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POPIS OZNAKA | KRATICA

ADC - pojavni difuzijski koeficijent (engl. apparent diffusion coefficient)
ATRX — ATP-ovisna helikaza, X-vezana helikaza 11

CT — kompjutorizirana tomografija (engl. computed tomography)

DWI — difuzijski mjereno oslikavanje (engl. diffusion weighted imaging)
EGFR — receptor epidermalnog ¢imbenika rasta (engl. epidermal growth factor receptor)
FLAIR — engl. fluid-attenuated inversion recovery

GBM - glioblastom

GRE — engl. gradient recalled echo

Gy - Gray

HGG — gliom visokog gradusa (engl. high grade glioma)

IDH1 — izocitrat dehidrogenaza 1

KBC — Klinic¢ki bolnicki centar

LGG — gliom niskog gradusa (engl. low grade glioma)

MGMT — O°-metilgvanin-DNA-metiltransferaza

MR — magnetska rezonanca

NAWM - naizgled zdrava bijela tvar (engl. normal appearing white matter)
PACS — sustav za pohranu radioloskih snimki (engl. picture archiving and communication system)
ROI — podru¢je interesa (engl. region of interest)

SZS — sredi$nji Ziv&ani sustav

TERT — telomerazna reverzna transkriptaza

TME — tumorski mikrookoli$ (engl. tumor microenvironment)

TSE —engl. turbo spin echo



WHO - Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization)



Sadrzaj

Lo UVOD et 1
IO =t o1 To (=14 a1 o] (oo T - USSR 2
O e 1 (0] 0113 (0] (oo - USSR 2
1.3, KINiCka PreZentacija .......ccoiieeiriiiiiieiiiiisies et 5
14, DIJAGNOSTIKA .....eiueeieteiteiteeii sttt b et b e 6

1.4.1. Difuzijski mjereno oslikavanje i pojavni difuzijski koeficijent.............cc.cccorenenn. 6
I T B <t e1<) 1< O TP P PP PP PSPPI 11

2. HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANIA......cooiieeeeeeeeeeeeeeeee e, 14
2.1, CilJeVI ISTTAZIVANJAL ueeuviiieiiieie ettt b et nb e n e 15
2.2.  Hipoteza OVOE ISTTAZIVAINJA J@:. . .uiiteeriiueeiuiesiisieesieeiesieesteeee et enbe s sne e nnee e 15

4. ISPITANICT I POSTUPCH ...t 16
O o) g o SRR SRSR 17
N 01 (1] oo PSSR 18

4.2.1. YL oL =] (Vo T RSP 18
4.2.2.  ANaliza MR SNIMAKA.........c.coiiiiiiieie s 18
4.3, EtICKA NACEIA ...cvii i 22
4.4.  StatistiCka analiza podataka ............ccooiiiiiiiii e 22

0. REZULT AT ettt e et e e e e e nnn e e e anne e 23

6.  RASPRANV A ettt bbbt te e nae e beenraeatee s 30

7o ZAKLIUCCT oot 37

8. SAZETAK .eoieuieiirieeeieeeseeie sttt 39

0. SUMMARY .ttt ettt ettt b et h e b e bt e nae e nneeanbeenreeente e 42

10. LITERATURA ettt sttt e e aneas 44

L1, ZIVOTOPIS oo e e ettt et e e e et e e et e e e s et e e e s e e er et e e et e e er e e es et e eeer e e ereaee s 55



1. UvOD



1.1. Epidemiologija

Tumori sredi$njeg Zivéanog sustava (SZS) su heterogena skupina koja uklju¢uje maligne i

benigne neoplasticke procese. Incidencija ovih tumora mijenja Se ovisno o dobi pacijenata. Gliomi
su najée$éi i najagresivniji tumori SZS. Njihovo nazivlje ovisi o vrsti glija stanica iz kojih nastaju
pa tako razlikujemo astrocitome i oligodendrogliome (1). Najée$¢i maligni tumor SZS u odraslih
je glioblastom, koji ima i najviSu stopu mortaliteta, a pojavljuje se u 14,5% oboljelih s tumorom
SZS (2). Godisnja incidencija glioma je 5,5 na 100 000 ljudi (3). Medijan preZivljenja za gliomske
tumore je oko 15 mjeseci, dok za glioblastome iznosi svega 8 mjeseci, a petogodisnje prezivljenje
manje je od 5% (2,3).

Prema biltenu hrvatskog Registra za rak, u Republici Hrvatskoj incidencija malignih tumora
mozga je 10,3 na 100 000, odnosno 2%, s 210 oboljelih muskaraca i 208 oboljelih zena u 2020.
godini (4).

1.2.  Patohistologija

Atrocitomi, oligodendrogliomi i glioblastomi prema petom izdanju klasifikacije tumora
SZS Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) iz 2021. godine spadaju u skupinu difuznih glioma
odraslog tipa (5). Ranije Kklasifikacije WHO uzimale su u obzir histolosku gradu tumorskog tkiva
(nuklearna atipija, mitoticki indeks, mikrovaskularna proliferacija i nekroza) pa su gliomi bili
dijeljeni na gliome niZzeg gradusa (LGQG), u koje su spadali gradusi [ 1 II te gliome viSeg gradusa
(HGG), u koje su spadali gradusi Il i IV, ovisno o karakteristikama tkiva (6). U posljednje vrijeme
sve vazniji su postali molekularni biomarkeri, kako za lijecenje, tako i za prognozu oboljelih. Zbog
toga su u petom izdanju WHO Klasifikacije dodatno ubrojene molekularne karakteristike tkiva u
klasifikaciju (tablica 1.) (5).



Tablica 1. Klasifikacija astrocitoma odrasle dobi (5)

WHO opis Karakteristike
Astrocitom IDH-mutiran
Oligodendrogliom IDH-mutiran, 1p/19q - kodeletiran
Glioblastom IDH-divlji tip

Tumori mozga nastaju nakupljanjem mutacija u genima zaduzenim za regulaciju stani¢nog
ciklusa. Nakupljanjem takvih mutacija stanice izbjegavaju imunoloski odgovor, odnosno
destrukciju. Mutacije u genima koje reguliraju stani¢ni ciklus mogu biti naslijedene ili steene
nakon izloZenosti kemijskim, fizikalnim i bioloskim agensima koji osteCuju DNA (7).
Molekularna klasifikacija glioma je pokrenuta otkricem tockastih mutacija na izocitrat
dehidrogenaza 1 i 2 (IDHI/IDH2) genima. Naknadnim pracenjem otkriveno je da pacijenti s
mutacijom ovih gena imaju dulje prezivljenje nego pacijenti bez mutacija (IDH-divlji tip) (8,9).
Takoder, pacijenti s IDH-mutiranim gliomima u trenutku dijagnoze u prosjeku su mladi od onih s
IDH-divljim tipom, s medijanom dobi od 36 godina (10). IstraZzivanjem se pokazalo da je
kodelecija na kratkom kraku kromosoma 1 i dugom kraku kromosoma 19 (1p/19q) povezana s
ve¢om osjetljivos¢u na pojedine kemoterapijske agense. Uoceno je da i brojni drugi geni, kao §to
su EGFR, MGMT, ATRX, TERT i drugi imaju vazne dijagnosti¢ke, prognosticke i prediktivne
vrijednosti (11).

Vazna karakteristika glioma je nacin njihova rasta. ObiljeZje gliomskih tumora je infiltrativan rast,
koji onemogucava potpunu kirursku resekciju i time otezava lije¢enje (12). Makroskopski se mogu
doimati o$tro ograni¢eni od okolnog tkiva, ali histoloskim pregledom najéeS¢e Se uocavaju
podrucja invazije okolnog zdravog tkiva (13), kao $to je vidljivo na slici 1. Ostatne stanice tumora
izvor su recidiva bolesti, koji se kod gotovo svih oboljelih od glioblastoma javi unutar dvije godine

od operacije (14).
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nakon operacije) :

Slika 1. llustracija gliomske novotvorine i njegove makroskopske granice prema naizgled
zdravom tkivu mozga, gdje su mikroskopski vidljive gliomske stanice koje ga infiltriraju. Uz to je
prikazan patohistoloski preparat glioma s rubnim naizgled zdravim parenhimom mozga, u kojem
se takoder vidi infiltracija mozdanog parenhima. Preuzeto iz Cornelison i ostali. A patient-
designed tissue-engineered model of the infiltrative glioblastoma microenvironment. npj Precis.
Onc. 2022;6(1):54. (15). Licencirano pod CC BY 4.0 (https://doi.org/10.1038/s41698-022-00290-
8).

Tkivo koje okruzuje tumor, u kojemu se najceS¢e nalaz mikroskopski ostatci tumora naziva se
tumorski mikrookoli§ (TME — engl. tumor microenvironment). Unutar tog tkiva nalaze se faktori

koji pridonose progresiji osnovne bolesti tako $to Stite tumor od imunoloskog odgovora domacina
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te potpomazu rezistenciju na terapiju (16,17). Kod glioblastoma TME moze pomo¢i umnaZanju
mati¢nih stanica tumora i1 na taj nacin doprinijeti proliferaciji 1 invaziji tumorski stanica te
otpornosti na lijekove (18). TME u mozgu je specifi¢an jer sadrzi stanice koje su jedinstvene za
SZS, poput astrocita i mikroglije. U istraZivanjima je pokazano da se tok intersticijske tekuéine

pojacava tijekom tumorogeneze, posljedi¢no utjeCe na migraciju stanica i stimulira invaziju

(19,20).

Stanice difuznih glioma infiltriraju zdrava tkiva uz ve¢ postojece “puteve”, tj. postojece anatomske
strukture, a Cesto koriste iste rute za migraciju kao nezreli neuroni (21). One invadiraju zdrava
tkiva mozga uz mijelinizirana vlakna unutar bijele tvari (intrafascikularno), a Sire se i subpijalno,
perivaskularno i perineuralno (13,22). Invazivne tumorske stanice preferiraju rast uz traktove
unutar bijele tvari 1 uz krvne Zzile. Perivaskularni rast omogucuje pristup kisiku i1 nutrijentima
potrebnima za rast, a uz to endotelne stanice luce tvari koje pospjesuju rast gliomskih stanica i
mati¢nih gliomskih stanica uz krvne zile (23,24). Zbog rasta u perivaskularnom prostoru dolazi do

odvajanja astrocita od krvnih Zila i posljedi¢no do sloma krvno-mozdane barijere (25).

1.3. Kiini¢ka prezentacija

Gliomski tumori u oko 50% pacijenata prezentiraju se nespecifiénim glavoboljama. Neka
od obiljezja takvih glavobolja koje se javljaju kod pacijenata s tumorima su progresivni karakter,
unilateralna lokalizacija i novonastala glavobolja kod pacijenata starijih od 50 godina (26). Kod
izrazitog poviSenja intrakranijalnog tlaka moze se oftalmoloskim pregledom uociti edem papile
optickog Zivca te se klini¢ki mogu zamijetiti ataksija i inkontinencija, takoder simptomi poviSenja

intrakranijskog tlaka.

Drugi simptomi koji se javljaju mogu ukljucivati kognitivne poteskoce te promjene ponasanja i
raspolozenja, Koji se mogu interpretirati kao depresija ili drugi psihijatrijski poremecaj, a kod

pacijenata vise zivotne dobi mogu Se zamijeniti za promjene nastale uslijed starenja.

Zarisni neurologki ispadi relativno se ¢esto javljaju i ukazuju na lokalizaciju tumora. Oni ukljuéuju
hemiparezu, gubitak osjeta, smetnje govora ili smetnje vida, a kako se ponekad naglo pojave mogu

oponasati mozdani udar. Oko 20 do 40% pacijenata prezentira se epileptickim napadajem (27).



1.4.  Dijagnostika

Neurooslikavanje ima vaznu ulogu u dijagnozi i preoperativhom planiranju, kao i u
pracenju pacijenata s gliomskim tumorima. Kompjutorizirana tomografija (CT) je dostupna, brzo
i lako se izvodi stoga je najceSce prvi izbor u hitnim stanjima. Takoder se koristi kao jedina metoda
dijagnostike 1 prac¢enja kod pacijenata kod kojih se ne moze napraviti MR (npr. pacijenti s
implantatima koji nisu kompatibilni s MR-om). CT nije idealna metoda za dijagnostiku jer ne
moze detektirati suptilne promjene u strukturi mozdanog parenhima, a koje mogu ukazivati na
tumorsku infiltraciju (27,28).

Magnetska rezonanca (MR) s i1 bez kontrasta je metoda izbora za dijagnostiku i pracenje tumora
SZS jer pruza bolju mekotkivnu rezoluciju u odnosu na CT. Aplikacija paramagnetskog
kontrastnog sredstva, gadolinija, pruza mnostvo dodatnih dijagnostickih informacija. Zbog sloma
krvno-mozdane barijere u podru¢jima infiltriranim patoloskim procesom dolazi do nakupljanja

gadolinija (28).

Najcesce koristeni protokoli u dijagnostici tumora mozga ukljucuju 3D T1 IR-GRE prije i nakon
aplikacije kontrasta, transverzalne T2 TSE snimke, transverzalne FLAIR snimke i transverzalne
2D DWI/ADC mape (29). Daljnjim napretkom tehnologije uvedene su novije metode koje pomazu
u karakterizaciji tumorskih procesa mozga, kao S§to su spektroskopija, perfuzija i difuzijske

sekvence.

1.4.1. Difuzijski mjereno oslikavanje i pojavni difuzijski koeficijent

Difuzijski mjereno oslikavanje (DWI — engl. diffusion weighted imaging) je MR tehnika
koja kvantificira difuziju molekula vode, odnosno Brownovo gibanje unutar pojedinog voksela.
DWI snimke nastaju zbog atenuacije signala na T2-mjerenim snimkama, $to je posljedica difuzije
molekula vode unutar tkiva. Molekule vode koje se slobodno krec¢u uzrokuju izrazenije smanjenje
inicijalnog T2 signala, dok ¢e one s ograni¢enim kretanjem uzrokovati manje smanjenje ili ¢ak
zadrzavanje signala, ovisno o stupnju restrikcije gibanja. Regije tkiva s ogranicenom difuzijom,

poput podrucja visoke stani¢ne gustoce, prikazat ¢e se kao zone poviSenog intenziteta signala na



DWI snimkama, dok ¢e se podrucja gdje je kretanje molekula vode slobodnije prikazati signalom

nizeg intenziteta.(30,31).

Difuzija je fizikalni proces premjestanja Cestica unutar medija, pri ¢emu se one krecu iz podrucja
vise koncentracije prema podru¢jima nize koncentracije, $to je posljedica Brownovog gibanja.
(slika 2.).

Slika 2. Shematski prikaz nasumi¢nog gibanja molekula vode.

Brownovo gibanje opisuje nasumic¢no kretanje atoma i molekula u teku¢inama bez odredenog
smjera. Medutim, ako unutar medija postoji razlika u koncentraciji izmedu dvaju podrucja, veca

je vjerojatnost da ¢e Cestice migrirati iz podrucja vise koncentracije u podrucje niZe koncentracije.

(slika 3.).



Slika 3. Shematski prikaz difuzije molekula vode.

S vremenom ovaj proces dovodi do izjednacavanja koncentracije Cestica. Neto pomak Cestica
proporcionalan je gradijentu koncentracije, $to opisuje Fickov zakon difuzije. Prema tom zakonu,
difuzijski koeficijent djeluje kao konstanta proporcionalnosti koja odreduje brzinu i intenzitet
difuzije kroz medij. Za izracunavanje difuzijskog koeficijenta koriste se razlicite metode, a u
uvjetima karakteristi¢nim za bioloska tkiva najéescée se primjenjuje Stokes-Einsteinova jednadzba.
(32):

D= kT
~6mnr

k — Boltzmannova konstanta
T — apsolutna temperatura

n — viskoznost

I —radijus Cestica

Kada se difuzija odvija u slobodnom mediju, naziva se izotropnom, jer ¢estice mogu jednoliko
migrirati u svim smjerovima. U bioloSkim tkivima, medutim, kretanje Cestica ograni¢eno je

staniénim membranama, gustoCom i brojem stanica, temperaturom, viskoznos¢u i perfuzijom.



Zbog tih prepreka, Cestice se ne mogu potpuno slobodno kretati, ve¢ im je difuzija ogranicena u
odredenim smjerovima, $to se naziva ograniCena ili anizotropna difuzija. U hipercelularnim
tkivima, gdje je gustoa stanica visoka, a staniéne membrane ocCuvane, difuzija je znacajno
ograni¢ena. Nasuprot tome, u tkivima s manjom gusto¢om stanica i oSte¢enim membranama, poput
cisticnih ili nekroti¢nih podrucja, difuzija je slobodnija. Stoga, analiza ogranicenja difuzije moze
posluziti kao indirektni pokazatelj mikrostrukture tkiva, pruzaju¢i vazne informacije o njegovom

sastavu i stanju (33).

DWI je inherentno T2-mjerena snimka koja se dobiva primjenom Stejskal-Tannerove spin-echo
sekvence, pri ¢emu se difuzijski gradijenti magnetskog polja primjenjuju prije i nakon 180°
radiofrekventnog (RF) pulsa. Cilj difuzijskih gradijenata je atenuacija transverzalne magnetizacije,
odnosno smanjenje konacnog intenziteta signala zabiljezenog tijekom MR pretrage, Sto ovisi o
slobodi kretanja molekula vode unutar tkiva. Nakon primjene 90° RF pulsa, svi magnetski
momenti protona precesiraju u fazi, pri ¢emu njihova frekvencija ovisi o jacini vanjskog
magnetskog polja. Uvodenjem magnetskog gradijenta dolazi do promjene frekvencije precesije
protona ovisno o njihovoj poziciji unutar gradijenta. Kada gradijentni impuls prestane djelovati,
frekvencije se vracaju u pocetno stanje, no protoni vise ne precesiraju sinkrono, $to uzrokuje fazni

pomak (34,35).

Fazni pomak, odnosno defaziranje, dovodi do smanjenja MR signala. Budu¢i da je difuzija
nasumican proces, i fazni pomaci molekula vode takoder su nasumicni, §to rezultira znacajnim
gubitkom MR signala. Stupan;j slabljenja ovisi o intenzitetu nasumicnog gibanja molekula vode,
koje je odredeno difuzijskim koeficijentom, kao i ja¢inom i trajanjem difuzijskih gradijenata. Sto
je gibanje molekula vode slobodnije (np. u cerebrospinalnom likvoru), smanjenje signala bit ¢e
izrazenije, dok ¢e u podrué¢jima gdje je kretanje molekula vode ograniceno (npr. talamus, bazalni
gangliji i korteks), signal biti manje oslabljeni. Za difuziju vode u homogenom mediju, kao §to je

cerebrospinalni likvor atenuacija signala moze se opisati jednadzbom:
S =85,
D — difuzijski koeficijent
So — pocetni signal, bez difuzije

b — vrijednost koja je odredena snjagom i trajanjem difuzijskih gradijenata

9



B-vrijednost kljucni je parametar u DWI, koji ovisi o amplitudi i trajanju pulsa, kao i o vremenu
izmedu primjene dva pulsa. MR signal slabi s porastom b-vrijednosti. Stopa smanjenja signala
ovisi 0 b-vrijednosti, pri ¢emu s povec¢anjem tih vrijednosti dolazi do gubitka signala u kapilarnoj
mrezi, dok veéi dio signala dolazi od difuzijskih procesa. U konaénici vece b-vrijednosti rezultiraju
veéim kontrastom izmedu tkiva koja imaju razli¢ita difuzijska svojstva (36). B-vrijednost odreduje

se jednadzbom:
b =y%G*5%(A— g)
y — ziromagnetski indeks
G — amplituda
d — trajanje pulseva
A — vrijeme izmedu dva pulsa

Iz DWI snimki snimljenih s razli¢itim b-vrijednostima, obi¢no s isklju¢enim difuzijskim
gradijentom (b=0) i s visokom b-vrijednos¢u (npr. b = 1000 s/mm?), softver MR aparata izratunava
pojavni difuzijski koeficijent (ADC — engl. apparent diffusion coefficient). ADC se koristi kako bi
se 1zbjegla pogresna interpretacija visokog signala na DWI kao rezultat ograni¢ene difuzije, zbog
moguceg postojanja T2 prosijavanja. ADC vrijednost za svaki voksel moze se izraCunati pomocu

odgovarajuce jednadzbe:
51
ADC =In (—) /(b; — b))
S2

pri ¢emu S11 Sz oznacavaju intenzitet signala na DWI pri vrijednostima by i b2 (32,34,37). Vokseli
s najnizom vrijednos¢u ADC-a prikazuju se crnom bojom, dok oni s najviSom vrijednoséu
prikazuju bijelom bojom. ADC predstavlja izravnu mjeru difuzivnosti molekula vode u tkivu, pa
hipointenzitet signala oznacava ograni¢enu difuziju, dok hiperintenzitet signala ukazuje na
facilitiranu difuziju. Podrucja snizenog signala na ADC mapama obic¢no koreliraju s podrucjima

vece stani¢ne gustoce (slika 4.).
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Slika 4. Novotvorina parijetalnog reznja desno. a) DWI snimka (b = 1000 s/mm?) pokazuje visok
signal tumorskog procesa (strelica). b) ADC mapa pokazuje nizak intenzitet signala, tj. ograni¢enu

difuzivnost (strelica).

ADC se moze izmjeriti na radnoj stanici prilikom pregledavanja snimki postavljanjem podrucja
interesa (ROI — engl. region of interest) te se pritom mogu dobiti vazne dodatne informacije o

mikrostrukturi promatranog tkiva.

1.5. Lijecenje

Kod pacijenata s gliomskim tumorima lijeCenje ovisi o patohistoloSkom nalazu i
molekularnoj analizi, koja ukljucuje i ranije navedene biomarkere, kao §to su IDH1 i 1p/19q
kodelecija. Zbog toga je prvi korak u lije¢enju obi¢no kirurska resekcija tumora koja ima terapijsku
1 dijagnosticku ulogu. Operacijom se prikuplja uzorak tkiva koji analiziraju specijalisti patologije
da bi se dobila konacna dijagnoza. Kada kirurSka resekcija nije moguca, npr. zbog lokalizacije
tumora, provodi se stereotaksijska biopsija lezije. Uzorkovanje pomocu stereotaksijske biopsije je

sigurno s niskim morbiditetom i mortalitetom, a pruza vrijednu dijagnosticku informaciju (38,39).

Cilj kirurskog lijecenja je da se ukloni Sto viSe tumorskog tkiva, bez neuroloskih oSte¢enja, za Sto
se koriste razliCite tehnike: sustav za navigaciju, intraoperacijski MR, ultrazvuk i bojanje
tumorskog tkiva 5-aminolevulinskom kiselinom (40). Kod tumora koji se nalaze u blizini

elokventne regije u pojedinim centrima postoji 1 mogucnost izvodenja operacije u budnom stanju
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s pra¢enjem putem evociranih potencijala, elektromiografije ili mapiranja mozga radi ocuvanja
funkcija bolesnika (41). Veci volumen ostatnog tumorskog tkiva je negativan prognosticki faktor
za gliome svih gradusa i podtipova, no ipak pokazano je da je uz elokventne regije bolje napraviti
postedniju resekciju. Veliki neuroloski deficit nastao operacijom smanjuje kvalitetu zivota
bolesnika i moZze stvori dodatne komplikacije koje mogu odgoditi daljnje lijeCenje Sto u konacnici

moze dovesti do progresije bolesti (42,43).

Nakon kirurskog lijeCenja, obicno 3-5 tjedana kasnije, zapocinje se radioterapija. Cilj radioterapije
je poboljsati lokalnu kontrolu bolesti. Cak i ako se ukloni makroskopski sav vidljiv tumor obi¢no
u okolnom tkivu ve¢ postoje tumorske stanice koje ga infiltriraju. Ukupna radioterapijska doza je
50-60 Gy rasporedena u dnevne frakcije od 2 Gy, koja dvostruko produljuje ukupno prezivljenje.
U postojec¢im istrazivanjima pokazano je da ne postoji dodatna korist od vise doze zracenja. Kod
pacijenata s loSim prognostickim faktorima (npr. starija Zivotna dob), moZe se provesti
hipofrakcionirana radioterapija, ukupno 40 Gy u 15 dnevnih doza (44-46). Za odabir podrucja
koje ce biti ozraceno pregledavaju se T1 i T2 mjerene snimke te FLAIR da bi se utvrdio volumen
ostatnog tumora na koji se nadoda 1-2 cm zbog mikroskopske infiltracije. Prilikom planiranja
zracenja potrebno je izbjeci osjetljive strukture kao $to su opticki zivci, opticka hijazma, retine,

o¢ne le¢e, mozdano deblo, hipofiza, puznice i hipokampusi (47).

Za veéinu pacijenata terapijski modalitet je i kemoterapija alkiliraju¢im sredstvom. Lijek koji se
najc¢esce upotrebljava u tu svrhu je temozolomid. To je lijek koji prolazi kroz krvno-mozdanu
barijeru, ima dobar antitumorski u¢inak koji postize vezivanjem na jedan od enzima za popravak
DNA (O%-metilgvanin-DNA metiltransferaza — MGMT). Temozolomid ima relativno dobar
sigurnosni profil, a najéeS¢a nuspojava mu je mijelosupresija, najceS¢e s neutropenijom ili
trombocitopenijom (48). Druga alkilirajuca sredstva iz skupine nitrozoureja (npr. lomustin,
karmustin 1 nimustin) mogu uzrokovati teZze nuspojave i zbog toga zahtijevati smanjenje doze ili
prekid 1 nastavak s drugom vrstom lijecenja. Ovi lijekovi mogu se koristiti kod recidiva

glioblastoma (49).
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Tablica 2. Preporuke za lijeCenje razli¢itih podtipova difuznih glioma odrasle dobi (50).

Tip tumora

Primarno lijeCenje nakon

postavljanja dijagnoze

Lijecenje

progresije/recidiva

Oligodendrogliom, IDH-
mutiran, s 1p/19q
kodelecijom, WHO gradus 2

Astrocitom, IDH-mutiran,

WHO gradus 3

Glioblastom, IDH-divlji tip,
WHO gradus 4

Pracenje; radioterapija (54-60
Gy u frakcijama od 1.8-2
Gy), PCV adjuvantno
(prokarbazin, lomustin i
vinkristin)

Radioterapija (54-60 Gy u
frakcijama od 1.8-2 Gy),
temozolomid adjuvantno
Konkomitantna
kemoradioterapija s
temozolomidom (54-60 Gy u
frakcijama od 1.8-2 Gy); za
starije od 65 godina i MGMT
nemetilirane tumore
radioterapija (40 Gy u
frakcijama od 2.67 Gy); za
starije od 65 godina i MGMT
metilirane tumore
konkomitantna
kemoradioterapija s
temozolomidom ili samo

temozolomid

Temozolomid

Nitrozoureja ili temozolomid

Nitrozoureja ili temozolomid
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2. HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

14



2.1.  Ciljevi istrazivanja:

1. Istraziti postoje li razlike u ADC vrijednostima peritumorskog tkiva bez jasnih znakova

infiltracije istog na standardnim MR sekvencama

2. Utvrditi postoje li razlike u ADC vrijednostima bijele tvari, NAWM (engl. normal
appearing white matter) u ipsilateralnoj i kontralateralnoj mozdanoj hemisferi, prije i

nakon provedene onkoloske terapije.

3. Utvrditi koreliraju li ADC vrijednosti s odgovorom na onkolosku terapiju i preZivljenjem.

2.2. Hipoteza ovog istrazivanja je:

Pacijenti s agresivnijim gliomskim tumorima i mikroskopskom peritumorskom infiltracijom imaju

nize ADC vrijednosti u naizgled zdravom tkivu mozga na standardnim MR sekvencama.
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4.

ISPITANICI | POSTUPCI
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4.1. Ispitanici

U ovo retrospektivno istrazivanje ukljuceno je 49 pacijenata koji su lijeceni u Klinickom
bolnickom centru Split u razdoblju od 2016. do 2021. godine zbog gliomske neoplazme gradusa
I i IV po WHO Kklasifikaciji iz 2016. koja je bila aktualna u trenutku kada je istrazivanja
osmisljeno i kada su prikupljani podatci. Ovi tumori odgovaraju difuznim gliomima odrasle dobi
po zadnjoj WHO klasifikaciji iz 2021. godine. Svi analizirani tumori bili su smjeSteni

supratentorijalno unilateralno sa samo jednom standardnim MR metodama detektabilnom lezijom.

Dijagnoza je patohistoloski potvrdena, bilo nakon maksimalne kirurske resekcije tumora ili nakon
stereotaksijske biopsije s Leksllovim okvirom. Stereotaksijska biopsija radena je kod pacijenata
koji su imali tumore nedostupne za resekciju, tumore u elokventnoj regiji ili kod pacijenata loSeg
opc¢eg stanja. Adjuvantno lijeCenje nastavljeno je konkomitantnom kemoradioterapijom. Tijekom
kemoterapije pacijenti lijeeni su temozolomidom u dozi 75 mg/m? svaki dan tijekom
radioterapije, a zatim sa 6 ciklusa temozolomida u dozi 150-200 mg/m?. Veéina pacijenata primila
je radioterapiju u ukupnoj dozi od 60 Gy (n=35), a dio je primio ukupnu dozu 42 Gy (n=14). Svi

pacijenti primali su antiedemsku terapiju, deksametazon.
Kriteriji ukljucenja:
e Gliomska novotvorina gradusa 11 i IV po WHO klasifikaciji iz 2016. godine
e Oderasli, stariji od 18 godina
e Prva MR pretraga u¢injeno u KBC-u Split (prije onkoloske i/ili kirurske terapije)
e Kontrolna MR pretraga nakon terapije u¢injeno u KBC-u Split
Kriteriji iskljucenja:
e Gliomska novotvorina gradusa I i 1l po WHO klasifikaciji iz 2016. godine

e Dijagnostika i lijeenje prije 2016. godine, pregledi prije digitalizacije, nedostupni u
PACS-u

e Nedostatak MR pretrage prije onkoloskog i/ili kirurskog lijecenja

e Nedostatak MR pretrage nakon onkoloskog i/ili kirurskog lije¢enja
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e Nedostatak difuzijskih sekvenci u napravljenim MR pretragama

e Znacajni artefakti na difuzijskim sekvencama koji bi otezali mjerenje ADC vrijednosti

4.2. Postupci

4.2.1. MR pretrage

MR pretrage pacijenata napravljene su na Zavodu za dijagnosti¢ku i intervencijsku radiologiju
KBC-a Split na MR uredaju jakosti polja 1,5 T (Avanto, Siemens, Erlangen, Njemacka). Tijekom
snimanja koristena je zavojnica za glavu. Prilikom snimanja nije bio dostupan alat za automatsko

pozicioniranje. U protokolu snimanja koriStene su sljede¢e sekvence:

e transverzalni i sagitalni T1 SE (engl. spin-echo) (TR 550 ms, TE 8.7 ms, FOV 230 mm) ili
3D GRE (engl. gradient-recall-echo) (TR 1910 ms, TE 3.53 ms, FOV 256 mm) prije i
nakon aplikacije paramagnetskog kontrastnog sredstva

e transverzalni T2 TSE (TR 5000 ms, TE 96 ms, FOV 230 mm)

e transverzalni FLAIR (engl. fluid attenuated inversion recovery) (TR 8000 ms, TE 92 ms,
FOV 230 mm)

e transverzalni 2D DWI EPI (engl. echo-planar imaging) s b vrijednostima 0 s/mm? i 1000
s/mm? i difuzijskim gradijentima primijenjenim po X, y i z osima

e ADC mape izraCunate iz DWI koriStenjem standardnog monoeksponencijalnog

regresijskog modela primjenom softvera integriranog u MR uredaj

4.2.2. Analiza MR snimaka

Za analizu podataka je koriSten softver proizvoda¢a MR uredaja (Syngo.via; Siemens; Miinchen,
Njemacka). Uz pomo¢ alata za slobodno iscrtavanje volumena oznacen je dio lezije koji je
pokazivao postkontrastnu imbibiciju. Uz to podrucje postavljena su po dva ROI kruzi¢a u
nasumicnoj distibuciji, 2 mm udaljeno od ruba imbibicije, unutar abnormalnog signala na FLAIR
sekvenci, u podruc¢ju povisenog signala na T2/FLAIR koji dijelom odgovara edemu, a dijelom

neoplasti¢noj infiltraciji (slika 5.).
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Slika 5. Gliomska novotvorina temporalnog reznja desno, primjer mjerenja. a) T1 mjereno vrijeme
pokazuje leziju koja se rubno imbibira. b) FLAIR u istoj razini pokazuje Siroku zonu povisenog
signala koja dijelom odgovara edemu, a dijelom neoplasti¢noj infiltraciji. ¢) ADC mapa u istoj

razini pokazuje mjesta na koja su postavljena ROI za mjerenje.

19



Jos je po jedan ROI postavljen unutar iste hemisfere, udaljen oko 4 cm, unutar bijele tvari koja ne
pokazuje MR detektabilne abnormalnosti — NAWM (engl. normal appearing white matter) te
simetri¢no u kontralateralnu mozdanu hemisferu pomocu softverskog alata za zrcaljenje (Slika 6.).
Povrs$ina ROI kruzi¢a je bila 0,4-0,5 cm?. Kako su svi analizirani tumori bili su smjesteni
supratentorijalno, svi ROI kruzié¢i takoder su bili postavljeni supratentorijalno. Na kontrolnoj
pretrazi vizualno su se kontrolirali ROI da bi bili §to sli¢nije postavljeni. Vrijednosti ADC je

izratunao softver i prikazane su mjernom jedinicom mm?/s.
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Slika 6. Isti bolesnik kao na slici 4., presjeci izvan standardnim tehnikama snimanja zone vidljive
infiltracije. a) FLAIR prikazuje uredan signal sive i bijele tvari uz nesto uze sulkuse desne
hemisfere, kao posljedica kompresivnog ucinka glioma. b) ADC mapa u istoj razini s ROI

postavljenim u NAWM hemisfere ipsilateralno kao gliom i simetri¢no kontralateralno.

21



4.3. Eticka nacela

Istrazivanje je odobrilo eticko povjerenstvo KBC-a Split (Ur.broj: 2181-147/01-06/LJ.Z.-24-02) i
provedeno je u skladu s nacelima Helsinske deklaracije, Zakona o zastiti prava pacijenata (NN
169/04), Zakona o provedbi Opcée uredbe o zastiti podataka (NN52/18) te Hrvatskog kodeksa
medicinske etike i deontologije (NN55/08, 139/15).

4.4, Statisticka analiza podataka

Zapotrebe ovog istrazivanja vrijeme prezivljenja uzeto je kao vrijeme od dobivanja patohistoloske
dijagnoze do trenutka posljednje onkoloske kontrole dostupne u arhivu Klinike za onkologiju 1
radioterapiju KBC-a Split. Uocena je bimodalna raspodjela ispitanika s obzirom na dane
prezivljenja (razlika izmedu dvije grupe je iznosila n = 328 dana) te su s obzirom na to podijeljeni

u dvije grupe, grupa s kratkim 1 grupa s dugim prezivljenjem.

Za statisti¢ku analizu koristen je MS Excell (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, SAD)
i SPSS Statistics software v.20 (SPSS inc., Chicago, SAD).

Kako je u istrazivanju prilikom statisticke analize koriSten t-test, minimalna veli¢ina uzorka
dobivena je statistickim izra¢unom na osnovu vrste koriStenog testa (t-test), p vrijednosti (0,05)
koja se gledala kao znaajna te snage (vjerojatnost B2 greske 0,92). Dobivena minimalna veli¢ina

uzorka bila je je 48 ispitanika.

Razlike u ADC vrijednostima izmedu grupa odredene su t-testom. P-vrijednost <0,05 je uzeta kao
statistiCki znaCajna. Spearmanov rank test je napravljen da bi se odredila korelacija ADC
vrijednosti i prezivljenja, jer je uoceno da ove varijable ne pokazuju linearan odnos. Chi-kvadrat

test koriSten je za analizu statusa IDH unutar skupina.
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5. REZULTATI
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U istrazivanje bilo je uklju¢eno ukupno 49 pacijenata s gliomskim novotvorinama koje su po WHO
klasifikaciji iz 2016., aktualnoj u vrijeme provodenja istrazivanja, odgovarale gliomima visokog
gradusa (gradusi Il 1 VI), odnosno anaplasti¢nim astrocitomima i glioblastomima, a po posljednjoj
klasifikaciji iz 2021. odgovaraju difuznim gliomima odrasle dobi. Neoplazme su bile lokalizirane

jednostrano, bez MR-om vidljivog Sirenja na kontralateralnu stranu.

Srednja vrijednost dobi pacijenata bila je 60 godina (raspon 28-78 godina). Srednje vrijeme

prezivljenja iznosilo je 258 dana (raspon 47-2042 dana).

Utvrden je IDH1 status za n=39 pacijenata, a od toga ih je n=34 imalo neoplazmu s IDH1-divljim
tipom te n=5 neoplazmu s IDH1-mutacijom. Odnos IDH1 statusa s dobi pacijenta prilikom
postavljanja dijagnoze, duljinom prezivljenja te volumenom tumora prije i nakon terapije
prikazana je u tablici 3. Postojala je statisticki znacajna razlika u dobi pacijenata prilikom
dijagnoze (p=0,001) i duljini preZivljenja (p=0,045) kod pacijenata s IDH1-mutiranim tumorima i

onih s IDH1-divljim tipom tumora.

Tablica 3. Odnos IDH1 statusa s dobi pacijenata, duljinom prezivljenja i volumenima tumora prije

i nakon terapije

IDH1-wt IDH1-mut p-vrijednost
Dob (prosjek godina £ SD) 59+9 43+£12 0,001
Duljina prezivljenja (dani £ SD) 358 + 344 1238 + 689 0,045
Volumen tumora na inicijalnom 52+ 35 72 +63 >0,05
MR-u
VVolumen tumora na kontrolnom 37+ 46 25+ 27 >0,05
MR-u

Pacijenti su podijeljeni u dvije skupine ovisno o vremenu prezivljenja, skupina 1 s kra¢im
vremenom prezivljenja, (medijan prezivljenja u danima n=230, raspon 47-596 dana) i skupina 2 s
duljim vremenom prezivljenja (medijan prezivljenja u danima n=1166, raspon 924-2042 dana).
Postojala je statisticki znacajna razlika (p=0,001) IDH1 statusa pacijenata unutar skupina, sto je

prikazano u tablici 4.

Tablica 4. IDH1 status unutar pojedinih skupina.
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IDH1-wt IDH1-mut

Grupa s kratkim prezivljenjem 30 1

(broj pacijenata)

Grupa s dugim prezivljenjem 4 4
(broj pacijenata)

Prosjecne vrijednosti ADC prije pocetka lijecenja i na kontrolnoj MR pretrazi bile su vise uz onaj
dio lezije koji pokazuje postkontrastnu imbibiciju, u odnosu na naizgled zdravu bijelu tvar

(NAWM - engl. normal appearing white matter) sto je prikazano u tablici 5.

Tablica 5. Prosje¢ne vrijednosti pojavnog difuzijskog koeficijenta (ADC) za sve pacijente.

MR prije pocetka
lijeCenja
(prosjecna vrijednost +

Kontrolna MR
(prosjecna vrijednost + SD,

-3 2
SD, 10 mm?/s) 10 mm©/s)

Nep(_)sred_no uz leziju koja se imbibira, 1.2504 + 0,3843 1.1292 + 03001
1. mjerenje

Neposredno uz leziju koja se imbibira,

2. mjerenje 1,2089 + 0,3720 1,1781 £ 0,3242
Ipsilateralna NAWM 0,7407 +0,0738 0,7621 + 0,0854
Kontralateralna NAWM 0,7358 + 0,0663 0,7662 + 0,0827

Pacijenti u grupi s kratkim prezivljenjem imali su niZe prosjecne ADC vrijednosti uz leziju koja
se imbibira u usporedbi s grupom s duljim prezivljenjem na MR pretrazi prije pocetka lijecenja,

kao i na kontrolnom MR snimanju (slika 7. i slika 8.).

25



=

1,6
1,4
1,2
0,8
0,6
0,4
0,2

0

Neposredno uz leziju Neposredno uz leziju Ipsilateralna NAWM Kontralateralna

koja se imbibira, 1.  koja se imbibira, 2. NAWM
mijerenje mjerenje
B Grupa s kratkim preZivljenjem [ Grupa s dugim preZivljenjem

Slika 7. Prosje¢ne ADC vrijednosti za obe grupe na MR pretrazi prije pocetka lijecenja.
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Slika 8. Prosje¢ne ADC vrijednosti za obje grupe na kontrolnoj MR pretrazi.
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Pokazalo se da postoji statisticki znacajna razlika u jednom od dva mjerenja ADC vrijednosti
neposredno uz leziju koja se imbibira izmedu prve i druge grupe, razlika je bila 0,3348 (p=0,013),
dok je drugo mjerenje takoder pokazalo razliku koja nije bila statisticki znacajna, §to je prikazano

u tablici 6.

Tablica 6. Razlike u ADC vrijednostima izmedu dvije grupe na MR pretrazi prije pocetka terapije.

Grupa s kratkim preZivljenjem Grupa s dugim preZivljenjem

(prosjetna vrijednost, 10 (prosje¢na vrijednost, 102  p-vrijednost
mm2/s) mm?/s)

Neposredno uz leziju
ko_Ja se_lmblblra, 1. 1,2095 1,4726 0,1260
mjerenje
Neposredno uz leziju
ko_Ja se_lmblblra, 2. 1,1461 1,4809 0,0130
mjerenje
Ipsilateralna NAWM 0,7482 0,7078 0,1400
Kontralateralna
NAWM 0,7408 0,7140 0,2790

Nije postojala statisti¢ki zna€ajna razlika u ADC vrijednostima u ipsilateralnoj 1 kontralateralnoj
NAWM na MR pretrazi prije pocetka terapije izmedu grupa. Razlike su iznosile -0,0404 (p=0,14)
i -0,0268 (p=0,279).

Na kontrolnom MR pretrazi pokazalo se da postoji statisticki znacajna razlika u ADC
vrijednostima u ipsilateralnoj NAWM (-0,0857, p = 0,004), kao i u kontralateralnoj NAWM (-
0,0607, p=0,037) izmedu grupa. Nije postojala statisticki znacajna razlika u ni jednoj od ADC
vrijednosti neposredno uz leziju koja se imbibira (Tablica 7.).
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Tablica 7. Razlike u ADC vrijednostima izmedu dvije grupe na kontrolnoj MR pretrazi

Grupa s kratkim Gruea s du.gim
preZivljenjem Pl&ellVlj enjem -
prosjecna p-vrijednost
(prosje¢na vrijednost, 102 i jednost, 10

mm?/s) mm2/s)
Neposredno uz leziju koja se
|mb|b|ra, 1. mjerenje 1,1258 1,1422 0,8800
Neposredno uz leziju koja se 1,6252 1,2388 0,5130
imbibira, 2. mjerenje
Ipsilateralna NAWM 0,7796 0,6938 0,0040
Kontralateralna NAWM

0,7786 0,7179 0,0370

U rezultatima je pokazano da nema korelacije izmedu vremena prezivljenja i ADC vrijednosti
neposredno uz leziju koja se imbibira na MR pretrazi prije pocetka terapije, kao niti na kontrolnoj
MR pretrazi. Spearman rank testom se pokazalo da postoji slaba negativna korelacija izmedu
prezivljenja i ADC vrijednosti u ipsilateralnoj i kontralateralnoj NAWM na MR pretrazi prije
pocetka terapije, korelacijski koeficijent iznosio je -0,328 (p=0,02) i -0,302 (p=0,04), kako je

prikazano u tablici 8.

Tablica 8. Korelacija vremena prezivljenja i ADC vrijednosti na MR pretrazi prije pocetka

terapije.
Koeficijent korelacije p-vrijednost

Neposredno uz leziju koja se imbibira, 1.
mjerenje 0,1740 0,2360
Neposredno uz leziju koja se imbibira, 2.
mijerenje 0,1690 0,2500
Ipsilateralna NAWM -0,3280 0,0230
Kontralateralna NAWM

-0,3020 0,0370

Korelacija je bila jac¢a na kontrolnoj MR pretrazi s korelacijskim koeficijentima -0,575 (p=0) za
ipsilateralnu NAWM i -0,605 (p=0) za kontralateralnu NAWM, kako je prikazano u tablici 9.
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Tablica 9. Korelacija vremena prezivljenja i ADC vrijednosti na kontrolnoj MR pretrazi

Koeficijent korelacije p-vrijednost
Neposredno uz leziju koja se imbibira, 1. -0,0030
mjerenje 0,9860
Neposredno uz leziju koja se imbibira, 2.
i Erenj . JU 0,0800 0,5840
Ipsilateralna NAWM -0,5750 0,0000
Kontralateralna NAWM -0,6050 0,0000
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6. RASPRAVA
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U ovom istrazivanju testirane su ADC vrijednosti i njihove promjene da bi se istrazio njihov

potencijal kao prognosticki biomarker kod bolesnika oboljelih od gliomskih novotvorina.

Nase istrazivanje pokazalo je statisti¢ki znacajne razlike u ADC vrijednostima u naizgled zdravoj
bijeloj tvari (NAWM) izmedu grupe pacijenata s dugim prezivljenjem i grupe s kratkim
prezivljenjem. ADC vrijednosti bile su vise u grupi s kratkim prezivljenjem u odnosu na grupu s
dugim prezivljenjem na MR pretrazi prije pocetka lijeCenja, kao i na kontrolnoj MR pretrazi nakon
zavrsetka lijeCenja. Takoder, rezultati su pokazali i da postoji negativna korelacija ADC vrijednosti
u NAWM ipsilateralne i kontralateralne strane u odnosu na gliomsku novotvorinu i vremena
prezivljenja. Ta korelacija je dokazana i na MR pretrazi prije pocetka lijeCenja, a bila jo§ jaca na
kontrolnoj MR pretrazi. Povisenje ADC vrijednosti u NAWM kod pacijenata s kra¢im vremenom
prezivljenja odraz su promjena u mikrookolisu koje nastaju zbog rasta tumorskih stanca. Od ranije
je poznato da gliomi pokazuju sklonost za infiltrativan rast, te se Sire na udaljena mjesta
perivaskularno i perineuralno kroz bijelu tvar, ¢esto bez sloma krvno-mozdane barijere zbog cega
nedostatak postkontrastne imbibicije ne znaci da ne postoji infiltracija (22,51,52). Gliomske
stanice u pocetku se Sire mikroinvazijom i migracijom uz neurone i neuronske puteve $to u pocetku
dovodi do povisenja celularnosti tkiva, s razmicanjem tkiva, ali bez destrukcije neurona (53,54).
Prilikom rasta tumorske stanice otpustaju razlicite citokine, proteaze i druge signalne molekule
koje dovode do promjena u zdravom tkivu mozga, §to dovodi do pojave vazogenog edema i
daljnjih strukturnih promjena u ekstracelularnom matriksu. . Vazogeni edem nastaje kao posljedica
razli¢itih patoloSkih procesa koji ukljuCuju rast i infiltraciju malignih stanica, s posljedicnim
slomom krvno-mozdane barijere. Odgovara poru¢ju u kojem se tekuéina nakuplja u
ekstracelularnim prostorima unutar mozga Zbog nastalog edema mijenja se mobilnost protona u
zahvacenom tkivu i posljedi¢no dolazi do promjene ADC vrijednosti, kao $to je pokazalo i nase
istrazivanje (55,56). Promjene ADC vrijednosti indikator su ovih promjena mikrostrukture (57—
59). Bieksponencijalna analiza ADC vrijednosti u NAWM koju su proveli Horvath i suradnici
pokazala je takoder poviSenje ADC vrijednosti u kontralateralnoj hemisferi kod pacijenata s
gliomskim novotvorinama §to ukazuje na to da je vazogeni edem prisutan ¢ak i u regijama
udaljenim od tumora. Eventualno bi se ove promjene mogle objasniti i gubitkom neurona zbog

invazivnog rasta gliomskih stanica te toksi¢nim u¢incima citokina, kao $to su interleukin-6 (I1L-6)
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i ¢imbenik nekroze tumora alfa (TNF-a). Takoder pokazano je da postoje i razlike medu razli¢itim
regijama kontralateralne hemisfere, no te razlike potvrdene su i kod zdravih pacijenata, §to ukazuje
na to da su poremecaji difuzije ipak globalni pa slijednom navedenog zahvacaju i cijelu
kontralateralnu hemisferu. Sli¢ne promjene difuzivnosti dokazane su i ipsilateralnoj hemisferi
(60-63). Znacajno povisenje vrijednosti ADC u grupi bolesnika s kra¢im vremenom prezivljenja
na kontrolnoj MR pretrazi moglo bi se objasniti ve¢im stupnjem invazije, odnosno agresivnijim

ponasanjem novotvorine, zbog ¢ega postoji vazogeni edem i u naizgled zdravoj bijeloj tvari.

Istrazivanja koja su koristila in-vivo spektroskopiju u NAWM kontralateralne hemisfere pacijenata
oboljelih od glioblastoma pokazala su da postoje povisene koncentracije mio-inozitola i glutamina.
Glutamin je indikator metabolizma malignih stanica 1 njegove vrijednosti vise su u gliomima u
odnosu na zdravo tkivo mozga. Mio-inozitol je marker rasta astrocita u mozdanom parenhimu
odraslih osoba. Promjene koncentracije tih metabolita konzistentne su s promjenama u
mikrookolisu u vidu povecanja gustoée astrocita unutar jo§ uvijek normalnog mozdanog
parenhima i ukazuju na rane infiltrativne promjene (64-66). Povisenje vrijednosti ADC-a u
NAWM pacijenata s kra¢im vremenom prezivljenja moglo bi se objasniti ve¢om koli¢inom

infiltrativnih malignih stanica kao §to je pokazano u Kallenbergovom istrazivanju (65).

Ranije su usporedivanje promjene u ADC vrijednostima kontralateralne NAWM kod pacijenata
oboljelih od meningeoma, $to je novotvorina koja ne infiltrira mozdani parenhim, i1 glioma te je
pokazano da obje skupine bolesnika imaju povisene ADC vrijednosti (67). 1z toga proizlazi da se
ove promjene ADC vrijednosti moraju moc¢i barem dijelom objasniti nekim mehanizmom koji
postoji i dogada se i kod infiltrativnih tumora i kod onih koji ne pokazuju sklonost infiltrativnom
rastu. Prilikom rasta gliomi imaju i kompresivni u€inak na mozdani parenhim, naj¢eSce obje
hemisfere. Kompresivni u¢inak moze dovesti do venske kongestije 1 poremecaja u mikrocirkulaciji
cijelog mozga (68). Globalni u¢inak rasta glioma dijelom je potaknut i disrupcijom aksona,
poremecajima mijelinskih ovojnica, toksicnim u¢inkom glutamata i oksidativnim stresom. Kako
se naruSava integritet aksona dolazi do Sirenja ekstracelularnog prostora, Sto Se mozZe ocitovati
povisenjem ADC vrijednosti i u NAWM (54,69). Promjene u ekstracelularnom matriksu dodatno
su potaknute ekspresijom matriks metaloproteinaza (MMP) 1 vaskularnim endotelnim ¢imbenikom

rasta (VEGF), ¢ija ekspresija korelira sa stupnjem invazije glioma (70,71). U nasem istrazivanju
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pokazano je da su ADC vrijednosti viSe u NAWM kod bolesnika s kra¢im prezivljenjem S§to

ukazuje na agresivnije ponasanje glioma u ovih pacijenata

Yazdani i suradnici su usporedivali ADC vrijednosti u razli¢itim regijama mozga u ipsilateralnoj
hemisferi u odnosu na gliom i dobili su povisenje ADC vrijednosti u svim mjerenim podru¢jima
kod pacijenata s gliomima nizeg gradusa u odnosu na one s gliomima viseg gradusa (72). lako su
svi bolesnici ukljuceni u nase istrazivanje imali gliome visokog gradusa, ove razlike koje se nalaze
u okolnom tkivu uz leziju koja se imbibira mogle bi se objasniti ve¢im brojem stanica kod

agresivnijih novotvorina kakve imaju bolesnici s kra¢im vremenom prezivljenja,

Nase istrazivanje pokazalo je da su ADC vrijednosti mjerene neposredno uz zonu imbibicije nize
kod pacijenata koje su imali krace vrijeme prezivljenja. Zona visokog T2 i FLAIR signala kod
vecine bolesnika dosta je Sira od samog dijela lezije koji pokazuje postkontrastnu imbibiciju na T1
mjerenim snimkama. U ovom podrucju obi¢no se nalaze tumorske stanice, a standardnim
metodama snimanja tesko je razlikovati tumorsku infiltraciju i edem (73,74). Mehanizmi stvaranja
edema uz gliomske novotvorine nisu do kraja razjaSnjeni unato¢ brojnim istrazivanjima. Moguce
je da se radi o kombinaciji intersticijskih, citotoksi¢nih i vazogenih u¢inaka (75-77). Slom krvno-
mozdane barijere dovodi do nakupljanja tekucine u ekstracelularnom prostoru unutar bijele tvari
zbog Cega nastaje vazogeni edem, no dok god je oCuvan ekstracelularni matriks difuzija molekula
vode ostaje unutar prostora matriksa. Kako je ranije navedeno, gliomske stanice migriraju uz
traktove unutar bijele tvari i narusavaju strukturu ekstracelularnog matriksa. Ovo je posebno
izrazeno kod HGG glioma gdje uz vazogeni edem zasigurno postoji i infiltracija malignim
stanicama koje destruiraju ekstracelularni matriks (78,79). U istrazivanjima koje su proveli
Castillo i Catalaa pokazano je da se mjerenje ADC vrijednosti moze koristiti za razlikovanje HGG
od normalnog parenhima mozga, ali da se ne moZe koristiti za razlikovanje tumorske infiltracije
od edema (74,80). NasSe istrazivanje u skladu je s drugima u kojima se pokazalo da HGG imaju
nize ADC vrijednosti u peritumorskoj regiji u odnosu na LGG (79,81-84). Iako su svi nasi
bolesnici imali gliome visokog gradusa pacijenti s kra¢im prezivljenjem imali su niZe vrijednosti
ADC-a sto ukazuje na ve¢i maligni potencijal ¢ak i unutar skupine HGG-a. 1z toga proizlazi da
bolesnici koji imaju krace vrijeme prezivljenja vjerojatno imaju visi stupanj infiltracije gliomskih
stanica u peritumorskoj regiji. Ovome u prilog govore i dvije meta analize ¢iji je cilj bio utvrditi

povezanost broja stanica i ADC vrijednosti. Njima je potvrdeno da celularnost tkiva i ADC imaju
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negativnu korelaciju kod razli¢itih vrsta neoplazmi, kao i da je ta korelacija izrazena u gliomskim

novotvorinama (85,86).

Unato¢ tome $to su ADC vrijednosti mjerene u peritumorskoj regiji uz podru¢je imbibicije bile
nize kod pacijenata s kra¢im vremenom prezivljenja na oba mjerena mjesta, samo je jedno od tih
mjerenja pokazalo statisticki znacajne razlike. ROI su postavljani nasumi¢no unutar zone T2 i
FLAIR hiperintenziteta signala uzimajuci u obzir nepredvidivu distribuciju zona infiltracije u
peritumorskoj regiji. Ovime smo htjeli vidjeti mogu li se dobivene vrijednosti generalizirati te smo
htjeli smanjiti eventualnu pristranost kod uzorkovanja (engl. sampling bias). Dobiveni rezultati
mogu biti posljedica relativno malog uzorka te bi se mozda ve¢im uzorkom postigla bolja
stratifikacija rezultata. Drugi uzrok je vjerojatno sama heterogenost strukture peritumorske regije,
koja kako je ranije objaS$njeno sadrzi podrucja nakupljanja tekuéine u ekstracelularnom prostoru,
kao i podruéja infiltrirana malignim stanicama. S obzirom na to da je peritumorska regija izvor
malignih stanica koje uzrokuju recidiv bolesti dijagnostika usmjerena na otkrivanje njezinih

strukturnih i molekularnih promjena moze otkriti i potencijalne terapijske ciljeve (87,88).

Pokazano je da razli¢iti molekularni markeri, kao §to su IDH1, MGMT, TP53 i EGFR, imaju
znacajnu ulogu u prognozi i odgovoru na lijecenje kod bolesnika s gliomima. Posebno se istice
IDH1/IDH2 status, koji je u razliitim istraZivanjima prepoznat kao jedan od najvaZznijih
prognostickih i prediktivnih faktora kod bolesnika s gliomima. Pacijenti s IDH-divljim tipom
glioma imaju znacajno loSiju prognozu u usporedbi s onima koji imaju IDH-mutirane gliome.
Brojne studije su pokazale da je status IDH1 vaZniji prognosticki marker ¢ak 1 od patohistoloske
dijagnoze, koja prema tadasnjim kriterijima WHO Kklasifikacije (prije 2016. godine) nije
ukljucivala molekularne podatke poput IDH1/IDH2 statusa. Prema istrazivanjima, IDH1 mutacija
djeluje kao tumor-supresor putem kaskade unutarstani¢ne signalizacije, ¢ime znacajno utjeCe na
biologiju tumora, njegovo ponasanje i odgovor na terapiju (89,90). U naSem istraZivanju, iako je
uzorak bio relativno malen, potvrdeno je da pacijenti bez IDHI mutacije imaju statisticki znac¢ajno
krace vrijeme prezivljenja u usporedbi s pacijentima koji imaju IDH-mutirane tumore. Ovo je u
skladu s literaturom koja pokazuje da IDH-divlji gliomi predstavljaju bioloski agresivniji podtip
bolesti, esto povezan s veéim stupnjem malignosti i loSijim odgovorom na terapiju. Takoder,
uocili smo da bolesnici s IDH-divljim tipom glioma u prosjeku imaju viSu dob prilikom

postavljanja dijagnoze, $to dodatno moze doprinijeti nepovoljnijoj prognozi. S druge strane, IDH-
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mutirane gliome karakterizira manje agresivan fenotip, bolji odgovor na standardne terapije poput
radioterapije i temozolomida, dulje vrijeme prezivljenja i u prosjeku niza dob prilikom postavljanja
dijagnoze. Ova razlika u ponasanju izmedu IDH-mutiranih i IDH-divljih glioma odrazava se i na
molekularnoj razini. IDH-mutirani gliomi proizvode onkometabolit a-ketoglutarat (a-KG), koji
utjece na epigenetske modifikacije tumorskih stanica, ali istovremeno doprinosi i usporavanju

rasta tumora (91-93).

NaSe istrazivanje pruza vrijedan uvid u povezanost ADC vrijednosti u peritumorskoj regiji
pacijenata oboljelih od gliomskih novotvorina, kao i u NAWM ipsilateralne i kontralateralne
hemisfere. Rezultati pokazuju da su ADC vrijednosti u NAWM, kako ipsilateralne tako i
kontralateralne hemisfere, znac¢ajno vise kod pacijenata s kra¢im prezivljenjem, $to upucuje na
difuzne promjene u mikrostrukturi mozga uzrokovane infiltracijom tumorskih stanica, edemom i
sistemskim uc¢incima tumora. Nadalje, nize ADC vrijednosti u peritumorskoj regiji kod pacijenata

s kra¢im prezivljenjem odrazavaju visoku stani¢nost i agresivniju biologiju tumora.

Iako je potrebno dodatno istrazivanje, nasi rezultati sugeriraju da bi ADC vrijednosti u NAWM 1
peritumorskoj regiji mogle posluziti kao korisni prognosti¢ki biomarkeri u bolesnika s gliomima.
Buduca istrazivanja s veéim brojem pacijenata, uz detaljniju molekularnu karakterizaciju tumora,
kljuéna su za potvrdu ovih nalaza i dublje razumijevanje rasta glioma. Takav pristup mogao bi
unaprijediti stratifikaciju pacijenata, pracenje tijeka bolesti i donoSenje terapijskih odluka, s

krajnjim ciljem pruZanja boljeg lijecenja i skrbi za oboljele.

Vazno je istaknuti nekoliko ograni¢enja naseg istrazivanja. Prvenstveno, uzorak je bio relativno
malen, a molekularna karakterizacija glioma nije bila dostupna za sve pacijente. Takoder, nisu svi
pacijenti bili podvrgnuti maksimalnoj kirurSkoj resekciji, $to moZe utjecati na ukupne ishode
prezivljenja. Veci broj mjerenja s razli¢itim veli¢inama ROI (region of interest), kao 1 primjena
automatiziranih metoda za definiranje ROI, mogli bi pruZiti preciznije informacije o difuzivnosti.
Nadalje, MR spektroskopija i perfuzija nisu provedene kod svih pacijenata jer te tehnike nisu bile

ukljucene u standardni MR protokol, $to je dodatno ogranicilo veli¢inu uzorka.

Dodatna istrazivanja trebala bi se usmjeriti na korelaciju ADC vrijednosti s perfuzijskim i
spektroskopskim parametrima u NAWM, budu¢i da ove tehnike mogu pomo¢i u diferencijaciji
agresivnijih tumora. Takoder, razliCite genetske mutacije i epigenetske promjene mogu utjecati na

obrasce rasta glioma te posljedicno na vrijednosti ADC-a. Osim toga, budu¢i da analiza indeksa
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proliferacije Ki-67 nije provedena jer takva analiza nije bila standardno radena u vrijeme obrade
uzoraka, buduca istrazivanja trebala bi ukljuciti i ovu varijablu kako bi se dodatno istrazila njena
moguca povezanost s ADC vrijednostima. Nadalje, na ve¢em uzorku pacijenata bilo bi korisno
ispitati postoje li razlike u ADC vrijednostima NAWM-a ovisno o lokalizaciji glioma u razli¢itim
reznjevima mozga. Razumijevanje ovih kompleksnih odnosa klju¢no je za razvoj novih

dijagnostickih i terapijskih pristupa kod pacijenata s gliomima.
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7. ZAKLJUCCI
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Pacijenti s kra¢im vremenom prezZivljenja imaju vise ADC vrijednosti u NAWM
ipsilateralne i kontralateralne hemisfere u odnosu na gliom. Ova razlika bila je statisticki
znacajna na kontrolnoj MR pretrazi nakon onkoloskog lijecenja.

. ADC vrijednosti bile su nize u peritumorskoj regiji bolesnika koji su imali krace vrijeme
prezivljenja u odnosu na bolesnike s duljim vremenom prezivljenja, no razlika je bila
statistiCki znac¢ajna samo u jednom podrucju mjerenja.

Postoji slaba negativna korelacija ADC vrijednosti u NAWM prije pocetka lijecenja i
vremena prezivljenja, koja je jos izrazenija na kontrolnoj MR pretrazi.

IDH1-divlji tip glioma povezan je s kra¢im vremenom preZivljenja i viSom zivotnom dobi

prilikom postavljanja dijagnoze.
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8. SAZETAK
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Prediktivna vrijednost pojavnog difuzijskog koeficijenta u peritumorskoj regiji
pacijenata s gliomskim novotvorinama mozga pod utjecajem onkoloske

terapije

Ciljevi: Cilj ovog istrazivanja bio je procijeniti postoje li promjene pojavnog difuzijskog
koeficijenta (engl. apparent diffusion coefficient, ADC) uz podrué¢je imbibicije gliomske lezije
koje bi mogle odgovarati zonama infiltracije nevidljivima standardnim metodama MR snimanja.
Takoder, istrazene su promjene ADC vrijednosti u izgledom normalnoj bijeloj tvari mozga na
standardnim MR sekvencama (engl. normal appearing white matter, NAWM) ipsilateralne i
kontralateralne hemisfere kod bolesnika s gliomskim novotvorinama. Dodatni cilj bio je istraziti

postoji li korelacija ADC vrijednosti i vremena preZivljenja.

Materijali i metode: U istrazivanje je uklju¢eno ukupno 49 pacijenata lijeCenih u KBC-u Split u
razdoblju od 2016. do 2021. godine zbog glioma visokog gradusa. Analizirane su MR pretrage
prije pocetka lije¢enja te kontrolne MR pretrage nakon zavrsetka terapije. ROI (engl. region of
interest) su postavljani u peritumorsku regiju, uz leziju koja je pokazivala imbibiciju kontrastom

(dvije zone) te u ipsilateralnu i simetri¢no u kontralateralnu NAWM.

Rezultati: Analiza je pokazala povisene ADC vrijednosti u NAWM kod bolesnika s kra¢im
vremenom preZivljenja u odnosu na one s duljim prezivljenjem u obje mozdane hemisfere. Na
pocetnom MR-u prije terapije ova razlika nije bila statisticki znacajna, no na kontrolnoj MR
pretrazi nakon lijeCenja postala je znacajna. Takoder je uocena negativna korelacija izmedu ADC
vrijednosti u NAWM 1 prezivljenja, pri ¢emu su visi ADC bili povezani s losijim ishodom. ADC
vrijednosti u peritumorskoj regiji bile su niZze kod pacijenata s kra¢im vremenom prezivljenja, no

razlike nisu bile statisticki znacajne na oba mjerenja.

Zakljuéak: NaSe istrazivanje sugerira da ADC vrijednosti u NAWM mogu imati prognosticku
vrijednost kod pacijenata s gliomima. Takoder, iako nisu statisticki znacajne u svim mjerenjima,
ADC vrijednosti u peritumorskoj regiji pokazuju trend prema nizim vrijednostima kod pacijenata
s loSijim ishodom, §to moze ukazivati na viSu celularnost i agresivniji tumorski fenotip. Dodatna

istrazivanja s ve¢im brojem ispitanika, standardiziranim metodologijama i1 multimodalnim
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pristupima, uklju¢uju¢i MR spektroskopiju i perfuziju, mogla bi pomo¢i u boljem razumijevanju

prognosti¢kog potencijala ADC mapa u gliomima.
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9. SUMMARY
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Prognostic Value of Apparent Diffusion Coefficient (ADC) in Patients with Diffuse Gliomas

Objectives: The aim of this study was to evaluate whether changes in the apparent diffusion
coefficient (ADC) values in the region adjacent to contrast enhanced glioma lesions could
correspond to infiltration zones that are not visible using standard MR imaging techniques.
Additionally, we aimed to assess changes in ADC values in the normal-appearing white matter
(NAWM) of the ipsilateral and contralateral hemispheres in glioma patients. Another objective

was to explore the correlation between ADC values and overall survival.

Materials and Methods: The study included 49 patients treated at the University Hospital Center
Split between 2016 and 2021 for high-grade gliomas. MR imaging was analyzed before treatment
initiation and after the completion of treatment. Regions of interest (ROI) were placed in the
peritumoral region adjacent to the contrast-enhancing lesion (two zones) and in the ipsilateral and

symmetrically contralateral NAWM.

Results: The analysis revealed higher ADC values in the NAWM of patients with shorter survival
compared to those with longer survival in both hemispheres. Although this difference was not
statistically significant on pre-treatment MR imaging, it became significant on post-treatment
control MR imaging. A negative correlation was observed between ADC values in the NAWM
and survival, with higher ADC values associated with worse outcomes. ADC values in the
peritumoral region were lower in patients with shorter survival compared to those with longer

survival, but these differences were not statistically significant in one of the measurements.

Conclusion: Our findings suggest that ADC values in the NAWM may have prognostic value for
glioma patients. While not statistically significant in all measurements, ADC values in the
peritumoral region showed a trend toward lower values in patients with worse outcomes,
potentially indicating higher cellularity and a more aggressive tumor phenotype. Further research
with larger sample sizes, standardized methodologies, and multimodal approaches, including MR
spectroscopy and perfusion, could enhance our understanding of the prognostic potential of ADC

analysis in gliomas.
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