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POVEZANOST MIKRO RNK SA KLINICKIM PARAMETRIMA I ODGOVOROM NA
RADIOTERAPIJU KOMBINOVANU SA TEMOZOLOMIDOM KOD BOLESNIKA SA
GLIOBLASTOMOM

Sazetak

Cilj: Ciljevi ovog istrazivanja bili su da se ispita povezanost mikro RNK-10b/21/34a sa klinickim
parametrima i odgovorom na radioterapiju kombinovanu sa temozolomidom kod bolesnika sa
glioblastomom.

Materijal i metode: U istrazivanje su bila uklju¢ena 43 pacijenta sa glioblastomom lecenih po Stupovom
protokolu. Istrazivan je nivo ekspresije mikro RNK-10b/21/34a u tri vremenske tacke. Analizirane su
demografske karakteristike pacijenata, klinicko-prognosticki faktori, akutna toksi¢nost, prezivljavanje
bez progresije bolesti (PFS), ukupno prezivljavanje (OS) i njihova povezanost sa nivoima ekspresije
mikro RNK-10b/21/34a.

Rezultati: Medijana PFS kod nasih pacijenata bila je 10 meseci, a medijana OS bila je 15 meseci. 51.2%
pacijenata je imalo akutnu toksi¢nost. 77.3% pacijenata je toksi¢nost imalo nakon 30. frakcije RT.
Pacijenti sa toksi¢nos$cu pretezno su bili distribuirani u grupi pacijenata koji su imali glioblastom, NOS.
Visi nivoi ekspresije miR-10b i miR-21 pretezno Su povezani sa ve¢im gradusom toksi¢nosti. Nivoi
ekspresije miR-34a bili su znacajno poviseni na 15. 1 30. frakciji zra¢ne terapije, u odnosu na pocetne
vrednosti. Tumori manji od 4 cm su imali viSu ekspresiju miR-10b i miR-21 u ta¢ki pre pocetka RT sa
TMZ. Duzi PFS utvrden je za vrednosti ekspresije iznad medijane za miR-21 i miR-34a. Duzi OS imali
su pacijenti sa vrednostima ekspresije miR-10b iznad medijane.

Zakljuéak: Ovo istrazivanje je pokazalo da se mikro RNK-10b/21/34a menjaju tokom hemio-
radioterapije i da su povezane sa akutnom toksi¢nos¢u. Ovaj koncept je jedinstven i sugeriSe da se
dinami¢ne promene poput varijacija nivoa ekspresije mikro RNK, mogu koristiti kao parametri za
predikciju radiosenzitivnosti, odgovora na RT i predikciju akutne toksicnosti.

Kljué¢ne reci: glioblastom, radioterapija, temozolomid, mikro RNK, toksi¢nost
Nau¢na oblast: Medicina
UZa naucna oblast: Radijaciona onkologija/Molekularna biologija
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ASSOCIATION BETWEEN MICRO RNAS AND CLINICAL PARAMETERS AND
RESPONSE TO RADIOTHERAPY COMBINED WITH TEMOZOLOMIDE IN PATIENTS
WITH GLIOBLASTOMA

Abstract

Aims: The objectives of this research were to investigate the associations between microRNA-
10b/21/34a and clinical parameters and response to radiotherapy combined with a temozolomide in
patients with glioblastoma.

Methods: This study included 43 patients with glioblastoma, treated according to Stupp’s regimen. The
levels of expression of microRNA-10b/21/34a were measured in the three-time points, at a baseline, at
15th and 30th fraction of radiotherapy (RT). Demographic characteristics of patients, clinical-prognostic
factors, acute toxicity, progression-free survival (PFS), overall survival (OS), and correlation with the
levels of expression microRNA-10b/21/34a were analyzed.

Results: The median PFS in our cohort was 10 months, and the median OS was 15 months. 51.2% of
patients had acute toxicity. 77.3% of the patients with toxicity had toxicity after 30" fraction of
radiotherapy. Patients with toxicity were predominantly distributed in the group glioblastoma, NOS
subtype. Higher expression levels of microRNA-10b and microRNA-21 are predominantly associated
with a higher grade of toxicity. The expression levels of miR-34a were significantly elevated at the 15%
and 30" fraction of RT, in comparison to baseline levels. Patients with tumor size less than 4 cm had
higher expression levels of miR-10b and miR-21 at the baseline. The longer PFS was noticed in patients
with expression values above the median value of microRNA-21 and microRNA-34a. Patients with
microRNA-10b expression values higher than the median had better OS.

Conclusions: This research showed microRNA-10b/21/34a change over treatment and that they are
associated with acute toxicity. This concept is unique and suggests that dynamic changes such as
variations of microRNA expression levels can be used as parameters for radiosensitivity, response to RT,
and prediction of acute toxicity.

Key words: glioblastoma, radiotherapy, temozolomide, microRNA, toxicity
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1. UvVOD

1.1. Epidemiologija

Zloc¢udni tumori mozga ¢ine oko 1 - 2% od svih zlo¢udnih (malignih) tumora kod ¢oveka (1). U
periodu od 2003. do 2007. godine, ukupna ucestalost malignih tumora mozga na 100 000 osoba u
Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama je bila 5,74 (2). U odnosu na druge regione, incidencija tumora mozga
je bila najniza u jugoisto¢noj Aziji, dok je najvisa bila u severnoj Evropi i Kanadi (2).

Prema podacima Instituta za javno zdravlje “Batut” za 2019. godinu, u odnosu na lokalizaciju i
obolevanje od raka prema polu, tumori mozga se nalaze na osmom mestu kod muskaraca i na desetom
mestu kod zena. Po mortalitetu od malignih bolesti, tumori mozga se nalaze na osmom mestu kod
muskaraca (3.1%), dok se kod zena nalaze na desetom mestu (2.7%) (3). Godisnja uzrasno-
standardizovana stopa incidence primarnih malignih tumora mozga je ~ 3,9 na 100 000 za muskarce i
3,0 na 100 000 za Zene, dok je uzrasno-standardizovana stopa mortaliteta 3,2 na 100 000 za muskarce i
2,4 na 100 000 za Zene (4).

Glioblastom (GB) je najces¢i primarni zlocudni tumor mozga kod odraslih pacijenata (5). U
periodu od 2013 - 2017. godine, u Americi, naj¢es¢i primarni maligni tumor mozga bio je glioblastom,
obuhvatajuéi 48.6% od svih dijagnostikovanih malignih tumora mozga (5). Glioblastom se ¢esce javlja
kod osoba muskog pola sa odnosom 1,5 : 1 u odnosu na zZenski pol (6). Najve¢i pik pojavljivanja
registrovan je kod bolesnika izmedu 75 - 84. godine zivota, dok incidenca opada nakon 85. godine zivota
(7). Glioblastom je nesto ¢es¢i kod belaca u odnosu na druge rase (6).

1.2. Klasifikacija i patologija glioblastoma

Znanje o tumorima mozga se svakodnevno proSiruje, zbog Cega se i klasifikacija tumora
centralnog nervnog sistema (CNS) blagovremeno menja i dopunjuje. U Klasifikaciji tumora centralnog
nervnog sistema Svetske zdravstvene organizacije (SZO) iz 2016. godine, po prvi put su ukljuceni
molekularni parametri koji su zajedno sa patohistoloskim karakteristikama preciznije definisali entitete
tumora CNS.

Do Klasifikacije iz 2016. godine, glioblastom se prethodno oznacavao kao multiformni
glioblastom (eng. glioblastoma multiforme), a upravo izraz “multiforme” odnosio se na heterogenost
tumora. Glioblastom predstavlja jedan od tumora iz grupe difuznih glioma, ¢ija je karakteristika
infiltracija okolnog mozdanog tkiva. Histoloski, glioblastom se karakteri$e hipercelularnosc¢u, jedarnom
atipijom, intravaskularnim trombima, mikrovaskularnom proliferacijom i nekrozom sa ili bez formiranja
pseudopalisada (8). Fokusi nekroze su medu najkarakteristicnim patohistoloskim obelezjima
glioblastoma.



1.2.1. Klasifikacija glioblastoma SZO 2016. godine

Po Klasifikaciji SZO iz 2016. godine, glioblastomi gradusa IV se dele na: 1) izocitrat
dehidrogenaza (IDH)-wild type glioblastome, 2) IDH-mutirane glioblastome i 3) glioblastoma, NOS (not
other specified). Glioblastomi IDH-wild type ¢ine oko 90% glioblastoma i najéesc¢e su u pitanju de novo
oddnosno primarni glioblastomi koji se javljaju kod osoba preko 55 godina Zivota. Glioblastomi IDH-
mutanti, obuhvataju oko 10% glioblastoma i to su uglavnom sekundarni glioblastomi, nastali progresijom
iz prethodno niskogradusnih glioma, te su ¢es¢i kod mladih osoba. Glioblastomi NOS (eng. Not Other
Specified - NOS), predstavljaju glioblastome kod kojih nije u¢injena provera IDH mutacionog statusa,
odnosno IDH status se nije mogao jasno potvrditi (nekonluzivan nalaz) (9,10).

Varijanta glioblastoma nazvana epiteloidni glioblastom je pridodata medu glioblastome IDH-
wild type, koje cine krupnocelijski glioblastom i gliosarkom, dok je glioblastom sa primitivnom
neuronskom komponentom dodat kao obrazac glioblastoma (9). Sitnocelijski glioblastom/astrocitom i
granular cell glioblastom/astrocitom i dalje su prepoznati kao obrasci glioblastoma (9).

1.2.2. Klasifikacija glioblastoma SZO 2021. godine

Tokom 2021. godine objavljeno je peto izdanje klasifikacije tumora centralnog nervnog sistema
Svetske Zdravstvene Organizacije (11). U novoj klasifikaciji tumora CNS, svi difuzni astrocitni tumori,
IDH-mutirani, sada se smatraju jednim tipom tumora tj. astrocitomom, IDH-mutantom, koji se potom
gradira kao CNS SZO gradus 2, 3 ili 4 (u novoj klasifikaciji tumora CNS, gradiranje se vrsi arapskim
brojevima). Postojanje homozigotne delecije gena ihibitora ciklin zavisne kinaze 2A/B (eng. cyclin-
dependent kinase inhibitor — CDKN; CDKN2A/B) uti¢e na to da se tumor gradira kao CNS SZO gradus
4, bez obzira na izostanak patohistoloskih parametara poput mikrovaskularne proliferacije ili nekroze
(11,12).

Ukoliko se utvrdi prisustvo jednog od tri geneticka parametra kao §to su mutacija u regionu
promotora gena koji kodira za reverzna transkriptaza telomerazu (eng. Telomerase reverse transcriptase
- TERT), povecan broj gena za epidermalni faktor rasta (eng. Epidermal growth factor receptor - EGFR)
ili kombinovana trizomija hromozoma 7 sa monozomijom hromozoma 10, tumor se gradira kao gradus
4. Ukoliko se utvrdi prisustvo samo jednog od prethodno navedenih parametara ili prisustvo
mikrovaskularne proliferacije ili nekroze kod IDH-wild type difuznog ili astrocitnog glioma kod odraslih
osoba, moze se postaviti dijagnoza glioblastoma, IDH-wild type (11,12). U odnosu na ¢etvrto izdanje
klasifikacije tumora CNS, moze se zakljuciti da po novoj klasifikaciji tumora CNS iz 2021. godine vise
ne postoji entitet glioblastom IDH-mutant, ve¢ iskljucivo entitet glioblastom, IDH-wild type. Medutim,
entitet koji na neki nacin zamenjuje glioblastom, IDH-mutant predstavlja astrocitom, IDH-mutant, SZO
gradus 4 (11).

Shema klasifikacije glioblastoma prema SZO iz 2016. godine je predstavljena na slici 1, kao i
sazeta klasifikacija difuznih astrocitnih oligodendroglijalnih glioma iz 2021. godine.



SZ0 2016
Glioblastom

[
Glioblastom, Glioblastom,

Glioblastom,
IDH-wild type, IDH-mutant, SZO NOS, SZO gradus
SZO gradus IV gradus IV \
‘ 2021

Glioblastom, IDH- wild
type, CNS SZO gradus 4

1

Difuzni astrocitni i oligodendroglijalni gliomi

Oligodendrogliom, IDH-mutant sa 1p/19q kodelecijom, SZO gradus 2 ili 3
Astrocitom, IDH-mutant, SZO gradus 2 ili 3
Astrocitom, IDH mutant, SZO gradus 4
Glioblastom, IDH-wild type, SZO gradus 4
Difuzni hemisferiéni gliom, H3.3 G34 mutant, SZO gradus 4

Difuzni srednje-linijski gliom, H3 K27M-mutant, SZO gradus 4

Slika 1. Klasifikacija glioblastoma iz 2016. i 2021. godine; klasifikacija difuznih astrocitnih
oligodendroglijalnih glioma iz 2021. godine

1.3. Etiologija i patogeneza glioblastoma

1.3.1. Etiologija

lako etiopatogeneza glioblastoma nije u potpunosti razjasnjenja, u literaturi je do sada
predstavljeno nekoliko mogucih faktora rizika koji se mogu dovesti u vezi sa razvijanjem tumora mozga.

Veza izmedu izloZenosti hemijskim faktorima, pesticidima, vinil-hloridu i formaldehidu sa jedne
strane i rizika za razvoj tumora mozga kod coveka sa druge strane, nije u potpunosti razjasnjenja i ostaje
kontroverzna. Sli¢no je i sa podacima o povezanosti upotrebe mobilnih telefona i razvoja tumora mozga.
U nekim studijama su predstavljeni podaci o povecanoj incidenci akusti¢nih neurinoma i glioma kod
osoba koji su koristili mobilni telefon minimum 10 godina sa pretezno unilateralnom dispozicijom (13).
Tokom poslednjih 5 godina postoje podaci iz meta analiza koji govore o nesto visem riziku za razvoj
glijalnih tumora tokom dugotrajne upotrebe mobilnih telefona (14).

Do sada nije dokazano da izloZenost stambenom elektromagnetnom polju 1 jonizuju¢em zracenju
upotrebljenom u dijagnosticke svrhe, moze izazvati nastajanje glioma (15). Medutim, primena zra¢ne
terapije u terapijske svrhe je dokazani faktor rizika za nastanak tumora mozga, ukljuc¢ujuéi gliome (16).
Primena kranijalne zracne terapije u detinjstvu povecava rizik za razvoj nastanak tumora mozga. Najveci
rizik za razvoj glioma imaju deca do 5 godina Zivota kod kojih je sprovedena zra¢na terapija glave (17).
Deca koja su lecena od akutne limfoblastne leukemije (ALL) u detinjstvu i kod kojih je sprovedena
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zraCna terapija glave su u riziku za razvoj sekundarnih tumora mozga. Faktori rizika za razvoj
sekundarnih tumora mozga su CNS leukemija, tretman na eng. “Total X therapy” i primena zracenja
glave (18). Starost manja od 6 godina kod dece bila je povezana sa povecanim rizikom od razvoja
visokogradusnih glioma (18).

Tokom poslednjih nekoliko godina postavlja se hipoteza o povezanosti pojedinih virusnih
infekcija sa razvojem glioma. Jedan od razloga za to ogleda se u tome da su pojedini virusi ukljuceni u
patogenezu kancera razlicitih regija u organizmu, bilo kao moguéi direktni uzro¢nici, bilo da su kofaktori
u onkogenezi. Virusi koji se najvise povezuju sa nastankom razli¢itih tumora su Epstajn Bar virus (EBV),
Humani herpes virus tip 8 (HHV8), Humani papiloma virusi (HPV), Hepatitis B i C virusi (HBV, HCV),
Humani T-limfotropni retrovirus tip 1 (HTLV-1), humani virus imunodeficijencije (HIV) (19).

U nekoliko nau¢nih radova postavljena je hipoteza 0 tome da pojedini virusi mogu biti etioloski
faktori u razvoju glioma. Medutim, ¢vrstih dokaza za tu tvrdnju i dalje nema. Tokom 2002.godine Cobbs
1 saradnici su u svom istrazivanju naveli da su identifikovali genske produkte citomegalovirusa (CMV)
u 27 uzoraka glioma. Medutim, drugi istrazivaci nisu potvrdili ove navode (20), zbog ¢ega uloga CMV
u nastanku glioma ostaje kontroverzna.

EBV je takode predmet istrazivanja kao moguci okidac ili kofaktor u patogenezi glioblastoma.
Kako se EBV dovodi u vezu sa nastankom nazofaringealnog karcinoma, ali i pojedinih stanja i
poremecaja CNS poput encefalitisa (21), postavljena je hipoteza o ulozi EBV u razvoju glioma. U prilog
tome govore i podaci da se u astrocitima moze identifikovati receptor za EBV (22). Medutim, Strong i
saradnici nisu nasli jasnu povezanost izmedu ovog virusa i nastanka visokogradusnih glioma (20).

1.3.2. NajceS¢i hereditarni sindromi povezani sa nastankom glioblastoma

-----

neurogenetskih, autozomno dominantnih poremecaja sa uc¢estalos¢u od 1/3000 novorodenih (23). Ukupni
rizik od nastanka kancera je 2,7 puta veci kod pacijenata sa NF1 nego u opstoj populaciji (23). Ovaj
genetski poremecaj nastaje mutacijom u tumor supresorskom genu NF1 koji se nalazi na 17911.2
hromozomu. NF1 gen kodira neurofibromin koji u¢estvuje u vise signalnih puteva, a jedna od uloga koju
ima je i utiSavanje aktivne forme RAS. Tumori nervnog sistema povezani sa NF1 uklju¢uju neurofibrome
i gliome (24).

Neurofibromatoza tip 2 je genetski autozomno dominantni poremecaj sa incidencom od 1 u 25
000 novorodenih (25). Sli¢no kao i za NF1 gen, NF2 gen je tumor supresorski gen koji se nalazi na
hromozomu 22kg2. NF2 gen kodira protein merlin koji je uklju¢en u ¢elijsku proliferaciju ¢elija preko
PAK/Rac signalnog puta (26). NF2 se karakterise predispozicijom za razvoj tumora nervnog sistema
poput §vanoma, meningeoma, glioma, ependimoma, ali takode i pojavu periferne neuropatije, o¢nih
lezija i tumora koze (25).

Li Fraumenov sindrom je redak autozomno dominantni genetski poremecaj koji se karakterise
predispozicijom za nastanak razli¢itth kancera, najpre karcinoma dojke, sarkoma, leukemija,
adrenokortikalnog karcinoma i tumora mozga (24). Od tumora mozga najces¢e se javljaju astrocitni
tumori, mada se i drugi tumori poput meduloblastoma mogu pojaviti (24). Li-Fraumenov sindrom nastaje
kao posledica germinativnih misens mutacija u o¢uvanim domenima gena p53 u oko 70% pogodenih
porodica (27).



Turkotov sindrom je autozomno recesivni genetski poremecaj koji se karakteriSe pojavom
primarnih tumora centralnog nervnog sistema i viSestrukih kolorektalnih adenoma ili kolorektalnog
karcinoma (28). Klini¢ka prezentacija Turkotovog sindroma manifestuje se tokom prve ili druge decenije
zivota (28). Turkotov sindrom se moze podeliti u 2 kategorije, tip 1 i tip 2. Kod Turkotovog sindroma
tip 1 se nalaze pacijenti sa glioblastomom bez familijarne adenomatozne polipoze, ali Cesto sa udruzenim
naslednim nepolipoznim kolorektalnim karcinomom (eng. Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer-
NHPCC), dok se pacijenti sa meduloblastomom i familijarnom adenomatoznom polipozom (FAP)
svrstavaju u Turkotov sindrom tip 2 (29). Turkotov sindrom moze nastati zbog mutacija u MMR (tip I,
povezan sa HNPCC) ili APC genu (tip Il, povezan sa FAP) (30,31).

1.3.3. Patogeneza glioblastoma

Mehanizam nastanka glioblastoma je kompleksan i nedovoljno jasan. Poslednjih nekoliko godina
velika paznja se pridaje identifikaciji markera koji mogu razjasniti nastanak tumora, njegovo agresivno
bioloSko ponaSanje, a samim tim dati smernicu koja bi mogla uticati na rezim lecenja.

Primarni i sekundarni glioblastomi nose nekoliko tipi¢nih genetskih promena u kljuénim genima
koji regulisu faktore rasta, regulisu celijski ciklus, popravak dezoksiribonukleinske kiseline (DNK),
prezivljavanje i migraciju Celija, s odgovaraju¢om ushodnom ili nishodnom regulacijom signalnih
puteva.

Istrazivanja su pokazala da postoji mnogo signalnih puteva koji mogu biti ukljuceni u patogenezu
glioblastoma. Medu njima, najznacajniji su signalni put p53, retinoblastom (RB) signalni put, ,,Notch*
signalni put, signalni put vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF), signalni put ceramida, signalni
put faktora rasta izvedenih iz trombocita (PDGF), signalni put EGFR, signalni put fosfatidilinozitol-3-
kinaze (PI3K), protein kinaze B i mete rapamicina kod sisara (MTOR) (PI3BK/AKT/mTOR), kao i
fosfataza i tenzin homog (PTEN) signalni put.

vvvvv

odrzavanje ¢elijske homeostaze, odnosno predstavlja glavni celijski odgovor na razlicite signale stresa
(32). Ohgaki i saradnici su pokazali da se mutacija p53 gena nalazi u 28% primarnih glioblastoma i u
65% sekundarnih glioblastoma (33). Kod sekundarnih glioblastoma, 57% mutacija TP53 su na kodonima
248 i 273, dok su kod primarnih glioblastoma mutacije ujednacenije distribuirane (33). Kod oko 10%
mutacija TP53 nema proizvodnje proteina, dok preostali deo mutacija predstavljaju misens mutacije koje
proizvode neispravan protein (34). Kao odgovor na stres, p53 podleze posttranslacionim modifikacijama,
promovise transkripciju gena ukljucenih u specifi¢ne ¢elijske odgovore u skladu sa tipom stresa ¢ime
kontrolise sudbinu celije (35). Signalni put p53 je Cesto deregulisan u gliomima. Najéescu deregulaciju
komponente p53 signalnog puta predstavlja homozigotna delecija CDKN2A/ARF lokusa (36,37).

Gen retinoblastoma (RB) predstavlja tumor supresorski gen i prvi put je identifikovan u
malignom tumoru retine poznatom kao retinoblastom (38). RB gen kodira nuklearni protein RB (pRB)
koji deluje kao kontrolna tacka celijskog ciklusa u G1 fazi, blokira ulazak u S-fazu i rast celije,
promovisuc¢i terminalnu diferencijaciju (39). Ovaj put ima centralnu ulogu u regulaciji celijske
proliferacije, sli¢no kao i p53 signalni put. Rb signalni put sastoji se od pet porodica proteina CDKN,
ciklini d-tipa, ciklin zavisne protein kinaze, RB porodica dzepnih proteina, kao i E2F familija
transkripcionih faktora (40). U jednoj studiji je pokazano da je Rb signalni put izmenjen u 78% uzoraka
primarnih glioblastoma (41).



U Notch signalnom putu postoje 4 receptora: Notch 1, Notch 2, Notch 3, Notch 4, kao i 5 liganada
(42). Notch signalizacija je ukljuéena u razliite celijske procese poput celijske diferencijacije,
proliferacije i apoptoze, a deregulacija Notch gena ili njegove kaskade signalizacije moze dovesti do
nastanka tumora (43). Aberantna ekspresija odgovarajucih Notch receptora i liganada uocena je 1 kod
glioma. Visoka ekspresija odredenih komponenti Notch signalnog puta je u korelaciji sa loSijom
prognozom kod visokogradusnih glioma (44,45). Takode, uoCena je veza izmedu nivoa ekspresije Notch
receptora i radiorezistentnosti kod glioma (46).

Medu faktorima rasta koji su prekomerno eksprimirani u glioblastomima jeste vaskularni
endotelni faktor rasta (VEGF) (47). Pokazalo se da su VEGF i njemu srodni receptori najvazniji faktori
ukljuceni u angiogenezu glioblastoma. VEGF luce endotelne celije, a hipoksija moze podstaci lucenje
VEGF preko signalnog puta hipoksijom induciranog faktora (HIF) (48).

EGFR gen je amplifikovan u priblizno 36% primarnih i oko 8% sekundarnih glioblastoma (33).
Normalna funkcija EGFR gena podrazumeva promovisanje ¢elijske proliferacije, invazije i angiogeneze,
a u slucaju mutacije EGFR 1 povecanja funkcije ovog gena moze do¢i do proliferacije tumorskih ¢elija i
promocije njihove invazivnosti (49,50). EGFR (takode poznat kao HER1 ili ErbB1) je receptor koji
pripada ErnB porodici receptora tirozin kinaze. Kod odredenog broja glioblastoma postoji jedinstvena
mutacija koja generiSe mutantni protein epidermalnog faktora rasta receptora, varijantu 111 (EGFRvIII)
(51). Delecija egzona 2 - 7 indukuje deleciju ekstracelularnog domena EGFR vIII proteina Sto ga ¢ini
nedostupnim za esktracelularne ligande (51).

Ceramid deluje kao centralni molekul puta metabolizma sfingolipida. Sfingolipidi kao $to su
sfingozin-1-fosfat i ceramid imaju znacajne efekte na cCelije glioblastoma, pri ¢emu ceramid izaziva
¢elijsku smrt, a sfingozin-1-fosfat dovodi do ¢elijske proliferacije i invazije (52). Pokazano je da su
gangliozidi, ukljuc¢ujuéi gangliozid D2 (GD2) i gangliozid D3 (GD3), visoko eksprimirani u mati¢nim
¢elijama glioblastoma i da je njihova aberantna ekspresija uklju¢ena u promociju rasta 1 prezivljavanja
tumora.

PI3K/Akt/mTOR signalni put je uklju¢en u brojne ¢elijske procese kao $to su metabolizam celije,
rast ¢elije 1 pokretljivost (53). PKB / AKT se aktivira u ¢elijama koje su izlozene raznim stimulusima
kao Sto su hormoni, faktori rasta i ekstracelijske matriksne komponente (54). Delecija PTEN gena zbog
mutacije ili gubitka heterozigotnosti na duzem kraku hromozoma 10 (10q) posledi¢no dovodi do ushodne
regulacije AKT/mTOR signalnog puta, Sto podstice preZivljavanje, proliferaciju i invaziju ¢elija glioma
(49,55). Fosfo-PI3K, fosfo-Akt i fosfo- p70%% nivoi su obrnuto povezani sa nivoom ekspresije kaspaze
3 (eng. cleaved caspase 3), sto je marker Celijske smrti po tipu apoptoze. Navedeno sugerise da ¢lanovi
PI3K-a mogu da deluju kroz supresiju apoptoze, $to bi mogao biti mehanizam kojom PI3K put moze
promovisati otpornost na radioterapiju kod glioblastoma (56).

PDGF signalni put je uklju¢en u razvoj normalnog tkiva, pa samim tim, disfunkcija PDGF
signalnog puta moze doprineti nastanku malignih i drugih bolesti (57). Kod astrocitnih tumora, ¢esto
postoji prekomerna ekspresija PDGF liganda i i receptora. Pokazalo se da glioblastom eksprimira sve
PDGF ligande i dva c¢elijska povrSinska receptora, PDGFR-a i PDGFR-b (58). Autokrina aktivacija
PDGF signalnih puteva uklju¢ena je u nastanak pojedinih glioma, sarkoma i leukemija (59).
Amplifikacija PDGFR-a gena se ¢esto nalazi kod glioblastoma (slika 2) (59).



Glioblastorna

Slika 2. Genetski uzroci PDGF/PDGFR deregulacije. Kod glioblastoma se ¢esto nalazi amplifikacija
gena PDGFR-a (59)

Izvor: Andrae J, Gallini R, Betsholtz C. Role of platelet-derived growth factors in physiology and
medicine. Genes Dev. 2008;22(10):1276-312.

Citoskelet ¢elije ima bitnu ulogu u odrzavanju oblika i veli¢ine ¢elije. Mnogi procesi poput
Celijske proliferacije 1 migracije Celija su povezani sa citoskeletom celija. Prilikom maligne
transformacije target glijalnih ¢elija, zapazene su opsezne promene u svim elementima citoskeleta (60).
Kortaktin gen (CTTN), koji predstavlja faktor nukleatora aktina, prekomerno je eksprimiran kod
glioblastoma, sto dovodi do povecane infiltrativne sposobnosti tumora (61). Elektroneutralni Na+ -K+ -
2Cl-kotransporter 1 reguliSe migraciju celija glioblastoma procesom modulacije citoskeleta kroz vise
meta, ukljucujuci F-aktin regulaciju preko aktivnosti aktin regulatornog proteina Kofilina-1 i Ro GTPaza
(eng. RhoGTPase) (62).

Maligna transformacija ¢elija porekla astrocita predstavlja rezultat sekvencijalne akumulacije
genetickih alteracija kao i abnormalne regulacije signalnih puteva. Primarni glioblastomi se karakterisu
amplifikacijom i mutacijom EGFR, gubitkom heterozigotnosti hromozoma 10q, delecijom homologa
fosfataze i tenzina (PTEN) na hromozomu 10, kao i delecijom p16.

Kod sekundarnih glioblastoma uocene su mutacije u p53 tumor supresorskom genu, prekomerna
ekspresija receptora faktora rasta izvedenih iz trombocita (PDGF), izmene u signalnim putevima
retinoblastoma (Rb) i p16, kao i gubitak heterozigotnosti hromozoma 10q (63-65).

Utvrdeno je da je signalni put RTK/Ras/PI3K izmenjen u 86% 1 da je pRB signalni put zahvacen
u 77 proucavanih slu¢ajeva glioblastoma (66).



IDH mutacija

Enzimi izocitrat dehidrogenaze (IDH) su esencijalni enzimi koji ucestvuju u kljuénim
metabolickim procesima (67). IDH su klju¢ni enzimi u Krebsovom ciklusu, koji katalizuju oksidativnu
karboksilaciju izocitrata u a-ketoglutarat i redukuju nikotinamid adenin dinukleotid tj. NAD+ (ili
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, tj. NADP+) u NADH (ili NADPH) (68). Kada je IDH gen mutiran,
konverzija izocitrata u a-ketoglutarat pokrece sintezu 2-hidroksiglutarata, koji deluje kao inhibitor a-
ketoglutarat zavisne demetilaze, $to dovodi do hipermetilacije (69,70). Postoje 3 izoforme enzima IDH i
to su IDH1, IDH2 i IDH3. Mutacije u IDH1 i IDH2 genima se ¢esto nalaze u humanim malignitetima.
Oko 90% IDH1 mutacija ukljucuje egzon 4 na kodonu 132 zamenjujudi arginin sa histidinom (R132H).
IDH1 i IDH2 mutacije mogu biti primarni procesi kod gliomageneze (71). S druge strane, iako IDH
mutacije mogu biti najraniji koraci u genezi glioma, velika je verovatnoca da su drugi istovremeni ili
naknadni molekularni dogadaji potrebni za dalju progresiju tumora, prevashodno prilikom transformacije
niskogradusnih glioma u visokogradusne gliome (slika 3) (72).
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Slika 3. Veza izmedu IDH mutacija i drugih genetskih promena u gliomu. Vremenska linija predstavlja
razvoj glioma od ranijih dogadaja (gore) do kasnijih dogadaja (dole)

Izvor: Zhang C, Moore LM, Li X, Yung WKA, Zhang W. IDH1/2 mutations target a key hallmark of
cancer by deregulating cellular metabolism in glioma. Neuro-Oncol. 2013;15(9):1114-26 (72)



Kod sekundarnih glioblastoma upravo je R132H IDH1 mutacija najc¢esca (73). Kod glioma, IDH
mutacije se nalaze u preko 80% niskogradusnih glioma SZO gradus I i gradus 111, ali se mogu naci i kod
SZO gradus 1V sekundarnih glioblastoma (74,75). Studija Sanson M i saradnika, ukazala je na to da je
mutacija IDH1 kodona 132 usko povezana sa genomskim profilom tumora i predstavlja vazan
prognosti¢ki marker u gliomima gradusa II - IV (76). Prisustvo IDH mutacije kod glioblastoma je
povezano sa boljim ukupnim prezivljavanjem i duzim periodom bez progresije (77,78).

Tokom 2016. godine SZO je objavila ¢etvrtu klasifikaciju tumora CNS, a upravo je IDH status
(mutiran ili wild type) uticao na podelu glioblastoma na IDH-mutante i IDH-wild type glioblastome (tre¢a
varijanta, Glioblastom NOS, podrazumeva nekonkluzivan nalaz ili kada se zbog bilo kojih razloga
testiranje na IDH status nije moglo u¢initi). U petoj klasifikaciji tumora CNS, koja je objavljena krajem
2021. godine, u odnosu na IDH status, ali i druge parametre, izbrisan je entitet glioblastom, IDH-mutant.
Odsustvo IDH mutacije, uz prisustvo drugih obelezja za glioblastom, odreduje naziv tumora glioblastom,
IDH-wild type, SZO gradus 4.

MGMT metilacija

Gen O6-metilguanin-DNK-metiltransferaza (MGMT) se nalazi na hromozomu 10 (10g26) (slika
4) (79). Sastoji se od 5 egzona i 4 introna i veli¢ine je veé¢e od 300 kb (80). MGMT gen kodira istoimeni
protein MGMT, duzine 207 aminokiselina (81).

Alkilacija DNK na O° poziciji guanina je jedan od klju¢nih dogadaja koji dovode do mutacije,
kancera i celijske smrti. MGMT protein je protein uklju¢en u popravku DNK ostecenja i odgovoran je
za uklanjanje alkilacionih adukata iz O® pozicije guanina u DNK (82).

Epigeneti¢ko utiSavanje MGMT gena metilacijom promotora povezano je sa gubitkom MGMT
ekspresije, ¢ime se smanjuje stepen popravke DNK ostecenja. Ako je promotor MGMT gena metilovan,
¢elije glioblastoma imaju manju verovatno¢u popravke ostec¢enja alkililiraju¢im agensom a samim tim,

Hipermetilacija promotora MGMT gena, osim §to sluzi kao prediktivni faktor za odgovor na
hemioterapiju alkilirajuéim agensima, povezana je i sa boljom prognozom, odnosno sluzi i kao
prognosticki faktor kod pacijenata sa glioblastomom (84).

MGMT metilacija je ¢esto udruzena sa drugim povoljnim prognostickim parametrima kod drugih
glioma, izuzev primarnih glioblastoma. Tako, na primer, kod difuznih infiltrativnih astrocitnih tumora
(osim kod primarnog glioblastoma) MGMT metilacija se ¢esto nalazi sa IDH mutacijom (76). Kod
oligodendroglijalnih tumora, MGMT metilacija ¢esto postoji zajedno sa 1p/19q kodelecijom (85).
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Slika 4. Lokacija MGMT gena na hromozomu 10g26.

Izvor: Yu W, Zhang L, Wei Q, Shao A. O6-Methylguanine-DNA Methyltransferase (MGMT):
Challenges and New Opportunities in Glioma Chemotherapy. Front Oncol. 2020;9:1547. (79)

1.3.4. Hipoteza 0 mati¢noj ¢eliji glioma

Tokom poslednjih godina, istrazivanja su usmerena ka otkrivanju tzv. mati¢nih ¢elija kancera
(eng. cancer stem cells - CSCs). Prema hipotezi, mati¢ne Celija kancera (koje se ponekad oznadavaju i
kao eng. cancer initiating cells ili tumour initiating cells) imaju sposobnost samoobnavljanja i ubrzanja
tumorskog rasta (86).

Brojni istrazivaci su postavili hipotezu o postojanju mati¢nih Celija kancera, nakon visegodisnjeg
posmatranja brzog relapsa bolesti pojedinih tumora, metastaziranja tumora, rezistentnosti na
odgovarajucu terapiju, odnosno slabiji odgovor na datu terapiju. Kako za druge tumore, postavljena je
hipoteza i o postojanju mati¢nih ¢elija tumora mozga.

Singh i saradnici su izolovali iz tumora mozga kod ¢oveka Eelijsku subpopulaciju CD133" koja
je in vitro imala karakteristike mati¢nih ¢elija (87). Ubrizgavanjem CD133" ¢elija u mozak misa doveo
je do nastanka tumora sa istim fenotipom kao kod originalnog tumora mozga kod coveka, dok
ubrizgavanje CD133" ¢elija nije dovelo do nastanka tumora (87). Molekul CD133 koji se naziva jo$ i
prominin 1 (PROM-1) je predstavljen kao potencijalni marker u izolaciji mati¢nih ¢elija i drugih solidnih
tumora poput kancera prostate (CD44*/02p1"/CD133%) (88).

Rezultati istrazivanja Bao i saradnika sugerisali su na to da ¢elijska populacija glioma kod kojih
se eksprimira molekul CD133" mozZe biti potencijalni uzrok radiorezistencije glioma nakon primenjene
zraéne terapije. Naime, istrazivac¢i su primetili da se iz direktnih uzoraka humanog glioblastoma, ali i
ljudskih ksenograftova glioma, nakon primenjenog zracenja efektivnije aktiviraju mehanizmi popravke
DNK, nego kod ¢elijske populacije koja ne eksprimira molekul CD133" (89).
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lako ima dosta kontraverzi oko postojanja mati¢nih ¢elija kancera, tako i glioma, savremena
istrazivanja su usmerena ka tome da se ova hipoteza potvrdi ili odbaci. Potrebna su dodatna ispitivanja,
osim ekspresije pojedinih markera, kako bi se nedvosmisleno diferencirala mati¢na ¢elija tumora od
nemati¢nih ¢elija tumora. Smatra se da se regulacija mati¢nih ¢elija glioma ostvaruje preko Sest glavnih
mehanizama koji ukljucuju faktore poput genetskih, epigenetic¢kih, metaboli¢kih, ali i eng. niche faktora,
mikrookruzenja ¢elije i imunog sistema domacina (slika 5) (90).

Izolovanje i jasno definisanje mati¢ne ¢elije glioma moglo bi uticati na otkrivanje i razvijanje
odgovarajucih lekova ¢ime bi se potencijalno prevazi$la rezistentnost glioma najviseg gradusa na datu
terapiju. Pojedina istrazivanja su pokazala da kostani morfogenetski proteini, prevashodno BMP4,
smanjuju proliferaciju CD133+ ¢elija in vitro i zaustavljaju rast tumora in vivo kod misjeg modela sa
ksenograftom humanog glioblastoma (91). Naime, BMP proteini preko svojih srodnih receptora
aktiviraju Smad signalni put §to kao rezultat ima smanjenu proliferaciju ¢elija, ali 1 poviSenu ekspresiju
neuralnih markera (91).

CSC Regulation

Microenvironment Niche factors

carbohydrates

:

Metabolism

Slika 5. Regulacija mati¢nih ¢éelija glioma.

Izvor: Lathia JD, Mack SC, Mulkearns-Hubert EE, Valentim CLL, Rich JN. Cancer stem cells in
glioblastoma. Genes Dev. 2015;29(12):1203-17. (90)
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1.4. Klini¢ka slika glioblastoma

Glioblastom je najcesce lokalizovan u hemisferama velikog mozga. Oko 95% ovih tumora je
lokalizovano supratentorijalno, dok se infratentorijalno (u mozdanom stablu i malom mozgu) i u
ki¢menoj mozdini, glioblastom dijagnostikuje u svega nekoliko procenata (92). U zavisnosti od dela
mozga u kome se tumor nalazi i simptomi mogu da se razlikuju. Takode, lokalizacija glioma moze da
utice i1 na prognozu bolesti. Najcesce, gliomi se dijagnostikuju u ¢eonom i slepoocnom lobusu mozga i
nesto ¢esci su u desnoj hemisferi (93).

Neuroloska simptomatologija najces¢e nastaje zbog tumorske invazije mozdanog parenhima,
kompresivnog efekta na mozak i endokranijalne strukture, opstrukcije likvorskog sistema i hernijacije
mozga. Invazija mozdanog parenhima i kompresija ha mozak dovode do pojave simptoma shodno
lokalizaciji na kojoj se tumor nalazi. Samim tim, simptomi mogu biti motorni ili senzorni deficit, oteZzan
i/ili nerazumljiv govor, poremecaj ravnoteze, nestabilan hod, epilepticni napadi, poremecaj vida najcesce
poput duplih slika ili ispada u vidnom polju, poremecaj koncentracije, poremecéaj mirisa, promene u
ponasanju. Ukoliko dode do opstrukcije toka likvorskog sistema ili hernijacije, simptomi se manifestuju
u vidu glavobolje, mucnine, povracanja i poremecaja stanja svesti (94). Kod dugotrajnog povecanja
intrakranijalnog pritiska moze se javiti i edem papile opti¢kog nerva koji je najcesce obostran (95). Staza
papile o¢nog zivca se viSe zapaza kod infratentorijalnih tumora. Kod vise od polovine pacijenata
simptomi se razvijaju brzo, odnosno izmedu 3 i 6 meseci pre postavljanja dijagnoze. Ponekad se
manifestuje vise simptoma i to naj¢esce ukoliko je tumor multicentricnog rasta, odnosno kada se nalazi
u viSe lobusa. U terminalnom stadijumu ¢esto dolazi do poremecaja stanja svesti, od somnolencije do
kome.

Autonomni poremecaji uglavnom nastaju ukoliko se tumor nalazi u mozdanom stablu ili ukoliko
je tumor u blizini mozdanog stabla i infiltrise ga ili vr$i kompresiju na njega. U tom slu¢aju, mogu se
javiti bradikardija i zastoj sr¢anog rada, hipertenzija, respiratorni poremecaji, poremecaji metabolizma,
poremecaj akta gutanja. Ukoliko se tumor nalazi u regiji hipotalamusa ili hipofize, moze se javiti 1
endokrinoloski disbalans. Kada je tumor multicentri¢an, odnosno kada se nalazi u nekoliko razli¢itih
lobusa mozga, moze postojati viSe razli¢itih simptoma istovremeno ili se ti simptomi naknadno
pojavljuju zbog dalje progresije bolesti. Naj¢eséi simptomi u zavisnosti od lokalizacije tumora U mozgu
predstavljeni su na slici 6.

Kako se glioblastom moze javiti i u ki¢menoj mozdini, najpre kao intramedularni tumor,
simptomi su posledica neuroloskog deficita u zavisnosti od zahvacenog dela kicmene mozdine, a najcesci
su bol u ledima, radikularni bol, parestezije, motorna slabost, otezano kretanje do nastanka paraplegije,
gubitak ili nekontrolisanje sfinktera.

Glioblastomi imaju osobine da Cesto recidiviraju, da su multifokalni i multicentri¢ni, da se Sire
kroz belu masu centralnog nervnog sistema, kortikospinalni trakt i korpus kalozum, uz zahvatanje
kontralateralne hemisfere. Multicentri¢nost glijalnih tumora se odnosi na postojanje vise tumora (fokusa)
u mozgu kod kojih nema jasne makroskopske ili mikroskopske veze izmedu njih kao ni jasan put Sirenja
tumora, dok se multifokalnost tumora odnosi na postojanje vise tumora kod kojih postoji mikroskopsko
Sirenje od primarnog fokusa tumora (96).

Glioblastome karakterise infiltrativni rast, zbog ¢ega se tumorska masa te§ko moze razdvojiti od
normalnog mozdanog parenhima. VVeoma retko metastaziraju izvan granica centralnog nervnog sistema
(97). Do sada opisane esktrakranijalne metastaze glioblastoma su u slezini, pleuri, plu¢ima, parotidnoj
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Zlezdi, kozi, limfnim évorovima, jetri, kostima, pankreasu, peritoneumu, mezenterijumu i tankom crevu

(98,99).

4 2 )

-

e Slepoocni
rezanj

o Ceoni rezanj

Otezano kretanje

e Parcijalni ili generalizovani epi
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Motorna afazija (Broca) Poremecaj u ponaganju

Promene u ponasanju .
- i Problemi sa govorom J
Poremecajili gubitak mirisa

Poremecaj vida

Demencija (kvadrantanopsija)

Inkontinencijaili urgencija mokrenja

! o Sludne halucinacije
Fokalni ili generalizovani epi napag

Poremecaj orijentacije
Afazija (Wernicke) -
A Poremecaj vida (Kontralateralna
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Paraliza kranijalnih Zivca

Mozdano stablo

Slika 6. Najc¢es¢i simptomi tumora mozga shodno lokalizaciji u kojima se nalaze

13



1.5. Radioloska dijagnostika glioblastoma

Na tumor mozga najpre treba posumnjati na osnovu klinickog pregleda, detaljne anamneze i
ispoljene klini¢ke slike. Konvencionalna radiografska dijagnostika tumora mozga danas se sprovodi
kompjuterizovanom tomografijom (CT) endokranijuma i magnetnom rezonancijom (MR)
endokranijuma, na osnovu koje se dobijaju najpre strukturne informacije o samom tumoru i okolnom
tkivu (100). Vecina tumora se prebojava intravenski datim kontrastom, zbog ¢ega je pozeljno aplikovati
kontrast kod sumnje na intrakranijalni tumorski proces. Kod CT pregleda aplikuje se jodni kontrast, a
kod MR pregleda gadolinijum.

Radi bolje vizuelizacije tumora i demarkacije od okolnog peritumorskog edema, kod pacijenata
koji nemaju dokazanu alergiju na jodni kontrast, prilikom CT pregleda endokranijuma, intravenski se
aplikuje jodni kontrast. Na postkontrastnom CT pregledu endokranijuma, glioblastom se najcesce
prikazuje u vidu ekspanzivne lezije sa nepravilnim, zadebljalim, hiperdenznim ivicama sa prstenastim
prebojavanjem, koje okruzuju nepravilni hipodenzni centar lezije, koji najpre odgovara centru tumora sa
izrazenom nekrozom (101). S obzirom da je kod glioblastoma izrazena vaskularizacija, u samom tumoru
se ponekada moze zapaziti i hemoragija.

Konvencionalna magnetna rezonancija endokranijuma smatra se metodom izbora u radiografskoj
morfoloskoj dijagnostici tumora mozga, a samim tim i glioblastoma (slika 7). Danas se u najve¢em broju
slu¢ajeva MR endokranijuma koristi u planiranju operativnog lecenja, ali i tokom planiranja zra¢ne
terapije i potom posterapijskog prac¢enja. Osnovne informacije o tumoru i njegovom okruzenju kod
konvencionalne MR endokranijuma pruzaju nativna T1-weighted (T1W) sekvenca, postkontrastna T1W
sekvenca, T2-weighted (T2W) sekvenca i T2-fluid-attenuated inversion recovery (T2-FLAIR) sekvenca
(102).

U zavisnosti od izgleda tumora u odnosu na mozdano tkivo, tumor moZe biti hipointezan
(najcesce kod niskogradusnih astrocitoma), hiperintenzan (glioblastomi), izointenzan (neurocitomi) ili
mesovitog intenziteta signala na T1 sekvenci, dok se na T2 sekvenci tacno moze razlikovati dodatna zona
edema oko samog tumora.

Na konvencionalnoj MR endokranijuma, glioblastom se na T1 sekvenci prikazuje u vidu
hipointenzne do izointenzne lezije, dok se nakon aplikacije gadolinijumskog kontrasta, na
postkontrastnoj T1 sekvenci prikazuje kao lezija sa perifernim i nepravilnim, prstenastim
postkontrastnim pojac¢anjem signala koje okruzuje hipointenzni, nekroticni deo tumora. Na T2 i T2-
FLAIR sekvenci prikazuje kao hiperintezna lezija okruzena edemom (103). Prstenasto, nepravilno
pojacanje intenziteta signala na postkontrastnoj T1 sekvenci ili centralni hiperintenzitet signala na T2
sekvenci, iako su vrlo ¢esti kod glioblastoma, nisu patognomoni¢ni nalazi za glioblastom. Sli¢nu MR
sliku mogu dati i toksoplazmoza, neurocisticerkoza, tuberkuloza, tumefaktivna multipla skleroza,
primarni CNS limfom, metastaze ekstrakranijalnih tumora, absces mozga, §to ponekada predstavlja
diferencijalno dijagnosti¢ku radiolosku dilemu (103).

Tumor koji zahvata korpus kalozum i invadira obe velikomozdane hemisphere ima
karakteristian izgled na MR koji se opisuje kao ,,butterfly glioma*, odnosno kako je naj¢esce u pitanju
glioblastom, tada se oznacava kao eng. “butterfly glioblastoma” (104).
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Slika 7. Postkontrastno pojacanje intenziteta signala na T2 sekvenci u levom ¢eonom reznju mozga,
koje po MR karakteristikama najpre odgovara glioblastomu (materijal Instituta za onkologiju i
radiologiju Srbije)

Strukturni odnosno anatomski detalji tumora mozga i njegove okoline procenjuju se
konvencionalnom magnetnom rezonancijom. Medutim, savremene i dopunske MR tehnologije mogu
dodatno uticati na precizniju dijagnozu samog tumora (a samim tim i le¢enje), ukazuju¢i na njegov
metaboli¢ki profil, fizioloske i molekularne karakteristike.

Primena magnetno rezonantne spektroskopije (MRS) omoguéava da se na osnovu biohemijskog
profila tumora mozga ukaze na prirodu tumora i stepen njegovog maligniteta. Metabolit N-acetil aspartat
(NAA) predstavlja surogat neuronskog integriteta, holin je marker za metabolizam fosfolipidne
membrane, Kreatin je marker za energetski metabolizam, laktati su produkti anaerobnog metabolizma i
poviseni su kod nekroze i hipoksije, dok su lipidi markeri za ¢éelijsku nekrozu (103). Kako je gradus
tumora veci, tako je koncetracija N-acetilaspartata (NAA) i kreatina niza, a holina, lipida i laktata visa
(105). Ispituju se i uporeduju metabolic¢ki odnosi (eng. ratio) izmedu navedenih metabolita.

Difuzioni tenzorski imidzing (DTI) sluzi za ispitivanje strukture bele mozdane mase. Ova
neinvazivna metoda bazira se na koris¢enju MR tehnologije koja prati slobodno kretanje molekula vode
(106). Merenjem difuzivnosti molekula vode, kreira se mapa aksonske mreze u mozgu. Navedeno najpre
ima za cilj identifikaciju 1 pracenje puteva u beloj mozdanoj masi, i ¢esto se koristi pri planiranju 1
izvodenju neurohirurskih operacija (106).

Funkcionalna MR (fMR) je savremena MR tehnika kojom se identifikuju elokventne zone
korteksa mozga, Sto je od posebnog znacaja za preoperativnu pripremu 1 neurohirurSku intervenciju.
FMR je zasnovana na mehanizmu prepoznavanja povecéanog nivoa kiseonika u krvi, odnosno lokalnom
tkivnom protoku krvu u odredenim podruc¢jima mozga koji se aktiviraju zadatkom koji se trazi da pacijent
uradi, poput govora, odgovaraju¢ih pokreta ekstremiteta i slicno (eng. task - based fMRI) (106).

Magnetno-rezonantna perfuzija mozga se Cesto koristi za vizuelizaciju agresivnosti i malignosti
odnosno gradusa glioma (107). MR perfuzija omogucéava otkrivanje angiogeneze kod glijalnih tumora.
Tumorski krvni sudovi mogu dovesti do hemodinamskih promena u mozgu, $to se kod visokogradusnih
astrocitoma ogleda najces¢e u vidu povecanog relativnog cerebralnog protoka krvi (rCBV) (107).
Takode, moze posluziti u diferencijalno dijagnosticke svrhe. Na primer, visokogradusni gliomi pokazuju
relativno povisen rCBV u peritumorskom T2 regionu poviSenog intenziteta signala, za razliku od
metastaza u mozgu, kao i primarnog CNS limfoma koji pokazuje nizi rCBV (106).
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Pozitronska emisiona tomografija (PET) nije u Sirokoj primeni, ali moze da ukaZe na biolosku
prirodu procesa. PET predstavlja metodu nuklearne medicine koja se poslednjih nekoliko godina nesto
¢es¢e koristi, najpre zbog poboljsane dostupnosti radioaktivno obelezenih aminokiselina. Pored F-2-
fluoro-2-deoksi-D-glukoze (*¥F-FDG), koriste se i radioaktivno obelezena aminokiselina C-metil-
metionin (*!C-MET), O-(2-[18F]-fluoroetil)-L-tirozin (**F-FET) i 3,4-dihidroksi-6-[18F]-fluoro-L-
fenilalanin (**F-FDOPA), ali se istrazuju i novi biomarkeri za PET/CT kod glioblastoma (108).

Arteriografija u odredenim slucajevima moze da bude korisna kako bi se videli odnos tumora i
magistralnih krvnih sudova mozga, patoloska vaskularizacija ili suzenje krvnog suda usled rasta tumora.

1.6. Lecenje glioblastoma

Standardno primarno le¢enje glioblastoma podrazumeva 3 modaliteta lecenja: hirursko le¢enje,
zracnu terapiju (radioterapiju) 1 hemioterapiju. Svaki modalitet od ova 3 nacina leCenja ima svoje
specificnosti. U odredenim slucajevima, moze/mora se izostaviti neki od navedenih modaliteta, a
ponekad i sva tri. U tom slucaju, leCenje se sprovodi samo simptomatsko-suportivnom terapijom (eng.
best supportive care). Na izbor modaliteta leGenja mogu uticati odredeni faktori kao $to su lokalizacija
tumora u mozgu, komorbiditeti, opSte stanje 1 starosna dob, motivacija i zZelja pacijenta za leCenjem.

1.6.1. Hirursko lecenje glioblastoma

U le€enju difuznih glioma, pa tako i glioblastoma, hirur§ko le€enje u najve¢em broju slucajeva
predstavlja neizostavan, odnosno, prvi modalitet lecenja. HirurSko leCenje, pre svega, omogucava
patohistolosku verifikaciju bolesti i citoredukciju tumora tj. eliminaciju dela ili cele tumorske mase $to
je najcescée praceno smanjenjem intenziteta simptoma koji su prouzrokovani tumorskom masom u mozgu
(109).

Debata o stepenu neurohirurske resekcije glioblastoma i dalje postoji, pre svega o evaluaciji
dokaza o ukupnom prezivljavanju ovih pacijenata, postoperativnog morbiditeta i kvalitetu Zivota nakon
operativnog lecenja (110).

Pojedine studije su pokazale da je agresivnija hirurS8ka resekcija povezana sa boljim ukupnim
prezivljavanjem kod pacijenata sa novodijagnostikovanim glioblastomom (111). Medutim, kako se
glioblastom moze lokalizovati u kritiénim zonama mozga i elokventnim strukturama, kao i infiltrativna
sposobnost samog tumora i njegova multifokalnost i muticentri¢nost, to moze direktno i usloviti stepen
hirurSke resekcije. Smatra se da maksimalnu sigurnu resekciju treba sprovesti ako prednosti same
operacije i o¢ekivani ishod nadmasuju rizike same intervencije. Shodno tome, definicija maksimalne
sigurne resekcije postaje individualna za svakog pacijenta. Svrha resekcije je da se ukloni §to ve¢i deo
tumora radi ublazavanja simptoma, uz istovremeno dobijanje adekvatnog i dovoljnog uzorka tumora
mozga za patohistolosku analizu i potvrdu bolesti (dokazi klase I) (112). Kako se navodi od strane
evropskog udruZenja za neuroonkologiju, (eng. European Association of Neuro-Oncology - EANO)
terapijski cilj hirurS§kog le¢enja kod difuznih glioma jeste bezbedno odstranjivanje Sto vec¢eg dela tumora
koriste¢i mikrohirurske tehnike, ali bez kompromitacije neuroloske funkcije. Stepen resekcije glioma je
prognosticki faktor kod glioma (113). Medutim, u savemenom hirur§kom pristupu, sprecavanje novog,
trajnog neuroloskog deficita ima vecéi prioritet od stepena resekcije (113).
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Karschnia i saradnici su evaluirali pojmove stepena resekcije kod supratentorijalnih glioblastoma
(114). Supramaksimalna hirurSka resekcija podrazumeva resekciju izvan granica postkontranstnog
pojacanja na imidzingu (klasa dokaza I11). Kompletna resekcija tumora podrazumeva ukljanjanje celog
(100%) tumora koji se postkontrastno prebojava na imidzingu (klasa dokaza 11B). Skoro potpuna (eng.
near total) resekcija tumora podrazumeva uklanjanje jednako ili vise od 95% tumora koji se
postkontrastno prebojava uz zaostajanje jednako ili manje od 1 c¢cm?® rezidualnog tumora koji se
postkontrastno prebojava (klasa dokaza V). Subtotalnu resekciju karakteriSe uklanjanje jednako ili vise
od 80% tumora koji se postkontrastno prebojava uz zaostajanje jednako ili manje od 5 cm? rezidualnog
tumora koji se postkontrastno prebojava na imidzingu. Parcijalna resekcija tumora mozemo definisati
kao uklanjanje 1-79% tumora koji se postkontrastno prebojava na imidzingu uz zaostajanje vise od 5 cm?
rezidualne tumorske mase koja se postkontrastno prebojava na imidzingu, a najpre zbog smanjenja
“mass” efekta i pridruzenih simptoma (klasa dokaza IV-ekspertsko misljenje). Biopsijom tumora
mozemo nazvati neurohirur§8ku procedure kod koje nema redukcije tumorske mase, a uzorak se uzima
radi patohistoloske verifikacije bolesti (klasa IV-ekspertsko misljenje) (114). Radi evaluacije stepena
resekcije, pozeljno je uraditi postoperativnu MR do 72 sata nakon operativnog zahvata (114).

Na adekvatan izbor neurohirurSke procedure uticu faktori vezani za pacijenta (opsSte stanje i
Eastern Cooperative Oncology Group - ECOG performans status-PS, komorbiditeti) kao i karakteristike
samog tumora kao Sto su lokalizacija, veli¢ina tumora, multifokalnost ili multicentri¢nost. U pojedinim
situacijama, nije moguce uraditi nijednu neurohirurSku intervenciju.

Savremena tehnoloska i1 farmaceutska dostignu¢a doprinose preciznijem izvodenju maksimalne
bezbedne resekcije tumora. Neuronavigacija olakSava identifikaciju lokalizacije tumorske promene u
mozgu, a najceS¢e koriSéeni sistemi koriste dvojnu infracrvenu kameru ili elektromagnetni sistem
(elektromagnetna navigacija) (115).

U identifikaciji elokventnih i govornih zona mozga koristi se mapiranje korteksa u budnom stanju
pacijenta (eng. awake brain mapping) uz pomo¢ elektrokortikografije (116). Intraoperativno moze se
koristiti i ultrazvuk ili MR. Pojedine studije su ukazale na to da intraoperativnom MR-vodena
neurohirurgija moze biti efektivnija od konvencionalne neuronavigacije, 0dnosno moze povecati stepen
hirurske resekcije, ¢ime se povecava kvalitet zivota ili povecava ukupno prezivljavanje pacijenata sa
glioblastomom (klasa dokaza 1) (117).

Upotreba 5-aminolevulinske kiseline (5-ALA) je takode jedan od nacina za bolju vizuelizaciju
tumora i njegovog odnosa sa okolnim mozdanim parenhimom. Za oko 6 sati od peroralne primene 5-
ALA, metabolicki produkt ove kiseline (protoporfirin IX) moze se detektovati u tumorskom tkivu (118).
Time se moZe napraviti jasnija granica izmedu tumorskog tkiva i okolnog, tumorom nezahvacéenog,
mozdanog tkiva koje ne pokazuje efekat fluorescencije.

Angiografija sa koriS¢enjem indocijanin zelenog pomaze u identifikaciji krvnih sudova, ¢ime se
smanjuje mogucnost povrede krvnih sudova a samim tim 1 krvarenja prilikom operacije tumora mozga
(119).

Podela hirurskih tehnika u leGenju glioblastoma je predstavljena na slici 8.
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Slika 8. Neurohirursko le¢enje glioblastoma

1.6.2. Radioterapija

1.6.2.1. Osnove radioterapije

Radioterapija (RT; zrac¢na terapija) podrazumeva primenu jonizujuéeg zrac¢enja u leCenju brojnih
malignih i nekih benignih tumora i stanja. Iako je pojam zraCenja ostao isti dok je tehnologija
napredovala, cilj primene zracne terapije je takode ostao isti. Preciznije receno, cilj zra¢enja u le¢enju
bolesti je da isporuciti dovoljno visoku dozu zracenja na metu, a istovremeno sacuvati okolno zdravo
tkivo od permanentnog ostec¢enja (120).

Zracna terapija se sprovodi primenom fotonskog zracenja-lks (X) i gama (Y) zracenja,
korpuskularnog zracenja (elektroni, protoni, neutroni, Pi-mezoni, teski joni). Interakcija fotonskog
jonizujuceg zracenja i materije ostvaruje se preko 3 glavna mehanizma: fotoelektri¢ni efekat, Komptonov
efekat (koji je najbitniji kod klini¢ke radioterapije; slika 9) i efekat stvaranja parova (121). S druge strane,
naelektrisane Cestice ¢e izgubiti 1 predati svoju energiju medijumu (tkivu) preko dva glavna mehanizma:
kolizija (eng. collisional stopping power) i radijacija (eng. radiative stopping power) (121).
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Slika 9. Interakcija fotonskog zracenja sa materijom - Komptonov efekat

Najvaznija meta kod primene radioterapije je DNK lanac. Smatra se da je dvostruko oStec¢enje
DNK lanca izazvano zra¢enjem glavni uzrok smrti ¢éelije (120).

Zracenje dovodi do razli¢itih ¢elijskih odgovora koji ukljuuju prepoznavanje ostecenja DNK,
mobilizaciju proteina za popravak DNK, popravak ili pokusaj popravke oSteCenja DNA, pokretanje
kontrolnih tacaka ¢elijskog ciklusa, dok kod nepopravljivog oStecenja dolazi do ¢elijske smrti.

Jonizujuce zracenje interreaguje s bioloSkom materijom na viSe razlicitih nacina. Zraenje moze
delovati direktnim ili indirektnim mehanizmima koji ¢e dovesti do smrti tumorskih c¢elija (122).
Interakcija fotonskog zracenja sa materijom (Komptonov efekat) je predstavljen na slici 9. Direktnim
mehanizmom ostecenja ¢elije podrazumeva se ono oStecenje koje direktnim pogotkom u metu, dovodi
do jednolancanih ili dvolancanih prekida DNK, nakon ¢ega dolazi do obustave ¢elijske proliferacije i/ili
smrti ¢elije i apoptoze (Slika 10) (122).

S druge strane, indirektni mehanizam podrazumeva da visokoenergetski fotoni u interakciji sa
materijom proizvode elektrone koji vrSe direktnu jonizaciju atoma i pri tome dovode do prekida
hemijskih veza. Nakon toga dolazi do stvaranja slobodnih radikala i drugih reaktivnih vrsta kiseonika,
Sto deluje na bioloski sistem, odnosno intracelularni milje, dovodeé¢i do celijskog stresa, ostecenja

-----

koga standardno fotonsko zracenje deluje na tumorske celije.
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Slika 10. Shematski prikaz mehanizma jonizujuceg zracenja na celije

Izvor: Gong L, Zhang Y, Liu C, Zhang M, Han S. Application of Radiosensitizers in Cancer
Radiotherapy. Int J Nanomedicine. 2021;16:1083-1102. (122)

Sa radiobioloske strane, ista data doza iz razlicitih vrsta zracenja moze proizvesti razlicite
bioloske efekte, zbog Cega se efekat datog zracenja uporeduje sa efektom X zracenja u smislu njegove
relativne bioloske efektivnosti (RBE) (121).

Kod X- ili y- zracenja niskog linearnog transfera energije (LET), vecina slobodnih radikala, kao
Sto su hidroksili, superoksid i vodonik peroksid, nastaju zbog jonizacije vode i uglavnom dovode do
indirektnog ostecenja mete. S druge strane, kod zracenja visokog LET, kao kada su u pitanju protoni,
najpre dolazi do direktne kolizije (sudara) sa metom, odnosno do direktnog ostecenja DNK (123).
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Slika 11. Interakcije niskog LET, visokog LET i teskih Cestica sa DNK. Zracenje niskog LET stvara
slobodne radikale koji dovode do jednolancanog prekida DNK. Zracenje visokog LET uzrokuje vise
lezija koji dovode do dvolan¢anog prekida DNK. Tokom interakcije sa teskim ¢esticama,
fragmentacijom elemenata atoma dolazi do nastanka izotopa

Izvor: Park SH, Kang JO. Basics of particle therapy I: physics. Radiat Oncol J. 2011;29(3):135. (123)

Postoje razli¢ite konvencionalne metode zraenja. Sve metode omogucavaju preciznu dozu
zra¢enja usmerenu ka tumoru i ograniavaju koli¢inu zracenja u blizini zdravog tkiva. Savremena
tehnologija i savremene masine omogucavaju bolju konformalnost i bolju postedu okolnog tkiva. Zra¢na
terapija se generi$e preko linearnih akceleratora i radioaktivnih izvora, a potom usmerava prema meti
(npr. tumor). Zra¢na terapija se moze sprovoditi kao spoljasnja ili teleradioterapija (transkutana RT; eng.
External Beam Radiation Therapy - EBRT) ili brahiterapija (124). Transkutana radioterapija je najcesce
koriS¢ena forma radioterapije. Prema energiji jonizujuteg zracenja, transkutana radioterapija moze biti
superficijalna, ortovoltazna i megavoltazna radioterapija, a izvor zraenja nalazi se izvan tela bolesnika,
odnosno na odredenoj udaljenosti od tela bolesnika. Kod brahiterapije, koja predstavlja invazivnu formu
zracenja, radioaktivni izvor se dovodi u kontakt sa tumorom ili u njegovu blizinu (124).

Frakcionisanje zracenja podrazumeva raspodelu ukupne doze u ve¢em ili manjem broju frakcija,
u precizno odredenim vremenskim intervalima. Standardno ili konvencionalno (protrahovano)
frakcionisanje podrazumeva podelu ukupne doze zra¢enja na odredeni broj frakcija koje se sprovode
radnim danima (ponedeljak-petak), a doza po jednoj frakciji iznosi standardno 1,8 - 2 Gy (125,126).
Shodno indikacijama, zraenje se moze sprovesti po hipofrakcionisanom rezimu zracenja,
hiperfrakcionisanom i akcelerisanom rezimu zraCenja (126). Hipofrakcionisani rezim zraCenja
podrazumeva primenu nesto vec¢e dnevne doze zracenja, uz smanjeni ukupni broj frakcija zracenja (126).
Hiperfrakcionisani rezim zraCenja zasniva se najpre na primeni veéeg broja frakcija, pri cemu je dnevna
doza po frakciji nesto niza od doze kod standardnog frakcionisanja, dok akcelerisani rezim zracenja
podrazumeva skracivanje trajanja celokupnog zra¢nog tretmana (125), tako S§to se veci broj frakcija u
odredenom vremenskom intervalu primenjuje u jednom danu (126). Na izbor frakcionisanja zracenja
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uticu mnogi faktori, od kojih su najznacajniji oni koji su vezani za pacijenta, ukljucujuci osobine samog
tumora i okolnog zdravog tkiva. Oporavak subcelijskih povreda (reparacija), regeneracija (repopulacija),
preraspodela celijskog ciklusa (redistribucija) i reoksigenacija su ¢inioci koji doprinose razlikama u
odgovoru normalnog tkiva i tumora na razli¢ite rezime frakcionisanja (125).

Radioterapija se moze sprovesti pre ili posle operativnog lecenja (adjuvantna/postoperativna RT)
(127). U odredenim indikacijama moze se sprovoditi i intraoperativna RT (128) ili profilakticka RT.
Takode, radioterapija se moze sprovesti pre ili nakon hemoterapije ili istovremeno (konkomitantno)
(129) sa hemioterapijom. U pojedinim slu¢ajevima, radioterapija se moze sprovoditi kao jedini modalitet
lecenja, i to kao radikalna ili palijativna RT.

Zralna terapija se generiSe 1 sprovodi preko radioterapijskih masina za spoljasnju (transkutanu)
zracnu terapiju (ortovoltaZni aparati, izotopski aparati i linearni akceleratori) 1 preko radioizotopa koji se
nalazi u aparatima za brahiterapiju. Za transkutanu zracnu terapiju, sada se najces¢e koriste linearni
akceleratori.

Savremene tehnike planiranja zracne terapije

Trodimenzionalna (3 - D) konformalna zra¢na terapija (3D - RT, eng. 3D - CRT) predstavlja
tehniku zracne terapije koja se bazira na volumnom planiranju, odnosno tehniku kod koje se planiranje i
isporuka zracne terapije na ciljni volumen bazira na 3D slikama (imidzingu), najées¢e dobijenim na CT
za planiranje RT (130). Samim tim, distrubucija doze zracenja je prilagodena nepravilnom obliku ciljnog
volumena. Kod ove tehnike zrane terapije, najéeS¢e se koristi vise zra¢nih polja radi bolje
konformalnosti i zastite okolnog nezahvacenog (zdravog) tkiva. Nakon delineacije ciljnih volumena, i
dobijanja 3 - D slike ciljnog volumena, pravi se aranzman zra¢nih polja, a kompjuterski sistem izraCunava
optimalnu izodoznu distribuciju, uz zastitu okolnog tkiva (124). Ciljni volumeni su definisani prema
International Commission on Radiation Units and Measurements 50 i 62 (ICRU 50; ICRU 62) (131,132)

Intenzitetom zraCenja modulisana radioterapija (IMRT) predstavlja naprednu formu 3 - D
konformalne zra¢ne terapije. Ova tehnika podrazumeva primenu viSe zranih snopova tj. polja
(segmentna polja) usmerenih iz vise uglova (133). Moduliranje intenziteta zraenja za svako od ovih
segmentnih polja dovodi do razli¢ite raspodele doze unutar svakog segmentnog polja, ali se ukupna
zeljena distribucija doze dobija superponiranjem tih polja (kontrolisana nehomogenost doze). Da bi se
ova tehnika sprovela u praksi, linearni akceleratori koriste tzv. multilamelarni kolimator (eng. multileaf
collimator - MLC). Ova tehnika omogucava bolju konformalnost i bolju zastitu okolnih tkiva i organa
koji imaju svoj prag radiotolerancije, a samim tim i smanjenje nezeljenih efekata (134). Medutim, IMRT
povecava volumen normalnog tkiva izlozenog niskim dozama zracenja (veca integralna doza), ali moze
smanjiti ukupnu dozu na okolnim kriti¢énim strukturama i organima (133). IMRT se mozZe sprovoditi kao
,.Step-and-shoot” IMRT tehnika i kao dinamicka IMRT. Ciljni volumeni su definisani i planirani prema
ICRU 50 i 62, kao i prema preporukama International Commission on Radiation Units and
Measurements 83 (ICRU 83) (135). Prikaz planiranja IMRT tehnikom prikazan je na slikama 121 13.
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Slika 12. Aranzman zra¢nih polja kod IMRT tehnike planiranja RT (materijal Instituta za onkologiju i
radiologiju Srbije)

Slika 13. Prikaz virtuelnog pacijenta nakon delineacije ciljnih volumena i organa pod rizikom
(materijal Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije)

Intenzitetom zrac¢enja modulisana lu¢na terapija (eng. intensity modulated arc therapy - IMAT)
predstavlja naprednu tehniku IMRT, ¢iji je cilj da pruzi visoku konformalnost zracne terapije pomocu
koje se doza doprema preko jednog ili vise lukova (eng. arc) tokom rotacije gentrija (136). Prednosti
dinamic¢ke IMAT u odnosu na fiksnu IMRT jesu $to rotaciona priroda isporuke doze kod IMAT pruza

fleksibilnost u samoj raspodeli doze, $to se prakti¢no ogleda u dozimetrijskoj prednosti IMAT. Druga
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prednost je i visoka efektivnost isporuke doze (136). Postoje 2 glavna nacina za izvodenje IMAT:
volumetrijski modulisana lu¢na terapija (volumetric modulated arc therapy - VMAT) i tomoterapija.

Volumetrijski modulisana lu¢na terapija (Volumetric Modulated Arc Therapy - VMAT)
predstavlja naprednu tehniku IMAT, odnosno IMRT. VMAT tehniku karakteriSe pomeranje lifova MLC
promenljivom brzinom, rotacionim pomeranjem gentrija promenljivom brzinom i varijacijom brzine
doze (eng. dose rate) i rotacijom kolimatora. 1zodozna pokrivenost ciljnih volumena je sli¢na i kod
klasi¢nih IMRT planova i VMAT planova. U pojedinim studijama je navedeno da je bolja konformalnost
i homogenizacija doze dobijena VMAT tehnikom (137), dok je u drugim studijama, IMRT tehnika
pokazala nesto bolju homogenost doze (138). Medutim, ukupno trajanje tretmana je kra¢e kao i manje
isporu¢enih monitorskih jedinica (MU) kod VMAT tehnike, (139). Prikaz VMAT tehnike planiranja
prikazan je na slici 14.

Slika 14. Prikaz polja kod VMAT (RapidArc) tehnike (materijal Instituta za onkologiju i radiologiju
Srbije)

Tomoterapija predstavlja metodu lu¢ne zra¢ne terapije. Aparat za tomoterapiju se sastoji od
megavoltaznog CT (skenera) i linearnog akceleratora (140). Tomoterapija se moze podeliti na aksijalnu
(serijsku) tomoterapiju kod koje se doza isporucuje slajs po slajs (eng. slice therapy) ili spiralnu
tomoterapiju (eng. hellical tomotherapy) kod koje akcelerator isporucuje dozu dok spiralno rotira oko
pacijenta (slicno kao kod spiralnog CT skeniranja pacijenta) (140). Odnosno, pacijent se pomera kroz
aparat, dok se izvor zracenja rotira oko pacijenta u slajsevima (aksijalna tomoterapija) ili spiralno
(spiralna tomoterapija).

ICRU 50 (131) (definise 5 ciljnih volumena od interesa tokom planiranja zracne terapije:
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Volumen tumora (eng. gross tumor volume - GTV) je volumen koji predstavlja jasno vidljiv ili
opipljiv tumor. GTV se moze identifikovati i definisati na imidzingu (npr. CT, MR itd.);
Klini¢ki volumen mete (eng. clinical target volume - CTV) predstavlja volumen koji sadrzi GTV
i suspektnu mikroskopsku bolest. CTV je volumen koji mora dobiti propisanu dozu kako bi se
efektivno lecio tumor, odnosno pacijent.

Planirani ciljni volumen (eng. planning target volume - PTV) je volumen koji u sebi sadrzi GTV
i CTV i koji se delineise zbog pokrivanja mogucih odstupanja zbog geometrije pacijenta i pokreta
organa i set-up gresaka.

Tretirani volumen (eng. treated volume - TV) je volumen koji prima propisanu dozu i uslovljen
je geometrijom pacijenta na osnovu koje je planiran PTV i njegova izodozna distribucija.
Medutim, PTV 1 TV nisu sinonimi, a idealan plan je kada je odnos TV/PTV = 1.0.

Ozraceni volumen (eng. irradiated volume - IV) podrazumeva volumen tkiva koji prima zna¢ajnu
dozu, odnosno dozu koja bi mogla dovesti do odredenih nezeljenih efekata ili bolesti.

Kako u ICRU 50 nisu definisani volumeni zdravih, tumorom nezahvaéenih organa i tkiva, ICRU 62
(132) zadrzava pojmove GTV, CTV, PTV, TV i1V, ali definiSe i nove pojmove:

Organi pod rizikom (,,organi od rizika*) (eng. organs at risk - OAR) je svaka struktura, organ ili
tkivo u neposrednoj blizini ciljnih volumena obuhvacenim zracenjem kod kojih postoji izvestan
rizik od oStecenja i neZeljenih efekata izazvanih zraenjem.
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Slika 15. Prikaz pojedinih organa pod rizikom kod planiranja tumora mozga: narandzastom bojom
delineisana opticka raskrsnica, oker bojom desni opticki zivac, plavom bojom levi opticki zivac, crnom
bojom desna o¢na jabucica, zelenom bojom leva o¢na jabucica, mozak plavom ,,cyan“ bojom (materijal

Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije)
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¢ Planiranje organa u volumenu rizika (eng. planning organ at risk volume - PRV) predstavljaju
prosirenje organa pod rizikom zbog mogucih pokreta dodavanjem odgovarajué¢e margine.

e Unutrasnji ciljni volumen (eng. internal target volume - ITV) predstavlja volumen koji je zapravo
proSirenje volumena CTV 1 koji uzima u obzir pokrete CTV, kao §to su disajni pokreti ili
probavna peristaltika i pokreti.

Slika 16. Ciljni volumeni definisani prema ICRU 50

Stereotaksi¢nu radioterapiju (SRT) predstavljaju kompleksne masine i tehnike preko kojih se
planira zra¢na terapija i isporucuju visoke doze zra¢enja na ciljni volumen s vrlo uskim marginama, ¢ime
se omogucava poSteda okolnog zdravog tkiva. Stereotaksi¢na radioterapija tela (SBRT) bazira se na
primeni precizno usmerenog jonizujueg zraéenja na ekstrakranijalne (141) i intrakranijalne lezije (142),
dok se stereotaksi¢na radiohirurgija (SRS) odnosi na sprovodenje visoke doze jonizujuceg zracenja u
jednoj frakciji na intrakranijalnu leziju/lezije (141). Stereotaksi¢na radioterapija se moze izvesti na
savremenim aparatima koji zadovoljavaju sve tehnoloSke preduslove (imobilizacija, imidzing itd.).
Najcesce su u pitanju modifikovani linearni akceleratori, Cyber noz, X-noz, Gama noz, aparat za
tomoterapiju (141). Indikacije za stereotaksi¢nu radioterapiju su jasno definisane i treba napomenuti da
kod tumora koji imaju infiltrativni rast (poput visokogradusnih glioma), stereotaksi¢na zracna terapija
(npr. SRS) nema prioritet u odnosu na klasi¢nu adjuvantnu standardnu transkutanu radioterapiju (143).

Sve savremene tehnike zraCenja prati pojam ,,slikom vodena radioterapija“ (eng. image guided
radiation therapy - IGRT). IGRT obuhvata sve metode imobilizacije i imidzinga (ultrazvuk - UZ,
radiografija, CT, MR) pomocu kojih se proverava i osigurava preciznost pozicioniranja pacijenata pre
same frakcije zracenja (144).

Aranzman zra¢nih polja odreduje medicinski fizicar, na taj na¢in da se propisanom dozom pokrije
ciljni volumen, dok istovremeno prati dozna ograni¢enja za organe pod rizikom. Analiza plana zracne
terapije se vrsi u sistemu za planiranje RT, graficki tj. tabelarno ili kvantifikovano preko histograma
volumne doze (DVH). DVH prikazuje simuliranu doznu distribuciju unutar volumena od interesa, kao i
matematicko-staticki proracun distrubucije doze ciljnih volumena i organa pod rizikom (145). Vrsi se
procena izodoznih povrsina tj. distribucija doze ciljnog volumena, kao i doprinos doze na organe pod
rizikom. DVH se moze koristiti kao ulazni podatak za procenu verovatnoce postizanja lokalne tumorske
kontrole i verovatnoce pojave terapijskih komplikacija (145). Ograni¢enja za organe pod rizikom su
definisani prema Quantitative Analyses of Normal Tissue Effects in the Clinic (QUANTEC) (146), ali
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postoje i preporuke razli¢itih studija. Ukoliko plan zadovoljava sve propisane kriterijume, vrsi se
verifikacija plana, nakon ¢ega se moze otpoceti zracna terapija. Shodno protokolu i prema potrebi,
minimum jednom, a naj¢eS¢e vise puta nedeljno vrsi se provera geometrije zracenja sa referentnom
geometrijom pacijenta i to poredenjem digitalno rekonstruisanih radiografija (DRR) sa kilovoltaznim ili
megavoltaznim portal snimcima koji se sprovode pre frakcije zra¢enja. Takode, u istom cilju sprovodi
se i cone beam CT pre zracne frakcije (slika 17).

3 2 4
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Slika 17. a) Cone beam CT - provera pozicije pre frakcije RT; b) portal snimak - provera pozicije
pacijenta pre frakcije RT (kilovoltazni imidzing i DRR) (materijal Instituta za onkologiju i radiologiju
Srbije)

1.6.2.2. Radioterapija glioblastoma

Zbog infiltrativne prirode glioblastoma (mikroskopske celije u okolini makroskopski vidljivog
tumora), lokalizacije tumora i rizika od postoperativnog morbiditeta, smatra se da kompletnu resekciju
tumora i eradikaciju svih tumorskih ¢elija nije moguce postici, te je ukazana potreba i za primenom
lokalne radioterapije. Radioterapija kod pacijenata sa glioblastomom se vremenom menjala. Istorijski,
ranije se radioterapija glioblastoma primenjivala primenom opozitnih polja, odnosno kao radioterapija
celog mozga (eng. whole brain radiation therapy - WBRT) (147). Neki od razloga za primenu zra¢ne
terapije celog mozga bili su i podaci da glioblastom ima infiltrativni rast i da se radioloskim pregledima
ne moze utvrditi jasna mikroskopska bolest (prosirenost) (148,149), kao i da ¢esto ima multicentri¢an
rast. Hochberg i saradnici su u svojoj studiji objavljenoj 1980. godine dosli do zakljucka da se kod vecine
ispitivanih pacijenata, postmortem CT snimcima i autopsijskim pregledom, tumorske éelije mogu
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definisati unutar 2 cm od tumora (150). Takode, jedan od zakljucaka je bio da je multicentri¢nost
zapazena kod 4% nelecenih i kod 6% pacijenata lecenih radioterapijom ili radio-hemioterapijom.
Pojedine studije su pokazale da se ¢elije tumora mogu nac¢i u mozdanom tkivu i vise od 4 cm od tumorske
mase (151). Showalter i saradnici zakljuéili su da se prose¢no vreme prezivljavanja i vreme do progresije
ne razlikuju znac¢ajno izmedu grupe kod kojih je primenjena radioterapija celog mozga i grupe pacijenata
kod kojih je primenjena fokalna 3 - D konformalna radioterapija, a progresija bolesti je bila lokalna kod
svih posmatranih pacijenata (152). Takode, primena zra¢ne terapije celog mozga nosi veéi rizik od
radionekroze i toksic¢nosti U vidu kognitivne disfunkcije (153). Uvodenje kompjuterizovane tomografije
i magnetne rezonancije u planiranje radioterapije doprinelo je preciznijoj delineaciji ciljnih volumena
(154), dok je tehnoloski napredak radioterapijskih masina i radioterapijskog okruZenja omogucio
planiranje i izvodenje savremene radioterapije. Uvodenje 3 - D konformalne radioterapije smanjilo je
stopu toksi¢nosti kod pacijenata sa gliomima (155).

Definisanje optimalne radioterapijske doze za leCenje glioblastoma pretrpelo je znacajne izmene
tokom prethodnih decenija. Naime, pojedine studije su pokazale statisticki znacajno bolje prezivljavanje
kod pacijenata kod kojih je primenjena doza iznad 50 Gy (156). S druge strane, nije bilo razlike u
toksi¢nosti izmedu pacijenata kod kojih je data doza od 50 i 60 Gy (156). Eskalacija doze iznad 60 Gy
nije dala Zeljene rezultate. Rezultatima obdukcije pacijenata, utvrdeno je da postoji veliki rizik od
radijacione nekroze kada se primeni doza veéa od 60 Gy (149).

Radioterapija se kod glioblastoma najcesce primenjuje kao adjuvantna, odnosno postoperativna
radioterapija, a rede i kao radikalna radioterapija. U odredenim indikacijama, u zavisnosti od vremena
proteklog od zracenja, moze se sprovesti i reiradijacija.

Standardno savremeno lec¢enje glioblastoma danas ukljucuje hirusko lecCenje, radioterapiju i
hemioterapiju (157). Stupp i saradnici objavili su rezultate studije 2005. godine i pokazali da je primena
temozolomida istovremeno (konkomitantno) sa radioterapijom, a potom i adjuvantnom primenom
temozolomida, znacajno uticala na bolje ukupno prezivljavanja ovih pacijenata (127). Nakon toga, ve¢ina
svetskih protokola uvodi ovaj protokol (Stupov protokol) u standardno lecenje glioblastoma.

Planiranje radioterapije glioblastoma

Za optimalnu delineaciju ciljnih volumena i ozradivanje glioblastoma bile su potrebne jasne
smernice za definisanje bioloSkog ponasanja bolesti, 0dn0OsNo puteva Sirenja i obrasca relapsa bolesti.
Kako je prethodno navedeno u tekstu, 1980. godine dobijeni su podaci da se tumorske ¢elije mogu naci
unutar 2 cm od primarnog ishodista tumora (150).

U studiji Lee i saradnika koja je ukljucila 36 pacijenata sa glioblastomom, PTV je formiran
dodavanjem izotropnih margina od 2-3 cm u odnosu na GTV, sa eskalacijom doze od 70-80 Gy, a zra¢na
terapija je planirana 3 - D konformalnom zra¢nom terapijom (158). Istrazivaci su zakljuéili da je relaps
bolesti centralnog tipa, odnosno da se rekurentni tumor nalazi u regiji visokih doza (158). Chen i saradnici
su takode izvestili da uprkos eskalaciji doze od 90 Gy, relaps bolesti ostaje lokalan. Zra¢na terapija je
planirana 3 - D konformalnom tehnikom, a formirana su tri PTV, i to dodavanjem margine od 0,5 cm za
PTV1, 1,5 cm za PTV2 i 2,5 cm za PTV3. Centralni relaps zabelezen je kod je 78% pacijenata, 13%
pacijenata je imalo relaps u zra¢nom polju, dok je 9% pacijenata imalo marginalni relaps, sto upucuje na
to da bliske margine pri delineaciji kod visoko konformalnih tehnika ne povecavaju rizik od marginalnog
ili udaljenog relapsa bolesti (159).
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Za planiranje zra¢ne terapije glioblastoma postoji nekoliko prihvacenih vodica. Prema Evropskoj
organizaciji za istrazivanje i leCenje raka (eng. European Organisation for Research and Treatment of
Cancer - EORTC) preporucuje se da se zra¢na terapija sprovodi u jednoj fazi. Niyazi i saradnici su 2016.
godine analizirali dostupne vodice o radioterapijskom planiranju (delineaciji) glioblastoma i objavili
vodi¢ ,,ESTRO ACROP* za delineaciju ciljnih volumena kod glioblastoma S§to ¢e biti predstavljeno u
narednom delu teksta (European Society for Radiotherapy and Oncology-ESTRO; Advisory Committee
for Radiation Oncology Practice - ACROP; ESTRO-ACROP) (160).

ACROP odbor za vodice preporucuje da se za imobilizaciju koristi termoplasti¢na imobilizaciona
maska, a debljina slajseva tokom CT za planiranje RT bi trebalo biti 1-3 mm. Preporucuje se spajanje
(fuzionisanje) postoperativne MR sa CT za planiranje RT, a MR treba biti stara do 2 nedelje pre
planiranja RT. GTV se delineiSe tako da obuhvata postoperativni kavum uz rezidualni tumor (ukoliko
postoji) koji pokazuje postkontrastno pojacanje signala na TIW MR. CTV bi trebalo konstruisati
dodavanjem izotropne margine od 20 mm na GTV, dok se PTV formira dodavanjem margine od 3-5
mm. CTV bi trebalo smanjiti prema anatomskim barijerama kao $to su kosti lobanje, opticki put, opticka
hijazma i mozdano stablo (0 mm), zatim prema Satoru malog mozga, srpastoj pregradi velikog mozga
(falks) 1 mozdanim komorama (5 mm). Ukljudivanje regije nepravilnosti uoc¢ene na T2W 1 FLAIR
sekvencama MR je opciono. Ukoliko je u pitanju sekundarni glioblastom, zone koje nemaju
postkontrastno pojacanje mogu biti deo tumora, zbog Cega je potrebno uzeti u obzir zone povisenog
intenziteta signala u T2W. U zavisnosti od kompleksnosti ciljnog volumena, zra¢na terapija se moze
planirati 3 - D konformalnom zra¢nom terapijom, IMRT ili VMAT tehnikom. Standardna doza koja se
preporucuje je 60 Gy, podeljena u 30 frakcija (2 Gy/dan), dok se za starije pacijente (preko 70 godina)
ili one sa lo$ijim opstim stanjem i PS (Karnofski PS < 70%) preporucuje hipofrakcionisani rezim zra¢ne
terapije (40 Gy /15 frakcija ili 34 Gy/10 frakcija) (160).

Organi pod rizikom (OAR) koje treba delineisati su opti¢ki zivci, opticka hijazma, o¢i, o¢na
so¢iva, mozdano stablo i mozak. Potencijalni (relativni) organi pod rizikom su puz (kohlea) smesten u
unutras$njem uvu, suzne zlezde, hipofiza i hipotalamus. Doza se propisuje prema ICRU 50 i ICRU 62
vodi¢ima, ¢ime se osigurava da 95% izodozna povrsina propisane doze pokriva minimum 95% ciljnog
volumena. Subdoziranje je moguce u odnosu na bliskost sa rizi¢nim strukrurama (OAR) (160). Analiza
plana zra¢ne terapije odnosno izodoznu distribuciju se vrsi u sistemu za planiranje RT. Takode analizira
se dozni doprinos na organe pod rizikom koriste¢ci QUANTEC preporuke i preporuke razlicitih studija.
Prema QUANTEC, pojedina dozna ograni¢enja za organe pod rizikom su: a) mozdano stablo, cela
struktura, Dmax < 54 Gy (endpoint: trajna kranijalna neuropatija ili nekroza, <5%), D1-10cc < 59 Gy
(endpoint: trajna kranijalna neuropatija ili nekroza, < 5%), b) opticka hijazma, cela struktura, Dmax < 55
Gy (endpoint: opti¢ka neuropatija, < 3%), ¢) opticki zivci, cela struktura, Dmax <55 Gy (endpoint: opti¢ka
neuropatija, < 3%), d) kohlea, cela struktura, srednja doza < 45 Gy (endpoint: senzorineuralni gubitak
sluha, < 30%), e) mozak, Dmax < 60 Gy (simptomatska nekroza, < 3%) (146). Za makulu oka, istrazivaci
preporucuju da o¢na mrlja (makula) primi Dmax < 45 Gy (161), dok za suzne Zlezde Dmax iznosi < 40 Gy
(162), a hipofizu Dmax < 50 Gy (163) i o¢no socivo Dmax < 10 Gy (idealno manje od 6 Gy) (162). Prema
RTOG 0933 studiji, dozna ogranicenja za hipokampus su D100 <9 Gy, a Dmax < 16 Gy (164).

ESTRO-ACROP vodi¢ predlaze planiranje zra¢ne terapije 3D - RT, IMRT ili VMAT tehnikom,
u zavisnosti od specifi¢nosti lokalizacije tumora u mozgu i blizine kriti¢nih struktura (160).

Prikaz planiranja IMRT I VMAT tehnikom zra¢ne terapije sa izodoznim distribucijama prikazani
su na slikama 18 i 19. Prikaz planiranja 3D - RT prikazan je na slici 20.
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Slika 18. a) prikaz izodozne distribucije ciljnih volumena VMAT tehnikom kod pacijentkinje sa
glioblastomom; b) prikaz ciljnog volumena koji je pokriven 95% izodozom; c) prikaz zra¢nih polja
VMAT (RapidArc) tehnikom; d) histogram volumne doze (materijal Instituta za onkologiju i
radiologiju Srbije)

Slika 19. Delineacija ciljnih volumena multicentricnog glioblastoma u koregistraciji CT za planiranja
zraéne terapije i MR endokranijuma i planiranje zra¢ne terapije IMRT tehnikom: a) ciljni volumeni
(GTV, CTV, PTV) na CT za planiranje i aranzman polja; b) ciljni volumeni (GTV, CTV, PTV) na

koregistrovanom MR za planiranje zraéne terapije, ¢) prikaz planiranja IMRT - zra¢na polja ,,oeam eye
view*; e) izodozna distribucija (materijal Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije)
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Slika 20. Prikaz ciljnih volumena i planiranja 3D-RT kod pacijenta sa glioblastomom (materijal
Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije)

Radiotherapy and Oncology Group (RTOG) (RTOG 0525 i RTOG 0825 studije) preporucuje
sprovodenje zracne terapije u 2 faze. U prvoj fazi se propisuje doza od 46 Gy u 23 frakcije, a potom se
sprovodi povecanje doze na smanjeni volumen (boost) sa 10 Gy u 5 frakcija (165). Kako je navedeno u
tabeli Niyazi i saradnika, gde je nacinjen paralelni prikaz delineacije ciljnih volumena EORTC i RTOG
vodica, u prvoj fazi zrac¢enja prema RTOG vodi¢u, CTV1 se formira tako $to se na GTV1 (postoperativna
Supljina 1/ili rezidualni tumor na TIW sekvenci MR) i peritumorski edem (T2W/FLAIR sekvenca MR)
doda margina od 2 cm. U drugoj fazi (boost) zracenja, CTV2 se formira tako §to se na GTV2
(postoperativna Supljina i/ili rezidualni tumor na T1W sekvenci MR) doda margina od 2 cm. I na PTV1
i PTV preporucuje se margina od 3 - 5 mm (160).

Prema EANO, cilj radioterapije kod difuznih glioma je povecanje lokalne kontrole bolesti bez
uzrokovanja neurotoksi¢nosti (113). EANO za lecenje glioblastoma IDH-wild type CNS SZO gradus 4
(SZO klasifikacija 2021.) i glioblastoma, NOS, CNS SZO gradusa 4 preporucuje primenu konkomitantne
radioterapije sa Temozolomidom, pri ¢emu doza zracenja bi trebalo biti 54 - 60 Gy, sa 1,8-2 Gy dnevno
po frakciji. Za pacijente starosti iznad 65 - 70 godina i MGMT nemetilisane tumore, preporucuje se
hipofrakcionisani rezim zra¢enja sa TD 40.05 Gy u 15 frakcija (2.67 Gy dnevno po frakciji). Za MGMT
metilisane tumore kod starijih od 65 - 70 godina, preporucuje se konkomitanmtna radioterapija sa TMZ
ili samo primena TMZ. Kod astrocitoma, IDH-mutanta, CNS SZO gradusa 4 (prema klasifikaciji iz 2016.
godine odgovara glioblastomu, IDH-mutant SZO gradus IV) u primarnom pristupu preporucuje se
primena radioterapije dozom od 54 - 60 Gy sa 1,8 - 2 Gy dnevno po frakciji, konkomitantno sa
hemioterapijom TMZ, mada se potencijalno TMZ moze izostaviti (113). EANO preporuka iz 2017.
godine (166) se ne razlikuju bitno od preporuka iz 2021. godine. Naime, preporuka za leCenje
glioblastoma IDH-mutanta SZO gradusa IV je primena radioterapije konkomitantno sa hemioterapijom
TMZ, a potom primena adjuvantnog TMZ. Lecenje glioblastoma IDH-wild type SZO gradusa IV se
podudara sa preporukama iz 2021. godine. Preciznije, preporucena je primena konkomitantne
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radioterapije sa Temozolomidom, za pacijente ispod 70 godina. Za MGMT metilisane tumore kod starijih
od 70 godina, preporucuje se konkomitantna radioterapija sa TMZ ili samo primena TMZ.
Hipofrakcionisani rezim zrac¢ne terapije (15 frakcija po 2,67 Gy) je preporucen kod starijih pacijenata ili
pacijenata sa nepovoljnim prognosti¢kim faktorima (166).

Reiradijacija glioblastoma

Uprkos kompletno sprovedenoj terapiji glioblastoma, koja uklju¢uje maksimalnu bezbednu
resekciju tumora, radioterapiju i hemioterapiju, najéesce dolazi do progresije bolesti ili lokalnog relapsa
(152) u okviru dve godine od postavljanje dijagnoze glioblastoma. Park i saradnici su iz svoje studije
dobili podatke da je prosecno vreme od inicijalne dijagnoze do pojave relapsa bolesti 11,1 meseci (167).
lako je primarni tretman za glioblastome jasno definisan, za rekurentne glioblastome nema definitivnih
smernica.

EANO preporuke iz 2021. godine preporucuju radioterapiju rekurentnih glioblastoma ukoliko u
primarnom pristupu nije primenjena zra¢na terapija (113). Potencijalne terapijske mogucnosti su
ponovna hirurska resekcija, reiradijacija, sistemska terapija i simptomatsko-suportivna terapija (168).
Ukoliko postoji indikacija za primenu ponovne zra¢ne terapije, potrebno je uzeti u obzir sve parametre
prethodnog plana zracne terapije i DVH, vreme proteklo od prethodne radioterapije, kao i to da li je
primenjena ili ¢e se primeniti i konkomitatna ili sekvencijalna hemioterapija. Reiradijacija se moze
sprovesti standardnim ili hipofrakcionisanim rezimom frakcionisanja, ali i stereostaksi¢cnom zraénom
terapijom ili stereotaksi¢cnom radiohirurgijom. Imajuéi u vidu radiotoleranciju mozga i struktura i mozgu
poput opticke hijazme ili mozdanog stabla, reiradijacija nosi povecéan rizik od neurotoksi¢nosti. Za
standardno frakcionisanje, prema QUANTEC definisane su ocekivane stope toksi¢nosti u odnosu na
primljenu dozu (146). Za stereotaksi¢nu radiohirurgiju, rizik od neurotoksi¢nosti i simptomatske
radionekroze je znacajno povecan ukoliko je doza od 10i 12 Gy (V10i V12) primenjena na ve¢i volumen
mozga (169). Rizik od neurotoksi¢nosti i simptomatske radionekroze je manji od 10% ukoliko je
kumulativna ekvivalentna doza normalizovana na 2 Gy (eng. equivalent dose in 2 Gy fractions- EQD2)
izmedu 100 - 110 Gy, a rizik je veci kod primene SRS i SBRT, zbog ¢ega se njihova primena savetuje
samo na lezije od 5 - 15 ml (170). Navarria i saradnici su u studiji u kojoj je bilo uklju¢eno 90 pacijenata
sa visokogradusnim gliomima (60 pacijenata je imalo glioblastom gradusa 4 po klasifikaciji iz 2021.
godine) 1 kod kojih je sprovedena iradijacija, nakon viSe od 6 meseci od prethodnog zracnog tretmana,
zakljucili da je kod 10% pacijenata zabelezena radionekroza. Takode, neurokognitivna funkcija je bila
stabilna do trenutka progresije bolesti kod pacijenata (171). Novija istrazivanja sugeriSu o moguc¢im
radioprotektivnim efektima primene bevacizumaba konkomitantno sa reiradijacijom. Naime, nakon
izlaganja zraCenju, zabelezena je ushodna regulacija VEGF, te se kombinacijom radioterapije i
bevacizumaba moze ostvariti dvostruki efekat i to senzibilizacijom prethodno radiorezistentnog dela
tumora, ali i efekat na samu vaskularizacija tumora (172). Kako bevacizumab ima antiangiogeno dejstvo,
potencijalno moze biti zastitni faktor protiv pojave radionekroze (173).

Jedna od alternativa lokalne terapije za rekurentni glioblastom moze biti i primena eng. Tumor
Treating Fields (TTF). TTF tretman koristi naizmeni¢na elektri¢na polja niskog intenziteta (1 - 3 VV/cm)
I intermedijarne frekvencije (100 - 300 kHz), koje deluje biofizicCkom silom na naelektrisane i
polarizovane molekule, ¢ime se mozZe ostvariti antimitotski efekat na ¢elije tumora, uz delovanje i na
druge bioloske procese (174). Stupp i saradnici su zakljucili da upotreba TTF uz TMZ povecéava ukupno
prezivljavanje ovih pacijenata u odnosu na samo primenu TMZ. U ovu studiju je bilo ukljuc¢eno 695
pacijenata kod kojih je prethodno sprovedena konkomitantna hemioradioterapija. Prose¢no ukupno
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prezivljavanje u grupi pacijenata sa TTF i TMZ bilo je 20.9 meseci, a u grupi gde je primenjen TMZ 16
meseci (175). Blaga do umerena kozna toksi¢nost je zabelezena kod 52% pacijenata u grupi gde je
primenjen TTF i TMZ (175). Imaju¢i u vidu da TTF nije dostupan u svim zemljama, postoje razli¢ita
razmatranja povezana sa finansijskim moguc¢nostima zemalja da se TTF uvrsti u standardno lecenje
pacijenata sa glioblastomom, ali i razmatranja o odnosu korist-efektivnost (cost-effectivness) (174).

1.6.2.3. Radiobiologija glioblastoma

lako je pokazano da zra¢na terapija znacajno produzava preZivljavanje kod pacijenata sa
glioblastomom, ovaj tumor pripada grupi radiorezistentnih tumora. Unutarcelijski milje, kao i faktori
mikrookoline (176) uti¢u na radiorezistentnost kod glioblastoma. Medu glavnim faktorima koji uti¢u na
efikasnost radioterapije su promene u c¢elijskom ciklusu, aktivacija onkogena i inaktivacija tumor
supresorskih gena (177).

Jonizujuce zraCenje dovodi do jednolan¢anih prekida i dvolancanih prekida ¢elijske DNK. Iako
su dvolancani prekidi redi, dvolan¢ano oSte¢enje DNK je verovatno najbitniji mehanizam za uniStavanje
¢elija tumora (178). Medutim, odgovor ¢elija na oSteCenje predstavlja kompleksan proces u koji je
ukljuceno vise signalnih puteva i mehanizama popravke nastalih ostec¢enja, Sto moZe uticati na stepen
radiorezistentnosti. Jedan od mehanizama radiorezistencije kod glioma jeste i aberatni metabolizam
¢elija glioma, koji omogucuje brzu popravku DNK ostec¢enja (178).

Postoje dva vazna puta koji u€estvuju u popravei dvolan¢anog oStecenja DNK izazvanog
zraCenjem i to su homologna rekombinacija i nehomologno sparivanje lanaca (178). EGFR amplifikacija
je Cesto prisutna kod glioblastoma i moze da promovise radiorezistentnost, a postoji i hipoteza o
postojanju povezanosti izmedu EGFR 1 popravke oSte¢enih lanca DNK posredstvom drugih signalnih
puteva poput PI3K-Akt (179). PI3K-Akt najverovatnije dovodi do popravke oStecenja lanaca DNK preko
DNK zavisne kataliticke subjedinice protein kinaze, koja je ujedno glavni enzim popravke signalnog
puta nehomolognog sparivanja lanaca (180). U popravci dvolancanog osSteCenja DNK i regulaciji
kontrolnih tacaka celijskog ciklusa kljucan je Ataksija telangiektazija mutirani gen (ATM) (181). U prilog
tome, govore 1 podaci da se inhibicijom ATM kinaze potencira radiosenzitivnost Celija glioblastoma
(182).

Tang 1 saradnici uocili su da je invazivna populacija ¢elija glioblastoma razvila fenotip koji se
karakterisao povecanim prezivljavanjem c¢elija, smanjenom stopom apoptoze i pojatanim mehanizmom
popravke dvolancanog oste¢enka DNK. Analizom transkriptoma uoceno je reprogramiranje invazivnih
¢elija glioblastoma uz pojacanu aktivaciju EGFR i nuklearnog faktora-xB (NF-xB) povezanih signalnih
puteva (183).

S druge strane, postavljena je i hipoteza da mati¢ne ¢elije glioma ubrzavaju odgovor na DNK
ostecenje. De Bacco i saradnici su saopstili da je MET receptorska kinaza na odreden nacin eksprimirana
u podrupi radiorezistentnih mati¢nih ¢elija glioma, kao i1 da je prekomerno eksprimirana u rekurentnom
glioblastomu nakon sprovedenog zracenja (184). Navedeni istraziva¢i navode da MET promovise
radiorezistentnost oslanjajuci se na AKT aktivnost §to dovodi do neprekidne aktivacije Aurora kinaze A
i nishodnih ¢inilaca popravke DNK, fosforilacije i citoplazmatskog zadrzavanja P21, §to je povezano sa
anti-apoptotskim funkcijama (184).

Bao i saradnici su ukazali na to da su ¢elije koje eksprimiraju CD133 radiorezistentnije u odnosu
na celije koje ne eksprimiraju CD133 (89). Serafim i saradnici su zapazili povecanu ekspresiju ECM
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gena 1 interakcijskih receptora u radiorezistentnim ¢elijskim linijama glioblastoma, nakon ¢ega su dosli
do zakljucka da ECM-receptorski interakcijski put moze predstavljati vodi¢ radiorezistencije kod
glioblastoma (185).

Naidu i saradnici su istrazivali povezanost humane apurini¢ne endonukleaze 1 (Apel) sa
radiorezistencijom éelija glioma u éelijskim linijama U87 i U251 (186). Celijska linija U87 je bila
radiorezistentnija, 1 vecina Celija se nalazila u S 1 G1 fazi Celijskog ciklusa. Medutim, uocili su 1
povezanost radiorezistencije sa aktivno$¢u Apel. Naime, postojala je dozno zavisna veza izmedu
prekomerne ekspresije Apel i povecane radiorezistentnosti (186).

Na radiorezistentnost mogu uticati i epigenetic¢ki dogadaji, poput promena u metilacionom statusu
gena. S druge strane, zracenje moze dovesti do fosforilacije ili promena u metilacionom statusu histona
(187). Mikro RNK (miRNK) mogu dovesti do nishodne ili ushodne regulacije odredenih gena. Odnosno,
povecanja ili smanjena ekspresija pojedinih mikro RNK moze dovesti do radiorezistencije ili
radiosenzitivnosti ¢elija glioblastoma (188).

1.6.3. Sistemsko lecenje glioblastoma

U lecenju glioblastoma, pored hirur§kog pristupa i1 zracne terapije, koristi se 1 sistemska terapija.
Sistemska terapija podrazumeva primenu citostatika odnosno hemioterapije, bioloske terapije i target
terapije. Sistemsko leCenje generalno iako retko, moze poceti pre operativnog leCenja tumora, a kod
visokogradusnih glioma najpre nakon postavljanja i PH verifikacije tumora, tj. postoperativno, tj.
konkomitantno i adjuvantno. Shodno indikacijama, sistemsko le¢enje se koristi i U tzv. ,,salvage®
tretmanu glioblastoma, ali i drugih infiltrativnih glioma. Hemioterapija podrazumeva primenu
antimetabolita, alkiliraju¢ih agenasa, biljnih alkaloida, citotoksi¢nih antiobiotika.

U sistemskoj terapiji tumora mozga, posebno mesto zauzimaju alkiliraju¢i agensi. Najpoznatiji
alkiliraju¢i agensi su derivati nitrogen mustarda (ciklofosfamid, ifosfamid), derivati nitrozoureje
(karmustin - BCNU, lomustin - CCNU), triazeni (temozolomid, dakarbazin, prokarbazin), platinski
analozi (cisplatina, karboplatina, oksaliplatina) (189). Neki alkiliraju¢i agensi imaju sposobnost
prolazenja kroz krvno mozdanu barijeru (189), sto je jedan od glavnih razloga zbog ¢ega su nasli primenu
kod tumora mozga.

U velikoj randomizovanoj studiji koja je objavljena 2005. godine u kojoj je bilo ukljuceno 573
pacijenata, pokazano je da su pacijenti kod kojih je primenjena konkomitantna radioterapija sa TMZ, a
potom i 6 ciklusa adjuvantnog TMZ, imali znac¢ajno duze dvogodis$nje prezivljavanje, u odnosu na grupu
pacijenata kod kojih je primenjena samo radioterapija (127). Shodno tome, ovaj protokol je preporucen
Sirom sveta za leCenje novodijagnostikovanih glioblastoma i naziva se Stupov protokol (127). Do danas,
po ovom protokolu, standardno lecenje glioblastoma nakon operativnog le¢enja tumora, podrazumeva
primenu konkomitantne radioterapije sa hemioterapijom Temozolomidom, a potom primenu
adjuvantnog temozolomida (127). Po Stupovom protokolu, istovremena primena Temozolomida daje se
u dozi od 75 mg po m? dnevno, ali i subotom i nedeljom (kada se ne primenjuje radioterapija), odnosno
ukupno 42 dana. Adjuvantna primena Temozolomida daje se u dozi od 150 - 200 mg po m?, do ukupno
6 ostvarenih ciklusa (127). Na poslednjim kongresima neuroronkologije, ¢esto se spominjao i tzv.
produzeni (eng. extended Stupp’s regimen) protokol, koju podrazumeva primenu adjuvantnog
temozolomida do 12 ciklusa. Preliminarne rezultate ovih studija i toksi¢nost bi trebalo posebno i detaljno
analizirati u budu¢nosti. Temozolomid se primenjuje peroralnim putem. Kako je prethodno dokazano da
primena TMZ doprinosi boljem prezivljavanju pacijenata sa glioblastomom, otvorena su mnoga pitanja
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vezana za samu primenu TMZ. Odnosno, da li promena rezima doziranja moze dovesti do jo$ boljih
rezultata prezivjavanja. U studiji, ¢iji su rezultati objavljeni 2013. godine, primena ,,dose dense‘
adjuvantnog TMZ (75 - 100 mg m? tokom 21 dan, u ciklusu koji se ponavlja na 28 dana) nije pokazala
benefit u prezivljavanju, ali je zapazen prognosticki znacaj metilacije MGMT promotora (190). Takode,
u grupi pacijenata kod kojih je primenjen ,,dose dense* TMZ uoceno je viSe neZeljenih efekata gradusa
3-5(190). Naime, kako je MGMT enzim popravke DNK, nakon primene TMZ, MGMT moze ukloniti
metil grupu u O6-metilguaninu, ¢ime se neutraliSe oSte¢enje DNK koje je posredovano TMZ. Zbog toga,
kod hipermetilacije MGMT promotora dolazi do smanjene ekspresije MGMT proteina, odnosno boljeg
odgovora na terapiju sa TMZ i samim tim, boljeg prezivljavanja pacijenata sa GB, odnosno kod
nemetilisanih tumora ¢esto nema odgovora na terapiju TMZ (191).

Prema EANO preporukama iz 2021. godine, primena Temozolomida se ne preporucuje za
MGMT nemetilisane tumore kod starijih pacijenata od 65 - 70 godina Zivota, ali za pacijente iste zivotne
dobi preporucuje se konkomitantna radioterapija i TMZ ili monoterapija TMZ (113). Konkomitantna
primena TMZ sa radioterapijom preporucuje se kod pacijenata sa dobrim opStim stanjem i neuroloskim
statusom (113).

U sistemskom lecenju glioblastoma, ponekad se koriste i preparati nitrozouree. Ne samo
istorijski, 1 danas postoje razliite studije koje daju podatke o kombinaciji razliCitih citostatika kod
pacijenata sa gliomima. Rezultati faze 3 randomizovane studije koji su objavljeni 2019. godine ukazuju
na mogucénost boljeg ukupnog prezivljavanja pacijenata sa novodijagnostikovanim GB sa primenom
dvojne hemioterapije Lomustin-TMZ, i to kod pacijenata sa MGMT metilisanim promotorom. Imajuci
u vidu da je broj pacijenata ukljucenih u navedenu studiju relativno mali, sami autori pozivaju na oprezno
tumacenje dobijenih rezultata (192).

Bevacizumab je VEGF monoklonsko antitelo ¢ija je osnovna uloga inhibicija angiogeneze
(antiangiogena terapija). Primena bevacizumaba sa RT - TMZ kod pacijenata sa glioblastomom nije
dovela do ocekivanog benefita u ukupnom prezivljavanju pacijenata, ali je pokazan benefit u
prezivljavanju bez progresije bolesti (Progression Free Survival - PFS) i u kvalitetu zivota pacijenata
(193). S druge strane, pokazano je da primena bevacizumaba smanjuje vaskularnu propustljivost i otok,
a moze da smanji rizik od radionekroze kada se primenjuje sa zracnom terapijom (173).

EANO navodi preporuke za glioblastom IDH-wild type CNS SZO gradusa 4, glioblastom NOS
CNS SZO gradusa 4 i astrocitom CNS SZO gradusa 4 za primenu bevacizumaba u trenutku progresije
bolesti ili pojave rekurentnog tumora u zavisnosti od dostupnosti leka, ali takode navodi i ponovnu
primenu TMZ tzv. eng ,,rechallenge* TMZ i derivate nitrozouree.

U svetu su u toku brojne klini¢ke studije u kojima se koriste inovativni ili eksperimentalni lekovi
I pristupi, poput primene ,kancerskih“ vakcina, razli¢ita monoklonska antitela i onkoliti¢ne virusne
terapije. Rezultate ovih studija ¢emo moci da vidimo u buduénosti, ali je zna¢ajno napomenuti da u ovom
trenutku se takvi lekovi ne nalaze u protokolima za leCenje glioblastoma (izuzev bevacizumaba u
pojedinim zemljama).
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1.7. Mikro RNK

1.7.1. Mikro RNK u éelijskim i fizioloSkim procesima

Mikro RNK su klasa malih nekodiraju¢ih molekula RNK (21 - 25 nukleotida) koje kontrolisu
razli¢ite bioloske funkcije poput programirane Celijske smrti po principu apoptoze, Celijskog ciklusa,
proliferacije i angiogeneze, na taj nacin Sto regulisu ekspresiju gena na posttranskripcionom nivou (194).
Funkcije mikro RNK ispitivane su i zabeleZene kod biljaka, Zivotinja i ljudi.

Mikro RNK se spajaju sa RNK-indukovanim kompleksom utiSavanja i vezuju se za
komplementarnu sekvencu u 3’- netransliranoj regiji, kodirajucu regiju ili pak za 5’-netranslirani region
ciljne informacione RNK (iRNK), nakon ¢ega mogu spreciti translaciju iRNK ili pospesiti razgradnju
IRNK (195). Najvec¢i broj zrelih sekvenci mikro RNK se nalazi unutar introna ili egzona nekodirajucih
RNK, kao i introna prekursorskin mRNA. Biogeneza mikro RNK je regulisana brojnim koracima i
regulatornim mehanizmima, ukljucujuéi transkripcionu kontrolu gena mikro RNK, epigeneticku
kontrolu gena mikro RNK, regulaciju prvog koraka obrade od primarne (pri)- mikro RNK (dugi primarni
transkripti gena mikro RNK) do prekursorske mikro RNK, do regulacije drugog koraka obrade od
prekursorske mikro RNK do mikro RNK (196). Medu mehanizmima prvog koraka obrade posebno se
izdvaja Drosha kompleks i DiGeorge syndrome critical region gene 8 (DGCRS8) (197). Ponekad su mikro
RNK transkribovane u dugi transkript kada se nazivaju klasteri, a ako imaju slicne seed sekvence,
smatraju se familijama mikro RNK.

Ostec¢enje DNK razli¢itim procesima dovodi do brojnih intracelijskih reakija, a jednu od bitnih
uloga u tom odgovoru na oste¢enje DNK i kontroli intracelijskih procesa imaju i mikro RNK. Mikro
RNK ucestvuju u odgovoru na DNK oSte¢enje preko regulisanja faza Celijskog ciklusa (G0/G1, G2/M),
popravke DNK osteéenja i programirane ¢elijske smrti po principu apoptoze (198). Mikro RNK mogu
da uti¢u na razli¢ite mehanizme za popravku jednostrukih i dvostrukih oste¢enja DNK koji najpre
ukljucuju popravku ekscizijom baze, proces homologne rekombinacije i spajanje nehomolognih krajeva
(198). Tako, na primer, u odgovoru na ostecenje DNK, mikro RNK-21 preko ciljne mete (gena) PDCD4
reguliSe proces apoptoze, dok mikro RNK-34a preko mete RAD51 uti¢e na akumulaciju dvostrukih
ostecenja DNK (198). Imaju¢i u vidu da akumulacija dvostrukih oste¢enja DNK lanaca moze dovesti do
razli¢itih procesa, ukljuc¢ujuci 1 proces tumorogeneze, jasno je da mikro RNK imaju vaznu ulogu u
kontroli ovih procesa (199). Takode, mikro RNK se nekomplentarno vezuju za svoje target gene, tj. jedna
mikro RNK moze regulisati i vise ciljnih gena, dok nekoliko mikro RNK zajedno moze da regulise jedan
gen (200).

Mikro RNK imaju bitne uloge u mnogim bioloskim i fizioloskim procesima, ukljucujuéi ¢elijski
rast, prenos signala, programiranu ¢elijsku smrt, hematopoetsku diferencijaciju krvnih loza, sekreciji
hormona. Smatra se da su mikro RNK tkivno specifi¢éne. Kako je do sada opisana biogeneza mnogih
intracelijskih mikro RNK, studije su pokazale da se mikro RNK mogu detektovati i u ekstracelijskom
prostoru (201).

Za mehanizam ulaska mikro RNK u ekstracelijski prostor postoji vise hipoteza od kojih se
pominju mehanizam pasivnog prolaska nakon apoptoze, nekroze, ali i aktivnom sekrecijom egzozoma i
lipoproteina (201). Shodno tome, mikro RNK mogu se izolovati iz ¢elija, tkiva i telesnih te¢nosti poput
seruma i plazme ali i drugih (202). Pokazano je da odredene mikro RNK imaju ulogu u ranom razvijanju
hematopoetskih ¢elija i imunom sistemu. Pojedine mikro RNK mogu potisnuti ekspresiju bitnih gena za
hematopoetsku stem ¢eliju i time mogu da uti¢u na proizvodnju progenitorskih ¢elija. Takode, mijeloidna
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¢elijska loza je regulisana interakcijom izmedu mikro RNK i odredenim transkripcionim elementima

(203).

Zapaza se 1 razlicita aktivnost mikro RNK u neuronima, sugeriSu¢i na ulogu mikro RNK u
regulaciji sinapticke plasticnosti. Mikro RNK su kljuéni regulatori moZdanog razvoja i moZdane
funkcije. Neke od mikro RNK koje imaju odredenu ulogu u mozgu su: mikro RNK-92a koja regulise
neuronsku aktivnost, mikro RNK-129 koja regulise snagu sinapse, mikro RNK-132 i mikro RNK-212
koje imaju modularne efekte na ucenje i paméenje, ulogu u odrzavanje intaktne krvno mozdane barijere
kao i ulogu u razvoju vizuelnog korteksa (204). Uoceno je da postoji spektar mikro RNK koje su bitne
tokom razvoja plué¢a i normalnih fizioloskih procesa. Neke od njih su let-7, mikro RNK-155 i mikro
RNK-19-72 (205).

1.7.2. Mikro RNK u patoloskim stanjima i malignim bolestima

Poremecena regulacija mikro RNK 1 razli¢it nivo njihove ekspresije zapaza se u mnogim
patoloSkim stanjima. Treba napomenuti da su prvobitna istraZivanja povezanosti mikro RNK sa
patoloSkim stanjima bila na animalnim modelima, ali sve viSe studija pokazuju znacaj mikro RNK i kod
ljudi. Kako je prethodno pomenuto u tekstu, odredene mikro RNK imaju ulogu u homeostazi, normalnom
razvoju pluéa i njihovom funkcionisanju. Samim tim, poremecéena regulacija (ushodna ili nishodna
regulacija) specifiénih mikro RNK moze dovesti do razli¢itih pluénih bolesti. Poremecéena (aberantna)
ekspresija mikro RNK zabeleZena je u inflamatornim procesima i u sklopu inflamatornog odgovora na
nivou pluénog parenhima, fibrozi pluca, bronhijalnoj astmi 1 kanceru.

Neke od mikro RNK koje se povezuju sa imunoloski posredovanim bolestima plu¢a su mikro
RNK-21, mikro RNK-126, ¢lanovi familije let-7 mikro RNK (205). Navedene mikro RNK su ispitivane
i na animalnim modelima, ali i kod ljudi. Kako je pokazano da mikro RNK mogu posredovati u ranom
razvijanju ¢elija hematopoetskog sistema i imunom sistemu, deregulacija i aberantna ekspresija se
pronalazi u mnogim hematoloskim bolestima i malignitetima kao Sto su hroni¢na limfocitna leukemija
(mikro RNK-15a, mikro RNK-16), difuzni B krupnocelijski limfom i akutna mijeloidna leukemija
(mikro RNK-155), ali i autoimunim oboljenjima poput reumatoidnog artritisa i multiple skleroze (203).

U nervnom sistemu, postoji razlicita ekspresija pojedinih mikro RNK u zavisnosti od tipa ¢éelija.
PoviSena ekspresija mikro RNK-129 zapazena je kod epilepsije kod ljudi, ali takode i na
eksperimentalnim modelima, dok su snizene vrednosti mikro RNK-92a detektovane u hipokampusu kod
pacijenata sa temporalnom epilepsijom (204). Na animalnom modelu (miS) inhibicija mikro RNK-132
imala je zastitno dejstvo na hipokampalne neurone i smanjila incidencu spontanih epilepti¢nih napada
(204). Sli¢no je dokazano i sa mikro RNK-134. Naime, dobijeni su podaci da je mikro RNK povisena u
operativno odstranjenom hipokampusu i neokorteksu kod pacijenata sa farmakorezistentnom
epilepsijom, a inhibicija ove mikro RNK u razli¢itim modelima smanjila je incidencu epilepti¢nih napada
(204).

Pored patoloskih, nemalignih bolesti, tokom poslednje decenije, mnogi dokazi upucuju na znacaj
regulacije mikro RNK u malignim oboljenjima odnosno raku (kanceru). Pojedine mikro RNK mogu da
promovisu proliferaciju Celija, invazivnu sposobnost tumorskih ¢éelija, angiogenezu, dok druge mikro
RNK mogu da inhibiraju navedene procese. Odnosno, mikro RNK mogu delovati kao protoonkogeni ili
tumor supresori.
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Ekspresija mikro RNK-34a je ¢esto snizena u razli¢itim malignim bolestima, $to upucuje na njen
mogu¢ znacaj kao tumor supresora. Lodygin i saradnici su izvestili da je 79% pacijenata sa rakom
prostate imalo CpG metilaciju promotora mikro RNK-34a, uz udruZeni gubitak ekspresije navedene
mikro RNK (206). Takode, istrazivaci su slicno zapazili kod raka dojke, pluca, debelog creva, bubrega,
mokrac¢ne besike, ¢elijskim linijama raka pankreasa i melanoma, ali i kod primarnog melanoma. Od
nabrojanih, najmanji procenat je uocen kod raka debelog creva (13%), a najve¢i kod primarnog
melanoma (65%) (206).

Jedna od mikro RNK za koju se takode smatra da ima bitnu ulogu tumor supresora je familija
mikro RNK-let-7. Naime, zapazeno je da je ekspresija let-7 izrazenija u odmaklim fazama kancera, i to
najpre u mezenhimalnim malignitetima (207). Lee i saradnici su tabelarno prikazali pojedine mikro RNK
I njihove target gene, kao i varijacije u ekspresiji mikro RNK kod odredenih tumora, i to u smislu
povisene ili snizene ekspresije u odnosu na ekspresiju u normalnom tkivu. Prethodno pomenuta mikro
RNK, let-7, moze imati povecanu ekspresiju kod raka debelog creva i raka pankreasa, a snizenu kod raka
pluca ili dojke (207).

Neke mikro RNK mogu delovati i kao onkogeni (eng. oncomiR). Jedna od najistrazenijih mikro
RNK u humanoj onkologiji je mikro RNK-21, a kod solidnih tumora i hematoloskih malignigniteta
zapazena je njena ushodna regulacija.

Povisene vrednosti mikro RNK-21 su pronadene kod visokogradusnih glioma, karcinoma dojke,
karcinoma debelog creva, u nesitnocelijskom karcinomu pluca, karcinoma prostate, a povisena ekspresija
ove mikro RNK se povezuje sa odmaklim stadijumima bolesti i rezistencijom na terapiju (208). Od
hematoloskih maligniteta opisuje se povecana ekspresija mikro RNK-21 kod difuznog B krupnocelijskog
limfoma, hroni¢ne mijeloidne leukemije i kod leukemije prirodnih ¢elija ubica (NK c¢elijska leukemija)
(208).

Iako mikro RNK deluju na ¢elijsku proliferaciju preko elemenata celijskog ciklusa i regulacijom
razli¢itih signalnih puteva, postoje i drugi procesi kojima mikro RNK posreduju u procesima
tumorogeneze i invazije. Izbegavanje programiranje Celijske smrti tumorskih ¢elija je jedan od tih
mehanizama, a veruje se da mikro RNK imaju bitnu ulogu u tome (209). Poremecena regulacija funkcije
tumor supresora p53, odnosno njime regulisanih mikro RNK, potkrepljuje otpornost tumorskih ¢elija na
proces apoptoze. Uz to, noviji dokazi upucuju na to da mikro RNK imaju ulogu u epitelijalno-
mezenhimalnoj tranziciji i procesu metastaziranja i indukciji angiogeneze. Kako je signalni put
transformiSuceg faktora beta (TGF-B) ukljucen u regulaciju epitelijalno-mezenhimalne tranzicije i
pospesivanju metastastkog procesa, mikro RNK koje reguliSu signalni put TGF-f su ¢esto prekomerno
ekspirmirane u ovim malignitetima. Jedna od mikro RNK koja ucestvuje u ovim procesima je mikro
RNK 155 i ona promovise epitelijalno-mezenhinalnu tranziciju, dok mikro RNK 200 i 203 inhibisu
tranziciju (209). U dodatku, Petrovi¢ i saradnici su sugerisali da mikro RNK 155 moze biti ukljuena u
proces patogeneze raka dojke i metastaziranju raka u drenazni limfni region dojke (210).

1.7.3. Mikro RNK kod glioblastoma

Brojne studije su pokazale poremecéenu ekspresiju razli¢itih mikro RNK kod glioblastoma. Podaci
iz literature ukazuju na to da prethodno pomenuta mikro RNK-21 ima odredenu ulogu i kod glioblastoma.
Chan i saradnici su dokazali prekomernu ekspresiju mikro RNK-21 u tkivu glioblastoma i ¢elijskim
linjjama glioblastoma u poredenju sa netumorskim fetalnim mozdanim tkivom i mozdanim tkivom
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odraslih kod kojih ta ekspresija nije dokazana. U dodatku, inhibicija mikro RNK-21 dovela je do
aktivacije kaspaze i potom i poveéane stope apoptoze (211).

Yang i saradnici su zakljucili da je mikro RNK-21 prekomerno eksprimirana u ¢elijskim linijama
glioblastoma i tkivu glioblastoma (212). Uzgred, istrazivaci su dosli do do zakljucka da je ekspresija
mikro RNK-21 statisticki znac¢ajno vise povisena kod glioblastoma, nego kod niskogradusnih glioma.
Shodno rezultatima studije i dostupnim podacima, sugerisali su da je visoka ekspresija ove mikro RNK
povezana sa loSijim prezivljavanjem pacijenata sa GB, a da je gen za insulinu sli¢an faktor rasta (IGF)
vezujuéi protein 3 (IGFBP3) ciljni gen mikro RNK-21 kod glioma (212).

Druga mikro RNK koja je prekomerno eksprimirana kod glioma je mikro RNK-10b. U studiji
koja je imala 43 uzorka glioma (sedamnaest uzoraka su bili uzorci glioblastoma), sugerisana je korelacija
izmedu nivoa ekspresije mikro RNK-10Db i invazivnosti glioma. Naime, istrazivaci su dosli do saznanja
da je mikro RNK-10b povisena kod svih glioma, ali i da je nivo ekspresije ove mikro RNK visi kod
visokogradusnih glioma (213).

Medutim, treba se osvrnuti 1 na mikro RNK koje su nishodno regulisane u glioblastomima,
odnosno koje imaju nizu ekspresiju u odnosu na okolno zdravo tkivo.

Snizena ekspresija mikro RNK-758-5p je detektovana u tkivu glioblastoma i ¢elijskim linijama
glioblastoma u odnosu na normalno tkivo mozga i normalnu ljudsku c¢elijsku liniju astrocita.
Eksperimentalno je pokazano da prekomerna ekspresija mikro RNK-758-5p dovodi do supresije
proliferacije, migracije i invazivnosti ¢elija glioblastoma (214). Jedna od studija je pokazala da postoji
smanjena ekspresija mikro RNK-210 u tkivima glioma (niskogradusnih i visokogradusnih). Niska
ekspesija ove mikro RNK je uo¢enaiu 3 ¢elijske linije glioblastoma (A-172 MG, T98G, LN-229). Autori
su sugerisali da niska ekspresija mikro RNK-210 moze sudelovati u progresiji niskogradusnih glioma ka
visokogradusnim gliomima. Odnosno, visoka ekspresija ove mikro RNK bi mogla imati ulogu u inhibiciji
migratorne i invazivne sposobnosti glioblastoma (215). Barbano i saradnici su dosli do nesto drugacijih
rezultata (216). Istrazivaci su predstavili rezultate koji govore prilog povisene ekspresije pojedinih mikro
RNK koje su udruzene sa losijim ukupnim prezivljavanjem u grupi sa glioblastomom, te da se medu
njima posebno izdvajaju mikro RNK-21 i mikro RNK-210 (216). Opre¢ni rezultati navedene 2 studije o
mikro RNK-210 otvaraju novo poglavlje istrazivanja, odnosno da li mikro RNK imaju vise ciljnih gena.
Kod najagresivnijih tumora i najrezistentnijinh na terapiju, kakav je i glioblastom, trebalo bi istraziti
direktnu i medusobnu povezanost izmedu vise mikro RNK, kao i to da li mikro RNK poput mikro RNK-
21 imaju dominantnije onkogeno dejstvo u odnosu na druge mikro RNK, koje imaju tumor supresorno
dejstvo.

Alrfaei i saradnici su u svojoj studiji koristili 4 uzorka glioblastoma, od kojih su 3 bila de novo a
jedan rekurentni glioblastom i kod njih je otkrivena niska ekspresija mikro RNK-100-5p (217). Nakon
transfekcije pre-mikro RNK-100 u inicijatorske tumorske ¢elije (koje su izolovane iz glioblastoma)
zapazen je smanjeni vijabilitet ¢elija i smanjena proliferacija ¢elija. Transfekcija sa pre-mikro RNK-100
dovela je do smanjenja ekspresije markera mati¢nih celija koji se uobicajeno eksprimiraju u
glioblastomu. Prekomerna ekspresija mikro RNK 100-5p dovela je do poveéane ekspresije inhibitora
¢elijskog ciklusa p21 (217). U studiji objavljenoj 2021. godine pokazana je razlika u profilu ekspresije
mikro RNK izmedu mati¢nih Celija glioblastoma 1 ve¢ diferentovanih tumorskih celija. lako je
detektovano cetrnaest mikro RNK sa razli¢itim profilom ekspresije kod mati¢nih ¢elija glioblastoma,
najvec¢i znacaj imale su mikro RNK-21 i mikro RNK-95, a njihova ekspresija je povezana i sa
prezivljavanjem pacijenata (218).
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1.7.4. Mikro RNK, jonizujuée zracenje i radioterapija

U prethodnim delovima teksta bilo je price o efektu jonizuju¢eg zracena na ¢éelije, delovanju na
DNK ¢elija, kao i1 procesima koji nastaju nakon izlaganja jonizuju¢em zracenju. Imajuci u vidu literarne
podatke o uticaju mikro RNK na regulaciju gena i mnoge ¢elijske procese, nauka svakodnevno daje nove
podatke o tome kako se specifi¢ne mikro RNK ponaSaju nakon izlaganja jonizuju¢em zracenju.

Brojne mikro RNK pokazuju izmenjen nivo ekspresije nakon izlaganja jonizuju¢em zracenju, u
vidu ushodne ili nishodne regulacije.

Maes i saradnici su u svom istrazivanju pokazali da se nivo ekspresije mikro RNK u ljudskim
fibroblastima menja tokom izlaganja niskim dozama zracenja (219). U ranim i kasnim tackama
posmatranja zapazene su razlike u nivou ekspresije specificnih mikro RNK i to najpre u vidu nishodne
regulacije. Medutim, druge mikro RNK su pokazale povecan stepen ekspresije dva sata nakon izlaganja
zracenju. Autori su sugerisali da nakon uocene nishodne, a potom ushodne regulacije mikro RNK, oni
mogu predstavljati kontrolore ¢elijskih procesa nakon izlaganja zra¢enju, kako bi se aktivirao mehanizam
popravke DNK ostecenja i inhibirala programirana ¢elijska smrt (219). Kako je do sada opisano da ATM
serin kinaza ima bitnu ulogu u ¢elijskom odgovoru na oSte¢enje DNK posredovano jonizuju¢im
zra¢enjem, ona verovatno ima i klju¢nu ulogu u regulaciji mikro RNK, njene ekspresije i biogeneze u
odgovoru na jonizujuce zracenje (220). Pokazano je da mikro RNK-34a takode reguliSe odgovor na
jonizujuée zracenje u vise tipova tkiva i tumora.

Stankevicins 1 saradnici su poredili nivo ekspresije mikro RNK nakon izlaganja X zracenju
aplikuju¢i dozu od 5 Gy i to medu ¢elijskim linijama nemalignog tkiva dojke MCF-10A, ¢elijske linije
raka T47-D i MCF-7. Istrazivaci su uocili poveéan nivo ekspresije mikro RNK-34a cetiri sata nakon
zracenja u liniji MCF-10A i MCF-7, dok nisu uo¢ili povecan nivo ekspresije u liniji T47-D koja nije
imala funkcionalan p53, a dvadeset Cetiri sata od sprovedenog zracenja zapazili Su smanjenje nivoa
ekspresije. Autori su sugerisali da je ekspresija mikro RNK-34a povezana sa dozom rentgenskog
zraCenja, vremenom proteklog od zracenja i tipa celije (221).

Lacombe i saradnici su evaluirali ulogu mikro RNK u odgovoru na zrac¢nu terapiju (222).
Istrazivaci su sugerisali da mikro RNK-34a ima verovatno veliki zna¢aj u radiobiologiji. Naime, naveli
su primere iz literature koji pokazuju da izlaganje jonizuju¢em zracenju dovodi do povecane ekspresije
mikro RNK 34a. Dalje, oni govore u prilog brojnim bioloskim procesima u okviru ¢elijskog odgovora
na zracenje koji su regulisani od strane ove mikro RNK i naglasavaju da ona moze imati ulogu u
odgovoru na zracenje ili radiotoksi¢nost. Osim mikro RNK-34a, autori opisuju i druge mikro RNK,
prevashodno iz familije let-7 koji mogu imati odredenu ulogu u radiobiologiji, preciznije senzitizaciji
¢elija na primenu jonizujuceg zracenja, ali 1 mikro RNK-21 kao mogucu meta za prevazilaZenje
radiorezistencije tumorskih ¢elija i smanjenje stepena radiosenzitivnosti normalnih, zdravih ¢elija (222).

Kao i kod mnogih tumora, tako i kod glioblastoma postoje brojne mikro RNK koje imaju razlicit
nivo ekspresije. Mikro RNK-128a i njen ciljni gen polycomb ring finger oncogene (Bmi-1) mogu imati
znacajnu ulogu u radiorezistenciji ¢elija glioblastoma. Naime, Ye i saradnici su ispitivali uticaj razliite
doze zracenja na ¢elijsku liniju glioma U-87 MG, kao i mogucu ulogu reaktivnih jedinjenja kiseonika,
mikro RNK-128a i gena Bmi-1 u ¢elijskom odgovoru na primenu zracne terapije (223). Niska ekspresija
ove mikro RNK u navedenoj ¢elijskoj liniji nakon izlaganja zrac¢enju, dovela je do izbegavanja procesa
starenja (propadanja) (eng. cell senescence) odnosno do pojave rezistencije na zra¢enje. U dodatku,
sugerisano je da mikro RNK-128 i Bmi-1 gen mogu biti odgovorni za radiorezistenciju kod ove Celijske
linije glioma (223).
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Studija Li i saradnika, prikazala je rezultate gde je nivo ekspresije mikro RNK-320 bio znacajno
snizen u radiorezistentnoj grupi tkiva glioma, sa znacajno pove¢anim nivoom forkhead box protein M1
(FoxM1) proteina informacione RNK (224). Prekomerna ekspresija mikro RNK-320 dovela je do
povecane radiosenzitivnosti ¢elija glioma na primenu zracenja, promovisanja programirane celijske
smrti, $to je uo¢eno preko smanjenog prezivljavanja tumorskih ¢elija u ¢elijskim linijama U87 i U251.
Drugim re¢ima, mikro RNK-320 je povecala osetljivost na jonizujuce zra¢enje preko nishodne regulacije
sirtuina 1 (Sirtl) i FoxM1 (224).

Mikro RNK-21 je prekomerna eksprimirana u mnogim kancerima, ali i kod glioblastoma. Njena
prekomerna ekspresija se dovodi u vezu i sa radiorezistencijom kod glioblastoma. Chao i saradnici su
ispitivali mehanizam radiorezistencije u kome mogu da posreduju mikro RNK-21 i njeni target geni
(225). Ekspresija mikro RNK-21 je ispitivana u tkivu glioblastoma, ¢elijskim linijjama glioblastoma
A172, T98G 1 US7MG i normalnom tkivu mozga. Istrazivaci su predstavili rezultate koji govore u prilog
tome da je prekomerna ekspresija mikro RNK-21 povezana sa rezistencijom na zra¢nu terapiju, dok je
blokada ove mikro RNK delovala kao radiosenzitajzer. Nakon blokade mikro RNK-21 (pomoc¢u
transfekcije sa anti mikro RNK-21) uoceno je znacajno povecanje stepena programirane ¢elijske smrti u
T98G ¢elijskoj liniji (225). U dodatku, blokadom mikro RNK zapazena je poveéana ekspresija gena
PDCD4 and hMSH2, sto je sugerisalo da mikro RNK-21 moze posredovati u rezistenciji glioblastoma
na zraéenje preko navedenih ciljnih gena (225).

Prema pojedinim studijama, mikro RNK-10b moze biti potencijalni prediktivni biomarker za
odgovor na zra¢nu terapiju kod pacijenata sa GB (226). Istrazivaci su u svojoj studiji zakljucili da je
prekomerna ekspresija mikro RNK-10b smanjila stepen programirane ¢elijske smrti, pojacala migratornu
1 invazivnu sposobnost ¢elija glioblastoma i snizila senzitivnost ¢elija GB na zra¢nu terapiju (226).

Mehanizam prevazilaZenje rezistencije na primenu hemioterapije temozolomidom kod pacijenata
sa glioblastomom i povezanost tog mehanizma sa ekspresijom mikro RNK je takode tema savremenih
istrazivanja. Zhao 1 saradnici su tokom 2020. godine objavili istrazivanje u kom su zakljucili da se sa
mikro RNK-128-3p moze pojacati senzitivnost ¢elija glioblastoma na temozolomid preko regulacije
proteina epitelijalno-mezenhimalne tranzicije c-Met (227).

Imajudi u vidu sve procese koji nastaju nakon izlaganja ¢elija zracenju, kako tumorskih, tako 1
zdravih ¢elija 1 sve prethodno opisane 1 navedene procese u okviru kaskade reakcija na oStec¢enje celija
na zracenje, postavlja se pitanje da li se mikro RNK koje ucestvuju u regulaciji ove kaskade mogu
povezati sa nivoom radijacionih o$teé¢enja, odnosno radijacionih povreda, kao i da li ta oSteé¢enja koja
izazivaju simptome mogu biti povezani sa nivoom ekspresije mikro RNK (228). Pokazano je da se nivoi
ekspresije mikro RNK-21 znacajno menjaju tokom zra¢ne terapije pacijenata sa rakom prostate, kao i da
se nivoi ekspresije razlikuju izmedu pacijenata sa i bez prisutne akutne radijacione toksi¢nosti (229).

1.8. Toksi¢nost terapije kod tumora mozga

1.8.1. Toksi¢nost radioterapije

Tehnike radioterapije i tehnologija se neprestano unapreduju kako bi se poboljsala preciznost i
efikasnost terapije uz istovremenu redukciju nezeljenih efekata. lako su frakcionisana RT i1 savremene
tehnike zracne terapije znac¢ajno smanjile ucestalost i gradus toksi¢nosti, pacijenti kod kojih se sprovodi
zra¢na terapija i dalje mogu imati razli¢ite toksi¢nosti. Toksi¢nost kod primene zra¢ne terapije na tumore
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u endokranijumu mozemo podeliti na akutnu i kasnu toksi¢nost (u literaturi se pominje i subakutna
toksi¢nost). Najces¢i akutni nezeljeni efekti kod zra¢enja endokranijuma su mucnina, povracanje,
glavobolja, pogorsanje neuroloskog deficita, zamor, promene mentalnog statusa i somnolencija. Efekti
akutne toksi¢nosti zraenja pojavljuju se tokom sprovodenja radioterapije ili do 3 meseca nakon
zavrSetka tretmana (230). Kasna toksi¢nost indukovana radioterapijom razvija se od 3 meseca do
nekoliko godina nakon tretmana (230) i ukljucuje difuznu leukoencefalopatiju, mentalne promene,
zamor, gubitak pamcéenja, demenciju ili fokuse radionekroze. Faktori povezani sa leCenjem kao $to su
doza po frakciji, ozraceni volumen tkiva, broj frakcija, ukupna primljena ili apsorbovana doza i trajanje
izloZenosti zra¢enju nisu dovoljni da predvide reakciju normalnog tkiva.

Mehanizam radiotoksi¢nosti CNS je kompleksan i do sada nije u potpunosti razjasnjen. Faktori
koji su u korelaciji sa toksi¢nosc¢u zracenja CNS najpre ukljucuju radijacionu povredu krvnih sudova,
deleciju astrocitnih progenitora oligodendrocita-2 i zrelih oligodendrocita, zatim deleciju populaciju
specifi¢nih neuralnih stem ¢elija u hipokampusu, malom mozgu i mozdanoj kori, kao i modifikaciju
ekspresije citokina (231). Akutni neZeljeni dogadaji su pre svega povezani sa edemom mozga. Edem
mozga moze nastati i nakon primene jedne frakcije zra¢enja od 2 Gy (232). Kim i saradnici izdvajaju
nekoliko histoloskih karakteristika koje se mogu zapaziti kod radijacione povrede mozga kod nekroze
bele mase mozga: gubitak ¢éelija parenhima sa demijelinizacijom bele mase, encefalomalacijom, gliozom
i gubitkom neurona, ali i povrede endotela krvnih sudova koje mogu dovesti do prekida krvno-mozdane
barijere (233). U kasnijoj fazi radijacione povrede mogu se zapaziti telangiektazije, hijalinoza i
fibrinoidni depoziti u zidovima krvnih sudova (233).

Dejstvo zra¢ne terapije ogleda se na ¢elijama tumora, ali i na ¢elijama okolnog zdravog odnosno
tumorom nezahvacenog tkiva. Nakon izlaganja ¢elija zra¢enju, pored direktnog citotoksi¢nog efekta i
nastanka smrti ¢elija, brojne studije ukazale su na sekundarne efekte indukovane radijacijom. Naime,
nakon smrti ¢elija, dolazi do razli¢itog odgovora okolnog tkiva na smrt ¢elija, §to moze dovesti do daljeg
osStecenja okolnih ¢elija. Standardna zracna terapija fotonima svoj efekat najvise ostvaruje posredstvom
slobodnih radikala. Medutim, nastanak slobodnih radikala, odnosno nakupljanje reaktivnih vrsta
kiseonika se deSava i nakon smrti tumorskih i zdravih ¢elija. Tokom oksidativnog stresa, dolazi do
ekscesivnog stvaranja i nakupljanja reaktivnih jedinjenja kiseonika Sto dovodi do daljeg oSteéenja
¢elijskih elemenata. Reaktivna jedinjenja kiseonika mogu nastati iz aktiviranih leukocita, neurona,
makrofaga, dok tkivna hipoksija izazvana vaskularnim oSte¢enjem moze biti dugotrajan izvor za
produkciju reaktivnih jedinjenja kiseonika (233). Propustljivost krvno mozdane barijere, uz nakupljanje
T-limfocita i drugih tipova leukocita stvara mikrookruzenje sa razli¢itim procentom imunih ¢elija, od
kojih najvise su zastupljene mijeloidne Celije, sa razli¢itom odnosom mikroglije iz tkiva 1 makrofaga iz
cirkulacije (234). Liddelow i saradnici su izvestili da su reaktivni astrociti znacajno indukovani
povredom centralnog nervnog sistema, a njihov nastanak podsti¢e aktivirana neuroinflamirana
mikroglija, preko sekrecije 1l-1a, TNF-a i C1 komponente komplementa (235). Oni dodaju i da su ovi
Al reaktivni astrociti veoma zastupljeni u neurodegenerativnim bolestima (235). Ovakvi rezultati
upucuju na brojne mehanizme koji se mogu aktivirati, pri bilo kojoj vrsti povrede centralnog nervnog
sistema, ali se naglaSava na procesu neuroinflamacije. Takode, nakon izlaganja zraenju, zapazeno je
oslobadanja medijatora zapaljenja, odnosno dolazi do inflamatornog odgovora, koji moze voditi do
hroni¢ne inflamacije i oStecenja tkiva (236). Odmah nakon izlaganja zracenju, najbitniji proinflamatorni
citokini koji su ukljuceni u odgovor na zraéenje mozga, pluca i koze su interleukin 1 (IL-1), interleukin
6 (IL-6), tumor nekrotisu¢i faktor alfa (TNF-a) i transformisuci faktor rasta beta (TGF- B) (236). Nakon
primenjene zra¢ne frakcije i oStecenja Celija, mikroglija i glijalne ¢elije mogu produkovati citokine poput
IL-1, IL-6, TNF-a. Ovi proinflamatorni citokini mogu uticati na proces neurotransmisije preko aferentne
grane zivca lutaoca (lat. nervus vagus) i preko dalje komunikacije sa odredenim delovima CNS izazvati
zamor (eng. fatigue) (237). Desmarais i saradnici koristili su animalni model (Fiser pacov) i pokazali su
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da nakon zra¢enja mozga dozom od 15 Gy, dolazi do znac¢ajno povecane ekspresije citokina IL-1p, IL-6
I TNF-a, sa pikom oko 4 sata nakon zrac¢enja (238). Pogor$anje neuroloskih simptoma ili pojava
neuroloskog deficita moze biti posledica i demijelinizacije nakon sprovedenog zracenja. Medutim,
demijelinizaciju okolnog tkiva moze izazvati i tumorska masa zbog kompresije na parenhim i krvne
sudove, dok primena hemioterapije moze dodatno dovesti do demijelinizacije (239).

Radioterapijom indukovani zamor (eng. fatigue) je jedan od naj¢es¢ih simptoma koji pacijenti
imaju tokom zracne terapije, a ovaj simptom se moze odrzavati i viSe nedelja ili meseci nakon zavrSenog
leCenja. Zamor veceg gradusa na skali toksi¢nosti moze narusiti kvalitet Zzivota kod pacijenata.
Mehanizam nastanka zamora je kompleksan. Kowalczyk i saradnici su predstavili podatke iz literature o
patofiziologiji zamora indukovanog radioterapijom, te naveli vise potencijalnih faktora koji mogu biti
uzroci nastanka zamora. Neki od njih su genetski faktori, poremecéena regulacija hipotalamusno-
hipofizno-nadbubrezne osovine, poremecena regulacija pojedinih transmitera, ali i mitohondrijalna
disfunkcija, poremecen nivo citokina zapaljenski odgovor i prekid krvno-mozdane barijere (240). Kako
je nastanak zamora kod pacijenata kompleksan, treba uzeti u obzir i optere¢enost boles¢u, performans
status i ve¢ postojeci neuroloski deficit, druge primenjene modalitete onkoloSkog le¢enja (hemioterapija,
imunoterapija itd.), ali i pridruzene bolesti koje mogu uticati na nastanak zamora ili stepen zamora,
pojedinacno ili u sadejstvu jednih sa drugima. Ferris i saradnici su istrazivali povezanost radioterapijske
doze na pojedine strukture mozga i akutnog zamora kod pacijenata kod kojih se primenjuje radioterapija
tumora regije glave i vrata (241). Navedeni autori zakljucili su da maksimalna doza zra¢enja (Dmax) na
mozdano stablo i kiémenu mozdinu je povezana sa poviSenim rizikom za nastanak akutnog zamora (241).
Jedan od nedostataka ove studije, kako su i sami istrazivaci naveli, jeste da nije bilo dozimetrijskih
podataka za bazalne ganglije, a bazalne ganglije su prepoznate kao jedan od mogucih faktora rizika za
nastanak zamora kod pacijenata kod kojih se sprovodi zra¢na terapija mozga. Kod pacijenata koji su na
lecenju radioterapijom, zamor nastaje najceS¢e tokom druge ili trece nedelje le€enja, odnosno postepeno
se pojacava do kraja leCenja. S druge strane, zamor kod primene hemioterapije dostize svoj pik nekoliko
dana nakon sprovedenog ciklusa hemioterapije (242).

U dostupnoj medicinskoj literaturi moze se naéi viSe studija koje se bave problemom
neurokognitivnog ostecenja nakon primene zracne terapije na deo mozga (zracna terapija proSirenog
leziSta primarnog tumora mozga) ili ceo mozak (npr. kod metastaza u mozgu ili profilakticka zra¢na
terapija celog mozga kod sitnocelijskog karcinoma pluc¢a). Cheng i saradnici su istrazivali povezanost
ostecenja prospektivnog pamcenja nakon primene zracne terapije celog mozga kod pacijenata sa
metastazama u mozgu. U ovoj studiji koris¢eno je nekoliko neuropsiholoskih testova i zadataka, a
istrazivaci su zakljuéili da postoji znacajno oStecenje eng. event-based prospective memory - EBPM
nakon sprovedene zra¢ne terapije celog mozga (243). Na osnovu animalnog modela na glodarima,
predloZzena su tri mehanizma nastanka kognitivnog oSteCenja: teorija vaskularne paradigme,
neuroinflamacija i neuroanatomska teorija. Teorijom vaskularne paradigme opisuju se vaskularna
oSte¢enja u vidu ishemije, a potom i nekroza bele mase (244). Zbog gubitka oligodendrocita dolazi do
aktivacije mikroglije zbog ¢ega dolazi do povecanja reaktivnih kiseonickih jedinjenja i citokina tj.
neuroinflamacije (244). Hroni¢na neuroinflamacija dovodi do smanjenja proliferacije neuralnih
prekursora u hipokampusu (hipokampalna neurogeneza), sto se ogleda u slabljenju kognicije.
Neuroanatomska teorija podrazumeva da je slabljenje kognitivnih sposobnosti direktna posledica
oStecenja pojedinih struktura u mozgu (244). Postavlja se pitanje da li ovi mehanizmi mogu postojati i u
kojoj meri i kod parcijalnog zracenja mozga, odnosno dela mozga u kojem se nalazi tumor, prevashodno
ako je tumor udaljen od zona od znacaja (npr. hipokampus za ocCuvanje kognitivnih sposobnosti).
Poslednjih nekoliko godina, istrazuje se zracenjem indukovan eng. ,,bystander* efekat, odnosno efekat
zraCenja na celije koje nisu ,,target” ¢elije, ali se nalaze uz target éelije (245).
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1.8.2. Toksi¢nost hemioterapije kod tumora mozga

Kod primene istovremene (konkomitantne) zra¢ne terapije sa hemioterapijom, nekada je tesko
odvojiti toksi¢nost jedne terapije od druge. Medutim, svaka terapija ima svoje specificnosti i samim tim
jedna vrsta onkoloskog lecenja ¢eS¢e moze dovesti do odredene toksicnosti.

Hemioterapija koja se primenjuje u leCenju glioma podrazumeva primenu temozolomida,
preparata nitrozouree (karmustin, lomustim, fotemustin, nimustin), PCV protokol (prokarbazin,
karmustin, vinkristin), irinotekan i platinskih derivati i rede drugih cistostatika. Derivati nitrozouree
naj¢esce dovode do hematoloske toksi¢nosti 1 pluéne fibroze.

U leCenju glioblastoma, u konkomitantnom 1 adjuvantnom pristupu leCenja standardno se
primenjuje temozolomid u sklopu Stupovog protokola. Stup je 2005. godine u svom istrazivanju naveo
da je hematoloska toksi¢nost gradusa 3 i gradusa 4 (prema eng. Common Terminology Criteria for
Adverse Events - CTCAE, verzija 2) primecena kod 7% pacijenata u konkomitantoj fazi lecenja
(radioterapija i hemioterapija Temozolomidom). Kod adjuvantne primene temozolomida, 14%
pacijenata je imalo hematolosku toksi¢nost gradusa 3 i 4 (127). U konkomitantnom pristupu lecenja, od
navedene toksi¢nosti gradusa 3 1 4, najviSe pacijenata je imalo neutropeniju (4%), a kod adjuvantne
primene temozolomida, najviSe pacijenata je imalo trombocitopeniju (14%) (127). Zaista, mnoge studije
potom su prijavile pojedinac¢ne, razli¢ite hematoloske toksi¢nosti, od mijelosupresije i pojave
pancitopenije (246) i aplazije kostne srzi, pa do hematoloskih maligniteta, poput akutne mijeloidne
leukemije (247). Pojedinacno, ali i kao posledica hematoloske toksi¢nosti (limfopenija, neutropenija),
bakterijskih infekcija koja potencijalno moze dovesti do teskih pneumonija jeste infekcija bakterijom
Pneumocystis carinii. Shodno tome, u profilaksi ove infekcije cesto se koristi trimetoprim-
sulfametoksazol, po odredenoj Semi.

Od nehematoloske toksicnosti, Stup je u svojoj studiji zapazio da se zamor umerenog do teSkog
stepena javlja kod 26% pacijenata u grupi kod kojih je primenjena samo radioterapija. S druge strane,
zamor umerenog do teSkog stepena zabeleZzen je kod 33% pacijenata u grupi pacijenata kod kojih je
primenjena konkomitantna radioterapija sa temozolomidom (127). Takode, kod 5% pacijenata
zabeleZena je pojava tromboembolijskih dogadaja (127). Bae i saradnici su ispitivali pojavu hematoloske
i nehematoloske toksi¢nosti kod 300 pacijenata sa gliomima gradusa 3 ili 4 kod kojih je temozolomid
primenjen u konkomitantnom reZimu sa radioterapijom, adjuvantnom ili palijativnom rezimu. Njihovi
rezultati su pokazali da je najveéi broj pacijenata imao trombocitopeniju kao hematoloSku toksi¢nost
(13.7%), dok su od nehematoloskih toksi¢nosti najvise izrazene mucnina (44.3%), povracanje (37%),
anoreksija (14.3%), glavobolja (10.7%), a zamor bio prisutan kod 10.3% pacijenata. Mehanizam
toksi¢nosti temozolomida je i dalje potpuno nerazjaSnjen. Medutim, vrlo ¢esto u studijama se navodi
mogucnost genetske izmene u genima odgovornim za popravku DNK, kao i epigeneti¢ko utiSavanje
MGMT promotora (84). S druge strane, kombinacija nekih lekova, poput antiepileptika sa
temozolomidom moze dovesti do mijelosupresije, a nekada i sam antiepileptik moze dovesti do razli¢itih
hematoloskih poremecaja (246,247).

Imajuci u vidu da se toksi¢nost viseg gradusa retko dogada kod primene temozolomida, uz dobru
subjektivnu toleranciju pacijenata na ovaj lek i nekomplikovano uzimanje leka (per 0s), primena
temozolomida je i dalje prva linija sistemske terapije (konkomitantno, potom adjuvantno) u vode¢im
svetskim protokolima lecenja glioblastoma.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ispitati razlike u nivoima ekspresije miR-10b/21/34a pre, tokom i nakon zracenja i moguci uticaj
na akutnu toksi¢nost i utvrdivanje vremenskog profila uocenih promena za moguce predvidanje
akutne toksicnosti kod bolesnika sa glioblastomom.

. Uporediti promene nivoa ekspresije pojedinaénih miR-10b/21/34a kod pacijenata koji su razvili
akutnu toksicnost i pacijenata bez akutne toksi¢nosti.

. Ispitati povezanost izmedu promene nivoa ekspresije miR-10b/21/34a sa klini¢ko- prognostickim
faktorima (veli¢ina i lokalizacija tumora, patohistoloski podtip i IDH1 status) i ishodom lecenja
kod bolesnika sa glioblastomom.

Ispitati nivo ekspresije miR-10b/21/34a kod operisanih bolesnika sa glioblastomom pre
radioterapije i kod zdravih osoba u cilju utvrdivanja potencijalnih razlika u nivoima njihove
ekspresije.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Pacijenti

U ovoj studiji je bilo uklju¢eno 43 bolesnika sa glioblastomom koji su leceni u Klinici za
neurohirurgiju, na odeljenju za neuroonkologiju Univerzitetskog klini¢kog centra Srbije i u Institutu za
onkologiju 1 radiologiju Srbije, Klinika za radioloSku onkologiju i dijagnostiku, Sluzba radioterapije,
pocevsi od oktobra 2017. godine do kraja 2020. godine, a koji su ispunjavali kriterijume za ukljucivanje
u istrazivanje. Za istrazivanja u okviru ove disertacije dobijena su odobrenja etickih komisija
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, broj 29/X-12 od 12.10.2017. i 1322/X-39 od
01.10.2020. Svaki bolesnik je pre ukljucivanja u istrazivanja usmeno i pisano obavesten o istrazivanju
pri cemu je svaki bolesnik potpisao informisani pristanak za uklju¢ivanje u istrazivanje.

Istrazivanje je obuhvatilo bolesnike sa novodijagnostikovanim glioblastomom kod kojih je
leCenje zapoceto operacijom (maksimalno bezbedna hirurska resekcija). Preoperativno, shodno
protokolu, svim pacijentima je uradena kompjuterizovana tomografija i/ili magnetna rezonancija na
osnovu koje se planirao operativni zahvat. Po dobijanju patohistoloskog nalaza glioblastoma (ranije
,.glioblastom multiforme*), pacijenti su prikazani konzilijumu za tumore centralnog nervnog sistema, na
kome je doneta odluka o nastavku leCenja specificnom onkoloskom terapijom. Shodno odluci
konzilijuma, po protokolu, leGenje je potom nastavljeno primenom zrane terapije istovremeno
(konkomitantno) sa hemioterapijom temozolomidom. Nakon zavrSetka istovremene tj. konkomitantne
faze leCenja, bolesnici su leCenje nastavili primenom adjuvantne hemioterapije temozolomidom, do
ukupno Sest ciklusa (Stupov protokol).

Kriterijumi za isklju€ivanje iz studije bili su: pojava alergije na hemioterapiju, pojava drugih
komorbiditeta (kardio- i respiratorna insuficijencija, akutna insuficijencija bubrega), pojava akutnih
hirurskih stanja ili infektivnih stanja, primena hormonske terapije (sem kortikosteroidne terapije koja se
primenjuje kod vecine bolesnika sa glioblastomom kao simptomatska terapija).

Akutna toksi¢nost je procenjivana i ocenjivana nedeljno, primenom Common Terminology
Criteria for Adverse Events (CTCAE) Version 5.0 kriterijuma. U studiju, pored bolesnika sa
glioblastomom, bila je uklju¢ena i grupa od 10 zdravih dobrovoljaca. Ova grupa je formirana radi
pracenja korelacije promene nivoa mikro RNK kod bolesnika sa glioblastomom u odnosu na zdrave
osobe. Akutna toksi¢nost koja je zabelezena, pracena i gradirana kod ovih pacijenata bila je pojava
glavobolje, muc¢nine, povracanja, epileptickih napada, zamora, somnolencije, konfuzije i agitiranosti.

U toku istrazivanja, pracenje 1 ispitivanje bolesnika odnosno odredivanje nivoa mikro RNK iz
uzoraka krvi bilo je po slede¢oj dinamici: pre pocetka radioterapije, tokom radioterapije (nakon 15.
zracenja) 1 nakon zavrSetka radioterapije (nakon poslednje frakcije zracenja).

U toku istrazivanja, procenjivan je i ishod bolesti. Definisani su slede¢i parametri na osnovu kojih
se procenjuje ishod bolesti: prezivljavanje bez progresije bolesti — PFS (eng. progression-free survival)
i ukupno prezivljavanje — OS (eng. overall survival). PreZivljavanje bez progresije bolesti definisano je
kao vreme bez progresije bolesti od trenutka zapocinjanja zra¢ne terapije i hemioterapije temozolomidom
do trenutka progresije bolesti, dok je ukupno prezivljavanje definisano kao vreme od postavljanje
patohistoloSke dijagnoze glioblastoma do trenutka smrti pacijenata od bilo kog uzroka.
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3.2. Planiranje zracne terapije

U sklopu osnovne obrade i pripreme za zra¢nu terapiju, u¢injeni su osnovni laboratorijski testovi
za procenu hematoloske, renalne i funkcije jetre. Zrac¢na terapija je planirana prema protokolu Instituta
za onkologiju i radiologiju Srbije koji je zasnovan na zvani¢nim preporukama i vodicu za delineaciju
ciljnih volumena kod radioterapije glioblastoma ESTRO-ACROP. Za adekvatno planiranje zra¢ne
terapije ucinjena je termoplasticna imobilizaciona maska, a potom i CT za planiranje zracne terapije.
Postoperativno, kod pacijenta je u¢injena i MR endokranijuma. Volumeni od interesa koji su delineisani:
volumen tumoratj. GTV (Gross Tumor Volume), klini¢ki volumen mete - CTV (Clinical Target Volume),
planirani volumen mete - PTV (Planning Target Volume). Ciljni volumeni su delineisani prema EORTC
preporukama za ciljne volumene u jednoj fazi lecenja, a koji su navedeni u ESTRO-ACROP vodicu. Za
preciznu identifikaciju i delineaciju ciljnih volumena ucinjena je fuzija imidzinga CT za planiranje zracne
terapije (CT simulacija) i postoperativne MR endokranijuma. Po potrebi, ucinjena je i fuzija sa
preoperativnim MR endokranijuma. GTV je delineisan kao tumorska Supljina (kavum) ili ostatak/recidiv
tumora koji je prikazan u vidu postkontrastnog pojacanja na T1 sekvenci MR endokranijuma. Klini¢ki
volumen mete je formiran dodavanjem margine od 2 cm na GTV. Prema vodicu, u¢injena je korekcija
CTV prema anatomskim barijerama, tako da CTV ne prelazi vise od 0 mm na kost lobanje, 5 mm na
mozdane komore, 5 mm na Sator malog mozga i srpastu pregradu velikog mozga (falks) i 0 mm za opticke
zivee 1 opti¢ku raskrsnicu. Planirani volumen mete je formiran, dodavajuci izotropnu marginu od 3 - 5
mm na CTV. Takode, uc¢injena je delineacija organa pod rizikom (OAR): o¢ne jabucice, o¢ni Zivci, ocna
soCiva, optiCka raskrsnica (hijazma), hipofiza, mozdano stablo, mozak, oba unutrasnja uva (kohlee). Na
ciljni volumen ucinjena je preskripcija doze sa TD 60 Gy u 30 frakcija, 2 Gy dnevno po jednoj frakciji
(frakcionisano, protrahovano zraCenje), sa zahtevom da 95% izodoza pokriva 99% PTV. Takode,
ucinjena je preskripcija doznih ograni¢enja za organe pod rizikom: o¢ne jabucice (makula) Dmax 45 Gy,
ocna sociva Dmax 10 Gy, ocni Zivci Dmax< 54 Gy, opticka hijazma Dmax < 55 Gy, mozdano stablo Dmax
<54 Gy i 1-10 cc < 59 Gy, unutrasnje uvo Dmean<45 Gy.

Zra¢na terapija je planirana postoperativnom 3 - D konformalnom (3 - D CRT) ili volumetrijski
modulisanom lu¢nom zra¢nom terapijom (VMAT) (prikaz VMAT planiranja na slikama 21, 22, 23).
Aranzman zra¢nih polja ucinjeni su od strane medicinskih fizi¢ara potom i verifikacija zracnog plana na
fantomu. Analiza i odobrenje planova zra¢ne terapije ucinjeni su u kooperaciji radijacionog onkologa i
medicinskih fizi¢ara.

Zralna terapija je planirana na sistemima za planiranje zra¢ne terapije: CMS XiO v4.8 (CMS
Software, The Elekta group, Stockholm, Sweden) i Eclipse (u Eclipse v15.5; Varian Medical Systems,
USA). Zrac¢na terapija je po protokolu kod pacijenata sa glioblastomom zapoceta ¢etiri do osam nedelja
nakon operativnog leCenja. Zra¢na terapija je sprovedena na linearnim akceleratorima.

Na linearnom akceleratoru, za imobilizaciju i postavljanje bolesnika u ,.terapijski“ polozaj i za
upravljanje konzolom u komandnoj sobi bili su zaduZeni radioterapijski tehnicari/visi radioloski tehni¢ari
i strukovnih medicinski radiolozi. Minimum jednom nedeljno, a po potrebi i ¢eSce izvrSeno je snimanje
kilovoltaznim (KV) i megavoltaznim (MV) imidzingom, a po potrebi je raden i Cone beam CT radi
adekvatne provere pozicije pacijenta tokom trajanja zracne terapije. Duzina trajanja zracne terapije je
bila ukupno 6 nedelja.
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Slika 21. Ciljni volumeni CTV (narandzasta ivica) i PTV (roze ivica) na slici sa prikazanom
1izodoznom distribucijom (spektar boja, gde crvena prebojenost oznacava pokrivenost propisanom
dozom, dok promena boja od zute ka zelenoj oznacava pad doze prema parenhimu mozga koji ne

pripada ciljnom volumenu za zra¢nu terapiju). Krug sa linijjama sa leve strane, oznacen trouglom na
pocetku i kraju, oznacava simulaciju tehnike planiranja VMAT (RapidArc) (materijal Instituta za
onkologiju i radiologiju Srbije)
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Slika 22. Prikaz tehnike planiranja VMAT (RapidArc). Crveni polukrugovi simuliraju tehniku
planiranja i sprovodenja zra¢ne terapije na virtuelnom pacijentu. Zelenom bojom delineisana desna
ocna jabucica, oker bojom leva o¢na jabucica, narandzasta boja oznacava opti¢ku raskrsnicu, ,,cyan‘
plava boja desni o¢ni Zivac, tamno plava boja levi opticki Zivac, Zuta boja kicmenu mozdinu, svetlo
plava boja mozdano stablo. Ciljni volumeni su prikazani punom bojom: crvena boja-GTV, ljubicasta
boja CTV, zelena boja PTV (materijal Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije)
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Slika 23. Simulacija zra¢nih polja i tehnike zra¢enja volumetrijski modulisanom luénom zraénom
terapijom-VMAT (RapidArc) (eye beam view) (materijal Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije)

3.3. Primena hemioterapije

Zracna terapija je sprovedena u konkomitantnom pristupu sa hemioterapijom temozolomidom
koji je primenjen u dozi od 75 mg/mz, 7 dana nedeljno, od prvog do poslednjeg dana tokom radioterapije.
Nakon 4 nedelje pauze, terapija je nastavljena adjuvantnom primenom temozolomida do 6 ciklusa, po
standardnom protokolu (ciklus: 5 dana TMZ na svakih 28 dana). Primenjena je doza od 150 mg/m? u
toku prvog ciklusa. Od drugog ciklusa doza je povec¢ana na 200 mg/m?, kod svih pacijenata koji su dobro
tolerisali hemioterapiju, tj. shodno protokolu leenja, sa moguc¢noscu korekcije u vidu smanjenja doze
shodno laboratorijskim pokazateljima ili privremenog odnosno trajnog prekida u slucaju toksi¢nosti
viSeg gradusa ili pogorSanja opSteg stanja.
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3.4. Izolacija mononuklearnih éelija periferne krvi

Za potrebe ispitivanja nivoa mikro RNK uzeti su uzorci od 6 ml krvi sa EDTA za svaku tac¢ku
pracenja bolesnika, koji su potom poslati na odeljenje za eksperimentalnu onkologiju, Instituta za
onkologiju i radiologiju Srbije. Vreme predvideno od uzimanja uzorka do obrade uzorka bilo je do 45
minuta.

Mononuklearne ¢elije periferne krvi su izolovane iz pune krvi sa EDTA centrifugiranjem u
gradijentu gustine pomoc¢u medijuma za separaciju (Histopaque®-1077, Sigma-Aldrich).

3.5. 1zolovanje mikro RNK

Izolacija i pre¢is¢avanje mikro RNK (miRNK) molekula iz limfocita, uradeno je koris¢enjem Tri
Reagent (Sigma Aldrich) prema protokolu proizvodaca, i to 0,2 ml hloroforma i 0,5 ml izopropanola na
1 ml TRI reagensa, a zatim 1 ml 75% etanola rastvorenog u vodi bez nukleaza . Koncentracije izolovanih
molekula miIRNK izmerene su na BioSpec Nano spektrofotometru (Shimadzu corporation, Japan).
Uzorci RNK su zatim kvantifikovani na BioSpec Nano (Shimadzu Corporation, Japan) spektrofotometru.
Uzorci sa koeficijentom odnosa (eng. odds ratio) A260/280 NM izmedu 1,7 i 2.1 smatrali su se
adekvatnim za analizu.

U cilju kvantifikacije nivoa ekspresije, odnosno, koli¢ine molekula miRNK-21/10b/34a odnosu
na endogenu kontrolu, RNUG6B (identifikacioni broj 001093), koris¢eni su specifi¢ni
TagMan®MicroRNA eseji sa identifikacionim brojevima: 002218, 000397 i 000426 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).

Za reakciju reverzne transkripcije koris¢eno je 10 mg izolovane RNK i komponente
Tagman®MicroRNA Reverse Transcription Kit-a (Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific,
Vilnius, Lithuania). Umnozavanje cDNK molekula uradeno je metodom kvantitativne lan¢ane reakcije
polimeraze u realnom vremenu koriS¢enjem prajmera sa petljom (Stem-Loop RT-gPCR) uz pomoc
TagMan™ Universal Master Mix Il, no UNG (Applied Biosystems, Life Technologies, Warrington, UK)
na 7500 Real Time PCR System aparatu (Applies Biosystems, Foster City, California, USA). Vrednosti
relativne kvantifikacije analizirane su 7500 System SDS softverom (Applied Biosystems, Foster City,
California, USA), California, USA), komparativnom delta delta Cycle threshold metodom (ddCt)
pomoc¢u formule RQ uzorak = 2—(dCt vzorak = dCtlkalibraton). Gt = CtmiR-10p/21/34a — Ctrnuse. RQ predstavlja
vrednost relativne kvantifikacije (eng. relative quantity).

3.6. Statisticka analiza

Sve analize su uradene koris¢enjem odgovarajucih statisti¢kih testova (Friedman Test, Wilcoxon
signed rank test i Wilcoxon signed rank test sa kontinualnom korekcijom, Kruskall Wallis test, Spearman-
ov i Pearson-ov test korelacije, Kaplan-Meier-ov test). Korisc¢en je linearni mixed-effect model u paketu
Ime4 za R statisticko ra¢unarsko okruZzenje (R Core Team, Vienna, Austria, 2019) za svakog pojedinca
u svim istrazivanim vremenskim tackama. Pored toga, koris¢ena je Friedman-ova dvosmerna analiza
prilagodena Bonferroni korekcijom za viSestruke uparene testove i Wilcoxon signed rank test sa
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kontinualnom korekcijom (za poredenje ponovljenih merenja u dve i tri vremenske tacke). Spearman
rank test korelacije koris¢en je za korelacionu analizu izmedu nivoa mikro RNK. Fisher egzaktni test
upotrebljen je za proveru distribucije pacijenata u odredenim grupama. Mann-Whitney test je korisc¢en za
poredenje dve, a Kruskall Wallis test za uporedivanje 3 ili viSe grupa. Za analize korelacije nivoa
ekspresije mikro RNK i klinickih parametara koriS§¢eni su Pearson i Spearman test, a za odredivanje
krive prezivljavanja koris¢en je Kaplan-Meier test. Za ispitivanje znacajnosti razlike je koris¢en Log-
Rank (Mantel-Cox test). Statisticka obrada za potrebe ove disertacije je uradena pomoc¢u programa IBM
SPSS Statistics 22 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA).

3.7. Bioinformaticka analiza

Kako bi se sprecio zajednicki uticaj tri mikro RNK-10b/21/34a, koris¢ena je bioinformaticka
analiza miRNet. Internet mreza miRNet predstavlja bioinformaticku platformu baziranu na podacima o
mikro RNK. Ova mreZa integriSe podatke o interakcijama mikro RNK sa genima i ima moguc¢nost da
pronade mete, ukoliko vise mikro RNK ima uticaja u razli¢itim tkivima i bolestima (248).

Za analizu uobicajenih gena koji su povezani sa mikro RNK-10b/21/34a, unosni parametri bili su
slede¢i: Organism: Homo sapiens; ID Type: miRBase ID; Targets: Genes (miRtarBase v8.0). Takode,
istrazivano je koji su signalni putevi aktivirani, prema Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome
(KEGG) database - KEGG PATHWAY, koja predstavlja skup mape signalnih puteva sa interakcijom,
reakcijom i mrezama izmedu molekula odredenog signalnog puta.
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4. REZULTATI
4.1. Demografski podaci i klinicko-patoloske karakteristike pacijenata

U istrazivanje su bila uklju¢ena 43 pacijenta sa patohistoloski verifikovanim glioblastomom.
Najveci broj pacijenata je bio muskog pola (69.8%), dok je 30.2% pacijenata bilo Zenskog pola. Prose¢na
starost pri dijagnozi bolesti bila je 57.14 + 10.607 (opseg 27 - 72). U grupi ispitivanih pacijenata, nije
bilo pacijenata ECOG PS 0, 3 i 4. Najvecéi broj pacijenata (90.7%) u trenutku ukljucivanja u istrazivanje,
odnosno pre pocetka zracne terapije i hemioterapije temozolomidom imao je performans status 1.

Kod najveceg broja pacijenata tumor je bio lokalizovan u slepoo¢nom reznju mozga sa udelom
od 34.9%, a potom u ¢eonom reznju mozga sa udelom od 32.6%. Najrede su bile lokalizacije tumora u
talamusu (2.3%), kao i zahvacenost vise reznjeva mozga (2.3%). Najveci broj tumora u mozgu bio je
jednak ili ve¢i od 4 cm (62.8%).

U odnosu na patohistoloski tip ili podtip tumora, najcesce je dijagnostikovan glioblastom
(,,konvencionalni glioblastom®) sa udelom od 90.7%, dok su od specifi¢nih entiteta ili obrazaca
glioblastoma dijagnostikovani glioblastom sa primitivnom neuronskom komponentom kod jednog
pacijenta (2.3%), dok je krupnocelijski glioblastom dijagnostikovan kod 3 pacijenta (7%). Testiranje
IDH1 mutacionog statusa pokazalo je da je najveci broj pacijenata (91.2%) imalo glioblastom IDH1-wild

type.

Distribucija pacijenata prema polu i IDH statusu mutacije je predstavljena na kruznim
dijagramima na slici 24.

Detaljne demografske i klini¢ko-patoloske karakteristike predstavljene su u tabeli 1.

Distribucija prema polu Distribucija prema IDH1 mutacionom statusu

Q0

= Muski pol = Zenski pol = = IDH1 "wild type" = IDH1 mutant =

Slika 24. Na prvom kruznom dijagramu nalazi se distribucija pacijenata prema polu, dok je na drugom
kruznom dijagramu prikazana distribucija prema IDH1 mutacionom statusu
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Tabela 1. Demografske i klinicko-patoloSke karakteristike pacijenata

Klini¢ko-patoloske karakteristike pacijenata

Broj pacijenata (%)/Mean®+SDP

Pol
Muski
Zenski

30 (69.8%)
13 (30.2%)

Starost pri dijagnozi bolesti

57.14 + 10.607

ECOG PS°

1 39 (90.7%)
2 4 (9.3%)
Itokalizacija tumora

Ceoni rezanj 14 (32.6%)

Slepooc¢ni rezanj
Temeni rezanj
Potiljacni rezanj
Multilobarni tumor
Talamus

15 (34.9%)
10 (23.3%)
2 (4.7%)
1 (2.3%)
1(2.3%)

Veli¢ina tumora

<4cm 16 (37.2%)
>4 cm 27 (62.8%)
Histoloski tip

Glioblastom 39 (90.7%)
Glioblastom sa  primitivnom  neuronskom 1 (2.3%)
komponentom

Krupnocelijski glioblastom 3 (7.0%)

IDH1 mutacioni status
IDH1-wild type
IDH1-mutant
Glioblastoma, NOS

22 (51.2%)
2 (4.7%)
19 (44.2%)

Operativno lecenje
Kompletna resekcija
Subtotalna resekcija

38 (88.37%)
5 (11.63%)

Radioterapijska doza
60 Gy

43 (100%)

Hemioterapija sa temozolomidom
Konkomitantno sa RT
Adjuvantni temozolomid

43 (100%)
43 (100%)

Antiepilepti¢na terapija
Da

43 (100%)

aMean (eng.) — aritmeticka sredina (mera centralne tendencije u statistici); "SD- standardna devijacija;

°ECOG PS- The Eastern Cooperative Oncology Group performans status; ‘Gy-Grej
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4.2. Ispitivanje toksi¢nosti

Toksi¢nost je zabeleZena i ocenjena nedeljno tokom lecenja i gradirana prema CTCAE verzija
5.0. (toksic¢nost gradusa 1 - 4). Za potrebe istrazivanja i korelacije sa nivoom ekspresije mikro RNK-
10b/21/34a nedeljno je zabelezena i gradirana akutna toksi¢nost, a posebno analizirana na petnaestoj i
tridesetoj frakciji RT sa TMZ tokom le¢enja.

Akutna toksicnost koja je zabelezena kod pacijenata bila je pojava glavobolje, mucnine,
povracanja, epileptickih napada, zamora, somnolencije, konfuzije i agitiranosti. Druge toksi¢nosti nisu
zabeleZene. Pre pocetka zracne terapije sa hemioterapijom, pacijenti nisu imali nikakvu toksi¢nost jer
nije otpoceta onkoloska terapija, a li¢ni lekovi koji su uzimali (npr. antiepilepticki lekovi) nisu doveli do
simptoma koji bi se preklopili sa nekim simptomima pracene toksi¢nosti. Od ukupno 43 pacijenata, 22
pacijenata je imalo neku od navedenih toksi¢nosti. Nije bilo toksi¢nosti gradusa 4. Graficki prikaz
ukupne toksi¢nosti prikazan je na slici 25. Detaljniji podaci o toksi¢nosti nalaze se u tabelama 2 i 3.

25

20

15

10

[6,}

Bez toksicnosti Sa toksi¢noscéu

Slika 25. Ukupna toksi¢nost kod pacijenata sa glioblastomom koja je zabeleZena tokom le¢enja u
konkomitnantnom pristupu lecenja radioterapijom i hemioterapijom sa temozolomidom
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Tabela 2. Toksi¢nost na 15. frakeiji RT sa TMZ

Gradus Broj pacijenata %
Bez toksi¢nosti 28 65.1
1 7 16.3
2 6 14.0
3 2 4.7
Ukupno 43 100
RT- radioterapija; TMZ- temozolomid
Tabela 3. Toksi¢nost na 30. frakciji RT sa TMZ
Gradus Broj pacijenata %
Bez toksi¢nosti 26 60.5
1 5 11.6
2 9 20.9
3 3 7.0
Ukupno 43 100

RT- radioterapija; TMZ- temozolomid

Grupe pacijenata sa i bez toksicnosti nisu se statisticki razlikovali u distribuciji prema polu i
prose¢noj starosti, prema Pearson Chi-Square testu, p = 0.817 i Studentovom T-testu, p = 0,736 (tabela

4).

Distribucija frekvencije pacijenata podeljenih u grupe u skladu sa statusom IDH1 mutacije
pokazala je da je znacajno veci broj pacijenata bez toksi¢nosti bio u grupi sa statusom IDH1-wild type,
dok su pacijenti sa toksi¢no$¢u pretezno bili distribuirani u grupi pacijenata ,,not other specified* (NOS

) (p =0.016, Fisher’s exact test, tabela 4).
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Tabela 4. Klini¢ke karakteristike pacijenata. Razlike izmedu grupa pacijenata sa i bez toksi¢nosti
grupe. Starost pri dijagnozi predstavljena je kao mean + standardna devijacija

Broj (%) pacijenata po grupi/mean® +

standardna devijacija Razlike izmedu grupa, p vrednosti

Klinic¢ke karakteristike pacijenata

Pol
Zenski bez toksi¢nosti 6 (28.6%)
Zenski sa toksi¢nodéu 7 (31.8%) - 0817
Muski bez toksicnosti 15 (71.4%) p=0
Muski sa toksi¢nos§éu 15 (68.2%)
Starost pri dijagnozi
Bez toksi¢nosti 56.57 = 8.060 p=0736
Sa toksi¢nos§cu 57.68 + 12.748 )
Pacijenti bez toksi¢nosti 21 (48.8%)
Pacijenti koji su imali bilo koju
toksi¢nosti (u bilo kojoj tacki praéenja) 22 (51.2%)
Toksi¢nost na 15. frakciji 15 (68.2%)
Bez toksi¢nosti na 15. frakciji 7 (31.8%)
Toksiénost na 30. frakciji 17 (77.3%)
Bez toksi¢nosti na 30. frakciji 5 (22.7%)
Gradus radiotoksi¢nosti na 15. frakciji
1 7 (46.7%)
2 6 (40%)
3 2 (13.3%)
Gradus radiotoksi¢nosti na 30. frakciji
1 5 (29.4%)
2 9 (52.9%)
3 3 (17.6%)
IDH1 mutacioni status
Mutant bez toksi¢nosti 1 (4.8%)
Mutant sa toksi¢noscu 1 (4.5%)
,»Wild type* bez toksi¢nosti 15 (71.4%) p=0.016
,Wild type“ bez toksi¢nosti 7 (31.8%) '
NOSP bez toksicnosti 5 (23.8%)
NOSP sa toksi¢nosti 14 (63.6%)
Histoloski podtip
Glioblastom bez toksi¢nosti 21 (100%)
Glioblastom sa toksi¢noséu 18 (81.8 %)
Elloblastom sa prlmltl\(rlom neuronskom 0 (0.0%)
omponentom bez toksiénosti D=0.167
Glioblastom sa primitivnom neuronskom 0 )
komponentom sa toksi¢noséu 1(4.5%)
Krupnoéelijski glioblastom bez toksi¢nosti 0 (0.0%)
Krupnoéelijski glioblastom sa toksi¢noséu 3 (13.6%)

aMean (eng.) — aritmeticka sredina; PNOS-not other specified
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Prema Mixed-effect linearnom modelu, utvrdeno je statisti¢ki znacajno povecanje gradusa
toksi¢nosti tokom vremena zra¢ne terapije konkomitantno sa TMZ (b = 0.372, p < 0.001, slika 26).

4-

W

Gradus toksi¢nosti
N

Bez 0-
toksiCnosti =~

Pre poéétka RT 15f 30f
Vremenska tacka

Slika 26. Gradus toksi¢nosti tokom vremena lecenja radioterapijom i hemioterapijom temozolomidom.
Gradus toksi¢nosti se ocenjivao od 1 do 4; u naSem istrazivanju nisu zabeleZene toksi¢nosti gradusa 4.
,,Bez toksi¢nosti* predstavlja pacijente pre poCetka zracne terapije sa hemioterapijom (baseline) i ne
predstavlja gradus; 15f i 30f predstavljaju 15. i 30. frakciju zra¢ne terapije
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Istrazivan je nivo ekspresije mikro RNK-10b/21/34a kod 43 pacijenta u tri vremenske tacke
(odnosno analizirano je 129 uzoraka za svaki mikro RNK molekul) i to pre pocetka konkomitantne RT
sa TMZ (eng. baseline), na 15. frakciji zra¢ne terapije i nakon poslednje, tj. 30. frakcije zra¢ne terapije.

Pored toga, svaka mikro RNK pojedinaéno je uklju¢ena u dodatnu univarijantnu analizu, odnosno
svaka mikro RNK analizirana je zasebno. Ove tri ispitivane mikro RNK nisu uzete u obzir za
multivarijantni model, zbog svoje multikolinearnosti tj. visoke pozitivne korelacije jedne medu drugom
u svim vremenskim tackama.

Univarijantna analiza je pokazala da su visi nivoi ekspresije miR-10b i miR-21 pretezno povezani
sa ve¢im gradusom toksi¢nosti, (b = 0.0006, p = 0.014; b = 0.0008, p = 0.013, tabela 5).

Nivoi ekspresije miR-34a nisu povezani sa gradusom toksi¢nosti (b = 0.0005; p = 0.400).

Tabela 5. Univarijantna analiza miR-10b/21/34a i stepen toksi¢nosti

Mikro RNK Vremenska tacka Univarijantna
analiza®
Pre pocetka RT 15f 30f b
vrednost®
miR-10b 111.28 (2.13-816.89) 92.99 (1.00 - 922.88) 117.78 (1.47 - 2751.50) 0.0006 0.014
miR-21 62.38 (2.68 - 825.43)  50.53 (2.79-960.07)  61.56 (1.00 - 1940.21) 0.0008 0.013
miR-34a 12.05 (1.00 - 210.55)  37.35(3.48 - 352.38) 82.94 (2.94 - 871.28) 0.0005 0.400

aUnivarijantni regresioni modeli sa stepenom toksi¢nosti kao zavisnim varijablama. Medijane vrednosti
ekspresije mikro RNK sa opsegom minimum-maksimum u zagradama predstavljene su za pocetne
vrednosti (baseline), za 15. frakciju (15f) i 30. frakciju zraéne terapije (30f); ®p vrednosti jednake ili
manje od 0.05 su statisti¢ki znacajne (podebljan stil).
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Poredeci grupe bez toksicnosti 1 sa toksi¢nos¢u na 15. frakciji zracne terapije, rezultati su pokazali
statisti¢ki znacajno vise nivoe ekspresije miR-10b i miR-34a u grupi pacijenata koji su imali toksi¢nost.
(p =0,030 i p =0.045, Mann-Whitney U test) (tabela 6, slika 27). Nije bilo statisticki zna¢ajne razlike
izmedu grupa u tacki pre pocetka zra¢ne terapije (baseline) i na 30. frakciji zracne terapije (p = 0.747 i p
=0.941).

Tabela 6. Razlike u nivoima relativne ekspresije miR-10b/21/34a izmedu pacijenata bez toksi¢nosti i sa
toksi¢noséu, pre pocetka zracne terapije, na 15. i 30. frakciji zracne terapije sa TMZ

8MIiR-10b nivo relativne ekspresije

Bez toksiénosti

Sa toksi¢noséu

p vrednost sa
toksi¢noscu vs bez

toksi¢nosti

Pre RT®

15f¢

30fd

p vrednost pre RT
vs 15f vs 30f

98.43 (19.24 - 622.53)
84.62 (29.22 - 433.53)
145.71 (1.47 - 631.66)

0.953

14751 (2.13 - 816.89)
95.47 (1.00 - 922.88)

112.95 (14.59 - 2751.50)

0.834

0.030
0.747

aMIiR-21 nivo relativne ekspresije

Bez toksi¢nosti

Sa toksi¢noScéu

p vrednost sa
toksi¢no$éu vs bez

toksi¢nosti

Pre RT

15f

30f

p vrednost pre RT
vs 15f vs 30f

40.84 (5.82 - 278.98)
30.80 (4.37 - 542.32)
52.35 (1.00 - 340.62)

0.229

73.48 (2.68 - 825.43)
80.39 (2.79 - 960.07)
68.53 (7.86 - 1940.21)

0.142

0.108
0.882

28MiR-34a nivo relativne ekspresije

Bez toksiénosti

Sa toksi¢nos$éu

p vrednost sa
toksi¢noscu vs bez

toksiénosti

Pre RT

15f

30f

p vrednost pre RT
vs 15f vs 30f

10.05 (1.55 - 105.20)
25.72 (5.78 - 198.64)
49.25 (2.94 - 871.28)

p < 0.001

15.81 (1.00 - 210.55)
63.92 (3.48 - 352.38)
89.44 (7.51 - 853.35)

p < 0.001

0.045
0.941

aMedijane nivoa relativne ekspresije miR-10b/21/34a sa minimumom i maksimumom u zagradama; "RT-
radioterapija; ©15f-15. frakcija zracne terapije; 930f- 30. frakcija zratne terapije; p vrednosti jednake ili
manje od 0,05 smatrane su statisti¢ki zna¢ajnim u skladu sa rezultatima Wilcoxon’s signed rank testa
(izmedu 2 grupe) i Friedman’s testa za uporedivanje 3 grupe (podebljan stil); p vrednosti izmedu 0,1 i
0,05 smatrane su statistickim trendom.
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Slika 27. Poredenje izmedu pacijenata sa i bez toksi¢nosti na 15. frakciji zra¢ne terapije sa TMZ.
Ljubicaste tacke predstavljaju svakog pacijenta, dok crna podebljana horizontalna linija predstavlja
medijanu ekspresije miR-10b (a) i miR-34a (b) (RQ relative quantity units) u svakoj analiziranoj grupi
sa i bez toksi¢nosti na 15. frakciji RT (15f)
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Promene nivoa ekspresije miR-10b/21/34a tokom zra¢ne terapije sa konkomitantnim
temozolomidom kod pacijenata bez toksi¢nosti predstavljene su graficki na slikama 28, 29, i 30.

600 -
p=0.953

400-

miR-10b

200-

Pre poCetka RT 15f 30f

Slika 28. Promene nivoa ekspresije miR-10b tokom zra¢ne terapije sa TMZ. Ljubicaste tacke
predstavljaju svakog pacijenta, dok crna podebljana horizontalna linija predstavlja medijanu ekspresije
(RQ relative quantity units) za miR-10b kod pacijenata bez toksi¢nosti; p predstavlja statistiCku
vrednost; 15f i 30f-15. i 30. frakcija zracne terapije; RT-radioterapija



600 -

p=0.229

400-

miR-21

200-

Slika 29. Promene nivoa ekspresije miR-21 tokom zra¢ne terapije sa TMZ. Ljubicaste tacke
predstavljaju svakog pacijenta, dok crna podebljana horizontalna linija predstavlja medijanu ekspresije
(RQ relative quantity units) za miR-21 kod pacijenata bez toksi¢nosti; p predstavlja statisticku
vrednost; 15f i 30f-15. i 30. frakcija zracne terapije; RT-radioterapija
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U okviru grupe pacijenata bez toksicnosti (N = 21) nivoi ekspresije miR-34a bili su znacajno
poviseni na 15. i 30. frakciji zra¢ne terapije u odnosu na pocetne vrednosti ekspresije miR-34a, odnosno
pre pocetka zracne terapije (p < 0.001 Friedman test, tabela 6, slika 30).

Pored toga, uraden je test pairwise comparison izmedu pocetnih vrednosti sa 15. frakcijom zra¢ne
terapije, pocetnih vrednosti sa 30. frakcijom zracne terapije i izmedu 15. i 30. frakcije zracne terapije.
Znacajne vrednosti su prilagodene koriste¢i metod Bonferroni korekcije za viSestruko testiranje.

Nivoi ekspresije miR-34a bili su statisticki znacajno veci na 15. frakciji u poredenju sa pocetnim
vrednostima ekspresije pre zra¢ne terapije (Wilcoxon'’s test, p = 0.026, slika 30), kao i na 30. frakciji u
poredenju sa po¢etnim (baseline) nivoima ekspresije miR-34a (Friedman’s test, p < 0,001, tabela 6, slika
30).

Nivoi ekspresije miR-34a nisu se statisticki zna¢ajno razlikovali izmedu 15. i 30. frakcije zra¢ne
terapije (Wilcoxon’s test, p = 0.269, slika 30). Treba napomenuti da su medijane miR-34a bile najvise na
30. frakciji zracne terapije.

800-

600 -

200~

Slika 30. Promene nivoa ekspresije miR-34a tokom zra¢ne terapije Sa TMZ. Ljubicaste tacke
predstavljaju svakog pacijenta, dok crna podebljana horizontalna linija predstavlja medijanu ekspresije
(RQ relative quantity units) za miR-34a kod pacijenata bez toksi¢nosti; p predstavlja statisticku
vrednost; 15f i 30f-15. i 30. frakcija zracne terapije; RT-radioterapija
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Situacija je bila sli¢na u grupama pacijenata koji su imali toksi¢nost tokom zracne terapije (N =
22).

Promene nivoa ekspresije miR-10b/21/34a tokom zracne terapije sa konkomitantnim
temozolomidom kod pacijenata sa toksi¢no$¢u predstavljene su grafic¢ki na slikama 31, 32, i 33.

600 -

p= 0,834

400-

miR-10b
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Slika 31. Promene nivoa ekspresije miR-10b tokom zra¢ne terapije sa TMZ. Ljubicaste tacke
predstavljaju svakog pacijenta, dok crna podebljana horizontalna linija predstavlja medijanu ekspresije
(RQ relative quantity units) za miR-10b kod pacijenata sa toksi¢no$c¢u; p predstavlja statisticku
vrednost; 15f i 30f-15. i 30. frakcija zracne terapije; RT-radioterapija
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Slika 32. Promene nivoa ekspresije miR-21 tokom zra¢ne terapije sa TMZ. Ljubicaste tacke
predstavljaju svakog pacijenta, dok crna podebljana horizontalna linija predstavlja medijanu ekspresije
(RQ relative quantity units) za miR-21 kod pacijenata sa toksi¢nos$¢u; p predstavlja statisticku vrednost.

15f i 30f-15. i 30. frakcija zracne terapije; RT-radioterapija
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Nivoi ekspresije miR-34a su se statisticki zna¢ajno razlikovali kod pacijenata sa toksi¢noscu
izmedu pocetnih (baseline) vrednosti (pre pocetka zrac¢ne terapije), 15. frakcije i 30. frakcije zracne
terapije (Friedman’s test p < 0.001, tabela 6, slika 33).

Nivoi ekspresije miR-34a bili su zna¢ajno visi na 15. i 30. frakciji u odnosu na pocetne vrednosti,
dok se nivoi ekspresije miR-34a izmedu 15. i 30. frakcije nisu znac¢ajno razlikovali (Wilcoxon’s test, p =
0.013, p<0.001, i p=0.874, slika 33).

800-
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miR-34a

200-

Slika 33. Promene nivoa ekspresije miR-34a tokom zra¢ne terapije sa TMZ. Ljubicaste tacke
predstavljaju svakog pacijenta, dok crna podebljana horizontalna linija predstavlja medijanu ekspresije
(RQ relative quantity units) za miR-34a kod pacijenata sa toksi¢nos¢u; p predstavlja statisticku
vrednost. 15f i 30f-15. i 30. frakcija zra¢ne terapije; RT-radioterapija
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Korelaciona analiza

Znacajne pozitivne korelacije uo¢ene se medu sve tri ispitivane mikro RNK, u sve tri pracene
vremenske tacke, §to ukazuju na to da se sve tri mikro RNK menjaju i prate isti profil smera u
mononuklearnim ¢elijama periferne krvi u odgovoru na leéenje (tabela 7).

Najjace korelacije (sa najvisim korelacionim koeficijentom) su pronadene izmedu:

1. miR-10b i miR-21 na 15-0j frakciji kod pacijenata sa ispoljenom toksi¢nosc¢u (rho = 0.950, p <
0.001, Spearman’s test),

2. miR-21 i miR-34a na 30-0j frakciji kod pacijenata bez ispoljene toksi¢nosti (rho = 0.856, p <
0.001, Spearman’s test),

3. miR-21 i miR-34a na 15-0j frakciji kod pacijenata bez ispoljene toksi¢nosti (rho = 0.846, p <
0.001, Spearman’s test),

4. miR-21 i miR-34a na 15-oj frakciji kod pacijenata sa ispoljenom toksi¢nosc¢u (rho = 0.807, p <
0.001, Spearman’s test).

Tabela 7. Korelacije medu nivoima ekspresije miR-10b/21/34a

Vremenska Korelacioni

Varijablal Varijabla 2 N " Toksi¢nost L p vrednosti
tacka koeficijent
miR-10b miR-21 28 15f° Ne rho = 0.441 p =0.019
miR-10b miR-34a 28 15f Ne rho =0.376 p =0.049
miR-21 miR-34a 28 15f Ne rho = 0.846 p <0.001
miR-10b miR-21 15 15f Da rho = 0.950 p <0.001
miR-10b miR-34a 15 15f Da rho =0.789 p <0.001
miR-21 miR-34a 15 15f Da rho = 0.807 p <0.001
miR-10b miR-21 26 30f Ne rho = 0.644 p <0.001
miR-10b miR-34a 26 30f Ne rho = 0.590 p = 0.002
miR-21 miR-34a 26 30f Ne rho = 0.856 p <0.001
miR-10b miR-21 17 30f Da rho = 0.762 p <0.001
miR-10b miR-34a 17 30f Da rho = 0.434 p =0.082
miR-21 miR-34a 17 30f Da rho =0.770 p <0.001

8N-broj pacijenata; p vrednost jednaka ili manja od 0.05 je smatrana znacajnom (podebljan stil); °f-
frakcija
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Bioinformatic¢ka analiza

Prema miRNet-u (miRNA-centric network visual analytics platform bioinformatics tool), postoji
6 uobicajenih ciljnih gena za miR-10b/21/34a: Breast cancer type 1 susceptibility gene (BRCA1), Kelch
repeat and BTB domain-containing protein 6 (KBTBD6), MAP kinase-interacting serine/threonine-
protein kinase 2 (MKNK2), peroxisome proliferator activated receptor alpha (PPARA), tropomyosin 1
(TPM1) i nuclear FMR1 interacting protein 2 (NUFIP2) koji su delovi signalnih puteva mitogenom-
aktivirane proteinske kinaze (mitogen-activated protein kinase- MAPK), insulina, dilatativne
kardiomiopatije, receptora aktiviranih proliferatorom peroksizoma (peroxisome proliferator-activated
receptor- PPAR), adipocita, Fankonijeve anemije, hipertrofi¢cne kardiomiopatije i signalnih puteva
kontrakcije sr€anog misica.
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4.3 Povezanost izmedu promene nivoa ekspresije miR-10b/21/34a sa klini¢ko-prognosti¢kim
faktorima i ishodom bolesti

4.3.1. Povezanost izmedu nivoa ekspresije miR-10b/21/34a sa veli¢cinom tumora

Ispitivana je povezanost izmedu nivoa ekspresije miR-10b/21/34a sa veli¢inom tumora (tumor
manji od 4 cm i tumor jednak ili ve¢i od 4 cm) u sve tri vremenske tacke pracenja (ekspresija mikro RNK
pre RT, na 15. frakciji i 30. frakciji RT) (tabela 8).

Za miR-10b pronadena je statisticka zna¢ajnost za veli¢inu tumora manjeg od 4 cm (p = 0.027) u
tacki pracenja pre pocetka RT. Odnosno, uocen je statisticki znacajno visi nivo ekspresije miR-10b kod
pacijenata koji su imali tumore manje od 4 cm. Nije bilo statisticki znacajne razlike u vremenskim
tackama na 15. 1 30. frakciji RT.

Za miR-21 pronadena je statisti¢ka zna¢ajnost za tumor manji od 4 cm (p = 0.047) u tacki pre
pocetka RT. Odnosno, uocen je statisticki znacajno visi nivo ekspresije miR-21 kod pacijenata koji su
imali tumore manje od 4 cm. Nije bilo statisticki znacajne razlike u vremenskim ta¢kama na 15. i 30.
frakciji RT.

Nivo ekspresije nije bio statisticki znacajan za veli¢inu tumora ni u jednoj tacki pra¢enja za miR -
34a.

Tabela 8. Povezanost izmedu nivoa ekspresije miR-10b/21/34a sa veli¢inom tumora

Tumor manji od 4 cm p vrednost
miR-10b pre RT? 214.86 (2.13 - 816.89) p =0.027
medijana (min-max)
miR-10b 15 115.37 (1.00 - 384.54) p=0.763
medijana (min-max)
miR-10b 30f 112.87 (14.59 - 493.53) p =0.940
medijana (min-max)
miR-21 pre RT 81.69 (11.39 - 825.43) p =0.047
medijana (min-max)
miR-21 15f 37.94 (4.37 - 542.32) p =0.340
medijana (min-max)
miR-21 30f 55.95 (7.86 - 202.81) p = 0.407
medijana (min-max)
miR-34a pre RT 18.09 (1.91 - 210.55) p=0.159
medijana (min-max)
miR-34a 15f 39.64 (4.04 - 311.70) p =0.624
medijana (min-max)
miR-34a 30f 68.27 (12.48 - 363.04) p =0.940

medijana (min-max)

3RT-radioterapija; *f-frakcija; statisticki znacajna p vrednost naznaéena podebljanim fontom (bold)
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4.3.2. Povezanost izmedu nivoa ekspresije miR-10b/21/34a sa lokalizacijom tumora i
patohistoloSkim tipom tumora

Zbog nepovoljnog odnosa broja razli¢itih lokalizacija tumora (Ceoni reZanj-14 pacijenata,
slepooc¢ni rezanj 15, temeni rezanj-10 pacijenata, potiljacni rezanj-2 pacijenta, multilobarni tumor-1
pacijent, talamus-1 pacijent) i potencijalnih prediktora, nije bilo moguce raditi poredenje u odnosu na
svaku lokalizaciju posebno. Takode, nije bilo moguce statisticki porediti patohistoloske podtipove zbog
nepovoljnog odnosa broja podtipova: 39 pacijenata je imalo glioblastom, 1 pacijent je imao glioblastom
sa primitivhom neuronskom komponentom, dok su 3 pacijenta imala krupnocelijski glioblastom.

Umesto toga, a shodno podacima iz literature, napravljene su 3 grupe za poredenje lokalizacije
tumora sa nivoima ekspresije miR-10b/21/34a u tacki pre pocetka RT, i to: tumori u ¢eonom reznju

(frontalni), tumori u slepoo¢nom reznju (temporalni) i tumori u drugim lobusima (ostalo) (tabela 9)
(Kruskal-Wallis test).

Tabela 9. Povezanost izmedu nivoa ekspresije miR-10b/21/34a sa lokalizacijom tumora

Medijana (min-max) p vrednost
miR-10b
Ceoni rezanj 153.23 (2.13 - 622.53)
Slepooc¢ni rezanj 92.99 (41.18 - 816.89) p=0.675
Ostale lokalizacije 102.18 (30.09 - 465.62)
miR-21
Ceoni rezanj 81.69 (11.42 - 825.43)
Slepoocni rezanj 53.48 (2.68 - 706.23) p=0.183
Ostale lokalizacije 35.70 (5.82 - 278.98)
miR-34a
Ceoni rezanj 15.96 (4.65 - 210.55)
Slepoocni rezanj 10.05 (1.00 - 61.01) p=0.273
Ostale lokalizacije 7.60 (1.55 - 105.20)
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4.3.3. Povezanost izmedu nivoa ekspresije miR-10b/21/34a sa IDH1 mutacionim statusom

Zbog nepovoljnog odnosa broja ishoda i potencijalnih prediktora, nije bilo moguce raditi
poredenja u odnosu na IDHL1 status sa 3 grupe (22 pacijenta je imalo glioblastom, IDH1-wild type, 2
pacijenta je imalo glioblastom, IDH1 mutant, dok je 19 pacijenata imalo glioblastom, NOS). Shodno
podacima iz literature o prognostickom znac¢aju postojanja i odsustva mutacije, napravljene su 2 grupe
za procenu povezanosti nivoa ekspresije miR-10b/21/34a: glioblastom IDH1-wild type i glioblastom,
IDH1-mutant + NOS. Rezultati su pokazali da nije bilo statisti¢ki zna¢ajne razlike u nivoima ekspresije
miR-10b/21/34a u 2 navedene grupe (tabela 10).

Tabela 10. Povezanost izmedu nivoa ekspresije miR-10b/21/34a sa IDH1 mutacionim statusom

IDH1-wild type IDH1-mutant+NOS? p vrednost
miR-10b pre RT® 130.44 (52.20 - 622.53) 94.61 (2.13 - 816.89) p=0.234
medijana (min-max)
miR-10b 15f° 83.35 (16.03 - 433.53) 100.70 (1.00 - 922.88) p =0.451
medijana (min-max)
miR-10b 30f 131.75 (1.47 - 493.53) 102.96 (2.32 - 2751.50) p = 0.560
medijana (min-max)
miR-21 pre RT 57.16 (2.68 - 278.98) 69.74 (4.60 - 825.43) p =0.903
medijana (min-max)
miR-21 15f 30.53 (2.79 - 542.32) 70.57 (4.37 - 960.07) p=0.451
medijana (min-max)
miR-21 30f 60.56 (1.00 - 410.72) 62.03 (3.11 - 1940.21) p =0.981
medijana (min-max)
miR-34a pre RT 13.52 (3.16 - 105.20) 10.11 (1.00 - 210.55) p = 0.662
medijana (min-max)
miR-34a 15f 34.48 (3.48 - 198.64) 41.93 (4.04 - 352.38) p = 0.504
medijana (min-max)
miR-34a 30f 51.42 (2.94 - 363.04) 88.52 (3.71 - 871.28) p = 0.644

medijana (min-max)

aNOS-Not other specified "RT-radioterapija; *f-frakcija
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4.3.4. Povezanost izmedu nivoa ekspresije miR-10b/21/34a sa prezivljavanjem bez progresije
bolesti (PFS) | ukupnim preZivljavanjem (OS)

U okviru ishoda bolesti, praceno je vreme do progresije bolesti (PFS), kao i ukupno prezivljavanje
(0S).

Od 43 pacijenta ukljuéena u istrazivanje koji su redovno praceni na kontrolama do novembra
2022. godine, progresiju bolesti imalo je 40 pacijenata (93%), dok je preminulo ukupno 37 pacijenata
(86%).

Medijana prezivljavanja bez progresije bolesti je bila 10 meseci (8.936 - 11.064 Cl 95%) (slika
34).

Medijana ukupnog prezivljavanja u ispitivanoj grupi pacijenata bila je 15 meseci (13.25 - 16.75
Cl 95%) (slika 35).
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Slika 34. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja bez progresije bolesti (PFS)
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Slika 35. Kaplan-Meier kriva ukupnog prezivljavanja (OS) pacijenata u mesecima
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Poredene su razlike u nivoima ekspresije miR-10b/21/34a, ispod i iznad medijane (low miR i high
miR) i ishodom lecenja (PFS, OS).

Prema Log-Rank Mantel-Cox testu, poredec¢i vreme prezivljavanja bez progresije bolesti (PFS)
izmedu grupa iznad i ispod medijane nivoa ekspresije miR-10b (low miR i high miR), p vrednost je
grani¢na (statisticki trend) (p = 0.053), govoreci u prilog tome da vrednost ekspresije miR-10b iznad
medijane (high miR) moze biti povezana sa duzim periodom prezivljavanja bez progresije bolesti (slika
36).
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Slika 36. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja pacijenata bez progresije bolesti (PFS) u mesecima
porede¢i grupe iznad i ispod medijane ekspresije miR-10b
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Shodno Log-Rank Mantel-Cox testu, poredeci prezivljavanje bez progresije bolesti (PFS) izmedu
grupa iznad i ispod medijane nivoa ekspresije miR-21 (low miR i high miR), utvrdena je statisticki
znacajna razlika u prezivljavanju bez progresije bolesti za vrednosti ekspresije miR-21 iznad medijane
(vise od 62.3795), p = 0.034 (slika 37).
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Slika 37. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja pacijenata bez progresije bolesti (PFS) u mesecima
poredeci grupe iznad i ispod medijane ekspresije miR-21
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Kori$c¢en je Log-Rank Mantel-Cox test i poredeno je prezivljavanje bez progresije bolesti izmedu
grupa iznad i ispod medijane nivoa ekspresije miR-34a (low miR i high miR). Naime, utvrdena je
statisti¢ki znacajna razlika u prezivljavanju bez progresije bolesti za vrednosti ekspresije miR-34a iznad
medijane (vise od 12.05), p = 0.019 (slika 38).
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Slika 38. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja pacijenata bez progresije bolesti (PFS) u mesecima
poredeci grupe iznad i ispod medijane ekspresije miR-34a
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Prema Log-Rank Mantel-Cox testu, porede¢i ukupno prezivljavanje izmedu grupa iznad i ispod
medijane nivoa ekspresije miR-10b (low miR i high miR), dobijena je statisti¢ki znacajna razlika u
ukupnom prezivljavanju pacijenata za vrednosti ekspresije miR-10b iznad medijane (vise od 111.276),
p =0.042 (slika 39).
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Slika 39. Kaplan-Meier kriva ukupnog prezivljavanja pacijenata (OS) U mesecima poredeéi grupe

iznad i ispod medijane ekspresije miR-10b
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Shodno Log-Rank Mantel-Cox testu, porede¢i ukupno prezivljavanje izmedu grupa iznad i ispod
medijane nivoa ekspresije miR-21 (low miR i high miR), nije utvrdena statisticki znacajna razlika u
ukupnom prezivljavanju za vrednosti ekspresije miR-21 iznad ili ispod medijane (medijana 62.3795), p
=0.074 (slika 40).
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Slika 40. Kaplan-Meier kriva ukupnog prezivljavanja pacijenata (OS) U mesecima poredeéi grupe
iznad i ispod medijane ekspresije miR-21
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Prema Log-Rank Mantel-Cox testu, poredeé¢i ukupno prezivljavanje izmedu grupa iznad i ispod
medijane nivoa ekspresije miR-34a (low miR i high miR), nije utvrdena statisticki znacajna razlika u
ukupnom prezivljavanju za vrednosti ekspresije miR-34a iznad ili ispod medijane (medijana 12.05), p =
0.081 (slika 41).

Survival Functions

10! —_— miR-34a
manje
—Ivise od 12.05
manje-censored
08| - {—vi$e od 12.05-censored

06| . l

Kumulativno preZivljavanje

p=0.081
04| - \_\
- + 1
02 + +
00|
0 10 20 30 40 50 60

Ukupno preiZivljavanje - OS (meseci)

Slika 41. Kaplan-Meier kriva ukupnog prezivljavanja pacijenata (OS) U mesecima poredeci grupe
iznad i ispod medijane ekspresije miR-34a
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Dalje, poredena je grupa pacijenata koji su imali toksi¢nost i grupa pacijenata koji nisu imali
toksi¢nost, u odnosu na prezivljavanje bez progresije bolesti, kao i na ukupno prezivljavanje.

Shodno Log-Rank Mantel-Cox testu nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika izmedu poredenih
grupa u odnosu na prezivljavanje bez progresije bolesti (p = 0.418, slika 42) i ukupno prezivljavanje (p
=0.892, slika 43).
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Slika 42. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja pacijenata bez progresije bolesti (PFS) u mesecima
poredeci grupu pacijenata koji su imali toksi¢nost 1 grupu pacijenata koji nisu imali toksi¢nost
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Slika 43. Kaplan-Meier kriva ukupnog prezivljavanja pacijenata (OS) u mesecima poredeci grupu
pacijenata koji su imali toksi¢nost 1 grupu pacijenata koji nisu imali toksi¢nost
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4.4. Ispitivanje razlike u nivou ekspresije miR-10b/21/34a izmedu pacijenata i zdravih kontrola

Poreden je nivo ekspresije mikro RNK-10b/21/34a kod operisanih pacijenata sa glioblastomom
pre radioterapije i kod zdravih osoba (kontrola) u cilju utvrdivanja potencijalnih razlika u nivoima
njihove ekspresije.

Nije pronadena statisticki znacajna razlika izmedu poredenih grupa (tabela 11).

Tabela 11. Ekspresija mikro miR-10b/21/34a kod pacijenata i zdravih kontrola

Medijana (min-max)? p vrednost
miR-10b
Pacijenti 111.28 (2.13 - 816.89) 0.375
Kontrole 205.49 (18.47 - 593.47)
miR-21
Pacijenti 62.38 (2.68 - 825.43) 0.682
Kontrole 72.41 (23.67 - 153.17)
miR-34a
Pacijenti 12.05 (1.00 - 210.55) 0.102
Kontrole 7.89 (3.17 - 12.72)

4(min-max)-minimalne i maksimalne vrednosti ekspresije mikro RNK;
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5. DISKUSIJA

Ovo istrazivanje je obuhvatilo 43 pacijenta sa patohistoloski verifikovanim glioblastomom. Na
osnovu dosadas$njih nau¢nih Cinjenica iz oblasti radijacione onkologije i radiobiologije, medikalne
onkologije i molekularne biologije, ovo istrazivanje je pokusalo da pro$iri dosadasnja znanja iz
navedenih oblasti kod pacijenata sa glioblastomom, ali i da dobije nove nau¢ne odgovore.

S obzirom na to da svaka primenjena terapija moze izazvati toksi¢nost razliCitog gradusa,
registrovanje i pracenje toksi¢nosti onkoloske terapije je od posebnog znacaja. Razlog tome lezi u
Cinjenici da odredeni broj pacijenata moze imati toksi¢nost veceg gradusa, koja moze odloziti ili
obustaviti dalju primenu onkoloske terapije, te tako uticati na krajnji ishod lecenja i/ili narusiti kvalitet
Zivota pacijenata. U svetu su u toku brojne studije koje ispituju potencijalne biomarkere za predikciju
odgovora na terapiju, toksi¢nost i prognozu same bolesti. Odredivanje nivoa ekspresije razli¢itih mikro
RNK je i sada medu aktuelnim desavanjima u svetu nauke i sprovodi se intenzivno u cilju identifikacije
potencijalnog pouzdanog biomarkera za odgovor na datu terapiju, ali i prognozu bolesti. Summerer i
saradnici su predstavili nekoliko cirkuliSu¢ih mikro RNK dobijenih iz plazme pacijenata, koji mogu biti
potencijalni biomarkeri prognoze bolesti ili odgovora na terapiju kod pacijenata sa tumorima glave i vrata
(249). Ispitivanje nivoa ekspresije razli¢itih mikro RNK je sprovedeno tokom prethodnih godina kod
malignih, ali i kod nemalignih bolesti. U dodatku, ispitivan je i uticaj jonizujueg zraenja na nivo
ekspresije brojnih mikro RNK (228). Toraih i saradnici su sugerisali da postoji spektar mikro RNK koji
pokazuje razli¢itu ekspresiju nakon zracenja glioblastoma i predstavili su mnoge mikro RNK koje mogu
da podsticu radiorezistentnost ili radiosenzitivnost ¢elija glioblastoma (250). Druga istrazivanja su
pokazala da pojedine mikro RNK mogu imati ulogu kao serumski biomarkeri koji bi pomogli u distinkciji
izmedu niskogradusnih glioma i glioblastoma (251), npr. kada postoji radioloska dilema u diferencijalnoj
dijagnozi glioma ili kada postoji kontraindikacija za neurohirurS8ku intervenciju 1 patohistoloSku
verifikaciju. Medutim, po nasim saznanjima, do momenta definisanja ovog istrazivanja i objavljivanja
naseg naucnog Clanka, do sada nije istraZivan vremenski profil nivoa ekspresije mikro RNK kod
pacijenata u toku leCenja glioblastoma po Stupovom protokolu. Analizirane su demografske
karakteristike pacijenta, karakteristike tumora, razvoj toksi¢nosti, ishod le¢enja i njihova povezanost sa
nivoom ekspresije mikro RNK-10b/21/34a, koje su izolovane iz mononuklearnih ¢elija periferne krvi
pacijenata. Nivoi ekspresije mikro RNK-10b/21/34a su odredivani pre prve frakcije zra¢ne terapije, na
15. frakciji zracne terapije sa konkomitantnom HT temozolomidom i nakon poslednje frakcije zracne
terapije konkomitantno sa hemioterapijom temozolomidom. Shodno tome, analizirano je ukupno 129
uzoraka seruma u kome je odredivan nivo ekspresije mikro RNK-10b/21/34a.

Analizom demografskih podataka u ovom istrazivanju pokazano je da je najveci broj pacijenata
bio muskog pola (69.8%), dok je prosecna starost pacijenata tokom postavljanja dijagnoze bolesti bila
57.14 £ 10.607 (SD) godina. Po ECOG performans status skali, skoro svi pacijenti su imali PS 1 (90.7%),
dok je performans status 2 imalo 9.3% pacijenata. Pregledom i analizom medicinske literature, moze se
zakljuciti da su slicne demografske karakteristike imali i pacijenti u drugim istrazivanjima.

U naSem istrazivanju je pokazano da je najveci broj pacijenata bio muskog pola (69.8%). U
Stupovoj studiji, 64% pacijenata je bilo muskog pola u grupi kod koje je primenjena RT+TMZ, dok je
61% pacijenata bilo muskog pola u grupi kod koje je primenjena samo RT. Novija istraZivanja iz 2022.
godine potvrduju sliéne demografske karakteristike. Na primer, u istraZivanju Brown 1 saradnika, 59.8%
procenata je bilo muskog pola (252). S obzirom na primec¢enu dominantnost muskog pola u obolevanju
od glioblastoma, istrazivaci su zapoceli studije sa ciljem da rasvetle mehanizme za ovakvo biolosko
ponasanje glioblastoma i razli¢itu polnu distribuciju. Imajuéi u vidu da i druge maligne, ali i nemaligne
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bolesti pokazuju neravnomernu stopu incidence u odnosu na pol, istraZivanja se baziraju na hipotezi
bioloskih razlika izmedu muskaraca i zena, odnosno da su bolesti povezane sa polnim hormonima, kao
Sto su testosteron i estrogen. lako je dokazana bioloska razlika medu polovima za druge tumore, postavlja
se pitanje da li isto vazi i za glioblastom. Yu i saradnici su izvestili da postoji znac¢ajna ushodna regulacija
androgenskih receptora u tkivu glioblastoma, u odnosu na tkivo mozga udaljeno od tumora (253).
Takode, Rodriguez-Lozano su ispitivali uticaj testosterona na ¢elijskim linijama glioblastoma U87, U251
i D54 (254). Shodno rezultatima njihove studije, autori su sugerisali da testosteron ima ulogu u progresiji
glioblastoma, delujuéi na procese proliferacije, migracije i invazije (254). S druge strane, drugo pitanje
je da li estrogen moze imati protektivni efekat kod Zzena za nastanak glioblastoma. Kabat i saradnici su
sugerisali da postoji moguc uticaj endogenih steroidnih hormona na gliomagenezu (255). Autori su dosli
do tog zakljucka analiziraju¢i dostupnu literaturu, a oslanjajuci se na podatke da pojedini gliomi imaju
izvesnu ekspresiju estrogenskih receptora, te da su transplatirani glioblastomi na animalnim modelima
sporije rasli kod zenki, uz napomenu da primena estrogenskih modulatora dovodi do inhibicije
proliferacije glioma (255). Medutim, do danas, nema definitivnog zakljucka o etiopatogenezi vezanih za
polnu distribuciju kod glioblastoma. lako, Verger i saradnici su naveli da su nezavisni prediktori ishoda
bili starija zivotna dob i lo§ KPS, te da su ovi parametri bili ¢eS¢e zastupljeni kod zenskog pola (256).
Samim tim, pacijentkinje su imale lo$ije preZivljavanje u njihovom istraZivanju, u odnosu na muski pol
(256).

Sto se ti¢e starosne dobi pacijenata sa glioblastomom, proseéna starost nasih pacijenata tokom
postavljanja dijagnoze bolesti bila 57.14 godine. U Stupovoj studiji, koja je objavljena 2005. godine, bilo
je ukljuceno 286 pacijenata u grupi pacijenata kod kojih je bila primenjena radioterapija i 287 pacijenata
kod kojih je primenjena radioterapija sa TMZ (127). U prvoj grupi (samo RT) prose¢na starost pacijenata
je bila 57 godina, dok je u drugoj grupi (RT+TMZ), proseéna starost bila 56 godina (127). Uprkos dosta
ve¢em uzorku pacijenata u odnosu na nas uzorak, zapaza se sli¢na, odnosno identi¢na prosecna starost u
navedenim grupama. U studiji Brown i saradnika, prose¢na starost pacijenata sa glioblastomom bila je
59.2 godine zivota (252). Prema centralnom registru za tumore mozga u Sjedinjenim Americkim
Drzavama (eng. The Central Brain Tumor Registry of the United States - CBTRUS) za period od 2006-
2010. godine, glioblastomi ¢inili su 45.2% od svih primarnih malignih tumora mozga, dok je pik
incidencije bio kod pacijenata izmedu 75 - 84 godine zivota (7). Imajuci u vidu podatke koje govore u
prilog tome da se glioblastom javlja u poznoj zivotnoj dobi, postavlja se pitanje etiologije i patogeneze,
odnosno mehanizma nastanka glioblastoma u dubokoj starosti. Wick 1 saradnici sugeriSu da razlog
nastanka glioblastoma u ovoj zivotnoj dobi moze biti zbog imunoloskog deficita, kao i dodatnih faktora
kao $to je smanjena mogucénost popravke DNK oste¢enja (257). Medutim, zivotna dob pacijenta je
prepoznata i kao prognosticki faktor (252). Starosna dob moze uticati na izbor terapije i kombinaciju
modaliteta terapije. Poznato je da osobe starije Zivotne dobi ¢e$ée imaju brojne komorbiditete. Shodno
tome, odreden broj pacijenata nece biti podoban za hirur§ko lecenje, dok drugi deo pacijenata nece biti
podoban za primenu hemioterapije ili radioterapije. Odnosno, jedan deo starijih pacijenata koji je
podoban za navedene modalitete leenja, moZe imati vecu i ¢eS¢u toksicnost terapije. U dodatku, treba
napomenuti da u nekim protokolima postoje izdvojene preporuke za leCenje pacijenata koji se oznacavaju
kao ,,stariji“ pacijenti. S druge strane, klini¢ari razli¢ito definiSu pojam ,,stariji pacijenti* i samim tim,
preporuke za leCenje ,,starijih pacijenata”“ mogu da se razlikuju. EANO daje preporuke i terapijski
algoritam za starije pacijente sa glioblastomom, ali je naveden opseg ,,starijih“: > 65 - 70 godina (113).
Ipak, imaju¢i u vidu da razlika od 5 godina moze biti znacajna u izboru terapije, u obzir bi trebalo uzeti
I ostale parametre (pridruzena oboljenja, ECOG PS itd.). Prema vodi¢u ESTRO-ACROP, grupa ,,starijih*
podrazumevala je pacijente iznad 70 godina Zivota (160).

ECOG PS (0 - 5) (odgovara SZO PS), kao i Karnofski performans status pacijenta (KPS) (0 -
100%) su prepoznati kao bitan faktor u izboru optimalnog terapijskog postupka, a vrlo Cesto su
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prepoznati i kao prognosticki faktori (113). U nasem istrazivanju, skoro svi pacijenti su imali ECOG PS
1 (90.7%), dok je 9.3% pacijenata imalo PS 2 pre po¢etka RT sa HT TMZ. Medutim, prema Kriterijuma
za ukljucivanje pacijenata u naSe istrazivanje (pacijenti PS 0 ili 1), u naSem istrazivanju nije bilo
pacijenata PS 3 i 4. Takode, imajuci u definicije ECOG PS skale, u nasoj grupi nijedan pacijent nije imao
PS0. S obzirom na to da su svi pacijenti u nasem istraZivanju imali PS1 u trenutku prikaza konzilijumu,
jedan deo pacijenata (9.3%) je zbog privremenog i lakseg pogorsanja simptoma do pocetka RT imao PS2
(8to je i zabeleZeno kao PS, jer se uzorkovanje krvi radilo pre pocetka RT). Nakon simptomatske terapije,
performans status je popravljen, te su svi pacijenti po poc¢etku RT sa konkomitantnom HT TMZ imali
PS1. Imajuci u vidu navedeno, sa oprezom bi trebalo porediti nase rezultate ECOG PS sa rezultatima
drugih istrazivanja, izuzev onih istrazivanja koji su imali grupu pacijenata kao $to je bila u nasem
istrazivanju. Primera radi, u Stupovoj studiji, u grupi pacijenata kod kojih je primenjena RT sa TMZ, PS
0 je imalo 39%, PS 1 je imalo 47%, a PS 2 je imalo 13% pacijenata (127). Medutim, jedan od kriterijuma
za ukljucivanje pacijenata i u Stupovu studiju jeste da pacijenti imaju PS 2 ili manje. U studiji Parkera i
saradnika, u kojoj je bio ukljucen isti broj pacijenata, kao i u naSem istrazivanju (43 pacijenta), PS 0 je
imalo 53%, PS 1 je imalo 42%, a PS 2 je imalo 5 % pacijenata (258). Sveobuhvatno, u navedenim
istrazivanjima, kao i ve¢ini drugih istrazivanja, pacijentima kojima se ordinirala konkomitantna HT TMZ
imali su PS 2 i manji. S obzirom da je PS prepoznat kao prognosticki faktor, mnogi protokoli preporucuju
hipofrakcionisani rezim zracne terapije kod pacijenata sa KPS manjim od 70% (KPS 70% odgovara
ECOG PS >1). Tako i EANO, za pacijente sa KPS manjim od 70% preporucuje hipofrakcionisani rezim
zra¢ne terapije (ukupna doza 40.05 Gy, podeljena u 15 frakcija, sa po 2.67 Gy po frakciji) dok se za
pacijente sa KPS ispod 50% (Sto bi odgovaralo ECOG PS >2) i pacijente koji ne mogu da potpiSu
pristanak za leCenje preporucuje palijativno zbrinjavanje (113). Prema vodi¢u ESTRO-ACROP za starije
pacijente (> 70 godina), pacijente sa losijim performans statusom (< 70%) preporucuje se prethodno
spomenuti hipofrakcionisani rezim RT (40.05 Gy u 15 frakcija), kao i rezim sa 34 Gy u 10 frakcija (3.4
Gy po frakciji) (160). Performans status (ECOG/SZO, KPS) ima veliku ulogu i u proceni le¢enja kod
pacijenta sa relapsom bolesti, bilo da se radi o retretmanu zraénom terapijom, ponovnom uvodenju TMZ
(eng. TMZ rechallenge), izboru druge linije hemioterapije ili primene bevacizumaba.

U mnogim istrazivanjima, procenjivana je povezanost lokalizacije glioblastoma u mozgu sa
ishodom bolesti. U nasem istrazivanju, glioblastom je bio lokalizovan najces¢e u slepoo¢nom reznju
mozga (34.9%), potom u ¢eonom reznju mozga (32.6%) i temenom reznju mozga (23.3%). Caloglu i
saradnici su u svojoj studiji, u kojoj je bilo ukljuéeno 75 pacijenata sa glioblastomom, procenjivali
moguce prognosti¢ke faktore koji mogu da uti¢u na prezivljavanje pacijenata (259). Naime, procenjivali
su uticaj pola, starosne dobi, KPS, lokalizacije tumora i pojavu multicentri¢nosti tumora, veli¢inu tumora,
stepen resekcije, anamnesti¢ke podatke o epileptickim napadima, nacin leenja i vreme do pocetka RT,
kao i trajanje RT tretmana. Kod njihovih pacijenata, glioblastom je najc¢esce bio lokalizovan u ¢eonom
reznju (31%), potom je bio prezentovan kao multilobarni tumor (27%), a na tre¢em mestu po ucestalosti
u odnosu na lokalizaciju, u slepoo¢nom reznju mozga (17%) (259). Rezultati njihove studije nisu
pokazali statisticki znacajnu razliku za prezivljavanje u odnosu na lokalizaciju tumora. Ipak, zanimljivo
je da je lokalizacija tumora u ¢eonom reznju Mozga pretezno registrovana kod Zenskog pola (259). U
studiji Donato i saradnika, koja je imala isti broj pacijenata kao i nasa (43 pacijenta), kod najveceg broja
pacijenata glioblastom je bio lokalizovan u slepoo¢nom reznju (17 pacijenata), ¢eonom reznju (11
pacijenata) i temenom reznju (7 pacijenata), sto je slicna distribucija, kao i u nasoj studiji (15 pacijenata
/ 14 pacijenata / 10 pacijenata). Medutim, nema jasnih podataka o moguc¢em uticaju lokalizacije tumora
kao prognostickog faktora (260). Velika studija Wen i saradnika, u kojoj je bilo uklju¢eno 25 698
pacijenata, pokazala je da je lokalizacija tumora nezavisan prognosticki faktor, kao 1 starosna dob, rasa,
veli¢ina tumora i nacin leCenja (261). Autori navode da je supratentorijalna lokalizacija tumora povezana
sa boljim prezivljavanjem pacijenata. Ipak, treba imati u vidu da se u pomenutoj studiji, lokalizacija,
odnosno primarno mesto tumora, oznacavalo kao supratentorijalni tumor, infratentorijalni tumor, tumor
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mozga sa preklapanjem (eng. brain overlap) i tumor nepoznate lokalizacije. Supratentorijalni tumor
podrazumevao je lokalizaciju glioblastoma u velikom mozgu, ¢eonom reznju, slepoo¢nom reznju,
temenom reznju i okcipitalnom reznju (261), te nije procenjivan prognosti¢ki znacaj lokalizacije po
reznjevima mozga. Lokalizacija tumora u mozgu moze uticati na izbor hirurske tehnike lecenja, ali 1 biti
ograniCavajuci faktor stepena resekcije, odnosno veli¢ine ostatka tumora. Zbog toga, u literaturi se mogu
naéi podaci da je lokalizacija tumora u ¢eonom lobusu povoljan prognosticki faktor, prevashodno zbog
mogucénosti kompletne resekcije tumora. Lokalizacija tumora u elokventnim zonama mozga ili
lokalizacija tumora oko velikih arterijskih krvnih sudova moze i potpuno onemoguciti hirurski pristup
tumoru. S obzirom na to da je stepen resekcije prepoznat kao prognosticki faktor, a da lokalizacija tumora
moze uticati na stepen resekcije tumora, samim tim i lokalizacija tumora indirektno moze predstavljati
prognosticki faktor. U dodatku, neki istraZivaci ¢ak sugeriSu na razli¢itost i znacaj lokalizacije tumora
na levoj ili desnoj strani mozga, odnosno u levoj ili desnoj mozdanoj hemisferi. Imajuci u vidu literaturne
podatke o0 asimetriji mozdane strukture izmedu dve hemisfere, njihovih funkcija i genske ekspresije, neki
istrazivaci su pokusali da dalje istraze znacaj lokalizacije tumora u mozgu. Tako, Ellingson i saradnici
Su u svojoj studiji istrazivali moguce postojanje razlike u metilaciji promotora MGMT u odnosu na
lokalizaciju tumora. U njihovim rezultatima, pokazano je da se MGMT nemetilisani tumori vise
usmeravaju ka desnoj hemisferi, odnosno da se MGMT metilisani tumori nalaze vise ka levoj hemisferi.
Takode, pacijenti sa tumorima lokalizovanim u blizini levog slepoocnog reznja imaju znacajno bolje
prezivljavanje u odnosu na druge lokalizacije tumora i nezavisno od statusa metilacije MGMT promotora
i leCenja (262). U nasem istrazivanju, lokalizacija tumora u levoj i desnoj hemisferi nisu uzete kao
zasebne varijable za istrazivanje, ve¢ iskljucivo kao deo mozga / rezanj i to nezavisno od strane mozga,
dok se metilacija promotora MGMT nije radila rutinski u nasoj zemlji.

Spekulacija o veli¢ini tumora, kao faktoru koji moze uticati na izbor hirurSke tehnike i stepen
resekcije tumora, ali i uopsteno kao prognostickog faktora, postoji odavno. S obzirom na literaturne
podatke koji su predstavljeni u nau¢nim radovima, tumori su ¢esto klasifikovani na one tumore koji su
veli¢ine manje od 4 c¢cm i jednako ili vise od 4 cm. Medutim, nema jasnih razloga zasto se navedena
veli¢ina tumora uzima kao primer. Debata o tome ¢esto ukljucuje pitanja koja se odnose na to da li je to
veli¢ina kada se tumor najcesce dijagnostikuje, odnosno kada se zbog prisutne simptomatologije urade
dijagnosticke metode poput CT i MR endokranijuma ili pak, uti¢e na stepen resekcije, uspeh adjuvantnog
lecenja 1 prognozu bolesti. U studiji, objavljenoj 1979. godine, odnosno na predstavljenim grafikonima
te studije, uocava se da su tumori (tumor + otok) razvrstani i uporedivani u odnosu na sledece veli¢ine:
< 100 mm?, 100 - 200 mm?, 200 - 300 mm?, 300 - 400 mm? i > 400 mm? (263). Autori su sugerisali da
nije verovatno da veli¢ina lezija utiCe na prognozu bolesti. Izmedu ostalog, oni navode da lokalizacija
lezije moze imati veci znacaj, nego veli¢ina lezije. Drugim recima, tumor lokalizovan u centralnoj regiji
moze brzo dovesti do smrtnog ishoda, te mala lezija u motornom korteksu moze dovesti do motornih
ispada i samim tim brze dijagnoze bolesti, kao i to da pacijenti mogu tolerisati ve¢e tumorske lezije u
¢eonim reznjevima (263). Caloglu i saradnici su stratifikovali pacijente po veli¢ini tumora na tumore <
4 cm i tumore > 4 cm (259), kao i Wen i saradnici (261). Donato i saradnici su podelili pacijente koji
imaju glioblastom na one pacijente koji imaju tumor veli¢ine < 4 cm i one > 4 cm i sugerisali su da je
veli¢ina tumora veéeg od 4 cm povezana sa losijim ishodom (260). Sli¢no, u naSem istrazivanju, pacijenti
su stratifikovani na one koji imaju glioblastom veli¢ine < 4 cm i one pacijente koji imaju tumor veli¢ine
> 4 c¢cm. Kako smo u ovom istrazivanju merili nivo ekspresije mikro RNK-10b/21/34a u 3 vremenske
tacke, uporedivali smo i procenjivali nivo ekspresije navedenih mikro RNK sa veli¢inom tumora, o ¢emu
¢e dalje u tekstu biti reci.

Prethodno diskutujuc¢i o veli¢ini i lokalizaciji tumora, spomenut je i stepen resekcije tumora, na
koji mogu uticati navedene karakteristike tumora. Stepen resekcije tumora je u mnogobrojnim studijama
potvrden kao jedan od najznacajnijih prognosti¢kih faktora kod pacijenata sa glioblastomom. EANO
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navodi da je cilj hirurSkog le¢enja kod pacijenata sa difuznim gliomima uklanjanje Sto veceg dela tumora
koriste¢i mikrohirurske tehnike, ali bez ugrozavanja neuroloske funkcije (113). U Stupovom istrazivanju,
u grupi kod koje je primenjena RT sa TMZ, biopsija je u¢injena kod 17% pacijenata, kompletna resekcija
tumora kod 39%, a parcijalna resekcija tumora kod 44% pacijenata (127). Ili¢ i saradnici su na osnovu
svoje studije zakljucili da Sira hirurSka resekcija tumora sa okolnom peritumorskom zonom predstavlja
najpovoljniji prognosticki faktor kod pacijenata sa GB (264). U studiji Brown i saradnika u koju je bilo
uklju¢eno 490 pacijenata sa glioblastomom, kod 60% pacijenata je ucinjena citoredukcija (eng.
debulking), ali nije bio oznacen tacan stepen resekcije. Medutim, autori su naglasili, da pored ostalih
prognostickih faktora, hirursko le€enje, tj. citoredukcija je nezavisan prognostic¢ki faktor povezan sa
ukupnim prezivljavanjem pacijenata (252). lako vecina studija naglaSava znacaj kompletne resekcije u
odnosu na druge operativne tehnike, u prognozi pacijenata sa glioblastomom, u literaturi se mogu naci i
drugaciji podaci. Naime, u metanalizi AbdelFatah i saradnika, nije pronadena znacajna razlika u
prezivljavanju izmedu grupa sa kompletnom i nekompletnom resekcijom. Medutim, autori su sugerisali
na odredeni broj Sturih podataka, odnosno na kvalitet dokaza ukljucenih studija. U dodatku, autori su
naveli da nije bilo adekvatnih podataka o kvalitetu Zivota ovih pacijenata (265). U nasem istrazivanju,
kod 88.37% pacijenata je bila u¢injena kompletna resekcija tumora, dok je kod 11.63% pacijenata bila
ucinjena subtotalna resekcija. ObjaSnjenje za nesto veci stepen resekcije u naSem istraZivanju u odnosu
na podatke iz drugih istrazivanja, moze se objasniti time da pacijenti kod kojih je u€injena samo biopsija
tumora, nisu bili ukljueni u ovo istraZivanje, shodno svim kriterijumima istrazivanja i ispunjavanja
ostalih uslova. Trebalo bi uzeti u obzir, da po kriterijumima za uklju¢ivanje u nase istrazivanje, pacijenti
bi trebalo da budu PS 0 ili 1, kao i da je u€injen odgovarajuéi operativni zahvat. Drugim re¢ima, ¢esto
kod pacijenata kod kojih je u€injena samo biopsija tumora moze se ocekivati nesto 108iji performans
status (PS > 2), te samim tim pacijenti viseg PS, ne bi bili kandidati za primenu Stupovog protokola,
odnosno sprovodenje zracne terapije sa dozom od 60 Gy u 30 frakcija i doziranjem temozolomida po
protokolu. Imajuéi u vidu prethodno navedeno, moze se govoriti u prilog tome da maksimalno bezbedna
hirurska resekcija, osim Sto je prognosticki faktor kod pacijenata sa glioblastomom, uti¢e na kvalitet
zivota i redukciju simptoma. Samim tim, oporavkom opsteg stanja i neuroloskog statusa, citoredukcija
tumora doprinosi boljem performans statusu pacijenta, ¢ime se stvaraju uslovi za primenu dalje
onkoloske terapije, odnosno radioterapije i hemioterapije.

Imajuéi u vidu klasifikaciju tumora CNS iz 2016. godine, u kojoj su pored histoloskih parametara
po prvi put ukljuceni i molekularni parametri za postavljanje dijagnoze glioblastoma, bilo je jasno da
glioblastomi i dalje predstavljaju Sirok pojam. Stavise, zbog svoje invazivnosti i bioloskog ponasanja,
glioblastom se smatra bole$¢u celog mozga (266). Zbog heterogenosti i specificnih morfoloskih obelezja,
prepoznati su i1 odredeni podtipovi i1 varijante glioblastoma. Tako, pored ,konvencionalnog*
glioblastoma, opisane su varijante gliosarkom i krupnocéelijski glioblastom. U SZO klasifikaciju tumora
CNS u 2016. godini, pored ove dve varijante glioblastoma, dodata je i varijanta epiteloidni glioblastom.
Sve tri pomenute varijante glioblastoma pripadaju IDH-wild type glioblastomima (9). Pored ovih
varijanti, opisani su i odredeni obrasci glioblastoma, poput glioblastoma sa primitivnom neuronskom
komponentom, sitnocelijskog i ,,granular cell* glioblastoma (9). Ove varijante i obrasci glioblastoma
mogu imati nesto drugacije bioloSko ponasanje, odnosno jedna varijanta moze biti agresivnija od druge
ili rezistentnija na lecenje, a samim tim imati los$iji ishod. Zbog toga, u nau¢nim radovima cesto se sre¢u
razvrstani svi podtipovi glioblastoma i njihova zasebna analiza. Medutim, retrospektivnim poredenjem
prezivljavanja izmedu varijanti gliosarkoma i krupnocelijskih glioblastoma u odnosu na konvencionalni
glioblastom nije bilo znacajne razlike. U studiji koja je obuhvatila 3895 pacijenata, konvencionalni
glioblastom imalo je 95.8% pacijenata, dok je gliosarkom imalo 2.6% pacijenata, a krupnocelijski
glioblastom imalo je 1.6% pacijenata. lako redak, glioblastom sa primitivnom neuronskom
komponentom moze imati ne$to drugaciji obrazac bioloSkog ponaSanja. Naime, ovaj obrazac
glioblastoma ima tendenciju ka spinalnoj diseminaciji putem likvora (267). Iako se u nasem istrazivanju
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nalazi relativno mali broj pacijenata za ovakvu analizu, ipak se na$i rezultati slazu sa podacima iz
literature. Odnosno, najveéi broj pacijenata je pripadao (,,konvencionalnom*) glioblastomu (90.7%),
potom je varijantu krupnocelijski glioblastom imalo 7% pacijenata, a obrazac glioblastom sa primitivnom
neuronskom komponentom imalo je 2.3% pacijenata.

U cetvrtoj klasifikaciji tumora CNS SZO koja je objavljena 2016. godine, prvi put smo se sreli
sa pojmovima kao $to su glioblastom, IDH-mutant i glioblastom, IDH-wild type gradus IV. Prisustvo
IDH mutacije kod pacijenata je povezano sa boljim prezivljavanjem i boljim terapijskim odgovorom na
primenu temozolomida (78). Po poslednjoj klasifikaciji tumora CNS iz 2021. godine, shodno
savremenim kriterijumima postoji samo glioblastom, IDH-wild type CNS SZO gradus 4 (12). S obzirom
na vreme pocetka naseg istrazivanja (2017. godine) i do moguéstva primene novih Kriterijuma za
patohistolosku dijagnozu, glioblastomi su klasifikovani po klasifikaciji SZO iz 2016. godine. U odnosu
na IDH status, vise od polovine pacijenata je imalo IDH1-wild type (51.2%), potom NOS (44.2%) i
najmanji broj pacijenata je imao IDH1-mutirani glioblastom (4.7%). Literatura takode govori u prilog
predominacije IDH-wild type glioblastoma. U Stupovoj studiji iz 2005. godine, na osnovu koje je kasnije
i zapoceta primena Stupovog protokola, nije bilo podataka o statusu IDH mutacije kod pacijenata sa
glioblastomom (127). Christians i saradnici su analizirali prognosticku ulogu IDH mutacije kod
pacijenata sa anaplasti¢nim astrocitomom (po klasifikaciji tumora CNS iz 2016. godine) i glioblastomom
i zaklju¢ili da pacijenti koji imaju IDH1 i IDH2 mutaciju imaju znaéajno duze prezivljavanje. U njihovoj
studiji, u grupi pacijenata sa glioblastomom, 95% pacijenata nije imalo mutaciju (glioblastom, IDH-wild
type SZO gradus 1V), dok je 5% pacijenata imalo IDH mutaciju. Izmedu ostalog, u istom istrazivanju,
IDH-wild type i nemetilisan promotor MGTM imalo je 61% pacijenata sa glioblastomom (268). U
istrazivanju Brown i saradnika, IDH mutaciju je imalo 10.6% pacijenata, a najveci broj pacijenata koji
je imao IDH mutaciju, imao je ispod 50 godina zivota. Uzgred budi re¢eno, u njihovom nau¢nom ¢lanku
nije navedeno da li preostali broj pacijenata pripada samo grupi IDH-wild type ili grupi NOS (252). Drugi
istrazivaci ispitivali su i znacaj IDH mutacije u odgovoru na hemioterapiju temozolomidom. Shodno
tome, rezultati su pokazali da IDH mutacija kod sekundarnog glioblastoma ima prediktivni znacaj o
povoljnom odgovoru pacijenata na primenu temozolomida (78). Iako najveci broj pacijenata u nasem
istrazivanju nije imao IDH mutaciju, §to se slaze sa literaturnim podacima, treba uzeti u obzir da se u
nasoj zemlji standardno odreduje mutacija gena IDH1, ali ne i IDH2, sto bi donekle moglo uticati na
ukupan broj pacijenata sa IDH statusom. Murugan i saradnici su pokazali da se IDH2 mutacija nalazila
u 4 (0.5%) od 796 ispitivanih pacijenata sa glioblastomom (269). Posebna dilema postoji kod pacijenata
koji su oznaceni kao glioblastom, NOS. Po definiciji pojam glioblastom NOS (eng. Not Other Specified)
podrazumevao je grupu pacijenata sa glioblastomom kod kojih nije bilo moguée odrediti IDH status ili
je pak, nalaz IDH statusa mutacije nekonkluzivan. U nasoj grupi pacijenata, glioblastom NOS je imalo
44.2% pacijenata. Uzevsi u obzir podatke da je u naSoj zemlji postojala tehnicka moguénosti odredivanja
IDH1 statusa mutacije, ne moZemo govoriti u prilog tome da ovde NOS predstavlja tehnicki nedostatak
u patohistoloSkoj verifikaciji IDH1 statusa mutacije, ali mozemo govoriti o tehnickom nedostatku
verifikacije IDH2 mutacije. Ipak, u odnosu na mali procenat zastupljenosti IDH2 mutacije kod
glioblastoma, u nasem istrazivanju bi trebalo pojam glioblastom, NOS posmatrati kao nekonkluzivnost
nalaza.

U naSem istrazivanju, po Kriterijumima, ukljuceni su pacijenti kod kojih je primenjen Stupov
protokol le¢enja nakon operativnog lecenja. Kod svih pacijenata primenjena je radioterapijska doza od
60 Gy u 30 frakcija uz konkomitantnu primenu temozolomida, a po zavrSetku konkomitantne faze
leCenja, kod pacijenata je leCenje nastavljeno primenom adjuvantne hemioterapije temozolomidom.
Zracna terapija je planirana 3 - D konformalnom tehnikom ili VMAT tehnikom, a delineacija ciljnih
volumena je ucinjena prema EORTC preporukama iz ESTRO-ACROP vodi¢a za delineaciju
glioblastoma. Naime, doza od 60 Gy, podeljena u 30 dnevnih frakcija, predstavlja najpovoljniji rezim
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radioterapijskog leCenja za pacijente sa glioblastomom. Postoperativna radioterapijska doza od 60 Gy je
predstavljena kao standard lecenja visokogradusnih astrocitoma jo§ u dvadesetom veku i kada nije
primenjivana adjuvantna hemioterapija. Naime, 1991. godine objavljena je studija Bleehen i saradnika,
u kojoj su autori ispitivali razliku izmedu razli¢itih rezima radioterapijskog lec¢enja kod pacijenata sa
visokogradusnim gliomima (gliomi gradusa 3 i 4) (270). Autori su ispitivali razli¢ite dozne rezime zraéne
terapije sa ishodom bolesti i to grupu sa radioterapijskom dozom od 45 Gy u 20 frakcija i grupu sa dozom
od 60 Gy u 30 frakcija, a bila su uklju¢ena ukupno 474 odrasla pacijenta. Istrazivac¢i su zakljucili da
postoji znacajno duze prosecno prezivljavanje u grupi pacijenata kod kojih je primenjena doza od 60 Gy
u 30 frakcija (270). Medutim, sa savremenog stanovista iz literature, razlika u prezivljavanju svakako
postoji izmedu visokogradusnih glioma gradusa 3 i gradusa 4, zbog ¢ega tumacenje ovih rezultata treba
pazljivo uzeti u obzir. Takve razlike su izmedu ostalog uticale i na dalje prouc¢avanje tumora mozga, te
samim tim i na poslednje dve klasifikacije tumora mozga. Ipak, tokom narednih godina, standardna doza
u vecini protokola bila je 60 Gy. Tako i u Stupovoj studiji, obe grupe pacijenata (grupa bez
konkomitantnog TMZ i grupa sa konkomitantnim TMZ) su imale propisanu radioterapijsku dozu od 60
Gy, podeljenih u 30 dnevnih frakcija, a zra¢na terapija je planirana 3 - D konformalnom tehnikom. Nije
nepoznanica da je postojala teznja lekara da se radioterapijska doza eskalira u cilju poboljSanja
efikasnosti leCenja, odnosno prevazilazenja hipoksije tumora i radiorezistentnosti glioblastoma. Studije
u kojima se sprovodila eskalacija doze kod glioblastoma su ¢esce bile zastupljene nakon uvodenja nove
tehnologije, softvera i novih tehnika planiranja zracne terapije poput IMRT, VMAT, tomoterapije i
protonske terapije. Shodno tome, Wegner i saradnici su u retrospektivnoj studiji analizirali trendove i
ishod bolesti povezan sa eskalacijom doze kod pacijenata sa glioblastomom. U ovu studiju je bio uklju¢en
33391 pacijent, a kod 1223 pacijenta je primenjena eskalirana doza zra¢ne terapije (271). Kod pacijenata
kod kojih je eskalirana doza zracne terapije, doza je bila u opsegu 66 - 89.4 Gy, sa medijanom doze
zra¢ne terapije od 70 Gy. Analiziraju¢i podatke o ishodu bolesti, istrazivaci su zakljucili da nije bilo
koristi od eskalacije doze (271). S druge strane, imajuc¢i u vidu dozna ogranicenja na mozak i posebne
strukture mozga poput opticke hijazme i mozdanog stabla, kod eskalacije doze RT, moze se ocekivati
veci procenat komplikacija. Meta analiza Singh i saradnika, pokazala je da eskalacija doze RT ima
prednost, u odnosu na standardnu dozu RT kada se primenjuje samostalno, odnosno bez TMZ (272).
Medutim, kombinovano lec¢enje sa eskaliranom dozom RT i TMZ nije znacajno poboljsalo ishod
pacijenata, u odnosu na grupu sa standardnom dozom RT uz TMZ. Shodno tome, moze se razmisljati o
eventualnoj eskalaciji doze RT kod onih pacijenata koji nisu podobni za primenu hemioterapije (272).
Izmedu ostalog, predstavljeni su i preliminarni rezultati faze 2 studije NRG Oncology BNOOI u kojima
je analizirano prezivljavanje pacijenata kod kojih je primenjena eskalacija doze zracne terapije fotonima,
primenom IMRT tehnike sa dozom od 75 Gy u 30 frakcija i grupe kod kojih je sprovedena standardna
zracna terapija sa dozom 60 Gy u 30 frakcija. Rezultati ove studije pokazali su da nema statisticki
znacajne razlike u ukupnom prezivljavanju izmedu dve analizirane grupe (273). Prema EANO vodic¢u za
dijagnostiku i lecenje difuznih glioma objavljenog 2021. godine, uocava se da je prvi izbor le¢enja kod
novodijagnostikovanih pacijenata sa glioblastomom IDH-wild type SZO gradus 4, kao i za glioblastom
NOS SZO gradus 4, primena konkomitantne radioterapije sa TMZ, a preporucena radioterapijska doza
54 - 60 Gy, ali da se za pacijente starosti iznad 65 - 70 godina i MGMT nemetilisane tumore preporucuje
doza od 40 Gy u 15 frakcija (113). Po novoj klasifikaciji i EANO vodicu i za astrocitom, IDH-mutiran
SZO gradus 4 (po staroj klasifikaciji glioblastom, IDH-mutiran, SZO gradus IV) preporucena je
radioterapijska doza 54 - 60 Gy (113). Drugim re¢ima, nema velikih izmena u pogledu preporuc¢ene RT
doze, tj. maksimalna preporucena doza RT je i dalje 60 Gy. lako je naSe istrazivanje zapoceto 2017.
godine, preporucena doza po vodi¢ima iz 2016.12021. godine, u potpunosti potkrepljuje datu dozu nasim
pacijentima. Medutim, moZe se zapaziti da postoji preporucen opseg doze 54 - 60 Gy. lako nije naglaSeno
koji bi pacijenti bili podobni za dozu od 54 Gy, mogu se potencijalno uzeti u obzir svi klini¢ki i
patohistoloSki parametri, ali 1 pojava toksicnosti terapije (radioterapije i hemioterapije), kada se doza
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moze prilagoditi. U pogledu hemioterapije, u naSem istrazivanju primenjena je protokolom preporu¢ena
doza temozolomida kod svih pacijenata, kako u konkomitantnom pristupu, tako i u adjuvantnom pristupu
lecenja. Pored preporucenih 6 ciklusa adjuvantne primene temozolomida, pojedine studije su ispitivale
benefit produzene primene adjuvantne hemioterapije TMZ, do ukupno 12 ciklusa. Meta analiza Attarian
i saradnika nije pokazala benefit u preZivljavanju pacijenata bez progresije bolesti, kao ni ukupnom
prezivljavanju kod pacijenata sa produzenom primenom TMZ (274).

Kako je jedan od ciljeva naseg istrazivanja bio ispitivanje akutne toksic¢nosti, ispitivane su razlike
u nivoima ekspresije mikro RNK-10b/21/34a pre RT, tokom RT i nakon poslednje frakcije RT i njihov
moguci uticaj na akutnu toksi¢nost. Pacijenti su tokom aktivnog le¢enja praceni minimum jednom
nedeljno, a po potrebi i ¢eS¢e. Svaka od primecenih akutnih toksi¢nosti je zabelezena, analizirana i
gradirana prema CTCAE, verzija 5.0. U istrazivanju su bile zabelezene sledece toksi¢nosti: glavobolja,
mucnina, povracanje, epilepti¢ki napadi, zamor, somnolencija, konfuzija i agitiranost. Nije analizirana
hematoloska toksi¢nost. Za potrebe analize i utvrdivanja nivoa ekspresije, napravljene su dve grupe za
analizu pacijenata, odnosno grupa bez toksi¢nosti i grupa sa toksi¢noS¢u. U nasem istrazivanju, uzimajuci
u obzir vremenske tacke na 15. frakciji konkomitantne RT sa TMZ i 30. frakcije RT sa TMZ, od 43
ispitivana pacijenta, 22 pacijenta je imalo neku toksi¢nost (51.2%). Od tih pacijenata koji su imali bilo
koju toksi¢nost, a u odnosu na vremensku tacku posmatranja, 68.2% pacijenata je imalo toksi¢nost na
15. frakciji RT sa TMZ, dok je nakon 30. frakcije RT sa TMZ akutnu toksi¢nost imalo 77.3% pacijenata.
Akutna radijaciona toksi¢nost se obi¢no manifestuje 7-14 dana nakon pocetka RT (275). S obzirom na
podatke iz literature, nasi rezultati podrzavaju navedenu tvrdnju. Medutim, ve¢i broj naSih pacijenata
koji su imali neku toksi¢nost, imali su je nakon poslednje frakcije RT sa TMZ. Takode, zapazeno je
povecanje gradusa toksi¢nosti tokom vremena sprovodenja RT sa TMZ. Akutna radijaciona toksi¢nost
najées$ée nastaje zbog inflamacije ili pak predstavlja odraz depopulacije brzorastu¢ih epitelnih celija
(275). Razlog za nesto ¢eS¢u toksi¢nost na kraju sprovedene RT, mozemo objasniti kumulativnim
efektom zra¢ne terapije na ciljno tkivo, tj. ciljni volumen i okolno tkivo. Ciljni volumen za delineaciju
kod glioblastoma predstavlja operativnu Supljinu (kavum) (GTV), zaostali deo tumora ili recidiv tumora,
2 cm okolnog mozdanog tkiva u svim pravcima oko tumora (CTV) (uz korekciju margina ka prirodnim
barijerama i OAR) i marginu od 3 - 5 mm koja ¢ini PTV. Drugim re¢ima, CTV ¢ini vrlo ¢esto okolni
mozdani parenhim koji je radiografski tumorski neizmenjen, ali moze obuhvatiti deo ili ceo okolni edem.
Imajuéi u vidu da se kod nasih pacijenata sprovodi konkomitantna zracna terapija sa hemioterapijom
temozolomidom, ¢esto se procena toksi¢nosti ova dva modaliteta terapije ne moze odvojiti. S obzirom
na mehanizam nastanka pojedinih toksi¢nosti, smatra se da se neke hemioterapijske toksi¢nosti ipak
mogu odvojiti od radioterapijskih, npr. pojava dijareje i hematoloske toksi¢nosti, tj. mijelosupresije kod
primene hemioterapije (230). Nehematoloske toksi¢nosti koje su zabelezene u Stupovoj studiji, u grupi
kod koje je sprovedena samo RT gradusa 2 jesu zamor kod 21% pacijenata, drugi konstitucionalni
simptomi kod 5%, osip i druga dermatoloska toksi¢nost kod 5%, infekcija kod 1%, problemi sa vidom
kod 12%, a muc¢nina i povracanje kod 3%. Toksi¢nost gradusa 3 i/ili 4 zabelezena je u vidu zamora kod
5% pacijenata, drugi konstitucionalni simptomi, kao 1 osip i druge dermatoloske toksi¢nosti kod manje
od 1% pacijenata, infekcija kod 2% pacijenata, problemi sa vidom kod 1% pacijenata, a muc€nina 1
povrac¢anje kod manje od 1% pacijenata (127). Sveobuhvatno, u dodatnom materijalu studije nije
naveden ukupni broj pacijenata koji je imao bilo koju toksi¢nost, kao $to je to uradeno u nasoj grupi (22
sa toksi¢noscu i 21 pacijent bez toksi¢nosti). Prostim sabiranjem pacijenata iz Stupove grupe koji su
imali nehematolosku toksi¢nost, dobijamo broj od 168 pacijenata sa toksi¢nosc¢u (od ukupno 286 u grupi
RT). U grupi pacijenata RT sa TMZ (287 pacijenata), prostim sabiranjem dobijamo podatak da je ukupna
toksi¢nost gradusa 2 bila zabeleZena kod 200 pacijenata, a toksi¢nost gradusa 3 i/ili 4 kod 42 pacijenta.
Medutim, ovo ne mozemo tumaciti i analizirati sa sigurno$¢u, samim tim ni porediti sa pacijentima iz
naSe grupe. Kako nemamo sve podatke, ne mozemo znati da li su oni pacijenti koji su imali toksi¢nost
gradusa 2, u daljem toku lecenja razvili istu toksi¢nost gradusa 3/4, koja je navedena. U dodatku, ne
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znamo da li je jedan pacijent imao 2 ili viSe razli¢ite toksi¢nosti. Shodno tome, ovaj ukupni broj koji smo
dobili prostim sabiranjem, ne znac¢i nuzno da je to zaista ukupni broj pacijenata koji je imao toksi¢nost.
U dodatku, treba spomenuti da u vreme kada je Stupova studija radena, gradus toksi¢nosti je ocenjivan
prema CTC verziji 2.0, a u naSem istrazivanju prema CTCAE verziji 5.0, odnosno mogu postojati nesto
drugacije definicije gradusa toksi¢nosti.

U odnosu na distribuciju prema polu i prosecnoj starosti pacijenata, nije bilo statisticki znacajne
razlike izmedu grupe pacijenata koja je imala toksi¢nost i one grupe koja nije imala toksi¢nost. Medutim,
u odnosu na IDHL1 status mutacije, znacajno veci broj pacijenata koji su imali glioblastom IDH1-wild
type je bio bez toksi¢nosti, odnosno pacijenti sa toksi¢nos¢u su pretezno bili u grupi glioblastom NOS.
U literaturi nema preciznih podataka o potencijalnom mehanizmu nastanka i sklonosti ka nastanku
radiotoksicnosti ili toksi¢nosti HT kod pacijenata sa glioblastomom, u odnosu na IDH mutacioni status,
ali se mogu postaviti hipoteze koje bi vodile ka novim istrazivanjima u tom pravcu. UopSteno govoredi,
mehanizam radijacione toksi¢nosti je slozen i nije dovoljno pojasnjen. Ipak, postoje brojni molekularni
i ¢elijski mehanizmi za koje se smatra da mogu imati bitnu ulogu u mehanizmu radiotoksi¢nosti CNS.
Poremecaj krvno-mozdane barijere moze se pojaviti kao rezultat oStecenja endotelnih celija i smatra se
jednim od razloga nastanka sekundarnog edema mozga. UopSteno receno, akutni simptomi toksi¢nosti
mogu biti direktna posledica nastanka sekundarnog edema (233). Jedna in vivo studija je pokazala da
zraCenje moze dovesti do produkcije citokina u mozgu i rane ekspresije proinflamatornih gena, za koje
su autori sugerisali da su verovatni uzrok pojave ranih simptoma nakon zracne terapije mozga (276).
Posto jonizujuce zragenje, koje se koristi u standardnoj radioterapiji, dovodi do oStecenja ¢elija najcesce
mehanizmom delovanja slobodnih radikala, smatra se da kasni nezeljeni efekti zra¢enja mozga, mogu
biti rezultat dugotrajnog delovanja slobodnih radikala i reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (eng. reactive oxygen
species - ROS), citokina (233) i mikro RNK koji regulisu signalne komponente oksidativnog stresa (222).
Proinflamatorni citokini 1 faktori rasta znacajno povecavaju koncetraciju unutaréelijskih reaktivnih
jedinjena kiseonika. Pokazano je da se veca koncetracija makrofaga i limfocita zapaza kod IDH-wild
type tumora, dok se kod IDH-mutiranih tumora, nalazi skoro isklju¢ivo mikroglija (234). Kako je ve¢
nesto detaljnije navedeno u uvodu ove disertacije, jedan od faktora koji je u korelaciji sa toksi¢nosc¢u
zraCenja CNS ukljucuje i radijacionu povredu krvnih sudova (231). S obzirom na to da kod glioblastoma
postoji poremecena vaskularna mreza u odnosu na normalno mozdano tkivo, postavlja se pitanje da li
postoji razlika u vaskulaturi u odnosu na IDH mutacioni status glioblastoma. Kod IDH mutiranih glioma,
pokazano je da stereoizomer 2-hidroksiglutarata deluje kao aktivator EgIN prolil 4-hidroksilaze ¢ime
dovodi do smanjenja nivoa hipoksija inducibilnog faktora-lo i smanjene ekspresije gena, Koji su
ukljuceni u signalne puteve vezane za angiogenezu (277). U dodatku, Zhang i saradnici su naveli da je
postojanje IDH mutacije udruZeno sa znacajno snizenom akivacijom komplementa i sniZenim brojem
CD4"i CD8" T ¢elija (278). Dalje, autori navode da 2-hidroksi glutarat deluje kao meducelijski medijator
kod IDH mutiranih glioma i utice na sprecavanje aktivacije komplementa i T ¢elija (278). Takode, u
literaturi se nalaze podaci koji sugerisu da su IDH-wild type niskogradusni gliomi vi$e prokrvljeni, nego
IDH mutirani niskogradusni gliomi (279). Analizirajuci prethodno navedeno, kao i to da se u mehanizmu
radiotoksi¢nosti ¢esto spominje radijaciona povreda krvnih sudova i endotelnih ¢elija, te prekid krvno-
mozdane barijere, mozemo dalje da razmiSljamo o tome na koji nadin jonizuju¢e zracenje utiCe na
vaskulaturu i mikrookolinu tumora, u odnosu na IDH mutacioni status. Odnosno, postavlja se pitanje da
li se zbog potencijalno manjeg inflamatornog odgovora kod IDH-mutiranih glioblastoma i smanjene
angiogeneze o¢ekuje manja toksi¢nost, nego u odnosu na IDH-wild type. U nasem istrazivanju veci broj
pacijenata koji nije imao toksi¢nost nalazio se u grupi IDH-wild type. Ovo zapravo ukazuje na pocetak
naSe debate o mehanizmu radiotoksi¢nosti u odnosu na IDH mutacioni status i govori u prilog tome da
se ne moze sa sigurno$¢u povezati status IDH mutacije i radiotoksi¢nosti. Uzgred, budi re¢eno, moze se
spekulisati o tome, da li se nakon operativnog leCenja i ekstirpacije tumora i podvezivanja ili uklanjanja
aberantnih i umnoZenih krvnih sudova tumora, gubi na znacaju mehanizma toksi¢nosti u odnosu na IDH
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status. Odnosno, da li postoperativne promene uti¢u na okolni parenhim i smanjen krvni protok, te
posledi¢no manju radijacionu povredu krvnih sudova, ostaje predmet daljeg istrazivanja. U nasem
istrazivanju, najveci broj pacijenata sa toksi¢noscu bio je u grupi glioblastoma NOS, Sto predstavlja jos
vecéu dilemu, ali najpre ukazuje na to, da su u mehanizam radiotoksi¢nosti ukljuc¢eni mnogi drugi procesi
i mehanizmi. Ne treba zanemariti i druge potencijalne mehanizme radiotoksi¢nosti. Kada govorimo o
mikrookolini glioblastoma, treba imati u vidu da njih ¢ine reaktivni astrociti, endotelne ¢elije, imune
¢elije, od kojih najvise mikroglija i makrofazi (279). U radiotoksi¢nosti takode, ulogu ima i okolno,
tumorom nezahvaceno tkivo mozga. Odnosno, reakcija celija na radijaciono o$tec¢enje tj. povredu
zdravog tkiva ukljucuje reakciju razli¢itih tipova Celija, kao $to su astrociti, mikroglija, oligodendrociti,
endotelne celije i neuroni koji izazivaju zapaljensku kaskadu i dovode do vaskularne povrede, oSteéenja
krvno-mozdane barijere, ¢elijske smrti neuralnih progenitora i spre¢avanje procesa neurogeneze (280). |
pored svih savremenih tehnika planiranja i sprovodenja RT i smanjene integralne doze zracenja, neke
strukture mozga mogu da prime nisku dozu zracenja i ipak dovedu do nekih toksi¢nih efekata. Primera
radi, zraCenjem izazvana mucnina i povracanje mogu nastati ve¢ nakon primene zracenja doze vece od
0.35 Gy, koje nastaje kao odgovor okidacke zone hemoreceptora produzene mozdine, na zracenjem
izazvane proinflamatorne drazi (281). Uz to, toksi¢nost ili nezeljeni efekti mogu nastati i dejstvom
jonizujuceg zracenja na celije izvan zra¢nog polja, odnosno mehanizmom efekta eng. bystander effect,
Sto je potvrdeno in vivo studijama. Ovaj efekat sugeriSe povezanost i komunukaaciju izmedu ozracenih
1 neozracenih Celija. Smatra se da primena jonizujuceg zraenja na odredeni deo tkiva ili ¢elija moze
dovesti do oste¢enja hromozoma, kao i ¢éelijskih i molekularnih o$tecenja na udaljenom tkivu (282).
Nakon sprovedenog jonizujuceg zracenja, patohistoloSkim pregledom se mogu uociti demijelinizacija,
proliferativne ili degenerativne glijalne reakcije, gubitak endotelnih ¢elija i kapilarno zaéepljenje (231).
Razlozi koji mogu doprineti toksi¢nosti centralnog nervnog sistema su oStecenje vaskularnih struktura,
gubitak oligodendrocitnih tip 2 astrocitnih progenitora, kao i zrelih oligodendrocita, neuralnih stem ¢elija
u hipokampusu, malom mozgu i mozdanoj kori, kao i opsti poremecaj ekspresije citokina (231). U
stru¢noj literaturi se moze pronaci podatak da su oligodendrociti veoma osetljivi na jonizujucée zracenje
(283). Zbog toga, jonizujuce zracenje i pored direktnih efekata na oligodendrocite, moze dovesti do
oslobadanja citokina, koji dodatno mogu da oStete oligodendrocite. Imajuc¢i u vidu da se govori o
radijacionom os$tecenju koje moze dovesti do poveéane ekspresije proinflamatornih medijatora, postoje
i druge supstance koje su povezane sa nivoom ekspresije proinflamatornih medijatora i njihovim
medusobnim uticajem, poput B-endorfina. U odgovoru na stres i zapaljenje kao delu imunog odgovora,
moze do¢i do proizvodnje citokina i potom lucenja glukokortikoida, delovanjem hipotalamusno-
hipofizno-nadbubrezne osovine. U dodatku, naglasava se i posebna veza izmedu imunog sistema i 8-
endorfina, koji moze imati i inhibitorni efekat na cirkuliSuce citokine, ali i stimuliSu¢i efekat na imuni
pojava zamora, koji se naj¢e$¢e manifestuje nakon 3 - 4 nedelje od pocetka RT (285). Mehanizam
nastanka radioterapijom indukovanog zamora nije u potpunosti razjasnjen. Medutim, Hermann i
saradnici su na animalnom modelu pokazali da se nivo B-endorfina u plazmi znacajno povecava 4 nedelje
nakon pocetka RT, sugeriSu¢i da B-endorfin moze posredovati u nastanku zamora indukovanog
radioterapijom (285).

U nasSem istrazivanju ispitivali smo nivo ekspresije mikro RNK-10b/21/34a, kako smo naveli
prethodno, u 3 vremenske tacke. Nasi rezultati su pokazali da su visi nivoi ekspresije miR-10b i miR-21
pretezno povezani sa gradusom toksi¢nosti, dok nivoi ekspresije miR-34a nisu povezani sa gradusom
toksi¢nosti. Poredeci grupe bez toksi¢nosti i sa toksicnoS¢u na 15. frakciji zracne terapije, utvrdili smo
statisti¢ki zna¢ajno vise nivoe ekspresije miR-10b i miR-34a u grupi pacijenata koji su imali toksi¢nost.
Medutim, nije bilo razlike izmedu grupa u tacki pre pocetka RT i nakon 30. frakcije RT. Kada smo
posmatrali nivoe ekspresije u grupi pacijenata koji nisu imali toksi¢nost, nivoi ekspresije miR-34a su bili
znacajno visi na 15. frakciji i nakon 30. frakcije RT, u odnosu na pocetne vrednosti ekspresije miR-34a.

93



Dalje, medijane vrednosti miR-34a su bile najve¢e nakon poslednje frakcije RT. Takode, u grupi
pacijenata koji su imali toksi¢nost zapazena je sli¢na situacija. Naime, nivoi ekspresije miR-34a su bili
znacajno visi na 15. frakciji 1 nakon poslednje frakcije RT u odnosu na poc¢etne vrednosti. Nasi rezultati
su dalje ukazali na znacajne pozitivne korelacije medu ispitivanim mikro RNK u sve tri vremenske tacke,
a najjace korelacije su uoc¢ene izmedu miR-10b i miR-21 na 15-0j frakciji kod pacijenata sa ispoljenom
toksi¢nos¢u, miR-21 i miR-34a nakon 30 frakcije RT bez ispoljene toksi¢nosti, miR-21 i miR-34a na 15.
frakciji kod pacijenata sa ispoljenom toksi¢no$c¢u i izmedu miR-21 i miR-34a na 15. frakciji RT kod
pacijenata sa ispoljenom toksi¢no$¢u. Kako je ukratko preprican deo rezultata ove disertacije u
prethodnom delu ovog pasusa, mozemo zakljuciti da su se nivoi ekspresije sve 3 ispitivane mikro RNK
menjali po vremenskim tackama. Da bismo mogli razumeti i rasvetliti moguc¢u ulogu mikro RNK u
predikciji toksi¢nosti kod primene RT sa TMZ, moramo se ponovo vratiti i analizirati mehanizam
toksi¢nosti. Kao $to smo ve¢ naveli, naj¢esc¢e inflamatorna reakcija indukovana zrac¢enjem je posledica
produkcije i delovanja slobodnih radikala, odnosno ROS. Nakon izlaganja jonizujué¢em zracenju dolazi
do produkcije razliitih citokina koji dodatno stimulisu inflamatorni odgovor, a mikro RNK regulisu
kljucne gene u odgovoru na stres, a samim tim i zapaljensku reakciju. MiR-34a je ukljucena u
prekomernu proizvodnju nikotinamid adenin dinukleotid fosfat oksidaze 2 (NOX2), ali i drugih enzima
koji pospesuju stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih jedinjenja, te je moguce da utice na oksidativnu, odnosno
antioksidativnu ravnotezu (286,287). Tako, na primer, miR-34a menja profil ekspresije citokina kao §to
su interleukin 6 (IL-6) i faktor nekroze tumora alfa (TNF-a), ¢ime uti¢e na regulaciju odgovora na
zapaljenje (222). Proinflamatorni citokini kao Sto su TNF-a i INF-y i adhezioni molekuli poput
intracelularnog adhezionog molekula (ICAM) mogu sudelovati u radijacionoj toksi¢nosti mozga (231).
Takode, eksperimentalno je pokazano da je nivo ekspresije proinflamatornih medijatora poput IL-1b, IL-
6 1 TNF-a povecéan nakon sprovedenog jonizujuceg zracenja na mozgu animalnog modela (Fiser pacova)
(238). Pored toga, primeceno je da se nivo ekspresije gena TGF-B i nivo cirkuliSu¢eg IL-6 menja u
mononuklearnim ¢elijama periferne krvi kod pacijenata sa karcinomom prostate kod kojih se primenjuje
RT. Naime, rezultati Stanojkovi¢ i saradnika pokazali su da je povecana koncetracija interleukina-6 (IL-
6) povezana sa viSim gradusom akutne genitourinarne toksi¢nosti kod pacijenata kod kojih se sprovodi
zra¢na terapija u lecCenju karcinoma prostate, dok je nivo ekspresije TGF-f bio snizen tokom le¢enja RT
(288). Wang i saradnici, su ispitivali povezanost medijatora zapaljenja sa nastankom radijacionog
pneumonitisa, te su njihovi rezultati pokazali da su interleukin-8 i TGF-B1 znacajno povezani sa
nastankom radijacionog pneumonitisa gradusa >2 (289). Kopcali¢ i saradnici su zapazili znacajnu
povezanost izmedu nivoa ekspresije cirkuliSsu¢ih TGF-B1 pre pocetka RT sa najviSim stepenom
toksi¢nosti, kao i nivoa ekspresije TGF-1 nakon 25. frakcije RT i stepena toksi¢nosti u ovoj vremenskoj
tacki. [zmedu ostalog, autori su uocili povezanost izmedu nivoa ekspresije IL-6 pre pocCetka RT i stepena
zamora nakon 25. frakcije RT. Ipak, autori naglasavaju i dodatne faktore koji su povezani sa ovim
rezultatima, poput komorbiditeta (Secerna bolest) kao i navika (puSacéi cigareta) (290). Na ovim
primerima mozemo videti razli¢ite podatke o nivoima ekspresija istih citokina, §to moZze biti rezultat
reakcije razlicitog tkiva i ¢elija na RT. U prilog tome moze i¢i i to, da se osim razli¢itog tkiva koje se
nalazi u ciljnom volumenu zracenja, u odredenim onkoloskim oboljenjima se primenjuju i dodatni
modaliteti leCenja poput razli¢ite hemioterapije (neoadjuvantno, konkomitantno/adjuvantno, sistemski),
te hormonoterapije, koja moze aktivirati i dodatne mehanizme ostecenja, odnosno pojavu toksi¢nosti. Uz
to, poznato je i da pojedini komorbiditeti menjanju strukturu okolnog tkiva i njegovu vaskularnu mrezu.
Kako je poznato da se proces zapaljenja nakon ostecenja ¢elija kontinuirano deSava u procesu nastanka
malignog oboljenja i njegove progresije sto vodi ka proizvodnji hemokina i citokina, mobilizacije
zapaljenskih ¢elija na mestu oSteCenja (291), moze postojati i odredeno sabirno dejstvo u vidu daljeg
oStecenja Celija izazvano primenom jonizujuceg zraCenja. Drugim rec¢ima, ovakvo delovanje bi se
potencijalno manifestovalo u vidu toksi¢nosti i pojavi simptoma toksi¢nosti. Mikro RNK imaju znaéajnu
dvosmernu povezanost sa ekspresijom citokina, te povecan ili snizen nivo ekspresije neke mikro RNK
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zbog neodgovarajuce produkcije citokina, moze dalje dovesti do poremecaja Celijske homeostaze (292).
Takode, na mikro RNK mogu delovati brojni stimulusi poput metabolita i hormona (292).

Kako su mikro RNK predstavljene kao klju¢ne komponente ¢elijske fiziologije, neki istrazivaci
su pokusali da bliZe objasne njihov znacaj u kaskadi kod zapaljenja povezanih sa kancerom. Na osnovu
pregleda literature postoje sugestije da mikro RNK regulisu gene povezane sa produkcijom razli¢itih
citokina. Shodno tome, pojedini autori su i Sematski predstavili dijagram pojedinih citokina i mikro RNK
koje mogu biti povezane sa nastankom inflamacije kod kancera. Izmedu ostalih, moze se zakljuciti da se
miR-21 povezuje sa proizvodnjom TNF-a i IL-6 (291). Odnosno, miR-21 moze da ima znacajnu ulogu
u odgovoru na zapaljenje (293). Na animalnom modelu je otkriveno, da su citokini IL-4, IL-5, IL-12-p35
i IL-13 zavisni od modulacije mikro RNK-21 (294). S druge strane, pokazano je da miR-10b moze da
umanji stepen apoptoze izazvane jonizuju¢em zra¢enjem u celijama glioblastoma (226). Dalje,
koinhibicija miR-10b i miR-21 moze znacajno smanjiti rast ¢elija i invazivnu sposobnost u ¢elijskoj liniji
glioblastoma U87MG, sugerisu¢i na njihov sinergisticki uticaj na njihove zajednic¢ke gene (295). Mikro
RNK-21 nishodno regulise proteine informacionih RNK, ¢iji proteinski proizvodi u¢estvuju u regulaciji
¢elijskog ciklusa, apoptoze, popravke oste¢enja DNK-a, hipoksije i povezana je sa radiosenzitivno$éu
zdravih tkiva i tumora, kao i radiorezistentno$¢u tumora (296).

S obzirom na predstavljene dokaze iz literature o ulozi mikro RNK u kaskadi i kontroli zapaljenja
kod kancera 1 progresije kancera, trebalo bi dalje razmisljati o ulozi tj. kontroli mikro RNK u kaskadi
zapaljenja nakon primenjene RT. Citokini su medu najbitnijim proteinima ¢ija je ekspresija kontrolisana
od strane mikro RNK, a njihova ushodna regulacija i uloge koju ostvaruju mogu uticati i na nivo
ekspresije samih mikro RNK (297). Smatra se da postoji dvosmerna regulacija izmedu mikro RNK i
citokina iz T-limfocita (297). Izmedu ostalog, opisana je i znacajna povezanost mikro RNK-155 sa T-
pomoc¢nim ¢elijama (297). Imajuci u vidu prethodno pomenutu akutnu genitourinarnu toksi¢nost i
povezanost sa citokinima, trebalo bi pomenuti i rezultate istrazivanja o mogucoj povezanosti mikro RNK
I genitourinarne toksi¢nosti, kod pacijenata sa karcinomom prostate. Naime, istrazivaci su ispitivali
povezanost nivoa ekspresije miR-21/146a/155 u 3 vremenske tacke (pre RT, nakon RT i na prvoj kontroli
nakon sprovedene RT), sa akutnom genitourinarnom toksi¢no$¢u. Autori su uo¢ili najviSu koncetraciju
miR-21 nakon sprovedene RT u grupi pacijenata koji su imali radiotoksi¢nost, kao i znacajno vise nivoe
ekspresije miR-146a/155 kod pacijenata sa akutnom radiotoksi¢nos$¢u, u odnosu na pacijente koji nisu
imali radiotoksic¢nost. Takode, istrazivaci su izvestili da postoji znacajna promena nivoa ekspresije miR -
146a/155 kod pacijenata koji nisu imali radiotoksi¢nost (229). Iz njihovih rezultata moze se zakljuciti da
ekspresija miR-21 varira znacajno izmedu pacijenata sa toksi¢no$¢u i pacijenata bez toksi¢nosti, §to se
razlikuje u odnosu na rezultate naSeg istrazivanja. Kod ovakvog poredenja, mora se uzeti u obzir da su
Kopcali¢ i saradnici ispitivali akutnu radiotoksi¢nost kod pacijenata sa rakom prostate. Preciznije re¢eno,
ciljni volumeni zracne terapije, doza zracne terapije i organi pod rizikom su drugaciji, pa je samim tim 1
toksi¢nost drugacija. Takode, kod naSih pacijenata se sprovodila konkomitantna radioterapija sa TMZ,
te potencijalno dodatno dejstvo TMZ na radiotoksi¢nost ne treba zanemariti. Zbog toga, upotreba
odredene mikro RNK za predvidanje radiotoksi¢nosti moze se razlikovati izmedu razli¢itih vrsta
maligniteta. Promena nivoa ekspresije mikro RNK-21 u mononuklearnim ¢elijama krvi u odgovoru na
jonizujuce zracenje, moze biti povezana tj. uslovljena tipom ili podtipom tumora ili gradusom tumora.

Liu i saradnici su ispitivali potencijalnu ulogu mikro RNK-34a u odgovoru na jonizujuce zracenje
i postavili sumnju da miR-34a ima ulogu kao klju¢ni medijator u radijacionom oS$te¢enju, a samim tim
da moze da ima ulogu i U zastiti od jonizujuéeg zracenja (298). Pojedini molekuli u¢estuvuju u regulaciji
radiosenzitivnosti poput familije proteina B-cell lymphoma 2 (Bcl-2). Njihova prekomerna ekspresija
snizava radiosenzitivnost razli¢itih malignih Celija, zbog Cega se ispitivao uticaj Bcl-2, kao direktne mete
za delovanje mikro RNK-34a. Naime, miR-34a moZe da poveca radiosenzitivnost nishodnom
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regulacijom proteina Bcl-2, nakon ¢ega dolazi do povecéanja stopa apoptoze i naruSavanja vijabilnosti
¢elija (298). Eksperimentalno je pokazano na ¢elijama glioblastoma, da kada se nivo ekspresije Bcl-2
smanji nakon primene jonizuju¢eg zraCenja, stopa apoptoze raste (298). Ovo je jedan od mehanizama
koji moze uticati na poveéanje radijacionog ostecenja.

U naSem istrazivanju, kori§¢eni su razliciti statisticki pristupi kako bi se objektivno i iz razli€itih
uglova analizirala potencijalna povezanost izmedu nivoa ekspresije molekula mikro RNK-10b/21/34a i
toksic¢nosti i stepena toksicnosti tokom vremena (vremenske tacke). Toksi¢nost se najc¢esé¢e dogada posle
odredenog vremena nakon izlozenosti zracenju, $to je dobro poznata ¢injenica, a koja je i u skladu sa
naSim dobijenim rezultatima. Tacnije, naSi rezultati govore u prilog tome da je povecanje nivoa
ekspresije miR-10b i miR-21 povezano sa ve¢im gradusom toksi¢nosti, §to ukazuje da bi ove dve mikro
RNK mogle da budu indikatori gradusa tj. stepena toksi¢nosti. S druge strane, miR-34a, moze da ima
drugaciju ulogu, u smislu regulisanja homeostaze nakon izloZenosti jonizuju¢em zracenju. NivOi
ekspresije miR-10b i miR-34a su se statisticki zna¢ajno razlikovali izmedu grupe sa toksi¢nosc¢u i grupe
bez toksi¢nosti na 15. frakciji, ali ne i na 30. frakciji. Ispred navedeno moze da ukazuje na to da najvazniji
dogadaji bioloskog mehanizma radiotoksi¢nosti mogu da nastanu upravo u ovoj vremenskoj tacki (15.
frakcija). Nivo ekspresije miR-34a je bio znac¢ajno poviSen nakon sprovedenog konkomitantnog lecenja
RT sa TMZ. U dodatku, nivo ekspresije miR-34a se razlikovao izmedu pocetnih vrednosti i 15. frakcije
RT, kao i izmedu pocetnih vrednosti i nakon 30. frakcije RT, ali nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u
nivou ekspresije izmedu 15. i nakon 30. frakcije RT, §to smo i o¢ekivali. Odnosno, kako smo pomenuli
u tekstu, miR-34a potencijalno moze biti prepoznata kao dozimetar za ekspoziciju jonizuju¢em zracenju
(222), odnosno nivo njene ekspresije moze da se povecava sa povecanjem doze zracenja. Trebalo bi imati
u vidu da su pojedinacne, dnevne, terapijske doze kod sprovodenja postoperativne zracne terapije za
lecenje glioblastoma 2 Gy (odnosno 30 dnevnih frakcija po 2 Gy), ¢ime se smanjuje rizik od nastajanja
radijacione toksi¢nosti. Dokumentovane razlike izmedu grupa kod kojih je poredena toksi¢nost ukazuju
na to da mikro RNK-34a ima moguénost da uti¢e na stratifikaciju pacijenata u grupu sa nizim, odnosno
vi$im rizikom od razvijanja radijacione toksi¢nosti. Kao §to je i pomenuto, druge studije su pokazale da
mikro RNK-34a uc¢estvuje u regulaciji bioloskih procesa u mehanizmu radijacione toksi¢nosti, najpre u
vidu proizvodnje citokina, oSte¢enja vaskularnih sudova, nastanka fibroze, kao i u odgovoru na oste¢enje
DNK. U dodatku, trebalo bi spomenuti da je nivo ekspresije miR-34a u T-limfocitima u korelaciji sa
vremenom, dozom zracenja i mutacionim statusom ATM gena (299), sto je dodatni dokaz njene
povezanosti sa krajnje individualnom radiosenzitivnoscu.

Korelaciona analiza pokazala je da svaka pojedina¢na mikro RNK upotpunjava jedna drugu u
pogledu odgovora na jonizujuce zracenje, te da bi zajedno mogle imati sinergisticki efekat, odnosno, da
na neki nacin sudeluju u odgovoru na jonizujuce zracenje. Takode, mnogobrojne mikro RNK mogu da
ciljaju i regulisu jedan isti gen, te kombinacija delovanja ovih mikro RNK moze odrediti ekspresiju
odgovarajucih informacionih RNK (300). Prema nasoj bioinformatickoj analizi, signalni putevi ovih
mikro RNK se ukrstaju. Takode, rezultati bioinformaticke analize ukazuju da je gen BRCAL zajednicki
ciljni gen za ispitivane mikro RNK-10b/21/34a. Od ranije je poznato da je dvostruko oste¢enje DNK
lanca najbitniji dogadaj nakon primene jonizujuceg zracenja, nakon ¢ega dolazi do aktivacije mehanizma
popravke DNK ostecenja. Protein BRCA1 promovise homolognom rekombinacijom posredovanu
popravku dvostrukog ostecenja DNK lanca i predstavlja potencijalno dobar prediktivni molekul za
odgovor na radioterapiju (301). Analiza KEGG putanje pokazala je da su targeti ispitivanih mikro RNK
ukljuceni u signalni put Fankonijeve anemije. Naime, Fankonijeva anemija je forma urodene aplasticne
anemije i nasleduje se autosomno recesivno ili kao X-povezani genetski poremecaj koji karakterise
krhkost hromozoma, urodene malformacije i sklonost ka nastanku malignih bolesti (302). Pacijenti koji
boluju od Fankonijeve anemije su obi¢no izuzetno osetljivi na jonizujuce zracenje, pa tako i primenu
radioterapije (303).
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U nasem istrazivanju pokusali smo da otkrijemo da li postoji povezanost izmedu nivoa ekspresije
mMiR-10b/21/34a sa klini¢ko patoloskim faktorima, a jedan od njih je i veli¢ina tumora pre operativnog
leCenja. Nivo ekspresije ovih mikro RNK smo takode pratili u 3 vremenske tacke (pre pocetka RT, na
15. frakciji i nakon 30. frakcije RT). Jedinu statisticku znacajnost dobili smo za nivo ekspresije miR-10b
i mMiR-21, za veli¢inu tumora manjeg od 4 cm, u tacki pracenja pre pocetka RT, §to nismo ocekivali.
Odnosno, oc¢ekivali smo da ¢e nivo ekspresije miR-10b i miR-21 biti statisticki znacajan za tumore vece
od 4 cm. Mikro RNK-21 je prepoznata kao jedan od najja¢ih onkogena i igra klju¢nu ulogu u
kancerogenezi, metastatskom potencijalu i relapsu bolesti (296), $to nas je usmerilo ka teoriji da tumori
koji su pri prezentaciji bolesti veéi, mogu imati vecu ekspresiju ove mikro RNK. Takode, miR-10b se
smatra visoko onkogenom mikro RNK i zapazena je njena prekomerna ekspresija kod glioblastoma, kao
i to da mozZe uticati na tumorogenezu tj. gliomagenezu (304). U prilog te hipoteze uzeli smo ¢injencu da
je u tkivu tumora dojke pronadena prekomerna ekspresija mikro RNK-21, dok je primena inhibitora miR-
21 nazvanog antimiR-21 inhibisala rast ¢elija tumora kako in vitro, tako i in vivo (305). Takode,
analiziraju¢i druge mikro RNK, dosli smo do podataka iz studije Yanga i saradnika, gde je utvrdeno da
je nivo ekspresije miR-32 kod hepatocelularnog karcinoma, u pozitivnoj korelaciji sa brojem fokusa i
veli¢inom tumora, ali nema znacajnosti sa drugim klini¢ko-patoloskim faktorima, kao Sto su pol, starost
i diferentovanost tumora (306). Takode, manji tumori u mozgu su, sa neurohirur§kog aspekta, Cesto
podobniji za potpuno uklanjanje, te nakon potpune ekstirpacije tumora, teorijski bi se moglo o¢ekivati
da nivo ekspresije bude manji, nego kod ve¢ih tumora. Kod veéih tumora potencijalno se moze oc¢ekivati
odredeni zaostatak tumora, a samim tim i Sansa za vecu ekspresiju mikro RNK. Mada, ovo u potpunosti
ne potvrduje nasu sumnju. Ipak, i mali tumori ukoliko su lokalizovani u elokventnim zonama mozga
mogu biti samo parcijalno resekovani ili pak samo bioptirani. Za relevantnost tumacenja nivoa ekspresije
mikro RNK i povezanosti sa veli¢inom tumora, najpre bi trebalo izmeriti nivo ekspresije mikro RNK pre
pocetka operativnog leCenja, a mi smo u naSem istrazivanju merili nivo ekspresije mikro RNK nakon
operativnog leCenja, a pre pocetka RT. Medutim, ukoliko govorimo o glioblastomima, koji imaju
karakteristi¢énu heterogenu patohistolosku sliku i kod kojih se, izmedu ostalog, uoc¢avaju razliciti fokusi
i veli¢ina nekroze, postoji moguénost da kod manjih tumora, fokusi nekroze budu manje izrazeni, te da
mikrookolina glioblastoma 1 okolnog tkiva, jo§ uvek nema potpuno poremecenu intracelularnu 1
intercelularnu komunikaciju i da se prekomerna ekspresija mikro RNK moze detektovati u nesto vecoj
koncetraciji i kod manjih tumora. Uz to, proliferativna sposobnost tumora istovremeno moze biti veca.
Mehanizam oslobadanja mikro RNK nije u potpunosti jasan, ali se pretpostavlja da se oslobadaju iz
apoptoznih telasaca, kao i vijabilnih tumorskih ¢elija, dok se intercelularna komunikacija preko mikro
RNK odvija preko egzozoma, ekstracelularnih vezikula, pukotinastih veza itd. (307). Upravo, miR-21 iz
egzozoma izvedenih iz glioblastoma, utice na celu mikrookolinu tumora, a takode deluje na proces
angiogeneze preko posrednika VEGFR2 (307). U pogledu miR-10b, trebalo bi imati u vidu da jedine
zdrave ¢elije koje mogu da eksprimiraju miR-10b jesu ljudske mozdane endotelne ¢elije (308), Sto moze
uticati i na ukupnu ekspresiju miR-10b. U dodatku, miR-21, osim $to je prepoznata kao potentan
onkomiR, kao §to smo naveli prethodno u tekstu, uklju¢ena je i u inflamatorni odgovor, popravak
ostecenja DNK lanca, jer moze da nishodno regulise (,,utiSava‘) vise meta. Takode, u naSem istrazivanju
mMiR-21 merena je iz limfocita, $to bi ukazivalo na to da su promene nivoa ekspresije mikro RNK vise
usmerene na predikciju toksicnosti.

Pojedina istraZivanja su pokazala na razli¢itu ekspresiju mikro RNK u odredenim delovima
let-7a-5p, hsa-miR-23b-3p, hsa-let-7b-5p, hsa-miR-23c, hsa-let-7c, hsa-miR-24-3p, hsa-let-7d-5p i
mnoge druge (309). Takode, spekuli$e se 0 moguc¢em uticaju pojedinih mikro RNK na razvoj odredenih
delova mozga i njihovih funkcija. Primera radi, miR-941 je specifi¢na za ljudski mozak i visok nivo
njene ekspresije se nalazi u ljudskom prefrontalnom korteksu i cerebelumu i smatra se da ima ulogu u
signalizaciji neurotransmitera, govoru i slicno (310). S obzirom na to da su pojedine studije pokazale
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razli¢itu ekspresiju mikro RNK u nekim delovima mozga, mi smo istrazivali da li se razlikuju nivoi
ekspresije miR-10b/21/34a u odnosu na lokalizaciju tumora, a grupe smo podelili na: tumor u ¢eonom
reznju, tumor u slepoo¢nom reznju i tumor u ostalim lokalizacijama. Nismo nasli statisticku znacajnost
u nivou ekspresije miR-10b/21/34a izmedu tumora u ¢eonom reznju, slepoo¢nom reznju i tumora u
ostalih lokalizacijama. Ozdogan i saradnici su ispitivali nivo ekspresije miR-221 kod glijalnih tumora u
razli¢itim lokalizacijama mozga, te takode nisu pronasli statistiCku znacajnost izmedu nivoa ekspresije
miR-221 i specifi¢ne lokalizacije tumora u mozgu (311).

Mikro RNK imaju vaznu ulogu u gliomagenezi i reguliSu mnoge gene i signalne puteve. Kako je
prethodno dokazana uloga IDH mutacije kod glioblastoma, kao i to da je nivo ekspresije miR-10b/21
prekomerno eksprimiran u ¢elijama glioblastoma, ispitivali smo moguéu povezanost nivoa ekspresije
miR-10b/21/34a iz mononuklearnih ¢elija periferne krvi kod nasih pacijenata i IDH1 mutacionim
statusom. Kod IDH1 pozitivnog mutacionog statusa, aktivnost IDH mutiranog enzima podstice stvaranje
2-hidroksiglutarata, Sto potom vodi ka izmenjenom epigenetickom statusu i1 metabolickom
reprogramiranju. Ovaj proizvod, 2-hidroksiglutarat, inhibise funkciju T-limfocita i na taj na¢in ,,utiSava“
odgovor imunoloskog sistema na tumor (312). Postavili smo hipotezu da ¢e visi nivoi ekspresije miR-
10b/21 biti u pozitivnoj korelaciji sa IDH1-wild type glioblastomom. Takav rezultat bi potencijalno
dodatno stratifikovao pacijente sa glioblastomom. Kako je miR-21 jedan od najja¢ih onkogena sa
dokazanom prekomernom ekspresijom kod GB, kao i da je GB zavisan od miR-10b (ablacija gena za
miR-10 je letalna za ¢elije glioma) (308), dokaz o povezanosti ova dva parametra bi potencijalno dodatno
definisao grupu IDH1-wild type glioblastoma i stvorio uslove za dalja istrazivanja u rasvetljavanju
mehanizma bioloske agresivnosti tumora. Medutim, u naSem istrazivanju nismo nasli statisticku
znacajnost u nivoima ekspresije miR-10b/21/34a povezanu sa IDH1 mutacionim statusom. Opet bi
trebalo naglasiti, da su uzorci za analizu nivoa ekspresije mikro RNK uzeti pre pocetka RT, odnosno
nakon operativnog ledenja, §to bi moglo uticati na rezultate. Stavise, ni ti rezultati mozda ne bi bili
dovoljno precizni, kao kad bi se nivo ekspresije mikro RNK odredivao direktno iz uzoraka glioblastoma
ili cerebrospinalne te¢nosti (likvora). U dodatku, treba pomenuti da nisu samo miR-10b i miR-21 jedine
znacajne mikro RNK za gliomagenezu kod glioblastoma, jer postoji spektar mikro RNK koje imaju
potencijalnu ulogu i deluju kao onkogeni (eng. oncomiR) ili pak, kao tumor supresori. Sippl i saradnici
su sugerisali da miR-181a2 moze biti prognosticki marker za odredene pacijente sa IDH1-wild type
glioblastomom. S obzirom nato da je pokazano da miR-181a2 regulise IDH1 ekspresiju u masnom tkivu
i uzevsi u obzir kakav uticaj ima IDH1 mutacija u klinickom toku i1 bioloskom ponaSanju glioblastoma,
istrazivaci su ispitivali moguéi uticaj nivoa ekspresije miR-181a2 na IDH ekspresiju, klinicki tok i
prognozu pacijenata sa GB. Za potrebe istrazivanja koristili su tkivne uzorke glioblastoma, a za kontrolnu
grupu koris¢eno je postmortalno tkivo mozga od donora koji nisu bolovali od glioma. Njihova studija je
pokazala znacajno duze ukupno prezivljavanje kod pacijenata koji su imali glioblastom IDHZ1-wild type
sa niskom ekspresijom miR-181a2 (313). Rezultati Wanga i saradnika su predstavili specifican mikro
RNK profil (eng. miRNAs signature), sacinjen od 23 mikro RNK, koji ima 1.5 puta veéu ekspresiju kod
IDH1 mutiranih glioblastoma, nego kod IDH-wild type glioblastoma (314). Medu te 23 mikro RNK, ne
nalaze se miR-21 i miR-10b, ali se nalazi miR-34a. Ozdogan i saradnici nisu pronasli povezanost izmedu
nivoa ekspresije ispitivane miR-221 i IDH mutacionog statusa (311).

U naSoj grupi pacijenata, medijana preZivljavanja bez progresije bolesti bila je 10 meseci, dok je
medijana ukupnog prezivljavanja bila 15 meseci. Ovi rezultati su u skladu 1 sa podacima iz literature. U
Stupovoj studiji, medijana ukupnog preZivljavanja je bila 14.6 meseci u grupi kod kojih je primenjen
RT+TMZ (127). Medutim, u Stupovoj grupi pacijenata, medijana prezivljavanja bez progresije bolesti
bila je 6.9 meseci (127), dok je u nasoj grupi medijana PFS bila 10 meseci. Medutim, u nasoj grupi
ispitivana su 43 pacijenta, a u Stupovoj grupi RT sa TMZ 287 pacijenta. Odnosno, Stupp i saradnici su
u svojoj studiji imali ukljuceno skoro 6 puta viSe pacijenata, u odnosu na nas broj pacijenata. Stupova
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studija je objavljena 2005. godine, a s obzirom na vreme proteklo od te studije, trebalo bi podatke OS i
PFS uporediti i sa rezultatima novijih istrazivanja. U vezi sa tim, pronasli smo istrazivanje, U kome je
bio ukljuen isti broj pacijenata, kao u nasem istrazivanju (43 pacijenta). Takode, i kod njihovih
pacijenata sproveden je Stupov protokol, odnosno konkomitantna RT sa TMZ, a potom adjuvantna
primena TMZ. Sli¢no, u njihovoj kohorti, kod najveceg broja pacijenata (91%) uradena je totalna resecija
tumora, a kod 9% parcijalna resekcija tumora. Mada, u njihovom istrazivanju bili su ukljuceni i pacijenti
ECOG PS 2, sto nije bio slu¢aj kod naseg istraZivanja, kao $to smo prethodno naveli (zbog propisanih
indikacija). Medijana ukupnog prezivljavanja kod njihovih pacijenata je bila 15 meseci, §to je identi¢no
kao u nasoj grupi pacijenata. Ipak, autori nisu naveli PFS, tako da taj rezultat ne moZemo uporedivati.
Marenco-Hillembrand i saradnici su 2020. godine objavili sistematski pregled trenda ishoda glioblastoma
tokom vremena, odnosno ishoda le¢enja pre i posle ere kombinovanog lecenja RT i TMZ (315). Ta
studija pokazala je centralnu tendenciju medijane ukupnog prezivljavanja od 13.5 meseci. Medijana
ukupnog prezivljavanja izmedu perioda pre implementacije protokola RT + TMZ bila je 12.5 meseci,
dok je medijana ukupnog preZivljavanja sa RT + TMZ protokolom iznosila 15.6 meseci (315). Stavie,
autori su naveli, da analizom 9 studija sa prikupljenim podacima nakon 2010. godine, centralna
tendencija medijane ukupnog prezivljavanja iznosila je 15 meseci. U dodatku, oni navode da je u
klinickim studijama primena bevacizumaba, tumor treating fields i specificnih vakcina pokazala
napredak u medijani OS (315). Medutim, mogu se naci i drugaciji rezultati od prethodno predstavljenih.
Na primer, meta analiza Kaka i saradnika nije ustanovila benefit u primeni bevacizumaba kod adultnih
pacijenata sa novodijagnostikovanim glioblastomom u pogledu OS, ali jeste sugerisala benefit za PFS
(316). Medu najnovijim objavljenim istrazivanjima, koja izveStavaju o ishodu pacijenata sa
glioblastomom, jeste i istrazivanje Brown i saradnika, objavljeno krajem juna 2022. godine (252). Autori
su analizirali tok bolesti i le¢enja, tj. ishod kod 490 pacijenata sa glioblastomom, ali je njihova grupa bila
heterogenija u odnosu na nasu grupu pacijenata. Odnosno, u njihovoj analizi bili su ukljuceni pacijenti
kod kojih je sproveden razlicit stepen operativnog zahvata, ukljucujuéi i samo biopsiju tumora. Takode,
veci deo pacijenata je leCen standardnom radioterapijom i hemioterapijom, dok je manji deo pacijenata
leCen nestandardnom radioterapijom i hemioterapijom ili pak, nije imao adjuvantno lecenje.
Sveobuhvatno, u njihovoj studiji, ukupno prezivljavanje je bilo 9.2 meseca. Medutim, multivarijantnom
analizom pokazano je da je grupa pacijenata koja je leCena standardnom radioterapijom i hemioterapijom
imala medijanu ukupnog prezivljavanja 16.9 meseci, kod nestandardne RT-HT 9.2 meseca, dok oni
pacijenti kod kojih nije bila primenjena terapija medijana OS bila 2.8 meseca (252). Ovi podaci nam
govore, da standardan Stupov protokol i dalje ¢ini prvu liniju terapije kod pacijenata sa
novodijagnostikovanim glioblastomom. Medutim, isto tako, ovi podaci govore, da je i pored svih napora,
prezivljavanje pacijenata sa glioblastomom izuzetno porazavajuce. Glioblastom u najveem broju
pacijenata u toku vremena relapsira, odnosno dolazi do progresije bolesti, Sto ukazuje na rezistentnost
bolesti na svo primenjeno le¢enje. Dosta spekulacija i istrazivanja ima na ovu temu i poseban znacaj se
pridaje tzv. mati¢noj ¢eliji glioblastoma, koja ima morfoloske i funkcionalne sli¢cne karakteristike, kao i
uobicajena neuralna stem celija. Istrazivanja su pokazala da mati¢na celija glioblastoma doprinosi
progresiji i invazivnoj sposobnosti ¢elija glioblastoma, kao i da ima sposobnost samoobnove (87), a jedan
od prepoznatih markera tih mati¢nih Celija glioblastoma je CD133 (89). Upravo, pozitivnost ¢elija na
CD133 moze biti povezana sa radiorezistentnosc¢u i hemiorezistento$c¢u glioblastoma (89).

Postoje mnogi epigeneticki mehanizmi koji istovremeno ili sekvencijalno mogu biti ukljuceni u
regulaciju biolo§kog ponasanja glioblastoma, pa samim tim i odgovora na le¢enje. Mikro RNK preko
regulacije razli¢itih gena ucestvuju u brojnim ¢elijskim procesima, ukljucujuci sposobnost proliferacije
¢elija, diferencijacije ¢elije, apoptoze, angiogeneze, promovisanja besmrtnosti ¢elije i sli¢no (317). lako
nisu jedine, u tekstu su pomenute miR-10b i miR-21, koje imaju ulogu onkogena kod glioblastoma, pa
samim tim mogu uticati i na mati¢ne stem celije glioblastoma, ali i na mehanizme rezistencije na
primenjeno leCenje. Medu najznacajnijim mikro RNK koje se povezuju sa mehanizmom
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radiorezistentnosti su miR-21, miR-210, miR-212 i miR-135b (250). Pokazano je da miR-21 podsti¢e
radiorezistentnost i kod ¢elija karcinoma dojke na taj nacin §to dovodi do zaustavljanja ¢elijskog ciklusa
u u G2/M fazi (318). Imajuci u vidu to da su ¢elije najosetljivije na primenu jonizujuéeg zracenja u G2
fazi i M fazi ¢elijskog ciklusa (mitozi) (319), onda se moze zakljuciti da zaustavljanje ¢elijskog ciklusa
u ovim fazama, dovodi do radiorezistentnosti, odnosno neuspeha le¢enja radioterapijom, ukoliko se
govori u tom kontekstu. Chao i saradnici su ispitivali na koji na¢in miR-21 i njeni target geni promovisu
radiorezistentnost kod glioblastoma (225). Naime, oni su merili nivo ekspresije miR-21 iz tkiva
glioblastoma, normalnog tkiva mozga i Celijskih linija glioblastoma (A172, T98G i U87MG). Njihovi
rezultati su pokazali da je prekomerna ekspresija miR-21 u ¢elijama i tkivu glioblastoma povezana sa
radiorezistentnos$¢u cCelija glioblastoma (225). Odnosno, primena anti-miR-21 je povecala senzitivnost
¢elija glioblastoma na jonizujuce zracenje, $to je detektovano pove¢anom stopom apoptoze, nakon
sprovedene procedure. U dodatku, autori su sugerisali da miR-21 moze da posreduje u radiorezistentnosti
¢elija glioblastoma regulacijom ciljnih gena PDCD4 i hMSH2 (225).

U ovom istrazivanju mi smo ispitivali, izmedu ostalog, povezanost nivoa ekspresije miR-
10b/21/34a sa prezivljavanjem bez progresije bolesti i ukupnim prezivljavanjem. S obzirom da ne postoji
definisana cut off vrednost za mikro RNK koje se ispituju, za analizu koristili smo vrednosti ispod i iznad
medijane za odgovaraju¢e mikro RNK. Za PFS, odnosno povezanost duzeg prezivljavanja bez progresije
bolesti sa vrednosc¢u ekspresije iznad medijane miR-10b, p vrednost je grani¢na (p = 0.053), §to mozemo
smatrati statistiCckim trendom, dok smo statisticku znacajnost dobili za vrednost ekspresije iznad
medijane miR-21 (p = 0.034) i miR-34a (p = 0.019). U pogledu, ukupnog prezivljavanja, jedinu
statistiCku znacajnost smo dobili za vrednost ekspresije miR-10b iznad medijane, koja je povezana sa
duZim ukupnim prezivljavanjem ( p = 0.042). U nekoliko navrata smo naveli, zna¢aj onkogene miR-10
I MiR-21 u patogenezi glioblastoma. S obzirom na to da je ovaj deo rezultata pokazao nesto drugaciju
sliku od o¢ekivane, dalja istrazivanja su potrebna kako bi i ovaj deo u potpunosti razjasnio. Ipak, imamo
viSe faktora koji mogu uticati na ove rezultate. lako smo obradili 129 uzoraka pacijenata sa
glioblastomom, u kojima smo merili nivoe ekspresije miR-10b/21/34a, broj pacijenata uklju¢en u
istrazivanje je relativno mali (43 pacijenta). S druge strane, izolovanje mikro RNK je uéinjeno iz
mononuklearnih ¢elija periferne krvi, a ne iz cerebrospinalne te¢nosti ili direktno iz tkiva tumora, gde se
moze ocekivati veca ekspresija mikro RNK. Takode, s obzirom na to da nase ispitivane mikro RNK
imaju ulogu i u regulaciji ¢elijskih procesa na primenu jonizujuceg zracenja, te povezanosti sa
proinflamatornim medijatorima, postavlja se pitanje da li su ove mikro RNK relevantne kao prognosticki
markeri ishoda bolesti, ukoliko se izoluju nakon lecenja (npr. nakon operativnog lecenja ili u toku
radioterapije), kada se menja i mikrookolina ciljnog volumena. Ipak, ostavlja se moguénost da se ovi
rezultati ispitaju i potvrde na ve¢em uzorku, Sto bi svakako bacilo drugacije svetlo na ulogu mikro RNK
kod glioblastoma.

Kako je miR-10b prepoznata kao onkogen kod GB, a nas$i rezultati upucuju da je vrednost
ekspresije miR-10b iznad medijane povezana sa duzim OS, moZzemo da postavimo pitanje da li drugi
mehanizmi, ukljucujuéi i aktivaciju imunog sistema imaju vecu ulogu od ocekivane. Odnosno, da li
povecana ekspresije miR-10b vodi ka jacem odgovoru imunog sistema u eliminaciji tumorskih ¢elija ili
pak, boljem odgovoru na primenjeno leCenje. lako je medijana ukupnog prezivljavanja pacijenata u
nasem istrazivanju bila 15 meseci, u odnosu na novije podatke iz literature (npr. 9.2 meseca) (252), ipak
je unasem istrazivanju medijana OS nesto veca. Uzgred, kako smo dokazali da veci nivo ekspresije miR-
10b moze ukazivati na toksi¢nost i gradus toksi¢nosti, a pacijenti koji su imali duzi OS sa vrednostima
ekspresije miR-10b iznad medijane, moramo razmisjati 0 tome, da li pacijenti koji imaju toksi¢nost imaju
I bolje prezivljavanje. U nasem istrazivanju, tu hipotezu nismo potvrdili, ali moZzemo sugerisati na to da
je potrebno istrazivanje sa ve¢im brojem pacijenata kako bismo zaista potvrdili ili odbacili tu hipotezu.
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Ispitivali smo da li postoji razlika u prezivljavanju kod pacijenata koji su imali neku toksi¢nost i
pacijenata bez toksi¢nosti, ali nismo pronasli statisticku znacajnost. Uzimajuci u obzir to, uz validaciju
odgovaraju¢e mikro RNK koja moze da vrsi predikciju akutne radiotoksi¢nosti, potencijalno bi se mogli
prepoznati pacijenti, kod kod kojih bi takva predikcija mogla uticati na poboljSanje kvaliteta zivota (npr.
optimalno vreme za uklju¢ivanje simptomatske terapije tokom le¢enja). Predikcija visokog gradusa
toksi¢nosti mogla bi znacajno uticati i na dalji terapijski postupak, a samim tim i na kvalitet zivota
pacijenata sa GB.

U cilju utvrdivanja potencijalnih razlika u nivoima ekspresije miR-10b/21/34a izmedu pacijenata
I zdravih kontrola, poredili smo nivo ekspresije mikro RNK kod pacijenata pre pocetka RT i nivo
ekspresije kod zdravih kontrola i nije bilo statisticki znacajne razlike. Naime, mikro RNK su deo
dinami¢nog nekodirajuéeg transkriptoma koji je individualan i predstavljaju kratkorocne parametre jer
se menjaju, te nasi sveukupni rezultati ukazuju na znacaj pracenja vremenskih profila mikro RNK.

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali vremenske profile miR-10b/21/34a kod pacijenata sa
glioblastomom, koji su leceni po Stupovom protokolu. Prema nasim dosadasnjim saznanjima, do sada
nije ispitivan vremenski profil mikro RNK kod pacijenata sa glioblastomom koji su leeni po Stupovom
protokolu, kao ni moguéa povezanost ovih mikro RNK sa radiotoksi¢noscu i hemiotoksi¢nosc¢u. Rezultati
ove disertacije bi mogli podstaci i druge istrazivace da ucestvuju u daljem istrazivanju mikro RNK kod
pacijenata sa glioblastomom, jer glioblastom, do danas, predstavlja jedan od najagresivnijih tumora u
humanoj onkologiji.
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1.

6. ZAKLJUCCI

Rezultati naseg istrazivanja pokazali su slede¢e demografske i klini¢ke karakteristike pacijenata

obolelih od glioblastoma:

2.

Najveci broj pacijenata bio je muskog pola (69.88%), dok je 30.2% pacijenata bilo Zenskog pola.
Prosecna starost pacijenata pri dijagnozi glioblastoma bila je 57.14 godina.

Tumor je najcesce bio lokalizovan u slepoocnom reznju (34.9%), potom ¢eonom reznju (32.6%)
i temenom reznju (23.3.%), Sto ¢ini ukupno 90.8% u odnosu na sve druge lokalizacije.

Najveci broj pacijenata (62 8%) imao je tumor veci od 4 cmu trenutku dijagnoze bolesti.

entiteti i obrasci glioblastoma bili zna¢ajno redi.

IDH1-wild type tip glioblastoma imao je najveéi broj pacijenata (51.2%); glioblastom NOS u
naSem istrazivanju imalo je 44.2% pacijenata, a IDH1-mutirani glioblastom imalo je 4.7%
pacijenata.

Kako smo detaljno analizirali svaku ispoljenu toksi¢nost i gradus tih toksi¢nosti, zakljucili smo

da je neku toksi¢nost u bilo kojoj tacki pracenja tokom lecenja imalo 51.2% pacijenata.

3.

Od pacijenata koji su imali toksi¢nost, 77.3% je imalo toksi¢nost nakon poslednje frakcije zracne
terapije sa TMZ, dok je 68.2% pacijenata imalo toksi¢nost na 15. frakciji RT.

Toksi¢nost gradusa 2 i1 3 na 15. frakciji RT ukupno je imalo 53.3% pacijenata.

Toksi¢nost gradusa 2 1 3 na 30. frakciji RT imalo je 70.5% pacijenata.

Najveci broj pacijenata bez ispoljene toksi¢nosti bio je u grupi pacijenata glioblastom IDH1-wild
type, dok je najveci broj pacijenata sa ispoljenom toksi¢nosc¢u bio u grupi glioblastom, NOS.
Prema mixed-effect linearnom modelu, utvrdeno je statisticki znaCajno povecanje gradusa
toksi¢nosti tokom vremena RT sa TMZ.

Imajuéi u vidu da je najveéi broj pacijenata (77.3%) imao toksi¢nost nakon poslednje frakcije,
kao i da je toksi¢nost gradusa 2 i 3 imalo 70.5% pacijenata nakon poslednje frakcije RT, ovi
rezultati upucuju na to da kumulativne doze zra¢ne terapije i TMZ mogu imati znacajnu ulogu u
razvijanju toksi¢nosti na Kraju terapije.

Nase istrazivanje je pokazalo jasan vremenski profil mikro RNK-10b/21/34a i njihovu

povezanost sa toksi¢noS¢u i gradusom te toksi¢nosti:

Pokazano je da postoje statisticki znacajno visi nivoi ekspresije miR-10b i miR-34a u grupi
pacijenata koji su imali toksi¢nost na 15. frakciji RT sa TMZ, dok nije bilo znacajnosti izmedu
vrednosti ekspresije miR-10b/34a pre pocetka RT - TMZ i 30. frakcije.

U grupi pacijenata sa i bez toksi¢nosti, nivoi ekspresije miR-34a su bili zna¢ajno visi na 15. i na
30. frakciji, u odnosu na ekspresiju miR-34a pre poc¢etka RT - TMZ.

Univarijantna analiza je pokazala da su visi nivoi ekspresije miR-10b i miR-21 povezani sa ve¢im
gradusom toksi¢nosti.

Mikro RNK-10b moze imati ulogu u predikciji toksi¢nosti i gradusa toksi¢nosti, dok bi se miR-
21 mogla koristiti za predvidanje gradusa toksicnosti.

Korelacionom analizom pokazana je znacajna pozitivna korelacija izmedu sve 3 mikro RNK u
ispitivanim vremenskim tackama, §to ukazuje na to da se sve tri mikro RNK menjaju 1 prate isti
profil smera u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi.

102



e Kod pacijenata sa ispoljenom toksi¢nos¢u na 15. frakciji, najjace korelacije su pronadene izmedu
miR-10b i miR-21, kao i miR-21 i miR-34a.

e Prema rezultatima ovog istrazivanja, miR-34a bi se potencijalno mogla smatrati faktorom
(biomarkerom) za predvidanje akutne toksi¢nosti na 15. frakciji RT.

e Prema varijacijama nivoa ekspresije miR-10b i miR-34a, 15. frakcija RT sa TMZ, moze biti
klju€na tacka za predvidanje toksi¢nosti tokom RT sa TMZ.

e Predvidanje toksi¢nosti i gradusa toksi¢nosti na 15. frakciji pomoc¢u mikro RNK, moglo bi uticati
na individualizaciju leCenja svakog pacijenta ponaosob i samim tim poboljsati kvalitet zivota.

4, Nase istrazivanje je pokazalo da ne postoji znacajna povezanost izmedu nivoa ekspresije miR-
10b/21/34a sa klinicko-patoloskim faktorima (lokalizacija tumora, patohistoloski podtip tumora, IDH1
mutacioni status), sem sa veli¢inom tumora. Tumori manji od 4 cm su imali statisticki znacajno visu
ekspresiju miR-10b/21 u tacki pre pocetka RT, u odnosu na tumore veée od 4 cm.

5. Medijana prezivljavanja bez progresije bolesti (PFS) kod naSih pacijenata bila je 10 meseci, a
medijana ukupnog prezivljavanja (OS) bila je 15 meseci. Nije bilo statisticki znacajne razlike u PFS 1 OS
izmedu grupa koje su imale i1 koje nisu imale toksi¢nost.

6. Poredenjem razlika u nivoima ekspresije miR-10b/21/34a ispod i iznad medijane njihovih
vrednosti i ishoda le¢enja (PFS, OS), utvrdili smo da postoji statisticki znacajna razlika za duzi PFS za
vrednosti ekspresije miR-21 i miR-34a iznad medijane. Duzi OS imali su pacijenti sa vrednostima
ekspresije miR-10b iznad medijane.

7. Nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u nivou ekspresije miR-10b/21/34a kod operisanih
pacijenata sa glioblastomom i zdravih kontrola, §to potvrduje da su mikro RNK deo dinami¢nog
nekodiraju¢eg transkriptoma i da se tokom vremena menjaju, a da na njihove profile mogu uticati razliciti
faktori, poput jonizuju¢eg zraenja.

8. Rezultati bioinformati¢ke analize ukazuju da je gen BRCA1 zajednicki ciljni gen za miR-
10b/21/34a.
9. Rezultati ovog istrazivanja mogu predstavljati znac¢ajan napredak ka individualizaciji leCenja kod

pacijenata sa GB, $to je prioritetni cilj istrazivaca i neuroonkologa. Ovaj koncept je jedinstven i sugerise
da se dinamic¢ne promene, kao $to su varijacije nivoa ekspresije mikro RNK, mogu Koristiti kao parametri
za predikciju radiosenzitivnosti, odgovora na RT i predikciju akutne toksi¢nosti. Odredivanje mikro
RNK profila u odredenim vremenskim ta¢kama tokom tretmana moze predstavljati zna¢ajan napredak u
oblasti istrazivanja onkologije i molekularne biologije i personalizaciju tretmana, ¢ime bi se Smanjio nivo
komplikacija i poboljsao kvalitet Zivota kod pacijenata sa glioblastomom. Rezultati ove disertacije bi
mogli podstaéi i druge istrazivace da ucestvuju u daljem istrazivanju mikro RNK kod pacijenata sa
glioblastomom, jer glioblastom, do danas, predstavlja jedan od najagresivnijih tumora u humanoj
onkologiji.
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SPISAK SKRACENICA

GB - glioblastom

CNS - centralni nervni sistem

SZO - Svetska zdravstvena organizacija

IDH - izocitrat dehidrogenaza

TERT - reverzna transkriptaza telomeraze

EGFR - receptor epidermalnog faktora rasta

CDKN2A/B — inhibitor ciklin zavisne kinaze A/B

NF - neurofibromatoza

HNPCC - hereditarrni nepolipozni kolorektalni kancer (eng. Hereditary nonpolyposis colorectal cancer)
APC - familijarna adenomatozna polipoza

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

VEGEF - vaskularni endotelni faktor rasta,

PDGF - faktor rasta izveden iz trombocita

EGFR — receptor za epidermalni faktor rasta

PI3K - fosfatidilinozitol-3-kinaza

MTOR - meta rapamicina kod sisara (eng. mammalian target of rapamycin)
PTEN - Fosfataza i tenzin homog (eng. phosphatase and tensin homolog)
RB - retinoblastom

GD2/GD3 - gangliozid D2/D3

HIF - hipoksijom inducirani faktor

NAD - nikotinamid adenin dinukleotid

NADP - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NADPH - redukovani nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

MGMT - O6-metilguanin-DNK-metiltransferaza

PROM-1 - prominin 1

BMP - kostani morfogenetski proteini (eng. bone morphogenetic protein)
CT - kompjuterizovana tomografija

MR - magnetna rezonancija

T1W - eng. T1- weighted sekvenca



T2W - eng. T2- weighted sekvenca

MRS - magnetno rezonantna spektroskopija

DTI - difuzioni tenzorski imidzing

fMR - funkcionalna magnetna rezonancija

PET - pozitronska emisiona tomografija

EANO - Evropsko udruzenje neuroonkologa (eng. European Association of Neuro-Oncology)
ECOG PS - eng. Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status
5-ALA - 5-aminolevulinska kiselina

RT - radioterapija

RBE - relativna bioloska efektivnost

LET - linearni energetski transfer

EBRT - transkutana radioterapija (eng. External Beam Radiation Therapy)
3D- RT - trodimenzionalna (konformalna) zra¢na terapija

ICRU - eng. International Commission on Radiological Units

IMRT - intenzitetom zra¢enja modulisana radioterapija

IMAT - intenzitetom zra¢enja modulisana lu¢na terapija

VMAT - volumetrijski modulisana lu¢na terapija

GTV - volumen tumora (eng. Gross Tumor Volume)

CTV - klinicki volumen mete (eng. Clinical Target Volume)

PTV - planirani volumen mete (eng. Planning Target Volume)

TV - tretirani volumen (eng. Treated Volume)

IV - ozraceni volumen (eng. Irradiated Volume)

OAR - organi pod rizikom (eng. Organs at Risk)

PRV - planiranje volumena organa pod rizikom (eng. Planning Organs at Risk Volume)
ITV - unutrasnji ciljni volumen (eng. Internal Target Volume)

SRT - stereotaksic¢na radioterapija

SBRT - stereotaksi¢na radioterapija tela (eng. stereotactic body radiotherapy)
SRS - stereotaksi¢na radiohirurgija (eng. stereotactic radiosurgery)

IGRT - slikom vodena radioterapija (eng. image guided radiation therapy)
QUANTEC - eng. Quantitative Analyses of Normal Tissue Effects in the Clinic

DRR - digitalno rekonstruisana radiografija



CBCT - eng. cone beam CT

WBRT - zrac¢na terapija celog mozga (eng. whole brain radiotherapy)
EORTC - eng. European Organisation for Research and Treatment of Cancer
ACROP - eng. Advisory Committee for Radiation Oncology Practice
ESTRO - eng. European Society for Radiotherapy and Oncology
Dmax - maksimalna doza

KPS - Karnofski performans status pacijenta

RTOG - eng. Radiotherapy and Oncology Group

TMZ - temozolomid

HT - hemioterapija

EQD2 eng. Equivalent dose in 2 Gy fractions

TTF - eng. Tumor Treating Fields

ATM - ataksija telangiektazija

PFS - prezivljavanje bez progresije bolesti (eng. Progression Free Survival)
OS - ukupno prezivljavanje (eng. Overall Survival)

RNK - ribonukleinska kiselina

mMiR - mikro RNK (eng. micro RNA; miRNA; miR)

IGF - insulinu sli¢an faktor rasta

FoxML1 - eng. Forkhead box protein M1

IL - interleukin

TGF- B - transformiSu¢i faktor rasta 3

TNF-a - tumor nekrotiSu¢i faktor o

CTCAE - eng. Common Terminology Criteria for Adverse Events
Gy - Grej

NOS - eng. not other specified

f - frakcija

CI - interval poverenja (eng. Confidence Interval)

SD - standardna devijacija

min - minimum

max — maksimum
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U3jaBa o ayTopcTBY

Nme v npe3nme aytopa _ap Anekcangap CtenaHoBuh

Bpoj nHgekca 2017/5077

U3sjaBrbyjem
Aa je JOKTopcKa AucepTaumja noa HacrnoBom

.[oBesaHocT Mukpo PHK ca knMHMYkMm napameTpyumMa 1 0AroBOpOM Ha paguoTepannjy KoMbuHoBaHy

ca TeM03010M1a0M ko 6onecHuka ca rmmobnacTtomom’

e pesynTtaT CONCTBEHOr UCTPaXnBadkor pana;

e [a gucepTauuja y LenuHM HM Y AenoBruMa Huje buna npeanoxeHa 3a cTuuame apyre guniome
npemMa CTyaujCKUM nporpaMmmma Apyrnx BUCOKOLLIKONCKMUX YCTaHOBa;

e [la cy pe3ynTaTu KOPEKTHO HaBedEeHU U
e [a HucaM KpLumo/na ayTopcka npaea v KOpUCTUO/Na MHTENEeKTyarnHy CBOjUHY Apyrux nuua.

MoTtnuc aytopa

Y beorpagay, 13.02.2023.




M3jaBa 0 UICTOBETHOCTMU LUTaMMNaHe N eNeKTPOHCKe Bep3uje
AOKTOpPCKOr paga

Mwme n npesnme aytopa ___ap AnekcaHgap CtenaHoBuh

Bpoj nHaekca 2017/5077

Ctyawnjckn nporpam _Buonoruja Tymopa u okcrugaTMBHa 060rbela

Hacnos paga ,[1oBe3aHocT Mukpo PHK ca KNMHWYKMM napameTpruma U 0AroBopoM Ha paamoTepanujy

KoMOMHOBaHY ca TeMO30NoMMAOM Ko borecHuKa ca rmmobsacTtomMom”

MeHTop [Mpod. [ip MapuHa Hukntosuh, BHC ap cu. Huha MNeTtposuh

M3jaBrbyjeM ga je wtamnaHa Bep3auvja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA €MEKTPOHCKO] BEP3NjU KOjy cam
npefao/na pagu noxpaweHa y fiurutanHom penosutopujymy YHuBep3uteta y beorpany.

[lo3BorbaBam Oa ce o6GjaBe MOjM NUYHM Modaun Be3aHu 3a Jobujae akageMcKor HasuBa OOKTopa
HayKa, Kao LUTO Cy MMe 1 Npe3nMe, rofiuHa 1 MecTo pofierwsa 1 aaTym oabpaHe paja.

OBM nnYHM nogaum mory ce o06jaBUTM Ha MpPEXHUM CTpaHuuama aurutanHe OubnuoTeke, y
€NeKTPOHCKOM KaTarsory u y nyénukauunjama YHuBepauteTa y beorpaay.

MoTnuc aytopa

Y beorpagy, 13.02.2023.




MU3jaBa o Kopuwhewy

OsnawhyjeMm YHuBepauTeTcky 6ubnuoteky ,CBeto3ap Mapkosuh® ga y OurutanHn penosvtopujym
YHuBepauteta y beorpagy yHece Mojy JOKTOPCKY AucepTaumjy nof HacroBOM:

JloBesaHocT Mmukpo PHK ca knnHu4ykMm napameTpvuma 1 o4roBopoM Ha paauoTepanunjyy KoMoOnMHoBaHy

ca TeM030/10MUA0M Kof boJiecHMKa ca rmmobnactomom”

Koja je Moje ayTopcKo aeno.

[vcepTaunjy ca ceuMm npunosvMa npegao/na cam y enekTpoHCKoM dopmMaTy MOrogHOM 3a TpajHO
apxvBupamse.

Mojy JokTopcKy AvcepTaunjy noxparweHy y urutanHom penosntopujymy YHueepsuteta y beorpagy u
AOCTYNHY Yy OTBOPEHOM MPUCTYNY MOry Aa KOPUCTE CBY KOjU NOLWTYjy oapeabe cagpxaHe y ogabpaHom
Tuny nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyyuvo/na.

1. AytopcTtBeo (CC BY)
2. AyTtopcTBo — HekomepumjanHo (CC BY-NC)
@AyTOpCTBO — HeKomepumjanHo — 6e3 npepapga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMepLMjanHo — aenntu nog nctum ycrnosmma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AytopctBo — genutu nog uctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monumo ga 3aoKpyXute camo jegHy of WecCT NoHyheHnx nuueHum.
KpaTak onuc nuueHum je cactaBHu 4eo OBe 13jaBe).

MoTnuc aytopa

Y Beorpaay, 13.02.2023.




1. AytopcTBo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUcTpmbyumjy 1 jaBHo caonwtaBake gena, u npepage,
ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HaduuH ogpefeH of CTpaHe ayTopa unv gaBaoua nuueHue, Yak u'y
komepuujanHe cepxe. OBoO je HajcnoboaHWja 04 CBUX NULLEHLN.

2. AyTopcTBO — HeEKOMepuujanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, ANCTPUOYLIMjY 1 jaBHO caonwiTaBake
Aena, v npepaje, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HauvH ogpefeH oA cTpaHe ayTopa unu Aasaoua
nuueHue. OBa nuueHua He 403BOSbaBa KoMepLmjanHy ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepapa. [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, AUNCTpUbyunjy u
jaBHO caonwTaBake fena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBarwa unu ynotpebe gena y cBom geny, ako ce
HaBede UMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH oA cTpaHe ayTopa unu Aasaoua nuueHue. OBa nuueHua He
Ao3BOrbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena. Y ogHocy Ha cBe ocTarne nuueHue, OBOM JMUEHLIOM ce
orpaHunyaea Hajeehun obum npaea kopuwwhewa gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMepLUUjanHo — AenuTU noga UCTUM ycrioBuMa. [Jo3BorbaBaTe YMHOXaBake,
AVCTPUOYLMjY 1 jaBHO caoniiTaBake Aena, v npepage, ako ce HaBeae UMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH
o[ CTpaHe ayTopa Unv Aasaola nuLeHLEe M ako ce npepaga AMcTpubyupa nofd UCTOM UMU CIUYHOM
nuueHuom. OBa nuueHua He 03BOSbaBa KoMmepLuujanHy ynotpeby aena u npepaaa.

5. AytopcTBO — 6e3 npepaaa. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, OUCTPUMOYLM)y 1 jaBHO caoniTaBake
aena, 6e3 npomMeHa, npeobnvkoBara UM ynotpebe gena y CBOM Aery, ako Ce HaBeae UMe aytopa Ha
HaunH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa Jo3BoSbaBa KOMepUujanHy
ynotpeby gena.

6. AyTOpCcTBO — AenuTu nog UCTUM ycrnoBuMa. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBake, AUCTPUOYLMjY 1 jaBHO
caornwiTaBawe Aena, v npepage, ako ce HaBefe UMe ayTopa Ha HaunH ofgpeheH o cTpaHe ayTopa unu
[AaBaolia N1LEeHLEe 1 ako ce npepaga AucTpmbyupa nog UcTom unm crimyHoM nuueHuom. Oea nuueHua
[03BOSbaBa komepLmjanHy ynotpeby aena u npepaga. CrnvyHa je codpTBEPCKMM nuLeHLama, O4HOCHO
n1UeHUama OTBOPEHOr Koaa.



