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SAZETAK

ISPITIVANJE ULOGE SENESCENCIE I ELEMENATA HEDGEHOG SIGNALNOG PUTA U
MENINGIOMIMA

Uvod: Meningiomi su ve¢inom benigni tumori gradusa 1. Faktori koji uticu na progresiju
meningioma u gradus 2 i 3 nisu potpuno razjaSnjeni. Senescencija je prepoznata kao mehanizam koji
bi mogao imati ulogu u inhibiciji maligne transformacije tumora. Hedgehog je evoluciono visoko
konzervirani signalni put ukljuen u tumorigenezu brojnih organa. GLI molekuli su transkripcioni
faktori i glavni efektori Hedgehog signalnog puta, dok je SUFU njihov glavni inhibitor.

Materijal i metode: Analizirano je 318 meningioma (178 meningioma gradusa 1, 133 meningioma
gradusa 2 1 7 meningioma gradusa 3). Konstruisani su tkivni mikronizovi 1 tretirani
imunohistohemijski, koris¢enjem sledecih antitela: za detekciju senescencije koriS¢ena su antitela
SA-B-GAL, p16 1 p21; za detekciju aktivacije Hedgehog signalnog puta antitela GLI2, GLI3 i SUFU.

Rezultati: Uocena je pozitivna korelacija gradusa tumora sa ekspresijom pl6 i SA-B-GAL.
Ekspresija oba markera je bila viSa u meningiomima gradusa 2 u poredenju sa meningiomima gradusa
1. Pozitivna korelacija izmedu SA-B-GAL sa p16 1 p21 je uocena u ¢itavoj kohorti. Kod meningioma
gradusa 2 pozitivna korelacija je uocena samo izmedu SA-B-GAL i pl6. Analiziranjem Hedgehog
signalnog puta u meningiomima, GLI3 je prepoznat kao marker koji je u pozitivnoj korelaciji sa
progresijom gradusa meningioma, mitotickom aktivnos¢u i lokalizacijom meningioma, i ¢esS¢e je
eksprimiran kod meningioma muskaraca.

Zakljucci: Nasi rezultati ukazuju na aktivaciju senescencije kod meningioma gradusa 2 kao moguci
mehanizam inhibicije progresije gradusa tumora. GLI3 je prepoznat kao faktor koji potencijalno
doprinosi progresiji gradusa meningioma. NaSi rezultati sugeriSu na dalja istraZivanja u smeru

primene senoliticke anti-GLI terapije kod meningioma.

Klju¢ne recéi: Meningiomi, senescencija, Hedgehog signalni put, p16, SA-B-GAL, GLI3

Naucna oblast: Medicina
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ABSTRACT

INVESTIGATING THE ROLE OF SENESCENCE AND HEDGEHOG SIGNALING PATHWAY
IN MENINGIOMAS

Introduction: Meningiomas are mostly benign grade 1 tumors. The factors that influence the
progression of meningiomas to grades 2 and 3 have not been clarified. Senescence has been
recognized as a mechanism that could play a role in inhibiting the malignant transformation of tumors.
Hedgehog signaling pathway is an evolutionarily highly conserved signaling pathway involved in the
tumorigenesis of numerous organs. GLI molecules are transcription factors and main effectors of the
Hedgehog signaling pathway, while SUFU is their main inhibitor.

Material and methods: 318 meningiomas were analyzed (178 meningiomas grade 1, meningiomas
133 grade 2 and 7 meningiomas grade 3). Tissue microarrays were constructed and stained
immunohistochemically, using the following antibodies: for senescence detection SA-B-GAL, pl6
and p21; for the detection of activation of the Hedgehog signaling pathway GLI2, GLI3 and SUFU.

Results: A positive correlation of tumor grade with the expression of pl6 and SA-B-GAL was
observed. Expression of both markers was higher in grade 2 meningiomas compared to grade 1
meningiomas. A positive correlation of SA-B-GAL expression with p16 and p21 was observed in the
entire cohort. In grade 2 meningioma, a positive correlation was observed only between SA-B-GAL
and p16. By analyzing the Hedgehog signaling pathway in meningiomas, GLI3 was recognized as a
marker that is positively correlated with grade progression, mitotic activity and meningioma
localization, and was more frequently expressed present in male meningiomas.

Conclusions: Our results indicate activation of senescence in grade 2 meningiomas as a possible
mechanism of inhibition of tumor grade progression. GLI3 is recognized as a factor potentially
contributing to meningioma grade progression. Our results suggest further research in the direction
of the application of senolytic anti-GLI therapy in meningiomas.

Key words: Meningiomas, senescence, Hedgehog signaling pathway, p16, SA-B-GAL, GLI3

Scientific field: Medicine
Scientific subfield: Biology of tumors and oxidative diseases

UDK number:
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1.Uvod

1.1. Meningiomi, od embriologije do patologije

Meningiomi su naj¢es¢i primarni tumori centralnog nervnog sistema (eng. central nervous system,
CNS). Obi¢no su to benigni, sporo rastuc¢i tumori za koje se smatra da nastaju iz meningotelnih
(arahnoidnih) ¢elija, posebno onih meningotelnih ¢elija koje vode poreklo od arahnoidnih
granulacija/resica (lat. villi arachnoidales), i predstavljaju deo paucinaste mozdane ovojnice (lat.
arachnoidea) koja pokriva mozak i kicmenu mozdinu (1,2). Meningotelne ¢elije predstavljaju ¢elijsku
komponentu meke mozdane ovojnice (lat. pia matter), pau€inaste mozdane ovojnice, kao i trabekula
1 septi subarahnoidnog prostora (3). One ¢ine jednoslojni omota¢ mozdanih ovojnica i povezane su
preko meducelijskih veza/mostova (lat. junctiones cellulares), i to tesnih/Cvrstih spojeva (lat. zonula
ocludens), zatim komunikacijskih veza tj. pukotinastih spojeva kanala (lat. nexus) i dezmozoma (lat.
macula adherens) obezbeduju¢i na taj nac¢in komunikaciju izmedu nervnog tkiva i cerebrospinalne
teCnosti (eng. cerebrospinal fluid, CSF) (4). Osim §to obezbeduju fizicku barijeru CNS-a i Stite ga od
mehanickih oSte¢enja, meningotelne ¢elije igraju i veoma znacajnu ulogu u imunoloskim procesima
i odrzavanju homeostaze i odbrane domacina unutar zatvorenog sitema CNS-a i cerbrospinalne
tecnosti. Putem sekrecije proinflamatornih i antiinflamatornih hemokina i citokina, meningotelne
¢elije su u stanju da iniciraju i odrzavaju i/ili obustave imunoloske reakcije. Pored pomenute uloge u
imunonadzoru, meningotelne ¢elije takode stite CNS od razlicitih infekcija i neurodegeneracije putem
fagocitoze bakterija i apoptotickih tela, kao i makropinocitoze neurotoksi¢nih peptida i proteina (5—
7). Proces embriogeneze mozdanih ovojnica se desava duz ventralno-dorzalne ose CNS-a, a nakon
embrionalnog zatvaranja neuralne cevi (8,9). Nakon formiranja primarnog sloja mozdanih ovojnica
koje pokrivaju novoformirani CNS, progresivna diferencijacija meningealnih slojeva dovodi do
nastanka raznovrsnih i kompleksnih regionalnih populacija ¢elija, obeleZenih razli¢itim profilima
ekspresije gena i sledstvenim bioloskim ulogama (10). Mozdane ovojnice su stoga vazan posrednik
u razvoju mozga i lobanje, luce lokalne faktore koji pokrecu deobu neurona, migraciju i sazrevanje
tokom ebrionolnaog razvoja CNS-a (11,12). Intrakranijalno, ¢elijsko poreklo mozdanih ovojnica
varira u zavisnosti od lokalizacije, pa tako dorzalni i zadnji regioni mozdanih ovojnica poticu iz
mezoderma, dok ventralni regioni (ukljucujuc¢i veci deo baze lobanje i prednjeg mozga) poticu od
migriraju¢ih populacija ¢elija nervnog grebena (13). Ovo razli¢ito embrionalno poreklo mozdanih
ovojnica moze objasniti razli¢ite modalitete i tipove klasifikacije meningioma koji se dovode u vezu
sa lokalizacijom meningioma, a pored toga utice i na preovladujuce histoloske podtipove
meningioma koji nastaju iz ¢elija mozdanih ovojnica, kao i na distribuciju rekurentnih somatskih
mutacija. Celije arahnoidnih granulacija &ine spoljadnji sloj paucinaste mozdane ovojnice i
arahnoidnih resica, i citoloski su vrlo sli¢ne sa ¢elijama meningioma, $to opet ukazuje na verovatno
porekla meningioma. Meningiomi su tumori mozdanih ovojnica, ali se takode retko javljaju i kao
primarni tumori u komorama CNS-a i ekstrakranijalnim organima kao $to su pluca, verovatno vodeci
poreklo od aberantnih meningotelnih ¢elija (14-16).

1.2. Epidemiologija meningioma

Meningiomi ¢ine oko 40,8 % svih primarnih tumora mozga i 56,2 % ,,nemalignih® primarnih tumora
mozga. Stope incidencije nemalignih meningioma su najvise medu svima tipovima tumora CNS-a.
Incidencija meningioma se povecava sa godinama, pri ¢emu je srednja starost pri postavljanju
dijagnoze 66 godina. Ove stope imaju tendenciju rasta i kontinulano se povecavaju nakon starosti od
65 godina i ponovo posle 85. godine Zivota. Stope incidencije nemalagnih meningioma prilagodene
prethodno pomenutim starosnim parametrima takode nastavljaju svoj rast medu razli¢itim polovima,
etni¢kim grupama i rasama. Meningiomi ¢ine najve¢i udeo intraduralnih tumora ki¢me kod pacijenata
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uzrasta od 20 godina i starijih, iako spinalno lokalizovani meningiomi predstavljaju svega 4,2 % svih
dijagnostikovanih meningioma. Meningiomi su ¢es¢i kod Zena, sa odnosom stope incidencije Zena u
odnosu na muskarce od 2,33 i1 1,12 (2,17-20). Deca najces¢e imaju meningiome viSeg gradusa sa
veéim rizikom od recidiva, ali je nizi ukupan mortalitet od benignih i malignih meningioma decijeg
uzrasta. Benigni i maligni meningiomi su takode ¢es$¢i kod crne u odnosu na belu rasu, uz stopu
incidencije 1,521 1,18. Zanimljivo je da su na autopsijama menigiomi obi¢no akcidentalni nalaz, kod
2-3 % obdukovanih (21-24).

1.3. Histoloska klasifikacija meningioma

Histoloska klasifikacija meningioma se menjala paralelno sa novim saznanjima, pre svega vezanih
za molekularne karakteristike i genetiku meningioma. Prema aktulenoj klasifikaciji Svetske
zdravstvene organizacije (SZO) iz 2021 godine meningiomi su podeljeni u tri histolska gradusa,
gradus 1, gradus 2 i1 gradus 3. Gradiranje meningioma se zasniva na njihovim histoloskim
karakteristikama, kao i na osnovu pripadanja pojedinim tipovima meningioma (koji ¢e u daljem tekstu
detaljno biti objasnjeni). Tranzicionalni, meningotelijalni, psamomatozni, fibrozni, sekretorni,
angiomatozni, mikrocisti¢ni, limfocitima bogat, metaplasti¢ni, atipicni, svetlocelijski, hordoidni,
rabdoidni, papilarni i anaplasti¢ni, 15 su razli¢itih podtipova meningioma. U meningiome gradusa 1
spadaju tranzicionalni, meningotelijalni, psamomatozni, fibrozni, sekretorni, angiomatozni,
mikrocistini, limfocitima bogat i metaplasticni. U meningiome gradusa 2 spadaju atipi¢ni,
svetlocelijski i hordoidni meningiomi. U meningiome gradusa 3 spadaju svi meningiomi koji
ispunjavaju histoloske kriterijume gradusa 3 (detaljno objasnjene dalje u tekstu) kao i sledeci
histoloski podtipovi: rabdoidni, papilarni i anaplasti¢éni meningiomi (18-20,25,26).

1.4. Histomorfologija meningioma

Meningotelijalni meningiom je podtip menigioma graden od celija epiteloidnog izgleda, nejasnih
granica, koje formiraju sincicijalne lobuluse. Tumorske ¢elije su monomorfne, bogate eozinofilne
citoplazme. U jedrima pojedinih ¢elija se uocavaju pseudoinkluzije. Formacije vrtloga i psamozna
telasca se retko sre¢u (Ilustracija 1) (27).

[lustracija 1: Meningotelijalni meningiom, Hematoksilin i Eozin bojenje, uvelicanje 10x



Fibrozni meningiom je graden od vretanastih Celija, u paralelnom ili storiformnom aranzmanu.
Izmedu tumorskih ¢elija se uocavaju brojna kolegana vlakna. Ovakva histoloska slika neretko stvara
diferencijalno-dijagnosticke dileme, zbog slicosti sa §vanomom i solitarnim fibroznim tumorom.
Pomenute diferencijalno-dijagnosticke poteskoce se resavaju primenom imunohistohemije, o ¢emu
¢e biti reci u jednom od narednih poglavlju (Ilustracija 2) (18-20,25,26).

[ustracija 2: Fibrozni meningiom, Hematoksilin i Eozin bojenje, uvelic¢anje 10x

Tranzicionalni meningiom je jedan od najc¢es¢e dijagnostikovanih tipova meningioma, buduéi da
predstavlja histomorfolosku kombinaciju grade meningotelilajnog i fibroznog meningioma (odakle i
potice naziv ,,meningiom u tranziciji*) (Ilustracija 3) (18-20,25,26).

[lustracija 3: Tranzicionalni meningiom, Hematoksilin i Eozin bojenje, uveli¢anje 20x

Psamomatozni meningiom je predominantno graden od brojnih psamoznih tealaSaca. Psamozna
telaSca predstavljaju okruglaste, sferi¢ne kalcifikate, koji nekada mogu predstavljati problem
prilikom histopatolske obrade materijala, a mogu se i palpirati prilikom makroskopskog pregleda i
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uzorkovanja tkiva meningioma. Meningotelne ¢elije mogu biti veoma retke u ovom tipu meningioma,
sto opet moze predsavljati digerencijalno-dijagnosticki izazov (Ilustracija 4) (18-20,25,26).

[lustracija 4: Psamomatozni meningiom, Hematoksilin i Eozin bojenje, uvelic¢anje 20x

Angiomatozni meningiom je podtip meningioma, u kome dominiraju brojni vaskularni prostori, esto
hijalinizovanih zidova, izmedu kojih se uocavaju meningotelne c¢elije. Slicno kao i1 kod
psamomatoznog meningioma, meningotelne ¢elije mogu biti veoma retke, Sto takode predstavlja
diferencijalno dijagnosticki izazov. Sa druge strane, u zonama u kojima se uocavaju meningotelne
¢elije, one su ¢esto miktocisticno izmenjene, Sto takode otezava identifikaciju i namece diferencijalnu
dijagnozu u pravcu mikrocisticnog meningioma (Ilustracija 5) (28).

[lustracija 5: Angiomatozni meningiom, Hematoksilin i Eozin bojenje, uveli¢anje 20x

Mikrocistiéni meningiom je podtip meningioma sa brojnim mikrocistama u citoplazmi tumorskih
¢elija. CistiCna transformacija ¢elija moze biti veoma izrazena, dajuci tkivu histoloski gledano



mrezast izgled. Kod mikrocistiénih meningioma se moze uociti nuklearna atipija koja ne treba da
pobuduje sumnju na progoresiju tumora u visi gradus (Ilustracija 6) (18-20,25,26).

[lustracija 6: Mikrocisticni meningiom, Hematoksilin i Eozin bojenje, uveli¢anje 20x

Sekretorni meningiom (Ilustracija 7) predstavlja podtip meningioma u kome se histoloski uocavaju
PAS (eng. periodic acid shiff, PAS) pozitivne globule (Ilustracija 8). Imunohistohemijski ove globule
su pozitivne i na citokeratin (eng. cytokeratin, CKAE1/AE3) i karcino embrionalni antigen (eng.
carcinoembryonic antigen, CEA) §to moZe pobuditi diferencijalno-dijagnosticku dilemu o metastazi
karcinoma, o ¢emu e vise biti re¢i u poglavlju posvec¢enom imunohistohemijskim karakteristikama
meningioma (29).
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Ilustracija 7: Sekretorni meningiom, Hematoksilin i Eozin bojenje, uveli¢anje 20x

[lustracija 8: Sekretorni meningiom, histohemijsko periodic acid shiff (PAS) bojenje, uvelicanje 20x

Limfocitima bogat meningiom je veoma redak podtip meningioma, ¢ijom histoloSkom slikom
dominira ekstenzivni mononuklearni zapaljenski infiltrat. Zapaljenskim infiltratom dominiraju
makrofagi, limfociti su redi, dok su plazmociti vrlo retki i pojedina¢ni. Kod ovog podtipa meningioma
diferencijalno-dijagnosticki uvek treba razmotriti limfoproliferativno oboljenje (Ilustracija 9) (30,31).



Iustracija 9: Limfocitima bogat meningiom, Hematoksilin i Eozin bojenje, uvelic¢anje 10x

Metaplasticni meningiom histoloski je okarakterisan fokalnom ili ekstenzivhom mezenhimalnom
komponentom, koja moze biti predstavljena kostanim, hrskavicavim, lipomatoznim ili miksoidnim
tkivom, pojedinacno ili u kombinacijama. Prilikom dijagnostike ovog tipa meningioma neophodno
je analizirati kompletno dostavljen tkivni materijal kako bi se izbegla diferencijalno-dijagnosticka
zamka i sledstvena dijagnostika mezenhimalnog tumora (18-20,25,26).

Atipi¢ni meningiom prema aktulenim kriterijumima i klasifikaciji SZO predstavlja svaki od
prethodno opisanih podtipova meningioma, u kome se uocavaju slede¢i histoloski
elementi/kriterijumi tipi¢ni za histoloski gradus 2 (Ilustracija 10). Ovi kriterijumi se dele na ,,major*
(kriterijume koji ako se nezavisno pojave ukazuju na gradus 2 meningioma) i ,,minor* kriterijume
(kriterijumi kojih mora biti minimum 3 od ukupno 5 za postavljanje dijagnoze atipicnog meningioma)
(Ilustarcija 11A-F). U major kriterijume spada mitotska aktivnost (Ilustracija 11A) predstavljena sa
4-19 mitoza na 10 uzastopno pregledanih polja velikog uvelicanja (PVU) povrSine 0,16 mm?2 i
invazija mozdanog parenhima (Ilustracija 11B). U minor kriterijume spadaju povecana celularnost i
fokusi tumora gradeni od sitnih ¢elija (11C ilustracija prikazuje oba prethodno pomenuta kriterijuma),
prominenti nukleolusi (Ilustracija 11D), podruc¢ja bestrukturnog rasta (Ilustracija 11E) 1 fokusi
spontane tumorske nekroze (Ilustracija 11F) (32).

Tlustracija 10: Atipi¢ni meningiom, Hematoksilin i Eozin bojenje, uveli¢anje 20x
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Ilustracija 11 (A-F): ,,Major* i ,,minor* kriterijumi. A) Povecana mitotska aktivnost, Hematoksilin i Eozin
bojenje, uvelicanje 40x. B) Invazija mozdanog parenhima, Hematoksilin i Eozin bojenje, uvelicanje 10x. C)
u istom fokusu predstavljeni su povec¢ana celularnost u meningiomu i fokusi gradeni od sitnih ¢elija,
Hematoksilin i Eozin bojenje, uveli¢anje 40x. D) Prominentni nukleolusi, Hematoksilin i Eozin bojenje,
uvelicanje 40x. E) Podrucja bestrukturnog rasta, Hematoksilin i Eozin bojenje, uveli¢anje 40x. F) Fokusi
spontane tumorske nekroze, Hematoksilin i Eozin bojenje, uveli¢anje 20x

Hordoidni meningiom je podtip menigioma koji pripada histoloSkom gradusu 2 zbog svojih
histoloskih karakteristika, nezavisno od prisustva histoloskih elemenata osobenih za atipi¢ni
meningiom. Hordoidnom meningiomu je dodeljen histoloski gradus 2 zbog tendencije ka agresivnom
bioloskom ponasanju. Histoloski, kod hordoidnog meningioma tumorske ¢elije su aranzirane u
nizove epiteloidnih ¢elija, koje su okruzene mucinom bogatim matriksom. Ovaj podtip meningioma
je dobio naziv zbog svoje histoloske slicnosti sa hordomom, koga obavezno diferencijalno-
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dijagnosticki treba iskljuciti prilikom patohistoloske dijagnostike ovog tipa meningioma (Ilustracija
12) i (Ilustracija 13) (33).

[lustracija 12: Hordoidni meningiom, Hematoksilin i Eozin bojenje, uveli¢anje 20x
[ustracija 13: Hordoidni meningiom, Histohemijsko mucin bojenje, uveli¢anje 20x

Svetlocelijski meningiom je jo$ jedan u nizu mennigioma kome se dodeljuje histoloski gradus 2 kao
posledica histoloskih karakteristika koje ukazuju na agresivno biolosko ponaSanje. U tumorskom
tkviu se uocavaju okruglaste ili poligonalne celije svetle citoplazme, u bestrukturnom aranzmanu,
izmedu kojih se uocava deponovanje kolagena. U citoplazmi tumorskih ¢elija se uocava glikogen.
Odsustvo vrtloznih formacija i psamoznih telasaca znacajno otezava dijagnostiku ovog tumora, zbog
¢ega je neophodno verifikovati meningotelnu difrencijaciju imunohistohemijski, o ¢emu ¢e detaljnije
biti re¢i dalje u tekstu (Ilustracija 14) (34).

Tlustracija 14: Svetlocelijski meningiom, Hematoksilin i Eozin bojenje, uvelic¢anje 10x

Anaplasti¢ni (maligni) menigiom je tumor histoloskog gradusa 3, u kome se uocva 20 i viSe mitoza
na 10 uzastopno pregledanih (PVU) povrSine 0,16 mm2, nezavisno od histoloskog podtipa
meningioma. Anaplasticni meningiomi vrlo ¢esto nemaju histoloSke odlike meningotelnih celija,



zbog cega verifikacija meningotelnog porkela tumora zavisi isklju¢ivo od imunohistohemijskih
analiza (Ilustracija 15).

[ustracija 15: Anaplasti¢ni meningiom, Hemaroksilin i Eozin, uvelic¢anje 20x

Papilarni meningiom je redak podtip meningioma koji prema kriterijumima SZO pripada gradusu 3
zbog izuzetne sklonosti ka agresivnom bioloskom ponaSanju i metastaziranju, narocito u pluca.
Histoloski se odlikuju dominantnim perivaskularnim pseudopapilarnim nacinom rasta. Ponekada se
uocava i rabdoidna morfologija ¢elija kod ovog tipa meningioma. Zbog izrazitog gore pomenutog
papilarnog rasta dferencijalno-dijagnosticki se ¢esto u razmatranje uzimaju ependimomi (Ilustracija
16) (35).

[lustracija 16: Papilarni meningiom, Hematoksilin i Eozin bojenje, uveli¢anje 20x

Rabdoidni meningiom je podtip meningioma koji se definiSe prisustvom rabdoidnih ¢elija tj. ¢elijama
sa bogatom, ekscentri¢no potisnutom eozinofilnom citoplazmom i intracitoplazmatskim inkluzijama,
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nalik na teniski reket. Jedra ovih ¢elija su svetlog hromatina, upadljivog nuklelolusa i takode, jedro
je unutar Celije, kao 1 citoplazma potisnuto ekscentricno. Rabdoidni meningiomi pokazuju visok
stepen rekurencije i letalnog ishoda, a vrlo ¢esto imaju 1 morfoloske kriterijume za anaplasti¢ni
meningiom (visoka mitotska aktivnost) (36,37).

1.5. Primena i1 znacaj imunohistohemije u dijagnozi meningioma

Epitelne membrane antigen (eng. epithelial membrane antigen, EMA) (Ilustracija 17) i vimentin
(Ilustracija 18) su najstariji i tradiocionalno koriS¢eni marekeri za detekciju meningotela i tumora
njegovog porekla. ViSedecenijska praksa je pokazala da bojenje na EMA kod nekih tipova
meningioma moze biti fokalno. Bitno je naglasiti da bojenje na EMA mozZe biti negativno kod
meningioma viSeg gradusa. Negativno bojenje na EMA, naroCito ekstracerebralnog tumora ne
iskljucuje dijagnozu meningioma (18-20).

Ilustracija 17: Pozitivno imunohistohemijsko bojenje na epitelne membrane antigen EMA, uveli¢anje 40x
[ustracija 18: Pozitivno imunohistohemijsko bojenje na Vimentin, uveli¢anje 40x

Somatostatinski receptor 2 (eng. somatostatin receptor 2, SSTR2A) (Ilustracija 19) je u protekloj
deceniji prepoznat kao marker koji je konzistentno pozitivan kod svih meningioma (18-20). Ipak,
prilikom njegove upotrebe treba biti kriticki nastrojen s obzirom da se radi o neuroendokrinom
markeru. U slu¢aju diferencijalno-dijagnosticke dileme, da se radi o tumoru neuroendokrinog porekla
savetuje se istovremena primena jos minimum dva razli¢ata neuroendokrina markera, koja ¢e u
slucaju meningioma biti negativna, dok ¢e u slu¢aju da se radi o neuroendokrinom tumoru, bar jedan,
neretko i1 oba primenjena neuroendokrina markera biti pozitivna. Kod ve¢ine meningioma se uoc¢ava
nuklearna pozitivnost i na progesteronski receptor (eng. progesterone receptor, PR) (Ilustracija 20),
koja je u vecini slucajeva fokalnog tipa. Ova pozitivnost se ¢eS¢e uocava kod zena i kod meningioma
nizeg gradusa, a istovremeno ukazuje i na manje agresivno bioloSko ponasanje meningioma i
povoljniji klini¢ki tok bolesti (18-20).

Prema aktuelnim kriterijumima SZO imunohistohemijska pozitivnost na EMA 1 SSTR2 spadaju u

pozeljne, ali ne i u obavezne dijagnosticke korake koje treba primenti prilikom histopatoloSke analize
meningioma (18-20).
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[ustracija 19: Pozitivno imunohistohemijsko bojenje na somatostatinski receptor 2 (SSTR2), uvelicanje 40x
Ilustracija 20: Pozitivno imunohistohemijsko bojenje na progesteronski receptor (PR), uvelicanje 40x

Pored prethodno pomenutih markera koji su tipi¢no prisutni kod meningioma, slede¢i markeri takode
mogu biti aberatno eksprimirani kod pojedinih meningioma. Pozitivnost markera S100 (eng. family
of low molecular weight proteins) se moze videti kod fibroznog meningioma. U cilju isklju¢ivanja,
da se diferencijalno-dijagnosticki radi o Svanomu trebalo bi primeniti SOX10 (Sry-related HMg-Box
gene 10) koji je negativan kod meningioma. S100 pozitivnost bi mogla pobuditi diferencijalno-
dijagnosticku dilemu izmedu hordoidnog meningioma i hordoma. Pomenuta dilema se moze resiti
primenom imunohistohemijskog bojenja na brachiury, ¢ija nuklearna pozitivnost ukazuje da se radi
o hordomu. Treba obrartiti paznju da su i hordoidni meningiomi i hordomi pozitivni na EMA,
CKAEI/AE3, S100 i Vimentin, ali se obrasci bojenja razlikuju kod ova dva tumora. Bojenje na
CKAEI1/AE3 1 S100 kod hordoma je difuzno i intezivno, dok je kod hordoidnog meningioma najcesce
negativno ili fokalno. Bojenje na EMA 1 Vimentin je difuznog karaktera kod oba tipa tumora, te se
ne moze koristiti u diferencijalno-dijagnosticke svrhe, tj. u cilju isklju¢ivanja/potvrdivanja dijagnoze
jednog od dva prethodno pomenuta tumora. Budu¢i da se marker S100 eksprimira i u glijalnim
tumorima savetuje se primena glijalnog fibrilarnog kiselog proteina (eng. glial fibrilary acidic protein,
GFAP) u cilju isklju¢ivanja moguénosti da se radi o tumoru glijalne dferencijacije. Primena GFAP je
od velike pomo¢i u detekciji invazije mozdanog parenhima, Sto je od presudnog znacaja za
prepoznavanje meningioma gradsua 2. Takode, pozitivost markera GFAP kod tumora papilarne
morfologije moze ukazivati na dijagnozu ependimoma, dok su papilarni meningiomi uvek negativni
na GFAP. Citokeratini, naroCito CK7 (eng. cytokeratine 7, CK7) mogu da budu pozitivni u
meningiomima, navodeé¢i nas na Siroku lepezu difrencijalnih dijagnoza, pre svega karcinoma
razli¢itog porekla (18-20).

Pored navedenih markera, u slucaju diferencijalno-dijagnostickih poteskoca, kao Sto bi bila mengiom
vs solitarni fibrozni tumor trebalo bi primeniti markere (eng. signal transducer and activator of
transcription 6 — STAT6) 1 CD34 (eng. cluster of differentiation 34) koji su kod meningioma uvek
negativni, dok su u slucaju solitarnog fibroznog tumora pomenuti markeri pozitivni. OLIG2 (eng.
oligodendrocyte transcription factor 2) i SOX10 su markeri koji su uvek negativni u meningiomima,
zbog ¢ega se mogu koristiti za pozdanu diferencijalnu dijagnozu glijalnih i meningotelijalnih tumora.
(18-20).

Rekurentni meningiomi i meningiomi agresivnog bioloskog ponasanja predstavljaju veliki klinicki
problem, zbog ¢ega privlace paznju istrazivaca, osobito u cilju otkrivanja uzroka njihove rekurencije
(38-42). Jedan od mogucih objasnjenja agresivnog bioloskog ponasanja meningioma je senescencija.
Mofoloska heterogenost meningioma se sve vise ogleda i na molekularnom nivou (43-45).
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1.6. Senescencija

Senescencija je kompleksan proces koji je rezultat delovanja razlicitih stresora koji dovodi do stanja
nepovratnog zaustavljanja deljenja éelija. Celije koje su usle u proces senescencije (senescentne
¢elije) se takode karakteriSu oSte¢enjem makromolekula i izmenama metabolizma celije (46—48).
Iako naziv, koji potice sa engleskog jezika asocira na starenje, senescencija je Siri pojam od pojma
starenja 1 nije nuzno povezana sa njim (48-50). Pojam senescencije datira iz 1961. godine, kada je
Hayflick svojim legendarnim eksperimentom na celijskim kulturama ukazao da postoji stanje u
kojima se ¢elije vise ne dele, a nastavljaju da zive, i nazvao ga senescencija. Detekcija senescenthih
fibroblasta u kulturi je vrSena histohemijskim bojenjem na beta galaktozidazu, lizozomalni enzim koji
se pojacano nakuplja u senescentnim ¢elijama, kao posledica povecane degradacije elemenata Celije.
Ovaj enzim je ujedno postao najstariji i najcesce koris¢eni marker senescencije — beta galaktozidaza
udruzena sa senescencijom (eng. senescence-associated beta-galactosidasE, SA-B-GAL) (51).
Senescentne cCelije se akumuliraju tokom starenja i povezane su sa nastankom brojnih bolesti
povezanih sa starenjem. Senescencija moZe igrati vaznu ulogu u supresiji tumora, zarastanju rana i
zastiti od fibroze tkiva. Medutim, postoje dokazi da senescentne ¢elije mogu imati Stetne efekte in
vivo 1 da mogu doprineti remodeliranju tkiva i starenju organizma. Aktivacija senescencije dovodi
do stvaranja senescentnog sekretornog fenotipa (eng. senescene associated secretory phenotype -
SASP) koji doprinosi izmeni metabolizma celije 1 uzrokuje oSte¢enje makromolekula (52,53).
Inicijacija senescencije je multifaktorijalan proces, moze biti prouzrokovana prestankom replikacije,
oksidativnim stresom, aktivacijom onkogena, jonizuju¢im zra¢enjem ili odredenim vidovima terapije
(54-57). Interesantno je da ishod senescencije u tumorskom tkivu zavisi od duzine njene aktivacije:
kratkotrajna aktivacija moze imati tumor supresivni efekat, dok dugoro¢na aktivacija moze imati
suprotan efekat, aktivirati i pospesiti malignu transformaciju ¢elije (58—60).

Budu¢i da do sad nije prepoznat jedinstven, dovoljno specifican i senzitivan marker za detekciju
senescencije, ispitivanje aktivacije senescencije zahteva ispitivanje nekoliko makrera koji se, pored
senescencije, koriste 1 kao markreri drugih procesa u ¢eliji (61-63). Na celularnom nivou, proces
senescencije se najéesée inicira aktivacijom p53/p21Wafl/Cirl j/ili pl16™K4a Povecavanje nivoa p53,
p21 (eng. p21V1/CiPl) i/ili p16 (eng. p16™&42) u ¢eliji inhibira aktivnost kompleksa ciklina E i ciklin
zavisnih kinaza 2, kao i ciklin zavisnih kinaza (eng. cyclin-dependent kinase, CDKN) 4/6 i ciklina D.
Posledi¢no dolazi do hiperfosforilacije Rb proteina, §to onemogucava ulazak ¢elije u S fazu ¢elijskog
ciklusa, i sledstveno vodi aktivaciji senescencije (63). Senescencija, aktivirana na ovaj nacin,
predstavlja mocan tumor supresivni mehanizam (52,64). Sa druge strane, promene u navedenim
genima i/ili njihovim promotorima mogu da uzrokuju inaktivaciju ili zaobilazenje procesa
senescencije, Sto moze dovesti do progresije tumora. Smatra se da kratkotrajna aktivacija senescencije
onemogucava progresiju tumora, kada SASP aktivira imunski odgovor i dovodi do eliminacije
senescentnih tumorskih ¢elija. Ipak, dugotrajno dejstvo SASP i intenzivna aktivacija senescencije
uzrokuju imunosupresiju, $to onemogucava eliminacijunih senescentnih ¢elija i promovise njihovu
malignu alteraciju (65—67). Ispitivanje aktivacije senescencije u savremenoj nauci ima veliki znacaj
zbog razvoja moguénosti terapijskog dejstva na senescentne celije (68—71). Primena senolitika
predstavljena Sirokom lepezom senoliti¢kih agenasa koji selektivno uniStavaju (senoliticki efekat) ili
inhibiraju (senostaticki efekat) senescentne ¢elije, onemogucavajuéi njihovo Stetno dejstvo na dalji
tok razvoja bolesti (71-73).

Imajudi u vidu da je senescencija multifaktorijalni i izuzetno kompleksan proces, za njenu detekciju

u tkivu se preporucuje sinhrona upotreba nekoliko markera. Najcesce koriS¢eni markeri za detekciju
senescencije u tkivu su p16, p21 i SA-B-GAL (62).
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1.7. Hedgehog signalni put

Hedgehog je evolutivno visoko konzervirani i strogo regulisani signalni put safinjen od kaskada
liganada, receptora, transkripcionih faktora i regularotnih proteina, koji je uklju¢en kako u
embiogenezu, tako i u tumorigenezu brojnih organa (74). Hedgehog signalni put je ukljucen u
odrzavanje progenitornih ¢elija u mnogim tkivima odraslih, ukljucujuéi epitel mnogih organa i mozga
(75). Kanonski put aktivacije Hedgehog signalnog puta zapocCinje vezivanjem Hedgehog liganada,
Sonic Hedgehog, Desert Hedgehog 1 Indial Hedgehog. U odsustvu Hedgehog liganda, Hedgehog
receptor PTCHI1 (eng. protein patched homolog 1, PTCHI1) onemogucava aktivaciju puta inhibirajuci
aktivaciju koreceptora Smoothened (SMO). Vezivanje liganda za receptor dovodi do translokacije
onkogena udruzenog sa gliomima (eng. Glioma associated oncogene - GLI) u protruzije vezane za
mikrotubule u cilijama c¢elijske membrane (76,77). Abnormalna aktivacija elemenata Hedgehog
signalnog puta je povezana sa tumorigenezom (78). Ona moze biti ligand zavisna (na primer, kod
tumora gastrointestinalnog trakta, pankreasa i1 prostate) i ligand nezavisna (na primer, kod
bazocelularnog karcinoma i meduloblastoma) (79,80).

GLI molekuli su transkripcioni faktori i glavni efektori Hedgehog signalnog puta, dok je SUFU (eng.
suppressor of fused) njihov glavni inhibitor. U tumorigenezi, GLI transkripcioni faktori mogu da
ucestvuju i u formi aktivatora i u formi represora (75,81,82). Smatra se da GLI2 ima ulogu aktivatora
Hedgehog signalnog puta. Nasuprot tome, uloga GLI3 je dominantno represorska (75,83). SUFU je
produkt tumor supresorskog gena lokalizovanog na hromozomu 10 ¢ije su mutacije jedan od uzroka
razvoja brojnih tumora, ukljucuju¢i meningiome (74,84). Funkcija SUFU je inhibicija drugih
proteina, koja se ostvarauje kroz interakciju njima (74). SUFU je inhibitor akumulacije GLI proteina
u jedru (85). Imajuéi u vidu interakcije/vezivanja SUFU i GLI proteina, njihove mutacije bi, u
zavisnosti od lokalizacije u proteinima, mogle dovesti do gubitka moguénosti vezivanja, Sto za
posledicu moze imati aberantnu aktivaciju, kancerogenezu ili ubrzavanje progresije tumora (74,86).
Gubitak SUFU proteina za posledicu ima ,,0slobadanje* GLI proteina/transkripcionog faktora za
kojeg je vezan, Sto dovodi do povecanja transkripcije gena uslovljenih ovim transkripcionim
faktorima (82,87). Pored toga, GLI proteini mogu biti cilj antikancerske terapije (88—90). Detekcijom
neizmenjenih proteina GLI2, GLI3 i SUFU metodom imunohistohemije, koja je relativno
jednostavna, Siroko dostupna i jeftina, bi se na indirektan nacin mogla detektovati aktivacija ovih
proteina, dok bi odsustvo pozitivnosti moglo ukazati ili na odsustvo aktivacije, ili na mutaciju.

Dosadasnja istrazivanja su ukazala na aktivaciju Hedgehog signalnog puta u oko 5 % meningioma
gradusa 1, kao 1 da je ona uzrokovana mutacijom gena SMO. Ovi meningiomi imaju tendenciju
rekurencije i dominantno su lokalizovani u srednjoj liniji, $to reflektuje ulogu Hedgehog signalnog
puta u separaciji hemisfera. Mutacije SUFU gena su detektovane u malom procentu meningioma,
kako sporadi¢nih tako i familijarnih (84,91). Aktivacija senescencije u meningiomima je detektovana
u Celijskim kulturama malignih meningioma primenom SA-B-GAL, nakon primene pojedinih
citostatika (92). Homozigotna delecija gena CDKN2A je dokazana kod malignih meningioma.
Smatra se da primena antitela na proteinski produkt ovog gena, p16, bi mogla indirektno ukazati na
prisustvo homozigotne delecije CDKN2A (93). Najnovije preporuke SZO, sagledane kroz
cIMPACT-NOW 8 publikaciju, ukazuju na potrebu za koris¢enjem molekularnih metoda i njihovih
surogata u gradiranju meningioma (93). Imunohistoheijske studije, koje detektuju prisustvo
proteinskog produkta gena Hedgehog signalnog puta i markera senesceije, na kojima je zasnovana
ova studija, su retke.
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2. Ciljevi 1strazivanja

Odrediti ekspresiju markera senescencije (pl6, p21 i SA-B-GAL) u tkivu meningioma
metodom imunohistohemije.

Odrediti ekspresiju markera Hedgehog signalnog puta (GLI2, GLI3 i1 SUFU) u tkivu
meningiomima metodom imunohistohemije.

Odrediti povezanost ekspresije markera senescencije i markera Hedgehog signalnog puta sa

gradusom, lokalizacijom, histoloskim podtipom i mitotskom aktivno$¢u meningioma, kao i
polom pacijenata.
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3. Materijal 1 metode

3.1. Dizajn istrazivanja i ispitanici

U ovoj retrospektivnoj studiji koris¢eno je tkivo 343 pacijenta sa dijagnozom meningioma koji su bili
podvrgnuti neurohirurSkom le¢enju na Klinici za neurohirurgiju Univerzitetskog Klinickog centra
Srbije u Beogradu. Neurohirurski tretmani su se odvijali od 1. januara 2016. do 30. juna 2018.
Kriterijumi za ukljucivanje pacijenata bili su dostupnost, kvalitet i koli¢ina tkiva u parafinskim
tkivnim blokovima (koriS¢eno je samo tkivo pacijenata koje je uzorkovano u vise od jednog
parafinskog tkivnog bloka kako bi se osigurala dovoljna koli¢ina tkiva za potencijalna buduca
istrazivanja i dijagnostiku). Materijal od 25 pacijenata, koji svi pripadaju gradusu 1, nije mogao da
se koristi jer parafinski tkivni blokovi nisu sadrzali dovoljnu koli¢inu kvalitetnog tkiva za izgradnju
tkivnog mikroniza (TMN). Zbog toga je dodatno analizirano tkivo preostalih 318 pacijenata. Prosecna
starost analiziranih/dijagnostikovanih pacijenata bila je 58,83 + 12,54 godine (minimalna starost je
bila 23, a maksimalna 80 godina). Grupu je ¢inilo 93 (29,25 %) pacijenata muskog pola prosecne
starosti 57,52 + 14,11 1 225 (70,75 %) pacijenata zenskog pola prosecne starosti 59,37 + 11,82.

Meningiomi su klasifikovani prema klasifikaciji tumora centralnog nervnog sistema SZO iz 2021.
godine (18-20). Sto sedamdeset i devet meningioma (56,29 %) je bilo gradusa 1, 132 (41,51 %)
gradusa 2, a preostalih 7 (2,20 %) gradusa 3. Ovaj neuobicajeno visok procenat meningioma gradusa
2 moze se objasniti Cinjenicom da se komplikovani slucajevi (koji su dominantno meningiomi
gradusa 2.) hirurski le€e na Klinici za neurohirurgiju Univerzitetskog Klinickog centra Srbije u
Beogradu. Rutinsko neurohirursko lecenje ve¢ine meningioma gradusa 1 obavlja se u drugim, manjim
zdravstevnim centrima $irom Republike Srbije. Sto se ti¢e podtipova meningioma gradusa 1, 27
pacijenata (8,49 %) imalo je tip angiomatoznog meningioma, 23 (7,23 %) je imalo fibrozni tip
meningioma, 20 pacijenata (6,29 %) je imalo tip meningotelijalnog meningioma, 9 pacijenata
(2,83 %) tip mikrocisticnog meningioma, 8 pacijenata (2,52 %) je imalo psamomatozni tip
meningioma, 11 pacijenata (3,46 %) je imalo tip sekretornog meningioma i 81 pacijent (25,47 %) je
imao tip tranzicionalnog meningioma. Meningiomi CNS-a gradusa 2 pretezno klasifikovani kao
atipi¢ni meningiomi 126 (39,62 %), dok je 6 pacijenata sa tipom hordoidnog meningioma (1,89 %).
Medu meningiomima gradusa 3 je bio samo jedan podtip, anaplasti¢ni (maligni) meningiom,
dijagnostikovan kod 7 pacijenata (2,20 %).

Mitotski indeks je dodeljen svakom meningiomu tokom inicijalne patohistoloske dijagnosticke
procedure, metodom, broj mitoza za svaki meningiom na 10 polja velikog uvelicanja, povrSine 0,16
mm?, prema kriterijumima SZO (18-20).

U zavisnosti od lokalizacije, meningiomi su klasifikovani na meningiome konveksiteta mozga (183
pacijenta), parasagitalne (21 pacijent), falksne (7 pacijenata), intraventrikularne (5 pacijenata),
orbitalne (1 pacijent), meningiome pontocerebelarnog ugla (12 pacijenata), selarne (13 pacijenata) ,
sfenoidne meningiome (29 pacijenata), tentorijalne meningiome (2 pacijenta), meningiome klivusa
(2 pacijenata), infratentorijalne (18 pacijenata), meningiome baze lobanje (1 pacijent) i meningiome
spinalne lokalizacije (24 pacijenta).

Meningiomi su zatim na osnovu njihove lokalizacije, a prema preporukama literature, podeljeni i
uvrséeni u tri velike grupe. Prva grupa, koju ¢ine meningiomi baze lobanje (ukljucujuéi selarne,
meningiome klivusa, sfenoidne meningiome, meningiome baze lobanje, tentorijalne meningiome,
infratentorijalne meningiome, meningiome pontocerebelarnog ugla i meningiome orbitalno
lokalizovane) (78 pacijenata), zatim druga grupa sa meningiomima koji ne zahvataju bazu lobanje
(ukljucujuéi meningiiome sa mozdanih konveksiteta, parasagitalne meningiome, falksne meningiome
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1 meningiome intraventrikularno lokalizovane) (216 pacijenata) i poslednja, treca grupa u kojoj su
meningiomi spinalne lokalizacije (24 bolesnika). Prethodno opisana, simplifikovana podela
meningioma usledila je prema preporukama literature, kao posledica molekularnih sli¢nosti
meningioma 1 potrebe pojednostavljivanja statistiCke analize podataka vezanih za lokalizaciju
meningioma (94).

3.2. Eticko odobrenje za sprovodenje istraZzivanja

Eticki komitet Univerzitetskog klinickog centra Srbije - Beograd, formalno je odobrio sve
eksperimente u okviru istrazivanja (eticka dozvola broj 341/7-2023), koji su sprovedeni prema
Helsinskoj deklaraciji.

3.3. Tkivni uzorci 1 konstrukcija tkivnih mikronizova

Najpre je izvrSena fiksacija tumorskog tkiva tretmanom sa 10 % puferisanom formalinom, nakon
¢ega je usledila dehidracija u etanolu i pohranjivanje u rastopljeni parafinski vosak. Nakon toga,
tkivo je ise¢eno na debljinu od 5 mm, obojeno hematoksilinom i eozinom i mikroskopski analizirano
da bi se odredila tri reprezentativna podrucja koja ¢e se koristiti za konstrukciju TMN. TMN su
formirani ekstrakcijom cilindri¢nih tkivnih jezgara (pre¢nika 0,9 mm) iz prethodno pripremljenih
parafinskih tkivnih blokova donora (tumorskog tkiva pacijenata) i posledi¢no njihovim uranjanjem u
parafinski blok akceptora (prazan parafinski blok). Tri cilindri¢na jezgra tkiva meninngioma od
svakog pacijenta su uronjena u parafinski blok akceptora, i sledstveno je konstruisano Sesnaest TMN
(svaki tkivni mikroniz je sadrzao tkivo meningioma dvadeset pacijenata). Mininum jedan tkivni
cilindar prihvatljivog kvantiteta i kvaliteta, dovoljan je bio da se uradi dalja analiza tkiva.

3.4. Imunohistohemijska analiza

Sva imunohistohemijska bojenja su obavljena prema uputstvima proizvodaca. Za
imunohistohemijsku analizu je kori$¢eno Sest antitela: anti-p16, anti-p21 i SA-B-GAL, GLI2, GLI3 i
SUFU.

U cilju detekcije senescencije u tkivu meningioma kori$¢ena su sledeca antitela: anti-p16 (CINtec,),
anti-p21 (DAKO, klon SX118, 1:50) i B-gal (Sigma, HPA069503, 1:200). Imunohistohemijsko
bojenje za p16™K4 je obavljeno automatski, koris¢enjem Ventana autostejnera BenchMark ULTRA.
Nuklearna 1 citoplazmatska pozitivnost su razmatrane. Imunohistohemijsko bojenja na p2l je
ucinjeno manuelno, koriS¢enjem monoklonskog antitela proizvodaca DAKO, klon SX118, sa
razblazenjem 1:50, sa pretretmanom pH9, detekcionim sistemom PolyDetector Plus Bio SB i
vizualizacijom pomocu diaminobenzidina (DAB) uz kontrastiranje hematoksilinom. Nuklearna
pozitivnost je uzeta u razmatranje. Imunohistohemijsko bojenje na SA-B-GAL je takode ucinjeno
manuelno, poliklonskim antitelom Sigma, HPA069503, sa razblazenjem 1:200, pretretmanom pH6,
detekcionim sistemom En Vision FLEX-HRP, da bi se vizualizacija izvrSila pomoéu DAB i
kontrastiranje hematoksilinom. Citoplazmatska pozitivnost je uzeta u razmatranje.

U cilju detekcije aktivacije Hedgehog signalnog puta kori$¢ena su sledeca antitela: anti GLI2 (Santa
Cruz biotechnology, INC. klon C-10, kataloski broj: sc-271786), GLI3 (Santa Cruz biotechnology,
INC. klon B-4, kataloski broj sc-74478) i SUFU (Sigma Aldrich, poliklonsko antitelo, kataloski broj
HPAO008700). Imunohistohemijsko bojenje za GLI2 je obavljeno manuelno, koris¢enjem
monoklonskog antitela proizvodaca Santa Cruz, klon C-10, sa razblazenjem 1:200, pretretmanom
pHY, detekcionim sistemom PolyDetector Plus Bio SB i vizualizacijom pomocéu (DAB) uz
kontrastiranje hematoksilinom. Nuklearna pozitivnost je uzeta u razmatranje. Imunohistohemijsko
bojenje za GLI3 je takode obavljeno manuelno, koris¢enjem monoklonskog antitela proizvodaca
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Santa Cruz, klon B-4, sa razblazenjem 1:25, pretretmanom pH9, detekcionim sistemom PolyDetector
Plus Bio SB i vizualizacijom pomocu (DAB) uz kontrastiranje hematoksilinom. Nuklearna
pozitivnost je uzeta u razmatranje. Imunohistohemijsko bojenje za SUFU je ucinjeno manuelno,
koris¢enjem poliklonskog antitela proizvodaca Sigma Aldrich, sa razblazenjem 1:150, pretretmanom
pH6, detekcionim sistemom PolyDetector Plus Bio SB i vizualizacijom pomocéu (DAB) uz
kontrastiranje hematoksilinom. Nuklearna pozitivnost je uzeta u razmatranje.

3.5. Standardizacija imunohistohemijskih analiza

Standardizacija imunohistohemijskog bojenja je izvrSena koriS¢enjem odgovarajuée pozitivne
kontrole: tkivo skvamozne intraepitelne lezije visokog stepena grli¢a materice za p16, tkivo patoloski
neizmenjenog pankreasa za p21 i tkivo patoloski neizmenjenog debelog creva za SA-B-GAL, kao i
tkivo patoloSki neizmenjene placente za GLI2, tkivo patoloski neizmenjenog testisa za GLI3 i tkivo
patoloski neizmenjene Zucne kese za SUFU. Tkiva za spoljasnje pozitivne kontrole su dobavljena sa
odeljenja za patologiju pri Klinici za urologiju, Klinikci za ginekologiju i akuserstvo i Instituta za
digestivne bolesti, sve tri klinike u okviru Univerzitetskog Klinickog centra Srbije (Ilustracija 21).

el
L O

Ilustracija 21 (A-F): Spoljasnje pozitivne kontrole za p16, p21, SA-B-GAL, GLI2, GLI3 i SUFU A) pl6
bojenje (skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena), uvelicanje 40x. B) p21 bojenje (zdravo tkivo
pankreasa), uveli¢anje 40x. C) SA- B -GAL bojenje (zdravo tkivo debelog creva), uveli¢anje 40x. D)
GLI2 bojenje (zdravo tkivo placente), uveli¢anje 40x. E) GLI3 bojenje (zdravo tkivo testisa), uveli¢anje 40x.
F) SUFU bojenje (zdravo tkivo zucne kese), uvelicanje 40x.

Imunohistohemijski tretirani tkivni mikronizovi su mikroskopski analizirani pomocu svetlosnog
mikroskopa Leica DM 750. Intenzitet bojenja citoplazme za SA-B-GAL bio je difuzan u svim
slu¢ajevima. Dva patologa (VM 1 EMQG) su izvrsila inicijalnu analizu i predlozila standardizaciju,
slozila se i1 definisala nekoliko reprezentativnih slucajeva negativnog, slabog, umerenog i jakog
intenziteta bojenja na SA-B-GAL. Za pl6 citoplazmatsko i nuklearno bojenje, dok za p21, GLI2,
GLI3 i SUFU samo nuklearno bojenje predstavljeni su u procentima. Uzeti su u obzir samo intenzivno
obojeni uzorci tkiva. Definisano je pet grupa na osnovu inteziteta bojenja: grupa 1: 0 %, grupa 2: 1—
25 %, grupa 3: 26-50 %, grupa 4: 51-75 %, 1 grupa 5: 76—100 %. Dalju, kompletnu analizu je obavio
jedan posmatraé, patolog (VM). Nadalje, tkivo 40 pacijenata (tkivo iz nasumi¢no odabranih TMN) je
dodatno analizirano od strane drugog posmatra¢a (EMG) za svih Sest markera (p16, p21 i SA-B-GAL,

17



GLI2, GLI3 i SUFU), a u cilju provere varijabilnosti medu patolozima (posmatra¢ima). Vrednosti
Kapa koeficijenata za p16, p21, SA-B-GAL, GLI2, GLI3 i SUFU: 0,961 (p <0,001), 0,871 (p <0,001)
10,870 (p <0,001), 0,966 (p <0,001), 0,876 (p <0,001) 10,878 (p <0,001), respektivno, bile su iznad
0,8, $to je kao utvrdeni normativ dovoljno za skoro savrSeno slaganje izmedu dva patologa
(posmatraca).

3.6. StatistiCka analiza podataka

Rezultati istrazivanja su predstavljeni kao broj (%) ili srednja vrednost + SD, u zavisnosti od tipa
podataka. Studentov t-test je koriS¢en za ispitivanje razlika izmedu dve grupe normalno distribuiranih
kontinuiranih varijabli. Spearmanova korelaciona analiza je kori§¢ena za procenu korelacije izmedu
markera senescencije u meningiomima i drugih rednih ili numerickih varijabli. Kruskal-Volisov test
je koriSéen za ispitivanje razlika izmedu tri grupe, dok je Mann-Vhitei U test koriS¢en za procenu
znacajnih razlika izmedu dve grupe. P vrednosti manje od 0,05 smatrane su znacajnim. Svi podaci su
analizirani pomocu statistickog softvera SPSS 29.0 (IBM corp.). Dogovor izmedu posmatraca
(patologa) se postize koris¢enjem Cohenove Veighted Kappa, koji se odnosi na redne podatke i dva
posmatraca. Kapa koeficijent iznad 0,8 koriS¢en je kao utvrdeni prag za skoro savrSene sporazume.
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4. Rezultati

4.1. Opste karakteristike pacijenata u studiji

Ukupan broj pacijenata u studiji je bio 318. Prosecna starost svih pacijenata iznosila je 58,8 = 12,5
godina, minimalna zabeleZena starost pacijenta bila 23 godine, dok je maksimalna starost pacijenata
iznosila 80 godina. Tabela 1 prikazuje deskripciju osnovnih karakteristika pacijenata sa
meningiomom, gde se moze videti distribucija menignioma prema polu pacijenata, gradusu
meningioma, histoloSkom podtipu meningioma i njegovoj lokalizaciji.

Tabela 1: Osnovne karakteristike pacijenata sa meningiomom

N (%)
Muski 93 (29,2 %)
Pol pacijenata -
Zenski 225 (70,8 %)
1 179 (56,3 %)
Gradus meningioma 2 132 (41,5 %)
3 7 (2,2 %)
Anaplasti¢ni 72,2 %)
Angiomatozni 27 (8,5 %)
Atipicni 126 (39,6 %)
Fibroblasti¢ni 23 (7,2 %)
Hordoidni 6 (1,9 %)
Histoloski podtip meningioma
Meningotelijalni 20 (6,3 %)
Mikrocisti¢ni 9 (2,8 %)
Psamomatozni 8 (2,5 %)
Sekretorni 11 (3,5 %)
Tranzicionalni 81 (25,5 %)
Baza 78 (24,5 %)
Lokalizacija meningioma Konveksitet 216 (67,9 %)
Spinalno 24 (7,6 %)

Od ukupnog broja pacijenata 93 (29,2 %) je bilo muskog pola, dok je 225 (70,8 %) bilo zenskog pola
(Grafik 1).
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= Pol muski Pol Zenski

Grafik 1: Distribucija pacijenata sa meningiomom predstavljena prema polu

Analiza nuklearnog gradusa meningioma pokazala je da je ve¢ina pacijenata imala tumore gradusa 1
(56,3 %), dok su tumori gradusa 2 bili prisutni kod 41,5 % pacijenata, a tumori gradusa 3 kod 2,2 %
pacijenata (Grafik 2). Neobi¢no visok procenat tumora gradusa 2 moze se objasniti ¢injenicom da se
komplikovani slucajevi (koji su dominantno meningiomi gradusa 2) pretezno hirurski tretiraju na
Klinici za neurohirurgiju, Univerzitetskog klinickog centra Srbije. Meningiomi gradusa 1 (koji su
manje komplikovani) se tretiraju u drugim zdravstvenim centrima Sirom Republike Srbije.

= Gradus 1 Gradus 2 = Gradus 3

Grafik 2: Distribucija pacijenata sa meningiomom predstavljena prema gradusu meningioma

Najcesci histoloski podtip meningioma bio je atipicni meningiom (39,6 %), dok su tranzicionalni
(25,5 %) 1 angiomatozni (8,5 %) takode bili znacajno zastupljeni. Najmanje zastupljeni histoloski
podtipovi su bili hordoidni (1,9 %) i anaplasti¢ni meningiom (2,2 %) (Grafik 3).



= Anaplasticni Angiomatozni = Atipicni = Fibroblasti¢ni
= Hordoidni = Meningotelijalni = Mikrocisti¢ni Psamomatozni

= Sekretorni = Tranzicionalni = Tranzicionlani

Grafik 3: Distribucija pacijenata sa meningiomom predstavljena prema histoloskom podtipu

Meningiomi su naj¢esc¢e bili lokalizovani na mozdanim konveksitetima (67,9 %), dok je lokalizacija
meningioma na bazi lobanje zabeleZena kod 24,5 % pacijenata. Spinalno lokalizovani meningiomi
zapazeni su kod 7,6 % ispitanika (Grafik 4).

= Baza lobanje = Konveksitet = Spinalno

Grafik 4: Distribucija pacijenata sa meningiomom predstavljena prema lokalizaciji meningioma

4.2. Starost 1 pol

Prosecna starosti pacijenata muskog pola je bila 57,5 £+ 14,1 godina, dok je prosecna starost pacijenata
zenskog pola bila 59,4 + 11,8 godina. Nije primecena statisticki znacajna razlika u starosti izmedu
polova pacijenata sa meningiomom (p = 0,230).

N
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4.3. Analiza mitotskog indeksa (broja)

Tabela 2 i1 Tabela 3 prikazuju rezultate mitotskog indeksa meningioma. Prosecan broj mitoza u
celokupnoj kohorti iznosio je 3,1 + 4,3, sa medijanom od 1,0. Sto se ti¢e meningioma gradusa 1,
prosecan broj mitoza bio je 1,2 + 0,0, sa medijanom od 1,0. ProseCan broj mitoza u meningiomima
gradusa 2 iznosio je 4,7 = 4,0, sa medijanom od 4,0. Kod meningioma gradusa 3, prosecan broj mitoza
bio je 22,6 + 3,9, sa medijanom od 22,0. Broj mitoza u meningiomima kod pacijenata muskog pola
je bio statisticki znacajno ve¢i nego kod meningioma pacijenata Zenskog pola (p=0.018).

Tabela 2: Mitotski broj predstavljen prema gradusu menigioma

Gradus meningioma Prosecan broj mitoza (medijana)
Ukupno (svi gradusi) 3,1+43(1,0)
Meningiomi gradusa 1 1,2+0,0(1,0)
Meningiomi gradusa 2 4,7+4,0 (4,0)
Meningiomi gradusa 3 22,6 £3,9 (22,0)

Prose€an broj mitoza u vezi sa lokalizacijom meningioma bio je slede¢i: meningiomi sa mozdanih
konveksiteta 3,7 £ 4,9 (medijana 1,0), meningiomi baze lobanje 2,1 + 2,9 (medijana 1,0) i spinalno
lokalizovani meningiomi 1,3 + 4,3 (medijana 1,0). Statisticki znacajne razlike u pogledu broja mitoza
uocene su u odnosu na lokalizaciju meningioma izmedu grupa meningiomi sa mozdanih konveksiteta
1 meningiomi spinalne lokalizacije (p < 0,001), kao i izmedu grupa meningiomi sa mozdanih
konveksiteta i meningiomi baze lobanje (p < 0,001).

Tabela 3: Mitotski broj predstavljen prema lokalizaciji meninigioma

Lokalizacija meningioma Prosecan broj mitoza (medijana)
Meningiomi sa konveksiteta 3,7+4,9(1,0)
Meningiomi baze lobanje 2,1+£29(1,0)
Spinalni meningiomi 1,3+4,3(1,0)
4.4, Imunohistohemijska ekspresija markera senescencije

Ekspresija markera senescencije (p16, p21 i SA-B-GAL) u meningiomima je odredivana metodom
imunohistohemije (Tabela 4). Za markere p16 1 p21, a prema procentu pozitivnih (obojenih) ¢elija,
pet grupa bojenja je definisano: grupa 1 (0 %), grupa 2 (1-25 %), grupa 3 (26-50 %), grupa 4 (51-
75 %) 1 grupa 5 (76-100 %). Za marker senescencije SA-B-GAL, aprema intezitetu bojenja, definisane
su Cetiri grupe: negativna, slaba, umerena i jaka ekspresija (Ilustracija 22).
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Ilustracija 22 (A-I): Imunohistohemijska ekspresija p16, p21 i SA-B-GAL A) p16 bojenje, meningiom
gradus 1, uveli¢anje 40x. B) p16 bojenje, meningiom gradus 2, uveli¢anje 40x. C) p16 bojenje, meningiom
gradus 3, uveli¢anje 40x. D) p21 bojenje, meningiom gradus 1, uvelicanje 40x. E) p21 bojenje, meningiom

gradus 2, uveli¢anje 40x. F) p21 bojenje, meningiom gradus 3, uvelicanje 40x. G) SA-B-GAL bojenje,
meningiom gradus 1, uvelicanje 40x. H) SA-B-GAL bojenje, meningiom gradus 2, uvelicanje 40x. I) SA-B-

GAL bojenje, meningiom gradus 3, uveliCanje 40x.
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Tabela 4: Ekspresija markera senescencije (p16, p21 i SA-B-GAL) u meningiomima odredivana metodom

imunohistohemije
Procenat pozitivnih éelija (p16
Markeri senescencije i p21)/intenzitet bojenja (SA-B- N (%)
GAL)

Grupa 1 (0 %) 35 (11,0 %)
Grupa 2 (1-25 %) 182 (57,2 %)
pl6 Grupa 3 (26-50 %) 56 (17,6 %)

Grupa 4 (51-75 %) 10 (3,1 %)
Grupa 5 (76-100 %) 35 (11,0 %)

Grupa 1 (0 %) 6 (1,9 %)
Grupa 2 (1-25 %) 257 (80,8 %)
p21 Grupa 3 (26-50 %) 51 (16,0 %)

Grupa 4 (51-75 %) 3 (0,9 %)

Grupa 5 (76-100 %) 1 (0,3 %)
Negativna ekspresija 61 (19,2 %)
Slaba ekspresija 45 (14,2 %)

SA-B-GAL

Umerena ekspresija 139 (43,7 %)
Jaka ekspresija 73 (23,0 %)

Analiziraju¢i pl6 ekspresiju, vecina uzoraka je iz grupe 2 (57,2 %), a zatim uzoraka iz grupe 3
(17,6 %), dok je 11,0 % uzoraka pripadalo grupi 1 i grupi 5. Najmanje uzoraka je bilo iz grupe 4

(3,1 %) (Grafik 5).
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Grafik 5: Distribucija pacijenata sa meningiomom predstavljena prema p16 ekspresiji

Sto se ti¢e p21 ekspresije, veéina meningioma je pripadala grupi 2 (80,8 %), a zatim grupi 3 (16,0 %).
Mala grupa uzoraka je imala potpunu odsutnost ekspresije (1,9 %), tj. nalazila se u grupi 1, sa (0 %)
pozitivnih ¢elija na p21 bojenje. Najmanje uzoraka je bilo u grupi 4 (0,9 %) i grupi 5 (0,3 %) (Grafik
6).
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Grafik 6: Distribucija pacijenata sa meningiomom predstavljena prema p21 ekspresiji

U analizi SA-B-GAL ekspresije, otprilike jedna petina uzoraka (19,2 %) bila je negativna na
primenjeno bojenje, dok su ostali uzorci pokazali razli¢ite nivoe pozitivnosti, ukljucujuéi slabu
(14,2 %), umerenu (43,7 %) 1 jaku (23,0 %) pozitivnost na primenjeno bojenje na SA-B-GAL (Grafik
7).
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Grafik 7: Distribucija pacijenata sa meningiomom prema SA-B-GAL ekspresiji

4.5. Povezanost ekspresije pl6 markera senescencije sa polom i
staroS¢u pacijenata, gradusom, lokalizacijom, kao 1 mitotskom
aktivnoS¢u meningioma

Poredena je ekspresije pl16 markera senescencije prema polu, Tabela 5 prikazuje rezultate. Razlika u
ekspresiji p16 izmedu polova pacijenata s meningiomima nije primeéena (p = 0,893).

Tabela 5: Poredenje ekspresije p16 markera senescencije predstavljeno prema polu pacijenata

Pol
sl - p vrednost
Marker senescencije Procenz}t po zitivnih Muski Zenski
celija
N N
Grupa 1 (0 %) 11 24
Grupa 2 (1-25 %) 53 129
0,893
pl6 Grupa 3 (26-50 %) 16 40
Grupa 4 (51-75 %) 0 10
Grupa 5 (76-100 %) 13 22

Poredena je ekspresija pl16 markera senescencije prema gradusu meingioma (Tabela 6) i (Grafik 8).
Primedena je pozitivna korelacija statisticke znacajnosti izmedu gradusa meningioma i ekspresije p16
(Rho = 0,135, p = 0,016). Analizom razlika izmedu grupa gradusa dobijena je statisticki znacajna
razlika (p = 0.019). Statisticki znacajne razlike primeéene su u pogledu ekspresije pl6 izmedu
meningioma gradusa 1 i meningioma gradusa 2 (p = 0,006). Vazno je napomenuti da statisticka
znacajnost ostaje ¢ak i uz koris¢enje Bonferoni korekcije (p = 0,017). Medutim, poredenje ekspresije
p16 izmedu meningioma gradusa 1 i gradusa 3, kao i izmedu meningioma gradusa 2 i gradusa 3, nije
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pokazalo statisticku znac¢ajnost (p = 0,660 za prvo pomenuto poredenje, p = 0,296 za drugo pomenuto

poredenje).

Tabela 6: Poredenje ekspresije p16 markera senescencije predstavljeno prema gradusu meningioma

.. Razlike izmedu
Gradus meningioma ..
e gradusa meningioma
Marker Procenat pozitivnih
. o yes 1 2 3 H=7,942
senescencije celija
p=20,019
N N N
Gl vs G2
G 1 (0% 21 12 2
rupa 1(07%) p =0,006
Grupa 2 (1-25 %) 110 69 3
Gl vs G3
Grupa 4 (51-75 %) 4 6 0
G2 vs G3
Grupa 5 (76-100 %) 10 24 1 p=0,296

Procenat pacijenata prema p16 ekspresiji

100%
80%
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40%
20%

(51-75%) (76-100%)

0%
Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3 Grupa 4
(0%) (1-25%)  (26-50%)
Procenat pozitivnih ¢elija
® Gradus 1 Gradus 2 m Gradus 3

Grupa 5

Grafik 8: Poredenje ekspresije pl16 markera senescencije predstavljeno prema gradusu meningioma

Pozitivnost pl16 u meningiomima nije bila u korelaciji sa lokalizacijom tumora (Rho = 0,808, p =
0,668). Starost pacijenata nije bila u korelaciji s ekspresijom p16 u meningiomima (Rho = 0,043, p =
0,449). Broj mitoza u meningiomima pozitivno je korelirao s ekspresijom p16 (p < 0,001). Primecena
je statisti¢ki znacajna pozitivna korelacija izmedu gradusa meningioma i ekspresije p16 (Rho=0,135,

p=0,016).
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4.6. Povezanost ekspresije p21 markera senescencije sa polom i
staroS¢u pacijenata, gradusom, lokalizacijom, kao 1 mitotskom
aktivno$¢u meningioma

Tabela 7 prikazuje rezultate poredenja ekspresije p21 markera senescencije prema polu. Nisu
primecene razlike izmedu polova u vezi sa ekspresijom p21 u meningiomima (p = 0,315).

Tabela 7: Poredenje ekspresije pl6 markera senescencije predstavljeno prema polu pacijenata

Pol
P . p vrednost
Marker senescencije Procenz}t P_ontwmh Muski Zenski
celija

N N
Grupa 1 (0 %) 2 4

Grupa 2 (1-25 %) 78 179

0,315

p21 Grupa 3 (26-50 %) 12 39
Grupa 4 (51-75 %) 1 2
Grupa 5 (76-100 %) 0 1

Poredena je ekspresija p21 markera senescencije prema gradusu meningioma, Tabela 8 i Grafik 9
pokazuju rezultate. Nisu uocene statisticki znacajne korelacije (Rho =-0,075, p = 0,184) 1 statisticki
znacajne razlike (p = 0,327) izmedu gradusa meningioma, a u vezi sa ekspresijom p21.

Tabela 8: Poredenje ekspresije p21 markera senescencije predstavljeno prema gradusu meningioma

Gradus meningioma
Marker Procenat pozitivnih 1 2 3 Razlike izmedu
senescencije celija gradusa meningioma

N N N
Grupa 1 (0 %) 4 2 0
Grupa 2 (1-25 %) 138 112 7

H=2,233

- o 5

p21 Grupa 3 (26-50 %) 36 15 0 p=0327
Grupa 4 (51-75 %) 0 3 0
Grupa 5 (76-100 %) 1 0 0
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Grafik 9: Poredenje ekspresije p21 markera senescencije predstavljeno prema gradusu meningioma

Nije bila uocena korelacija izmedu ekspresije p21 1 starosti pacijenata (Rho = 0,059, p = 0,292).
Sli¢no tome, nije primecena korelacija izmedu ekspresije p21 i broja mitoza (p = 0,230). Lokalizacija
meningioma nije bila u korelaciji s pozitivnos$¢u na primenjeni marker senescencije p21 (Rho =4,055,
p=0,132).

4.7. Povezanost ekspresije SA-B-GAL markera senescencije sa
polom 1 staroS¢u pacijenata, gradusom, lokalizacijom, kao 1
mitotskom aktivno$¢u meningioma

Poredena je ekspresije SA-B-GAL markera senescencije prema polu (Tabela 9). Razlike u ekspresiji
SA-B-GAL u meningiomima nisu primecene izmedu polova (p = 0,395).

Tabela 9: Poredenje ekspresije SA-B-GAL markera senescencije predstavljeno prema polu pacijenata

Pol
. p vrednost
Marker" Intenzitet bojenja Muski Zenski

senescencije

N N

Negativna ekspresija 23 38

Slaba ekspresija 10 35 0,395

SA-B-GAL

Umerena ekspresija 40 99

Jaka ekspresija 20 53

Poredena je ekspresija SA-B-GAL markera senescencije prema gradusu meningioma (Tabela 10) i
(Grafik 10). Primecena je pozitivna korelacija statisticke znacajnosti izmedu gradusa meningioma i
ekspresije SA-B-GAL (Rho = 0,176, p = 0,002). Analizom razlika izmedu grupa gradusa dobijena je
statisticki znacajna razlika (p = 0.007). Meningiomi gradusa 1 i gradusa 2 pokazali su statisticki
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znacajne razlike u pogledu ekspresije SA-B-GAL (p = 0,004). Sli¢no kao i u slucaju sa primenjenim
markerom senescencije pl6, statisticka znacajnost u vezi sa ekspresijom SA-B-GAL ostaje i nakon
upotrebe Bonferroni korekcije (p = 0,012). Statisti¢ki znacajne razlike u ekspresiji SA-B-GAL izmedu
meningioma gradusa 1 i gradusa 3, kao i izmedu meningioma gradusa 2 i meningioma gradusa 3 nisu
uocene (p = 0,117 za prvo, p = 0,406 za drugo).

Tabela 10: Poredenje ekspresije SA-B-GAL markera senescencije predstavljeno prema gradusu meningioma

Gradus meningioma
Marker" Intenzitet bojenja 1 2 3 Razlike 1zr.nef.lu
senescencije gradusa meningioma
N N N
H=9,992
Negativna ekspresija 41 19 1 p=0,007
. Gl vs G2
Slaba ekspresija 32 13 0 p = 0,004
SA-B-GAL
Umerena ekspresija 73 63 3 Gl vs G3
p=0,117
Jaka ekspresija 33 37 3 G2 vs G3
p =0,406
=
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g ,% 40%
= 30%
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Grafik 10: Poredenje ekspresije SA-B-GAL markera senescencije predstavljeno prema gradusu meningioma

Primecena je pozitivna korelacija statisticke znacajnosti izmedu SA-B-GAL i starosti pacijenata (Rho
= 0,214, p < 0,01). Korelacija izmedu broja mitoza i ekspresije SA-B-GAL bila je blizu statisticke
znacajnosti (p = 0,066). Nije primecena statisticki znacajna korelacija izmedu pozitivnosti SA-B-GAL
1 lokalizacije meningioma (Rho = 4,273, p = 0,118).
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4.8. Poredenje ekspresije markera senescencije izmedu razli¢itih
histoloskih podtipova meningioma

Poredenjem ekspresije pl6, p21 i SA-B-GAL izmedu razlicitih histoloskih podtipova meningioma
gradusa 1 nisu uocene statisticki znacajne razlike (Tabele 11, 12 i 13). Ova analiza ekspresije
pomenutih markera je uc¢injena izmedu histoloskih podtipova meningioma gradusa 1 sa ciljem
utvrdivanja uticaja histoloskih/morfoloskih karakteristika meningioma. Hordoidni meningiomi nisu
obuhvaceni ovom analizom, budu¢i da pripadaju meningiomima gradusa 2.

Tabela 11: Rezultati ispitivanja razlike u ekspresiji p16 izmedu razlicitih histoloskih podtipova meningioma
gradusa 1.

Histoloski podtipovi meningioma p vrednost bez korekcionog | p vrednost sa korekcionim
gradusa 1 faktora (Bonferoni) faktorom (Bonferoni)

angiomatozni-sekretorni 0.844 1.000
angiomatozni-mikrocisti¢ni 0.809 1.000
angiomatozni-psamomatozni 0.803 1.000
angiomatozni-tranzicionalni 0.298 1.000
angiomatozni-fibroblasti¢ni 0.375 1.000
angiomatozni-meningotelijalni 0.253 1.000
sekretorni-mikrocisti¢ni 0.960 1.000
sekretorni-psamomatozni 0.948 1.000
sekretorni-tranzicionalni 0.610 1.000
sekretorni-fibroblasti¢ni 0.617 1.000
sekretorni-meningotelijalni 0.473 1.000
mikrocisti¢ni-psamomatozni 0.988 1.000
mikrocisti¢ni-tranzicionalni 0.688 1.000
mikrocisti¢ni-fibroblasti¢ni 0.683 1.000
mikrocisti¢ni-meningotelijalni 0.539 1.000
psamomatozni-tranzicionalni 0.718 1.000
psamomatozni-fibroblasti¢ni 0.709 1.000
psamomatozni-meningotelijalni 0.568 1.000
tranzicionalni-fibroblasti¢ni 0.935 1.000
tranzicionalni-meningotelijalni 0.674 1.000
fibroblasti¢ni-meningotelijalni 0.779 1.000
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Tabela 12: Rezultati ispitivanja razlike u ekspresiji p21 izmedu razli¢itih histoloskih podtipova meningioma
gradusa 1.

Histoloski podtipovi meningioma p vrednost bez korekcionog p vrednost sa korekcionim
gradusa 1 faktora (Bonferoni) faktorom (Bonferoni)

mikrocisti¢ni-psamomatozni 0.915 1.000
mikrocisti¢ni-fibroblasti¢ni 0.798 1.000
mikrocisti¢ni-meningotelijalni 0.360 1.000
mikrocisti¢ni-angiomatozni 0.250 1.000
mikrocisti¢ni-tranzicionalni 0.112 1.000
mikrocisti¢ni-sekretorni 0.061 1.000
psamomatozni-fibroblasti¢ni 0.905 1.000
psamomatozni-meningotelijalni 0.450 1.000
psamomatozni-angiomatozni 0.331 1.000
psamomatozni-tranzicionalni 0.171 1.000
psamomatozni-sekretorni 0.089 1.000
fibroblasti¢ni-meningotelijalni 0.382 1.000
fibroblasti¢ni-angiomatozni 0.229 1.000
fibroblasti¢ni-tranzicionalni 0.052 1.000
fibroblasti¢ni-sekretorni 0.043 0.910
meningotelijalni-angiomatozni 0.795 1.000
meningotelijalni-tranzicionalni 0.444 1.000
meningotelijalni-sekretorni 0.207 1.000
angiomatozni-tranzicionalni 0.613 1.000
angiomatozni-sekretorni 0.270 1.000
tranzicionalni-sekretorni 0.379 1.000
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Tabela 13: Rezultati ispitivanja razlike u ekspresiji SA-B-GAL izmedu razlicitih histoloskih podtipova
meningioma gradusa 1.

Histoloski podtipovi meningioma p vrednost bez korekcionog p vrednost sa korekcionim
gradusa 1 faktora (Bonferoni) faktorom (Bonferoni)
meningotelijalni-angiomatozni 0.629 1.000
meningotelijalni-psamomatozni 0.174 1.000
meningotelijalni-fibroblasti¢ni 0.021 0.449
meningotelijalni-tranzicionalni 0.004 0.086
meningotelijalni-mikrocisti¢ni 0.055 1.000
meningotelijalni-sekretorni 0.004 0.093
angiomatozni-psamomatozni 0.293 1.000
angiomatozni-fibroblasti¢ni 0.050 1.000
angiomatozni-tranzicionalni 0.011 0.231
angiomatozni-mikrocisti¢ni 0.106 1.000
angiomatozni-sekretorni 0.010 0.214
psamomatozni-fibroblasti¢ni 0.742 1.000
psamomatozni-tranzicionalni 0.689 1.000
psamomatozni-mikrocisti¢ni 0.680 1.000
psamomatozni-sekretorni 0.283 1.000
fibroblasti¢ni-tranzicionalni 0.955 1.000
fibroblasti¢ni-mikrocisti¢ni 0.868 1.000
fibroblasti¢ni-sekretorni 0.321 1.000
tranzicionalni-mikrocisti¢ni 0.882 1.000
tranzicionalni-sekretorni 0.275 1.000
mikrocisti¢ni-sekretorni 0.506 1.000
4.9. Korelacije izmedu markera senescencije

Analiza korelacije izmedu markera senescencije u celokupnoj kohorti pokazala je statisticki znacajnu
pozitivnu korelaciju izmedu SA-B-GAL i p16 (Rho = 0,150, p = 0,008), kao i izmedu SA-B-GAL i
p21 (Rho=0,115, p=0,041). Statisticki znacajne korelacije izmedu ekspresije p16 i p21 u celokupnoj
kohorti nisu primeéene (Rho = 0,027, p = 0,638).

Osim toga, analizirana je korelaciju izmedu markera senescencije posebno u svakom od tri gradusa
meningioma.

U meningiomima gradusa 1, primec¢ena je statisti¢ki znacajna pozitivna korelacija izmedu SA-B-GAL
i pl6 (Rho = 0,160, p = 0,033). Korelacija izmedu SA-B-GAL i p21 bila je blizu statisticke
znacajnosti, ali formalno odsutna (Rho = 0,143, p = 0,056). U meningiomima gradusa 1 nije
primecena korelacija izmedu ekspresije p16 i p21 (Rho =0,076, p=0,314).

Sto se ti¢e meningiomima gradusa 2, nijedna od korelacija izmedu primenjenih markera starenja nije
dostigla statisticku znacajnost (SA-B-GAL vs. p16: Rho = 0,097, p = 0,266; SA-B-GAL vs. p21: Rho
=0,114, p=0,190; p16 vs. p21: Rho =-0,030, p = 0,732).

Na kraju, korelacija izmedu markera senescencije u meningiomima gradusa 3 nije mogla biti
procenjena zbog male veli¢ine uzorka i nedostatka heterogenosti u rezultatima.
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4.10. Imunohistohemijska ekspresija markera Hedgehog signalnog
puta

Analiza ekspresije markera Hedgehog signalnog puta pokazala je veliku raznovrsnost. Za markere
GLI3, GLI2 i SUFU, a prema procentu pozitivnih (obojenih) ¢elija, pet grupa bojenja je definisano:
grupa 0 (0 %), grupa 1 (1-25 %), grupa 2 (26-50 %), grupa 3 (51-75 %) i grupa 4 (76-100 %)
(Ilustracija 23) i (Tabela 14).
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Ilustracija 23 (A-I): Imunohistohemijska ekspresija na GLI2, GLI3 i SUFU A) GLI2 bojenje, meningiom
gradus 1, uveliCanje 40x. B) GLI2 bojenje, meningiom gradus 2, uveli¢anje 40x. C) GLI2 bojenje,
meningiom gradus 3, uvelicanje 40x. D) GLI3 bojenje, meningiom gradus 1, uveli¢anje 40x. E) GLI3
bojenje, meningiom gradus 2, uveli¢anje 40x. F) GLI3 bojenje, meningiom gradus 3, uveli¢anje 40x. G)
SUFU bojenje, meningiom gradus 1, uveli¢anje 40x. H) SUFU bojenje, meningiom gradus 2, uveli¢anje 40x.
I) SUFU bojenje, meningiom gradus 3, uvelicanje 40x.
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Tabela 14: Ekspresija markera Hedgehog signalnog puta (GLI2, GLI3 i SUFU) u meningiomima metodom

imunohistohemije

Markeri Hedgehog signalnog

Procenat pozitivnih éelija

N (%)

puta
Grupa 1 (0 %) 60 (18,9 %)
Grupa 2 (1-25 %) 165 (51,9 %)
GLI3 Grupa 3 (26-50 %) 79 (24,8 %)
Grupa 4 (51-75 %) 11 (3,5 %)
Grupa 5 (76-100 %) 3(0,9 %)
Grupa 1 (0 %) 54 (17,0 %)
Grupa 2 (1-25 %) 131 (41,3 %)
GLI2 Grupa 3 (26-50 %) 97 (30,6 %)
Grupa 4 (51-75 %) 19 (6,0 %)
Grupa 5 (76-100 %) 16 (5,0 %)
Grupa 1 (0 %) 81 (25,5 %)
Grupa 2 (1-25 %) 167 (52,5 %)
SUFU Grupa 3 (26-50 %) 66 (20,8 %)

Grupa 4 (51-75 %)

2(0,6 %)

Grupa 5 (76-100 %)

2(0,6 %)

Ekspresija markera GLI3 bila je sa najve¢im brojem pacijenata u grupi 2 (51,9 %), pra¢ena grupom

3 (24,8 %) i potom grupom 1 (18,9 %). Najmanje pacijenata je bilo u grupi 4 (3,5 %) i grupi 5 (0,9 %)

(Grafik 11).
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Grafik 11: Distribucija pacijenata sa meningiomom predstavljena prema GLI3 ekspresiji

Ekspresija GLI2 bila sa najve¢im udelom pacijenata (41,3 %) takode iz grupe 2, praéena grupom 3
(30,6 %) i potom grupom 1 (17,0 %). Najmanje pacijenata je i slu¢aju GLI2 ekspresije bilo u grupi 4
(6,0 %) 1 grupi 5 (5,0 %) (Grafik 12).
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Grafik 12: Distribucija pacijenata sa meningiomom predstavljena prema GLI2 ekspresiji
SUFU ekspresija je i ovde zabelezena najveéim udelom u grupi 1 pacijenata (52,5 %), pra¢ena

grupom 0 (25,5 %) i potom grupom 2 (20,8 %). Najmanje pacijenata je i u slu¢aju SUFU ekspresije
bilo u grupama 3 i 4 (u svakoj po 0,6 %) (Grafik 13).
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Grafik 13: Distribucija pacijenata sa meningiomom predstavljena prema SUFU ekspresiji

4.11.  Povezanost ekspresije GLI3 Hedgehog signalnog puta sa polom
1 staroS¢u pacijenata, gradusom, lokalizacijom, kao i1 mitotskom
aktivnoS¢u meningioma

Poredena je ekspresije GLI3 markera Hedgehog signalnog puta prema polu (Tabela 15). Pacijenti
muskog pola su pokazali nizu ekspresiju GLI3 u poredenju sa zZenskim pacijentima (p = 0,002).

Tabela 15: Poredenje ekspresije GLI3 markera Hedgehog signalnog puta predstavljeno prema polu pacijenata

Pol
szrker Hedgehog Procenz}t [.).()thanlh Muzki Zenski p vrednost
signalnog puta celija

N N

Grupa 1 (0 %) 14 46

Grupa 2 (1-25 %) 38 127

GLI3 Grupa 3 (26-50 %) 36 43 0,002

Grupa 4 (51-75 %) 4 7
Grupa 5 (76-100 %) 1 2

Poredena je ekspresija GLI3 markera Hedgehog signalnog puta prema gradusu meningioma (Tabela
16) i (Grafik 14). Uocena je statisticki znac¢ajna razlika u ekspresiji GLI3 medu razli¢itim gradusima
meningioma (p = 0,003). Post hoc poredenjem otkriveno je da postoji statisticki znacajna razlika
izmedu meningioma gradusa 1 i meningioma gradusa 2 (p = 0,010). Isto tako, postoji statisticki
znacajna razlika izmedu meningioma gradusa 1 i meningioma gradusa 3 (p = 0,041), dok razlika
izmedu meningioma gradusa 2 i meningioma gradusa 3 nije bila statisti¢ki znacajna (p = 0,242).
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Tabela 16: Poredenje ekspresije GLI3 markera Hedgehog signalnog puta predstavljeno prema gradusu

meningioma
Marker Procenat pozitivnih A e
Hedgehog c,elli’ja v 1 2 3 p vrednost
ignal t
signalnog puta N N N
Grupa 1 (0 %) 39 21 p=0,003
Gl vs G2
_ 0
Grupa 2 (1-25 %) 101 61 3 p=0.010
_ 0
GLI3 Grupa 3 (26-50 %) 34 41 4 Gl vs G3
Grupa 4 (51-75 %) 5 6 0 p=0,041
G2 vs G3
B 0
Grupa 5 (76-100 %) 0 3 0 p=0242
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Grafik 14: Poredenje ekspresije GLI3 markera Hedgehog signalnog puta predstavljeno prema gradusu
meningioma

Tabela 17 pokazuje poredenje ekspresije GLI3 markera Hedgehog signalnog puta prema lokalizaciji.
Analiza ekspresije GLI3 u odnosu na lokalizaciju meningioma otkrila je statisticki znacajne razlike
(p = 0,016). Post hoc tumacenje rezultata parnih poredenja lokalizacija meningioma u odnosu na
ekspresiju GLI3 ukazuje na znacajne razlike izmedu odredenih grupa. Statisticki znac¢ajno smanjenje
ekspresije GLI3 u spinalnim meningiomima u odnosu na meningiome na konveksitetu (p = 0,008).
Statisticka znacajnost ostaje i uz koris¢enje Bonferoni korekcije (p = 0,024). Takode postoji statisticki
znacajno smanjenje ekspresije GLI3 u spinalnim meningiomima u odnosu na meningiome bazalne
lokalizacije (p = 0,005, prilagodeni p = 0,015). Medutim, nije utvrdena statisticki znacajna razlika u
ekspresiji GLI3 izmedu meningioma na konveksitetu i meningioma baze lobanje (p = 0,543,

Bonferoni korek

cija p = 1,000).
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Tabela 17: Poredenje ekspresije GLI3 markera Hedgehog signalnog puta predstavljeno prema lokalizaciji
meningioma

Lokalizacija
Marker Procenat
Hedgehog e et o ree Baza lobanje | Konveksitet Spinalno p vrednost
. pozitivnih ¢elija
signalnog puta N N N
Grupa 1 (0 %) 11 40 9
Grupa 2 (1-25 %) 45 105 1
GLI3 Grupa 3 (26-50 %) 23 55 1 0,016
Grupa 4 (51-75 %) 3 7 1
Grupa 5 (76-100 %) 0 3 0

Ispitivana je povezanost GLI3 markera sa staro§¢u, brojem mitoza i gradusom tumora. Nije utvrdena
statistiCki znacajna korelacija izmedu ekspresije markera GLI3 i starosti pacijenata (Rho = 0,052, p =
0,357). Postoji statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu ekspresije GLI3 i broja mitoza u
meningiomima (Rho = 0,146, p = 0,009). Takode, uo€ena je statisticki znacajna pozitivna korelacija
izmedu ekspresije GLI3 i gradusa meningioma (Rho = 0,210, p <0,001).

4.12.  Povezanost ekspresije GLI2 Hedgehog signalnog puta sa polom

1 staroS¢u pacijenata, gradusom, lokalizacijom, kao i1 mitotskom
aktivno$¢u meningioma

Poredena je ekspresija GLI2 markera Hedgehog signalnog puta prema polu pacijenata (Tabela 18).

Nisu zabelezene znacajne razlike u ekspresiji GLI2 izmedu pacijenata muskog i Zenskog pola (p =

0,413).

Tabela 18: Poredenje ekspresije GLI2 markera Hedgehog signalnog puta predstavljeno prema polu pacijenata

Pol
szrker Hedgehog Procenz}t [_).ozmvnlh Muzki Zenski p vrednost
signalnog puta Celija
N N
Grupa 1 (0 %) 19 35
Grupa 2 (1-25 %) 37 94
GLI2 Grupa 3 (26-50 %) 26 71 0,413
Grupa 4 (51-75 %) 5 14
Grupa 5 (76-100 %) 5 11

Poredena je ekspresija GLI2 markera Hedgehog signalnog puta prema gradusu meningioma (Tabela
19) 1 (Grafik 15). Analiza ekspresije gena GLI2 nije pokazala statistiCki znaCajne razlike prema
gradusu meningioma (p = 0,124).
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Tabela 19: Poredenje ekspresije GLI2 markera Hedgehog signalnog puta predstavljeno prema gradusu
meningioma

Marker Gradus meningioma
Hedgehog P“’cenztelli’j‘;m”“‘h 1 2 3 p vrednost
ignal t
signalnog puta N N N
Grupa 1 (0 %) 36 18 0
Grupa 2 (1-25 %) 76 50 5
GLI2 Grupa 3 (26-50 %) 50 46 1 0,124
Grupa 4 (51-75 %) 9 9 1
Grupa 5 (76-100 %) 8 8 0
2 100%
&
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]
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Grafik 15: Poredenje ekspresije GLI2 markera Hedgehog signalnog puta prema gradusu

(Tabela 20 pokazuje poredenje ekspresije GLI2 markera Hedgehog signalnog puta prema lokalizaciji
meningioma. Nisu zabelezene znacajne razlike u ekspresiji gena GLI2 izmedu razlic¢itih lokalizacija
meningioma (p = 0,251).
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Tabela 20: Poredenje ekspresije GLI2 markera Hedgehog signalnog puta predstavljeno prema lokalizaciji
meningioma

Lokalizacija
Marker Procenat
Hedgehog e et o re. Baza lobanje | Konveksitet Spinalno p vrednost
. pozitivnih Celija
signalnog puta N N N
Grupa 1 (0 %) 13 37 4
Grupa 2 (1-25 %) 26 93 12
GLI2 Grupa 3 (26-50 %) 34 58 5 0,251
Grupa 4 (51-75 %) 6 10 3
Grupa 5 (76-100 %) 3 11 2

Ispitivana je povezanost GLI2 markera sa staro$¢u, brojem mitoza i gradusom tumora. Starost
pacijenata nije pokazala statisticki znacajnu korelaciju sa ekspresijom GLI2 (Rho = 0,003, p=0,951).
Broj mitoza takode nije pokazao znacajnu korelaciju sa ekspresijom GLI2 (Rho = 0,087, p = 0,123).
Analiza u vezi s gradusom tumora takode nije otkrila zna¢ajnu korelaciju s ekspresijom GLI2 (Rho
=0,078,p=0,165).

4.13.  Povezanost ekspresije SUFU Hedgehog signalnog puta sa polom
1 staroS¢u pacijenata, gradusom, lokalizacijom, kao i1 mitotskom
aktivno$¢u meningioma

Poredena je ekspresije SUFU markera Hedgehog signalnog puta prema polu (Tabela 21). Nema
statistiCki znacajne razlike u ekspresiji SUFU izmedu muskih i Zenskih pacijenata (p = 0,353).

Tabela 21: Poredenje ekspresije SUFU markera Hedgehog signalnog puta predstavljeno prema polu
pacijenata

Pol
szrker Hedgehog Procenz}t [_).ozmvnlh Muski Zenski p vrednost
signalnog puta Celija

N N

Grupa 1 (0 %) 28 53

Grupa 2 (1-25 %) 45 122

SUFU Grupa 3 (26-50 %) 20 46 0,353

Grupa 4 (51-75 %) 0 2
Grupa 5 (76-100 %) 0 2

Poredena je ekspresija SUFU markera Hedgehog signalnog puta prema gradusu (Tabela 22) i (Grafik
16). Nema statisticki znacajnih razlika u ekspresiji SUFU izmedu razli¢itih gradusa meningioma (p
=0,161).
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Tabela 22: Poredenje ekspresije SUFU markera Hedgehog signalnog puta predstavljeno prema gradusu
meningioma

Gradus meningioma
Marker Procenat itivnih
Hedgehog oce c,elli’j‘;” v 1 2 3 p vrednost
ignal t
signalnog puta N N N
Grupa 1 (0 %) 38 41 2
Grupa 2 (1-25 %) 99 66 2
SUFU Grupa 3 (26-50 %) 40 23 3 0,161
Grupa 4 (51-75 %) 1 1 0
Grupa 5 (76-100 %) 1 1 0
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n
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Grafik 16: Poredenje ekspresije SUFU markera Hedgehog signalnog puta predstavljeno prema gradusu
menigioma

Tabela 23 pokazuje poredenje ekspresije SUFU markera Hedgehog signalnog puta prema lokalizaciji.

Nema statisticki znacajnih razlika u izraZzavanju ekspresije SUFU izmedu razlicitih lokalizacija
meningioma (p = 0,120).

42



Tabela 23: Poredenje ekspresije SUFU markera Hedgehog signalnog puta predstavljeno prema lokalizaciji
tumora

Lokalizacija
Marker Procenat
Hedgehog e et o re. Baza lobanje | Konveksitet Spinalno p vrednost
. pozitivnih ¢elija
signalnog puta N N N
Grupa 1 (0 %) 16 60 5
Grupa 2 (1-25 %) 50 106 11
SUFU Grupa 3 (26-50 %) 15 43 8 0,120
Grupa 4 (51-75 %) 1 0 1
Grupa 5 (76-100 %) 0 1 1

Ispitivana je povezanost SUFU markera sa staro$¢u, brojem mitoza i gradusom tumora. Nema
znacajne korelacije izmedu eskpresije SUFU i starosti pacijenata (Rho = -0,091, p=0,107). Nema
znacajne korelacije izmedu ekspresije SUFU i broja mitoza u meningiomima (Rho = -0,053, p =
0,349). Nema znacajne korelacije izmedu ekspresije gena SUFU i gradusa meningioma (Rho = -
0,081, p=10,149).

4.14. Poredenje ekspresije markera Hedgehog signalnog puta izmedu
razli¢itih histoloSkih podtipova meningioma

Poredenjem ekspresije GLI2, GLI3 i SUFU izmedu razlicitih histoloskih podtipova
meningioma gradusa 1 su uocene pojedinacne statisticki znacajne razlike u ekspresiji GLI2 i SUFU,
dok u ekspresiji GLI3 nisu uocene (Tabela 24, 25 i 26). U ekspresiji GLI2 dominiraju statisticki
znacajne razlike u poredenju angiomatoznih meningioma, sa jedne strane sa tranzicionalnim i
meningotelijalnim meningiomima, sa druge strane (Tabela 25). Prilikom analiza razlika u espresiji
SUFU uzmedu histolopkih podtipova meningioma statisti¢kiznacajne razlike su uocene u poredenju
psamomatoznih meningioma, sa jedne strane, sa meningotelijalim, angiomatoznim i mikrocistinim
meningiomima, sa druge strane. Statisticki znac¢ajne razlike u poredenju ekspresije SUFU su takode
uocCene izmedu fibroblasticnih meningioma, sa jedne strane i tranzicionalnih, meningotelijalnih,
angiomatoznih i mikrocistih meningioma, sa druge strane (Tabela 26).

Ova analiza ekspresije pomenutih markera je ucinjena izmedu histoloskih podtipova
meningioma gradusa 1 sa ciljem utvrdivanja uticaja histoloskih/morfoloskih karakteristika
meningioma. Hordoidni meningiomi nisu obuhvadeni ovom analizom, budu¢i da pripadaju
meningiomima gradusa 2.
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Tabela 24: Rezultati ispitivanja razlike u ekspresiji GLI3 izmedu razli¢itih histoloskih podtipova meningioma
gradusa 1.

Histoloski podtipovi meningioma p vrednost bez korekcionog | p vrednost sa korekcionim
gradusa 1 faktora (Bonferoni) faktorom (Bonferoni)

meningotelijalni-angiomatozni 0.738 1.000
meningotelijalni-psamomatozni 0.651 1.000
meningotelijalni-mikrocisti¢ni 0.634 1.000
meningotelijalni-sekretorni 0.589 1.000
meningotelijalni-tranzicionalni 0.378 1.000
meningotelijalni-fibroblasticni 0.140 1.000
angiomatozni-psamomatozni 0.822 1.000
angiomatozni-mikrocisti¢ni 0.811 1.000
angiomatozni-sekretorni 0.771 1.000
angiomatozni-tranzicionalni 0.586 1.000
angiomatozni-fibroblasti¢ni 0.215 1.000
psamomatozni-mikrocisticni 0.998 1.000
psamomatozni-sekretorni 0.977 1.000
psamomatozni-tranzicionalni 0.934 1.000
psamomatozni-fibroblasti¢ni 0.524 1.000
mikrocisticni-sekretorni 0.979 1.000
mikrocisti¢ni-tranzicionalni 0.934 1.000
mikrocisti¢ni-fibroblasti¢ni 0.508 1.000
sekretorni-tranzicionalni 0.958 1.000
sekretorni-fibroblasticni 0.499 1.000
tranzicionalni-fibroblasti¢ni 0.328 1.000
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Tabela 25: Rezultati ispitivanja razlike u ekspresiji GLI2 izmedu razlic¢itih histoloskih podtipova meningioma
gradusa 1.

Histoloski podtipovi meningioma p vrednost bez korekcionog | p vrednost sa korekcionim
gradusa 1 faktora (Bonferoni) faktorom (Bonferoni)

angiomatozni-mikrocisti¢ni 0.348 1.000
angiomatozni-fibroblasti¢ni 0.087 1.000
angiomatozni-psamomatozni 0.183 1.000
angiomatozni-tranzicionalni 0.002 0.037
angiomatozni-sekretorni 0.036 0.763
angiomatozni-meningotelijalni 0.003 0.064
mikrocisti¢ni-fibroblasti¢ni 0.752 1.000
mikrocisti¢ni-psamomatozni 0.719 1.000
mikrocisti¢ni-tranzicionalni 0.341 1.000
mikrocisticni-sekretorni 0.389 1.000
mikrocisti¢ni-meningotelijalni 0.201 1.000
fibroblasti¢ni-psamomatozni 0.901 1.000
fibroblasti¢ni-tranzicionalni 0.373 1.000
fibroblasti¢ni-sekretorni 0.473 1.000
fibroblasti¢ni-meningotelijalni 0.203 1.000
psamomatozni-tranzicionalni 0.667 1.000
psamomatozni-sekretorni 0.648 1.000
psamomatozni-meningotelijalni 0.419 1.000
tranzicionalni-sekretorni 0.869 1.000
tranzicionalni-meningotelijalni 0.474 1.000
sekretorni-meningotelijalni 0.738 1.000
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Tabela 26: Rezultati ispitivanja razlike u ekspresiji SUFU izmedu razlicitih histoloskih podtipova meningioma
gradusa 1.

Histoloski podtipovi meningioma p vrednost bez korekcionog | p vrednost sa korekcionim
gradusa 1 faktora (Bonferoni) faktorom (Bonferoni)

psamomatozni-fibroblasticni 0.809 1.000
psamomatozni-sekretorni 0.369 1.000
psamomatozni-tranzicionalni 0.107 1.000
psamomatozni-meningotelijalni 0.043 0.903
psamomatozni-angiomatozni 0.029 0.609
psamomatozni-mikrocisti¢ni 0.032 0.671
fibroblasti¢ni-sekretorni 0.385 1.000
fibroblasti¢ni-tranzicionalni 0.035 0.736
fibroblasti¢ni-meningotelijalni 0.015 0.305
fibroblasti¢ni-angiomatozni 0.006 0.126
fibroblasti¢ni-mikrocisticni 0.016 0.346
sekretorni-tranzicionalni 0.576 1.000
sekretorni-meningotelijalni 0.253 1.000
sekretorni-angiomatozni 0.197 1.000
sekretorni-mikrocisti¢ni 0.165 1.000
tranzicionalni-meningotelijalni 0.318 1.000
tranzicionalni-angiomatozni 0.205 1.000
tranzicionalni-mikrocisti¢ni 0.205 1.000
meningotelijalni-angiomatozni 0.913 1.000
meningotelijalni-mikrocisti¢ni 0.626 1.000
angiomatozni-mikrocisticni 0.672 1.000

4.15. Korelacije izmedu markera Hedgehog signalnog puta

Ispitivanjem korelacije elemenata Hedgehog signalnog puta, GLI2, GLI3 i SUFU uocena je statisticki
znacajna pozitivna korelacija izmedu GLI2 I GLI3 (koeficijent korelacije 0,201, p manje od 0,001),
kao 1 statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu ekspresije SUFU 1 GLI2 u celoj kohorti
meningioma (koeficijent korelacije 0,239, p manje od 0,001).
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5. Diskusija

U ovom istrazivanju ispitivali smo ulogu senescencije i elemenata Hedgehog signalnog puta u
meningiomima, na kohorti od 318 meningioma, medu kojima se nalaze meningiomi histoloskog
gradusa 1, 2 1 3, koriste¢i tkivne mikronizove i imunohistohemiju.

Senescencija je ispitivana primenom naj¢es¢e koris¢enih markera senescencije SA-B-GAL, pl61ip21
(62). Uoceno je povecanje ekspresije dva od tri primenjena markera senescencije, SA-B-GAL 1 p16,
kod meningioma gradusa 2, u poredenju sa meningiomima gradusa 1, $to ukazuje na aktivaciju
sensecencije sa porastom gradusa meningioma. Ekspresija SA-B-GAL je pozitivno korelirala sa
godinama starosti pacijenata. Ekspresija markera senescencije nije bila u korelaciji sa lokalizacijom
meningioma (95).

Senescencija je izuzetno kompleksan proces za Cije istraZivanje i detekciju je neophodna primena
veceg broja markera, kao Sto je ucinjeno u naSem istrazivanju (62,96). Problematika ispitivanja
senescencije ogleda se u €injenici da nijedan od markera koji se moZe primeniti, poput markera
koriS¢enih u ovom istrazivanju nije niti specifican, niti senzitivan samo za proces senescencije, veé
se detektuje 1 okviru drugih bioloskih i biohemijskih, kako fizioloskih, tako i patoloskih procesa
unutar ¢elija (62,96).

Najnovija istrazivanja predlazu razmatranje tradicionalnih parametara koji se analiziraju prilikom
gradiranja meningioma (broj mitoza, inzvazija mozdanog parenhima i dr.) i uvodenje markera
senescencije pl6, kao surogata homozigotne delecije CDKN2A/B u gradiranju meningioma. Na
ovakav predlog ukazuju brojna skorasnja istrazivanja, sprovedena razli¢itim sofisticiranim metodama
molekularne biologije (reakcija lancane polimerizacije, sekvencioniranje nove generacije i sl.), koje
pokazuju da je kod meningioma agresivnog bioloSkog ponasanja, nezavisno od histoloskog gradusa
i njegove lokalizacije, detektovana homozigotna delecije CDKN2A/B (97-101).

Iako se meningiomi ¢eS¢e sre¢u kod zena, nije uoCena statisticki znacajna razlika u ekspresiji pl16
izmedu polova kako u ovom istrazivanju, tako i u prethodnim istrazivanjima (20,98,99). Senescencija
je proces koji moze i ne mora biti povezan sa procesom starenja (62). Odsustvo korelacije ekspresije
markera pl6 sa uzrastom pacijenata u ovom istrazivanju ukazuje da je pl6 (produkt gena
CDKN2A/B, lokalizovanog na hromozomu 9) nezavisni marker senescencije u tkivu meningioma u
svim uzrastima. Sa druge strane, treba imati u vidu da su uzrast pacijenata i abnormalnosti
hromozoma 14, koji su uoceni u pojedinim radovima, nezavisni prognosticki faktori duzeg
prezivljavanja kod pacijenata lecenih od meningioma (102,103).

Jedan od markera senescencije p16, je dobro poznat inhibitor ciklin zavisne kinaze koji dovodi do
zaustavljanja celijskog ciklusa u GI1 fazi. Smatra se da je senescencija primarno uzrokavana
aktivacijom pomenutog markera (104). Pove¢anjem inteziteta i ekstenzivnosti imunohistohemijske
pozitivnosti na p16 ukazuje na povecanje aktivnosti ovog markera i tendenciju tumorskog tkiva da
zaustavi Celijski ciklus i potencijalno aktivira senescenciju. Sa druge strane, smanjenje aktivnosti
markera senescencije pl6 ukazuje na smanjenje aktivnosti gena ukljucenih u regulaciju senescencije
1 SASP, §to dovodi do inhibicije procesa senescencije (105). Pored pomenutog, gubitak ekspresije
p16 bi se mogao posmatrati i kao surogat delecije/mutacije gena CDKNA2, vodeci ka nemoguénosti
zaustavljanja celijskog ciklusa, promovisuéi progresiju tumora u visi gradus i na taj nacin zaobilazeci
aktivaciju senescencije (106,107). Istrazivanje koje je sprovedeno u okviru ove doktorske disertacije
je pokazalo statisti¢ki znacajan porast ekspreseije p16 kod meningioma gradusa 2, u poredenje sa
meningiomima gradusa 1. Takode je uocena slabo pozitivna korelacija izmedu ekpresije p16 i gradusa
meningioma, §to je u skladu sa skora$njim istraZzivanjem u kome je pokazano da su meningiomi
gradusa 1 veé¢inom pl6 negativni, ve¢ina meningioma gradusa 2 su p16 pozitivni, a da se maligna
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transformacija u meningiome gradusa 3, pradena veoma agresivhim bioloSkim ponasanjem
karakteriSe ponovnim gubitkom pozitivnosti na p16 marker senescencije (106). Odsustvo statisticki
znaajne razlike u ekspresiji pl6 izmedu meningioma gradusa 1 i gradusa 3, kao 1 izmedu
meningioma gradusa 2 i gradusa 3 bi mogla pre svega biti objasnjena vrlo malim brojem meningioma
gradusa 3 u ovom istrazivanju. Dominantan razlog za mali broj meningioma gradusa 3 u ovom
istrazivanju je §to su oni izuzetno retki, uprkos velikom broju operacija meningioma, ne samo na
klinici za neurohirgiju Univerzitetskog klini¢kog centra Srbije, kao najveceg centra za neurohirgiju u
Srbiji, nego 1 na svetskom nivou (17,108). Pozitivnost markera pl6 kod meningioma gradusa 2 bi
mogla biti objasnjena aktivacijom senescencije sa ciljem onemogucéavanja progresije tumora ka
viSem gradusu, tj. malignoj transformaciji. Uticaj inaktivacije i/ili blokade senescencije u malignoj
transformaciji meningioma se moze uociti kroz negativno bojenje na p16 u malignim meningiomima
(meningiomi gradusa 3). Ovaj podatak podrzva i stav da se imunohistohemijsko bojenje na p16 moze
koristiti kao surogat homozigotne delecije CDKNA2 (106). Budu¢i da su se kriterijumi za gradiranje
meningioma promenili, a da neki od njih nisu dostupni u materijalu za histopatoloSku analizu (ovaj
podatak se narocito odnosi na prisustvo sitnih fragmenata mozdanog parenhima i njegovu invazuju
meningiomom), imunohistohemjsko bojenje na pl6 bi u tom sluaju moglo biti korisno kod
meningioma gradusa 1 koji nisu u potpunosti hiruski resektabilni. Ova pozitivnost bi ukazivala na
potencijal takvog tumora ka malignoj transformaciji, kao i na potrebu za intenzivnim pracenjem i
¢es¢im kontrolama kod takvih pacijenata.

Marker senescencije SA-B-GAL je prvi prepoznati marker senescencije za ¢iju detekciju je primarno
koris¢eno histohemijsko bojenje (109). Istovremeno, SA-B-GAL pozitivnost se fizioloski uocava u
tkivu starijih osoba §to otezava razlikovanje senescencije od starenja, jo§ jednom stavljajuéi akcenat
na medusobnu isprepletanost i udruzenost dva procesa, senscencije i starenja. Vodeni prethodno
pomenutim, pozitivhost SA-B-GAL u ovom istrazivanju bi se mogla objasniti i aktivcijom
senescencije 1 uzrastom (staroS¢u) pacijenata. SA-B-GAL pozitivnost je bila intezivnija u
meningiomima gradusa 2, u poredenju sa meningiomima gradusa 1, $to ukazuje na inaktivaciju
senescencije. Sli¢ni rezultati su dobijeni i u skorasnjem istrazivanju na ¢elijskim kulturama malignih
meningioma (92,110). Istovremeno, u ovom istarzivanju je uocena pozitivna korelacija ekspresije
SA-B-GAL sa staro$¢u pacijenata, Sto ukazuje da je i proces starenja povezan sa SA-B-GAL
ekspresijom. Ispitivanje pozitivnosti SA-B-GAL u meningiomima bi moglo imati znacaj u proceni
potencijalnih terapeutskih efekata, imajuci u vidu da su pojedini senoliticki agensi konjugovani sa
SA-B-GAL. Ovakav terapijski pristup bi mogao dovesti do smrti ¢elija u kojima je aktiviran proces
senescencije (71). Na znacaj markera SA-B-GAL u aktivaciji senescencije kod meningioma ukazuje
1 rezultat ovog istrazivanja o pozitivnoj korelacija ekspresije SA-B-GAL sa gradusom meningioma.
Slicno kao i sa pl16 i p21, nije uocena statisticki znacanja razlika u ekspresiji SA-B-GAL izmedu
polova, §to ukazuje da je SA-B-GAL jo$ samo jedan od brojnih faktora kojim se ne moZze objasniti
veca incidenca meningioma kod zena i ceS€e agresivno bioloSko ponasanje meningioma kod
muskaraca (111). Odsustvo korelacije ekspresije SA-B-GAL sa lokalizacijom meningioma ukazuje
na to da aktivacija senscencije najverovatnije nije povezana sa njithovom lokalizacijom, kao §to je to
slu¢aj sa brojnim drugim genskim alteracijama (112,113).

Marker p21 je dobro poznati inhibitor CDKN. Ova njegova funkcija dolazi do izrazaja u procesu
senescencije, tako $to inhibira progresiju ¢elijskog ciklusa (114,115). U ovom istrazivanju je uocen
blag porast ekspresije p21 u meningiomima gradusa 2 u poredenju sa meningiomima gradusa 1, no
pomenuta razlika nije dostigla statisticku znacajnost, S§to ne govori u prilog aktivacije senescencije
preko p21 puta. Rezultati ove disertacije su u skladu sa prethodnim istrazivanjima u pogledu
ekspresije p21 u meningiomima, u kojima je zakljueno da se p2l pozitivnost retko opaza u
meningiomima gradusa 2 (116,117). Interesantan je podatak da je u prethodno navedenim studijama
uoCena povezanost rekurencije meningioma i gubitka p21 pozitivnosti, §to bi moglo da objasni
protektivni efekat aktivacije senescencije kod meningioma gradusa 2. Meta analiza ukazuje na sli¢ne
rezultate, da je slabija ekspresija p21 u meningiomima povezana sa kra¢im periodom bez rekurencije
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meningnioma, nezavisno od njihovog gradusa (118). Odsustvo razlike u ekspresiji p21 u
meningiomima izmedu polova bi moglo da ukaze da p21 nije uklju¢en u mehanizme koji dovode do
ceSc¢eg bioloski agresivnog ponaSanja meningioma kod muskaraca (119—-121). Odsustvo korelacije
uzrasta pacijenata sa ekspresijom p21 upucuje da bi se p21 mogao posmatrati kao isklju¢ivi marker
senescencije, za razliku od SA-B-GAL, ¢ija ekspresija u brojnim tkivima, kako fizioloski,tako i
patoloski, moze biti uzrokovana starenjem (122). Odsustvo korelacija ekspresije p21 i broja mitoza
je pomalo neocekivan rezultat, budu¢i da je p21, kao inhibitor ciklin zavisne kinaze ukljucen u
regulaciju ¢elijskog ciklusa i broja mitoza. Ipak, ¢elijski ciklus je izuzetno kompleksan fenomen koji
zavisi od velikog broja faktora, tako da bi se moglo zakljuciti da u tkivu meningioma dinamika
¢elijskog ciklusa, sagledana kroz mitotsku aktivnost, najverovatnije nije povezana sa p21 (123,124).
Ve¢ je pomenuto da meningiome razli€itih lokalizacija karakteriSe razli¢it spektar genetskih alteracija
(125). Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da p2l pozitivnost ne korelira sa lokalizacijom
meningioma, $to je u skladu sa ranijim istrazivanjima gde je uoceno da alteracije gena CDKNI1A, ¢iji
je produkt p21, ne spadaju u alteracije koje karakteriSu meningiome odredenih lokalizacija (126,127).

Senescencija je veoma kompleksan proces za ¢iju detekciju je neophodna primena veéeg broja
markera (62). U ovom istrazivanju, u kome su koriS¢ena tri markera senescencije, bi se moglo
zakljuciti da dolazi do aktivacije senescencije u meningiomima gradusa 2, buduci da je statisticki
znacajno pojacana ekspresija dva od tri primenjena markera senescencije u menigiomima gradusa 2
u poredenju sa meningiomima gradusa 1. Kao $to je prethodno pomenuto, potencijalna aktivacija
senescencije u meningiomima gradusa 2 bi se mogla posmatrati kao pokusaj zaustavljanja agresivnog
bioloSkog ponaSanja tumora u svojoj transformaciji u malignu formu tumora tj. meningiom gradusa
3. Iz ovog razloga, imunohistohemijska detekcija senescencije u meningiomima gradusa 2
dijagnostikovanim prema SZO kriterijumima bi mogla da se koristi kao prediktivni marker koji
govori u prilog manje agresivnog bioloskog ponaSanja tumora. Ovo zapazanje se naroc¢ito odnosi na
neresektabilne tumore, imajuéi u vidu da je gubitak ekspresije pojedinih markera senescencije
primecen kod meningioma sa agresivnim bioloSkim ponaSanjem nezavisno od njihovog gradusa
(106).

Imunohistohemija je dostupna i relativno jeftina metoda koja se koristi u svakodnevnoj praksi u
patologiji. Analiza teragnostickih markera metodom imunohistohemije je takode svakodnevna praksa
(128,129). Imajuéi u vidu skora$nju ekspanziju primene senolitickih agenasa i ciljane senoliticke
terapije u brojnim sistemima organa, kao i €injenicu da senescencnija moze biti indukovana u
¢elijama malignih meningioma u Celijskim kulturama, detekcija senescencije metodom
imunohistohemije bi mogla u budu¢nosti imati teragnosti¢ki znacaj, narocito kod neresektabilnih
meningioma i/ili kod meningioma kod kojih i nakon hirurs§kog tretmana dolazi do pojave recidiva
(71). Ovakvim terapijskim pristupom bi se mogla indukovati nekroza ili apoptoza ¢elija meningioma
sa aktiviranim procesom senescencije, $to bi dovelo do redukcije volumena tumora (72,130-132).

Ispitivanje korelacija ekspresije markera je od velikog znacaja prilikom analiziranja procesa koji se
detektuju pomocu vise markera. Prethodno smo pomenuli, da detekcija senescencije isklju¢ivo zavisi
od primene veéeg broja markera (62). U ovom istrazivanju je uofena znacajna pozitivna korelacija
najstarijeg markera senescencije SA-B-GAL sa druga dva primenjena markera, p16 i p21, kada je
analizirana cela kohorta. Interesantno je napomenuti da kada su analizirane korelacije markera
senescencije po gradusima meningioma, pozitivna korelacija izmedu SA-B-GAL i p16 je jedina koja
je ocuvala statisticku znacajnost, dok je korelacija izmedu SA-B-GAL i p21 bila blizu statisticke
znacajnosti. Ovi rezultati ukazuju na veliki znacaj uzajmnog dejstva izmedu SA-B-GAL sa jedne
strane 1 p16 1 p21 sa druge strane u odrzavanju senescencije u meningioma. Takode je interesantno,
da nije uocena statisticki znacajna korelacija izmedu p16 i p21, Sto takode potvrduje i naglasava
znacaj upotrebe veceg broja markera u procesu prepoznavanja aktivacije senescencije (62). Razlike
u genetskim alteracijama i mutacijama izmedu meningioma lokalizovanih parasagitalno, na bazi
mozga i spinalno je dobro dokumentovana i poznata (20,133). Sa tim u vezi bitno je naglasiti, da nisu
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uoCene statisticki znacajne razlike u ekspresiji markera senescencije izmedu meningioma
lokalizovanih na bazi lobanje, meningioma mozdanih konveksiteta i spinalano lokalizovanih
meningiomima. Ovakvi rezultati ukazuju, da aktivacija senescencije najverovatnije ne zavisi od
lokalizacije tumora, kao Sto je to slucaj sa genetskim alteracijama.

Kriterijumi za gradiranje meningioma su se znacajno promenili u najnovijoj klasifikaciji SZO, u
poredenju sa prethodnim izdanjem (18-20). Medu kriterijumima se istice mitotska aktivnost, ¢iji su
znacaj i vrednosti zadrzane u poslednjoj (aktuelnoj) SZO klasifikaciji. Bitno je nagasiti da je mitotska
aktivnost nezavisan parametar za gradiranje meningioma, za razliku od bestrukturnog rasta, fokusa
spontane tumorske nekroze, fokusa sitnocelijske komponenente i prominentnih nukleolusa, koji se
moraju uociti u ve¢em broju da bi meningiom dobio gradus 2. Dodeljivanje gradusa 3 meningiomu
isklju¢ivo zavisi od njegove mitotske aktivnosti (18-20). Sa aspekta aktivacije senescencije,
smanjena mitotska aktivnost se moze uzeti u ozbir kao jedan od znacajnih faktora u aktivaciji
senescencije, 1ako jo$ uvek nije prepoznat pouzdan marker za identifikaciju zaustavljanja ¢elijskog
ciklusa u procesu senescencije (61,63,134,135). Rezultati ovog istrazivanja, u kome su dva od tri
primenjena markera senecencije (SA-B-GAL i pl6) bila u pozitivnoj korelaciji sa mitotskom
aktivnoS$cu, ne ukazuju da bi broj mitoza mogao biti sagledan kao marker aktivacije senescencije u
meningiomima. Ipak, rezultati ovog istrazivanja bi mogli delimi¢no biti objaSnjeni saznanjima
brojnih nau¢nih radova, da ¢elije u kojima je aktivirana ¢elijska senescencija mogu da zaobidu stanje
ireverzibilnog zaustavljanja ¢elijskog ciklusa i posledi¢no aktiviraju ¢elijski ciklus (53,136—-142).

Vecina do sada objavljenih istrazivanja i iz njih proisteklih nau¢nih radova koji su ispitivali aktivaciju
senescencije u meningiomima je bio sproveden na ¢elijskim kulturama (92,110,143,144). Posledi¢no,
znacaj ovog istrazivanja se ogleda u tome $to je ono sprovedeno na tkivu meningioma humanog
porekla. Ovim istrazivanjem je uoCena aktivacija senescencije u tkivu meningioma gradusa 1 §to
naglaSava potencijalnu upotrebu senolitickih agenasa kod hiruski neresektabilnih meningioma. Ipak,
treba imati u vidu i1 nedostatak ove studije, koji se ogleda u malom broju malignih meningioma, tj.
meningioma gradusa 3, §to je onemogucilo pouzdanu analizu aktivacije senescencije u pomenutim,
malignim menigiomima.

Jedna od osnovnih histoloskih karakteristika meningioma, koja istovremeno otezava njihovu
patohistoloSku dijagnostiku je izuzetna morfoloska heterogenost. Ova heterogenost se ogleda u
pristvu velikog broja histoloskih podtipova meningioma narocito u meningiomima gradusa 1. Uprkos
histoloSkoj heterogenosti, bioloSko ponasanje svih podtipova meningioma je veoma sli¢no, ako ne i
isto. Poredenjem ekspresije sva tri markera senescencije, u ovom istrazivanju, p16, p21 i SA-B-GAL,
koje je sprovedeno izmedu svih histoloskih podtipova meningioma nije uocena nijedna statisticki
znacajna razlika. Ovakvi rezultati podrZavaju ve¢ dobro poznate Cinjenice i teorije, da histoloSka
grada meningioma gradusa 1 ne uti¢e na njihovo biolosko ponaSanje, na koje bi, izmedu ostalog,
mogla ukazati i statisticki znacajna razlika u ekspresiji markera senescencije. Ovo istraZivanje
predstavlja jedno od veoma retkih istrazivanja na temu ispitivanja ekspresije razli¢itih biomarkera
senescencije izmedu histoloskih podtipova meningioma $to mu daje posebno specifi¢nu tezinu i
znacaj. U jednom od radova je ispitivana ekspresija p16, markera senescencije, u samo nekoliko
histoloskih podtipova meningioma, gde kao i u naSem istrazivanju nisu uocene statisti¢ki znacajne
razlike u ekspresiji ovog markera (145).

Rezultati ispitivanja aktivacije elemenata Hedgehog signalnog puta u tkivu meningioma isti¢u znacaj
GLI3, bududi da se njegova ekspresija povecava sa gradusom meningioma, znacajno je izraZenija
kod meninigioma pacijenata muskog pola, a razlike u ekspresiji su potencijalno povezane sa
lokalizacijom meningioma, budu¢i da su uocene izmedu intrakranijalnih i spinalno lokalizovanih
meningioma.
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SUFU je glavni negativni regulator Hedgehog signalnog puta u humanom materijalu (146). Pored
znacajne aktivacije tokom embriogeneze, SUFU je ukljuen i povezan sa tumorigenezom
meduloblastoma, glioblastoma i bazocelularnih karcinoma (84,147,148). SUFU svoje efekte na
Hedgehog signalni put ostvaruje dominantno kroz vezivanje za transkripcione faktore GLI1, GLI2 i
GLI3. SUFU se vezije za GLI proteine svojim visoko konzerviranim C-terminusom, dok se N-
terminusom vezije za C-terminus GLI1 proteina. Vezivanjem za GLI proteine, SUFU onemogucava
njihov transport u jedro i promovise njihovu degradaciju (149-151). Gubitak funkcije SUFU, je
opisan kod familijarnih slucajeva meningioma koji nastaje kao posledica ,,germline mutacije u delu
molekula proteina koji ima tumor-supresorsku funkciju (84). Relativno niska ekspresija SUFU u
ovom istrazivanju bi se mogla objasniti ¢injenicom da je gen koji kodira SUFU lokalizovan na dugom
kraku hromozoma 10, ¢ija se delecija srece u oko 10 % meningioma dovodeci do gubitka funkcije
SUFU u meningiomima (18-20,152). Bitno je naglasiti da delecija dugog kraka hromozoma 10, na
kome se nalazi gen koji kodira SUFU, nije prepoznata kao znacajan faktor tumorigeneze meningioma,
ve¢ kao prognosticki faktor (152).

Odsustvo statisticki znacajne rezlike u ekspresiji SUFU izmedu gradusa meningioma u ovom
istrazivanju, kao i odsustvo statisticki znacajne korelacije izmedu gradusa meningioma i ekspresije
SUFU nisu u skladu sa skora$njim istrazivanjem u kome je uocen znacajno veci broj mutacija SUFU
gena kod malignih meningioma (gradusa 3) u poredenju sa meningiomima gradusa 1 i 2 (153).
Razlike u rezultatima ove disertacije i navedenog istrazivanja bi se pre svega mogle objasniti
metodoloskim razlikama (153). Metoda sekvenciranja nove generacije spada u visoko sofisticirane
metode, dok je imunohistohemija, koja je koriS¢ena u ovoj disertaciji, robustna metoda, koja ne moze
da detektuje diskretne promene u mutiranim proteinima. Ipak, ¢injenica da je antitelo anti-SUFU,
koje je kori$¢eno u ovom istrazivanju poliklonalno, ne govori u prilog ovog objaSnjenja. Poliklonalno
antitelo bi trebalo da ,,pokrije” sve epitope proteina SUFU i posledicno, bude odraz prisustva
mutiranog molekula za koje ne moze da se veze poliklonalno antitelo, konstruisano prema eitopima
nemutiranog/divljeg gena.

Metilaciono profilisanje svih tumora mozga je preporuka za dijagnostiku vecine tumora prema
preporukama Svetske zdravstvene organizacije. U slucaju meningioma, metilaciono profilisanje je
prepoznato kao znacajniji prognosticki faktor u poredenju sa prepoznavanjem pojedinih mutacija
(154). Poznato je da je metilacija DNK relativno stabilna epigeneti¢ka promena koja se dogada tokom
tumorigeneze i jedan je od moc¢nijih mehanizama za inhibiciju ekspresije proteina, uprkos odsustvu
mutacije gena (155,156). Metilacionim profilisanjem je uo¢eno prisustvo mutacija SUFU gena u 5-
10 % meningioma sa intermedijarnim ili agresivnim bioloskim ponaSanjem, Sto nije u skladu sa
rezultatima naSeg istraZivanja, Sto se takode moze objasniti metodoloSkim razlikama, kao i u
prethodnom pasusu (154—156).

Dodatno objaSnjenje nesklada u rezultatima ekspresije SUFU izmedu gore navedenih istrazivanja i
rezultata ove disertacije je mali broj uzoraka malignih meningioma u ovoj disertaciji (manji nego u
prethodno pomenutim istrazivanjima) zbog ¢ega statisticka analiza prikazuje potencijalno nedovoljno
pouzdane rezultate. Navedena istrazivanja predstavljaju multicentri¢ne studije u kojima su ciljano
sakupljani uzorci anaplasti¢nih (malignih) meningioma, dok je materijal za ovu disertaciju proistekao
iz iskustva isklju€ivo jedne ustanove, Klinike za neurohirurgiju Univerzitetskog klinickog centra
Srbije (157).

Korelacija lokalizacije meningioma i prisustva mutacija je dobro poznata (158,159). Naime,
meningiomi lokalizovani na konveksitetima mozga i ve¢ina spinalno lokalizovanih meningioma se
karakteriSu delecijom hromozoma 22q i/ili mutacijama NF2 gena, dok se kod meningioma
lokalizovanih na bazi lobanje uo¢avaju mutacije gena AKT1, TRAF7, SMO 1/ili PIK3CA. Rezultati
ovog istrazivanja ukazuju da ucestalost gubitka ekspresije SUFU, koji indirektno oslikava mutaciju
ovog proteina, nije povezana sa lokalizacijom meningioma.
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Mitotska aktivnost je od velikog dijagnostickog znacaja kod meningioma, buduci da njena procena
nezavisno od ostalih parametara odreduje gradus meningioma (18-20). Odsustvo korelacije broja
mitoza i ekspresije SUFU u ovom istrazivanju nisu u skladu sa prethodno navedenim istrazivanjima
u kojima su mutacije SUFU uocene u meningiomima gradusa 3, $to ukazuje na njihovo agresivnije
bioloSko ponaSanje (158,159). Ovakav nesklad u stavovima ukazuje na potrebu za revidiranjem
kriterijuma za gradiranje meningioma koje je u toku (93).

Iako je agresivnije biolosko ponaSanje meningioma ¢eS¢e kod muskaraca i najcesce se evidentira kroz
dijagnostiku meningioma gradusa 2 i 3, dostupni literaturni podaci ne pruzaju dodatna objaSnjenja u
vidu mutacija pojedinih gena (17,98). U skladu sa pomenutim rezultatima su i rezultati ovog
istrazivanja, gde nije uocena statisti¢ki znacajna razlika u ekspresiji SUFU izmedu polova (17,98).

Rezultati ovog istrazivanja nisu pokazali prisustvo statisticki znacajne korelacije izmedu uzrasta
pacijenata i ekspresije SUFU. Prema dosadasnjoj, nama dostupnoj literaturi, ve¢a ucestalost detekcije
mutiranog gena u starijoj populaciji u meningiomima je uocena samo kod gena NF2 (160).

Detekcija povecanja aktivacije SUFU ima potencijalni terapijski znacaj, buduéi da su sintetisani
lekovi koji deluju¢i na SUFU indirektno dovode do deaktivacije patoloski aktiviranog Hedgehog
signalnog puta u ¢elijskim kulturama (161,162).

Poznato je da molekuli GLI1, GLI2 I GLI3 imaju brojne interakcije koje se ¢esto nazivaju,,GLI kod*.
Ove interakcije izmedu proteina zavise od celularnog konteksta, tako da mogu da se ponasaju i kao
aktivatori 1 kao represori koji, zajednickim delovanjem, dovode do razli¢itih transkripcionih
aktivnosti (74,163,164). Aktivnosti GLI2 su dominantno vezane za aktivaciju transkripcije, mada je
opisana i njegova represorska uloga (165,166). GLI2 je takode opisan kao jedan od glavnih elemenata
nekanonske aktivacije Hedgehog signalnog puta, koja se ostvaruje kroz komunikaciju sa drugim
signalnim putevima. Ovaj tip aktivacije je opisan u brojnim malignim tumorima, ukljucujuci
melanom, karcinom zeluca, karcinom kolona, multipli mijelom, meduloblastom, karcinom
pankreasa, glioblastom i osteosarkom (167-172).

Aktivacija Hedgehog signalnog puta je prvi put opisana u meningiomima 2010. godine, kada je
uocCena povecana ekspresija GLI2 u meningiomima svih gradusa, u poredenju sa meningotelnim
¢elijama tumorski neizmenjenih mozdanica, metodom Real-time kvantitativnog PCR-a (173). Ovi
rezultati su u skladu sa rezultatima ove disertacije, buduci da nisu uo€ene statisticki znacajne razlike
u ekspresiji GLI2 izmedu meningioma gradusa 1, 2 i 3. Poredenje ovih studija deluje ohrabrujuce na
dalja istrazivanja vezana za ekspresiju GLI2 u meningiomima, budu¢i da se primenom razli¢itih
metoda doslo do sli¢nih zaljucaka. Pozitivan rezultat ove disertacije je da, uprkos odsustvu statisticki
znacajne razlike izmedu gradusa meningioma postoji statisticki zanacajna korelacija ekspresije GLI2
i gradusa meningnioma. Poznato je da je procedura histopatoloskog gradiranja meningioma
kompleksna i da zahteva analizu velikog broja parametara (18-20). Jedan od dominantnih i
nezavisnih kriterijuma za procenu gradusa meningioma je njihova mitotska aktivnost. Odsustvo
statistiCki znacajne korelacije ekspresije GLI2 i mitotske aktivnosti meningioma, uz istovremenu
pozitivnu korelaciju gradusa meningioma i ekspresije GLI2 ukazuje na znacaj drugih parametara u
gradiranju meningioma (invazija mozdanog parenhima, fokusi nekroze, fokusi gradeni od sitnih
¢elija, bestrukturni rast), ali i potencijalnu potrebu za revizijom nacina gradiranja meningioma, a u
skladu sa molekularnim parametrima (93). Ovakvi rezultati otvaraju put za daljim istrazivanjima,
koris¢enjem drugih metoda ili nekoliko razli¢itih antitela GLI2 (monoklonska vs poliklonska) za
imunohihstohemiju. U poredenju ovih studija treba biti oprezan, buduci da je kohorta prethodno
opisane studije sadrzala relativno mali broj meningioma (36), u kojima su dominirali meningiomi
gradusa 1, dok su u manjem broju bili prisutni meningiomi gradusa 2 i 3 (173). Sa druge strane, deficit
istrazivanja ove disertacije je odsustvo kontrolne grupe u vidu tkiva menigotelnih ¢elija tumorski
neizmenjenih mozdanica, ¢ime bi se mogla izvr$iti verifikacija rezultata prethodne studije, da je GLI2
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jedan od faktora tumorigeneze meningnioma. OsveS¢enje ovakvih razllika pobuduje ambiciju za
daljim istrazivanjima na ovu temu.

Prisustvo odredenih mutacija u meningiomima razli¢itih lokalizacija je opisano u aktuelnoj
klasifikaciji mengioma Svetske zdravstvene organizacije, a prepoznato godinama ranije (158,159).
Kod meningioma lokalizovanih na konveksitetima i mengioma spinalne lokalizacije dominantne su
delecija hromozoma 22q i/ili mutacije NF2 gena. Mutacije gena AKT1, TRAF7, SMO 1/ili PIK3CA
su Cesto prisutne u meningiomima lokalizovanim na bazi lobanje. Odsustvo statisticki znacajne
razlike u ekspresiji GLI2 izmedu menningioma mozdanih konveksiteta, meningioma baze lobanje i
spinalno lokalizovanih meningioma podrzava ranija istrazivanja i ukazuje da aktivacija ovih elementa
Hedgehog signalnog puta u menningiomima nije povezana sa lokalizacijom tumora.

Poznato je da se meningiomi ¢eS¢e dijagnostikuju kod zena (18-20). Istovremeno, menigniomi
dijagnostikovani kod muskaraca pokazuju agresivnije biolosko ponasanje (17). Jedno od objasnjenja
ovakve distribucije meningioma po polovima je prisustvo PR receptora u tkivu megningioma.
Skorasnje studije predocavaju da je prognoza pacijenata sa meningiomima zavisna od prisustva
progesteronskog receptora, nezavisno od pola pacijenata (174). Rezultati ovog istrazivanja ukazuju
da ekspresija i aktivnost GLI2 nije uslovljena polom pacijenata, budu¢i da nije uocena statisticki
zanacajna razlika izmedu polova po pitanju ovog markera. Dalja istazivanja bi mogla da budu
usmerena ka ispitivanju korelacije ekspresije progesteronskog receptora i elemenata Hedgehog
signalnog puta.

Dokazano je na primerima brojnih tumora, uklju¢uju¢i meningiome da rizik od obolevanja od tumora
raste sa starenjem (175). Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da GLI2 ekspresija najverovatnije nije
jedan od elemenata koji doprinosi vecoj ucestalosti meningioma u starijoj populaciji, budu¢i da nije
uocena statisti¢ki znacajna korelacija izmedu ekspresije GLI2 i uzrasta pacijenata u relativno velikoj
kohorti.

Cilj 1 suStina interesovanja za ispitivanje aktivacije Hedgehog signalnog puta u eksperimentu ove
doktorske disertacije je potencijal kreiranja specifi¢ne terapije koja bi, potencijalno, zaustavila rast
tumora ukoliko bi se pokazalo da je neki ili viSe markera kljucan u tumorigenezi i progresiji tumora.
Pozitivni terapijski efekti anti GLI2 terapiije u osteosarkomima, karcinomima pluca i karcinomu
prostate, u ¢elijskim kulturama su opisani u literaturi (162,176). Istrazivanje ove doktorske disertacije
ukazuje na potrebu za sli¢nim ispitivanjima, pre svega na celijskim kulturama, budu¢i da je GLI2
prepoznat kao znacajan faktor tumorigeneze meningioma, a ¢ija aktivacija u tumoru bi mogla biti
detektovana relativno jednostavnom i jeftinom metodom imunohistohemije.

Poznato je da GLI3 reguliSe razlicite bioloSke procese koji su vazni za nastanak i progresiju kancera.
U nekoliko studija su detektovano da GLI3 reguliSe nezavisan rast, proliferaciju i migraciju u
kulturama ¢elija kancera, pre svega skvamocelularnog karcinoma usne duplje i karcinoma mokraéne
besike (177-179). Medutim, GLI3 takode moze imati i supresorsku ulogu, Sto je identifikovano u
¢elijama meduloblastoma i akutne mijeloidne leukemije (180,181). Statisticki znacajna razlika u
poredenju ekspresije GLI3 izmedu meningioma gradusa 1, 2 1 3 ukazuje na znacaj detekcije proteina
GLI3 u tumorigenezi meningioma. Statisticki znacajne razlike u pojedina¢nim komparacijama
meningioma gradusa 1 i 2, kao i komparacije gradusa 1 i 3, koje su rezultat povecanja procenta
tumorskih c¢elija pozitivnih na GLI3 ukazuju da GLI3 kod meningioma ima ulogu u povecanju
gradusa tumora i, posledi¢no, povecanju agresivnosti njegovog bioloskog ponasanja. U prilog ove
tvrdnje ide jo$ jedan rezultat istraZivanja ove disertacije: postojanje statisticki znacajne pozitivne
korelacije izmedu broja mitoze i gradusa meningioma. Na znacaj ovog rezultata ukazuje dobro
poznata Cinjenica da je povec¢ana mitotska aktivnost jedan od nezavisnih kriterijuma za gradiranje
menignioma, zbog ¢ega ima veliki prognosticki znacaj (18-20). Posledi¢no, stice se utisak da GLI3
u tkivu meningioma ima ulogu u tumorigenezi meningioma, ¢ime se potencijalno otvara moguénost
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ispitivanja delovanja anti GLI3 terapije, koja se pokazala uspeSnom u terapiji mokra¢ne besike,
cerviksa, retinoblastoma, nazofaringealnog karcinoma (179,182—185). U prilog ove pretpostavke
govori i statisticki pozitivna korelacija izmedu ekspresije GLI3 i gradusa meningioma koja je, prema
trenutno dostupnoj literaturi, po prvi put opisana u istrazivanju ove disertacije. lako bi, teorijski,
terapijski pristup anti GLI3 terapijskim agensima bio od velikog znaaja, naro€ito za hirurski
neresektabilne meningiome, trebalo bi biti oprezan u tumacenju rezultata GLI3 ekspresije 1 izbora
dostupne terapije, bududi da je uoceno da u ¢elijama karcinoma pankreasa ekspresija GLI3 ukazuje
na rezistenciju na terapiju ciklopaminom promovisuéi prezivljavanje tumorskih ¢elija (186).

Prema dosadasnjim litaraturnim podacima, meningiomi lokalizovani na konveksitetima mozga se
karakteriSu bialelnim gubitkom NF2 gena, mutacijama SMARCB, pove¢anjem broja u broju kopija
gena, povecanom mitotskom aktivno$céu, kao i ¢eS¢om dijagnostikom meningioma gradusa 2 i 3
(187-192). Istovremeno, kod meningioma baze lobanje su detektovane aktivacije PIK3K i Hedgehog
signalnog puta, mutacije TRAF7, POLR2A i KLF4, dok je bialelni gubitak NF2 gena znac¢ajno redi
u poredenju sa meningiomima supratentorijalne lokalizacije. lako spinalno lokalizovani meningiomi
imaju hromozomske alteracije 1 mutacije slicne meningiomima mozdanih konveksiteta i
meningiomima baze lobanje (kao $to su delecije NF2 gena, AKT1 mutacije, FAT2 mutacije i
SMARCBI mutacije), kod njih je detektovano 35 genskih alteracija i mutacija koje nisu detektovane
kod meningioma drugih lokalizacija, po ¢emu se izdvajaju od meningioma mozdanih konveksiteta i
mengioma baze lobanje (193). Rezultati istrazivanja ove doktorske disertacije pokazuju statisticki
znacajne razlike u ekspresiji GLI3 izmedu meningioma lokalizovanih na mozdanim konveksitetima,
meningioma baze lobanje i spinalno lokalizovanih meningioma. Interesantno je da prilikom direktnog
poredenja ekspresije GLI3 izmedu meningnioma lokalizovanih na konveksitetima i na bazi lobanje
nisu uocene statisticki znacajne razlike, Sto se delom ne uklapa sa rezultatima ranijih studija, koje
ukazuju na izrazenu aktivaciju Hedgehog signalnog puta kod meningioma baze lobanje. U tumacenju
ovih rezultata treba imati u vidu kompleksnost Hedgehog signalnog puta, kao i kanonske i
nekanonske puteve aktivacije, u kojima je GLI3 samo jedan od mnogobrojnih faktora (74,194).
Interesantne su i takode vredne paZnje statisticki znacajne razlike u ekspresiji GLI3 izmedu spinalno
lokalizovanih meningioma, sa jedne strane i meningioma mozdanih konveksiteta i meningioma baze
lobanje sa druge strane. lako se statisticka znacajnost izgubila nakon primene Bonferonijevog
korekcijonog faktora prilikom poredenja spinalnih meningioma i meningioma mozdanih
konveksiteta, razlika u ekspresiji GLI3 izmedu spinalno lokalizovanih i intrakranijalnih meningioma
pobuduje paznju na razlike u tumorigenezi, kao i na potencijalna objaSnjenja ceS¢e dijagnostike
pojedinih tipova meningioma na pojedinim lokalizacijama. Takode, odsustvo statisticki znacajne
razlike u ekspresiji GLI3 izmedu meningioma lokalizovanih na mozdanim konveksitetima i
menigioma baze lobanje ukazuje da u njihovoj tumorigenezi pored brojnih genetskih razlika postoje
i sli¢nosti, koje se barem ogledaju u slicnom obrascu ekspresije GLI3.

Agresivnije biolosko ponasSanje meningioma kod muskarca, koje je dobro poznato u klini¢koj praksi
(18-20). Ono se delimi¢no moze objasniti pove¢anom mitotskom aktivnoSéu u meningiomima
muskaraca, koje je uoceno i u rezultatima ovog istrazivanja i ranije opisano u literaturi (195). Pored
povecane mitotske aktivnosti, agresivnije biolosko ponaSanje meningioma muskaraca se takode
delimi¢no moze objasniti i manjom ekspresijom PR receptora u meningioma muskaraca nego kog
meningioma zena (174). Rezultati istrazivanja ove disertacije ukazuju na jo$ jedan, prema dostupnoj
literaturi do sada neopisan faktor, koji dodatno opisuje razlike izmedu meningioma kod muskaraca i
zena, a to je razlika u ekspresiji GLI3. Statisti¢ki znacajno veca ekspresija GLI3 kod musSkaraca nego
kod Zena u istrazivanju ove disertacije potencijalno ukazuje da GLI3, koji najverovatnije ima ulogu
u tumorigenezi meningioma, bi mogao imati ulogu i u agresivnijem bioloSkom ponaSanju
meningioma muskaraca. Ovi rezultati, dobijeni metodom imunohistohemije, bi trebalo da budu
verifikovani drugim, sofisticiranijim metodama molekularne patologije u cilju verifikacije ovih
rezultata i objaSnjenja delovanja GLI3 na tumorogenezu meningioma.
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Dobro poznata ¢injenica da verovatnoca pojave tumora, uklju¢uju¢i meningiome, raste sa uzrastom
pacijenata nije potkrepljena dodatnim objaSnjenjima rezultatima ove disertacije po pitanju ekspresije
GLI3, budu¢i da nije uocena korelacija GLI3 i uzrasta pacijenata sa meningiomima, nezavisno od
gradusa tumora (175). Ipak, i negativni rezultati daju doprinos nauc¢noj zajednici u smislu da ne
inspiriSu dalja istrazivanja i da sugeriSu da odgovor na pitanja povecanja incidencije tumora sa
starenjem najverovatnije ne treba traziti u ovom elementu Hedgehog signalnog puta.

Meningiomi su tumori koji se karakterisu velikom morfoloskom heterogenos¢u unutar istog gradusa,
S§to je prouzrokovalo prepoznavanje velikog broja histoloskih podtipova. Ova velika morfoloska
heterogenost ponekada dijagnostiku meningioma ¢ini izazovnom, iziskujuéi upotrebu
imunohistohemije u cilju verifikacije meningotelog porekla tumora (18—20). Rezultati istazivanja ove
disertacije ukazuju na potencijalni uticaj GLI2 i SUFU na morfogenezu pojedinih podtipova
meningioma gradusa 1, budu¢i da su uocene statisticki znacajne razlike u ekspresiji GLI2 izmedu
angiomatoznih meningioma, sa jedne strane i meningiotelijalnih i tranzicionalnih meningioma, sa
druge strane. Takode, potencijalni uticaj na heterogenost morfologije meningioma pokazuje i
ekspresija SUFU, u kojoj su uoceni statisticki znacajne razlike izmedu psamomatoznih meningioma,
sa jedne strane i meningotelijalnih, angiomatoznih i mikrocisti¢nih meningioma sa druge strane, kao
1 izmedu fibroznih meningioma, sa jedne strane, i tranzicionalih, meningotelijalnih, angiomatoznih i
mikrocisti€énih meningioma, sa druge strane. Opisane razlike imaju akademski znacaj i ukazuju na
potencijalne uzroke razli¢itosti morfologije. Sti¢e se utisak da opisane razlike nemaju prognosticki
znacaj, bududi da su uoc¢ene izmedu meningioma gradusa 1. Ipak, imajuc¢i u vidu tendencije u promeni
nacina gradiranja meningioma i procene njihovog potencijalnog agresivnog bioloSkog ponasanja ovi
rezultati pruzaju stimulacija za dalja istrazivanja (93).

Poznato je da je Hedgehog signalni put izuzetno kompleksan kako u fizioloskim, posebno u
patoloskim uslovima tumorigeneze, kao i da se njegova kompleksnost i interakcija izmedu elemenata
razlikuju izmedu pojedinih tumora (74). Statisticki pozitivne korelacije izmedu GLI2 i GLI3, kao i
izmedu SUFU i GLI2 u rezultatima istrazivanja ove disertacije ukazuju na intenzivnu interakciju ovih
elemenata Hedgehog signalnog puta. Takode, rezultati ukazuju da bi potencijalni terapijski efekat anti
GLI2, anti GLI3 i anti SUFU terapije mogli imati medusobno zavisni, lanc¢ani efekat, $to bi
potencijalno pozitivno uticalo na ishod terapije (161,182—-185). Ove spekulacije iziskuju dodatna
istrazivanja, pre svega na Celijskim kulturama.

Stice se utisak da molekularna dijagnostika meningioma poprima sve vec¢i prognosticki znacaj, buduc¢i
da je nedavno pokazano da gubitak hromozooma 1p u samo 5 % tumorskih ¢elija meningioma
ukazuje na visok rizik od rekurencije meningioma, nezavisno od njegove lokalizacije i gradusa (196).

Statisticki znacajne razlike u ekspresiji GLI3 izmedu meningioma gradusa 1 i 3, kao i1 izmedu
meningioma gradusa 1 i 2 ukazuju na potrebu ispitivanja terapijskog dejstva anti- GLI3 agenasa.

Pozitivne korelacije izmedu p16 i GLI3 sa brojem mitoza ukazuje na potencijalni prognosticki znacaj
ovih markera u dijagnostici i zahtevaju dalja ispitivanja u vidu prospektivnih studija sa viSegodiSnjim
pracenjem pacijenata paralelno sa primenom i procenom pl6 i GLI3 u svakom uzorku tkiva
meingioma.

Statisticki znacajna razlika u ekspresiji GLI3 izmedu polova je inspiracija na dalja istrazivanja u

smislu objasnjenja ovog fenomena i njegove potencijalne povezanosti sa agresivnijim bioloskim
ponasanjem meningioma i nizom incidencijom meningioma kod muskaraca.
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6. Zakljucci

Na osnovu procene ekspresije markera senescencije (p16, p21 i SA-B-GAL) u tkivu meningioma
metodom imunohistohemije zakljucano je da:

e Znacajno povecanje ekspresije pl6 i SA-B-GAL u meningiomima gradusa 2 u odnosu na
meningiome gradusa 1 potencijalno ukazuje na aktivaciju senescencije u meningiomima
gradusa 2.

e Nisu uocene razlike u ekspresiji p21 izmedu gradusa meningioma 1, 2 i 3, $to sugeriSe da
ekspresija p21 nije povezana sa aktivacijom senescecije u meningiomima.

Na osnovu procene ekspresije markera Hedgehog signalnog puta (GLI2, GLI3 i SUFU) u
meningiomima metodom imunohistohemije zakljuceno je da:

e Odsustvo statisticki znacajnih razlika u ekspresiji GLI2 i SUFU izmedu meingioma gradusa
1, 2 1 3 ukazuje na potencijalno odsustvo uticaja ovih elemenata Hedgehog signalnog puta u
progresiji tumora.

e StatistiCki znacajna razlika u ekspresiji GLI3 izmedu meningioma gradusa 1 i 2, kao i izmedu
meningioma gradusa 1 i 3 ukazuje na GLI3 kao klju¢ni element Hedgehog signalnog puta u
progresiji meningioma.

Na osnovu ispitivanja povezanosti ekspresije markera senescencije i markera Hedgehog signalnog
puta sa gradusom, lokalizacijom, histoloskim podtipom i mitotskom aktivno$¢u meningioma, kao i
polom pacijenata zakljuceno je da:

e Na aktivaciju senescencije sa porastom gradusa meningioma ukazuju statisticki znacajne
razllike u ekspresiji dva od tri primenjena markera senescencije (p16 i SA-B-GAL) izmedu
meningioma gradusa 1 i 2. Na nepostojanje uticaja p21 na aktivaciju senescencije u
meningiomima ukazuje odsustvo statisticki znacajne razlike u ekspresiji ovog markera
izmedu meningioma gradusa 1, 2 i 3. Medu markerima Hedgehog signalnog puta se najvse
izdvojio GLI3, kao makrer ¢ija se ekspresija znacajno razlikuje izmedu gradusa 1 ukazuje na
potencijalni uticaj na progresiju tumora. Ekspresija GLI2 i SUFU nije pokazala znacajne
razlike u odnosu na gradus meningioma.

e Ekspresija GLI3 se znacajno razlikuje izmedu intrakranijalnih i spinalno lokalizovanih
meningioma, §to ukazuje na povezanost aktivacije ovog markera Hedgehog signalnog puta sa
lokalizacijom meningioma. Ekspresija svih ispitivanh markera senescencije (p16, p21 i SA-
B-GAL), kao i preostala dva ispitivana markera GLI2 i SUFU Hedgehog signalnog puta ne
koreliraju sa lokalizacijom meningioma.

e StatistiCki znacajne razlike u ekspresiji elemenata Hedgehog signalnog puta GLI2 i SUFU
izmedu pojedinih morfoloskih tipova meningioma (dominantno angiomatozni, fibrozni i
meningotelijalni) ukazuju na njihov potencijaln znacaj u morfogenezi meningioma, c¢ija
heterogenost je dobro poznata. Na odsustvo uticaja senescencije na morfogenezu meningioma
ukazuje potpuno odsustvo statisticki znacajnih razlika u ekspresiji primenjenih markera
senescencije izmedu morfoloskih podtopova meningioma.
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Ekspresija p16 1 GLI3 bi molga imati prediktivni znacaj u dijagnostici meningioma, na Sta
ukazuje pozitivna korelacija izmedu ekspresije ovih makrera i broja mitoza. Ekspresija
preostalih primenjenih markera senescencije 1 Hedgehog signalnog puta (SA-B-GAL, GLI2 i
SUFU) nije pokazala statisticki znacajnu korelaciju sa mitotskom aktivno$¢u meningioma.

Jedini primenjeni marker u ¢ijoj ekspresiji je uoCena statisticki znaCajna korelacija sa
uzrastom pacijenata je SA-B-GAL, dok je kod preostalih primenjenih markera senescencije i
markera Hedgehog signalnog puta (GLI2, GLI3 i SUFU) izostala ova korelacija.

Jedini primenjeni marker u ¢ijoj ekspresiji u meningiomima je uocena statisticki znacajna
razlika izmedu polova je GLI3, §to bi moglo biti jos jedno od potencijalnih objasnjenja manje
incidence i agresivnijeg bioloskog ponaSanja meningioma kod muSkaraca. U ekspresiji
preostala dva markera Hedgehog signalnog puta (GLI2 i SUFU) i primenjenih markera
senescencije (p16, SA-B-GAL i p21) nisu uocene znacajne razlike izmedu polova.
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Lista skracenica koris¢enih u doktorskoj disertaciji:

CD34 — (eng. cluster of differentiation 34)

CDKN - ciklin zavisna kinaza (eng. cyclin-dependent kinase, CDKN)
CEA — (eng. carcinoembryonic antigen, CEA)

CK7 — (eng. cytokeratin 7, CK7)

CKAE/AE3 — (eng. cytokeratin, CKAE1/AE3)

CNS — centralni nervni sistem (eng. central nervous system, CNS)
CSF — (en. cerebrospinal fluid, CSF)

DAB — (diaminobenzidin)

EMA — (eng. epithelial membrane antigen, EMA)

GFAP — (eng. glial fibrillary acidic protein, GFAP)

GLI — (eng. glioma associated oncogene, GLI)

OLIG2 — (eng. oligodendrocyte transcription factor 2, OLIG2)
pl6 — (eng. pl16™K4a)

p21 — (eng. p21W1/Cir)

PAS — (eng. periodic acid schiff, PAS)

PR — progesteronski receptor (eng. progesterone receptor, PR)
PTCHI — (eng. protein patched homolog 1, PTCH1)

PVU — (polje velikog uveli¢anja)

S-100 — (family of low molecular weight proteins, S-100)

SA-B-GAL — (eng. senescence-associated beta-galactosidase, SA-B-GAL)

SASP — (eng. senescence associated secretory phenotype, SASP)

SMO - (eng. smoothened, SMO)

SOX10 — (Sry-related HMg-Box gene 10, SOX10)

SSTR2A — (eng. somatostatin receptor 2, SSTR2)

STAT6 — (eng. signal transducer and activator of transcription, STAT6)
SUFU — (eng. suppressor of fused, SUFU)

SZO — (Svetska zdravstvena organizacija)

TMN — (tkivni mikroniz)
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1. AyTtopcTBo. Jlo3BosbaBaTe yMHOXaBamwe, AUCTPUOYIM]Yy U jaBHO CaONINTaBame Jeia, U
npepaje, ako ce HaBesle UMe ayTopa Ha HauuH ofipel)eH o cTpaHe ayTopa WK 1aBaola JUIEHLIE, YaK
u y Komepuujainse cepxe. OBo je Hajcii000HH]ja 0] CBUX JTUIICHIIH.

2. AyTOpcTBO — HeKkoMepuujajaHo. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKaBame, IUCTPUOYLH]y U jaBHO
CaOoIIIITAaBAKE JIEIa, U IPEpajie, ako Ce HaBe/Ie UME ayTopa Ha HAuYuH ofpel)eH o cTpaHe ayTopa WiH
naBaolia auieHie. OBa JUIeHIIa He J03BOJbaBa KOMEPIHjaIHy yrnorpely aena.

3. AyYTOpPCTBO — HEKOMeEpUMjaaHo — 6e3 nmpepaja. /[03BojbaBaTe yMHOXKABAKE, TUCTPUOYIIH]Y
Y JaBHO CaOIIIIITaBamke J1ea, 0e3 mpoMeHa, MpeoOIMKoBamka I yIoTpeOe Iesa y CBOM JIey, aKo ce
HaBeJle MMe ayTopa Ha Ha4MH ofpel)eH ox cTpaHe ayTopa WM JaBaoua jauieHne. OBa JUIeHIa He
7I03BOJbaBa KOMEpLHUjaTHy yHoTpeOy zena. Y OJHOCY Ha CBE OCTaje JHIIEHIE, OBOM JIUIICHILIOM CE
orpanuyaBa Hajehu o6uM npasa kopuiihema aena.

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEpPUHUjaJHO — [eJUTH MOJ HCTHM YycjaoBuma. Jlo3BospaBare
YMHOXaBame, IUCTPUOYIIHjYy U JaBHO CaOMIITaBambe Jelia, U Mpepaje, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha
HauuH ofpeleH o/ cTpaHe ayTopa WK JaBaolia JIMLEHIIE U aKo Ce Mpepaaa AUCTpUOyupa Moa UCTOM
WIN CIMYHOM JHieHoM. OBa JIMIEHIIa He J103B0JbaBa KOMEPIIHjaliHy yrnoTpely Jena u npepaja.

5. AyTtopcTtBo — 0e3 mpepaaa. Jlo3BoJbaBaTe yMHOXaBame, AUCTPUOYIM]Y U jaBHO
CaoIIITaBakEe Jieia, 0e3 mpoMeHa, MPeoOIUKOBamba TN yIoTpeOe /1e1a y CBOM Jeiy, aKo ce HaBe/e
uMe ayTopa Ha Ha4MH onpel)eH ox cTpaHe ayTopa WM AaBaola JuieHne. OBa JUIEHIA J03BOJbaBa
KOMEpLHjaIHy yHnoTpedy aena.

6. AyYTOPCTBO — 1eJIMTH MO UCTHM YCJIOBMMA. J[03BOJbaBaTe YMHOKABAE, TUCTPUOYLIH]Y U
JaBHO caomIlTaBamke JIeja, U Ipepajie, ako Ce HaBe/Ie UMe ayTopa Ha HauuH ofipel)eH of] cTpaHe ayTopa
WIN JJaBaolia JIMIEHIIE U aKo ce Mpepaja AUCTpUOyHpa MOA UCTOM WIM CIWYHOM JuieHnoM. OBa
JIMIICHIA J03BOJbaBa KOMepIfjaiHy ynorpeOy aena u npepajaa. CiudHa je copTBEpCKUM JIMLIEHIaMa,
OZIHOCHO JIMLIEHI[aMa OTBOPEHOT KOJa.



