom parcijalnom ili
totalnom resekcijom tumorske mase) u zavisnosti od semi-kvantitativnog statusa metilacije promotornog regiona
MGMT u FFPE uzorcima.

125



Nikola Jovanovié Doktorska disertacija

0.9

— Nemetilovani MGMT
(M/U=0)

Kumulativna stopa prezivljavanja

«+ Slabo metilovani MGMT
o (M/U<1)

-0.1 . -
Jako metilovani MGMT
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 (MIU>1)

Ukupno vreme prezivljavanja

Slika 71. Kaplan-Meier kumulativne krive prezivljavanja u zavisnosti od semi-kvantitativnog stepena metilacije
MGMT promotornog regiona u FFPE uzorcima GBM

Metode normalizacije M/U signala intenzitetom ALU C4 MSP produkta pokazale su
izuzetno nizak stepen podudaranja sa komplementarnim rezultatima dobijenim analizom FF
uzoraka. Semi-kvantitativne grupe formirane na osnovu dobijenih PMR vrednosti nisu se

medusobno statisticki zna¢ajno razlikovale u ukupnom vremenu prezivljavanja.
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4.4.4.4. Real-time MSP (QMSP) evaluacija statusa metilacije promotornog regiona MGMT

Evaluacija statusa promotornog regiona MGMT izvr$ena je za ukupno 40 FF uzoraka
visokogradusnih glioma, kao i tri kontrolna uzorka (meningioma, hemangiopericitoma i
leukocita periferne krvi). Generisane C; vrednosti analizirane su semikvantitativnom (ACt) i

kvanitativnom (PMR) metodom radi uporedivanja dobijenih rezultata.

4.4.4.4.1. Semikvantitativnhi gMSP — AC; metoda

U skladu sa protokolom semi-kvantitativne qMSP evaluacije statusa promotornog
regiona MGMT koji su uspostavili Yoshioka i saradnici, prvi korak predstavljala je detekcija
uzoraka sa prisutnim pikom na temperaturi od 81 °C na grafiku krive topljenja. Prisustvo takvog
pika utvrdeno je za 24 FF uzorka visokogradusnih glioma, kao i uzorke meningioma i

hemangiopericitoma (slika 72.).

Krive topljenja PCR produkata

Slika 72. Krive topljenja ALU C4, uMGMT i mMGMT gPCR produkata

Na osnovu prisustva odgovarajuceg pika, 12 uzoraka je oznaCeno kao metilovano
(OS=7.08+4.87 meseci) a 9 kao nemetilovano (0S=6.44+4.58 meseci), u okviru grupe pacijenata
starijih od 50 godina sa izvedenom maksimalnom ili parcijalnom resekcijom. Ukupna vremena
prezivljavanja ove dve grupe pacijenata nisu se statisticki znacajno razlikovala (KW-H(1,21) =
0.0463, p = 0.8297) (Log-Rank=.2877708 p = .77352=) (slike 73.i 74.).
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1 [(0S: KW-H(1,21) = 0.0463, p = 0.8207

Ukupno vreme prezivljavanja (OS)
~

—O0- Srednja vrednost
—T_ Srednja vrednost+0.95
Interval poverenja

uMGMT mMGMT

Slika 73. Srednje vreme prezivljavanja GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa izvr§enom parcijalnom ili
totalnom resekcijom tumorske mase) u zavisnosti od kvalitativnog gMSP statusa metilacije promotornog regiona
MGMT u FF uzorcima (prisustva odgovarajuceg pika na krivi topljenja gPCR produkta).
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Slika 74. Kumulativne stope prezivljavanja GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa izvr§enom parcijalnom ili
totalnom resekcijom tumorske mase) u zavisnosti od kvalitativnog gMSP statusa metilacije promotornog regiona

MGMT u FF uzorcima.

Nakon detekcije svih uzoraka sa odgovaraju¢éim mMGMT pikom na grafiku krive
topljenja, izvrSena je semi-kvantitativna evaluacija stepena metilacije uporedivanjem dobijenih

Civrednosti za metilovani (MMGMT) i nemetilovani (UMGMT) produkt (slika 75.).
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Slika 75. Grafik amplifikacije ALU C4, MMGMT i uMGMT gMSP produkata u FF uzorcima GBM

Na osnovu AC; vrednosti - razlike izmedu C; vrednosti mMMGMT i uMGMT qMSP
produkata, izvrSena je preciznija evaluacija statusa metilacije MGMT promotornog regiona. Po
uzoru na referentnu studiju, istrazivane su sledece grani¢éne AC; vrednosti — 0, 1, 2, 4, sa ciljem
definisanja grupa uzoraka sa pozitivnim i negativnim statusom metilacije MGMT promotornog
regiona (slika 76.).
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Slika 76. Dijagram rasejanja korelacije izmerenih AC; vrednosti i ukupnog vremena prezivljavanja GBM
pacijenata starijih od 50 godina, sa izvr§enom parcijalnom ili totalnom resekcijom tumorske mase
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Odabirom AC; = 0 vrednosti za razgrani¢avanje uzoraka sa pozitivnhim 1 negativnim
statusom metilacije MGMT promotornog regiona, kod 7 pacijenata je prepoznato prisustvo
metilovane varijante promotornog regiona MGMT. Srednje vreme prezivljavanja pacijenata sa
mMMGMT varijantom iznosilo je 9.57+5.09 meseci dok je za grupu pacijenata sa nemetilovanim
statusom MGMT srednja vrednost ukupnog vremena prezivljavanja iznosila 5.434+3.88 meseci.
Kruskal Wallis testom utvrdena je statisticki znacajna razlika u vremenu prezivljavanja ove dve
grupe pacijenata (KW-H(1,21) = 3.6838, p = 0.0549). Medutim, uporedivanjem Kaplan-Meier-
ovih kriva prezivljavanja takva razlika nije prepoznata, iako je p vrednost bila bliska kriti¢noj

vrednosti praga znac¢ajnosti od 0.05 (Log Rank = -1.49743 p =.13428) (slike 77.178.).

16 { 0S: KW-H(1,21) = 3.6838, p = 0.0549
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Slika 77. Srednja vrednost ukupnog vremena preZivljavanja GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa izvr§enom
parcijalnom ili totalnom resekcijom tumorske mase) u zavisnosti od semi-kvantitativnog statusa metilacije
promotornog regiona MGMT pri AC;= 0
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Slika 78. Kumulativne stope prezivljavanja GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa izvr§enom parcijalnom ili
totalnom resekcijom tumorske mase) u zavisnosti od semi-kvantitativnog statusa metilacije promotornog regiona
MGMT pri AC;= 0
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Uzimanjem AC;= 1 za grani¢nu vrednost, ukupno 8 uzoraka je ocenjeno kao metilovano,
dok je 13 oznaceno kao nemetilovano. U poredenju sa AC; = 0 granicnom vredno$¢u, odabir
AC=1 rezultovao je neznatnom promenom u srednjim vremenima prezivljavanja pacijenata sa
metilovanim (9.87£4.79 meseci) odnosno nemetilovanim (4.92+3.52 meseci) MGMT statusom.
Ovakva promena je proizvela znacajnu razliku u rezultatima statisti¢kih testova, koji su u ovom
slu¢aju ukazivali na korelaciju izmedu statusa metilacije MGMT i ukupnog vremena
prezivljavanja pacijenata (KW-H(1,21) = 6.1711, p = 0.013; Log Rank = -2.16351 p = .03050).
(slike 79.180.).
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Slika 79. Srednja vrednost ukupnog vremena preZivljavanja GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa izvr§enom
parcijalnom ili totalnom resekcijom tumorske mase) u zavisnosti od semi-kvantitativnog statusa metilacije
promotornog regiona MGMT pri ACt=1
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Slika 80. Kumulativne stope prezivljavanja GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa izvr§enom parcijalnom ili
totalnom resekcijom tumorske mase) u zavisnosti od semi-kvantitativnog statusa metilacije promotornog regiona
MGMT pri ACt =1
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Definisanjem AC; = 2 kao grani¢ne vrednosti statusa metilacije, 10 uzoraka je ocenjeno
kao metilovano, dok je 11 oznaceno kao nemetilovano. Ova grani¢na vrednost je rezultovala
najveéom statisticki znacajnom razlikom izmedu pacijenata sa nemetilovanim i metilovanim
statusom MGMT od svih testiranih grani¢nih vrednosti (KW-H(1,21) = 8.6925, p = 0.0032; Log
Rank = -2.37051 p = .01776). Srednje vrednosti ukupnog vremena prezivljavanja pacijenata sa
pozitivnim statusom metilacije MGMT iznosilo je 9.6+4.32 meseci odnosno 4.27+3.37 meseci

sa nemetilovanim MGMT statusom (slike 81. i 82.).

| 0S: KW-H(1,21) = 8.6925, p = 0.0032
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Slika 81. Srednja vrednost ukupnog vremena preZivljavanja GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa izvr§enom
parcijalnom ili totalnom resekcijom tumorske mase) u zavisnosti od semi-kvantitativnog statusa metilacije
promotornog regiona MGMT pri ACt = 2
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Slika 82. Kumulativne stope prezivljavanja GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa izvr§enom parcijalnom ili
totalnom resekcijom tumorske mase) u zavisnosti od semi-kvantitativnog statusa metilacije promotornog regiona
MGMT pri ACt=2
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Kori$¢enjem AC; = 4 vrednosti kao granice razluéivanja pozitivnog statusa metilacije, 13
uzoraka je ocenjeno kao metilovano dok je 8 oznaCeno kao nemetilovano. lako blizu praga
znacajnosti, ova grani¢na vrednost rezultovala je odsustvom statisticki znacajnih razlika izmedu
vremena prezivljavanja pacijenata sa nemetilovanim i metilovanim statusom MGMT (KW-
H(1,21) = 2.824, p = 0.09; Log Rank = -1.35894 p = .17417). Srednje vrednosti ukupnog
vremena prezivljavanja pacijenata sa pozitivnim statusom metilacije MGMT iznosilo je 8+4.92

meseci odnosno 4.88+3.64 meseci sa nemetilovanim MGMT statusom (slike 83. i 84.).

12 [ 0S: KW-H(1,21) = 2.824, p = 0.0929 |
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Slika 83. Srednja vrednost ukupnog vremena preZivljavanja GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa izvr§enom
parcijalnom ili totalnom resekcijom tumorske mase) u zavisnosti od semi-kvantitativnog statusa metilacije
promotornog regiona MGMT pri ACt =4
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Slika 84. Kumulativne stope prezivljavanja GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa izvr§enom parcijalnom ili
totalnom resekcijom tumorske mase) u zavisnosti od semi-kvantitativnog statusa metilacije promotornog regiona
MGMT pri ACt =4
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4.4.4.42. Kvantitativni gMSP — PMR (2**“Y metoda

Kvantitativha qMSP analiza statusa metilacije promotornog regiona MGMT izvrSena je
izraCunavanjem procentualnog udela nivoa amplifikacije mMMGMT produkta u odnosu na
referentnu pozitivnu kontrolu, odnosno generisanjem PMR vrednosti. U skladu sa referentnom
studijom, nivo amplifikacije mMMGMT normalizovan je stepenom ALU C4 amplifikacije kao
endogenom kontrolom, a dobijena PMR vrednost za kontrolni uzorak meningioma iskori$éena je
za uspostavljanje grani¢ne (nulte) PMR vrednosti. PMR vrednosti su izrazene kao procentualni

odnos 2744

vrednosti amplifikacije (“fold-change”,eng.) mMMGMT produkata registrovanih za
uzorke tumora i 2" vrednosti pozitivne referentne kontrole. 2"**“ vrednosti su generisane
kori$¢enjem prateceg softvera Real-Time PCR uredaja, MxPro — Mx3005P v4.10 © 2007

Stratagene (slika 85.).
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Slika 85. Grafik gMSP relativne kvantifikacije MMGMT produkta u uzorcima GBM sa preracunatim PMR
vrednostima

Od ukupno 40 analiziranih uzoraka kvantitativnom gMSP metodom, 20 njih (50%) je
ocenjeno pozitivno na prisustvo metilacije MGMT promotornog regiona sa PMR vrednoséu
vecom od 0. U okviru grupe pacijenata starijih od 50 godina, sa izvrSenom parcijalnom ili

totalnom resekcijom tumorske mase, detektovano je 14 uzoraka sa pozitivnim statusom
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metilacije MGMT promotora i 6 uzoraka sa negativnim statusom. Medu uzorcima ocenjenim

pozitivno na prisustvo metilacije, najmanja zabelezena PMR vrednost iznosila je 1.64%, dok je

najveca iznosila 110.7%.

l PMR:0S: r?=0.0907; r=0.3012, p = 0.1845
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Slika 86. Dijagram rasejanja korelacije izmerenih PMR vrednosti i ukupnog vremena prezivljavanja GBM
pacijenata starijih od 50 godina, sa izvrSenom parcijalnom ili totalnom resekcijom tumorske mase

Srednja vrednost ukupnog vremena prezivljavanja pacijenata sa pozitivnim statusom

metilacije MGMT iznosila je 7.14+4.78 meseci, dok je kod pacijenata sa negativnim statusom ta

vrednost iznosila 6.67+4.84 meseci. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu vremena prezivljavanja

ovih grupa pacijenata nisu utvrdene (KW-H(1,20) = 0.0017, p = 0.9668; Log Rank = 0.0017 p =

.9668) (slika 87. i 88.).
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Slika 87. Srednja vrednost ukupnog vremena preZivljavanja GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa izvr§enom
parcijalnom ili totalnom resekcijom tumorske mase) u zavisnosti od kvantitativnog (PMR) statusa metilacije
promotornog regiona MGMT
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Slika 88. Kumulativne stope prezivljavanja GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa izvr§enom parcijalnom ili
totalnom resekcijom tumorske mase) u zavisnosti od kvantitativnog statusa metilacije (PMR) promotornog regiona
MGMT

Kvantitativna gMSP evaluacija statusa metilacije promotornog regiona MGMT
odredivanjem PMR vrednosti pokazala je nizak stepen sli¢nosti sa kvalitativnom analizom,
pokazujuci razliku za 22.22% uzoraka (meduklasni korelacioni koeficijent ICC=0.5586, 95% ClI
0.2858-0.7476). Takode, ova metoda je pokazala nizak stepen sli¢nosti sa semi-kvantitativnom
AC; metodom (AC;= 2 grani¢na vrednost) (ICC=0.4913, 95% CI 0.1984-0.08261).

U cilju dodatne kalibracije ocitanih vrednosti stepena metilacije (PMR vrednosti), za

224 vrednost koja predstavlja relativni odnos koli¢ine PCR

svaki uzorak je preraCunata
produkta nemetilovane forme MGMT (UMGMT) i koli¢ine nemetilovanog produkta u
referentnom kontrolnom uzorku meningioma. Koriséenjem 24" vrednosti za mMGMT i
UMGMT izraunavan je relativni odnos kolicine mMMGMT i uMGMT u uzorku, analogno
izraCunavanju vrednosti M/U odnosa prilikom konvencionalne MSP analize. Kalibracija PMR

vrednosti je izvrSena prema sledecoj formuli:

222 (MMGMT) yorat - 272 (UMGMT) i

PMR= x 100

2-Ahct (mMGMT);qfcrentna kontrola

Na grafiku generisanom u MxPro — Mx3005P v4.10 © 2007 Stratagene X programu
prikazana je relativna kvantifikacija uUMGMT i mMGMT sa korigovanim PMR vrednostima za
uzorke GBM (slika 89.).
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Slika 89. Grafik gMSP relativne kvantifikacije MMGMT i mMMGMT produkata u uzorcima GBM sa preracunatim
PMR vrednostima pre i nakon korekcije (oznaceno zvezdicom)

Nakon opisane kalibracije, detektovano je ukupno 17 (42.5 %) uzoraka sa pozitivnim
statusom metilacije promotornog regiona MGMT, odnosno PMR vrednos¢u ve¢om od 0. U
okviru grupe pacijenata starijih od 50 godina, sa izvr§enom parcijalnom ili totalnom resekcijom
tumorske mase, detektovano je 9 uzoraka sa pozitivnim statusom metilacije MGMT promotora i
11 uzoraka sa negativnim statusom. Medu uzorcima ocenjenim pozitivno na prisustvo metilacije,

najniza zabelezena PMR vrednost iznosila je 12.03%, dok je najvisa iznosila 150.2% (slika 90.).

PMR:0S: r = 05526, p = 0.1228|
21 .

N > O

Ukupno vreme prezivljavanja (OS)
3

0 20 40 60 80 100 120 140 160
PMR vrednost

Slika 90. Dijagram rasejanja korelacije kvantitativnog stepena metilacije MGMT promotornog regiona
(PMR vrednosti) i ukupnog vremena prezivljavanja GBM pacijenata starijih od 50 godina, sa
izvrSenom parcijalnom ili totalnom resekcijom tumorske mase
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StatistiCki znacajna razlika izmedu srednjih vrednosti ukupnog vremena prezivljavanja za
ove dve grupe pacijenata nije pronadena (KW-H(1,20) = 0.0015, p = 0.9694). Uporedivanjem
Kaplan-Meier kumulativnih kriva prezivljavanja dobijen je slican rezultat (Log-Rank = -.069359
p =.94470) (slika 91.).
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Slika 91. Kumulativne stope prezivljavanja GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa izvr§enom parcijalnom ili
totalnom resekcijom tumorske mase) u zavisnosti od kvantitativnog statusa metilacije (PMR) promotornog regiona
MGMT korigovanog uMGMT signalom amplifikacije

U okviru navedene grupe od 20 pacijenata, srednja vrednost ukupnog vremena
prezivljavanja pacijenata sa ,,hipermetilovanim® statusom MGMT (PMR>100) bilo je znacajno
duze (11.25+6.55 meseci) u odnosu na pacijente sa nemetilovanim 1 slabo metilovanim statusom
(5.93£3.62 meseci). Ova razlika je potvrdena Kruskal-Wallis testom i p vredno§¢u blizu praga
znacajnosti od 0.05 (KW-H(1,20) = 3.1167, p = 0.0789), kao i uporedivanjem Kaplan-Meier
kumulativnih kriva prezivljavanja (Log Rank = -1.75585 p = .07911) (slike 92. i 93.).
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Slika 92. Srednja vrednost ukupnog vremena preZivljavanja GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa izvr§enom
parcijalnom ili totalnom resekcijom tumorske mase) u zavisnosti od PMR vrednosti korigovanih uMGMT stepenom
amplifikacije. Na grafiku je predstavljena razlika u ukupnom prezivljavanju izmedu hipermetilovane (PMR>100)
nasuprot nemetilovane/slabo metilovane grupe (0<SPMR<100) pacijenata.
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Slika 93. Kumulativne stope prezivljavanja GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa izvr§enom parcijalnom ili
totalnom resekcijom tumorske mase) u zavisnosti od PMR vrednosti korigovanih uMGMT stepenom amplifikacije.
Na grafiku je predstavljena razlika u ukupnom prezivljavanju izmedu hipermetilovane (PMR>100) nasuprot
nemetilovane/slabo metilovane grupe (0<SPMR<100) pacijenata.
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4.4.45. Kombinovana evaluacija statusa promotornog regiona MGMT na osnovu
MSP/qMSP i FF/FFPE rezultata

Uporedivanjem rezultata dobijenih analizom FF uzoraka MSP i qMSP metodama 1
dopunskom analizom odgovaraju¢eg FFPE uzorka (ukoliko postoji) donosena je finalna odluka o
kvalitativnom statusu metilacije MGMT promotornog regiona svakog pacijenata obuhvacenog
ovom studijom. Od ukupno 24 pacijenta koji pripadaju grupi starijih od 50 godina, sa izvrSenom
parcijalnom ili totalnom resekcijom tumorske mase, kod 12 je utvrdeno odsustvo metilacije, dok
je kod 7 njih utvrdeno prisustvo metilacije na osnovu rezultata dobijenih razli¢itim metodama.
Kod 5 pacijenta je utvrden pozitivan status metilacije MGMT, ali uz odsustvo potpunog
poklapanja rezultata dobijenih razli¢itim metodama, zbog Cega su ovi rezultati oznaceni kao

dvosmisleni.

ALU C4 ALUC4 M M U u

MSP FF

MSP FFPE

Real-Time MSP FF

Grafik amplifikacije (uzorak GBM)

ACt (UMGMT-mMGMT) = 0.28
T (= (o7 vl i

Slika 94. Uporedni prikaz rezultata evaluacije statusa promotornog regiona MGMT
dobijenih MSP i gMSP analizom FF i FFPE uzorka GBM

Srednja vrednost ukupnog vremena prezivljavanja pacijenata sa pozitivnim statusom
promotornog regiona MGMT iznosilo je 8.75+5.54 meseci, dok je za grupu sa negativnim

statusom iznosilo 5.58+4.07 meseci. Uporedivanjem srednjih vrednosti OS vremena i
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kumulativnih kriva prezivljavanja izmedu ovih grupa nisu utvrdene statisticki znacajne razlike,
iako su p vrednosti testova bile relativno blizu praga znacajnosti od p = 0.05 (KW-H(1,24) =
1.7851, p = 0.1818; Log-Rank = -1.23213 p = .21790; Gehan-Wilcoxon = 1.307018 p = .19121).
(slika 95. i 96.).

14 { 0S: KW-H(1,24) = 1.7851, p = 0.1815

Ukupno vreme prezivljavanja (OS)
(=]

-~ Srednja vrednost

¢ T Srednja vrednost+0.95
uMGMT mMGMT Interval poverenja

Slika 95. Srednja vrednost ukupnog vremena preZivljavanja GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa izvr§enom
parcijalnom ili totalnom resekcijom tumorske mase) u zavisnosti od statusa metilacije MGMT promotora
definisanog na osnovu kombinacije MSP/qMSP i FF/FFPE rezultata analize.
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Slika 96. Kumulativne stope prezivljavanja GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa izvr§enom parcijalnom ili
totalnom resekcijom tumorske mase) grupisanih prema statusu metilacije MGMT promotora definisanog na osnovu
kombinacije MSP/gMSP i FF/FFPE rezultata analize
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Nakon isklju¢ivanja dvosmislenih rezultata statusa metilacije i svodenja analizirane grupe
na 19 pacijenata, srednje vreme prezivljavanja pacijenata sa pozitivnim statusom metilacije
promotornog regiona MGMT iznosilo je 10+£6.28 meseci, dok je srednje OS vreme pacijenata sa
negativnim statusom metilacije ostalo isto (5.58+4.07 meseci). Ovakva redukcija rezultovala je
neznatno povoljnijim statistickim parametrima prilikom analize Stepena korelacije statusa
metilacije MGMT promotornog regiona i ukupnog vremena prezivljavanja pacijenata (KW-

H(1,19) = 1.6555, p = 0.1982; Log-Rank =-1.38828 p = .16505) (slike 97.1 98.).

16 [[0S: KW-H(1,19) = 1.6555, p = 0.1982]
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Slika 97. Srednja vrednost ukupnog vremena preZivljavanja GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa izvr§enom
parcijalnom ili totalnom resekcijom tumorske mase) u zavisnosti od statusa metilacije MGMT promotora
definisanog na osnovu kombinacije MSP/qQMSP i FF/FFPE rezultata analize. 1z analize su izuzeti rezultati dobijeni
za 5 pacijenata, zbog nekonzistentosti u evaluaciji razli¢itim metodama.
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Slika 98. Kumulativne stope prezivljavanja GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa izvr§enom parcijalnom ili
totalnom resekcijom tumorske mase) grupisanih prema statusu metilacije MGMT promotora definisanog na osnovu
kombinacije MSP/gMSP i FF/FFPE rezultata analize. |1z analize su izuzeti rezultati dobijeni za 5 pacijenata, zbog
nekonzistentosti u evaluaciji razlic¢itim metodama.
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4.4.4.6. Evaluacija statusa metilacije promotornog regiona CHI3L1

U cilju ispitivanja uticaja statusa metilacije promotornog regiona CHI3L1 na ukupno
vreme prezivljavanja GBM pacijenata, izvrSena je MSP analiza 40 uzoraka visokogradusnih
glioma kao i analiza tri kontrolna uzorka (hemagiopericitoma, meningioma i leukocita periferne
krvi). Variranjem temperature anilinga, koli¢ine MgCl, i FIREPoI® polimeraze potvrden je
optimalni sastav PCR smeSe i uslova PCR reakcije predstavljenih u referentnoj studiji
(Steponaitis i sar., 2016). UspeSna amplifikacija promotornog regiona CHI3L1 postignuta je
koris¢enjem prvog seta oligonukleotida dizajniranih u spomenutoj studiji. Koris¢enje drugog seta
oligonukleotida rezultovalo je odsustvom amplifikacije i variranjem kvaliteta rezultata, zbog
Cega su oni izuzeti iz dalje analize. Nakon probne MSP analize tri uzorka GBM i postignute
uspes$ne amplifikacije sekvence promotornog regiona CHI3L1, pristupljeno je serijskoj MSP
analizi preostalih uzoraka. Semi-kvantitativna evaluacija statusa metilacije se zasnivala na
merenjima intenziteta fluorescencije metilovanih i nemetilovanih MSP produkata na 2%

agaroznom gelu koris¢enjem ImageJ programa.
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Slika 99. Snimak gela i ImageJ obrada rezultata probne MSP amplifikacije
metilovane i nemetilovane varijante promotornog regiona CHI3L1
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Odnos intenziteta fluorescencije MSP produkata izrazavan je u vidu M/U vrednosti, a
uzorak je smatran pozitivnim na prisustvo metilacije CHI3L1 ukoliko je dobijena M/U vrednost

iznosila vise od 0.74. Takva grani¢na vrednost je definisana na osnovu dobijenog M/U odnosa za

uzorak leukocita periferne krvi zdrave osobe, po uzoru na protokol predstavljen u referentnoj
studiji (slika 100.) (Steponaitis i sar., 2016).
M M UU M M U U
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Slika 100. Uporedni prikaz metilovanih (M) i nemetilovanih (U) CHI3L1 MSP produkata vizuelizovanih metodom
2% agarozne gel-elektroforeze

Ukupno 28 pacijenata je imalo pozitivni status metilacije promotornog regiona CHI3L1,
dok je kod 12 nijh utvrden negativan status. Uporedivanjem ove dve grupe Kruskal-Wallis i Log-
Rank statistickim testovima, nije pronadena korelacija izmedu statusa metilacije CHI3L1 i
ukupnog vremena prezivljavanja. Isti rezultat je zabelezen nakon redukcije analizirane grupe na
grupu pacijenata starijin od 50 godina sa izvrSenom parcijalnom ili totalnom resekcijom
tumorske mase (KW-H(1,22) = 0.0998, p = 0.7521; Log-Rank = -.260840 p = .79422) (slika
101.).
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Slika 101. Kumulativne stope prezivljavanja GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa izvr§enom parcijalnom ili
totalnom resekcijom tumorske mase) grupisanih prema semi-kvantitativnom statusu metilacije CHI3L1 promotornog
regiona
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4.4.4.7. Uticaj razli¢itih kombinacija statusa metilacije MGMT i CHI3L1 na ukupno
vreme prezivljavanja GBM pacijenata

U tabeli 17. predstavljeni su rezultati evaluacije statusa metilacije promotornog regiona
MGMT i CHI3L1 za svakog pacijenta obuhvacenog ovim istraZzivanjem, udruzeno sa

odgovaraju¢im klinickim parametrima.

Tabela 17. — Sumarni prikaz klini¢kih i molekularnih parametara svih pacijenata obuhvacenih ovim istraZivanjem

Ukupno Status
. . . Status Status e
Redni . .. Gradus Tip Obim vreme Lo S mutacije
broj Godine  Pol Dijagnoza (WHO) hemioterapije  resekcije  preZivljavanja m&gﬁ_‘#e r?:e:: :gCLUle IDH1-
(09) R132H
1 35 M GBM \Y T™Z mr 80+ Negativan Pozitivan Negativan
2 66 M GBM v PCV mr 8 Pozitivan Pozitivan Negativan
3 57 M GBM \Y PCV mr 5 Negativan Pozitivan Negativan
4 60 M GBM v BCNU mr 4 Negativan Pozitivan Negativan
5 36 M GBM \Y PCV mr 1 Negativan Negativan Negativan
6 54 Z GBM v BCNU mr 7 Pozitivan Pozitivan Negativan
7 68 M GBM \Y BCNU mr 10 Pozitivan Pozitivan Negativan
8 74 M GBM \Y} PCV pr 7 Negativan Pozitivan Negativan
9 40 M GBM \Y TMZ mr 13 Pozitivan Nije Negativan
determinisan
10 66 M GBM v TMZ mr 12 Negativan Negativan Negativan
11 47 M GBM v T™MZ pr 9 Pozitivan Negativan ~ Negativan
12 62 Z GBM v TMZ pr 18 Pozitivan Nije Negativan
determinisan
13 65 M GBM v PCV pr 7 Pozitivan Negativan Negativan
14 63 Z GBM v bez ter. b 0 Negativan Negativan Negativan
15 49 M GBM v TMZ mr 19 Negativan Pozitivan Negativan
16 52 Z Oligodedroglioma 11 BCNU mr 0 Negativan Pozitivan Negativan
anaplasticum
17 75 M GBM \Y} bez terapije b 0 Pozitivan Pozitivan Negativan
18 77 M GBM \Y bez terapije b 0 Pozitivan Pozitivan Negativan
19 72 V4 Oligoastrocytoma Il bez terapije pr 0 Negativan Pozitivan Negativan
20 58 M GBM \Y BCNU pr 4 Negativan Pozitivan Negativan
21 73 Z Astrocytoma 11 bez ter. b 0 Pozitivan Nije Negativan
anaplasticum determinisan
22 63 Z GBM v PCV pr 7 Pozitivan Negativan Negativan
23 50 Z GBM v TMZ mr 12 Negativan Pozitivan Negativan
24 63 M GBM v BCNU b 6 Pozitivan Negativan Negativan
25 69 7 GBM v BCNU pr 4 Pozitivan Negativan Negativan
26 57 Z GBM \% PCV b 3 Pozitivan Negativan  Negativan
27 53 Z GBM \Y BCNU pr 2 Pozitivan Nije Negativan
determinisan
28 44 M Oligoastrocytoma 11 PCV mr 1 Pozitivan Pozitivan Pozitivan
29 46 7 GBM v TMZ mr 14 Negativan Negativan Negativan
30 80 Z GBM v BCNU pr 3 Negativan Pozitivan  Negativan
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Redni  Godine Pol Dijagnoza Gradus Tip Obim Ukupno
broj (WHO) hemioterapije  resekcije vreme
prezZivljavanja
< (0S)

31 50 zZ Oligoastrocytoma 1 PCV mr 31
32 65 M GBM \% BCNU pr 8

33 58 M GBM v T™Z b 8

34 29 M GBM \Y) T™Z mr 19
35 55 M GBM \% T™MZ pr 21
36 67 M GBM \% PCV pr 8

37 69 M GBM \% PCV b 4

38 61 Z Hemangiopericytoma I-11 bez terapije mr /

39 67 Z Meningioma I-11 bez terapije mr /

40 81 M GBM \% BCNU pr 4

41 71 Z GBM v BCNU pr 3

42 73 M GBM \Y) BCNU pr 9

43 43 M GBM v T™Z mr 16
44 26 M Oligoastrocytoma 1l bez terapije mr

45 73 M GBM v BCNU pr 9

Status
metilacije
MGMT
Pozitivan
Pozitivan
Negativan
Pozitivan
Pozitivan
Negativan
Pozitivan
Negativan
Negativan
Pozitivan
Negativan
Negativan
Pozitivan
Negativan

Pozitivan

Status
metilacije

CHI3L1
Pozitivan
Pozitivan
Pozitivan
Pozitivan
Pozitivan
Pozitivan
Pozitivan
Pozitivan
Pozitivan
Pozitivan
Negativan
Pozitivan
Pozitivan
Pozitivan

Pozitivan

Status
mutacije
IDH1-
R132H

Pozitivan
Negativan
Negativan
Pozitivan
Negativan
Negativan
Negativan
Negativan
Negativan
Negativan
Negativan
Negativan
Negativan
Negativan

Negativan

Pol: M — muski, Z — zemski; Tip resekcije: mr — maksimalna resekcija, pr — parcijalna resekcija, b — biopsija; Tip
hemioterapije: BCNU — karmustin, PCV— prokarbazin, lomustin, vinkristin; TMZ — temozolomid

Radi ispitivanja potencijalnog udruzenog uticaja statusa metilacije promotornih regiona

MGMT i CHI3L1 na OS ukupno vreme prezivljavanja pacijenata, definisane su sledece grupe

pacijenata po osnovu Sablona metilacije ova dva gena:
e 1/0 sablon — metilovan MGMT i nemetilovan CHI3L1
e 1/1 $ablon - metilovan MGMT i metilovan CHI3L1
e 0/1 sablon - nemetilovan MGMT i metilovan CHI3L1
e 0/0 $ablon - nemetilovan MGMT i nemetilovan CHI3L1

U okviru grupe pacijenata starijih od 50 godina sa izvrSenom parcijalnom ili totalnom

resekcijom tumorske mase, Sablon metilacije 1/0 registrovan je kod 3 pacijenta, 1/1 kod 7

pacijenata, 0/1 kod 10 pacijenata i 0/0 kod dva pacijenta. Na slici 102. predstavljene su srednje

vrednosti ukupnog vremena prezivljavanja navedenih grupa pacijenata.
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Slika 102. Srednje vrednosti ukupnog vremena prezivljavanja GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa izvr§enom
parcijalnom ili totalnom resekcijom tumorske mase) u zavisnosti od kombinovanog statusa metilacije MGMT i
CHI3L1 promotora (3ablona metilacije)

Statisticki znacajna razlika izmedu srednjih vrednosti ukupnog vremena prezivljavanja

dva najzastupljenija Sablona metilacije 1/1 (9.57£5.38 meseci) i 0/1 (5.2+3.85 meseci) bila je

veoma bliska pragu znacajnosti od p = 0.05 (KW-H(1,17) = 3.1279, p = 0.0770). Sli¢an rezultat

dobijen je uporedivanjem Kaplan-Meier kumulativnih kriva prezivljavanja Log-Rank testom
(Log-Rank =-1.59335 p =.11108) (slike 103. i 104.).
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Slika 103. Srednja vrednost ukupnog vremena preZivljavanja mCHI3L1 GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa
izvrSenom parcijalnom ili totalnom resekcijom tumorske mase) u zavisnosti od statusa metilacije MGMT promotnog

regiona
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Slika 104. Kumulativne stope prezivljavanja mCHI3L1 GBM pacijenata (starijih od 50 godina, sa izvr§enom
parcijalnom ili totalnom resekcijom tumorske mase) u zavisnosti od statusa metilacije MGMT promotornog regiona.
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S. DISKUSIJA

Glioblastome (GBM), najc¢es¢u i najagresivniju formu glioma, odlikuje jako izrazena
intratumorska geneti¢ka heterogenost. Usled ove heterogenosti, prisutna je velika varijabilnost u
odgovoru pacijenata na primenu trenutnih standarda terapije GBM (Degl'Innocenti i sar., 2019).
Resenje ovog problema predstavlja personalizovana medicina, koja podrazumeva prilagodavanje
terapijskih protokola individualnim genetickim obeleZjima pacijenata i postaje imperativ u
razvoju savremenih terapijskih protokola GBM (Taghizadeh i sar., 2019). Brojnim studijama i
klinickim ispitivanjima identifikovano je nekoliko molekularnih obelezja, pouzdanih
prognosti¢kih i predikcionih faktora GBM (Aum i sar., 2014; Nerexe i sar., 2017). U
najznacajnije takve markere ubraja se status metilacije promotornog regiona MGMT gena Koji
predstavlja prognosticki marker novodijagnostikovanth GBM 1 faktor predikcije odgovora
pacijenta na hemioterapiju alikilirajuéim agensima poput Temozolomida (Szopa i sar., 2017).
Medutim, usled nepostojanja konsenzusa oko odgovaraju¢ih metoda detekcije i definicije
optimalnih grani¢nih vrednosti, Sira implementacija evaluacije statusa ovog markera u klinickoj
praksi jo$ uvek nije postignuta (Mansouri i sar., 2019; Szopa i sar., 2017). Prema dostupnoj
literaturi, metilaciono-specifi¢na polimerazna lan¢ana reakcija (MSP) i kvantitativna MSP
predstavljaju metode evaluacije statusa metilacije MGMT promotornog regiona koje su
najpogodnije za uvodenje u svakodnevnu klini¢ku rutinu (Rosas-Alonso i sar., 2021).
Uspostavljanjem optimalnih grani¢nih vrednosti 1 pronalaZzenjem odgovaraju¢ih pomocnih
genetickih ili epigenetickih faktora koji promovisu rezistentnost na hemioterapiju mogla bi se
prevazi¢i ograni¢enja navedenih metoda i pospesiti njihova primena u klinickoj praksi (Hegi i

sar., 2019).

5.1. Demografski i klini¢ki prognosticki faktori GBM

5.1.1. Starosti pol pacijenata

Uprkos manjim razlikama u definiciji starosne granice za ,.stariju” grupu pacijenata,
rezultati brojnih istrazivanja i randomizovanih kontrolnih klini¢kih ispitivanja potvrduju ulogu
starosne dobi pacijenta kao snaznog prognostickog faktora GBM (Perry i sar., 2017; Wick i sar.,
2009; Wick i sar., 2012). Osim toga, ovim ispitivanjim istice se uloga metilacije MGMT
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promotornog regiona kao prognostickog faktora kod starijih grupa pacijenata (Weller i sar,
2017). Prema smernicama Evropske Asocijacije za Neuro-onkologiju (European Association for
Neuro-Oncology, eng.) iz 2017. godine, evaluacija statusa promotornog regiona MGMT
predstavlja standard dijagnostickog testiranja kod pacijenata starijih od 65 godina (Ghosh i sar.,
2017). Kod takvih pacijenata se, u zavisnosti od statusa metilacije MGMT promotornog regiona,
primenjuje terapija TMZ u okviru terapijskog rezima (pozitivan status metilacije), odnosno samo
hipofrakcionisana zracna terapija (negativan status metilacije). U randomizovanom klinickom
ispitivanju NOA-04 koje je obuhvatalo grupu od 318 pacijenata obolelih od visokogradusnih
astrocitoma, vrSena je identifikacija znacajnih klini¢kih i demografskih faktora koji imaju uticaj
na klinicki ishod terapije GBM (Wick i sar., 2009). Statisti¢ckom analizom primenom Cox-0v0g
modela sa proporcionalnim rizikom utvrdeno je da pacijente starije od 50 godina odlikuje znatno
kra¢e vreme ukupnog prezivljavanja u odnosu na mladu grupu (Wick i sar., 2009). Na uzorku od
335 pacijenata obolelih od nekog oblika glioma, pronadeno je da je pacijente starije od 45 godina
odlikovao nepovoljniji klini¢ki ishod u odnosu na mladu grupu pacijenata (P=0.038) (Liang i
sar., 2020). U retrospektivnoj studiji iz 2017. godine koja je obuhvatala 61-og pacijenta, Ghosh i
saradnici su potvrdili razliku u vremenu prezivljavanja izmedu grupe pacijenata starije od 50
godina u odnosu na mladu grupu (8.8 meseci u odnosu na 4.55 meseci) (Ghosh i sar., 2017).

U ovom istrazivanju je, primenom univarijantnog Cox-ovog regresionog modela,
dokazana je korelacija (nezavisni prognosticki znacaj) starosti pacijenata i ukupnog vremena
prezivljavanja (p= 0.0007, HR= 1.0683, 95% CI — 1.0281 — 1.1101) (tabela 11). Uporedivanjem
srednjih OS vrednosti odnosno kumulativnih kriva prezivljavanja (Slike 31. i 32.), korelacija
vremena preZivljavanja pacijenata i njihove starosne dobi potvrdena je sa visokim stepenom
pouzdanosti (KW-H(1,41)= 7,4384, p= .006)) (Log-Rank= 3.130149 p = .00175). Usled
nepostojanja statisticki znacajnih razlika u ukupnom vremenu prezivljavanja mMMGMT i uUMGMT
grupa pacijenata uzimanjem u obzir svih 45 pacijenata obuhvacenih ovim istrazivanjem, izvrSena
je starosna stratifikacija pacijenata i zasebna evaluacija statusa metilacije promotornog regiona
MGMT za obe starosne grupe.

lako protektivna uloga estrogena kod pacijenata obolelih od visokogradusnih glioma nije
dovoljno ispitana, nedavna saznanja proistekla iz karakterizacije ortopi¢nog modela glioblastoma
govore u prilog takvoj hipotezi (Barone i sar., 2009; Quick-Weller i sar., 2017). Medutim,

analizom vremena prezivljavanja pacijenata obuhvacenih ovim istrazivanjem nije pokazana
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stitisti¢ki znacajna razlika u zavisnosti od pola (Slike 33. i 34.). Zbog toga ovaj parametar nije

uziman u obzir prilikom analize statusa metilacije MGMT i CHI3LL1.

5.1.2. Stepen resekcije tumora (EOR)

Obim hirurske resekcije tumora predstavlja nezavisni prognosticki faktor koji je snazno
korelisan sa ukupnim vremenom prezivljavanja GBM pacijenata (Ahmadloo i sar., 2013; Laurent
i sar., 2020; Yong i sar., 2014). Analizom uticaja potencijalnih prognostickih faktora (veli¢ine
tumora, prisustva edema, pomeranja sredi$nje (megiosagitalne) linije, lokalizacije, starosne
dobi, preoperatvnog indeksa po Karnofskom, ocene na Skali za mozdani udar Nacionalnog
insituta za zdravlje (NIHSS) i stepena resekcije tumora) na ukupno vreme prezivljavanja
pacijenata, pronadeno je da je ukupno vreme prezivljavanja pacijenata sa izvrSenom totalnom
resekcijom tumorske mase znatno duze u odnosu na pacijente Sa izvrSenom parcijalnom
resekcijom (16.7 meseci u poredenju sa 11.8 meseci, p < 0.0001). Takav rezultat je postignut i
nakon stratifikacije pacijenata u odnosu na strarosnu dob (> 60 godina, odnosno < 60 godina) i
podudaraju¢u lokalizaciju tumora u mozgu (Stummer i sar., 2008). U spomenutom NOA-04
randomizovanom klini¢kom ispitivanju potvrden je prognosticki uticaj stepena hirurske resekcije
kod GBM pacijenata (Wick i sar., 2009). Tom prilikom je, primenom Cox-ovog modela sa
proporcionalnim rizikom pri p vrednosti od 0.0006, utvrden najvec¢i hazard koli¢nik izmedu
biopsije i kompletne resekcije kao faktora (3.5), zatim biopsije i parcijalne resekcije (2.1) i na
kraju parcijalne i potpune resekcije (1.6) (Wick i sar., 2009). Na osnovu ovakvih rezultata moze
se zakljuciti postojanje jasne razlike u ukupnom vremenu prezivljavanja izmedu grupe pacijenata
sa izvrSenom biopsijom sa jedne strane i pacijenata sa parcijalnom ili totalnom resekcijom sa
druge strane.

Uzimajuéi u obzir znacaj stratifikacije u zavisnosti od stepena hirurSke resekcije, nad
grupom pacijenata obolelih od glioma visokog gradusa obuhvacenim ovim istrazivanjem
izvrSena je statistiCka analiza primenom univarijantnog Cox-ovog regresionog modela, kojim je
dokazana korelacija stepena hirur§ke resekcije 1 ukupnog vremena preZzivljavanja pacijenata (p=
0.0004, HR= 0.4093, 95% CI — 0.2488 — 0.6735) (tabela 11). Dodatno, izvrseno je utvrdivanje
razlika u vremenu ukupnog prezivljavanja Kruskal-Wallis testom i uporedivanje Kaplan-Meier
kumulativnih kriva prezivljavanja pacijenata Log-Rank testom. Navedenim testovima potvrdena

je znacajna razlika u ukupnim vremenima prezivljavanja izmedu grupe pacijenata sa izvrSenom
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biopsijom (B grupe) i grupe pacijenata sa izvr§enom maksimalnom resekcijom (MR grupe) KW-
H(1,24) = 7.3398, p = 0.0067; Log-Rank=-2.30217 p =.02133), kao i B grupe pacijenata i grupe
pacijenata sa izvrSenom parcijlanom resekcijom (PR) grupe (KW-H(1,25) = 5.3903, p = 0.0202;
Log-Rank= 2.03083 p = .04227) (Slike 35. i 36.). Kako takva razlika nije utvrdena izmedu MR i
PR grupa pacijenata, MR i PR grupe pacijenata su posmatrane kao jedinstvena podgrupa

prilikom stratifikacije pacijenata u zavisnosti od stepena resekcije u ovom istrazivanju.

5.1.3. Vrsta adjuvantne hemioterapije

Primena adjuvantnih (dopunskih) hemioterapijskih protokola zasnovanih na derivatima
nitrozouree (PCV i BCNU rezim) odnosno Temozolomidu, predstavlja snazan prognosticki
faktor vremena prezivljavanja GBM pacijenata (Ahmadloo i sar., 2013; Wick i sar., 2009).
Prema rezulatima randomizovanog klini¢kog ispitivanja NOA-04 na uzorku od 223 pacijenta
obolelih od GBM, primenom multivarijantnog postepenog (stepwise, eng.) Cox-ovog
regresionog modela sa proporcionalnim rizikom pokazan je snaZzan prognosti¢ki uticaj na vreme
prezivljavanja primene adjuvantne hemioterapije bazirane na derivatima nitrozouree (102
pacijenta) 1 Temozolomidu (21 pacijenta) u poredenju sa odsustvom njihove primene (p vrednost
< 0.001; HR=1.622, 95% CI 1.382-1.904) (Ahmadloo i sar., 2013). Takode, prema rezultatima
studije koju su izveli Brandes i saradnici, ukupno vreme prezivljavanja pacijenata sa TMZ
tretmanom je bilo je znacajno duze u odnosu na BCNU grupu pacijenata (15.9 meseci u odnosu
na 11.5 meseci) (Brandes i sar., 2008).

Navedeni zakljuCci su potvrdeni statistickom obradom podataka za grupu pacijenata
obuhveéenu ovim istrazivanjem. Statistickom analizom primenom univarijantnog Cox-ovog
regresionog modela, dokazana je korelacija izmedu primene razli¢itih vidova adjuvantne terapije
(TMZ, PCV i BCNU) i ukupnog vremena prezivljavanja pacijenata (p<0.0001, HR= 0.1639,
95% CI — 0.0779 — 0.3448) (tabela 11). Takode, utvrdeno je postojanje znacajnih razlika izmedu
TMZ i PCV grupe pacijenata (KW-H(1,22) = 10.206, p = 0.0014; Log-Rank= -1.95714 p =
.05033), kao i TMZ i BCNU grupa (KW-H(1,25) = 15.4282, p = 0.00009; Log-Rank=-3.57924 p
= .00034) (Slike 37 i 38). Takve razlike nisu otkrivene uporedivanjem PCV i BCNU grupa
pacijenata. Ovakvi rezultati potvrduju superiornost primene adjuvantne TMZ terapije u
poredenju sa BCNU i PCV rezimima, koja je vise puta dokumentovana (Vinjamuri i sar., 2009;
Wick i Winkler, 2018).
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Na osnovu zakljucaka izvedenih na osnovu analize prognostickog znacaja spomenutih
demografskih 1 klinickih faktora, izvrSena je odgovarajuca stratifikacija analizirane grupe
pacijenata a zatim i njena redukcija na kohortu pacijenata starijih od 50 godina, sa izvrSenom

maksimalnom ili parcijalnom resekcijom tumorske mase.

5.2.  Analiza molekularninh markera GBM

5.2.1. Kvalitet i integritet izolata genomske DNK

Uzorci tkiva fiksirani u formalinu i ukalupljeni u parafinske blokove (FFPE)
predstavljaju vaZan izvor genetickog materijala pacijenata pri brojnim molekularno-bioloskim
analizama. Medutim, visok stepen fragmentacije DNK molekula koji karakteriS$e FFPE uzorke
moze predstavljati izazov pri uspostavljanju optimalnih uslova MSP reakcije i umanjiti
senzitivnost detekcije statusa metilacije ovom metodom. Savremeni kompleti reagenasa
namenjeni izolaciji DNK iz FFPE uzoraka omogucili su dobijanje DNK izolata prihvatljivog
kvaliteta i integriteta u poredenju sa sveze-zamrznutim uzorcma (FF), poboljSavaju¢i uspeh
njihove primene prilikom MSP analiza (Bonnet i sar.,, 2018; de Ruijter i sar., 2015;
Mittempergher i sar., 2011). Proverom stepena degradacije DNK izolata metodom gel
elektroforeze na 1% agaroznom gelu, utvrden je visok stepen degradacije i1 prisustvo
karakteristi¢nih ,,razmaza‘“ na agaroznom gelu kod FFPE izolata (Slika 40.). Imaju¢i to u vidu,
prilikom MSP analize statusa metilacije MGMT promotornog regiona u FFPE izvrSena je
dodatna optimizacija uslova MSP reakcije. Reakcija optimizacije je izvrSena u skladu sa
preporukama za prevazilazenje PCR inhibicije u FFPE uzorcima, koje su predstavili Dietrich i
saradnici (Dietrich i sar., 2013). Variranjem koncentracije DNK matrice, koli¢ine MgCl; jona i
temperature anilinga identifikovane su optimalne koli¢ine ¢inioca PCR smese - DNK matrice

(125 ng) i enzima Taq polimeraze (4U).
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5.2.2. Evaluacija statusa mutacije IDH1/2

Izocitrat-dehidrogenaze (IDH) 1 i 2 predstavljaju kljuéne metaboli¢ke enzime zaduZene
za generisanje redukovanog nikotinamid adenin dinukleotid fosfata (NADPH) ¢ime se odrzava
rezervoar redukovanog glutationa i peroksiredoksina u ¢eliji (DeCordova i sar., 2020). Takode,
aktivnost ovih enzima ima ulogu u produkciji a-ketoglutarata, vaznog supstrata brojnih enzima
(Kaminska i sar., 2019). Pokazano je da mutacije IDH1/2 predstavljaju jednu od glavnih
molekularnih karakteristika niskogradusninh glioma (70-80%) ali i vecine sekundarnih
glioblastoma (Kaminska i sar., 2019).

Jedna od najznacajnijih mutacija IDH1 gena u glioblastomima predstavlja IDH1-R132H,
koja od 2016. godine predstavlja vazan molekularni marker u Klasifikaciji tumora centralnog
nervnog sistema predstavljenoj od strane Svetske Zdravstvene Organizacije (Louis i sar., 2016).
Pored gubljenja normalne Kkataliticke aktivnosti IDH1 enzima koje ima vaznu ulogu u
metaboli¢koj adaptaciji Celije, IDH1-R132H mutacija prouzrokuje i zadobijanje sposobnosti
produkcije D-2-hidroksiglutarata (2HG). Prekomerna produkcija 2-HG u celijama kancera
izaziva izmenu u metabolickim putevima (Krebs-ovog ciklusa) i inhibiciju histonskih i DNK
demetilaza, rezultuju¢i globalnim epigenetickim utiSavanjem ekspresije gena odnosno CpG
metilacionim fenotipom glioma (DeCordova i sar., 2020). Na taj nacin u ¢elijama glioma dolazi
do sprecavanja Celijske diferencijacije i brojnih potencijalno onkogenih izmena povezanih sa
interakcijom sa Ciniocima mikrosredine tumora, ¢ija priroda nije razja$njena do kraja (Huang,
2019; Kaminska i sar., 2019). Detekcija IDH1/2 mutacija predstavlja vazno sredstvo u postizanju
preciznije klasifikacije glioma 1 boljeg predvidanja ocekivanog vremena prezivljavanja
pacijenata. Prema navedenoj WHO Klasifikaciji glioblastomi se mogu podeliti na IDH-wt GBM
koji odgovaraju primarnim ili de novo GBM i IDH-mut GBM, koji predstavljaju sekundarne
GBM nastale progresijom od astrocitoma nizeg gradusa (Kaminska i sar., 2019).

Gotovo sve tipove tumora oligoastrocitnog i oligodedrocitnog porekla i velinu
sekundarnih GBM odlikuje prisustvo IDH/2 mutacija, dok je kod primarnih GBM ova mutacija
veoma retka (3% slucajeva) (Ichimura i sar., 2009). Ove mutacije se smatraju iniciraju¢im
genetickim dogadajima u nastanku glioma Il i 1l WHO gradusa i sekundarnih glioblastoma
(Kaminska i sar., 2019). Zahvaljuju¢i ulozi IDH1-R132H u izazivanju CpG metilacionog
fenotipa glioma, sekundarne glioblastome cesto odlikuje epigeneti¢ko utiSavanje funkcije MGMT

gena. Zbog utisavanja funkcije MGMT terapijski odgovor na primenu alkiliraju¢ih agenasa
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(TMZ, derivati nitrozouree) biva znatno povoljniji, zbog ¢ega su sekundarne glioblastome
karakteriSe znatno duze vremene prezivljavanja (OS=31 mesec) u poredenju sa primarnim GBM
(15 meseci) (Yan i sar., 2009).

Zbog opisanih funkcionalnih povezanosti mutacije IDH1/2 i statusa metilacije MGMT
promotornog regiona, udruzena evaluacija statusa ovih markera ¢ini najzaéajniju prognosticku i
predikcionu moelkularnu analizu glioblastoma, koja prevazilazi zaseban progonosticki zancaj
ovih molekularnih markera (Kramar i sar., 2016; Molenaar i sar., 2014). U vezi s tim, Molenaar i
saradnici su, na uzorku od 98 GBM pacijenata, izvrsili genetiCku stratifikaciju pacijenata na
osnovu geneti¢kog i epigeneti¢kog statusa IDH1 i MGMT gena (Molenaar i sar., 2014). Izmedu
tri formirane grupe pacijenata, najduze vreme prezivljavanja odlikovalo je grupu sa pozitivnim
statusom IDH1-R132H mutacije i pozitivnim statusom metilacije MGMT. Slede¢a grupa po
duzini vremena prezivljavanja bila je grupa pacijenata sa pozitivnim statusom IDH1-R132H i
odustvom metilacije MGMT, dok je grupu pacijenata kod kojih je ustanovljeno udruzeno
odsustvo IDH1-R132H mutacije i metilacije MGMT odlikovalo najkrace vreme prezivljavanja.
Prekomerna ekspresija MGMT javlja se u 60% slucajeva GBM, a evaluacija njegovog
epigenetickog utiSavanja putem metilacije promotornog regiona ima ulogu snaznog i pouzdanog
predikcionog i prognostickog faktora kod primarnih (IDH1/2wt) GBM, kao i starijih uzrasnih
kategorija pacijenata (Radke i sar., 2019; Taylor i Schiff, 2015).

Odredivanje prisustva IDH1/2 mutacije metodom Sangerovog sekvenciranja
predstavljalo je pocetnu etapu ispitivanja prognostickog znacaja statusa metilacije MGMT
promotornog regiona u ovom istrazivanju. Ono je izvrSeno je u cilju klasifikacije GBM na
primarne (IDH1wt) i sekundarne (IDH1mut) GBM u cilju formiranja IDH1 homogenih kohorti.
Najpre je, koris¢enjem odgovarajucih setova oligonukleotida i DNK izolata iz FF uzoraka
tumora, izvrSena PCR amplifikacija egzona 4 IDH1 gena u cilju detekcije IDH1-R132H mutacije
i egzona 4 IDH2 u cilju detekcije mutacija u kodonima R172 i R140. Nakon njihovog
sekvenciranja, softverskom obradom dobijenih rezultata utvrden je visok nivo kvaliteta
o¢itavanja rezultujuéih DNK sekvenci (71.16+1.88% za IDH1) i (75.18+12.95% za IDH2).
Uporedivanjem sa referentnom sekvencom preuzetom iz GeneBank® baze podataka, utvrdeno je
prisustvo IDH1-R132H mutacije kod 3 pacijenta obuhvacenih ovim istrazivanjem.
Histopatoloske dijagnoze IDH1-R132H pozitivnih uzoraka bile su sa oligoastrocitomom (2

uzorka) i glioblastomom (1 uzorak). Ovakav rezultat poklapa se sa ¢injenicom da je kod 98%
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uzoraka oligoastrocitoma prisutna IDH1-R132H, ¢ime je potvrdena njihova histopatoloSka
klasifikacija (Watanabe i sar., 2009). Takode, registrovana niska ucestalost sekundarnih GBM u
ispitivanoj grupi GBM pacijenata u saglasju je sa niskom ucestalos¢u sekundarnih GBM (5%
GBM pacijenata) dokumentovanom u ranijim istrazivanjima (Molenaar i sar., 2014).

Poznato je da je prisustvo IDH1-R132H mutacije povezano sa mladim uzrasnim
kategorijama pacijenata obolelih od glioma. U ovom istrazivanju, srednje vreme prezivljavanja
pacijenata sa pozitivnim statusom IDH1-R132H mutacije iznosilo je 41+10.8. Takav rezultat je u
skladu sa ¢injenicom da je 90% IDH1-R132H mutacija u gliomima zabeleZeno kod pacijenata
mladih od 55 godina (Robinson C i Kleinschmidt-DeMasters, 2017).

U poredenju sa OS vremenom IDH1-R132H grupe pacijenata (17 meseci), IDHwt
pacijente je odlikovalo krace vreme prezivljavanja (7.7+6.87 meseci), ¢ime je potvrdena dobro
dokumentovana korelacija pozitivnog statusa mutacije IDH1-R132H i duzeg vremena
prezivljavanja GBM pacijenata (Molenaar i sar., 2014; Tabei i sar., 2021).

Pokazano je da je kod GBM pacijenata sa pozitivhim statusom IDH1-R132H mutacije, u
velikom udelu (57%) udruzen sa hipermetilacijom MGMT promotornog regiona (Li i sar., 2016).
U skladu s tim, kod svih pacijenata sa utvrdenim pozitivnim statusom IDH1-R132H mutacije
detektovan je pozitivan status metilacije MGMT promotornog regiona, kako konvencionalnom
MSP analizom, tako i Real-Time kvantitativnom MSP metodom. Poznato je da je ovakav
dvostruko pozitivan genotip korelisan sa najduzim vremenom prezivljavanja GBM pacijenata u
poredenju sa preostale dve kombinacije statusa IDH1/MGMT molekularnih markera, $to je
potvrdeno i u ovom istrazivanju (Molenaar i sar., 2014).

Analizom sekvenci egzona 4 IDH2 gena svih pacijenta obuhvacenim ovim istrazivanjem
i njihovim uporedivanjem sa referentnom sekvencom iz GeneBank® baze podataka nije utvrdeno
prisustvo najznacajnijih mutacija IDH2 (R140 i R172) u ispitivanoj grupi. Uzimajuci u obzir
veli¢inu ispitivane grupe, kao i1 ¢injenicu da je ranije zabeleZena ucestalost ovih mutacija u GBM

izuzetno niska (3.3%), takav rezultat je bio o¢ekivan (Koh i sar., 2014).
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5.2.3. Evaluacija statusa metilacije MGMT promotornog regiona

Gen za enzim O°-metilguanin-DNK transferazu (MGMT) smesten je na q kraku
hormozoma 10 (10g26). Njegova osnovna funkcija ogleda se u reparaciji DNK ostec¢enja nastalih
dejstvom alkilirajuéih agenasa koja rezultuju alkilacijom O° pozicije guanina u molekulu DNK.
Takvom aktivno$¢u, MGMT je direktno suprotstavljen dejstvu alkiliraju¢ih hemoterapeutskih
agenasa poput TMZ i derivata nitrozouree koji kroz alkilaciju DNK molekula deluju
citotoksi¢no na ¢elije tumora (Mansouri i sar., 2019). Kako vec¢inu GBM ¢elija odlikuje gubitak
q kraka hromozoma 10, aktivnost ovog enzima u ¢elijama GBM zavisi od preostalog MGMT
alela. Pokazano je da epigeneticka modifikacija CpG ostrva u okviru promotornog regiona
preostalog MGMT alela utiSava aktivnost ovog gena u Celijama GBM, rezultuju¢i boljim
terapijskim odgovorom na primenu alkiliraju¢ih agenasa (Mansouri i sar., 2019). Zbog toga
evaluacija statusa metilacije MGMT u okviru DMT1 i DMT2 regiona MGMT promotora
predstavlja jedan od najvaznijih prognostickih faktora GBM 1 faktora predikcije odgovora na

terapiju alkiliraju¢im agensima.

5.2.3.1. Konvencionalna MSP analiza

Metoda konvencionalne MSP analize predstavlja jednu od naj¢e$¢ih metoda odredivanja
statusa metilacije MGMT, ¢ija je upotreba dokazana brojnim istrazivanjima i randomizovanim
klinickim ispitivanjima (Hegi i sar., 2005; Mansouri i sar., 2019; Xia i sar., 2016). Ovu tehniku,
koja se zasniva na bisulfitnoj konverziji citozina u uracil u DNK izolatima tumora, opisali su prvi
put 1996. godine Herman i saradnici (Herman i sar., 1996). Nakon bisulfitne konverzije, ona
podrazumeva PCR amplifikaciju upotrebom specifi¢nih parova oligonukleotida dizajniranih da
obuhvate metilovanu ili nemetilovanu formu visestrukih CpG pozicija unutar promotornog
regiona MGMT (DMT2) (Mansouri i sar.,, 2019). Nakon PCR amplifikacije, izvrSava se
vizuelizacija umnozenih PCR produkata metodom gel-elektroforeze radi kvalitativne
interpretacije signala metilacije (Mansouri i sar., 2019). lako je pokazano da rezultati dobijeni
upotrebom metode konvecionalne MSP analize imaju prognosticku i prediktivnu vrednost, nju

odlikuje manja pouzdanost u odnosu na druge metode poput qMSP i pirosekvenciranja, narocito

158



Nikola Jovanovié Doktorska disertacija

pri analizi FFPE uzoraka tumora (Yu i sar., 2020). Sve viSe dokaza govori u prilog ¢injenici da je
ekspresija MGMT proteina zavisna od stepena metilacije MGMT, pri ¢emu registrovani nivo
metilacije u uzorcima visokogradusnih glioma varira izmedu 20-45% (Yu i sar., 2020).
Uzimajuci to u obzir, javila se potreba za prevazilazenjem nedostataka kvalitatativne evaluacije
statusa MGMT konvencionalnom MSP metodom, odnosno njenim unapredenjem u semi-
kvantitativnu metodu. U tom cilju, predstavljena je semi-kvantitativna varijanta konvencionalne
MSP koja podrazumeva softversku obradu snimaka u ImageJ programu kojom se postize
merenje intenziteta fluorescencije metilovanih odnosno nemetilovanih PCR produkata na
snimcima elektroforetskih gelova. Uporedivanjem njihovih intenziteta, omogucéena je
semikvanitativna podela signala metilacije na nemetilovane (M/U=0), slabo metilovane (M/U<1)
i jako metilovane (M/U>1) (Chen i sar., 2020; Hegi i sar., 2005).

5.2.3.1.1. Kvalitativhi MSP

U ovom istrazivanju, kvalitativna evaluacija statusa metilacije MGMT promotornog
regiona prema ranije opisanom protokolu, izvrSena je za ukupno 37 FF uzoraka ukljuéujuéi i
kontrolne uzorke. Od toga, 19 (55.88%) uzoraka GBM i visokogradusnih glioma ocenjeno je
pozitivno na status metilacije MGMT, dok je 15 uzoraka (44.12%) ocenjeno negativno. Kontrolni
uzorci hemangiopericitoma, meningioma i leukocita periferne krvi ocenjeni su negativho na
prisustvo metilacije u promotornom regionu MGMT. Kako grupe pacijenata formirane na osnovu
kvalitativnog statusa metilacije MGMT promotornog regiona nije odlikovala statisticki znacajna
razlika u ukupnim vremenima prezivljavanja, pristupljeno je dodatnoj homogenizaciji ispitivane
kohorte pacijenata. Uzimaju¢i u obzir potvrdene razlike u vremenima preZivljavanja razli¢itih
grupa pacijenata u zavisnosti od demografskih i klini¢kih prognostickih faktora, kao i rezultate iz
ranijih istrazivanja, ispitivana grupa je svedena na IDHwt grupu pacijenata starijih od 50 godina.
Iz takve grupe je potom iskljucena grupa pacijenata sa izvrSenom biopsijom kao jedinim vidom
hirurske intervencije (Malmstrom i sar., 2012; Radke i sar., 2019; Wick i sar., 2012). Unutar
preostale grupe koju je ¢inilo 17 pacijenata, kod 7 (41.18%) je detektovan pozitivan status
metilacije promotornog regiona MGMT. lako je izraunata srednja vrednost ukupnog vremena
prezivljavanja pacijenata sa pozitivnim statusom metilacije MGMT bila veca (8.43+5.8 meseci) u

poredenju sa grupom pacijenata sa negativnim statusom (5.6+3.98 meseci), prema parametrima
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Kruskal-Wallis testa takva razlika nije bila statisticki znafajna. Medutim, Kaplan-Meier
kumulativne krive prezivljavanja i rezultati Log-Rank testa (p=0.35), upucivali su na mogucnost

korelacije statusa metilacije MGMT i vremena prezivljavanja pacijenata unutar ispitivane grupe.

5.2.3.1.2. Semi-kvantitativhi MSP

Kako bi se unapredila pouzdanost rezultata evaluacije statusa metilacije promotornog
regiona MGMT konvencionalnom MSP metodom u ovoj studiji, gel-elektroforetski snimci MSP
amplifikacije uUMGMT i mMGMT produkata podrvrgnuti su semi-kvantitativnoj analizi.
Ugledajuci se na protokol koji su predstavili Christians i saradnici, vr$eno je registrovanje nivoa
fluorescencije MSP produkata u ImageJ programu u cilju dobijanja M/U odnosa intenziteta traka
koji oslikava relativni odnos koli¢ine metilovane i nemetilovane forme promotornog regiona
MGMT uzorku (M/U odnos) (Christians i sar., 2012). U cilju potencijalnog poboljsanja izvorne
semi-kvantitativne metode, izvrSena je evaluacija statusa metilacije na dodatna dva nacina koja
predstavljaju njenu modifikaciju prilagodenu po ugledu na qMSP metode evaluacije (Havik i
sar., 2012; Parrella i sar. 2012).

Prva modifikacija (oznacena kao PMRI1) ukljucivala je normalizaciju intenziteta
fluorescencije mMMGMT  produkta ALU C4 signalom, a zatim njegovo uporedivanje sa
referentnom metilovanom kontrolom u cilju dobijanja procentualne (PMR) vrednosti stepena
metilacije. Drugi nacin (nazvan PMR2) podrazumevao je ALU C4 normalizaciju M/U odnosa
intenziteta fluorescencije za svaki uzorak, a zatim uporedivanje sa ALU C4 normalizovanim

M/U odnosom u referentnoj metilovanoj kontroli.

5.2.3.1.3. Semi-kvanitativna evaluacija na osnovu M/U odnosa intenziteta fluorescencije
MSP produkata

Nakon obrade elektroforetskih snimaka koris¢enjem ImageJ programa prema originalnoj
metodi koji su predstavili Christians i saradnici, u okviru kohorte od 17 pacijenata definisane
prilikom kvalitativne MSP analize, kod 10 pacijenata ustanovljeno je potpuno odsustvo
metilacije (M/U=0), kod 3 pacijenta ustanovljen je nizak nivo metilacije, dok je kod 4 pacijenta
registrovan visok nivo metilacije (M/U>1) promotornog regiona MGMT. U skladu sa tvrdnjom

da je vreme prezivljavanja GBM pacijenata korelisano sa stepenom metilacije MGMT
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promotornog regiona, a ne njegovom kvalitativnom ocenom, najduze vreme prezivljavanja (11
meseci) registrovano je kod pacijenata sa hipermetilovanim statusom metilacije (M/U>1).
Stratifikacija pacijenata na osnovu semi-kvantitativnog stepena metilacije MGMT rezultovala je
povoljnijim parametrima Kruskal-Walis i Log-Rank testova. Tako je pri uporedivanju ukupnog
vremena prezivljavanja hipermetilovane (M/U>1) i nemetilovane (M/U=1) grupe Kruskal-Wallis
testom, kao i njihovih Kaplan-Meier kumulativnih kriva prezivljavanja, dobijena p vrednost bila
veoma bliska kritiénoj vrednosti praga znacajnosti od 0.05 (p = 0.06), ukazujué¢i na njihovu
razliku. Medutim, takav rezultat nije dobijen prilikom uporedivanja slabo-metilovane (M/U<1) i
nemetilovane grupe pacijenata. Zbog toga bi grupa pacijenata sa niskim stepenom metilacije
MGMT (M/U<1) mogla biti svrstana u tzv. “sivu” ili “dvosmislenu” zonu blizu grani¢ne
vrednosti, analognu “sivoj zoni” opisanoj pri kvanitativnim metodama evaluacije statusa
metilacije poput gPCR i metoda hromatinske imunoprecipitacije (Bady i sar., 2012; Mansouri i
sar., 2019).

5.2.3.1.4. “PMR1” i “PMR2” semi-kvantifikacija signala metilacije

Modifikacije PMR1 i PMR2 originalne semi-kvantitativne metode koju su predstavili Christians
i saradnici rezultovale su medusobno identi¢nom klasifikacijom pacijenata u tri grupe razliitog
stepena metilacije MGMT (PMR=0, PMR<l i PMR>1). Visoka vrednost meduklasnog
korelacionog koeficijenta (ICC=0,844) izmedu komplementarnih merenja PMR1 i PMR2 metode
govori o jakom podudaranju dobijenih rezultata. Ispitivana grupa od 17 pacijenata je, upotrebom
modifikovanih metoda klasifikovana na sledec¢i naéin:
e Deset (10) pacijenata sa negativnom ocenom statusa metilacije MGMT (PMR=0),
Sto se u potpunosti podudara sa rezultatima kvalitativne MSP analize 1
originalnom (M/U) semi-kvanitativnom metodom.
e Jedan (1) pacijent sa slabo-metilovanom ocenom statusa metilacije MGMT
(PMR<1). Isti pacijent je ocenjen kao pozitivno metilovan prilikom kvalitativne
MSP evaluacije, odnosno slabo metilovan prilikom semi-kvantitativne evaluacije
M/U metodom.
e Sest (6) pacijenata sa jako-metilovanom (hipermetilovanom) ocenom statusa

metilacije MGMT (PMR>1). Od toga je 2 pacijenta ocenjeno kao slabo
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metilovano na osnovu rezultata izvorne (M/U) semi-kvantitativne metode

konvencionalne MSP.

Vreme prezivljavanja pacijenata sa hipermetilovanim statusom metilacije MGMT bilo je
najduze u okviru ispitvane grupe (9.1745.98 meseci). Statisticki parametri dobijeni
uporedivanjem srednjih vrednosti ukupnog vremena prezivljavanja i kumulativnih kriva
prezivljavanja hipermetilovane (PMR>1) i nemetilovane (PMR=1) grupe Kruskal-Wallis
odnosno Log-Rank testom bili su veoma blizu praga znacajnosti. Vrednost statistickih
parametara pri analizi rezultata izvorne semi-kvantitativne MSP metode bila je povoljnija u

odnosu na njene ,,PMR*“ modifikacije.

5.2.3.2. Kvalitativhi MSP FFPE uzoraka

Rezultati kvalitativne MGMT MSP evaluacije FFPE uzoraka u potpunosti su se poklopili
sa MGMT MSP analizom 20 FF uzoraka, dodatno potvrduju¢i validnost prethodno izvrSene
evaluacije statusa metilacije MGMT u FF uzorcima. Kako je ukupno 10 pacijenata je pripadalo
grupi starijih od 50 godina sa izvrSenom parcijalnom ili totalnom resekcijom tumorske mase,
verovatnoca dobijanja validnih statistickih zakljucaka bila je veoma umanjena. U okviru te grupe
pacijenata, srednje vreme prezivljavanja pacijenata sa pozitivnim statusom metilacije MGMT
(7.8+£6.18meseci) bilo je duze u odnosu na pacijente sa negativnim statusom metilacije MGMT
(4.8+5.0 meseci). Uporedivanjem ukupnog vremena prezivljavanja i Kaplan-Meier kumulativnih
kriva prezivljavanja u zavisnosti od statusa metilacije, nije utvrdena statisticki znacajna razlika
izmedu ovih grupa pacijenata. Sli¢nost rezultata dobijenih kvalitativnom MSP analizom FFPE
uzoraka sa rezultatima dobijenim kvalitativnom analizom MSP u FF uzorcima upucuje na
potencijalni nedostatak senzitivnosti kvalitativne MSP metode u prepoznavanju lazno pozitivnih

uzoraka, koji je naglaSavan i u literaturi (Mansouri i sar., 2019).
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5.2.3.3. Semi-kvantitativni MSP FFPE uzoraka

Izmedu dve Imagel opcije merenja intenziteta MSP produkata na elektroforetskim
snimcima, ,,analyze gels opcija je rezultovala nesto vecim stepenom podudaranja FFPE
rezultata sa rezultatima semi-kvantitativne analize FF uzoraka konvencionalnom MSP metodom,
(ICC = 0.5169). Tako nizak meduklasni korelacioni koeficijent moze objasniti zapazanje da je,
od ukupno 20 uzoraka ¢iji je FF uzorak takode podvrgnut MSP analizi, njih 8 drugacije
okarakterisano prema semi-kvantitativnom stepenu metilacije u poredenju sa odgovaraju¢im FF
parnjakom. Pritom je broj uzoraka sa nemetilovanom ocenom statusa ostao potpuno isti, a razlike
su se ogledale u razvrstavanju uzoraka u slabo metilovanu (M/U>1) odnosno jako metilovanu
(M/U>1) kategoriju. Odstupanje vrednosti M/U odnosa dobijenog analizom FFPE uzoraka od
odgovaraju¢ih MSP FF rezultata moZe se objasniti zapazanjem da je apsolutna vrednost
intenziteta fluorescencije FFPE MSP produkata na gelu bila i1 do tri puta slabija u poredenju sa
intenzitetom MSP produkata dobijenih analizom FF uzoraka (Slika 63.). Zbog toga je
fluorescencija pozadinskog signala vise ometala preciznost merenja intenziteta traka na gelu u
poredenju sa kvalitativnom FF MSP analizom, navode¢i na pogresno razvrstavanje onih uzoraka
kod kojih je apsolutna vrednost intenziteta fluorescencije traka na gelu bila niska. Uprkos
dodatnoj optimizaciji uslova MSP reakcije za amplifikaciju MGMT produkata u uzorcima FFPE,
primeceno je veliko variranje u kvalitetu dobijenih signala na snimcima gela (Slika 65.). Ovakvi
rezultati  potvrduju nepouzdanost evaluacije statusa metilacije MGMT promotora
konvencionalnom MSP metodom u FFPE uzorcima, koja se Cesto naglasava u literaturi
(Mansouri i sar., 2019).

Semi-kvantitativnom MSP analizom FFPE uzoraka u ovoj studiji detektovano je 10
nemetilovanih (M/U=1), 8 slabo metilovanih uzoraka (M/U<1) i 2 jako metilovana uzorka
(M/U>1). Od toga je 10 pacijenata potpadalo u grupu pacijenata starijih od 50 godina, sa
izvrSenom parcijalnom ili kompletnom resekcijom tumorske mase. U okviru takve grupe nije
uoCena razlika u vremenu preziljavanja izmedu nemetilovane i1 slabo metilovane grupe
pacijenata. Medutim, jedini pacijent sa hipermetilovanom ocenom statusa metilacije
promotornog regiona MGMT odlikovao se znac¢ajno duzim vremenom prezivljavanja (18 meseci)
u odnosu na preostale pacijente iz nemetilovane i slabo-metilovane grupe (4.84.8+5 odnosno
5.25+2.75).
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Na osnovu analize FFPE uzoraka izvedene u ovom istrazivanju, moze se zakljuciti da je
semi-kvantitativna evaluacija pozitivnog statusa metilacije najpouzdanija u detekciji
hipermetilovanih uzoraka (M/U>1), dok je slabije metilovane uzorke koji se mogu smatrati

,dvosmislenim* preporucljivo analizirati senzitivnijom metodom poput qMSP.

5.2.3.4. gMSP evaluacija statusa metilacije promotornog regiona MGMT

5.2.3.4.1. Semikvantitativni gMSP — AC; metoda

Evaluacija statusa promotornog regiona MGMT semi-kavantitativnom gMSP metodom
koju su predstavili Yoshioka i saradnici 2018. godine, izvrSena je za 40 FF uzoraka
visokogradusnih glioma, kao i tri kontrolna uzorka (meningioma, hemangiopericitoma i
leukocita periferne krvi) (Yoshioka i sar. 2018). Od toga je kod 24 pacijenata detektovano
prisustvo metilovane varijante mMGMT analizom grafika krive topljenja PCR produkata (Slika
72.). Preostalih 16 uzoraka, ukljucujuci i kontrolne uzorke, ocenjeno je negativno na prisustvo
metilacije promotornog regiona MGMT. Navedeni udeo metilovanih uzoraka bio je blizak
ucestalosti prisustva metilacije MGMT promotora u uzorcima GBM koja iznosi 44.27% prema
podacima dostupnim u literaturi (Zhang i sar., 2013).

IzraCunavanjem AC; vrednosti - razlike izmedu C; vrednosti mMMGMT i uMGMT
produkata, a zatim njenim uporedivanjem Sa grani¢nom AC; vrednoS¢u izvrSena je semi-
kvantitativna evaluacija nivoa metilacije kod 24 (60%) uzoraka kod kojih je detektovano
prisustvo odgovaraju¢eg MMGMT gMSP produkta.

Prema protokolu predstavljenom u referentnoj studiji, nekoliko AC; grani¢nih vrednosti
uzimano je u obzir pri semi-kvantitativnoj oceni statusa metilacije MGMT (AC=0; AC=1;
AC=2; AC=4) (Yoshioka i sar., 2018). Dobijeni rezultati za svaku od AC; grani¢nih vrednosti su
potom medusobno uporedivani.

Po uzoru na konvencionalnu MSP analizu, izvrSena je statisticka obrada podataka
uzimajuéi u obzir AC; rezultate dobijene za grupu pacijenata starijih od 50 godina sa izvedenom
maksimalnom ili parcijalnom resekcijom (n=21). Njihovom prezentacijom na dijagramu
rasejanja u zavisnosti od ukupnog vremena prezivljavanja GBM pacijenata moze se uociti
obrnuto proporcionalna korelacija izmedu AC; vrednosti i vremena prezivljavanja pacijenata.

Ipak, treba naglasiti da parametrima linearne regresione analize kao i njenom statistickom
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znaajnoS¢u (p = 0.14) nije nedvosmisleno potrdena spomenuta korelacija, $to moze biti
posledica male veli¢ine ispitivane populacije pacijenata.

Sve grani¢ne AC; vrednosti, osim ACi=4, rezultovale su prisustvom statisticki znacajnih
razlika u ukupnom vremenu prezivljavanja izmedu grupa pacijenata fromiranim na osnovu semi-
kvantitativne ocene prisustva metilacije MGMT promotornog regiona. Pritom su najpovoljniji
statistiCki parametri uoCeni prilikom uzimanja AC; = 2 za grani¢nu vrednost razlucivanja
prisustva metilacije MGMT u analiziranim uzorcima (KW-H(1,21) = 8.6925, p = 0.0032; Log
Rank = -2.37051 p = .01776). Srednja vrednost ukupnog vremena prezivljavanja pacijenata sa
pozitivnim statusom metilacije MGMT iznosilo je 9.6+£4.32 meseci odnosno 4.27+3.37 meseci sa
nemetilovanim MGMT statusom. Takva razlika je u skladu sa rezultatima prijavljenim u ranijim
studijama koje su se odnosile na prognosticki i prediktivni znacaj stepena metilacije MGMT
promotora kod GBM pacijenata kao i IDH1wt homogene kohorte GBM pacijenata (Radke i sar.,
2019; Zhang i sar., 2013). Uporedivanje kumulativnih kriva prezivljavanja metilovane i
nemetilovane grupe pacijenata Log-Rank testom, pokazana je statisticki znacajna razlika u
vremenima prezivljavanja, $to potvrduje prognosticki znafaj semi-kvantitativnog statusa
metilacije MGMT promotornog regiona AC; metodom kod pacijenata starijih od 50 godina, sa

izvr§enom parcijalnom ili totalnom resekcijom.

5.2.3.4.2. Kvantitativni gMSP — PMR (2"**“Y metoda

Real-Time gMSP metoda bazirana na SYBR-Green ili TagMan tehnologiji predstavlja
(pored pirosekvenciranja) jednu od najpouzdanijih i naj¢es¢e koris¢enih metoda kvantitativne
evaluacije metilacije MGMT promotornog regiona u klini¢kim istrazivanjima i randomizovanim
klini¢kim ispitivanjima. (Dunn i sar., 2009; Hattermann i sar., 2008; Johannessen i sar., 2018;
Malmstrom i sar., 2012; Mansouri i sar., 2019; Parrella i sar., 2009; Vlassenbroeck i sar., 2008).
Kvantitativni gMSP pristup evaluaciji nivoa metilacije MGMT  promotornog regiona
podrazumeva normalizaciju relativnog broja kopija metilovanog MGMT PCR produkta nivoom
ekspresije endogene kontrole - ,,housekeeping® gena poput gena za beta aktin (ACTB) ili ALU-
C4 sekvence (Havik i sar., 2012; Mansouri i sar., 2019). Poput konvencionalne MSP metode,
gMSP karakteriSe nemoguénost detekcije nepotpunih ,,mozai¢nih® Sablona metilacije

promotornog regiona MGMT, ve¢ jedino potpuno metilovanih DNK sekvenci (Mansouri i sar.,
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2019). Jos jedan njen nedostatak predstavlja niska pouzdanost rezultata prilikom analize FFPE
uzoraka, zbog Cega je qMSP metoda u ovom istrazivanju iskoriS¢ena za analizu isklju¢ivo FF
uzoraka tumora.

Kvantitativna analiza gqMSP metodom u ovom istrazivanju izvrSena je prilagodavanjem
gMSP Real-Time PCR matode bazirane na ,,TagMan* tehnologiji koju su predstavili Havik i
saradnici qMSP analizi baziranoj na Sybr-Green PCR tehnologiji. Pritom su upotrebljavana dva
,PMR* pristupa tzv. 2" analizi.

Prvi PMR pristup prilagodavanju metode se sastojao u kvantitativnoj evaluaciji metilacije
promotornog regiona MGMT putem izraCunavanja procentualnog udela nivoa amplifikacije
mMMGMT produkta u odnosu na referentnu pozitivhu kontrolu, odnosno generisanjem PMR
vrednosti - “procenta metilovane reference”. Nivo amplifikacije mMGMT normalizovan je
stepenom ALU C4 amplifikacije kao endogenom kontrolom, a dobijena PMR vrednost za
kontrolni uzorak meningioma iskori§éena je za uspostavljanje grani¢ne (nulte) PMR vrednosti.

KoriS¢enjem ove metode, udeo pozitivho ocenjenih uzoraka na prisustvo MGMT
metilacije u ispitivanoj grupi od 40 pacijenata iznosio je 50%, ¢ime je pokazan visok stepen
poklapanja sa ocekivanim udelom metilovanih uzorka medu pacijentima obolelim od GBM
(44.27%) (Zhang i sar., 2013). Medu pacijentima starijim od 50 godina sa izvr§enom parcijalnom
ili totalnom resekcijom tumorske mase, detektovano je 14 uzoraka sa pozitivnim statusom
metilacije MGMT promotora i 6 uzoraka sa negativnim statusom. Statisticki znacajne razlike
izmedu vremena prezivljavanja ovih grupa pacijenata nisu utvrdene. Takode, iako se na
dijagramu rasejanja korelacije izmerenih PMR vrednosti za datu grupu pacijenata (n=21) moze
uociti trend pozitivne korelacije oc¢ekivanog vremena preZivljavanja pacijenata i detektovane
PMR vrednosti, primenom linearne regresione analize nije dostignuta vrednost praga znacajnosti
od p=0.05. Dodatno, prvi pristup kvantitativnoj qMSP evaluaciji statusa metilacije promotornog
regiona MGMT pokazao je nizak stepen slicnosti sa konvencionalnom - kvalitativnom analizom
(razlika u evaluaciji 22.22% uzoraka; 1CC=0.5586). U cilju redukovanja broja pogresno
ocenjenih uzoraka primenom prvog PMR pristupa, izvrsena je kalibracija dobijenih rezultata
relativnim odnosom koli¢ine PCR produkta nemetilovane forme MGMT (UMGMT) (drugi pristup
PMR kvantifikaciji).

Drugi pristup PMR kvantifikaciji stepena metilacije dodatno je ukljucivao i relativnu

kvantifikaciju nemetilovanog uMGMT produkta u ispitivanim uzorcima. Tako je za svaki uzorak
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izraCunavan relativni odnos koli¢ine PCR produkta nemetilovane forme MGMT (UMGMT) i
koli¢ine nemetilovanog produkta u referentnom kontrolnom uzorku meningioma. Dobijene 24!
vrednosti za mMMGMT i UMGMT koris¢ene su za relativnu kvantifikaciju mMMGMT 1 uMGMT u
uzorku.

Ukljucivanjem UMGMT signala radi kalibracije PMR vrednosti, detektovano je ukupno
17 (42.5%) uzoraka sa pozitivnim statusom metilacije promotornog regiona MGMT, sto
predstavlja izuzetno blisku vrednost ocekivanoj zastupljenosti prisustva metilacije kod GBM
pacijenata (44.27%) (Zhang i sar., 2013). Takode, dobijeni linearni regresioni model prezentovan
na dijagramu rasejanja (Slika 90.) sa ve¢om verovatno¢om opisuje korelaciju ukupnog vremena
prezivljavanja i PMR vrednosti od p=0.12 u poredenju sa linearnom regresionim modelom
konstruisanim na osnovu rezultata prvog pristupa izracunavanju PMR vrednosti.

Analizom podataka o OS vremenu prezivljavanja dve kategorije pacijenata u zavisnosti
od statusa metilacije — metilovanog i nemetilovanog i uzimanjem PMR=0 vrednosti kao grani¢ne
vrednosti, nije ustanovljena statisticki znacajna razlika izmedu dve grupe pacijenata. Medutim,
ukupno vreme prezivljavanja hipermetilovane grupe pacijenata (PMR>100%) bilo je znacajno
duze (11.25+6.55 meseci) u odnosu na udruzene grupe pacijenata sa nemetilovanim i slabo
metilovanim statusom metilacije (5.93+£3.62 meseci). Takva razlika je potvrdena njihovim
uporedivanjem Kruskal-Wallis testom (KW-H(1,20) = 3.1167, p = 0.0789), kao i uporedivanjem
Kaplan-Meier kumulativnih kriva prezivljavanja Log-Rank testom (Log Rank = -1.75585 p =
.07911), pri ¢emu su dobijene p vrednosti bile izuzetno blizu praga zna¢ajnosti od p=0.05.

Ovakav rezultat ukazuje na pozitivnu korelaciju stepena metilacije MGMT promotornog
regiona i ukupnog vremena prezivljavanja GBM pacijenata prisutnu u literaturi (Radke i sar.,
2019; Sciuscio i sar., 2011). U referentnom istrazivanju koje su sproveli Havik i saradnici pri
definisanju nulte PMR vrednosti koris¢ena je srednja PMR vrednost dobijena analizom 4
kontrolnih uzoraka meningioma, dok je u ovom istraZivanju kori§¢en jedan uzorak meningioma
(nije bilo drugih dostupnih uzoraka). Zbog toga je broj dvosmislenih rezultata qMSP analize bio
nesumnjivo ve¢i u ovom istrazivanju u poredenju sa referentnim istrazivanjem. Ovim se moze
objasniti svodenje opsega pouzdane detekcije pozitivnog statusa metilacije na grupu

hipermetilovanih (PMR>100) uzoraka u ovom istrazivanju.
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5.2.3.5. Sumarna analiza evaluacije statusa promotornog regiona MGMT

Nakon uporedivanja rezultata dobijenih razli¢itim pristupima, potvrden je pozitivni status
metilacije kod 24 pacijenata obuhva¢enim ovim istrazivanjem (53%), dok je kod 21-0g pacijenta
(47%) utvrden negativan status metilacije MGMT. Navedeni udeo pacijenata sa pozitivnim
statusom metilacije MGMT u srpskoj populaciji je u skladu sa rezultaima ranije izvedene studije
u kojoj je zabelezen udeo od 45.1% pozitivno metilovanih pacijenata na uzorku od 63 pacijenata
(Ili¢, 2017). U navedenoj studiji je vrSena evaluacija statusa metilacije MGMT konvencionalnom
MSP metodom, a dobijeni rezultati nisu ukazali na njegov prognosticki znacaj u srpskoj
populaciji pacijenata (Ili¢, 2017).

Od toga, 24 pacijenata pripadalo je grupi pacijenata starijih od 50 godina sa izvrSenom
parcijalnom ili totalnom resekcijom. Kod 12 pacijenata iz te grupe detektovano je odsustvo
metilacije MGMT promotornog regiona primenom svih navedeniih metoda i pristupa evaluaciji
koris¢enih u ovom istrazivanju. Kod 7 pacijenata potvrdeno je prisustvo metilacije razli¢itim
metodama i pristupima, dok je kod preostalih 5 uzoraka detektovan pozitivan status metilacije,
uz odsustvo poklapanja rezultata dobijenih rezli¢itim metodama.

Nakon iskljuc¢ivanja pacijenata sa dvosmislenim rezultatima evaluacije statusa metilacije
MGMT iz ispitivane grupe, uocena je razlika u ukupnom vremenu prezivljavanja pacijenata sa
pozitivnim statusom metilacije (10+£6.28 meseci) i negativnim statusom (5.58+4.07 meseci) koja
je bila blizu kriti¢noj vrednosti praga znacajnosti (KW-H(1,19) = 1.6555, p = 0.1982). Sli¢an
rezultat dobijen je uporedivanjem Kaplan-Meier kumulativnih kriva prezivljavanja Log-Rank
testom (Log-Rank =-1.38828 p = .16505).

Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju ukazuju na ,,dozno zavisnu“ prirodu uticaja
statusa metilacije MGMT Kkoji je naglasavan u ranijim studijama (Dunn i sar., 2009; Mansouri i
sar., 2019; Radke i sar., 2019; Sciuscio i sar., 2011). Do takvog zaklju¢ka navodi zapazanje da
prilikom razvrstavanja uzoraka na osnovu kvalitativne MSP (i gqMSP) dihotomizacije rezultata
na uzorke sa “pozitivnim” i “negativnim” statusom metilacije, razlike u vremenima
prezivljavanja dobijenih grupa naj¢esce nisu pronalazene. Definisanjem dodatnih subkategorija
(slabo i jako metilovanih grupa,) u okviru pozitivno ocenjenih uzoraka na prisustvo metilacije
MGMT postignuto je statisticki znacajnije razdvajanje u odnosu na nemetilovanu grupu

pacijenata. Na osnovu toga se moze tvrditi da status metilacije MGMT predstavlja kontinualnu a
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ne kategoriCku prognosticku varijablu. Ranije je pokazano da dihotomizacija kontinualnih
predikcionih faktora prilikom multipne regresione analize moze proizvesti dvosmislene rezultate,
zbog ¢ega nije preporucljiva (Royston i sar., 2006).

Semi-kvantitativni pristupi MSP i qMSP analizi doprineli su povecanju senzitivnosti
analize i unapredenju interpretacije vrednosti statusa metilacije MGMT promotora kod pacijenata
obuhvac¢enim ovim istrazivanjem. Pri semi-kvantitativnoj modifikaciji MSP analize obradom
snimaka gelova u ImagelJ programu, pronadena je statisti¢ki znaCajna razlika izmedu pacijenata
sa visokim stepenom metilacije MGMT promotora (M/U>1; PMR>100%) i grupe pacijenata sa
nemetilovanim statusom (M/U=0; PMR=0). Pritom je statisticki najznacajnije razdvajanje
postignuto izvornom semi-kvantitativnom metodom koju su predstavili Christians i saradnici, u
poredenju sa njenim “PMR” modifikacijiama predstavljenim u ovom istrazivanju (Christians i
sar, 2012). Navedeni rezultat je takode postignut prilikom analize FFPE uzoraka, gde je
identifikovani “hipermetilovani” uzorak odlikovalo znacajno duZe vreme prezivljavanja u
odnosu na ostatak analizirane grupe pacijenata.

Semi-kvantitativna qMSP analiza rezultata po protokolu iz publikacije ¢iji su autori
Yoshioka 1 saradnici rezultovala je statisticki znacajnom razlikom u ukupnom vremenu
prezivljavanja izmedu grupa pacijenta sa nemetilovanim i metilovanim MGMT promotornim
regionom (Yoshioka i sar., 2018). Takode, konstruisani dijagram rasejanja ACt vrednosti i
parametri linearnog regresionog modela ukazuju na to da je ukupno vreme prezivljavanja
pacijenata zavisno od nivoa metilacije promotornog regiona MGMT, u skladu sa iznesenim
zaklju¢kom u referentnoj studiji (Yoshioka i sar., 2018).

lako je uzimanje ACt=2 za grani¢nu vrednost razdvajanja metilovanih od nemetilovanih
uzoraka rezultovala najpovoljnijim parametrima izvrSenih statistickih testova u odnosu na druge
grani¢ne vrednosti, ACt=0 i ACt=1 grani¢ne vrednosti su takode rezultovale povoljnim
statistiCkim parametrima prilikom uporedivanja ukupnog preZivljavanja dobijenih grupa
pacijenata.

Rezultati kvantitativne qMSP evaluacije upotrebom modifikovane metode koju su
predstavili Havik i saradnici, takode ukazuju na pozitivnu korelaciju stepena metilacije i
ukupnog vremena prezivljavanja pacijenata (grafik rasejanja PMR vrednosti, razlike u OS

vremenima izmedu PMR=0 i PMR>100 grupa pacijenata) (Havik i sar., 2012).
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Na osnovu navedenog, moze se zakljuciti korisnost definisanja ranije predlozenih “sivih
zona” qMSP analize, koje predstavljaju opseg oko definisane grani¢ne vrednosti u kome je niza
verovatno¢a donosenja validne ocene statusa metilacije MGMT. “Siva zona” semi-kvantitativne
qMSP evaluacije izvedene u ovom istrazivanju je bila u opsegu ACt=0-4 grani¢nih vrednosti,
Sto zna¢i da bi se uzorci sa ACt>4 vrednoS¢u sa visokom sigurnoS¢u mogli smatrati
nemetilovanim, a uzorci sa ACt<0 metilovanim. Po istoj analogiji bi “siva zona” kvantitativne
gMSP evaluacije bila smestena unutar 0%<PMR<100% zone, a ,,Siva zona“ semi-kvantiativne
konvencionalne MSP unutar 0<M/U<1 odnosno 0%<PMR<100% opsega vrednosti stepena
metilacije MGMT. Upadljiva razlika u vremenu prezivljavanja semi-kvantitativnih grupa na
uzorku od 111 GBM pacijenata sa nemetilovanim i jako metilovanim MGMT promotornim
regionom (13.4 naspurot 29.93 meseci) koje su uocCili Radke i saradnici, moze objasniti
registrovanje statisticki znacajnih razlika u vremenu prezivljavanja takvih grupa u okviru ovog
istrazivanja, uprkos malobrojnosti pacijenata u okviru ispitivane kohorte (Radke i sar, 2019). Sa
druge strane, u navedenom istrazivanju je na istom uzorku uofena manje izrazena razlika u
vremenu prezivljavanja izmedu nemetilovane i slabo-metilovane grupe pacijenata (13.4 u
poredenju sa 17.9 meseci), pa je veli¢ina ispitivanog uzorka u ovom istrazivanju predstavljala
limitiraju¢i faktor njihovog razlikovanja, smestajuci uzorke sa “slabo metilovanom” ocenom u
“sivu zonu” evaluacije. Zbog toga je uzorke sa dvosmislenom ocenom statusa preporucljivo
dodatno analizirati senzitivnijim metodama, poput gMSP Real-Time analize bazirane na TagMan
tehnologiji ili pirosekvenciranjem, u skladu sa preporu¢enim alogoritmom koji su predstavili
Mansouri i saradnici (Mansouri i sar, 2019).

Na osnovu rezultata dobijenih u ovom istrazivanju moZe se tvrditi da je vreme
prezivljavanja pacijenata sa hipermetilovanim (jako metilovanim) statusom metilacije MGMT
promotornog regiona bilo znacajno duze u poredenju sa grupom pacijenata sa nemetilovanim
statusom metilacije u okviru IDHwt homogene kohorte GBM pacijenata starijih od 50 godina, sa

izvrSenom maksimalnom ili parcijalnom resekcijom tumorske mase.
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5.2.4. Evaluacija statusa metilacije promotornog regiona CHI3L1

CHI3L1 (YKL-40) predstavlja molekularni marker mezenhimalnog podtipa GBM koji
promovi$e lokalnu invazivnost i malignu transformaciju u gliomima, zbog ¢ega je njegova
prekomerna ekspresija povezana sa skra¢enjem ukupnog vremena prezivljavanja GBM
pacijenata (Qin i sar., 2017; Zhang i sar., 2018). Nivo ekspresije CHI3L1 predstavlja vazan
prognosticki faktor glioblastoma, a inaktivacija njegove aktivnosti predstavlja jedan od vaznijih
potencijalnih pristupa u razvoju ciljane terapije glioma (Zhang i sar., 2018).

Rezultati meta-analize nivoa ekspresije CHI3L1 dobijenih iz 8 studija kojim je
obuhvacen ukupno 1241 GBM pacijent utvrdena je statisticki znacajna korelacija izmedu
prekomerne ekspresije  CHI3L1 i skracenja ukupnog vremena prezivljavanja GBM pacijenata
(HR = 1.46, 95%CI 1.33-1.61, P < 0.001) (Qin i sar., 2017). Nedavnim istrazivanjima naglasena
je moguénost epigenetickog utiSavanja funkcije ovog gena i njegov prognosticki uticaj na
ukupno vreme prezivljavanja GBM pacijenata (Tang i sar., 2020). Tako su Tang i saradnici
otkrili da je nivo genske ekspresije CHI3L1 negativno korelisan sa hipermetilacijom
odgovaraju¢ih promotornih regiona CHI3L1, a hipometilacija (demetilacija) promotornog
regiona CHI3L1 prikazana je kao specifi¢ni i visoko-osetljivi dijagnosticki i prognosticki marker
GBM (Tang i sar., 2020). Chen i saradnici su 2020. godine ukazali na povezanost statusa
metilacije MGMT i razli¢itog uticaja prekomerne ekspresije CHI3L1 u mati¢nim ¢elijama GBM
(Chen i sar., 2020). Prema rezultatima tog istrazivanja, u prisustvu hipermetilovanog MGMT
promotornog regiona, CHI3L1 u GSCs deluje kao tumor-supresorni gen, dok u odsustvu
hipermetilacije MGMT, CHI3L1 deluje promoviSuce na proces tumorigeneze. Kako bi se ispitala
potencijalna prognosticka uloga statusa metilacije CHI3L1 u ovom istraZivanju, izvrSena je
evaluacija nivoa metilacije promotornog regiona CHI3L1 konvecionalnom MSP metodom.
Dobijeni elektroforetski snimci gelova obradivani su u ImageJ programu radi dobijanja semi-
kvantitativnih vrednosti nivoa metilacije, po proceduri analognoj semi-kvantitativnoj analizi
nivoa metilacije MGMT promotrnog regiona koji su predstavili Christians i saradnici (Christians
i sar., 2012). Pri takvoj analizi su upotrebljavani specifi¢ni setovi oliguonukleotida za metilovanu
i nemetilovanu formu CHI3L1 promotornog regiona, dizajnirani prilikom sli¢nog istrazivanja

koje su izveli Steponaitis i saradnici 2016. godine (Steponaitis i sar., 2016). Radi ispitivanja
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udruzenog prognosti¢kog znacaja nivoa metilacije MGMT i metilacije CHI3L1, formirane su 4
grupe pacijenata na osnovu statusa metilacije ovih molekularnih markera GBM.

U ovom istrazivanju, 28 pacijenata je imalo pozitivni status metilacije promotornog
regiona CHI3L1, dok je kod 12 nijh utvrden negativan status u poredenju sa referentnim
kontrolnim uzorkom leukocita periferne krvi zdrave osobe. Analizom dobijenih podataka,
samostalni prognostic¢ki uticaj nivoa metilacije CHI3L1 promotornog regiona nije utvrden (KW-
H(1,22) = 0.0998, p = 0.7521; Log-Rank = -.260840 p = .79422). Isti rezultat je dobijen
redukcijom analizirane kohorte pacijenata na grupu pacijenata starijih od 50 godina sa izvrSenom
parcijalnom ili totalnom resekcijom tumorske mase (KW-H(1,22) = 0.0998, p = 0.7521; Log-
Rank = -.260840 p =.79422). Ovakav rezultat moze biti posledica heterogenosti i relativno male
veli¢ine ispitivanog uzorka, ali i potencijalne nadekvatnosti dizajniranih oligonukleotida za MSP
amplifikaciju. Takode, ovakvi rezultati mogu ukazivati na to da je aktivnost CHI3L1
kontrolisana dodatnim regulacionim mehanizmima osim epigeneticke regulacije metilacijom
promotornog regiona gena (cirkulisu¢e mikro RNK — miR-24; miR-449a, miR-342-3p) (Choi i
sar., 2018; Deng i sar., 2017; Sarma i sar., 2012; Zhao i sar., 2020).

Radi ispitivanja potencijalne vrednosti udruzenog prognostickog efekta statusa metilacije
promotornih regiona MGMT i CHI3L1 gena, formirane su 4 grupe pacijenata u okviru IDH1wt
homogene kohorte pacijenata starijih od 50 godina, sa izvr§enom maksimalnom ili parcijalnom
resekcijom tumorske mase. Kako je broj pacijenata uvrStenih u uCHI3L1/mMGMT i
UCHI3L1/uMGM grupe bio mali (ukupno 5 pacijenata), statistickom uporedivanju su podvrgnute
dve najbrojnije grupe pacijenata (MCHI3L1/mMGMT i mCHI3L1/uMGMT).

Statisticki znacajna razlika bliska vrednosti praga znacajnosti od 0.05 dobijena je
uporedivanjem srednjih vrednosti ukupnog vremena prezivljavanja (KW-H(1,17) = 3.1279, p =
0.0770) i Kaplan-Meier kumulativnih kriva prezivljavanja (Log-Rank = -1.59335 p = .11108)
izmedu nemetilovane UMGMT i metilovane mMMGMT grupe pacijenata ocenjenih pozitivno na
prisustvo metilacije promotornog regiona MGMT. Pritom je grupu pacijenata sa
MCHI3L1/mMGMT statusom metilacije odlikovalo duZze vreme prezivljavanja (9.57+5.38
meseci) u odnosu na grupu sa utvrdenim MCHI3L1/uMGMT statusom metilacije (5.2+3.85
meseci). Ovakav rezultat moze biti objasnjen pojavom da hipometilacija CHI3L1 predstavlja
nepovoljan prognosticki faktor prezivljavanja GBM pacijenata (Tang i sar., 2020). Svodenjem

ispitivane grupe pacijenata na grupu sa metilovanim promotornim regionom CHI3L1 poboljsana
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je senzitivnost kvalitativninh i semikvalitativnih modifikacija MSP i gMSP metode, uz
naglaSavanje razlike u vremenima prezivljavanja pacijenata izmedu grupa sa pozitivhom i
negativnom ocenom statusa metilacije MGMT. Korisnost udruzene evaluacije statusa metilacije
CHI3L1 i MGMT potkrepljuju rezultati istrazivanja Akiyama-e i saradnika iz 2014. Godine
(Akiyama i sar., 2014). Tom prilikom je na modelu U87 glioblastoma ¢elijskih linija rezistentnih
na dejstvo Temozolomida pokazano da CHI3L1 moze biti dodatni molekularni faktor Koji je,
udruzeno sa MGMT, odgovoran za rezistenciju na terapiju alkiliraju¢im agensima
(Temozolomidom) u glioblastomima i njihovim recidivima (Akiyama i sar., 2014).

Navedeni rezultati su u skladu sa nedavno otkrivenom prirodom funkcionalne interakcije
metilacije promotornog regiona MGMT i aktivnosti CHI3L1, po kome CHI3L1 ima funkciju
tumor-supresornog proteina u prisustvu hipermetlovanog MGMT u mati¢nim ¢elijama GBM, dok
u odsustvu MGMT hipermetilacije ima ulogu u promovisanju tumorigeneze (Chen i sar., 2020).
Radi potvrde navedenih rezultata 1 donoSenja pouzdanijih zakljuaka, neophodno je izvrsiti
dodatna istraZivanja na veCem reprezentativnom uzorku, sa dodatkom preciznije analize genske
ekspresije CHI3L1.
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6. ZAKLJUCCI

1. Starost pacijenata, stepen resekcije tumora i tip primenjene adjuvantne hemioterapije
predstavljaju nezavisne prognosticke faktore ukupnog vremena prezivljavanja U

srpskoj populaciji pacijenata obolelih od GBM.

2. Adjuvantni hemioterapijski protokol baziran na primeni Temozolomida rezultuje
znacajno duzim vremenom prezivljavanja GBM pacijenata (14.63+4.29 meseci) u
poredenju sa protokolima baziranim na primeni derivata nitrozouree - PCV

(7.45+8.22 meseci) i BCNU (5.21+2.99 meseci) rezimima.

3. Registrovana ucestalost prisustva IDH1-R132H mutacije u srpskoj populaciji GBM
pacijenata u skladu je sa ucestalos¢u IDH1-R132H mutiranih GBM (5% GBM

pacijenata) dokumentovanom u dostupnoj literaturi.

4. Grupu pacijenata sa dokazanim prisustvom IDH1-R132H mutacije odlikuje mlada
uzrasna struktura, duze ukupno vreme prezivljavanja u odnosu na IDH1-wt grupu

GBM pacijenata, kao i pozitivan status metilacije MGMT promotornog regiona.

5. Semi-kvantitativne pristupe konvencionalnoj MSP metodi i Real-Time gMSP metodi
baziranoj na SYBR Green tehnologiji karakteriSe visoka pouzdanost detekcije
nemetilovanih i jako metilovanih uzoraka, dok je uzorke sa dvosmislenim ocenama
bliskih grani¢noj vrednosti pozitivne detekcije neophodno analizirati pouzdanijim

metodama.

6. Vreme prezivljavanja pacijenata sa hipermetilovanim semi-kvantitativnim statusom
metilacije MGMT promotornog regiona (11.25+6.55 meseci) znacajno je duze u
poredenju sa grupom pacijenata sa nemetilovanim statusom metilacije (5.93+3.62
meseci) u okviru IDHwt homogene kohorte GBM pacijenata starijih od 50 godina, sa

izvrSenom maksimalnom ili parcijalnom resekcijom tumorske mase.
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7. UdruZzeno odredivanje statusa metilacije CHI3L1 i MGMT promotornih regiona
uvecava senzitivnost kvalitativnih 1 semikvalitativnih pristupa konvencionalne MSP i
“Real-Time” MSP metode, uz naglasavanje razlika u vremenima prezivljavanja
pacijenata izmedu grupa sa pozitivnhom i negativnhom ocenom statusa metilacije
MGMT. Takvu potencijalnu povezanost neophodno je potvrditi sveobuhvatnijim

istrazivanjima.
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8. PRILOZI

LISTA SKRACENICA

ACTB - Beta-Actin, eng. - beta aktin

AEG-1 - astrocyte elevated gene-1 protein, eng. - protein povecane aktivnosti astrocita
AKT2 - AKT serine/threonine kinase 2, eng. - AKT serin/treonin kinaza 2

AKT3 - AKT serine/threonine kinase 3, eng. - AKT serin/treonin kinaza 3

ALS - amiotrofi¢na lateralna skleroze

AMC - acidic mammalian chitinase, eng. - kisela sisarska hitinaza

APC - astrocyte precursor cell, eng. — prekursor astrocita

ARAF - serine/threonine protein kinase A-Raf, eng. — serin/treonin proteinska kinaza A-Raf
ATP - Adenozin-trifosfat

ATRX - alpha thalassemia/mental retardation Syndrome X-Linked, eng. - ATRX ATP-zavisna
helikaza

B — biopsy., eng. — biopsija

BCNU - Bis-chloroethylnitrosourea, eng. — karmustin

BEV - Bevacizumab, eng.

BMAL1 - brain and muscle ARNT-like 1, eng.

BMI — Body Mass Index, eng. — indeks telesne mase

BMP7 - bone morphogenetic protein-7, eng. - kostani morfognenticki protein 7

BRAF - V-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1, eng. -B1 homolog V-Raf viralnog

onkogena misjeg sarkoma
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CBTRUS - Central Brain Tumor Registry of the United States, eng. - Centralni registar za

tumore mozga Sjedinjenih Americ¢kih Drzava

CCL2 - C-C motif chemokine ligand 2, eng. — ligand sa C-C hemokinskim motivom 2
CCL22 - C-C Motif chemokine ligand 22, eng. — ligand sa C-C hemokinskim motivom 22
CCNU - 1-(2-chloroethyl)-3-cyclohexyl-1-nitrosourea, eng. — lomustin

Cdc42 - cell division control protein 42, eng. —protein kontrole ¢elijske deobe 42
CDKNZ2A - cyclin-dependent kinase Inhibitor 2A, eng. - inhibitor ciklin-zavisne kinaze 2A
CHI3L1 - Chitinase-3-like protein 1, eng. - protein 1 nalik hitinazi 3

CHIT1 - Chitotriosidase 1, eng. - hitotriozidaza 1

CLOCK - Circadian locomoter output cycles protein kaput, eng.

CNS - centralni nervni sistem

CNTF - ciliary neurotrophic factor, eng. - cilijarni neurotrofi¢ni faktor

CSF-1 - olony-stimulating factor 1, eng. - faktor stimulacije kolonija 1

CT - computed tomography, eng. - kompjuterizovana tomografija

CTCEF - Corrected total cell fluorescence, eng. — korigovana vrednost intenziteta fluorescencije

CX3CL1/CX3CR1 - C-X3-C motif chemokine ligand 1/ C-X3-C motif chemokine receptor 1,
eng. — ligand sa C-X3-C hemokinskim motivom/receptor za ligand sa C-X3-C hemokinskim

motivom
CXCL12 - X-C motif chemokine ligand 12, eng. - ligand sa C-X-C hemokinskim motivom 12
CXCR4 - C-X-C motif chemokine receptor 4, eng. — hemokinski receptor sa C-X-C motivom 4

D-2HG - D-2-hidroksiglutarat
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DDR - DNA damage response, eng. - odgovor na DNK ostec¢enje

DMR1 - differentially methylated region 1, eng. - diferencijalno metilisan region 1
DMR?2 - differentially methylated region 2, eng. - diferencijalno metilisan region 2
dNTP - Deoksinukleozid trifosfat

EGFR - epidermal growth factor receptor, eng. - receptor za epidermalni faktor rasta

EGFRuvIII - epidermal growth factor receptor variant Il1, eng. - receptor epidermalog faktora

rasta, varijanta 3

EMT - epitelno-mezenhimalna tranzicija

eNOS - endothelial Nitric Oxide Synthase, eng. - azot-monoksid sintaza endotelijalnih ¢elija
EOR - of resection, eng. - stepen resekcije tumora

EORTC - European Organisation for Research and Treatment of Cancer, eng. - Evropska

organizacija za istrazivanje i terapiju kancera

ERBB?2 - Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 2, eng. — Erb-B2 receptor proteinske kinaze 2
EUROCARE - European Cancer Registry, eng. — evropski registar za rak

EV - extracellular vesicles, eng. - ekstracelularne vezikule

FDA - United States Food and Drug Administration, eng. - Uprava za hranu i lekove Sjedinjenih

Americkih Drzava
FF - fresh frozen, eng. - sveze zamrznuti uzorci tkiva

FFPE - formalin-fixed and paraffin-embedded Tissue, eng. - tkiva fiksiranih u formalinu i
ukalupljenih u parafinske blokove

FGFR2 - fibroblast growth factor receptor 2, eng. - receptor fibroblastnog faktora rasta 2

FGFRS - fibroblast growth factor receptor 3, eng. - receptor fibroblastnog faktora rasta 3
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FLAIR - fluid-attenuated inversion recovery, eng. - MRI sa prevladavanjem signala

cerebrospinalne tecnosti oporavkom inverzije
FOXML1 - forkhead box M1, eng.

FRET - Fluorescence Resonance Energy Transfer, eng. - fluorescentni rezonantni transfer

energije

FSRT - fractionated stereotactic radiotherapy, eng. - frakcionisana stereotakti¢na radioterapija
GABA - gamma aminobutyric acid, eng — gama aminobuterna kiselina

GBM - glioblastoma multiforme, lat. — multiformni glioblastom

G-CIMP - glioma-CpG island methylator phenotype, eng. - CpG metilacioni fenotip glioma
G-CSF - granulocyte-colony stimulatory factor, eng. - faktora stimulacije kolonija granulocita

GDNF - cell line-derived neurotrophic factor, eng. — neurotrofi¢ni faktor poreklom od glijalnih

¢elijskih linija

GEO - gene expression omnibus, eng.

GFAP - glial fibrillary acidic protein, eng. - glijalni fibrilarni kiseli protein
GIC - glioma initiating cells, eng. -glioma inicirajuce ¢elije

GLAST - glutamate aspartate transporter, eng. - transporter glutamin sintaze
GIcNAC - N-Acetylglucosamine, eng. - N-acetilglukozamin

Glutl - glucose transporter 1, eng. - transporter glukoze 1

gp130 - glycoprotein 130, eng. — glikoprotein 130

GS - glutamin sintetaza

GSC - cancer stem cells, eng. — mati¢ne ¢elije kancera

GWAS - Wide Association Studies, eng. - izucavanja genomskih asocijacija
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HCMYV - Human Cytomegalovirus, eng. - humani citomegalovirus

HFSRT - hypofractiotnated stereotactic radiotherapy , eng. - hipofrakcionisana stereotakti¢na

radioterapija
HIF-1a - hypoxia inducible factor 1 alpha subunit, eng. - inducibilni faktor hipoksije - 1a

HPLC - High performance liquid chromatography, eng. — te¢na hromatografija pod visokim

pritiskom
HRM - High-resolution melt, eng. — Real-Time PCR sa analizom topljenja visoke rezolucije
ICC - Interclass correlation coefficient, eng. — meduklasni korelacioni koeficijent

ICD-O - International Classification of Diseases for Oncology, eng. — Medunarodna klasifikacija
onkoloskih bolesti Svetske zdravstvene organizacije

IDH1/2 - Isocitrate dehydrogenase 1 and 2, eng. - izocitrat dehidrogenaza 1 i 2

IGFBP2 - insulin-like growth factor binding protein 2, eng. — protein vezivanja faktora rasta

nalik insulinu

IL13RA2 - interleukin-13 receptor subunit alpha-2, eng. - alfa-2 subjedinica interleukin-13

receptora
IL1p - interleukin 1 beta, eng. — interleukin 1 beta
IL-6 - interleukin 6, eng. - interleukin 6

INK4A/Arf - alternative reading frame protein product of the CDKN2 locus, eng. - gen za
produkt alternativnog okvira Citanja lokusa CDKN2

IRS2 - insulin receptor substrate 2, eng. - supstrat insulinskog receptora 2
JAK - Janus kinase, eng. — janus kinaza

Ki-67 - KI-67 antigen - marker ¢elijske proliferacije. Naziv je dobio po pocetnim slovima grada

u kojem je otkriven (Kiel, nem.) i rednom broju klona sa mikrotitar ploce iz koje je izolovan (67)

K-Ras - Kirsten sarcoma virus, eng. — Kirsten-ov sarcoma virus
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LIF - leukemia inhibitory factor, eng. - faktor inhibicije leukemije

LKB1/AMPK - liver kinase B1/adenosine monophosphate-activated protein kinase, eng. —

jetrena kinaza B1/proteinska kinaza aktivirana adenozin-monofosfatom

MAPK - mitogen-activated protein kinase, eng. - mitogenom-aktiviraju¢a proteinska kinaza
MBP - maltose binding protein, eng. - vezivanja maltoze

mCHI3L1- methylated CHI3L1., eng. — metilovana varijanta promotornog regiona CHI3L1
MCP-3 - monocyte chemotactic protein-3, eng. - monocitni hemotakti¢ni proteina 3

MGMT - 0°-methylguanine-DNA methyltransferase, eng. - O°-metilguanin-DNK transferaza

MHC Il - major histocompatibility complex 2, eng. — glavni kompleks histokompatibilnosti

klase Il

MMGMT — methylated MGMT., eng. — metilovana varijanta promotornog regiona MGMT
MMP?2 - matrix-metalloproteinase 2, eng. - aktivaciju matriks-metaloproteinaze 2

MR — maximal (Total) resection, eng. - maksimalna resekcija

MRI - magnetic resonance imaging, eng. - magnetna rezonantna tomografija

MS-MLPA - methylation-specific multiplex ligation-dependent probe amplification, eng. -

metilaciono specifi¢no viSestruko umnoZzavanje proba nezavisno od ligacije

MSP - Methylation-Specific Polymerase Chain Reaction, eng. - metilaciono specifi¢na

polimerazna lan¢ana reakcija
MT1-MMP - membrane type 1 mettaloproteinase, eng. - membranska metaloproteinaza tipa 1

MY C-_Myelocytomatosis viral oncogen, eng. — protoonkogen ¢ije mutacije imaju ulogu u

razvijanju Burkitovog limfoma (Burkitt lymphoma, eng.).
NCIC - National Cancer Institute of Canada, eng. - Kanadski nacionalni institut za kancer
NF1 - neurofibromin 1, eng. - neurofibromin 1
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NFAL - nuclear factor Al, eng. — nuklearni faktor Al

NF-kB - nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, eng. - nuklearni
transkripcioni faktor koji interaguje sa enhenserom gena za laki lanac imunoglobulina u

aktiviranim B limfocitima

NOA - The Neurooncology Working Group of the German Cancer Society, eng.

NOS - not otherwise specified, eng.- nije drugacije oznac¢eno

NPC - neural progenitor cells, eng. — neuralne progenitorne ¢elije

NTC — non template control, eng. — negativna kontrola (bez DNK matrice)

OD - optical density, eng. - opticka gustina

Olig2 - Oligodendrocyte transcription factor 2, eng. — oligodendrocitni transkripcioni faktor 2
OS - overall survival, eng. - ukupno vreme prezivljavanja

PARK?2 - parkinson protein 2, eng. - parkinson protein 2

PCR - polymerase chain reaction, eng. - polimerazna lan¢ana reakcija

PDGFRA - plateled derived growth factor receptor alpha, eng. - receptor trombocitnog faktora
rasta alfa

PDGFRB - plateled derived growth factor receptor beta, eng. - receptor trombocitnog faktora

rasta beta

PFS - progression free survival, eng. - vreme preZzivljavanja bez progresije bolesti
PHD - prolyl hidroxylases, eng. - prolil hidroksilaze

PI3K - phosphoinositide 3-kinase family, eng. - gen za fosfatidilinozitol 3-kinazu

PIK3R1 - phosphoinositide-3-kinase regulatory Subunit 1, eng. — regulatorna subjedinica 1

fosfatidilinozitol 3-kinaze
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PLC - phospholipase C, eng. — fosfolipaza C
PMR - percentage of methylated reference, eng. - procenat metilovane reference
PMT - proneuralno-mezenhimalna tranzicija

PR — Partial resection, eng. - parcijalna resekcija

PSQ - Pyrosequencing, eng. — pirosekvenciranje

PTEN - phosphatase and tensin homolog, eng. - homolog fosfataze i tenzina
gMSP - Quantitative MSP, eng. - kvantitativni ,,Real-Time* MSP

RBL1 - retinoblastoma 1, eng. - retinoblastom 1

rGBM - recurrent GBM, eng. - GBM recidiv

RSR - stereotactic radiosurgery, eng. - stereotakti¢na radiohirurgija

RTK - receptor tyrosine kinase, eng. - receptor tirozinske kinaze

RT-PCR - transcription polymerase chain reaction, eng.

RTPRD - receptor-type tyrosine-protein phosphatase delta, eng. - tirozin-fosfatazni receptor
delta

S-100b - S-100 calcium binding protein, eng. - S-100 kalcijum vezujuci protein B
SCF - stem cell factor, eng. - faktor mati¢nih ¢elija
SCN - suprachiasmic uucleus, eng. - suprahijazmi¢na jezgra

Shh - Sonic hedgehog, eng. —,,Sonik jez*“ (inspiraciju za naziv ovog proteina istrazivaci su nasli

u svojevremeno megapopularnom junaku stripova i video igrica (SEGA)
SIP - siah-1 interacting protein, eng. — Siah-1 interaguju¢i protein

SNARE - soluble NSF attachment receptor, eng

209



Nikola Jovanovié Doktorska disertacija

Sox9 - sex determining region Y-box 9, eng. - transkripcioni faktor 9 srodan testis

determiniSu¢em faktoru SRY

STATS3 - signal transducer and activator of transcription, eng. — prenosioc signala i aktivator

transkripcije 3

SVZ — subventricular zone, eng. — subventrikularna zona
T1W - T1-weighted sequences, eng. - T1-mereni snimci
T2W - T2-weighted sequences, eng. - T2-merenim snimcima

TACCS3 - transforming acidic coiled-coil containing protein 3, eng. - transformiSuca kisela

uporedna proteinska zavojnica 3

TERT - telomerase reverse transcriptase, eng. - reverzna transkriptaza telomeraze
TET - Ten-eleven translocation, eng.

TGF-a - ransforming growth factor alpha, eng. - transformiSu¢i faktora rasta alfa
TGF-p - Transforming growth factor beta 1, eng. — trensformisuci faktor rasta beta 1
TMB - tumor mutation burden, eng. — mutaciono optereéenje tumora

TMZ — Temozolomide, eng. - Temozolomid

TNFa - tumor necrosis factor alpha, eng. - faktor nekroze tumora alfa

TP53 - tumor protein P53, eng. - tumor protein 53

Tregs - regulatory T cells, eng. — regulatorne T ¢elije

TSC1 - tuberous sclerosis 1, eng. - tuberozno sklerozni protein 1

TSC2 - tuberous sclerosis 2, eng. - tuberozno sklerozni protein 2

TTF - Tumor-Treating Fields, eng. - tumor-tretirajuca polja

U — units, eng. - jedinica
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UCHI3L1- unmethylated CHI3L1., eng. — metilovana varijanta promotornog regiona CHI3L1
UMGMT — unmethylated MGMT., eng. — nemetilovana varijanta promotornog regiona MGMT
VEGF-A - vascular endothelial growth factor A, eng. - vaskularni-endotelijalni faktor rasta A
WHO - World Health Organisation, eng. - Svetska zdravstvena organizacija

WWTRL1 - WW domain containing transcription regulator 1, eng. — regulator transkripcije 1 sa
WW domenom
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1ZvVOD

Glioblastom (GBM) predstavlja najagresivniji i najinvazivniji oblik difuznih glioma.
Najcesce se javlja kao primarni tumor mozga, ali moze nastati i progresijom od astrocitoma
nizeg stepena maligniteta (sekundarni glioblastom, oko 10% GBM).

Njegove histopatoloSske preparate karakteriSe izuzetna morfoloska raznovrsnost.
Zahvaljuju¢i razvoju molekularne dijagnostike postignut je znacajan napredak u rasvetljavanju
etiologije ovih tumora i definisanju uspesnijih vidova individualizovanih terapijskih procedura.

Cilj ovog istrazivanja predstavljala je procena statusa mutacije gena za izocitrat-
dehidrogenazu 1 i 2 (IDH1i IDH2) i statusa metilacije promotornog regiona gena za O6-
metilguanin-DNK metiltransferazu MGMT i promotornog regiona gena za humani glikoprotein
hrskavice (CHI3L1 ili YKL) kao dijagnostickih, prognostickih i predikcionih faktora maligniteta
kod srpske populacije GBM pacijenata. Pacijenti su operisani na Klinici za neurohirurgiju
Univerzitetskog klinickog centra u Nisu u periodu od 2013. do 2019. god.

Evaluacija statusa mutacije IDH1/2 vrSena je direktnom metodom sekvenciranja po
Sangeru, dok je status metilacije  MGMT i CHI3L1 vrSen metodom konvencionalne i ,,Real-
Time* metilaciono specifi¢éne polimerazne lancane reakcije (MSP). Starost, stepen resekcije i tip
primenjene pomo¢ne hemioterapije izdvojeni su kao nezavisni prognosticki faktori ukupnog
vremena prezivljavanja pacijenata obolelih od glioblastoma. Takode, pokazana je superiornost
hemioterapijskog protokola baziranog na TMZ u poredenju sa derivatima nitrozouree (PCV i
BCNU).

Pozitivan status IDH1-R132H mutacije utvrden je kod 6.67% (3/45) pacijenata. Njih je
odlikovalo duze vreme prezivljavanja, pozitivan status metilacije MGMT i CHI3L1 i mlada
starosna struktura.

Semi-kvantitativni pristupi MSP metodi unapredili su njenu senzitivnost u evaluaciji
statusa metilacije MGMT i CHI3L1. Vreme prezivljavanja pacijenata sa hipermetilovanim semi-
kvantitativnim statusom metilacije MGMT (11.25+6.55 meseci) bilo je znacajno duze u odnosu
na nemetilovanu grupu (5.93+3.62 meseci), u okviru IDH-wt homogene kohorte GBM pacijenata
starijih od 50 godina sa izvrSenom maksimalnom ili parcijalnom resekcijom tumorske mase.

Dopunsko odredivanje statusa metilacije CHI3L1 potencijalno uvecava prognostic¢ki

znacaj statusa metilacije MGMT, §to je neophodno dodatno istraziti sveobuhvatnijom studijom.
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SUMMARY

Glioblastomas (GBM) represent one of the most aggressive types of diffuse glioma.
Although they usually arise as primary brain tumors, in 10% of GBM cases, they develop from
low-grade astrocytomas (secondary GBM).

They express striking morphological heterogeneity, which is often encountered during a
histopathological examination. Due to advances in molecular diagnostics, significant progress
was made in understanding the pathogenesis of tumor growth and the development of
personalized therapeutic protocols.

The aim of this study was to evaluate the diagnostic, prognostic, and predictive properties
of the selected markers -IDH1/2 (isocitrate-dehydrogenase 1 and 2) mutation and MGMT (O°-
methylguanine-DNA methyltransferase) and CHI3L1 (Chitinase-3-like protein 1) methylation
status of the promoter regions in a Serbian population of GBM patients. Patients operated on the
Neurosurgery Clinic (The University Clinical Centre of Ni§, Serbia) between 2013 and 2019
were included in this study.

Sanger direct sequencing was used to detect the presence of IDH1/2 mutations in samples
and conventional and Real-Time methylation-specific polymerase chain reaction methods for
methylation status evaluation.

Age, the extent of tumor resection, and type of adjuvant chemotherapy were recognized
as independent prognostic factors in GBM patients. Furthermore, results suggested the
superiority of adjuvant Temozolomide over adjuvant chemotherapy with a nitrosourea-based
protocol (PCV and BCNU).

IDH1 mutation was detected in 6.67% (3/45) of patients and was associated with more
prolonged overall survival, younger age, and hypermethylation of the MGMT and CHI3L1
promoter.

Semi-quantitative MSP approaches resulted in improved detection sensitivity of MGMT
methylation status compared to the qualitative MSP method. Among IDH-wt homogenous cohort
of GBM patients older than 50 years with complete/partial resection of the tumor, overall
survival of patients harboring highly methylated MGMT was significantly longer in comparison

with the unmethylated group.
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Complementary evaluation of CHI3L1 promoter methylation status potentially increases
the prognostic value of the MGMT methylation status, which should be further investigated in

more comprehensive research.
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HN3JABE AYTOPA
N3JABA O AYTOPCTBY

N3jaBibyjem na je JOKTOpCKa aucepTalirja, Mo HacIoBOM

AHAJIN3A OJABPAHUX MAPKEPA I''"IMOBJIACTOMA

Koja je ogOpamena Ha [IpuponHo-marematnukom QaxkynteTy YHuBep3utTera y Humry:

® PE3YyJaTaT COINCTBCHOT UCTPAKUBAYKOI palia,

® Ja OBy AMCEpTalWjy, HU y LIEJMHU, HUTH y AEJOBUMA, HUCAM IIPHjaBJbUBA0O/JIa HA APYTHM
(bakynTeTMa, HUTH YHUBEP3UTETHMA;

® Ja HHCaM MOBPEINO/Ia ayTOpCKa MpaBa, HUTH 3JI0YNOTPEOHO/JIa HHTEIEKTYallHy CBOJHHY
APYTUX JIUIIA.

Jlo3BospaBaM 1a ce o0jaBe MOjU JIMYHH TIOJAIM, KOJU CY y BE3HM ca ayTOPCTBOM H
noOujameM akaJeMCKOT 3Bamba JOKTOpa HayKa, Kao LITO Cy MMe M Ipe3uMe, FOJMHA U MECTO
pohema u natym ondOpaHe paga, U TO y KaTtajory bubnmoreke, [IMTUTaTHOM pEMO3UTOPHjyMY

VYuusepsutera y Huiy, kao u y nyoinkanujama YHuBep3urteta y Humry.

Y Humy,

[Totnuc ayropa aucepranyje:

Huxkona, M. JoBanoBuh
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N3JABA O HICTOBETHOCTH EJIEKTPOHCKOI' 1 HITAMITAHOI' OBJIMKA
JOKTOPCKE JUCEPTALIUJE

HacnoB gucepranyje:

AHAJIN3A OJABPAHUX MAPKEPA I''IMOBJIACTOMA

UzjaBpyjeM ma je enmeKTpOHCKH OOJNMK MOje JOKTOPCKE JUcepTaidje, KOjy caMm Ipemao/na 3a

yHolIewme y Jlurnrannu peno3uropujym YHuBep3urera y Humry, McTOBETaH MITAMITAHOM OOJIHKY.

Y Humy,

[Mornuc ayTopa mucepraiyje:

Hukomna M. Josanosuh

221



Nikola Jovanovié Doktorska disertacija

N3JABA O KOPUIIREBDY

Opnamhyjem VYnuBep3utrercky Oubmumorexy ,Huxoma Tecnma“ nga y Jururamzu

perno3uTopujyM YHuBep3urera y Huiy ynece Mojy JOKTOPCKY JUCEPTALU]y, IO HACIOBOM:
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Y Humy,
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