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1. UVOD

1.1. Povijesni osvrt i definicija

Meninge su tek tanke prozirne ovojnice jednog veli€anstvenog organa, pa se mogu
doimati dosta beznacajanim. Medutim, one imaju svoje osobitosti i osnova su za
nastanak posebnih, patoloski vaznih tumora (1). Moguée je da su meningeomi
najduze poznati mozdani tumori. | prije pojave klasiéne patologije privukli su paznju
ljecnika i laika zato Sto ponekad proizvedu groteskne deformitete lubanje. Prvi
zabiljeZzeni opis meningeoma objavio je A. Louis 1774. godine kao" les tumeurs
fongeuses de la dure mere" (2). Sliiede ga Cruveilhier (1829), Lebert (1851) i
Rokitansky (1855). Virchow (1863) daje prve precizne opise sarkoma i epitelioma
dure i psamoma. Golgijevim konceptom endotelioma zapoceta je polemika o
podrijetlu meningeoma iz epitela dure. To pitanje je izgleda dobilo odgovor otkricem
M.B. Schmidta (1902) i Fernera (1940) da ovi tumori potjecu iz arahnoidnih
granulacija. Medutim, tek velika zbirka ovih tumora iz klinika Juzne Amerike
omogucila je konacnu Klasifikaciju prema tipu tkiva, lokalizaciji i Kklinickoj
simptomatologiji. To je bio rezultat istrazivanja Mallorya (1920) te Bileya i
Eisenhardta (1938) (3).

Meningeomi su gradeni od neoplasti¢nih meningotelijskih (arahnoidalnih) stanica i
Cesti su intrakranijski tumori. Prema bioloSkim karakteristikama razlikuju se od vecine
ostalih intrakranijskih novotvorina po sporom rastu i obi¢no ne infiltriraju mozak. Ako
su povoljno smjesteni, mogu se izlijeciti ekscizijom. HistoloSki su heterogeni, iako
posjeduju jasne zajednicke morfoloSke znacajke. Kad se i manje varijacije ukljuce u
subklasifikaciju, skupina meningeoma postaje velika. U klasi¢noj monografiji
Cushinga i Eisenhardta (1938) nabrojeno je devet glavnih tipova i dvadeset

podtipova meningeoma, $to je medutim viSe od akademskog znacenja, jer vecina njih
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nema prognosticki znacaj (4). Jednostavnija klasifikacija razlikuje Cetiri tipa
meningeoma: sincicijski, fibroblastni, tranzicijski i angioblastni, ali se nalaze i
mjeSoviti tumori. Skoriji dodaci ovoj obitelji tumora prikljuCuju mikrocisti¢nu,
sekrecijsku i papilarnu varijantu (1). Danas je u upotrebi sustav histoloSke podjele
prema WHO (engl. World Health Organization) iz 1993. godine, koji ujedno
omogucuje stupnjevanje meningeoma u klasi¢ne (l. stupnja), atipi¢ne (Il. stupnja) i
anaplasti¢ne ili maligne (lll. stupnja). Medutim, kriteriji upotrebljeni za definiciju
atipiénog i anaplastiénog oblika su jo§ proturjeéni. Stovise, definicija atipije i
anaplazije u meningeoma je subjektivna i neujednadena, §to dovodi do znacajnih
razlika izmedu autora (5).

lako se generalno smatraju benignim tumorima, meningeomi mogu prouzroditi
ozbiljnu bolest zbog recidiva tumora. Objavljeno je mnogo radova u kojima je
obraden Siroki spektar klini¢kih prognosti¢kih zna€ajki. 1z njih proizlazi da anatomsko
sjediste tumora (npr. baza lubanje), en plaque rast, invazija kostiju, mekog tkiva ili
sinusa dure onemogucuju totalnu kirurSku resekciju koja je inaCe klju¢an faktor za
prognozu bolesti. Vecina autora slaze se da histoloSko stupnjevanje ipak pruza
dodatne prognostiCke podatke, a u nekim slu¢ajevima daje smjernice za dodatnu

terapiju (6).

1.2. Pojavnost meningeoma

Ustanovljeno je da meningeomi predstavljaju 13% do 26% primarnih intrakranijskih
tumora, sa stopom godiSnje incidencije 6/100 000 stanovnika (7). Mnogi meningeomi
se ne otkriju za Zivota jer su mali, a nadu se na autopsiji kao uzgredan nalaz u 1.4%
slu¢ajeva. Ovi slu€ajni meningeomi danas se ¢esce otkrivaju za Zivota zbog uvodenja
kompijuterizirane tomografije (CT) i elektromagnetske rezonance (EMR) u rutinsku

dijagnostiCku  upotrebu. Meningeomi su Cesto multipli u pacijenata s
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neurofibromatozom tipa 2 (NF2) i u nekim obiteljima s nasljednom sklono$c¢u za
meningeome, bez povezanosti s NF2. Sporadi¢ni meningeomi takoder mogu biti
multipli, a javljaju se u manje od 10% slucajeva. Atipi¢ni meningeomi &ine 4.7%-7.3%
meningeoma, dok su anaplasti¢ni (maligni) meningeomi manje Cesti i ¢ine 1%-2.8%
svih meningeoma (5). Meningeomi su naj¢eS¢i u osoba srednje i starije dobi, s
vr8kom pojavljivanja za vrijeme Seste i sedme dekade Zivota. No, mogu se pojaviti i u
djecjoj dobi, i u dubokoj starosti. U djece postoji tendencija ka mnogo agresivnijim
oblicima meningeoma. U srednjoj dobnoj skupini ¢eS¢i su u Zena, a odnos Zena
prema muskarcima je 1:1 ili ¢ak 2:1. Od meningeoma u podrucju ledne mozdine
znacajnije ¢eS¢e oboljevaju Zene. Meningeomi udruzZeni s nasljednim tumorskim
sindromima opcenito se javljaju u mladih bolesnika i to podjednako u Zena i
muskaraca. Suprotno tome, atipi€ni i anaplasti¢cni meningeomi mogu pokazivati
znacCajnu predominaciju u muskaraca (8). Proliferativni indeksi meningeoma Kkoji

nastaju u muskaraca pokazuju tendenciju visih vrijednosti (5).

1.3. Etiologija i patogeneza

Najvaznija epidemioloSka zapaZzanja o mehanizmu nastanka meningeoma uklju€uju
povezanost s obiteljskim sindromom NF2, s prethodnim izlaganjem rendgenskom
zraCenju i drugim ¢imbenicima.

Genetski cimbenici

Meningeomi su uglavnom sporadi€ni i solitarni tumori, no brojni nalazi ukazuju da
postoji genetska predispozicija za nastanak meningeoma. Opisane su brojne obitelji
s agregacijom meningeoma te dva monozigotna blizanca s multiplim meningeomima.
Nadalje, opisan je mladi muskarac s multiplim meningeomima koji su imali prstenasti
kromosom 22. Takoder postoje uvjerljivi dokazi da pacijenti sa bilateralnim akusti¢kim

neurinomima (sindrom NF 2) imaju znatno vecu ucestalost meningeoma. Postoje dva
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glavna klinicka oblika neurofiboromatoze (NF). Periferni oblik je onaj u kojem nastaju
brojni neurofibromi perifernog Zziv€anog sustava (NF1 ili von-Reclinghausenova
bolest). U centralnom obliku nastaju bilateralni neurinomi slusnog Zivca (NF2). Oba
oblika pokazuju autosomno dominantni nacin nasljedivanja (2). Incidencija bolesti je
1/40000 novorodenc¢adi. Oko 50% bolesnika nema prethodnu obiteljsku anamnezu
za NF2, pa su ti meningeomi posljedica novonastalih mutacija. U bolesnika sa NF2,
meningeomi nastaju u ranijoj dobi nego u bolesnika sa sporadi¢nim meningeomima.
Ovi su tumori obi¢no klasificirani u gradus | prema WHO. Svi histoloski podtipovi
klasicnog meningeoma mogu nastati u NF2, a atipi¢ni i maligni meningeomi nisu
¢es¢i u tih bolesnika (9).

Rendgensko zra¢enje

Prvi opis meningeoma kao posljedice rendgenskog zracenja potjeCe iz 1953. godine.
U njemu Mann i sur. opisuju CetvorogodiSnju djevojCicu kojoj je nakon resekcije
glioma opti¢kog Zivca ozraCena orbita sa 65 Gy (6500 rad) (10). Nakon latencije od
Cetiri godine, u orbiti se razvio meningeom. ViSe od dvadeset godina kasnije Modan i
sur. izvjeS¢éuju o meningeomima nastalim nakon zra€enja kapilicija niskim dozama
zbog tineae capitis (manje od 10 Gy ili 1000 rada), a nalazili su se pretezno na svodu
lubanje (11). Na osnovu epidemiolo$ke ankete na podruc€ju Los Angelesa, Preston-
Martin i sur. (1980, 1983) nalaze povezanost pojave meningeoma sa izlaganjem
glave X-zrakama u djetinjstvu iz medicinskih i stomatoloskih razloga (12,13).
Meningeomi uzrokovani radioaktivnim zra€enjem su najCeSée atipicni ili agresivni i
multifokalni, pokazuju vece proliferativne indekse i opcéenito se pojavljuju u mladoj
dobnoj grupi (14). Meningeomi nastali pod utjecajem X-zraCenja mogu se
kategorizirati u tri skupine prema primljenoj dozi: inducirani niskim (<1000 rada),
srednjim i mjeSovitim (1000-2000 rada) te visokim dozama zracenja (>2000 rada). U

najveceg broja pacijenata ozracen je kapilicij niskim dozama zraCenja (800 rada)
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zbog tineae capitis. Druga po veli€ini je grupa bolesnika koja je primala visoke doze
zraCenja zbog primarnih tumora mozga (>2000 rad), a vremenski raspon od trenutka
zraCenja do pojave tumora bio je 35.2 godine za prvu grupu, 26.1 godina za srednju,
i 19.5 za grupu koja je primila visoke doze zracenja (15).

Drugi ¢imbenici

Uloga spolnih hormona u patogenezi meningeoma nije sasvim jasna (5). Pretezna
zastupljenost Zzena medu bolesnicima s meningeomom i brzi rast tumora u trudnoéi,
kao i moguéa povezanost meningeoma i raka dojke, ukazala je na ulogu spolnih
hormona u etiopatogenezi ovih tumora (16,17). Dok je ekspresija estrogenih
receptora veoma niska ili nedetektabilna u ve¢ine meningeoma, otprilike dvije trecine
meningeoma izrazava progesteronske receptore, s posebice viSom frakcijom u
meningeoma u zena (16-18). lzgleda da je prisustnost progesteronskih receptora u
meningeomima povoljan prognosticki ¢imbenik (17). Svakako ostaje utvrditi da li je
ekspresija ovih receptora vezana za nastanak i rast meningeoma i da li se ona moze
primjeniti u odabiru hormonske terapije (19).

Ostali moguci uzroéni €imbenici meningeoma, kao $to su trauma i virusi, nisu

dokazani (5).

1.4. HistopatoloSke odlike meningeoma

Makroskopski su meningeomi dobro ograni¢eni okruglasti ili reznjasti tumori, ¢vrste
konzistencije i jasno odijeljeni od mozga. Meningeomi pokazuju Siroki raspon
histoloSkog izgleda (20-26). Klasifikacija kojom se sluzilo pri izradi ovog rada slijedi
WHO sustav iz 1993. godine, a prikazan je u tablici 1. (27). Vecina podtipova ima
sli¢nu klini¢ku sliku, uz nekoliko izuzetaka koji ¢e biti spomenuti. Pleomorfne jezgre i
pokoja mitoza mogu se zapaziti u bilo kojem od podtipova, a da nuzno ne

podrazumijevaju agresivno ponasanje tumora. Naime kriterij za dijagnozu atipi¢nog
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meningeoma ne zavisi iskljuivo od histoloSkog oblika. Od razli¢itih podtipova
meningeoma su daleko naj¢es¢i meningotelijski, fibrozni i tranzicijski. Mikroskopska
klasifikacija koja slijedi citoloSke znacajke predlozena je od Helsingke grupe, ali ona
nikada nije bila opc¢enito prihva¢ena. Helsinska klasifikacija razvrstava meningeome

u Cetiri prognosti¢ka stupnja i zasluzuje paznju jer daje smjernice za lijeCenje (14).

Tablica 1. Podjela meningeoma prema WHO (27)

Tumori meningotelijskih stanica

Meningeomi

Podtipovi:  Meningotelijski
Fibrozni
Tranzicijski (mjeSoviti)
Psamomski
Angiomatozni
Mikrocisticni
Sekretorni
Svijetlih stanica
Hordoidni
Bogat limfocitima i plazma stanicama
Metaplasticni
Atipicni meningeom
Papilarni meningeom
Anaplasti¢ni (maligni) meningeom

1.4.1. Meningotelijski meningeom

U ovoj klasi€¢noj i Cestoj varijanti meningeoma tumorske stanice stvaraju nakupine
okruzene kolagenim septama. Vece nakupine ne smiju se zamijeniti sa tzv.
"stvaranjem polja" (engl. sheeting) i gubitkom strukture, odnosno izgledom tumora
kakav se vidi u atipicnom meningeomu (6). Tumorske stanice unutar lobula stvaraju
sincicij od njeznih zamrSenih i fino isprepletenih staniénih produljaka, Sto se
svjetlosnim mikroskopom ne moze razluciti. Tumorske stanice nalikuju stanicama
arahnoidee, pa floridna arahnoidalna hiperplazija u malom bioptickom uzorku moze
imitirati meningeom. Ova pojava Cesto se vidi uz gliome optickog zivca. Ovalne

jezgre i njezni izgled kromatina normalne arahnoidalne stanice znacajka su i
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meningotelijske tumorske stanice. Unutar jezgri ponekad se uoc€avaju okruglasti
eozinofilni citoplazmatski produljci. Pojedine jezgre imaju centralna prosvijetljenja,
vjerojatno kao posljedica odlaganja glikogena. U meningotelijskom meningeomu nisu
Ceste vrtloZzne nakupine stanica u obliku lukovica niti psamomska tjeleSca. Ako su

prisutne, tada su slabije formirane nego u ostalim podtipovima meningeoma.

1.4.2. Fibrozni (fibroblastni) meningeom

U fibroznom meningeomu tumorske su stanice pretezno vretenaste poput fibroblasta.
Unato€ tomu, nalaze se stanice s izgledom jezgre karakteristi¢cnim za meningotelijski
meningeom, $to pomaze da se fibrozni meningeom razlu¢i od ostalih tumora
vretenastih stanica (npr. schwannoma) (28,29). U fibroznom meningeomu tumorske
stanice stvaraju snopove s razli¢itim sadrzajem kolagena i retikulina oko i unutar njih.
U nekim slu€ajevima sadrzaj kolagena je izrazit. Unato€ tomu, ni u ovom obliku nisu

Ceste vrtloZzne nakupine stanica u obliku lukovica, kao ni psamomska tjeleSca.

1.4.3. Tranzicijski meningeom

Ovi tumori imaju znaajke i meningotelijskih i fibroznih meningeoma, pa otuda i
potje€e naziv "tranzicijski" ili "mjeSoviti". Prisutna je lobularna ili fascikularna grada, a
podrucja citoloski tipi€nih meningotelijskih stanica su brojna. Obi¢no su uodljive i
brojne gusto porazmjestene vrtlozne nakupine stanica u obliku lukovica. U centrima

lukovicastih tvorbi obi¢no se nalaze psamomska tjelesca.

1.4.4. Psamomski meningeom
Naziv se moze upotrijebiti za meningeome s brojnim psamomskim tjeleScima, iako
nije definiran broj psamomskih promjena dostatnih za dijagnozu te vrste tumora.

Neoplasti€ne stanice imaju tranzicijski izgled uz stvaranje lukovica, a neki od tumora
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toliko su ispunjeni psamomskim tjeleScima da se samo paZzljivim trazenjem uocavaju
meningotelijske stanice. Osobito ¢esto nastaju u spinalnom podrucju torakalne regije,

posebice u Zena srednje Zivotne dobi.

1.4.5. Angiomatozni meningeom

U ovom obliku, histoloSkom slikom dominiraju brojne krvne Zzile koje prozimaju
meningeom. Vaskularni kanali mogu biti mali ili srednje veliki, mogu imati tanke ili
zadebljale hijalinizirane stjenke. Zavisno o veli€ini krvnih Zila, diferencijalno
dijagnosti¢ki u obzir dolaze vaskularne malformacije i kapilarni hemangioblastom

(28).

1.4.6. Mikrocisti¢ni meningeom
Za ovaj tip tumora karakteristicne su stanice s izduZzenim produljcima i rahlom
sluzavom podlezecom stromom §&to daje izgled mnogih malih cisti€nih prostora. Mogu

biti prisutne i brojne stanice pleomorfnog izgleda (20).

1.4.7. Sekretorni meningeom

Znacajka ovog meningeoma je diferencijacija epitela u intracelularne lumene Kkoji
sadrze  PAS-pozitivni  eozinofilni  materijal.  Ovi  lumeni, poznati kao
"pseudopsamomska tjeleSca", boje se imunohistokemijski na karcinoembrionalni
antigen (CEA) i ostale epitelne i sekretorne markere, dok su okolne stanice pozitivhe
na citokeratin. Ovi tumori mogu se javiti s poviSenom razinom CEA u krvi (30,31), §to
moze biti klinicki zna€ajno u pacijentica koje imaju i karcinom dojke. Sekretorni

meningeomi mogu biti popraéeni znacajnim peritumorskim edemom mozga (30).



1.4.8. Meningeom svijetlih stanica

U ovim tumorima postoji zna€ajna vakuolizacija citoplazmi koje su svijetle i PAS-
pozitivne. Znacajki klasi¢nih meningeoma moZe biti malo. Pokazuju sklonost
nastanku u podrucju pontocerebelarnog ugla i podru€ju caude equine. lzgleda da

intrakranijalni meningeomi svijetlih stanica mogu imati agresivnije ponasanje (23).

1.4.9. Hordoidni meningeom

Ovi meningeomi sadrze podrucja koja su histoloski jednaka hordomu s trabekulama
eozinofilnih, vakuoliziranih stanica u podleze¢oj miksoidnoj stromi. Ova hordoidna
podru€ja izmijeSana su s tipicnim meningeomskim podrucjima. MozZe biti uodljiv
kroni€ni upalni stani¢ni infiltrat, a u nekih se pacijenata nalaze hematoloske promjene

koje odgovaraju Castlemanovoj bolesti (32).

1.4.10. Meningeom bogat limfocitima

Kroni¢ni upalni infiltrat potiskuje u pozadinu meningotelijsku komponentu. Pri
dijagnostici te vrste tumora mora se paziti da se ne zamijeni s drugim hematoloSkim
stanjima, tim viSe §to ovaj podtip mozZe biti udruzen s hematoloskim poremecajima

(32,33).

1.4.11. Metaplasti¢ni meningeom

Mezenhimska diferencijacija je rijetka, ali je izrazita zna€ajka nekih meningeoma.
Meningotelijski, fibrozni ili tranzicijski tumori mogu pokazivati kostanu, hrskaviénu,
lipomatoznu, miksoidnu ili ksantomsku promjenu. Klini¢ki zna¢aj ovih promjena nije

jasan, ali se moraju histoloski razlikovati od meningeoma s invazijom kosti.
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1.4.12. Atipi¢ni meningeom (Il stupanj prema WHO)

Taj je meningeom definiran kao tumor u kojem se vide neke od sljedecih znacajki:

-Ceste mitoze

-povecana celularnost

-male stanice sa visokim odnosom jezgra/citoplazma i/ili uo€ljivi nukleoli

-podrucja gubitka strukture, odnosno plo¢astog rasta (engl. sheet-like)

-zarista "spontane" ili "geografske" nekroze.
Ovaj opis sadrzi sve vazne znacajke, ali ostaje subjektivan. Ostale definicije atipi¢nog
meningeoma nude egzaktne kriterije, kao na primjer povecanu celularnost i najmanje
pet mitoza po polju velikog vidnog povecanja (5).
Tesko se precizno izjasniti o stopi recidiva atipi¢nih meningeoma. To dijelom proizlazi
iz varijabilne definicije "atipicnog" u nekim objavljenim studijama, kao i zbog
uklju€enja hemangiopericitoma (angioblastnih meningeoma) u drugima. Prema jednoj
studiji, stopa recidiva tumora u petogodisnjem razdoblju nakon prve resekcije tumora
iznosila je 3% za klasi¢ne dobro diferencirane meningeome, 38% za atipi¢ne tumore i
78% za anaplasti¢ne (34). Prema drugoj studiji, u kirur$ki potpuno reseciranih tumora
stopa recidiva za 5, 10 i 15-godiSnje razdoblje bila je 33% za klasi¢ne, 67% za

atipi¢ne i 100% za maligne meningeome (35,36).

1.4.13. Anaplasti¢ni ili maligni meningeom (lll stupanj prema WHO)

Kriteriji za dijagnozu anaplasti¢nog (malignog) meningeoma takoder su subjektivni
(8,35-37). Prema WHO je definiran kao meningeom Kkoji pokazuje histoloSke
znaCajke jasne malignosti, odnosno abnormalnosti u mnogo ve¢em obimu nego $to
se vidi u atipitnom meningeomu. Ovo ukljuCuje ocCitu malignu citologiju, Visoki
mitotiCki iznos i jasne nekroze. Nadalje, dok neki invaziju mozga smatraju znakom

anaplasticnog meningeoma, ona se moze naci i kod inace klasi¢nih tumora (5).
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Invazija mozga je, po definiciji, prije znak malignog nego atipiénog meningeoma, iako
su atipicni tumori obi¢no Siroko pri€vr§éeni za povrSinu pie mater. Ne postoji jasna
razlika izmedu povrsSinskog perivaskularnog Sirenja i duboke ekspanzivne penetracije
perivaskularnih prostora bez proboja pialne barijere, tj. tako duboke infiltracije da

predstavlja de facto invaziju (35).

1.4.14. Papilarni meningeom

Nekoliko histolodkih tipova meningeoma bilo je povezano s &eSc¢im recidivom i/ili
agresivnijim ponasanjem. Od njih je najbolje opisan papilarni meningeom, rijedak
tumor definiran perivaskularnim pseudopapilarnim tvorbama barem u dijelu tumora
(38). Jezgre su jednolicne, nalik na meningotelijske, posebno u podrucjima gdje
izgledaju kao obi¢ni meningeomi. Stanice koje zavrSavaju na krvnim Zilama papila
imaju vitke nastavke slicne pseudorozetama u ependimoma. Moze se naci
medustanicni retikulin. Vrtlozi i psamomska tjeleSca obi€no se ne vide u papilarnim
podrugjima. Mitoze su prisutne, ali njihov broj varira. Papilarni meningeomi se
najéesce javljaju u mladih pacijenata (38,39). Lokalna invazija i invazija mozga su
zamije¢ene u 75% ovih tumora, recidiv u 55%, a metastaze u 20%. Zbog njihovog
agresivnog klinickog ponasanja oni se razvrstavaju u tumore IlI. i lll. stupnja prema

WHO.

1.5. Imunohistokemija i elektronska mikroskopija

Vecina meningeoma se oboji na antigen epitelijske membrane (EMA), iako je bojenje
na EMA slabije izrazeno u atipi€nim i malignim tumorima (40,41,42). Ne iznenaduje
8to je pozitivni nalaz viSe izrazen u meningotelijskim i tranzicijskim tumorima, koji na
ultrastrukturnom nivou pokazuju vecu epitelnu diferencijaciju nego fibrozni oblik.

Bojenje je cCesto fokalno, najviSe u hordoidnom tipu. Nazalost, u brojnim
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meningeomima se gubi membransko bojenje, a reakcija se vidi samo u citoplazmi.
Reakcija na citokeratin tipi¢no je prisutna u sekretornom meningeomu, a u mnogo
manjem udjelu u uobi€ajenom meningotelijskom i tranzicijskom tipu (35). Pozitivnost
na vimentin je nadena u svim meningeomima. Imunohistokemijske studije s
proteinom S-100 pokazale su razli€iti broj pozitivnih tumora, ali ovo bojenje obi¢no
nije znatno izrazeno. Sekretorni meningeom Kkarakteristicno se boji na CEA u
pseudopsamomskim tjeleScima, a na citokeratin u stanicama koje ih okruzuju
(22,29,30). Papilarni meningeomi poput vecine ostalih pokazuju imunoreaktivnost na
EMA i mogu jednako tako pokazivati reaktivhost na citokeratin i S-100. Stupanj
reakcije obi¢no opada s porastom anaplazije (27). Dijagnosti¢ke ultrastrukturne
znacCajke meningeoma ukljuuju brojne izduzene intermedijarne filamente (vimentin),
kompleks interdigitirajucih stani¢nih produzetaka posebno u meningotelijskom obliku i

dezmozomske medustani¢ne spojeve (22,23,39).

1.6. Klini¢ka slika

| povijest bolesti i postmortalni nalazi malih slu¢ajnih meningeoma ukazuju na spor
rast ovih tumora. Dosta opsezna serija Frazier-Grantove zbirke analizirana od Earla i
Richanya pokazuje da je prosje¢no trajanje od najranijih simptoma bolesti do
dijagnoze, bilo dvije i pol godine, s malim brojem pacijenata koji su imali simptome
vie od Sest godina prije nego je tumor bio dijagnosticiran. Naj¢eSc¢e teSkoce bile su
glavobolja, poremecaji vida i zaridni epilepticki napadi. Epilepti¢ki napadi obi¢no su
prvi simptom meningeoma na podrucju povrSina konveksiteta obiju hemisfera velikog
mozga (43).

Meningeomi su naj¢e$¢e smjesteni na mozdanim ovojnicama parasagitalnih regija,
zatim na lateralnim cerebralnim konveksitetima. Znacajni broj izrasta iz falksa cerebri

i Cesto strdi s obje strane dure u obliku kruSkolikih masa koje potiskuju frontalne
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reznjeve. Grupa meningeoma koja nastaje na bazi mozga, posebno na sfenoidnom
rubu i na tuberkullum sellae, moze predstavljati znatan kirur8ki problem. Ostala
sjedista ukljucuju olfaktorne brazde, pontocerebelarni ugao i petrozni rub temporalne
kosti; u posljednjem slucaju tumor je pri¢vrSéen za tentorijum cerebelli. Sliedece
mjesto nastanka tumora je foramen magnum u straznjoj lubanjskoj jami, ali je ta
lokacija ipak rijetka. U sva tri sluaja tumor tendira biti povezan s glavnim venskim
sinusima dure. Rast na konveksitetima ukljuuje sagitalni sinus u oko 50% slucajeva,
a vecCina tumora obuhvaca srednju treCinu sinusa. Opcenito govoreci, prednja
polovica lubanjske Supljine je mnogo ¢eS¢e zahvacéena od straznje.

U kraljeznicnom kanalu najéeSce je zahvacena torakalna regija. Kao i u lubanjskoj
Supljini, mnogi meningeomi su ¢vrsto pri€vrSceni za duru. Oni su obi¢no u bliskom
odnosu i ¢€ak priévrSéeni za korijene Zivaca na mjestu gdje oni izlaze iz
subarahnoidalnog prostora, pa u tom slu€aju meningeomi mogu imitirati tumore
Ziv€anih ovojnica. Meningeomi se rijetko u cjelosti nalaze ekstraduralno.
Intraventrikularni meningeomi su dobro poznati i nastaju kako iz tele chorioideae,
tako i iz strome horioidalnog pleksusa. Postoji jasna predilekcija za lijevu stranu iako
su, ali rjede, nadeni u trecoj i Cetvrtoj komori. Ostala rijetka primarna sijela
meningeoma ukljucuju orbitu, gdje ove neoplazme nastaju iz ovojnice optickog Zivca,
petrozni dio temporalne kosti, ekstrakalvarijalni plato i ekstrakranijalna podruéja koja
obi¢no ukljuuju glabelu fossae pterigopalatine. Pretpostavlja se da na tim mjestima

nastaju od arahnoidalnih ektopija (43).

1.7. Lije€enje i prognoza
Odstranjenje meningeoma mora biti toliko radikalno koliko je to sigurno za pacijenta.
Neki meningeomi moraju se proglasiti neizlje€ivima, a operacija se mora predloZiti

samo ako postoje dobri izgledi da ¢e bolesnik biti bolje ili barem nista gore nego prije
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operacije. Simpson je1957. godine predloZio da se operacije meningeoma dijele u
pet razli€itih stupnjeva (44). Prvi stupanj. potpuno makroskopsko odstranjenje tumora
sa ekscizijom hvatiSta na duri i svake abnormalne kosti. Drugi stupanj. potpuno
makroskopsko odstranjenje tumora i svih vidljivih izdanaka sa koagulacijom hvatista
na duri. Treci stupanj. potpuno makroskopsko odstranjenje intraduralnog tumora bez
resekcije ili koagulacije hvatista na duri. Cetvrti stupanj: djelimiéno odstranjenje. Peti
stupanyj. jednostavna dekompresija i biopsija tumora. Za ocekivati je da je radikalnija
operacija pracena manjim stupnjem relapsa tumora (45).

Simpson je utvrdio da je stopa recidiva nakon operacija |. stupnja 9%, a poslije
operacija Il. stupnja ¢ak 19%. Nakon operacija tumora viSeg stupnja, stopa recidiva
je mnogo veca. Iz njegovih studija proizlazi da su cetiri ¢imbenika povezana s
recidivom meningeoma: subduralno resi¢asto zadebljana dura u okolici tumora,
infiltracija dure, invazija venskih sinusa i Sirenje tumora po duralnom septumu.
Njegova zapazanja ukazuju da postoji veza s durom koja omogucuje ponovni rast
tumora. Moguce je da se radi 0 novim meningeomima koji su izrasli iz okolne bliske
dure (46).

Borovich i sur. (1986) su mikroskopski analizirali reseciranu duru 14 bolesnika s
meningeomom i usporedili nalaze s kontrolnom skupinom od 10 neurokirurskih
bolesnika koji su bili operirani iz drugih razloga. Oko meningeoma dura je bila
resecirana u Sirini od najmanje 3 cm. Kontrolnoj skupini neurokirurskih pacijenata
uzeti su uzorci dure sa konveksiteta. Meningotelijske nakupine stanica nadene su u
svim uzorcima bolesnika s meningeomom, ili u obliku intraduralnih nakupina ili u
obliku €vori¢a koji su se nalazili na unutradnjoj povrsini dure. Benigni izgled stanica i
prevaga benignih tipova meningeoma u ovoj studiji izgleda da iskljuuju malignost.
Kontrolni uzorci s konveksiteta dure mater neurokirurskih bolesnika bez meningeoma

nisu pokazivali nakupine meningotelijskih stanica. Ovo ukazuje da solitarni globularni
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meningeom predstavlja samo vidljivi rast u sredini neoplasti€no promijenjenog polja
koje se proteZze u Sirokom podrucju dure mater. Autori vijeruju da to moze objasniti
neke od kasnih neocekivanih recidiva i preporucuju $to Siru eksciziju dure kad god je
to mogucée. Medutim, ostaje za utvrditi §to uzrokuje ubrzani rast ovih stani¢nih
nakupina nakon odstranjenja dominantnog tumora (47).

Jaaskelainen i sur. (1986) analizirali su grupu od 657 bolesnika s benignim
meningeomima, od kojih se u 59 tumor ponovo javio. Multivarijatna analiza pokazala
je da su koagulacija dure u odnosu na potpuno odstranjenje, invazija kosti tumorom i
mekana konzistencija tumora faktori rizika za recidiv meningeoma (p<0.01) (46).

U narednoj studiji Jaaskelainen i sur. (1986) proucavali su 936 primarnih
intrakranijalnih meningeoma, od kojih je bilo 115 recidivnih tumora. Razvrstali su ih u
Cetiri stupnja, bodovanjem histolo8kih znacajki od 0 do 18, i usporedili klinicko
ponasanije atipicnih (Il) i anaplasti¢nih (Ill) u odnosu na benigne meningeome (l) (34).
Pet godina nakon potpunog odstranjenja stopa recidiva iznosila je 3% za benigne
meningeome, 38% za atipiCne i 78% za anaplastiCne. Atipi¢ni i anaplasticni
meningeomi rastu u sli¢nom omjeru, mjereno vremenom do pojave recidiva nakon
potpunog odstranjenja, ali mnogo brze od benignih. Nemogucée je predvidjeti koji ¢e
se benigni meningeom ponovno javiti nakon potpunog odstranjenja. U meningeoma s
ograni¢enim znakovima histoloske anaplazije, ovdje nazvanih atipi¢nima, fokalne
nekroze bile su ¢eS¢e u meningeomima koji su se ponovno javili. U istoj seriji tumora
radioterapija nije sprijeCila ponovni rast tumora nakon potpunog odstranjenja
anaplasti¢nih meningeoma (34).

Wilson (1994) drzi da kirurSki zahvat nije nedovoljan tretman za maligne
meningeome (14). Od 60 pacijenata s malignim meningeomima, njih 24 je bilo
lije€eno samo kirurski, bez dodatne terapije. Srednje vrileme prezivljenja bolesnika

iznosilo je 2 godine. Od preostalih bolesnika, 26 je bilo zra¢eno nakon operacije, a 10
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je lijeCeno zraCenjem i kemoterapijom koja je sastojala od kombinacije
ciklofosfamida, doksorubicin-hidroklorida i vinkristina. Kemoterapija je dala
razoCaravajuce rezultate u malignih meningeoma, ali je radioterapija bila dosta
u€inkovita. Postoperativno zraenje dozama ve¢im od 52 Gy uspjeSno je za
prevenciju ponovnog rasta subtotalno operiranih benignih meningeoma i svih
malignih meningeoma (14).

lako je upotreba zralenja kontroverzna, Carella i sur. (1982) smatraju da je
postoperativno zraenje indicirano u svim slu€ajevima malignih meningeoma, pa ¢ak
i kad je resekcija potpuna (48). Bolesnici s nepotpunom resekcijom meningeoma
opc¢enito moraju biti postoperativno ozraceni. U slu€ajevima rekurentnih
meningeoma, posebno u mladih pacijenata, radioterapija se mora primijeniti bilo
preoperativno bilo postoperativno (48).

Mahmood i sur. (1993) smatraju da zraCenje ne prevenira niti odgada ponovnu
pojavu tumora, pa stoga ne primjenjuju postoperativho zraenje nakon potpunog
odstranjenja malignog meningeoma zbog mogucih komplikacija od zra¢enja (36).
Yunis i sur. (1995) podupiru ovo stajaliste smatraju¢i da radioterapija nije pokazala
u€inkovitost u malignim meningeomima, kao $to je to pokazala za benigne. lako je
korist od postoperativhe radioterapije upitha, ona se jo$ uvijek preporucuje.
Tradicionalna kemoterapija pokazala se neucinkovitom, pa je stoga potrebno otkriti
nova kemoterapijska sredstva (8).

S obzirom da meningeomi vrlo rijetko metastaziraju, kona¢na prognoza nakon
ekscizije najvise ovisi o potpunosti lokalne resekcije. Vec¢ina meningeoma prikladna
je za totalnu resekciju pa kirurgija ostaje primarnim terapijskim ¢imbenikom. On je
odreden odnosom tumora prema okolnim strukturama, kao $to su mozdani Zivci,
krvne Zile, kost i meka tkiva. Za ostatne tumorske stanice moze se olekivati da se

umnozavaju, kao Sto je ilustrirano za Cushingovog i Eisenhardtovog pacijenta
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Timothy Donovana, koji je u razdobliu od deset godina podvrgnut brojnim
operacijama, a ukupna odstranjena masa primarnog i rekurentnih tumora iznosila je
1350 g. Ponovni rast moze zapoceti iz sitnih kolonija stanica koje nisu zamije¢ene
prilikom operacije, a takoder moZe nastati od malenih satelitskin podrucja
multicentri€nih tumora. Medu meningeomima koji su potpuno odstranjeni, ponovni
rast se javlja u oko 10%-15% bolesnika, iako ovaj broj varira u ovisnosti o lokalizaciji
tumora. Obaveza je patologa da, uo€avajuéi makroskopske i mikroskopske znacajke
tumora, odredi §to god je vise moguce potpunost ekscizije, mogucu vjerojatnost i
brzinu recidiva tumora kao i mogucu agresivnost tumora. Nazalost, mnogi
meningeomi moraju se odstranjivati u komadi¢ima, pa je invaziju mozga ili okolnih
struktura, kostiju i kranijalnih Zivaca tesko vrednovati. Rubovi se mogu to¢no
procijeniti samo kada je tumor sa okolnim strukturama odstranjen en bloc. Kada je
prisutna kortikalna invazija, ona je obi¢no udruZzena sa velikom celularnoSéu i
pove¢anom mitotiCkom aktivnosti tumorskih stanica. U prisutnosti ovakvih
pokazatelja, agresivno ponasanje se moze predvidjeti (1).

HistoloSke znaCajke koje sluze kao pokazatelji agresivhog ponasanja ili
predskazatelji ponovnog brzog rasta tumora ukljuCuju veliku celularnost, Zarista
nekroze, uocljive nukleole, povecani broj mitoza, invaziju mozga i pojavu "brisanja
strukture". Postoji opce slaganje oko toga da histolo$ki tip meningeoma, sa iznimkom
papilarne ili "angioblastne" varijante, ima malo veze s pojavom i brzinom recidiva
tumora (43).

Poznat je slu€aj pacijentice Doroty May Rusell, koja je 17 puta podvrgnuta
operativnom zahvatu zbog meningeoma i naknadnih recidiva, a uzorci tumorskog
tkiva na pocetku bolesti nisu pokazivali papilarnih struktura. One su bile vidljive tek u
recidivu tumora i u pluénim metastazama. Da li su malignost i njen tok odredeni

papilarno$¢u ili drugim faktorima? Kepes preporucuje da buduce studije ne iskljucuju
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papilarni meningeom i da definiraju Zaridta papilarnosti kao lo$ prognosti¢ki znak u
bilo kojem meningeomu i s istim prognostickim zna€ajem kao nalaz velikog broja
mitoza ili podrucja nekroze tumora (49).

Prognosti¢ka vrijednost histoloskih zna&ajki vezanih za recidiv meningeoma bila je
predmetom mnogih studija. lako se prisustnost brojnih "zloslutnih" histopatoloskih
znaCajki meningeoma smatra pokazateljem malignosti ili progresivnog rasta, pojedini
autori nasli su da histoloski kriteriji imaju slab prognosti¢ki znacaj. Ponovni rast
tumora nije ogranien samo na meningeome s malignim histoloskim znacajkama, vec
se javlja i u benignih meningeoma (50). Zato se bioloSko pona$anje meningeoma i
rizik recidiva u pojedinog bolesnika ne moze predvidjeti samo na osnovu histologije.
lako se Sirina kirur8ke ekscizije smatra vazanim faktorom u predvidanju recidiva
tumora, 2.3% do 30% histoloski benignih meningeoma ponovno se javlja nakon
makroskopski kompletne kirurSke resekcije. Stopa recidiva za atipi¢ne i maligne
meningeome jo$ je veca. U poku$aju da se identificiraju tumori sa agresivnijim
klinickim ponasanjem, brojni su autori pokazali povezanost izmedu recidiva
meningeoma i pojedinih histoloskih zna&ajki tumora, nalaza proto&no-citometrijske
analize, in situ ugradnje bromodeoksiuridina ili imunohistokemijskog bojenja na Ki-67.
Visoki mitotiCki indeks opcenito je smatran vaznim pokazateljem recidiva tumora, ali
¢ak je i to dovedeno u pitanje. Zbog toga ostaje utvrditi jasne i reproducibilne kriterije
za sklonost menigeoma recidiviranju (51).

U ovom radu istrazen je sadrzaj DNA (ploidnost), parametri rasta (proliferacije) i
oStecenje antiproliferacijskog gena u vidu ekspresije proteina p53 na operativnim

uzorcima 130 meningeoma.
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1.8. Analiza stani€ne DNA tumorskog tkiva
Dezoksiribonukleinska kiselina (DNA, od engl. deoxyribonucleic acid) sadrzana u
kromosomima eukariota, osnovna je molekula genetiCke informacije. Sadrzaj DNA,
kao pokazatelj stani¢nog ciklusa, moze se odrediti na nekoliko nacina: metodama
molekularne biologije, citogenetike, citofotometrije i protone citometrije. Analizom
ukupnog sadrzaja DNA pojedinaénih stanica suvremenom tehnologijom dobivene su
nove spoznaje o bioloSkim osobitostima i klinickom ponasanju tumora u ljudi (52).
Normalne somatske stanice imaju vrlo o€uvanu genetsku stabilnost te, ovisno o tipu
tkiva, o€ekivanu razinu proliferacije. Kada je broj kromosoma normalan za odredenu
vrstu, govori se o euploidiji. U ovjeka euploidija predstavlja haploidni (N) i diploidni
(2N) broj kromosoma, od kojih je haploidni broj vezan jedino za zrele gamete, dok
ostale tjelesne stanice imaju diploidni broj kromosoma.
Proto€nom citometrijom mogu se dobiti vrlo vrijedni podaci u odnosu na kromosomski
sadrzaj, jer kvantitativna analiza DNA odrazava ukupni kromosomski sadrzaj stanica.
Medutim, proto€nom citometrijom nije mogucée otkriti kvalitativne promjene
kromosoma (nepravilnosti grade kromosoma) kao $to su delecije, adicije i reciprocne
translokacije, niti visak ili manjak 2-5% ukupnog sadrzaja DNA, §to odgovara visku ili
manjku jednog do tri ljudska kromosoma (53).
Osnovna nacela analize sadrzaja DNA proto¢nom citometrijom su slijedeca:

1. u razli¢itim fazama Zivotnog ciklusa normalne stanice imaju razli€it, ali poznati

sadrzaj DNA;
2. fluorokromi se vezu za DNA u stehiometrijskom odnosu, tako da je intenzitet
obojenosti izravno razmjeran sadrzaju DNA; i
3. normalne stanice su euploidne, dok su zlo¢udno promijenjene stanice sklone

aneuploidiji.
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U staniénom ciklusu razlikujemo slijedece faze (54):

1. GO/G1- postmitotska faza u kojoj se stvaraju bjelancevine. GO faza je faza
mirovanja stanica. Normalne diploidne stanice u toj fazi imaju isti broj
kromosoma (46 kromosoma; 2N), a to znadi i isti sadrzaj DNA (2C). Stanice u
G1-fazi (presintetska faza) stvaraju RNA i bjelanevine potrebne za sintezu
DNA. Vrijeme trajanja te faze razli€ito je za razliCite vrste stanica i uglavnom
iznosi oko 10 sati;

2. tijekom S-faze (faza sinteze DNA) postupno se povecava sadrzaj DNA (od 2C
do 4C), a broj kromosoma se udvostru€uje (od 2N do 4N). Ova faza traje oko
8 sati;

3. G2/M-faza jest faza staniCnog ciklusa u kojoj sadrzaj DNA iznosi 4C. U
premitotskoj fazi G2 (traje 2-5 sati) stanica se priprema za dijeljenje. U mitozi
(traje oko 11 sati) nastaju dvije nove stanice s 2C sadrzajem DNA, odnosno
novonastale stanice imaju isti broj kromosoma kao i po€etna stanica.

Analiza sadrzaja DNA na protoénom citometru obuhvaca (55):

1. Analizu ploidnosti vrSska u G0/G1-fazi stani¢nog ciklusa, gdje se sadrzaj DNA
izraZzava kao relativna vrijednost u odnosu na stanice standarda i izrazava kao
DNA indeks (Dl). Za diploidni uzorak DI iznosi 1.0. Diploidno tkivo ima
nazoc¢an jedan GO/G1-vrSak na histogramu DNA;

2. Analizu pojedinih faza stani¢nog ciklusa izrazenu u relativnom postotku
(GO/G1-, S- i G2/M-faza).

Materijal za analizu mogu biti: stanice periferne krvi, koStane srzi, limfnog ¢&vora,
izljevi, svjeze nefiksirano tumorsko tkivo, svjeZze smrznuto tkivo te tkivo fiksirano u
formalinu ili uklopljeno u parafin. Kod solidnih tumora izuzetno je vazno poznavati
stani€nu strukturu ispitivanog tkiva, pa je za analizu potrebno uzeti

najreprezentativniji dio tumora s najmanje 30% tumorskih stanica. 1z uzorka treba
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eliminirati upalne ili nekrotiCne stanice. Zbog heterogenosti tumorskog tkiva
preporuka je da se analizira viSe uzoraka istog tumora. Debljina parafinskih rezova i
vremensko razdoblje Cuvanja uzoraka vazni su za kvalitetnu pripremu uzoraka.
Enzimska razgradnja tumorskog tkiva moze proizvesti enzimima inducirane
biokemijske promjene u jezgri, $to uzrokuje nastanak artefakata, gubitak tumorskih
stanica, pojavu laznog aneuploidnog vrSka, nemoguénost otkrivanja aneuploidnog
vr8ka te nedostatno vezanje boje (56).

Za bojenje uzoraka rabe se razliciti fluorokromi. Naj¢esSce je to propidijev jodid (PJ).
Bojenje stanicne DNA kemijska je reakcija u ravnotezi, pa stoga broj stanica ili jezgri
koje se boje i koncentracija boje koja se rabi moraju biti u ravnotezi. PJ nije
specificna boja za DNA, ve¢ se veze i za RNA, pa je stoga potrebna prethodna
razgradnja RNA. Fiksacija uzorka tkiva moze znacajno utjecati na stabilnost DNA. Pri
fiksaciji formalinom stvara se krizna veza izmedu krajnjih aminokiselinskih skupina
proteina i histonskih molekula DNA, $to uvjetuje smanjeno vezanje boje. Zbog tog su
razloga vrijednosti koeficijenta varijacije (CV) fluorescentnih vrSaka u uzorcima iz

parafinskih blokova vec¢i nego u sviezem nefiksiranom tkivu.

1.8.1. Protoc¢ni citometar

Proto¢ni citometar je kombinacija lasera, elektroni¢kog racunala i mehanic¢kog
sustava za stvaranje protoka stanica. Laser stvara koherentno svjetlo koje pobuduje
fluorescenciju jezgara (DNA) obojenih s PJ. Na elektronickom racunalu se
automatski obraduju signali sa stanice i prikazuju na ekranu u Zeljenom obliku i
kombinacijama. Mehanicki sustav stvara protok stanica. U postupku razvrstavanja
dodaje mu se i elektronicki dio koji omogucava razvrstavanje (57).

Kontrola kvalitete analize DNA protoénom citometrijom postize se uporabom

standarda. Prethodno se mora uc€initi kontrola mjernog aparata tj. provjera to¢nosti i
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linearnosti s pomocu standardiziranih kuglica npr. DNA-Check Fluorospheres, dok se
optimalna rezolucija postize sporim protokom uzoraka. BioloSki standard, npr. pileéi
eritrociti ili humani limfociti rabe se za provjeru ispravnosti reagensa za bojenje. Ovi
standardi ne mogu se rabiti za analizu uzoraka uklopljenih u parafinski blok, ve¢ se u
te svrhe rabi normalno tkivo istog uzorka zbog istog nacina vezanja boje. Uporaba
standarda osigurava stalni polozaj diploidnog vrSka, a to znaci stalnu srednju

vrijednost intenziteta fluorescencije i CV unutar o€ekivanog raspona (58).

1.8.2. Tumacenje histograma DNA

U literaturi se definicija ploidije i proliferacijske aktivnosti tumorskih stanica vrlo
razlikuju. Tako Wersto i sur. (1991) opisuju 38 definicija za aneuploidiju DNA (59).
Najveci broj autora aneuploidiju definira kao dodatni vrSak GO0/G1-vrSku ili dodatni
vrSak s DI<0.9>1.0. Rijede se aneuploidija definira kao dodatni vr§ak s DI>1.25 ili
udjelom stanica u G2/M-fazi>25%. Konacna preporuka za definiciju DNA aneuploidije
je nazo€nost dva odvojena vr§ka u GO0/G1-fazi stani¢nog ciklusa. Proliferacijska
aktivnost tumorskih stanica izrazava se kao udio stanica u S-fazi stani¢nog ciklusa

(60).

1.9. Molekularne osobitosti meningeoma

Molekularne genetske analize razli¢itih tumora pokazale su da je nastanak zlo¢udnih
tumora postupni proces koji uklju€uje brojne genetske abnormalnosti (61). Genetska
hipoteza nastanka raka drzi da je tumorska masa rezultat klonskog rasta proisteklog
od jedne stanice koja je pretrpjela genetsko ostecenje (tj. tumori su monoklonski).
Glavne mete genetskog ostecenja su tri razreda normalnih regulacijskih gena: a)
protoonkogeni koji promi¢u rast; b) inhibitori rasta, tj. tumor-supresijski geni

(antionkogeni); i c¢) geni koji reguliraju programiranu stani¢nu smrt ili apoptozu.
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Cetvrta kategorija, geni koji reguliraju popravak osteéene DNA, takoder sudjeluju u

karcinogenezi (62).

1.9.1. Onkogeni
Onkogeni ili geni uzroCnici raka nastaju iz protoonkogena, stani¢nih gena Kkoji
promi¢u normalni rast i razvoj jer sudjeluju u normalnoj kontroli staniéne proliferacije
(62). Protoonkogeni kodiraju proteine koji djeluju kao Cimbenici rasta, receptori
C¢imbenika rasta, ¢imbenici vazni u prijenosu signala i kao proteini jezgre vazni u
regulaciji prepisivanja. Promjena samo jednog alela mozZe uzrokovati aktivaciju
onkogena.
Protoonkogeni mogu postati onkogeni¢ni transdukcijom s retrovirusima (v-oncs) ili
pod utjecajem koji ostecuje njihovo ponaSanje in situ pretvaraju¢i ih u stanic¢ne
onkogene (c-oncs). Naj¢eS¢a ostecenja koja dovode do strukturnih i funkcijskih
promjena su toCkaste mutacije, preuredenje kromosoma (translokacije i inverzije) i
genska amplifikacija (62).
U normalnim, fizioloSkim uvjetima, stani€na proliferacija moze se podijeliti u nekoliko
faza, a rezultat svih stimulatora promaknuca rasta je ulaz mirujuée stanice u stanicni
ciklus (63). Faze stani¢ne proliferacije uklju€uju sljedec¢e dogadaje:

- vezanije faktora rasta za specifi€ni receptor stani€cne membrane;

- prolaznu i ograni¢enu aktivaciju receptora faktora rasta koji povratno

aktiviraju nekoliko proteina za prijenos signala na unutarnjoj povrsini plazma

membrane;

- prijenos signala kroz citosol do jezgre s pomocu drugih glasnika;

- indukciju i aktivaciju regulacijskih faktora koji zapocinju prepisivanje DNA;

- ulazak i progresiju stanice u stani¢ni ciklus $to konacno rezultira diobom.
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Proteini za prijenos aktivacijskog signala su heterogeni. Najbolje prouceni primjer je
onkoprotein iz obitelji ras gvanin trifosfata (GTP)-vezujuc¢ih proteina. Najprije su
otkriveni kao virusni onkogeni. Mutacija gena ras je najceSéa abnormalnost
dominantnih onkogena u ljudskim tumorima. Nekoliko studija govori da ras igra vaznu
ulogu u mitogenezi uzrokovanoj faktorima rasta. Kada je stanica stimulirana
faktorima rasta ili ostalim receptorskim interakcijama, ras se aktivira izmjenom GDP
za GTP. U normalnoj stanici, aktivirano stanje proteina ras je prolazno, jer unutrasnja
GTP-azna aktivnost hidrolizira GTP u GDP i tako vrac¢a ras u mirovanje (63).
Prolazak stanice iz GO u S-fazu je moduliran nizom proteina nazvanih ciklin-ovisnim
protein-kinazama (Cdks), koje su katalitiCki partneri ciklina. Svaka Cdk reagira sa
posebnom podgrupom ciklina, a svaki ciklin moze reagirati sa brojnim Cdk (64).

Izgleda da ras kontrolira Cdks jo$ uvijek nepoznatim mehanizmom (63).

1.9.2. Tumor-supresijski geni

Dok protoonkogeni kodiraju proteine Kkoji poti€u stani¢ni rast, produkti tumor-
supresijskin gena zaustavljaju stani¢nu proliferaciju. Na neki nacin, naziv tumor-
supresijski, je pogresan, jer fizioloSka uloga ovih gena je da reguliraju stani¢ni rast, a
ne da sprije€avaju nastanak tumora. Prou€avajuéi dosta rijetki tumor retinoblastom
(Rb), Knudson je postavio svoju hipotezu onkogeneze (62). Oko 60% retinoblastoma
nastaje sporadi¢no, a preostalih 40% su obiteljski, kada se naslijeduju autosomno
dominantno. Da bi objasnio obiteljsko i sporadi¢no pojavljivanje gotovo istog tumora,
Knudson je predloZzio dvostruki recesivni model (engl. "two—hit') zbivanja.
Pretpostavio je da je u obiteljskim slu€ajevima jedna genska promjena (engl. "first
hit") naslijedena od zahvacenog roditelja i prisutna je stoga u svim somatskim
stanicama organizma, dok se druga mutacija (engl. "second hit') javlja u jednoj od

brojnih stanica retine (koja ve¢ nosi prvu mutaciju). U sporadi¢nim slu¢ajevima obje
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mutacije zbivaju se u jednoj stanici retine, ¢ijim rastom nastaje tumor. Kako je Rb-gen
udruzen s tumorom kada su obje normalne kopije gena izgubljene, ponekad se
naziva i recesivnim karcinomskim genom (63).

Gen Rb pronaden je na dugom kraku kromosoma 13. Produkt gena Rb je protein
molekularne mase od 110 kDa koji regulira kompleks ¢imbenika prepisivanja E2F-DP
(E2F-1, 2 te DP-1, 2 i 3) (65). Taj kompleks regulira brojne gene koji su nuzni za
pokretanje i napredovanje S-faze stani¢nog ciklusa, ukljuCujuéi cikline E i A,
dihidrofolat-reduktazu i jezgrin antigen stani¢ne proliferacije (engl. PCNA,
proliferating cell nuclear antigen). Fosforilacija proteina RB s pomocu ciklina D1-Cdk4
uzrokuje otpustanje proteina E2F-DP iz Rb-kompleksa, §to za posljedicu ima
aktiviranje njihovog prepisivanja (64).

Nacin funkcioniranja pRb-E2F osnovice u regulaciji prijelaza G1 u S-fazu nije joS u
cijelosti jasan, ali je jasno da je stanje fosforilacije Rb kriti€na odrednica u progresiji
stani¢nog ciklusa (63).

Postoje dokazi da jedna neograniCena aktivnost proteina E2F (kakva se javlja s
gubitkom oba Rb alela) ne samo da pokreée stani¢ni ciklus, ve¢ takoder zapocinje

apoptozu. Ova akcija E2F potrebuje funkciju gena p53 (66).

1.9.3. Tumor supresijski gen NF2

Mutacije NF2 gena u zametnim stanicama uvjetuju razvoj neurofibromatoze tipa 2
(NF2) (67). U bolesnika s NF2 razvijaju se bilateralni schwanomi sluSnog Zivca.
Somatske mutacije koje zahvacaju oba alela NF2 takoder su otkrivene i u
sporadi¢nim meningeomima i ependimomima. Produkt NF2 gena, nazvan merlin,
pokazuje znacajnu homologiju s citoskeletnim proteinom 4.1 eritrocitne membrane.

Merlin se veze s jedne strane na aktin, a s druge strane na CD44, transmembranski
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protein koji je ukljucen u interakcije unutar stani€énog matriksa. Na koji nacin gubitak
merlina vodi u transformaciju, zasad nije poznato (67).

Zanimljivo je da se ucCestalost genske mutacije NF2 razlikuje izmedu tri najCeSce
varijante meningeoma. Fibroblastni i tranzicijski tip, imaju mutaciju NF2 u oko 70%-
80% slucajeva, za razliku od meningotelijskog oblika u kojeg se mutacija NF2 nalazi
u samo 25% slu€ajeva. To upucuje da ovaj potonji oblik ima genetsko podrijetlo koje
je neovisno o genskoj alteraciji NF2 (67). Ovu hipotezu podupire opazanje da postoji
bliska veza izmedu gubitka alela na 22q fibroblastnih meningeoma, kao i opazanje
da vecina bolesnika s meningeomima bez mutacije NF2 razvija meningotelijski oblik
tumora. Nadalje, primjecena je smanjena izraZzenost merlina (schwanomin proteina) u
razliCitim histopatolodkim oblicima meningeoma, ali izgleda da je rijetka u
meningotelijskim tumorima (68). U atipi¢nim i anaplasticnim meningeomima mutacija
NF2 javlja se u oko 70% slu€ajeva, §to se dobro podudara s ucestalo§éu mutacija
NF2 u benignim fibroblastnim i tranzicijskim meningeomima (67). Ova jednaka
uCestalost ukazuje da mutacija gena NF2 nije uklju¢ena u progresiju u viSe stupnjeve
meningeoma. Uska povezanost mutacija NF2 u meningeoma s gubitkom alela na
kromosomu 22 upucuje na to da je upravo NF2 glavni meningeomski tumor-
supresijski gen na kromosomu 22 (67). Citogenetske studije otkrile su monosomiju
na kromosomu 22 kao jedinu specifi€nu kariotipsku abnormalnost u skoro 70%
meningeoma, a u dijelu bolesnika uoCena je i delecija dugog kraka kromosoma 22
(5).

Ipak, istrazivanja su otkrila gubitak i translokacije genetickog materijala izvan regije
NF2, otvaraju¢i mogucnost da i drugi "meningeomski" gen lezi na kromosomu 22.
Kandidat gen je i b-adoptin koji se nalazi unutar regije koja homozigotno nedostaje u

meningeoma i pokazuje smanjenu izrazenost u nekim meningeomima. Drugi genski
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kandidat na kromosomu 22q je MN1 za kojeg je nadeno da je u meningeomima
prekinut translokacijom (5).

Jedan veliki meningeom odstranjen u CetrdesetjednogodiSnje Zzene mogao se vec
makroskopski razvrstati u tri podru¢ja koja su i histoloSki pokazivala razli¢ite slike:
uobi¢ajenog meningotelijskog meningeoma, veoma atipiCnog meningotelijskog
meningeoma sa znakovima anaplazije i, kona¢no, anaplastichnog meningeoma sa
anaplasti¢nim izgledom, invazijom mozga, visokim mitotskim indeksom i spontanim
nekrozama. Analiza sva tri podru¢ja pokazala je identi¢ni izgled gubitka alela na
kromosomu 22, sugerirajuci parcijalnu deleciju kraja drugog kraka kromosoma 22.
Ovo jasno pokazuje da je tumor u pocetku bio klonski i da se parcijalna delecija
dugog kraka kromosoma 22 pojavila rano u razvoju tumora, prije nastanka
anaplazije. Potrebno je napomenuti da je €est gubitak alela kromosoma 22 naden i u
drugim tipovima tumora, kao npr. u djecjim tumorima, a i svi opisani ependimomi
pokazuju isti nalaz. Promjena je nadena i u znacajnim broju karcinoma dojke i raku
debelog crijeva (2).

Gubitak heterozigotnosti na kromosomu 22 i mutacije lokusa NF2 vjerojatno ne igraju
ulogu u progresiji malignosti meningeoma. Rempel i sur. (1993) objavili su podatke o
gubitku markera na kromosomu 10 u morfolodki malignim meningeomima (69). Te
delecije se nisu vidjele u pet bolesnika s invazijom mozga koji nisu imali druge
znakove malignosti. Simon i sur. (1995) nasli su samo dva sli¢na slu¢aja s invazijom
mozga i bez znakova malignosti: i u ovih bolesnika nije nadena delecija na
kromosomu 10. Oba tumora su zadrzala heterozigotnost za lokuse na kromosomima
1p i 14q. U istoj studiji autori su ispitali 18 benignih (WHO 1. stupnja), 15 atipi¢nih (lI.
stupnja) i 13 anaplasti¢nih/malignih (lll. stupnja) meningeoma na gubitak
heterozigotnosti na kromosomima 1p, 6p, 9q, 10q i 14q. Cest gubitak lokusa na ovim

kromosomima naden je u tumorima Il. i lll. stupnja, posebno 14q (47% i 55%), 1p
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(40% i 70%), i 10q (27% i 40%). Za razliku od ovih nalaza, gubitak heterozigotnosti

za lokuse ovih kromosoma bio je rijedak u benignim meningeomima, posebno 14q
(0%), 1p (11%) i 10q (12%). Nadena je jasna korelacija izmedu gubitka alela na
kromosomima 14q, 10q i 1p i primjeceno je da ucestalost delecija u sve tri
kromosomske regije raste sa stupnjem malignosti tumora (70).

Atipi¢ni i anaplasti¢ni meningeomi Cesto pokazuju oStecenja alela na krakovima
kromosoma 1p, 99, 10q, 14q i 17p, $to sugerira da se geni povezani s progresijom
tumora nalaze na ovim lokusima (5,70).

Tumorogeneza ukljuCuje viSestruke genetiCke promjene u stanici koja uslijed toga
moze stec¢i sposobnost selektivnog rasta. OcCito je da delecija kromosoma 22 igra
vaznu ulogu u nastanku meningeoma. Takoder je zapazeno da somatske mutacije u
genu NF2 doprinose nastanku meningeoma. Stoga je logi¢no zakljuciti da su
potrebne dodatne genetiCke promjene koje maningeom vode u malignost. Osim
delecije na kromosomu 22, delecija na kromosomu 17p bila je prisutna u histoloski
najmalignijim podruc¢jima anaplasticnog meningeoma (Lindblom i sur., 1994) (71).
Zato izgleda mogucée da oStecenja gena p53 mogu biti ukljuéena u malignu
progresiju meningeoma. Podaci o zahvacenosti p53 u ljudskim meningeomima su
oskudni (72). Zato je u ovom radu i ispitivana ekspresija p53 na meningeomima ., II.

i 1. stupnja s pomoc¢u imunohistokemijskog bojenja.

1.9.4. Gen p53

Drugi dobro prouceni tumor-supresijskii gen je p53 koji se nalazi na kromosomu 17
(17p13.1) (63). Mutacija jednog alela gena p53 uzrokuje stvaranje promijenjenog
proteina, a ako je i drugi alel izgubljen ili inaktivan, tada nema stvaranja proteina p53.
U velikom broju ljudskih zlo¢udnih tumora jedan alel gena p53 ima nesvrhovitu

mutaciju koja uzrokuje stvaranje mutiranog proteina, a drugi alel je reduciran do
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homozigotnosti genskom konverzijom ili delecijom. To je prvi puta pokazano 1989.
godine u karcinomu kolona (73). Mutacija gena p53 zatim je dokazana u brojnim
zlo¢udnim tumorima: kosti (74), mokra¢nog mjehura (75), mozga (76,77), dojke (78),
jednjaka (79), zeluca (80), jetre (81), plu¢a (82), limfnih &vorova (83), jajnika (84) i
prostate (85). Mutirani protein koji je rezultat nesvrsishodne mutacije ima vaznu ulogu
u poticanju rasta i diobi tumorskih stanica (78).

U vecini slu€ajeva inaktivirajuée mutacije koje zahvacéaju oba alela p53 ste€ene su u
somatskim stanicama. Manje Cesto, neke osobe naslijede mutirani alel p53. Kao i u
slu¢aju Rb-gena, nasljedivanje jednog mutiranog alela predisponira osobu za razvoj
malignog tumora jer je potreban samo jedan dodatni hitac da se inaktivira drugi
normalni alel. Te osobe imaju Li-Fraumenijev sindrom i 25 puta veéu Sansu od opce
populacije da razviju maligni tumor. Ovdje je spektar mogucih tumora Sirok, za razliku
od osoba koje nose mutaciju gena Rb. Naj¢eS¢e nastaju sarkomi, tumori dojke,
leukemija, mozdani tumori i karcinomi nadbubreznih Zlijezda. U usporedbi sa
sporadi¢nim tumorima, oni nastali u pacijenata s Li-Fraumenijevim sindromom
nastaju u mladoj dobi i mogu biti multipli (63).

Humani gen p53 sadrzi 393 kodona, a polozaj nesvrsishodnih mutacija u genu nije
slu¢ajan. Gotovo sve mutacije smjestene su izmedu kodona 118 i 309. Zajedni¢ko
vecéini mutacija jest da se javljaju u podrucjima koja pokazuju visoku podudarnost
izmedu razli¢itih vrsta. Naime, ostaci aminokiselina izmedu kodona 117 i 142, 171 i
181, 236 i 268 te 270 i 286 u proteinu p53 pokazuju podudarnost slijeda u 99%-100%
u Xenopusa (vodozemca) i Covjeka (78). Ova ocuvanost slijieda upucuje na
funkcionalno znacenje redosljeda aminokiselina u p53. Mutacije u ovim regijama vrlo
su Cesto nadene u mutiranom obliku proteina. Toéno mjesto mutacije ovisno je o

tkivu u kojem je primarni karcinom nastao. Na primjer, mutirani kodon 175 Cesto je
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pronaden u kolorektalnom karcinomu i Burkittovom limfomu, ali nikad u karcinomima
pluca il jetre (78).

Protein p53 nalazi se u jezgri, a kada je aktiviran primarno kontrolira prepisivanje
nekoliko drugih gena. U fizioloSkim uvjetima p53 ima kratak poluzivot (20 minuta)
zbog proteolize uvjetovane ubikvitinom. Stoga suprotno od pRb, p53 ne vrsi nadzor
nad normalnim staniénim ciklusom. P53 zaustavlja stani¢ni ciklus tek kada je DNA
oStecena iradijacijom, UV-svjetlom ili mutagenim kemikalijama. Slabo poznatim
mehanizmima zbiva se nagli porast nivoa p53 i njegova aktivacija u stanici kao
¢imbenika prepisivanja. Nakupljeni nemutirani (divlji) p53 veze se za DNA i stimulira
prepisivanje nekoliko gena koji posreduju dva glavna efekta p53: zastoj stani¢nog
ciklusa i apoptozu. Zastoj stani¢nog ciklusa zbiva se u kasnoj G1-fazi i uzrokovan je
p53-ovisnom transkripcijom gena za p21 koji je inhibitor CDK. Gen za p21 inhibira
kompleks ciklin/CDK i tako sprje€ava fosforilaciju pRb koja je neophodna da stanica
prijede u S-fazu (64). Ova dobrodo$la pauza omogucava stanici da popravi DNA
oSte¢enu mutagenim agensima. Ovom procesu pomaze p53 tako Sto direkino
inducira transkripciju proteina GADD45 (engl. growth arrest and DNA damage)
uklju¢enog u popravak DNA. Protein GADD45 pomaZe u zastoju stanice u G1-fazi
jo§ nepoznatim mehanizmima. Ako se oStecena DNA nije uspjeSno popravila,
normalni p53 u zadnjem aktu aktivira gene koji induciraju apoptozu. On potie i gene
bax i IGF-BP3, sto vodi stanicu u smrt. Gen bax veZe se i antagonizira protein Koji
inhibira apoptozu (bcl-2). Kompleks IGF-BP3 veZze se na receptor inzulinu-nalik
faktora rasta (IGF) i vjerojatno inducira apoptozu blokiraju¢i |IGF-posredovane
intracelularne signale. Nedavno je otkriveno da i hipoksija stimulira aktivaciju
normalnog p53. Hipoksi¢ne tumorske stanice podlijezu apoptozi ako imaju normalne

kopije p53-gena. Ako je p53 mutiran, tumorske stanice su otporne na apoptozu. Tako
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hipoksija uzrokuje selekciju stanica u kojima je p53 inaktivan i potpomaze

umnozavanju stanica s manjkavim p53 (63).

Utjecaj na terapiju

Moze se reci da p53 zasad nepoznatim mehanizmom prepoznaje ostecenja DNA,
pomaze u popravku DNA uzrokujuc¢i zaustavljanje stani¢nog ciklusa u G1i-fazi i
inducira gene za popravak DNA. Stanicu s ostecenom DNA koja se ne moze
popraviti, p53 vodi prema apoptozi. Zbog ovih aktivnosti p53 je ispravno nazvan
"Cuvar genoma" (65). Homozigotnim gubitkom p53 ostecenje DNA prolazi
nepopravljeno, mutacije ostaju fiksne u dijelecoj stanici, a sama stanica ulazi u smjer
koji vodi u malignu transformaciju (63).

Sposobnost p53 da kontrolira apoptozu kao odgovor na ostecenje DNA ima prakti¢ne
terapijske implikacije. Radijacija i kemoterapija, dva najéeS¢a nacina lijeCenja raka,
izazivaju oStecenje DNA i posljedi¢nu apoptozu (78). 1z toga proizlazi da tumori koji
sadrZze normalni gen p53 bolje odgovaraju na terapiju nego tumori koji nose mutirani
p53. Takav je slu€aj s karcinomima testisa i dje¢jom akutnom limfoblastnom
leukemijom. Naprotiv, karcinom plu¢a i kolorektalni karcinomi, koji €esto sadrze

mutacije p53, relativno su rezistentni na kemoterapiju i zracenje (63).

1.9.5. PCNA

Jezgrin antigen proliferirajucih stanica (PCNA, engl. proliferating cell nuclear antigen)
izvorno je identificiran imunoflorescencijom kao jezgrin protein Cija je pojava
povezana s proliferacijom stanice. Protein zavisan o stani€énom ciklusu opisao je
Bravo (1987) i nazvao ga ciklinom, a pokazao se identicnim s PCNA (86). PCNA je
potreban za replikaciju SV40 DNA in vitro i prepoznat je kao protein kofaktor za DNA

polimerazu-delta. Za razliku od polimeraze alfa, beta i gama, polimeraza-delta ima
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korektivhu ulogu i igra znacajnu ulogu u odrzavanju tocnosti replikacije DNA u
sisavaca. PCNA je evolucijski dobro o¢uvan protein. Pojedini slijedovi aminokiselina
Stakora i Covjeka se razlikuju samo u 4 od 261 aminokiselina. Ljudska anti-PCNA
protutijela reagiraju ne samo sa jezgrama proliferiraju¢ih stanica svih ispitivanih
eksperimentalnih Zivotinja, nego takoder i sa jezgrama biljaka. Suzuka i sur. (1989)
dokazali su prisutnost PCNA/ciklin-povezanih gena u viSim biljkama (87).

Travali i sur. (1989) izolirali su cDNA klon cijelog ljudskog gena PCNA i susjednih
slijedova. Humani gen prisutan je u pojedinac¢noj kopiji i ima 6 eksona. Neobi¢na je
znacajka da postoji znatna sli¢nost u slijedovima izmedu introna, kao i izmedu introna
i eksona (88). Southern-blot analizom hibridne DNA somatskih stanica, Ku sa sur.
(1989) su locirali gen PCNA na 20. kromosom. Identificirana su i dva pseudogena od
kojih je jedan lociran na Xpter-g13, a drugi na 6pter-p12 (89). Iz studija izvedenih
metodom in situ hibridizacije, Rao sa sur. (1991) su zakljucili da je PCNA gen
smjesten ili se nalazi blizu lokusa 20p12 (90). Za vrijeme trajanja stani¢nog ciklusa
najvec¢a koncentracija PCNA se nalazi u kasnoj G1-fazi i tijekom cijele S-faze, a
najmanja koncentracija bila je za vrijeme G2-faze. Nivoi PCNA vrlo su niski u M-fazi,
a u Go-fazi se ne detektira (50).

Buduci da i histolo$ki benigni meningeomi takoder recidiviraju, biolo§ko ponasanije
meningeoma i rizik za nastanak recidiva u pojedinog bolesnika ne moze se
predvidjeti samo na osnovu histologije. Zato analiza proliferacije tumorskih stanica
moze pomoci u otkrivanju agresivnih meningeoma (50). Ovaj rad ispituje da i
mjerenje proliferacijske aktivnosti meningeoma imunohistokemijskim bojenjem na

PCNA moze pripomo¢i da se predvidi recidiv meningeoma.



33
2. SVRHA | CILJ RADA

2.1. Svrharada

Jedan od glavnih ciljeva u patolo$kim studijama odstranjenih novotvorina jest utvrditi
proliferacijski potencijal ostatnog tumorskog tkiva. Posebno je to vazno za tumore
srediSnjeg ziv€anog sustava gdje je potpuna resekcija ¢esto nemoguca, pa vrsta i
opseg postoperativnog lijecenja prije svega ovise o histoloSkom stupnju. Zbog toga
se u ispitivanju kliniCkog materijala primjenjuju druge metode ne bi li se s vecom
sigurnoscu procijenila kinetika stanica u operiranom tumoru (91).

Meningeomi su Cesti intrakranijalni tumori koji mogu nastati iz bilo kojeg dijela
meninga. Veéinom se radi o benignim, spororastu¢im tumorima koji su ¢esto izljecivi
nakon potpunog odstranjenja. Obrnuto, oni mogu pokazivati histolosku varijaciju ili
promijenjeno biolosko ponasanje udruzeno s lokalno agresivhom naravi i kasnim
udaljenim metastazama. Priliéno razli¢ite histoloSke slike meningeoma mogu stvarati
teSkoce u procjeni prognoze ili postoperativnog lije€enja bolesnika. Vazno je odrediti
biolosko ponasanje meningeoma u smislu zloéudne preobrazbe (92).

Cilj ovog rada jest ispitati prognosti¢ku vrijednost parametara rasta i izraZzaja p53 u
meningeomima histoloski klasificiranih prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji
(WHO) u klasi¢ne, atipi¢ne i anaplasti¢ne. Histoloski parametri uklju€uju celularnost,
broj mitoza, podrucja nekroza i stupanj atipije stanica. Ploidnost i stupanj proliferacije
stanica analiziran je metodom protoCne citometrije iz parafinskih rezova tkiva.
Usporedno, svi su tumori analizirani s pomoc¢u imunohistokemijskog bojenja na
ekspresiju dvaju bilijega: biljega proliferacije PCNA i produkta tumor-supresijskog
gena p53. Billeg PCNA sluZi za procjenu udjela stanica u S-fazi stani¢nog ciklusa,
dok detekcija biliega p53 unutar stanica ukazuje na mutaciju istoimenog tumor-

supresijskog gena (produzen poluvijek produkta p53 u stanici).
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2.2. Ciljrada

Specifi¢ni ciljevi rada su slijededi:

1. Razvrstati tumore prema ekspresiji biliega PCNA, a nalaz usporediti s histoloSkim
(broj mitoza) i citometrijskim pokazateljima proliferacije stanica (GO/G1, S i G2/M
faze stani¢nog ciklusa). Buduéi da se opisanim tehnikama mogu analizirati sve faze
stani¢nog ciklusa (G0/G1, S i G2/M), time je omogucena to¢nija usporedba stani¢nih
pokazatelja rasta s histoloSkim osobitostima tumora i kliniCkim tijekom bolesti.

2. Ispitati ekspresiju proteina p53 u odnosu na: a) stupanj atipije stanica, posebice u
anaplasticnim i recidivirajuéim meningeoma, b) stupanj aneuploidije, i c¢)
proliferacijsku aktivnost stanica. Na taj ¢e se nacin procijeniti vrijednost otkrivanja
p53 kao potencijalnog prognostiCkog pokazatelja.

3. Ispitati uCestalost i vrstu aneuploidije meningeoma te je dodatno usporediti s
rezultatima iz literature, posebice za skoro-diploidne (engl. near-diploid) tumore. Ti su
tumori ranije bili definirani malim odstupanjem sadrzaja DNA od normale i obi¢no su
predstavljali problem prilikom razvrstavanja u prognosticke skupine. Buduci da
suvremeni programi analize stani¢nog ciklusa (npr. ModFit) ne poznaju kategoriju
skoro-diploidnih tumora, vjerojatno je za oCekivati da takvi tumori budu svrstani ili u
aneuploidne ili u euploidne tumore.

4. Kombinacijim opisanih metoda poku$at ¢e se iz operativhog materijala inicijalno
"benignih tumora" izdvojiti pokazatelje s potencijalnim prognostickim znacajem,

posebice one koji bi upucivali na pojavu recidiva tumora.



35
3. MATERIJAL | METODE RADA

3.1. Bolesnici

Ispitivani uzorak obuhvaéa 102 meningeoma operirana u razdoblju od 1985. do
1994. godine, na Odjelu za neurokirurgiju KB Firule-Split i Klinici za neurokirurgiju
KBC Rebro-Zagreb. Ukupno je obradeno 78 bolesnika. Bolesnici su podijeljeni u tri
skupine: bolesnici s recidivom meningeoma (N=36), bolesnici bez recidiva (N=30) i
bolesnici s inicijalno atipi¢nim ili malignim tumorom (N=12). Primarno lijeCenje bilo je
isklju€ivo kirurS§ko, a redoviti kontrolni pregledi vrSeni su u odgovarajué¢im klinikama.
Uzorci tkiva obradeni su standardnim histoloSkim metodama u Zavodu za
neuropatologiju KBC Rebro-Zagreb i Zavodu za patologiju KB Firule-Split. U svakog
bolesnika su iz povijesti bolesti bilieZzeni podaci o dobi, spolu, klini¢koj slici,
lokalizaciji, veli€ini tumora te njegovim makroskopskim karakteristikama, operativnom
zahvatu, postoperativnom tijeku bolesti te recidivima. PatohistoloSki nalazi i uzorci
tumora u obliku parafinskih kocki vadeni su iz arhiva Zavoda za neuropatologiju KBC
Rebro u Zagrebu i Odjela za patologiju KB Firule u Splitu. Vecina autora smatra da
nepotpuno resecirani meningeomi imaju veéu sklonost recidivu. U ovoj studiji se iz
kirurskih protokola utvrdila Sirina i potpunost ekscizije tumora. Vrlo rijetki meningeomi
su operirani en block, dok ih je veéina resecirana postepenim kiretiranjem tumorske
mase, ali u cijelosti, dok je podlezec¢a dura ili odstranjena ili sprzena kauterom

(operacija po Simpsonu stupnja 1 i ll).

3.2. Patohistoloska analiza
Tumorsko je tkivo nakon preuzimanja fiksirano u 4% formalinu i ukloplieno u

parafinske blokove. Parafinski blokovi serijski su rezani u debljini od 5um, a rezovi su
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bojani hemalaunom i eozinom (HE). Retrospektivno je ispitano 11 histoloskih
parametara meningeoma da bi se utvrdila njihova medusobna povezanost, kao i
znac€aj u histoloS8kom stupnjevanju i recidiviranju (6): pleomorfizam stanica, atipija
jezgara, prisutnost makronukleola i patolo$kih mitoza, gubitak strukture, stvaranje
malih stanica, nekroza, invazija mozga, hipercelularnost, tip krvnih Zila i broj mitoza.
Sedam od njih—stani¢ni polimorfizam, atipija jezgara, makronukleoli, stvaranje malih
stanica (visok odnos jezgra/citoplazma), gubitak arhitekture (engl. sheeting), atipi¢ne
mitoze i nekroze—biliezene su kao odsutne ili prisutne. Invazija mozga je
okarakterizirana kao a) prisutna; b) nije prisutna; i ¢) nepoznato (kad u materijalu nije
prisutno tkivo mozga). Obi¢no perivaskularno Sirenje tumora u Virchow-Robinove
prostore nije smatrano invazijom mozga. Krvne Zile takoder su analizirane prema

stupnju hijalinizacije stjenki.

3.2.1. Atipija jezgara

Ova znacajka je stupnjevana s 0 kada su tumorske stanice imale jednoliCne njezne
jezgre sa gustim kromatinom i bez nukleola. Ako su (ZariSno ili u veé¢im podrucjima
tumora) stanice imale dva ili tri puta vece jezgre s nepravilnim rubovima i urezima te
izrazenu hiperkromaziju, zabiljeZzena je atipija. Pojava nukleola takoder prati atipiju.
Hiperkromazija jezgara bez nukleola nije ubrajana u atipiju: taj je nalaz smatran
degenerativnom pojavom i ubrojen je u polimorfizam stanica, tj. u varijaciju izgleda i

veliine. PatoloSke mitoze su biljezene zasebno.

3.2.2. Makronukleoli

Nalaz uocljivih nukleola unutar jezgre oznacen je stupnjem 1. Obi¢no su bili mali i
centralno postavljeni, ali se naslo i vecih eozinofilnih nukleola (sl. 1). Meningeomi bez

prisutnih makronukleola stupnjevani su s 0.
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Slika 1. Anaplasti¢ni meningeom. Unutar jezgri uo€avaju su nukleoli. U sredini
slike vidi se jedna patoloska mitoza. H&Ex400.

3.2.3. Tvorba malih stanica

Stvaranje malih stanica s visokim odnosom jezgra/citoplazma stupnjevano je s 1.
Histolo$ki izgled takvih podrucja nali¢i na meningeom s limfocitnom infiltracijom $to

treba jasno razlikovati.

3.2.4. Hipercelularnost (dijametar)

Maksimalna celularnost izraZzena je kao broj stanica u promjeru jednog vidnog polja
velikog povecanja objektiva (engl. high power field, HPF). Zato je ta znalajka
nazvana "dijametar" vidnog polja i on predstavlja broj izbrojenih jezgara po duzini
promjera HPF. Kako ova znalajka varira u razli€itim podrucjima istog tumora,
izabrana su uvijek najcelularnija podrucja. Brojeno je deset vidnih polja velikog

povecanja i izraunata srednja vrijednost.
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3.2.5. Broj mitoza

Broj mitoza je izrazen kao zbir svih videnih mitoza u 10 HPF i to u najaktivnijim
podrugjima tumora. Kod prepoznavanja mitotskih figura primjenjeni su jasni
morfoloski kriteriji (93). Oni ukljucuju:

- nepostojanje zone jezgrine membrane;

- nepostojanje svijetlog podrucja u centru jezgre;

- prisutnost vilasastih izdanaka umjesto trokutastih i Siljastih; i

- bazofiliju okolne citoplazme umjesto eozinofilije.
U radu su uraunate samo jasne mitotske figure, dok su nejasni slu€ajevi isklju€eni.
3.2.6. Nekroze
Ispitivane su gledanjem svih preparata na malom i srednjem povecanju i utvrdena je

veli¢ina i izgled podrucja koagulacijske nekroze tumorskih stanica (sl. 2).

Slika 2. Zarite mikronekroze u malignom meningeomu. Mikronekroti¢no
Zariste sastoji se od centralno nekroti€nog debrisa i okolnih palisadnih stanica
u karioreksi. H&E x200.
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Tumori bez prisutnih nekroza stupnjevani su s 0. Kada su podrucja nekroze bila mala
i zauzimala manje od polovine vidnog polja velikog povec¢anja, tumori su stupnjevani
s 1. Supanj 2 oznacio je tumore s velikim, konfluentnim Zzaristima nekroza (tzv.
"geografska nekroza"). Pritom je iskljuéena mogu¢nost da se radi o
postembolizacijskim nekrozama unutar tumora (94).

3.2.7. Gubitak arhitekture (engl. sheeting)

Ova znacajka sastoji se od djelimi¢nog ili potpunog gubitka uobiajenog rasporeda
tumorskih stanica u koncentricne vrtloge meningotelijskog tipa meningeoma ili u
snopove vretenasto izduZenih meningotelijskih stanica tipi€ne za fibroblastni podtip.
Umjesto toga, tumorske stanice stvaraju solidna podrucja sincicijskog izgleda koja
nisu pregradena vezivnim septima (sl. 3). Ova znacajka je stupnjevana kao 0 kad je
bila potpuno odsutna, odnosno s 1 kada su se identificirala u ZariSnim podrucjima ili u

vecem obimu.

Slika 3. Anaplasti¢ni meningeom. Gubitak arhitekture vidi se na lijevoj polovini
slike u odnosu na desnu gdje je prisutno vrtloZno nakupljanje stanica.
H&Ex400.
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3.2.8. Krvne Zile

Analizirane su po brojnosti i po tipu stjenke. Nalaz malog broja kapilara stupnjevan je
s 0. Nalaz velikog broja krvnih Zila tanke stjenke (poput pukotina) tipa kapilara
obloZzenih endotelom stupnjevan je s 1. Veliki broj krvnih Zila sa zadebljanom

hijalinom stjenkom, stupnjevan je s 2 (sl. 4).

Slika 4. Meningeom u kojem su krvne Zile hijalino zadebljane stjenke.
H&Ex200.

3.2.9. Histolo8ka klasifikacija radena je prema Kkriterijima Svjetske zdravstvene

organizacije iz 1993. godine (tab. 1), a tumori su statisticki analizirani s obzirom na tri
histoloSka stupnja — klasic¢ni, atipi€ni i maligni.

Atipi¢ni meningeom (WHO gradus Il)

Atipi¢ni meningeom je definiran kao meningeom u kojemu su zastupljene neke od
sliedec¢ih znacajki: Ceste mitoze, povecana celularnost, male stanice s visokim
odnosom jezgra/citoplazma i/ili uo€ljivim nukleolima, neprekinuti izgled plo¢astog

rasta (engl. sheet-like) i Zarista "spontane" ili "geografske nekroze".
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Anaplasi¢ni meningeom (WHO gradus Ill)

Definiran je kao meningeom koji pokazuje histoloSke znacajke jasne malignosti, pa
su histoloSke abnormalnosti prisutne u mnogo veéem obimu nego u atipicnom
meningeomu. To ukljuCuje malignu citologiju, visoki mitotski iznos, jasne nekroze i
invaziju mozga. Papilarni meningeom je svrstan u lll. stupanj, tj. u grupu malignih
meningeoma (sl. 5). U skladu s revidiranim WHO-kriterijima, hemangiopericitomi i

hemangioblastomi dure ne smatraju se meningeomima i nisu uklju¢eni u studiju.

Slika 5. Papilarni meningeom s jasno uocljivom papilarnom tvorbom u centru
slike. H&Ex400.

Shema koja je primijenjena u ovom radu za klasifikaciju atipi¢nih i malignih
meningeoma je slijedeca:

ATIPICNI meningeom

Bilo koja histolo$ka varijanta koja pokazuje najmanje jedan od slijedecih kriterija:
1. maksimalni mitotski broj: 4 mitoze / HPF (2.5/mm) i

2. prisutnost najmanije tri od slijedecih histoloskih zna¢ajki:
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- brisanje arhitekture (engl. sheeting)
- hipercelularnost
- makronukleoli

- nakupine malih stanica (engl. small cell formating ).
ANAPLASTICNI meningeom

Invazija mozgovine s nepravilnom projekcijom tumora u okolni parenhim mozga, bez
interventnog sloja leptomeninga (sl. 6). Perivaskularno Sirenje uzduz Virchow

Robinovih prostora i nalaz prije navedenih histolodkih znakova jasne anaplazije.

Slika 6. Ovalni produljci malignog meningeoma koji infiltriraju bijelu tvar uz
reaktivne promjene astrocita. lzmedu nema potisnutog komprimiranog
reaktivhog veziva. H&E x 200.

3.3. Imunohistokemijsko bojanje

Tumorsko tkivo je nakon preuzimanja fiksirano u 4% formalinu i nakon standardne
obrade ukloplijeno u parafin. Parafinski blokovi rezani su u rezove debljine 3-5
mikrona i imunohistokemijski bojeni primjenom monoklonskih protutijela (75).

KoriStena su sliede¢a monoklonska protutijela: Monoclonal Mouse Anti-Human p53
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(Dako-p53, DO-7) Code No. M 7001, Kopenhagen, Danska, u razrjedenju 1:50 i

Monoclonal Mouse Anti-PCNA (DAKO EPOS  Anti-Proliferating Cell Nuclear
Antigen/HRP Clone, PC 10) Code No. U 7032, Kopenhagen, Danska, u razrijedenju
1:2000. lzabrani su uzorci u kojima je bilo dovoljno ouvanog tumorskog tkiva, a
manje nekroza, krvarenja i upalnog infiltrata. Preparati su analizirani svjetlosnim
mikroskopom marke “Olympus” BH-2 (Tokio, Japan), pri povecanju 400x.
HistoloSki rezovi za imunohistokemijsku analizu su nakon deparafinizacije i
rehidracije obradeni metodom za razotkrivanje antigena (engl. antigen retrieval). Ona
se sastoji od kuhanja preparata u mikrovalnoj pec¢i snage 750W na temperaturi od
110°C u citratnom puferu u trajanju od tri puta po 5 min. za PCNA i Sest puta po 5
min. za p53 (96). Nakon deparafinizacije i razotkrivanja antigena, ohladeni rezovi su
oprani u destiliranoj vodi i fiziolo§koj otopini puferiranoj fosforom (PBS) i potom
imunohistokemijski bojeni metodom LSAB na sobnoj temperaturi. Metoda LSAB
sastoji se od sljedecih faza:

1. inkubacija rezova s H202 radi blokiranja endogene peroksidaze tijekom 15

min. i nakon toga isprani u destiliranoj vodi i otopini PBS;

2. inkubacija rezova s optimalno razrijedenim primarnim protutijelima u vremenu

od 30 minuta u vlaznoj tamnoj komori te potom oprani otopinom PBS. Protutijela

su razrijedivana u puferu TRIS-NaCl s 1% govedeg albumina 20 minuta prije

uporabe;

3. inkubacija rezova u vlaznoj komori s veznim protutijelom (DAKO, Danska

LSAB-Kit Kod: K0690) tijekom 30 minuta, nakon ¢ega su isprani u otopini PBS;

4. slijedi inkubacija rezova sa streptavidin-peroksidazom u trajanju od 30 minuta

i potom ispiranje u otopini PBS;
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5. inkubacija rezova u vlaznoj komori s kromogenom diaminobenzidinom (DAB)
(DAKO, Danska Kod: 3466) u trajanju od 15 minuta, nakon ¢ega slijedi ispiranje
preparata u destiliranoj vodi;

6. kontrastno bojenje preparata u hematoksilinu (30 sekundi) i potom ispiranje u
vodi;

7. dehidracija preparata u gradijentu akohola (96%, 100%), izbistravanje u
ksilolu, te prekrivanje kanadskim balzamom i pokrovnim stakalcem.

Krajnji smedi produkt boje nije topiv u alkoholu.

3.3.1. Bojenje na p53

p53 reaktivnost je procjenjivana nalazom smede obojenosti jezgara (sl. 7) i
semikvantitativno odredivana na slijede¢i nacin. Na svakom od 10 polja velikog
vidnog povecanja izbrojene su sve jezgre tumorskih stanica. Na istim poljima
izbrojene su smede obojene jezgre tumorskih stanica. lzraCunata je srednja
vrijednost i izrazena kao postotak (%) pozitivno obojenih stanica. Pri tome je
sveukupna reaktivnost na p53 izrazena na slijedeci nacin:

negativni nalaz ne vidi se obojene jezgre tumorskih stanica ili one €ine<10%

+ 10-20% jezgara pokazuje pozitivnu reakciju
++ 20-50% jezgara pokazuje pozitivnu reakciju
+++ 50-100% stanica pokazuje pozitivnu reakciju

Kod bojenja na p53 kao kontrola je sluzio rak ploCastih stanica cerviksa. Prilikom
bojanja uvijek je uradena i negativha kontrola (kompletno bojene preparata, ali bez

primarnog protutijela).
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Slika 7. Papilarni meningeom. Izrazaj p53 vidljiv kao smeda obojenost jezgri.
LSAB metoda (povecéanje 400x).

3.3.2. Bojenje na PCNA
PCNA-reaktivnost procjenjivana je nalazom smede obojenosti jezgara (sl. 8) i

semikvantitativno odredivana na slijedec¢i nacin. Na svakom od 10 polja velikog
vidnog povecanja izbrojene su sve jezgre tumorskih stanica. Endotelne stanice krvnih
Zila te upalne stanice koje su bile pozitivne na PCNA iskljuéene su iz brojenja. Na
istim poljima su izbrojene smede obojene jezgre tumorskih stanica. lzracunata je
srednja vrijednost obojenih tumorskih jezgara u uzorku izrazena kao postotak (%), pri
¢emu je sveukupna reaktivnost na PCNA izraZzena na slijedeci nacin:

negativni nalaz ne vidi se obojene jezgre tumorskih stanica ili one ¢ine<10%

+ 10-20% jezgara pokazuje pozitivnu reakciju
++ 20-50% jezgara pokazuje pozitivnu reakciju
+++ 50-100% stanica pokazuje pozitivhu reakciju

Kod bojenja na PCNA kao kontrola koriSten je reaktivni limfni évor i rak plo¢astih

stanica cerviksa, dok je negativna kontrola bilo tkivo bojeno bez primarnog protutijela.
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Slika 8. Atipicni meningeom. lzrazaj PCNA u obliku smede obojenih jezgri.
LSAB metoda (povecanje 400x).

3.4. Analiza stani¢nog ciklusa rasta s pomocéu proto¢nog citometra

Rabljeno je tumorsko tkivo koje je fiksirano standardnim tehnikama i uklopljeno u
parafin. U ovom procesu koristen je Hadleyev postupak (97) za vadenje jezgara iz
tumorskih parafinskih rezova i Vindelov postupak (98) za bojenje oslobodenih jezgara
propidijevim jodidom. Svaki uzorak je rezan na tri odsjecka debljine 40um. Parafin je
uklonjen uranjanjem odsje€aka u ksilen, nakon €ega je slijedila rehidracija u 100%,
95% i 70% alkoholu. Uzorak se zatim dva puta ispere u destiliranoj vodi, a tkivo se
razgradi do razine jezgri enzimatskom reakcijom s pomoc¢u 0,5% otopine pepsina
(Sigma) u PBS. S 1NHCI podesi se pH otopine na 1,5. Uzorak se inkubira 30 minuta
na 37°C, uz stalno mijeSanje. Uzorak se centrifugira i vakuum-crpkom odstrani
nadtalog, nakon €ega se na oslobodene jezgre doda hladni PBS (4°C) te ponovno
centrifugira 10min. Ponovno se dodaje hladni PBS ali uz mijeSanje Pasterovom

pipetom. Ovaj postupak je vazan zbog odvajanja jezgara, nakon €ega se uzorak
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filtrira kroz najlonsku mrezicu (veli€ina pora 35um). Nakon centrifugiranja talog
dobivenih jezgara tumorskih stanica obradi se ribonukleazom S (Sigma). Uklanjanje
RNA pomaze preveniranju pogresnog bojenja uzorka tj. vezanja boje za RNA. Na
talog stani¢nih jezgri doda se 200 pl otopine propidijevog jodida (50g/ml; SmgPJ u
0.1% Na citratu) i inkubira najmanje 30 minuta na sobnoj temperaturi u tami.
Intenzitet vezane boje je proporcionalan sadrzaju DNA i moZe se kvantitativho
izraziti.

Analiza sadrzaja DNA i udjela stanica u pojedinim fazama stani¢nog ciklusa ucinjena
je na proto€nom citometru FACScan (Becton Dickinson, San Jose, CA, SAD) u
Zavodu za imunologiju Klinickog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku KBC Zagreb.
Kroz stroj se pusta najmanje 10000 jezgara po uzorku, a dobiveni histogrami
intenziteta fluorescencije analizirani su uz wuporabu racunalskih programa—
Cellquest™ (Becton Dickinson Immunochemistry Systems, San Jose, CA, SAD) i
ModFit LT™ (Verity Software House, Inc., SAD, 1995) na osobnom racunalu
Macintosh Quadra 650. Program CellQuest™ sluzi za mjerenje uzoraka i
pohranjivanje izmjerenih podataka, a program ModFit LT™ za analizu pohranjenih
podataka. Jednoparametrijski histogrami (intenzitet fluorescencije x broj
stanica/jezgara) analizirani su programom ModFit LT™ (99).

3.4.1. Tumacdenije histograma DNA

Na temelju jednoparametrijskog histograma fluorescencije i njegovih broj¢anih
izvednica dobiven je sadrzaj DNA i raspodjela tumorskih stanica prema fazama
stani€nog ciklusa: faza GO/G1 (stanice u mirovanju), S-faza (stanice u fazi
podvostruéenja DNA, oznaCava stanice u proliferaciji) i faza G2/M (stanice u
dijeljenju) (59). Broj¢ani pokazatelj stupnja ploidnosti je DNA-indeks. To je omijer
relativnog sadrzaja DNA G0/G1-faze stani¢nog ciklusa ispitivanog uzorka i relativhog

sadrzaja DNA stanica standarda. Medutim, preporuka je SAC XIV drustva (Society of
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Analytical Cytology Subcommitee, 1990) da se aneuploidija ne izrazava putem DNA

indeksa.

Histogram se tumaci kao diploidan ako postoji jedan simetrican G0/G1 vrSak (sl. 9),

dok nazoc¢nost viSe od jednog vrSka pokazuje da se radi o aneuploidiji (sl. 10).
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Tissue Type: GLIOMA

Ploidy Status: Diploid

Diploid S: Low
Calculated p-value: p<0.01
S-phase Boundaries: 5.0 and 10.0

1 - Diploidna G0/G1 faza staniénog ciklusa
2 - Diploidna S-faza stani¢nog ciklusa
3 - Diploidna G2/M faza stani¢nog ciklusa

Date acquired: 6-Nov-97

File: GEA 6.11.97..010

Sample: 2599/92

Sample tag: SAMPLE TAG
Analysis type: Automatic analysis
Prep: Paraffin

DIPLOID: 100.00 %
Dip GO-G1: 96.46 % at 69.51
Dip G2-M: 1.43 % at 139.01
Dip S: 2.11 % G2/G1: 2.00
Dip %CV: 4.31
Total S-Phase: 2.11 %
Extra Pop: %
Debris: 0.10 %
Aggregates: 0.00 %
Modeled Events: 17561.99 RCS: 5.537

Diploid B.A.D.: 0.00 % No aggs modeled

Slika 9. Jednoparametrijski histogram DNA diploidnog meningeoma s

pripadajucim statistiCkim podacima
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File: GEA F. 04.08.97..019
Sample: 604/95
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Analysis type: Automatic analysis
Prep: Paraffin
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Aggregates: 2.36 %
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Diploid B.A.D.: 14.68 %
Aneuploid B.A.D.: 10.19 %

Total B.A.D.: 15.71 %
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3 - Aneuploidna G0/G1 faza stani¢nog ciklusa
4 - Aneuploidna S-faza stani¢nog ciklusa

5 - Aneuploidna G2/M faza stani¢nog ciklusa

Slika 10. Jednoparametrijski histogram DNA aneuploidnog meningeoma s

pripadajucim statistiCkim podacima
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Proliferacijska aktivnost tumorskih stanica izrazena je kao ukupna S-faza, tj. kao udio
svih izmjerenih stanica u S-fazi stani¢nog ciklusa. Kod aneuploidnih tumora moguce
je ustanoviti posebno udio diploidnih i udio aneuploidnih stanica u S-fazi stani¢nog

ciklusa.

3.5. StatistiCka obrada podataka

U opisu osnovnih karakteristika uzorka rabljene su metode opisne statistike. Prilikom
statistiCcke analize dobivenih podataka koristene su slijedece metode: Kruskal-Wallis-
ova analiza varijance, Mann-Whitney test, Studentov t-test, %2 test, Fisherov egzaktni
test i Spearmannov test korelacije ranga. Usporedbe prezivljenja napravljene su Log-
rang testom i prikazane Kaplan-Meier-ovim krivuljama prezivljenja. Zaklju€ivanje o
statistiCkim hipotezama u ovome radu provedeno je uz razinu sigurnosti od p<0,05

kod svih primjenjenih testova.
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4. REZULTATI

4.1. Bolesnici

Radom se htjelo analizirati meningeome koji su recidivirali nakon prve operacije i
otkriti histoloSke, imunohistokemijske i citometrijske karakteristike po kojima se
razlikuju od meningeoma koji nisu recidivirali u promatranom periodu, pa se mogu
smatrati izlije€enima nakon prve operacije.

Pregledan je arhivski materijal Klinicke bolnice Firule u Splitu od 1980. do 2000.
godine. U dvadeset godina bilo je operirano 167 bolesnika s meningeomom. Od toga
je bilo 109 (65.3%) Zzena i 58 (34.7%) muskaraca. Odnos Zena prema muskarcima
iznosio je 2:1. Srednja vrijednost za dob iznosila je 56.5 £ 14.1 za Zene i 58.1 £ 9.71
za muskarce. Analiza t-testom nije pokazala statisticku razliku (t=0.77, p=0.44).
Whitneyev test takoder nije pokazao statisticku razliku za dob izmedu Zena i
muskaraca (z=0.45, p=0.65).

U istom dvadesetgodiSnjem periodu recidiv tumora se javio u 15 (9%) bolesnika.
Zena je bilo 7 (46.7%), a muskaraca 8 (53.3%). U toj grupi je odnos Zena i
muskaraca gotovo 1:1 (tj. 1.14 u korist muskaraca).

Za izradu ovog rada koristeno je tumorsko tkivo meningeoma uklopljeno u parafin iz
arhivskog materijala Odjela za patologiju u Splitu i Zavoda za neuropatologiju
Klinickog bolnickog centra Zagreb. U rad je uklju¢eno 78 bolesnika, a analizirani su
uzorci 102 operirana meningeoma. Grupa bolesnika s recidivom meningeoma
povecana je na 36 bolesnika. Po arhivskom materijalu histoloSka dijagnoza prve
biopsije glasila je meningeoma. Za usporedbu analizirana je grupa bolesnika s
dijagnosticiranim malignim/atipicnim meningeomoma vec¢ pri prvoj operaciji (N=12).
Namjera je bila analizirati 130 uzoraka operiranih meningeoma. Medutim od 11
tumora nisu pronadene parafinske kocke. 1z obrade je isklju¢eno jo$ 14 tumora jer
nisu zadovoljili kvalitetom materijala ili koli€inom potrebnom za obradu. Tri tumora su
isklju€ena tokom statisticke analize jer su bolesnici umrli neposredno nakon
operativnog zahvata zbog komplikacija.

Konacna analiza obuhvatila je grupu bolesnika €iji su meningeomi recidivirali (N=36)
i kontrolnu skupinu bolesnika Ciji meningeomi nisu recidivirali (N=30), a srednja
vrijeme pracenja bolesnika je iznosilo 88.4 + 35.7 mjeseci. Ujedno je analizirana
grupa meningeoma koji su nakon prve operacije dijagnosticirani kao maligni ili

atipi¢ni (N=12) i usporedena sa prethodne dvije kliniCke grupe meningeoma.
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Od 36 bolesnika s meningeomom koji su recidivirali nakon makroskopski potpune
operacije analizirano je 20 primarnih meningeoma, 35 recidiviraju¢ih tumora i pet
uzoraka kod bolesnika gdje je tumor ponovno nastao i operiran po treci put.
Vremenski su pracene dvije klinicke grupe bolesnika: 36 bolesnika kod kojih je
nastao recidiv meningeoma te su bili podvrgnuti novoj operaciji i 30 bolesnika bez
recidiva koji su Cinili kontrolnu skupinu. Recidiv se (mjereno vremenom do druge
operacije u mjesecima) u 74% slu€ajeva javio u prvih pet godina nakon prve
operacije: u 16% slu€ajeva nastao je 7 do 10 godina nakon prve operacije, a nakon
viSe od 10 godina recidiviralo je tek 10% meningeoma.
Srednje vrijeme praéenja kontrolne skupine iznosilo je 88.4 + 35.7 mjeseci (60-156
mjeseci). Vrijeme pracenja kontrolne skupine (N=30) iznosilo je od 5 do 12 godina.
Kako se vecina recidiva javlja unutar pet godina od prve operacije, kontrolna skupina
zadovoljava statistiCke kriterije za duljinu pracenja eventualnih recidiva (> 5 godina).
Arhivski materijal parafinskih kocki nakon prvog operativnog zahvata postojao je za
20 bolesnika, a uzorci dobiveni nakon druge operacije za 35 bolesnika. Pet bolesnika
je podvrgnuto tre¢oj operaciji i njihov bioptiCki materijal je takoder analiziran. Primarni
tumori recidiva dobiveni prvom operacijom usporedeni su s kontrolnom grupom
meningeoma koji nisu imali recidiva i sa inicijalno dijagnosticiranom

malignom/atipiénom skupinom meningeoma.

4.2. Klinickopatoloske grupe bolesnika sa meningeomom

Pri prvoj statistickoj obradi usporedene su tri klinickopatoloSke grupe bolesnika s
meningeomom: oni s recidivom (N=36), bolesnici bez recidiva tumora (N=30) i grupa
gdje je na uzorku prve operacije histoloSka dijagnoza glasila atipi¢ni/maligni
meningeom (N=12) (tab. 2-8).

Iz tablice 2. vidljivo je da se grupe bolesnika statisti¢ki ne razlikuju po dobi (p=0.176),
a iz tablice 3. vidljivo je da ni za spol ne postoji znacajna statistiCka razlika medu
grupama bolesnika (p=0.39).

Usporedbu histoloSkih znacajki meningeoma svrstanih u tri klinickopatoloSke grupe -
recidivni (N=20), nerecidivni (N=30) i atipi¢ni/maligni (N=12) kod prve biopsije -
prikazuje tablica 4. Metodom krostabulacije utvrdilo se da izmedu grupa meningeoma
postoji razlika za tri histoloske znacajke, dok drugih pet histoloskih znacajki nema
statistiCki znacaj. ZnacCajna statisticka razlika postoji u zastupljenosti stanicnog
pleomorfizma (p=0.000), atipije jezgara (p=0.000) i gubitka strukture meningeoma
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(p=0.000). Nije nadena statisticki zna€ajna razlika medu grupama za sljedece
histololoSke znacajke: prisustvo makronukleola, prisustvo malih stanica i prisustvo
krvnih Zila razli€ito debelih stjenki (p<0.05). Pri statisti¢koj analizi patoloskih mitoza i
vidljive invazija mozga bio je premali broj promjena, $to je onemogucilo statisticku
analizu. PatoloSke mitoze se vide u 14.5% ukupno ispitivanih meningeoma, a u grupi
meningeoma koji nisu recidivirali ih nema. Invazija mozga je uo¢ena samo u 6.5%
meningeoma, a nepristupacna je analizi u 70.9% slu€ajeva.
Talica 5. prikazuje izrazaj p53 i PCNA u grupi recidivnih, nerecidivnih i primarno
histoloSki dijagnosticiranih atipi¢énih/malignin meningeoma. Metodom krostabulacije
utvrdilo se da postoji statisticki znacajna razlika u izrazaju p53 medu ispitivanim
grupama (p=0.0033). U grupi malignih meningeoma pretezu tumori s udjelom p53+
stanica>20%. lzrazaj PCNA se znacajno statistiCki razlikuje medu ispitivanim
grupama (p=0.013). U grupi malignih meningeoma nema ni jednog negativnog
nalaza. U recidivnim meningeomima izrazajnost je pretezno visa od 20%.
U tablici 5. prikazana je zastupljenost ploidije u ispitivanim grupama meningeoma.
Zbog malog broja aneuploidnih tumora unutar pojedinih grupa bolesnika, statistiCka
obrada nije bila moguéa. Aneuploidnih histograma bilo je svega 19.4%.
Tablica 6. pokazuje usporedbu srednjih vrijednosti G0/G1-faze, S-faze i G2/M-faze
stani¢nog rasta kao i CV (koeficijent varijacije) medu klinickopatoloSkim grupama
meningeoma (X2 test). Za spomenute varijable ne postoji statisticka razlika medu
kliniCkopatoloskim grupama (p<0.05).
U tablici 6. prikazane su srednje vrijednosti broja stanica u promjeru vidnog polja
("dijametar", mjera celularnosti tumora) te broja mitoza za tri klinickopatoloSke grupe
meningeoma. Statisti¢ki znacajna razlika medu grupama postoji za obje znacajke, tj.
za celularnost ("dijametar") (p=0.001) i za broj mitoza (p=0.044). Broj stanica u
promjeru vidnog polja kao i broj mitoza znac¢ajno su statisticki manji u kontrolnoj grupi
meningeoma koji nisu recidivirali!
Znacajnost statistiCke razlike medu pojedinim klinickopatoloskim grupama
meningeoma ispitan je Mann-Whitneyevim testom (tab. 7). Postoji zna¢ajna razlika u
celularnosti (dijametru) izmedu grupe meningeoma koji su recidivirali i kontrolne
grupe bez recidiva. Takode je nadena razlika izmedu nerecidivnih i inicijalno
malignih/atipinih meningeoma. Izmedu recidivnih i inicijalno malignih/atipi¢nih nema
razlike u celularnosti. Mann-Whitney test ukazuje na statisti¢ki znacajno razli€it broj
mitoza izmedu istih kliniCkopatoloskih grupa.
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Nakon provedene histoloSke reklasifikacije, meningeomi su svrstani u tri histoloSka
stupnja (l.-benigni, Il.-atipi¢ni, Ill.-maligni). Njihov udio u do sada uporedivanim
klinickopatoloSkim grupama tumora prikazan je u tablici 8. Frekvencija raspodijele
histoloSkog stupnja meningeoma znacajno se statisticki razlikuje izmedu grupe
recidivnih, nerecidivnih i inicijalno dijagnosticiranih atipi¢nih/malignih tumora
(x2=31.5, p=0.000). Statisticka analiza ukazuje na razliku izmedu grupe nerecidivnih
od ostale dvije ispitivane grupe meningeoma. Od meningeoma koji su recidivirali,
55% je imalo potpuno benignu histologiju i nakon primijenjenih striktnih histoloskih
kriterija, dok je 20% bilo atipi€nih i 25% malignih. U kontrolnoj skupini je 90%
meningeoma imalo benignu histologiju, dok je svega 10% bilo atipi¢nih.
Iz tablica 7. i 8. slijedi zakljuak da se grupa nerecidivnih meningeoma znacajno
razlikuje od ostale dvije kliniCkopatoloSke grupe po broju mitoza, celularnosti i
histoloSkom stupnju tumora.

Tablica 2. Raspodijela bolesnika s meningeomom prema dobi

BOLESNICI N [DOB(xtsd) | p (t-test)
S recidivom 36 |48.86+12.8 _0.176

Bez recidiva 30 |51.9 +13.6 ('to_‘1 78)
Maligni/Atipiéni | 12 | 56.33 + 12.12 —

Tablica 3. Spolna struktura bolesnika s meningeomom

BOLESNICI Zene Muskarci | Ukupno
S recidivom 16 20 36
Bez recidiva 18 12 30
Atipi¢ni/Maligni 7 5 12
Ukupno 41 37 78

Frekvencija raspodjela izmedu skupina (x2=1.88, p=0.39)



Tablica 4. Usporedba histoloskih pokazatelja meningeoma prema klini¢kim
grupama bolesnika

KLINICKI OBLIK MENINGEOMA

" Recidivirajuéi* | Nerecidiviraju¢i | Maligni/Atipicni
Pokazatelji N=20’ N=30 9N=1 2p X2/p
Pleomorfizam
Ne 5 22 0 X2=22.88
Da 15 8 12 p=0.000
Atipija jezgara
Ne 7 28 2 X2=28.4
Da 13 2 10 p=0.000
Makronukleoli
Ne 9 21 4 X2=5.80
Da 11 9 8 p=0.055
PatoloSke mitoze
Ne 16 30 7 85.4%
Da 4 0 5 14.5%
Gubitak strukture
Ne 1 16 1 X2=16.7
Da 19 14 11 p=0.000
Male stanice
Ne 7 16 2 ¥x2=5.13
Da 13 14 10 p=0.08
Krvne zile
Malo 5 10 5
Puno (deblje stienke) | 9 10 3 ng1ég3
Puno (tanke stienke) | 6 10 4 p=0.
Invazija mozga
Nema je 3 6 5 22.6%
Vidljiva 2 0 2 6.5%
Nepristupacna 15 24 5 70.9%

*nalaz pri prvom operativnom zahvatu

Tablica 5. Razdioba rezultata imunohistokemijskog bojenja meningeoma na
p53 i PCNA i ploidije prema klini¢kim grupama bolesnika

. Recidivirajuci* | Nerecidiviraju¢i | Maligni/Atipicni
Pokazatelji N=201 N=30 J gN=12p X2/p
Izrazaj p53
0-20% 10 22 2 x2=11.4
20% - 100% 10 8 10 p=0.0033
Izrazaj PCNA
0-20% 3 10 0
20-50% 6 12 5 xes.1
> 50% 11 8 7 p=U.
Ploidija
Diploidni 14 28 8 80.6%
Aneuploidni 6 2 4 19.4%

*nalaz pri prvom operativnom zahvatu
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Tablica 6. Razdioba histoloskih i proliferacijskih zna¢ajki meningeoma prema
klinickim grupama bolesnika

Pokazatelji | Tip meningeoma [N | (x+s.d. 'ng;'lgé?jgt Znagajnost
Recidivirajuci* 20 | 90.78 £ 5.1
cosaricn | Nsgrunipen |18 | 0204 [0 o8
88.72 £ 9.7
Recidivirajuci* 20 6.22+ 3.7
vhsanica) | Moiake % | sstsa 00
gni/Atipicni 12 940+ 9.2
Go/M-faza Recidivirajuéi* 20 286+ 45
2</\-1a Nerecidivirajuci 30 242+ 28 0.68 0.41
(% stanica) | Maligni/Atipiéni 12 1 S ota
Recidivirajuci* 20 783+ 39
cV Nergcidivi_rajyé_i 30 6.36 + 1.8 214 0.14
Maligni/Atipicni 12 663+ 16
Recidivirajuci* 20 63.5 + 10.1
Dijametar™™ '\Nﬂzzieciqwi.ra.jyé.i 80 | 531 + 93 |13.99 0.001
gni/Atipi¢ni 12 645 + 14.4
Recidivirajuci* 20 5.15%10.0
Broj mitoza | Nerecidivirajuci 30 1+ 17 |62 0.044
Maligni/Atipicni 12 61 + 9.1

*nalaz pri prvom operativnom zahvatu
** broj stanica po promjeru vidnog polja velikog poveéanja

Tablica 7. Usporedba celularnosti ("dijametar") i broja mitoza u klini¢kim
grupama meningeoma

Mann Whitney test

Recidivirajuéi*-

Nerecidivirajudi-

Recidivirajuci*-

Nerecidivirajudi Maligni Maligni
Dijametar™™ z=3.3, p=0.001 z=2.84, p=0.04 z=0.28, p=0.78
Mitoze z=1.98, p=0.048 z=2.14, p=0.032 z=0.65, p=0.54

*nalaz pri prvom operativnom zahvatu
** broj stanica po promjeru vidnog polja velikog povecanja

Tablica 8. Razdioba nerecidivnih, recidivnih* i malignih/atipi¢nih meningeoma
u histolo8ke stupnjeve prema WHO (I-Il)

Histoloski stupanj Recidivirajuci* Nerecidivirajuci Maligni/Atipicni Ukupno
| Benigni 11 (55%) 27 (90%) 0 38
Il Atipicni 4 (20%) 3 (10%) 5 (42%) 12
Il Maligni 5 (25%) 0 7 (58%) 12
Ukupno 20 30 12 62

*nalaz pri prvom operativnom zahvatu
Frekvencija raspodjela izmedu skupina (x2=31.5, p=0.000)
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4.3. Analiza recidivnih meningeoma iz prvog operacijskog zahvata

Od meningeoma koji su recidivirali posebno su izdvojeni i analizirani histoloski
benigni tumori prilikom prve operacije (N=11) i usporedeni s meningeomima koji nisu
recidivirali (N=27) (tab. 9-12).

U tablici 9. prikazani su rezultati dobiveni x2 i Fisherovim egzaktnim testom za male
uzorke. Usporedbom histolo$kih znac¢ajki nadena je statistiCki znaCajna razlika za tri
histoloSke znacajke: pleomorfizam (p=0.036), atipiju jezgara (p=0.019) i gubitak
strukture (p=0.005). x2 testom se nalazi znacajna statistiCka razlika (p=0.005) za
gubitak strukture, ali ne i za pleomorfizam. U tablici 9. prikazan je udio patoloskih
mitoza u ispitivanim tumorima, ali je broj premalen za statistiCku analizu.

Tablica 9. takoder prikazuje rezultate analize Fisherovim egzaktnim testom za
stupanj ploidije i broj mitoza (<3 i >4/HPF) za iste grupe meningeoma. Za stupanj
ploidije i broj mitoza ne postoji statistiCka razlika izmedu meningeoma benigne
histologije koji su recidivirali i onih koji nisu recidivirali.

U tablici 10. prikazan je izrazaj p53 u meningeomima. lzmedu grupa meningeoma
benigne histologije koji su recidivirali i grupe nerecidivnih meningeoma postoji 90%
vjerojatnost i razlike za izrazaj p53 na granici <20% i >20%. Taj rezultat ukazuje da
tumori koji su recidivirali imaju tendenciju povec¢anog nakupljanja p53 proteina u
jezgrama.

U tablici 11. prikazan je izrazaj PCNA u meningeomima. Skupina meningeoma s
visSe od 50% PCNA-pozitivnih jezgara (visoki stupanj obojenja tj. proliferacije)
pokazuje statistiCki zna€ajnu razliku izmedu recidivnih tumora benigne histologije i
nerecidivnin meningeoma. Znatno je veéi broj PCNA-negativnih jezgara u grupi
nerecidivnih meningeoma. Visoki stupanj obojenosti (>50%) statisti¢ki je podjednako
zastupljen u obje grupe.

Iz tablice 12. vidi se da medu ovim grupama nema statisticki znac¢ajne razlike u broju
mitoza kao ni u udjelu stanica u G0/G1-fazi, S-fazi i G2/M-fazi ciklusa rasta stanica.
Kada se usporede meningeomi benigne histologije koji su recidivirali s
meningeomima koji nisu recidivirali, uoava se da se ove dvije grupe tumora
statisticki znac¢ajno razlikuju u celularnosti tumora ("dijametar") (p=0.005) i Sirini
GO0/G1 vrska (CV) (p=0.003). Nerecidivnim meningeomima je srednja vrijednost broja
stanica u promjeru vidnog polja velikog povecanja iznosila 52.89 + 9.63, a CV 6.51 +
1.73. Srednja vrijednost CV meningeoma koji su recidivirali iznosi 9.59 + 4.51 Sto je

grani¢na vrijednost za kvalitetu pripremljenog uzorka. Alternativno, visok CV moze
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oznacavati i tzv. "neardiploidne" tumore, $to se razlikuje od nerecidivnih meningeoma
Ciji histogrami obzirom na srednju vrijednost CV imaju jasne kriterije za diploidni
histogram.

Tablica 9. Usporedba histoloskih zna¢ajki, ploidije i broja mitoza izmedu
klinickih grupa bolesnika s meningeomom

KLINICKI OBLIK MENINGEOMA
. Recidiviraju¢i* | Nerecidivirajuéi* Fisherov
Pokazatelji N=11 N=27 egzakinitest | X/P
Pleomorfizam
Da : 5 p-003s | ¥
Atipija jezgara
Ne 7 26
Da 4 1 p=0.019
Makronukleoli
Ne 8 21
Da 3 6 p=0.052
PatoloSke mitoze
Ne 8 27
Da 3 0 malen uzorak
Gubitak strukture
e A . proc0s | 25Ts
Male stanice
Ne 4 16
Da 7 11 p=0.18
Krvne zile
Malo 3 9
Puno (deblje stijenke) | 5 9 p=1
Puno (tanke stjenke) | 3 9
Ploidija
Diploidni 10 26 _1
Aneuploidni 1 1 b=
Mitoze
< 3/10HPF 8 26 1
> 4/10HPF 3 1 P=

*nalaz isklju€ivo benigne histologije pri prvom operativnom zahvatu

Tablica 10. Razdioba rezultata imunohistokemijskog bojenja meningeoma na
p53 u bolesnika s recidivirajuéim* i nerecidiviraju¢im* meningeomom

Izrazaj p53 Rec;\cjjiqlqajum Nereﬂign?r ajuct N Fisherov egzaktni test
0-10% 3 13 16
10 - 20% 3 9 12
20 - 50% 4 3 7
> 50% 1 2 3
0-20% 6 22 p=0.098
> 20% 5 5 (90% vjerojatnost razlike)

*nalaz isklju€ivo benigne histologije pri prvom operativnom zahvatu
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Tablica 11. Razdioba rezultata imunohistokemijskog bojenja meningeoma na
PCNA u bolesnika s recidiviraju¢im* i nerecidiviraju¢im* meningeomom

Izrazaj PCNA Rec;\clj|=\/1|r1aju0| Neremign?r AU N | Fisherov egzaktni test X2/p
0-10% 1 2 3
10 - 20% 1 8 9
20 - 50% 2 11 13
> 50% 7 6 13
0-50% 4 21 B ¥x2=5.96
> 50% 7 6 p=0.024 0-0.015

*nalaz isklju€ivo benigne histologije pri prvom operativnom zahvatu

Tablica 12. Razdioba histoloskih i proliferacijskin znacajki recidiviraju¢ih® i
nerecidiviraju¢ih* meningeoma

Pokazatelji meningeomi N (x +s.d.) igfggﬁgt P
Dijametar recidivirajuéi 11 6255 + 7.59
broj st. / HPF nerecidivirajuci 27 5289 + 9.63 2.84 0.005
Broj mitoza recidivirajuci 11 8.00 + 14.32

nerecidivirajugi 27 | o078 + 163 | 8 0.1
G0/G1-faza recidivirajuci 11 90.36 + 5.64
% stanica nerecidivirajuci 27 90.62 + 6.25 0.18 0.86
S-faza recidivirajuci 11 7.08+ 3.58
% stanica nerecidivirajuci 27 740+ 5.44 0.27 0.78
G2/M-faza recidivirajuci 11 280+ 4.53
% stanica nerecidivirajuci 27 263+ 2.89 0.74 0.46
CcVv recidivirajuci 11 9.59 + 4.51

nerecidivirajuci 27 6.51 + 1.73 2.95 0.003

* nalaz isklju€ivo benigne histologije pri prvom operativnom zahvatu

4.4. Analiza recidivnih meningeoma iz drugog operacijskog zahvata

U tablicama 13.-25. prikazana je statisticka analiza zna€ajki meningeoma dobivenih
pri drugoj operaciji bolesnika tj. znacajki recidiva tumora (N=35) u usporedbi s
meningeomima koji nisu recidivirali (N=30).

Usporedbom ove dvije grupe tumora uoCava se da se one statisti¢ki razlikuju u Sest
histoloskih znacajki: pleomorfizmu stanica (p=0.000), atipiji jezgara (p=0.000),
vidljivim makronukleolima (p=0.000), gubitku srtukture (p=0.01), broju patoloskih
mitoza (p=0.000) i prisustvu nekroze (p=0.041) (tab. 13). Nastanak malih stanica i
broj krvnih zila nisu se statisti¢ki razlikovali.

Broj aneuploidnih meningeoma bio je dovoljan za analizu koja je pokazala da postoji
statisticki znacajna izmedu nerecidivnih

razlika u zastupljenosti aneuploidije
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meningeoma i recidiva (p=0.003). U grupi nerecidivnih tumora bila su samo dva
aneuploidna, za razliku od 13 aneuploidnih tumora u grupi recidiva.

Kada se usporede meningeomi koji su recidivirali (N=35) s grupom nerecidivnih
(N=30), uocava se statisti¢ki zna€ajna razlika u stupnju izrazaja p53 na razdjelnici od
20% i 50% (tab. 14). Taj rezultat naglasava statisti¢ki znacajno veci izrazaj p53 u
grupi recidivnin meningeoma za razliku od nerecidivnih.

Rezultati bojenja na PCNA (tab. 14) takoder pokazuju znacajnu statisti¢ku razliku u
izrazaju izmedu grupe recidivnih meningeoma i meningeoma Kkoji nisu recidivirali. U
grupi recidiva izrazaj PCNA bio je statistiCki znac¢ajno visi (p=0.008).

Kada se usporede meningeomi koji su recidivirali (N=35) s grupom nerecidivnih
(N=30), vidi se znacajna razlika u broju mitoza (p=0.023) i broju jezgara u promjeru
vidnog polja malog poveéanja ("dijametar") (p=0.047) (tab. 15). Za vrijednosti
analiziranih histograma dobivenih metodom proto¢ne citometrije nije se nasla
statisticki znacajna razlika.

U tablici 16. prikazana je usporedba recidivnih (N=35) i nerecidivnih meningeoma
(N=30) prema histoloSkom stupnju. UoCava se statisticki znaCajna razlika medu
grupama meningeoma prema histoloSkom stupnju (p=0.000). U grupi recidiva vedéi je
broj tumora Il. (46%) i lll. stupnja (23%). Benigne histologije bilo je 31%
meningeoma, za razliku od 90% benignih meningeoma u nerecidivnoj grupi. Naj¢esci
oblik meningeoma u recidivu bio je atipini (46%).

U tablici 17. prikazani su rezultati univarijatne statisticke analize Wilcoxovim i Log-
rang testom za dvije kliniCke grupe bolesnika: bez recidiva (N=30) i s recidivom
meningeoma (N=35). Ispitan je utjecaj histoloSkog stupnja meningeoma, izrazaja
p53, izrazaja PCNA i broja mitoza na ukupno prezivljenje bolesnika s meningeomom
do nastanka prvog recidiva. Vidljivo je da histoloski stupanj (p=0.167), izrazaj p53
(p=0.96), izrazaj PCNA (p=0.66) kao i broj mitoza (p=0.14) nisu vjerodostojni
pojedinacni pokazatelji za duzinu prezivljenja bolesnika s meningeomom s obzirom
na nastanak recidiva (p<0.05). Slike 11.-14. prikazuju krivulje ukupnog prezivljenja
prema navedenim statisticki vjerodostojnim pokazateljima.

Slika 11. prikazuje krivulje ukupnog prezivljenja prema izrazenosti p53. Prema
izrazaju p53 tumori su podijeljeni u tri grupe: 0-20%, 20-50% i >50%.

Slika 12. prikazuje krivulje ukupnog prezivljenja bolesnika prema izrazenosti PCNA.
Prema izrazaju PCNA tumori su podijeljeni u dvije grupe: 0-20% i >20%.

Slika 13. prikazuje krivulje ukupnog prezivljenja bolesnika prema broju mitoza. Prema

broju bolesnika meningeomi su podijeljeni u dvije grupe: < 4 mitoze i > 5 mitoza.
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Slika 14. prikazuje krivulje ukupnog prezivljenja bolesnika prema trima histoloSkim

stupnjevima meningeoma: |.- benigni, ll.-atipi¢ni, Ill.-maligni.

Tablica 13. Razdioba i usporedba histoloskih znacajki i ploidije recidivirajuéih*
(N=35) i nerecidiviraju¢ih meningeoma (N=30)

. Recidiviraju¢i* | Nerecidivirajudi
Pokazatelji N=35 N=30 X2/p
Spol
Zene 16 18 X2=1.58
Muskarci 19 12 p=0.21
Pleomorfizam
Ne 8 22 X2=16.6
Da 27 8 p=0.000
Atipija jezgara
Ne 12 28 x2=23.8
Da 23 2 p=0.000
Makronukleoli
Ne 9 21 X2=12.75
Da 26 9 p=0.000
Patolo$ke mitoze
Ne 23 30 x2=12.6
Da 12 0 p=0.000
Gubitak strukture
Ne 5 16 x2=11.3
Da 30 14 p=0.01
Male stanice
Ne 11 16 x2=3.2
Da 24 14 p=0.074
Nekroze
Ne 26 28 x2=4.17
Mikro i geografske 9 2 p=0.041
Krvne Zile
Malo 11 10
Puno (deblje stjenke) 15 10 ¥x2=0.72
Puno (tanke stjenke) 9 10 p=0.69
Ploidija
Diploidni 22 28 x2=8.85
Aneuploidni 13 2 p=0.003

*nalaz pri drugom operativnom zahvatu

Tablica 14. Razdioba i usporedba izrazenosti imunihistokemijskog bojenja na

p53 i PCNA (u % pozitivno obojenih jezgara) izmedu grupe recidivirajuéih*

(N=35) i nerecidiviraju¢ih meningeoma (N=30)

- Recidivirajuc¢i* | Nerecidivirajuci
Izrazaj p53 N=35 N=30 X2/p
0% 9 13
0-20% 3 9 X2=13,98
20 - 50% 17 4 p=0.003
> 50% 6 4
Izrazaj PCNA
0-20% 2 10
20 - 50% 13 12 Xeoo.oe
> 50% 20 8 P=

* nalaz pri drugom operativnom zahvatu



Tablica 15. Razdioba i usporedba ispitivanih parametrijskih vrijednosti za
histoloSke znacajke dijametar i mitoze te za parametre stani¢nog ciklusa
izmedu grupe recidiviraju¢ih* i nerecidiviraju¢ih meningeoma

Pokazatelji | Ispitivane grupe | N (x +s.d.) lﬁg?;igi:eijgt Znacajnost
L ME IS T e o
Dijametar ngéiigir\?ijr:(j’::éi gg gg?gif 2685 1.98 0.047
Broj mitoza E:?éiiﬂmjr:?:éi gg ?ggi ??g 2.28 0.023
cor ez | e[S 02055 032 [0y | g
N MIE R L] B P
T i I PP PP
o s E reses [ o

* nalaz pri drugom operativhom zahvatu

Tablica 16. Razdioba i usporedba histoloskog stupnja izmedu grupe
recidiviraju¢ih* i nerecidiviraju¢ih meningeoma

Histolos$ki Recidivirajuci* Nerecidivirajuci 5/
Benigni (. 38 11 (31%) 27 (90%) x2=23.4
Atipiéni  (11.) 19 16 (46%) 3 (10%) p=0.000
Maligni (Il 8 8 (23%) 0

* nalaz pri drugom operativhom zahvatu

Tablica 17. Long-rang analiza brzine nastanka recidiva u odnosu na

histoloSki stupanj meningeoma, izrazaj p53 i PCNA te broj mitoza

Pokazatelj Log rang p

p53 0.07 0.96
PCNA 0.19 0.66
Broj mitoza 2.21 0.14
Histoloski stupanj 3.58 0.167

61
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Slika 11. Krivulja ukupnog prezivljenja prema izrazenosti p53 u
meningeomima.
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Slika 12. Krivulja ukupnog prezivljenja prema izrazenosti PCNA u
meningeomima.
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Slika 13. Krivulja ukupnog prezivljenja prema broju mitoza u meningeomima.

1,2

8 1
6 HISTOLOSKI STUPANJ

v

VJEROJATNOST PREZIVLJENJA

2
Maligni N =38
0,0 + Atipiéni N =19
-2 Benigni N = 38
0 20 40 60 80 100
VRIJEME PREZIVLJENJA (mjeseci)

Slika 14. Krivulja ukupnog prezivljenja prema histoloSkom stupnju
meningeoma.
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4.4.1. Analiza prema histoloSkom stupnju

Nadalje je analiziran izrazaj p53 (tab. 18) i PCNA (tab. 19) u 35 recidiva i 30
nerecidivnih meningeoma u odnosu na tri histoloSka stupnja kako bi se ispitala veza
izrazaja p53 i PCNA s histologijom. Analiza pokazuje vrlo zna€ajnu statisti¢ku razliku
u izrazenosti p53 prema histoloSkom stupnju meningeoma (p=0.000). U grupi
benignih tumora p53 nije bio izrazen ili je bio slabo izrazen u 74% tumora, a u grupi
atipiénih u 16%. lzrazaj p53 na razini >20% imalo je 26% benignih meningeoma, za
razliku od 84% atipi¢nih meningeoma.

Izrazaj PCNA u odnosu na histolo$ki stupanj meningeoma prikazan je u tablici 19.
Postoji znacCajna statisticka razlika u izrazaju PCNA za sva tri histoloska stupnja
meningeoma (p=0.023). U grupi atipi¢nih veci je broj tumora (63%) s visokim (>50%)
izrazajem PCNA, dok je u grupi benignih viSe slu€ajeva (29%) s neizrazenim PCNA.
Svi maligni tumori imali su izrazaj PCNA >20%, tj. srednji i visoki stupanj izrazenosti.
Ploidija je imala vedu i statisticku znacajnost kada se analizirala u odnosu na pojavu
recidiva meningeoma (tab. 13). Kada se analizira vezano uz histoloski stupanj,
spomenuta statisticka znacajnost se izgubila (tab. 20). Kada prilikom statistiCke
analize zbog malog broja isklju¢imo maligne tumore, izmedu prve dvije grupe
(benignih i atipi¢nih) postoji tek 92% vjerojatnoéa statisticke razlike (x2=2.36,
p=0.085). Parametrijske vrijednosti histograma (G0/G1-faza, S-faza, G2/M-faza i CV)
nisu imale statisticki znacaj pa nisu tabli€no niti prikazane.

U tablicama 21. i 22. prikazane su vrijednosti za broj mitoza i dijametar. Broj mitoza
statisticki se znacajno razlikuje izmedu meningeoma razli¢itih histoloskih stupnjeva
(p=0.000) (tab. 21). Statisticki se medusobno razlikuju grupa benignih i atipi¢nih
(p=0.000) i benignih i malignih meningeoma (p=0.000) (tab. 22). Celularnost tumora
statisticki se znacajno razlikuje (p=0.002) prema histoloSkom stupnju (tab. 21).
StatistiCka razlika utvrdena Mann-Whitneyevim testom postoji samo izmedu grupa
benignih i atipi¢nih (p=0.001) (tab. 22). Prema celularnosti ne razlikuju se statisticki

atipi¢ni od malignih, dok je za broj mitoza pronadena statisti¢ki zna¢ajna razlika.

Tablica 18. Izrazaj p53 u tri histoloSka stupnja recidiviraju¢ih* (N=35) i
nerecidiviraju¢ih meningeoma (N=30)

v Benigni Atipi¢ni Maligni
Izrazaj p53 N=38 N=19 N<8 X2/p
0-20% 28 (74%) |3 (16%) |3 _
20 - 50% 8 (21%) |9 (47%) |4 X€61076(7)
> 50% 2 (5%) |7 (37%) |1 p=0.

* nalaz pri drugom operativnom zahvatu



Tablica 19. Izrazaj PCNA u tri histoloSka stupnja recidiviraju¢ih* (N=35) i
nerecidiviraju¢ih meningeoma (N=30)

. Benigni Atipicni Maligni
lzraZzaj PCNA N=38 N=19 N<8 X2/p
0-20% 11 (29%) |1 (5%) |0 3
20 - 50% 16 (42%) |6 (32%) | 3 X%%gg
> 50% 11 (29%) | 12 (63%) | 5 p=0.

* nalaz pri drugom operativnom zahvatu

Tablica 20. Razdioba ploidije (diploidni i aneuploidni tumori) u tri histoloSka
stupnja u recidivirajuéih* (N=35) i nerecidiviraju¢ih meningeoma (N=30)

T Benigni Atipi¢ni Maligni
Ploidija N=38 N=19 N=8 X2/p
Diploidni 32 12 6 X2=2.36
Aneuploidni 6 7 2 p=0.085

* nalaz pri drugom operativhom zahvatu

Tablica 21. Kruskal Wallisova analiza varijance za dijametar i broj mitoza u tri
histoloSka stupnja recidiviraju¢ih* (N=35) i nerecidiviraju¢ih meningeoma
(N=30)

Srednja Benigni Atipiéni Maligni 5

vrijednost N=38 N=19 N=8 X P
Dijametar 526 +10.7 |62.8 +10.0|64.1+143 |12.2|0.002
Broj mitoza 062 + 144 | 315+ 28 | 80* 6.3 |31.4 | 0.000

* nalaz pri drugom operativhog zahvatu

Tablica 22. Znacajnost statisticke razlike izmedu histolokih stupnjeva
meningeoma u grupi recidivirajuéih* (N=35) i nerecidiviraju¢ih meningeoma
(N=30)

Histoloski stupanj Dijametar Broj mitoza
Benigni-Atipicni z=3.2 p=0.001 z=4.6  p=0.000
Benigni-Maligni z=2.2 p=0.032 z=4.4  p=0.000
Atipi¢ni -Maligni z=0.2 p=0.84 z=1.97 p=0.049

* nalaz pri drugom operativnom zahvatu
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4.4.2. Analiza prema klinickom tijeku

U tablicama 23.—25. prikazane su analize klinickih grupa meningeoma (recidivni-
nerecidivni) jednakog histoloskog stupnja u odnosu na izrazaj p53 i PCNA, ploidiju i
parametrijske zna€ajke - broj mitoza, dijametar i Go/G1-fazu, S-fazu, G2/M-fazu i CV.
Grupu 0 sacinjavaju benigni meningeomi koji nisu recidivirali (N=27) (isklju¢ena su tri
atipicna sluc¢aja). Grupe 1 (N=11), 2 (N=16) i 3 (N=8) &ine recidivni meningeomi
svrstani prema histoloSkom stupnju. Tako je omogucéena usporedba benignih
recidivnih s nerecidivnim meningeomima u odnosu na histoloski tip meningeoma. Za
parametrijske vrijednosti histograma ne postoji statisticki znacajna razlika pa su
izostavljeni iz daljnjeg prikaza. Za S-fazu je u€injena dodatna analiza sa viSe razlicitih
prijelomnih vrijednosti, ali statistiCki zna¢ajna razlika medu grupama nije nadena ni za
jednu mjeru (u tablici 23. ostavljen je primjer rezultata analize sa grani€nom
vrijednoS¢éu za S-fazu na granici >6<). StatistiCki zna¢ajna razlika medu grupama
postoji za izrazaj p53 i za stupanj ploidije (tab. 23). U recidivima p53 je jace izrazen.
Ako se usporede skupine 0 i 1 s benignom histologijom, Fisherov egzaktni test daje
vrijednosti p=0.054, a po x2=4.1, p=0.44. To znadi da postoji 95% vjerojatnosti
razlike izmedu dviju skupina benigne histologije, odnosno da postoji povezanost
recidiva sa izrazajem p53. U skupini nerecidivnih, a benigne histologije (0), 22
bolesnika (81%) imalo je negativan izrazaj p53. U skupini recidiva benigne histologije
(1), pola ih je imalo izrazen p53, a pola ne.

Za stupanj ploidije postoji znacajna statistiCka razlika medu grupama (p=0.007). Veci
broj aneuploidnin meningeoma je u atipi€nim tumorima i recidivima (benigne
histologije), za razliku od veceg broja diploidnih u nerecidivnim tumorima benigne
histologije (tab. 23). Osim na Il. histoloSki stupanj, aneuploidija ukazuje i na gori
bioloski tijek bolesti (recidiv!). Zbog malog broja uzoraka iz statistiCke analize se
isklju€ila grupa 3.

Prilikom usporedbe grupa, izrazaj PCNA nije imao statisti¢ki znacaj (p=0.031). Ipak,
izrazaj PCNA <50% povezan je s zastupljeno$c¢u nerecidivnih benignih meningeoma,
a pri izrazenosti PCNA >50% s recidivnim atipi¢nim tumorima (tab. 23).

Nadalje je ispitana povezanost celularnosti tumora i broja mitoza (tab. 24 i 25) s
klinickim grupama meningeoma (recidivni-nerecidivni) jednakog histoloskog stupnja.
Broj mitoza se znacajno statisticki razlikuje izmedu ispitivanih grupa meningeoma
(p=0.000) (tab. 24), a razlika postoji izmedu razli¢itih histoloskih stupnjeva tumora.
Nema razlike izmedu benignih recidivnih i benignih nerecidivnih meningeoma po

broju mitoza (tab. 25).
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Celularnost tumora znacajno se statisticki razlikuje (p=0.004) izmedu ispitivanih

grupa (tab. 24), a statistiCki zna€ajna razlika postoji izmedu nerecidivnih benignih i

recidivnih atipi¢nih tumora (tab. 25).

Tablica 23. Razdioba p53, PCNA, ploidije i S-faze u meningeomima razli¢itog
klinickog toka i razli€itog histoloSkog stupnja

Tablica 24. Kruskal-Wallisova analiza varijance za dijametar i broj mitoza u

Pokazatelji Ne27 | Ne11 | Net6 | Ng X2/p

Izrazaj p53

0-20% 22 6 3 3 X2=17.7

> 20% 5 5 13 5 p=0.001

Izrazaj PCNA

0- 50% 21 5 5 3 X2=8.8

> 50% 6 6 11 5 p=0.031

Ploidija

Diploidni 26 6 10 6 X2=9.9

Aneuploidni 1 5 6 2 p=0.007

S-faza

<6 15 8 11 4 X2 = 2.06

>6 12 3 6 4 p=0.056
0= nerecidivirajuci (samo benigni) (N=27)
1= recidivirajuci benigni (N=11)
2= recidivirajuci atipicni (N=16)
3= recidivirajuc¢i maligni (N= 8)

meningeomima razli¢itog klinickog toka i razli¢itog histoloSkog stupnja

Pokazatelji 0 1 2 3 X2 P
Dijametar 529+96 |[51.9 +134 (642+10 |64.1+14.2 | 13.3 | 0.004
Mitoze 078+ 1.6 025+ 0.9 |[32%+3.1 | 80 + 6.3|29.8]|0.000

0= nerecidiviraju¢i (samo benigni)
1= recidivirajuci benigni
2= recidivirajuci atipicni
3= recidiviraju¢i maligni



Tablica 25. Znacajnost statistiCke razlike za dijametar i broj mitoza u
meningeomima razli€itog klinickog toka i razli€itog histoloskog stupnja

Pokazatelji 0-1 0-2 0-3 1-2 1-3 2-3
Dijametar z 0.03 3.2 2.1 2.4 1.77 0.06
p 0.98 0.001 0.039 0.015 0.076 0.95
Mitoze z 1.6 3.6 3.8 3.5 3.9 1.94
p 0.2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.053

Mann-Whitney test, z=koeficijent varijacije, p=znacajnost

0= nerecidiviraju¢i (samo benigni)
1= recidivirajuci benigni
2= recidivirajuci atipicni
3= recidivirajuc¢i maligni

4.5. Klasifikacija meningeoma (WHO)
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Ukupno je analizirano 102 meningeoma. Razdioba 49 benignih meningeoma u

histoloSke podtipove prema WHO prikazana je u tablici 26. Od benignih tumora

najc¢esd¢i su bili tranzicijski (25%) i meningotelijski tip (19%). Razdioba svih

analiziranih meningeoma (N=102) prema WHO-klasifikaciji prikazana je u tablici 27.

Razdioba svih analiziranih meningeoma u tri histoloSka stupnja prikazana je u tablici

28. (benignih-48%, atipi¢nih-29% i malignih-23%).

Tablica 26. Razdioba 49 benignih meningeoma u histoloske podtipove prema

WHO

HistoloSki podtip UCestalost | %
1 Meningotelijski 9 19
2 Fibrozni 2 4
3 Tranzicijski 12 25
4 Psamomski 4 8
5 Angiomatozni 4 8
6 Mikrocisti¢ni 3 6
7 Sekretorni 5 10
8 | Svijetlih stanica 5 10
9 Hordoidni 0 0
10 | Bogat limfocitima i plazmastanicama 2 4
11 | Metaplasti¢ni-ksantomski 2 4
12 | Metaplasti€ni drugi: osealni, hondroidni 1 2

49 100%
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Tablica 27. Razdioba svih analiziranih meningeoma prema WHO klasifikaciji

B

Histoloski tip Ucestalost
Meningotelijski 9

Fibrozni

Tranzicijski

Psamomski

Angiomatozni

Mikrocisti€ni

Sekretorni

Svijetlih stanica

Hordoidni

Bogat limfocitima i plazmastanicama
Metaplasti¢ni-ksantomski
Metaplasti¢ni drugi: osealni, hondroidni
Papilarni
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Anaplasti¢ni
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Tablica 28. Razdioba analiziranih meningeoma u tri histoloska stupnja

Benigni 49 48%
Atipi¢ni 30 29%
Maligni 23 23%
Ukupno 102 100%

4.6. Histoloski stupnj meningeoma

Svi meningeomi (N=102) podijeljeni su u tri grupe prema histoloSkom stupnju, a
potom analizirani prema ispitivanim znaCajkama. Rezultati analize prikazani su u
tablicama 29.-32.

Metodom krostabulacije utvrdeno je da postoji znaCajna statisticka razlika u
zastupljenosti stani¢nog pleomorfizma (p=0.000), atipije jezgara (p=0.000), vidljivim
makronukleolima (p=0.000), broju patoloskih mitoza (p=0.000), gubitku strukture
meningeoma (p=0.000) i prisutnosti nekroze (p=0.000). To govori o visokoj vrijednosti
ovih znacajki pri histoloS8kom stupnjevanju. Prisutnost malih stanica (p=0.035) i
brojnost krvnih Zila (p=0.033) nema ovakav statistic¢ki zna¢aj. Medu 102 meningeoma
bio je premali broj onih s invazijom mozga pa su se zato iskljucili iz daljnje analize.
Stupan;j ploidije nije postigao statisti¢ki znacaj, iako pokazuje tendenciju (postoji 95%
vjerojatnosti razlike medu histoloSkim stupnjevima).

Tablica 30. prikazuje izrazaj p53 i PCNA u tri histoloSka stupnja meningeoma -
benignom (N=49), atipicnom (N=30) i malignom (N=23). Postoji statisti¢ki znacajna
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razlika u izrazaju p53 prema histoloSkom stupnju meningeoma (p=0.000). lzrazaj
PCNA se takoder znacajno statisticki razlikuje (p=0.032) medu ispitivanim grupama.
Parametrijske vrijednosti histograma stani¢nog ciklusa rasta stanica (Go/G1-faza, S-
faza, G2/M-faza stani¢nog rasta i CV) nisu se statisticki razlikovale medu histoloSkim
grupama meningeoma.

U tablici 31. prikazana je usporedba srednjih vrijednosti broja stanica po promjeru
vidnog polja ("dijametar") koji je mjera celularnosti tumora, te broja mitoza s
histoloSkim stupnjem meningeoma. Postoji veliki statisticki zna€aj za obje histoloske
znacajke, tj. za "dijametar" (p=0.000) i broj mitoza (p=0.000) u odnosu na histoloski
stupanj meningeoma.

Za parametar celularnost nadena je razlika izmedu grupe benignih od atipi¢nih i
malignih, dok Mann-Whitneyev test ukazuje na statistiCki znacajno razli¢it broj mitoza

izmedu svih skupina meningeoma.

Tablica 29. Razdioba meningeoma u tri histoloska stupnja (benigni, atipi¢ni,
maligni) u odnosu na histoloSke znacajke i ploidiju

Benigni Atipicni Maligni

Pokazatelji N=49 N=30 N=23 X2/p
Pleomorfizam

Ne 34 1 0 Xx2=51.5
Da 15 29 23 p=0.000
Atipija jezgara

Ne 42 6 2 X2=51.5
Da 7 24 21 p=0.000
Makronukleoli

Ne 33 7 5 ¥x2=20.7
Da 16 23 18 p=0.000
PatoloSke mitoze

Ne 49 22 6 X2=46.3
Da 0 8 17 p=0.000
Gubitak strukture

Ne 22 1 0 ¥X2=27.05
Da 27 29 23 p=0.000
Male stanice

Ne 24 8 5 X2=6.7
Da 25 22 18 p=0.035
Nekroze

Ne 46 16 8 X2=28.6
Mikro i geografske 3 14 15 p=0.000
Krvne zile

Malo 12 7 13 x2=10.5
Puno (deblje stjenke) 21 13 3 p=0.033
Puno (tanke stjenke) 16 10 7

Ploidija

Diploidni 41 18 17 X2=5.97
Aneuploidni 8 12 6 p=0.051 (95% vj.)
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Tablica 30. Razdioba meningeoma u tri histoloska stupnja (benigni, atipiéni,
maligni) u odnosu na stupanj izrazaja p53 i PCNA

. Benigni Atipiéni Maligni

Pokazatelji N=49 N<30 N=23 X2/p
IzraZaj p53

0% stanica 22 2 4

0-20% stanica 11 3 6 X2=24.2
20 - 50% stanica 12 14 7 p=0.000

>50% stanica 4 11 6
Izrazaj PCNA

0-20% stanica 13 2 1
20-50% stanica 18 9 10 X

>50% _stanica 18 19 12 p=0.

Tablica 31. Dijametar i broj mitoza u tri histoloSka stupnja meningeoma prema

WHO
Pokazatelji N (x £ s.d) Koeficijent korelacije | Znacajnost
Dijametar
Benigni | 49 | 546 +10.9
Atipicni Il 30 | 64.3 £10.0 17.86 0.000
Maligni Il 23 | 654 +121
Broj mitoza
Benigni | 49 0.71 £ 1.38
Atipicni Il 30 3.03+ 2.82 |40.2 0.000
Maligni Il 23 [ 12.23+13.7

Tablica 32. Razlike izmedu meningeoma podijeljenih po histoloSkom stupnju
za dijametar i broj mitoza

Pokazatelji Benigni - Atipi¢ni Benigni - Maligni | AtipiCni - Maligni
Dijametar

z 3.6 3.3 0.19

p 0.000 0.001 0.84

Mitoze

z 4.9 5.3 2.6

p 0.000 0.000 0.009

Mann-Whitney test, z=koeficijent varijacije, p=znacajnost

4.7. Broj mitoza

U daljnjim analizama tabelarno su navedeni iskljucivo rezultati samo onih analiza koji
su imale statistiCki zna€aj. Analize su radene istim redosljedom kao usporedbe svih
ispitivanih znacajki medu odredenim grupama meningeoma.

U ovom je radu broj mitoza < 3 i > 4 odreden za granicu imedu benignih i atipi¢nih
meningeoma kao jedan od kriterija pri dijagnozi. Svi meningeomi podijeljeni u dvije

grupe prema broju mitoza (< 3 mitoze i > 4) usporedeni su u odnosu na ispitivane
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parametre (tab. 33-34). Grupe su se razlikovale u pleomorfizmu stanica (p=0.002),
atipiji jezgara (p=0.000), prisustvu patolo$kih mitoza (p=0.000), gubitku strukture
(p=0.003) i prisustvu nekroze (p=0.000). Za vidljive makronukleole, nastanak malih
stanica, brojnost i debljinu krvnih zila te stupanj ploidije nije postojala statisticka veza
s brojem mitoza (p>0.05). lzrazaj p53 i izrazaj PCNA nisu pokazali statistiCku
povezanost s brojem mitoza (p>0.05).

Iz tablice 33. vidi se da je broj mitoza (<3 i >4/HPF) statisti¢ki znaajno povezan s
histoloSkim stupnjem meningeoma (p=0.000) i da postoji znacajna statistiCka
povezanost broja mitoza s kliniCkopatoloSkim grupama tumora (p=0.01).
Parametrijske vrijednosti histograma stani¢nog ciklusa rasta stanica (Go/G1-, S-,
G2/M-faze stani¢nog rasta i CV) nisu se statistiCki razlikovale medu grupama
meningeoma podijeljenih po broju mitoza (< 3 i > 4/HPF) (p>0.05).
Iz tablice 34. vidi se da je statisticka analiza za celularnost tumora pokazala znacajnu
razliku za srednju vrijednost broja stanica u promjeru vidnog polja velikog povec¢anja
(p=0.033) izmedu dvije grupe meningeoma sa brojem mitoza < 3 i > 4/HPF, a samo
94% vejrojatnosti povezanosti broja mitoza sa CV histograma stani¢nog ciklusa rasta
(p=0.082).

Tablica 33. Odnos broja mitoza i histoloskih i klinickih zna¢ajki meningeoma

BROJ MITOZA

Pokazatelji N <3 >4 X2 p
Pleomorfizam

Ne 35 33 2

Da 67 45 59 X2=9.4 p=0.002
Atipija jezgara

Ne 50 46 4

Da 50 30 20 x2=13.15 p=0.000
Makronukleoli

Ne 42 37 5

Da 60 40 0 x2 = 20.31 p=0.000
PatoloSke mitoze

Ne 77 72 5

Da o5 6 19 x2=50.7 p=0.000
Gubitak strukture

Ne 23 23 0

Da 79 55 o4 ¥x2=9.13 p=0.003
Nekroze

Ne 70 62 8

Mikro 13 8 5
Geografske 19 8 11 x2=19.8 p=0.000
HistoloSki stupanj

I 49 48 1

I 30 22

Il 3 8 15 X2=29.9 p=0.000
Klini¢kopatoloSke grupe

Recidivirajuci 60 44 16

Nerecidivirajudi 30 28 2 X2=9.3 p=0.01
Maligni/Atipi¢ni 12 6 6
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Tablica 34. Dijametar ("celularnost”) i CV meningeoma u odnosu na broj
mitoza ( < 3 mitoze i > 4/10HPF)

Broj mitoza N (x+ s.d.) z p
Dijametar
Broj mitoza <3 78 58.59 + 12.16
CV
Broj mitoza <3 78 6.87 £ 2.52 0.082
BrOj mitOZa > 4 24 7.32 i 1.75 1.74 (9406)

4.8. Izrazaj PCNA

Svi meningeomi podijeljeni su u tri grupe prema udjelu PCNA+ stanica : niskog (od 0-
20%), srednjeg (20-50%) i visokog (>50%) udjela stanica. Te su grupe uporedene u
odnosu na ispitivane znacajke (tab. 35-37).

U odnosu na histoloSke znacajke (tab. 35), uo€eno je da se grupe razlikuju samo u tri
znaCajke: atipiji jezgara (p=0.005), pleomorfizmu stanica (p=0.002) i
makronukleolima (p=0.004).

IzraZzaj PCNA bio je statistiCki povezan s histoloskim stupnjem i klinickopatolodkim
grupama meningeoma (tab. 35).

Usporedba srednjih vrijednosti dijametra, mitoza, G0/G1-, S-, G2/M-faze i CV
meningeoma u odnosu na PCNA pokazuje statisticku razliku izmedu grupa za broj
mitoza (p=0.016) i vrijednost Go/G1i-faze (tab. 36). Visoka izrazenost PCNA
statisticki je zna¢ajno povezana s brojem mitoza (p=0.016). U grupi bez negativnog ili
nisko izrazenog PCNA srednji broj mitoza je iznosio 1.0 + 2.1, za sredniji stupanj
izrazenosti 2.62 + 4.18, a za visoki izrazaj PCNA 5.59 + 10.6. Izrazaj PCNA nije
povezan s pove¢anom celularno$cu.

Nadalje, grupa 2 (srednjeg) i 3 (visokog izrazaja PCNA) statisti¢ki se razlikuju od
grupe meningeoma bez izrazaja PCNA s obzirom na broj mitoza i iznos G0/G1-faze
(tab. 37).
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Tablica 35. Usporedba izrazaja PCNA s histoloSkim znacajkama, histoloSkim
stupnjem i kliniCkopatoloSkim grupama meningeoma

PCNA (% stanica)
Pokazatelji: N 0-20% | 20-50% | > 50% X2 p
Atipija
Ne 50 13 21 16
Da 5 |3 16 33 12.25 0.005
Makronukleoli
Ne 42 13 16 13
Da 60 |3 o1 36 11.2 0.004
Pleomorfizam
Ne 35 11 14 10
Da 67 |5 o3 39 12.43 0.002
Histoloski stupanj
I 49 13 18 18
I 30 |2 9 19 10.5 0.032
11 23 1 10 12
KlinikopatoloSke grupe
Recidivirajuci 60 6 20 34
Nerecidivirajuci 30 10 12 8 13.1 0.011
Maligni/Atipi¢ni 12 0 5 7

Tablica 36.Usporedba izrazaja PCNA s brojem mitoza i G0/G1-fazom

PCNA N X +s.d. X2 p
0-20 % 16 1.0 + 21

Broj mitoza 20-50% |37 | 265 + 418 |82 |0016
>90% 149 | 559 +1056
0-20 % 16 | 87.75 + 6.66

GO/G1-faza 20-50% |37 | 9953 + 934 |99 |0.0051
>90% 149 1 9157 + 64

Tablica 37. Znacajnost statistiCke razlike za broj mitoza i GO/G1-fazu ciklusa

rasta medu grupama meningeoma po stupnju izrazaja PCNA

IzraZzaj PCNA 1-2 1-3 2-3
Broi mitoza z=1.8 z=2.7 z=1.5
) p=0.07 gr. | p=0.006 p=0.14
2=2.15 7=2.3 2-0.19
GO/G1-faza p=0.031 p=0.02 p=0.85

1-niski izrazaj PCNA
2-srednji izrazaj PCNA
3-visoki izrazaj PCNA

(od 0-20%)
(20-50%)
(>50%)
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4.9. Izrazaj p53

Izrazenost p53 u odnosu na histoloSke znacajke meningeoma pokazao je statistiCki
znacajnu povezanost s atipijom jezgara (p=0.004), pleomorfizmom stanica (p=0.000)
i gubljenjem strukture (p=0.001), dok druge histoloSke znacajke ni ploidija nisu imale
statisticki znacaj (tab. 38).

Kruskal-Wallisova analiza varijance nije pokazala statisti¢ki zna€ajnu razliku izmedu
grupa meningeoma podijeljenih u tri grupe po stupnju obojenosti na p53 i ispitivanih
parametrijskih znacajki, srednje vrijednosti za celularnost tumora, broj mitoza,
G0/G1-, S-, G2/M-faze i CV histograma (p>0.05).

Tablica 38. Usporedba izrazaja p53 s histoloSkim zna€ajkama, histoloSkim
stupnjem i kliniCkopatoloSkim grupama meningeoma

p53 (% stanica)

Pokazatelji: N | 0-20% | 20-50% | > 50% X2 p

Atipija

Ne 50 | 31 13 6

Da 52 17 20 15 10.9 0.004
Gubljenje strukture

Ne 23 18 2 3

Da 79 |30 31 18 13 0.001
Pleomorfizam

Ne 35 26 7 2

Da 67 22 26 19 18.1 0.000
Histoloski stupanj

I 49 33 12 4

Il 30 |5 14 11 21.5 0.000
11 23 10 7 6

KliniCkopatoloSke grupe

Recidivirajudi 60 24 24 12

Nerecidivirajuci 30 22 4 4 16.2 0.003
Maligni/Atipicni 12 2 5 5

Rezultati multivarijantne analize (Spaermanov Kkoeficijent korelacije ranga) za
statisticku znacCajnost korelacije izmedu izrazaja PCNA, p53, histoloSkog stupnja
meningeoma i klinickopatoloskih skupina u odnosu na ispitivane histoloSke znacajke,
ploidiju i parametrijske vrijednosti (celularnost, broj mitoza, faze stani¢nog ciklusa
rasta i CV) prikazani su u tablici 39.



Tablica 39. Spearmanovim testom utvredena korelacija za izrazaj PCNA,
izrazaj p53, histolo$ki stupanj meningeoma i klinickopatoloske skupine

Pokazatelji: lzrazaj PCNA 'Zggéal Hgﬁ‘;‘gﬁj‘" H'Stog'orﬁg’;os“a
Pleomorfizam stanica * *

Atipija jezgara * *

Makronukleoli * *

Gubljenje strukture *

Broj mitoza *

Spearmanov koeficijent korelacije ranga
* dobro (p<0.01)
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5. RASPRAVA

5.1. Znacajnost histoloSkih parametara pri stupnjevanju meningeoma

lako se opcenito smatraju beningim tumorima, meningeomi mogu uzrokovati tesku
bolest i smrt bolesnika. Prognosti¢ki nepovoljni faktori uklju€uju specificna sjedista
tumora (npr. bazu lubanje), rast "en-plaque", invaziju kosti, mekih tkiva ili sinusa
dure. Ti faktori onemogucuju resekciju tumora u cjelosti i zbog toga su usko povezani
s pitanjem potpune kirurSke resekcije kao kljuénim faktorom za ishod bolesti. No,
poznato je da i nakon potpune makroskopske resekcije meningeomi mogu
recidivirati. Ostali poznati klinicki pokazatelji su dob i spol pacijenta.

U periodu od 1980. do 2000. godine u KB Split bilo je ukupno operirano 167
bolesnika s meningeomom. Od toga su 109 (65.3%) bile Zzene, a 58 (34.7%)
muskarci. Odnos zena prema muskarcima iznosio je 2:1. Srednja vrijednost za dob je
iznosila 56.5 + 14.1 godina za zene i 58.1 + 9.71 godina za muskarce. Nije utvrdena
statisticka razlika za dob izmedu muskaraca i Zena.

Perry (1997) je na skupini od 581 bolesnika s meningeomom nadao da je odnos
Zena prema muskarcima 2:1, a medijan dobi 57 godina, Sto se poklapa s nasim
rezultatima (6). To odgovara i podacima iz literature po kojoj su meningeomi
najéesce otkriju u srednjoj dobi i uz ociglednu predominaciju zena. Iznimka je nadena
u africkoj seriji koju je objavio Kepes, u kojoj su dominirali muskarci, a 20%
meningeoma pojavilo se u drugoj dekadi Zivota (43).

U istom dvadesetgodiSnjem periodu recidiv menigeoma javio se u 15 (9%) nasih
bolesnika, 7 (46.7%) zena i 8 (53.3%) muskaraca (odnos Zena prema muskarcima
1:1). Nije postojala razlika u dobi bolesnika izmedu skupine Zena i muskaraca.

Sli¢ne rezultate objavili su Beks i sur. (1988) koji su analizirali skupinu od 113
pacijenata s meningeomom. Meningeomi su recidivirali u 18 bolesnika (17.5%), od
toga 13 Zena (17.8%) i 5 musSkaraca (12.5%). Medu bolesnicima s recidivom
meningeoma nije postojala korelacija s dobi. Nije bilo statisticke razlike u
zastupljnenosti muskaraca i Zena (45).

Chan i sur. (1984) analizirali su seriju od 257 pacijenata na kojima je ucinjeno 338
kraniotomija zbog meningeoma. Bilo je 97 muSkaraca i 160 Zena (odnos 3:5).
Najmladi bolesnik je imao 5 godina, a najstariji 80 godina, dok je srednja vrijednost
za dob iznosila 53.1 godine. Potpuno makroskopsko odstranjenje tumora s
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ekscizijom dure bilo je popraéeno recidivom meningeoma u 10 od 89 bolesnika
(11%) (100). Podatak za potpuno makroskopski odstranjene tumore podudara se s
nasim rezultatima prema kojima je meningeom i nakon makroskopski potpune
resekcije recidivirao u 9% bolesnika.

U ovom radu praéeno je 36 bolesnika s recidivom meningeoma. U 74% bolesnika
recidiv se javio unutar pet godina od prve operacije, a u 16% bolesnika nakon 7 do
10 godina od prve operacije. Nakon vise od 10 godina od prve operacije recidiv se
razvio u svega 10% bolesnika. Kontrolna skupina bolesnika (N=30) pracena je od 5
do 12 godina i u tom periodu nije bilo znakova recidiva bolesti. Srednje vrijeme
pracenja iznosilo je 88.4+35.7 mjeseci (raspon 60-156 mjeseci). Crompton i sur.
(1970) analizirali su skupinu od 181 meningeoma i smatraju da se vecina recidivnih
meningeoma javlja 5.5 godina nakon prve operacije (101).

Hsu i sur. (1994) ispitali su grupu od 63 bolesnika s meningeomom. U grupi je bilo 39
Zzena i 24 muskarca, a prosje¢na dob je iznosila 54.2 + 1.7 godina. Recidiv se javio u
24 bolesnika, a prosje¢no vrijeme do pojave recidiva bilo je 52 + 11.8 mjeseci.
Prosje¢no vrijeme pracenja meningeoma Kkoji nisu recidivirali iznosilo je 82 + 8.5
mjeseci (51). U drugoj su studiji Hsu i suradnici (1997) analizirali 70 bolesnika s
meningeomom, od Cega je 29 recidiviralo. Prosje¢no vrijeme za pojavu recidiva
iznosilo je 50.1 £ 10 mjeseci. Prosje€no vrijeme pracenja za nerecidivne tumore
iznosilo je 82.1 + 7.7 mjeseci (17). Podaci o vremenima nastajanja recidiva kao i
pracenje kontrolnih skupina podudaraju se s nasim rezultatima.

Kako prema literaturi i u nasoj skupini vecina recidiva nastaje u prvih pet godina
nakon prvog operativnhog zahvata, smatramo da je nasa kontrolna skupina bila
pratena u zadovoljavajuéem vremenskom periodu s minimumom pracenja od 5
godina (max=12 godina) i medijanom od 88.4 mjeseci, $to se podudara sa studijama
drugih autora.

Najduze vrijeme pracenja bolesnika s meningeomom opisao je Jaaskelainen sa
suradnicima (1986). U svom je radu pratio klini¢ki tijek i analizirao 657 bolesnika s
meningeomom. Meningeomi su recidivirali u 59 bolesnika. Srednje vrijeme pracéenja
bilo je 7.5 godina (1.0-21.0 god.). Ukupna stopa recidiva izrazena na 20 godina
iznosila je 19%. Svi su recidivi bili benigne histologije. Multivarijatnom analizom
brojnih klini¢kih znacajki utvrdio je da su statistiCki zna&ajni faktori vezani za recidiv
tumora bili: 1. koagulacija dure; 2. invazija kosti; i 3. mekana konzistencija tumora.
Bez ovih faktora rizika nadeno je 249 bolesnika, sa stopom recidiva tumora u 20
godina od 11% (46).
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Osim klini¢kih faktora, analizirane su i brojne histoloSke znaCajke meningeoma i
njihova uloga u nastanku recidiva. Glavni histoloSki parametri za koje je utvrdeno da
su pokazatelji agresivhog ponasanja ili predskazuju brz recidiv meningeoma jesu
gubitak arhitekture, celularnost, broj mitoza, zarista nekroze, pleomorfizam jezgara i
invazija okolnih stuktura (92). U ovom radu usporedene su tri grupe bolesnika s
meningeomom (tab. 4) u odnosu na deset histolodkih znacajki tumora. Usporedene
su grupe bolesnika s recidivom tumora i bolesnika bez recidiva, kao i skupina s
inicijalno malignim/atipiénim meningeomom. Statisti¢ki zna¢ajna razlika izmedu grupa
nadena je za slijedece histoloSke znacajke: pleomorfizam stanica (p=0.000), atipiju
jezgara (p=0.000), gubitak strukture (p=0.000), izrazenost makronukleola (p=0.055),
celularnost (p=0.001) i broj mitoza (p=0.044). Nije nadena statistiCki zna¢ajna razlika
izmedu meningeoma u odnosu na prisutnost malih stanica i brojnost krvnih Zila.
StatistiCka analiza za histoloSke znacajke, patoloSke mitoze, nekroze i invaziju
mozga zbog premalog broja prisutnih promjena nije bila moguca. PatoloSke mitoze
nadene su u 14.5% ispitivanih meningeoma, a u kontrolnoj skupini ih nije bilo.
Invazija mozga bila je vidljiva u 6.5% meningeoma, a nepristupaéna analizi u 70.9%
slu€ajeva. Mann-Whitnyjev test pokazao je da postoji statistiCki znacajna razlika u
broju mitoza i celularnosti izmedu grupe meningeoma Kkoji su recidivirali od
nerecidivne skupine, te izmedu skupine nerecidivnih i malignih/atipi¢nih
meningeoma. lzmedu meningeoma koji su recidivirali i malignih/atipicnih ne postoji
statistiCka znacajna razlika u broju mitoza i celularnosti. Nakon provedene
reklasifikacije (6) i histoloSkog stupnjevanja meningeoma, u skupini bolesnika s
recidivom bilo je 11 (55%) benignih, 4 (20%) atipi¢nih i 5 (25%) malignih. U skupini
meningeoma Kkoji nisu recidivirali bilo je 27 (90%) benignih i 3 (10%) atipi¢nih (tab. 8).
U skupini inicijalno atipi€nih/malignih bilo je 5 (42%) atipi¢nih i 7 (58%) malignih
meningeoma. Frekvencija raspodjele histoloSkih stupnjeva unutar usporedivanih
skupina bolesnika statistiCki se zna¢ajno razlikuje (p=0.000). Od meningeoma koji su
recidivirali, 55% je imalo potpuno benignu histologiju prilikom prvog zahvata, 20% je
bilo atipi¢nih, a 25% malignih. U kontrolnoj skupini ¢ak 90% meningeoma pokazivalo
je potpuno benignu histologiju, dok je 10% bilo atipi¢nih. Provedena statisticka
analiza ukazuje na razliku izmedu bolesnika bez recidiva meningeoma i ostalih dviju
usporedivanih klinickih skupina bolesnika s meningeomom. U tim je grupama puno
vecéa ucestalost meningeoma Il. i lll. stupnja u odnosu na kontrolnu skupinu

bolesnika u kojih meningeomi nisu recidivirali.
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De la Monte i sur. (1986) istrazili su grupu od 82 bolesnika s meningeomom, od kojih
38 s recidivom i 44 bez recidiva meningeoma. Analizirali su 20 histopatoloskih
znacajki na uzorcima tkiva dobivenih tijekom prve operacije: tvorbe u obliku lukovica,
psamomska tjeleSca, adipocite, mucin, melanin, hijaline inkluzije u citoplazmi,
intranuklearne vakuole, limfocitnu infiltraciju, metaplaziju, ksantomatozna zarista,
hipervaskularnost, hemosiderin, gubitak strukture, nukleole, mitotske figure, nekrozu,
nuklearni pleomorfizam, invaziju mozga, invaziju kosti te histoloSki stupanj
meningeoma. Sedam je histoloSkih znacajki bilo povezano s recidivom:
hipervaskularnost tumora, depoziti hemosiderina, gubitak strukture, uocljivost
nukleola, mitotske figure, nekroze pojedinih ili grupa stanica i nuklearni pleomorfizam.
Prema histoloS8kom stupnju bilo je 49 benignih, 22 atipicna i 11 malignih
meningeoma. StatistiCki znac¢ajno veci udio atipi€nih i malignih tumora nadeno je u
recidiviraju¢im tumorima u odnosu na tumore koji nisu recidivirali. Sam histoloski
stupanj nije bio statisti¢ki povezan s pojavom recidiva (102). Za razliku od ovog rada,
autori nalaze hipervaskularnost tumora kao zna¢ajku povezanu s recidivom. lako je
zbog biologije tumorskog rasta za pretpostaviti da se broj krvnih Zila poveéava
paralelno sa stupnjem tumora, u ovom radu hipervaskularnost tumora i debljina
stienki krvnih Zzila nije dostigla ni pribliznu statisticku znacajnost glede pojave
recidiva.
Rezultate sli¢ne opisanima u ovom radu dobili su Ohta i sur. (1994) na skupini od 43
bolesnika s meningeomom. Primijenjena histoloska klasifikacija bila je ista, fj.
revidirana WHO-klasifikacija iz 1993., pa se stoga rezultati mogu uporedivati. Autor je
ispitivao  znac€aj Sest histoloSkih parametara: gubitak arhitekture, povecéanu
celularnost, broj mitoza, polimorfizam jezgara, nekrozu i invaziju okolnih struktura,
kao i njihovu povezanost s pojavom recidiva meningeoma. Autori su utvrdili da postoji
znacajna statisti¢ka razlika izmedu grupa za slijedecée histoloSke znacajke: povecanu
celularnost, pleomorfizam jezgara i broj mitoza. Za gubitak arhitekture, nekrozu i
invaziju mozga autori nisu na$li statisticku potvrdu. Od histoloskih znacajki,
celularnost (p<0.001), mitoze (p<0.001) i nuklearni pleomorfizam (p<0.001) u grupi
bez recidiva bili su statistiCki znaCajno manje izrazeni nego u grupi tumora s
recidivom i/ili metastazama. Autori istiCu statistiCki zna¢ajnu povezanost recidiva s
povecanom celularno$cu i brojem mitoza, kao i s pleomorfizmom jezgara (92).
To odgovara rezultatima dobivenim u ovom radu na temelju analize uzoraka uzetih
tijekom druge operacije tj.. samih recidivnih tumora (N=35) i usporedbom s
meningeomima koji nisu recidivirali (N=30). U ovom se radu grupa recidivnih
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meningeoma statisticki znacajno razlikuje od nerecidivnih prema sljede¢im
histoloskim znaCajkama (tab. 13): pleomorfizmu stanica, atipiji jezgara, nalazu
makronukleola i patolo$kih mitoza (p=0.000), gubitku strukture (p=0.01) i nalazu
nekroze (p=0.041). Grupe se znacajno razlikuju prema broju mitoza (p=0.023) i
celularnosti (p=0.047). Broj mitoza i celularnost znacajno su veci u recidivima
meningeoma. Grupe se znacajno statistiCki razlikuju i po histoloSkom stupnju
meningeoma (p=0.000). U grupi tumora koji su recidivirali veci je broj meningeoma .
i 1. stupnja (tab. 16). Benigne histologije bilo je svega 31% (N=11), za razliku od
90% (N=27) benignih meningeoma u grupi bez recidiva.

Za razliku od rezultata ovog rada Ohta i sur. (1994), nisu nasli statisti¢ki znacajnu
razliku za gubitak ahitekture i nekrozu izmedu grupe recidivnih i nerecidivnih
meningeoma (92). Cruz-Sanchez i sur. (1993) nalaze statisti¢ki znacajnu povezanost
izmedu recidiva meningeoma i pleomorfizma, povecane gustoée stanica, mitotske
aktivnosti te infiltracije mozga i mekih tkiva. PrimjenivSi istu histopatolosku
klasifikaciju kao i u ovom radu, razvrstali su meningeome u tri histoloSka stupnja
(103). Beks i sur. (1988) povezuju recidiv tumora s nalazom brojnih mitoza, visoke
celularnosti, gubitka strukture i kortikalne invazije. Analizirali su 113 bolesnika s
meningeomom, od kojih 12 malignih i 91 benignih meningeoma. Recidiv se javio u 18
meningeoma. Nije postojala korelacija izmedu recidiva i dobi bolesnika. Stopa
recidiva nije se razlikovala izmedu muskaraca i Zena, $to odgovara i rezultatima ovog
rada (45). Za razliku, autori Beks i Cruz-Sanchez (45, 103) isti¢u infiltaraciju mozga i
mekih tkiva kao znacajan histoloSki parametar povezan s recidivima meningeoma,
8to u ovom radu nije dokazano zbog malenog broja prisutnih promjena. Takoder nije
nadena statisticki znacajna razlika izmedu recidivnih i nerecidivnih meningeoma u
odnosu na stvaranje malih stanica, a $to nalaze spomenuti autori.

Jaaskelainen i sur. (1986) dosli su do sli€¢nog zaklju¢ka na znacajno ve¢em uzorku
od 936 meingeoma. Autori su zaklju€ili da infiltracija mozga nije mogla biti studirana
jer u materijalu obic¢no nije bilo prisutno tkivo okolne kore mozga, Sto potpuno
odgovara rezultatima ovog rada (34).

Mc Lean i sur. (1993) analizirali su samo tumore Il. i lll. stupnja. Autori smatraju da je
invazija mozga, kao individualni faktor, od male prognosticke vaznosti, dok su
mikronekroze bile jedina histopatoloska znacajka udruzena s povecanim rizikom za
recidiv meningeoma. Analizirali su 28 meningeoma, od kojih je 15 bilo atipi¢nih i 13
malignih. Klasifikacija je ucinjena prema reviziji WHO iz 1990., a analizirali su

sliede¢e histoloSke znacajke: invaziju mozga, mitoze, pleomorfizam jezgara,
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mikronekroze i makronukleole (94). | u ovom radu prisutnost mikronekroza statisticki
je znaCajno veca u recidivnim tumorima (p=0.041), uz napomenu da je u skupini
recidivnih tumora bilo i benignih meningeoma (tab. 13). Nalaz Mc Lean i sur. (1993)
znacajan je stoga $to od svih histoloskih znacajki samo nekroze zadrzavaju statisticki
znacaj za razlikovanje recidivnih od nerecidivninh meningeoma Il. i lll. stupnja (94). To
znaCi da su ostale znacajke viSe ili manje povezane s novim histoloSkim
stupnjevanjem meningeoma i najvise znacajne za razlikovanje benignih od nove
grupe atipiénih tumora, odnosno meningeoma Il. stupnja, a kojih nakon nase
reklasifikacije ima znacajno viSe u recidivnim tumorima. Navedeno c¢e se

argumentirati u raspravi koja slijedi.
5.2. Histolosko stupnjevanje meningeoma

Vecina autora smatra da histoloSko stupnjevanje meningeoma osigurava dodatne
prognosticke podatke, a u nekim slu¢ajevima vodi daljnji tijek terapije (45).

Russelova i Rubinsteinova (1989) "Patologija tumora zivéanog sustava" je klasi¢na
osnova za izuavanje tumora SZS (43). Opisuju se tri klasiéna tipa meningeoma:
sincicijski, fibroblastni i tranzicijski te brojne histoloSke inalice i podtipove. Niti jedan
od klasi¢nih podtipova nema specijalno prognosticko znacenja. "Sve histoloSke
inacice mogu ocitovati zlo¢udne znacajke", piSu autori, dok je "hemangiopericitni
oblik je mozda najmaligniji od sviju". Citoloski kriteriji jesu pokazatelji daljnjeg
klinickog ponasanja i, StoviSe, Rubinstein je pri pisanju tog izdanja svoje knjige bio
uvjeren da su mitotski indeks i Ll-indeks ozna€avanja s pomocu radioaktivhog
timidina (engl. labeling index) predskazatelji brzine tumorskog rasta. Unutar
zlo¢udnih meningeoma posebno mjesto zauzima papilarni tip koji moze biti zdruzen
sa svim histoloSkim tipovima. Tre¢ina malignih meningeoma su povezani s
hemangiopericitnim tipom (43).

Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) objavila je vrlo sli¢nu klasifikacijsku shemu
tumora meningi koja se ne razlikuje ni u jednoj znacajnijoj pojedinosti. Originalna
WHO-klasifikacija iz 1979. godine priznaje samo dva "stupnja" meningeoma: klasi¢ni
i anaplasti¢ni ili maligni. Tada predlozena definicija za anaplaziju glasila je da je to
"svaki meningeom koiji ispoljava anaplasti¢ne znacajke, ali se jo$ nije razvio u pravi
sarkom". Revidirana WHO-klasifikacija iz 1993. ukljucuje tri stupnja meningeoma, $to
je primjenjeno i u ovom radu-klasiéni (l. stupanj), atipi¢ni (ll. stupanj) i maligni (lll.
stupanj). lako se od klasi¢nih oblika svi smatraju benignima, papilarni meningeom je
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izdvojen kao poseban i odgovara Il. ili lll. stupnju prema WHO. Dijagnosticki kriteriji
atipije i anaplazije znatno su pobolj$ani, ali definicija atipije jo$ uvijek ukljuCuje

nXx

nedovoljno odredene konstatacije poput "neke od sljedecih znacajki" i "Ceste mitoze".
Dodatno, anaplazija ostaje predmetom subjektivnhe procjene, a $to se ti¢e invazije
mozga, ostaje dilema da li je to znak malignosti ili ne (27).

Druga popularna shema za stupnjevanje primjenjuje Sest parametara: gubitak
strukture (engl. sheeting), hipercelularnost, pleomorfizam, mitoze, nekroze i invaziju
mozga, a svaki se boduje od 0-3 (nije prisutno, slabo, srednje ili zna¢ajno), a bodovi
se zbrajaju. Metoda je bila primjenjena od strane nekoliko autora i pokazala je dobru
korelaciju s klini¢kim tijekom bolesti. Na primjer, Jaaskelainen i sur. (1986) utvrdili su
da unutar 5 godina od prve operacije recidivira 3% benignih, 38% atipi¢nih i 78%
malignih meningeoma (34). lako je doprinos ovog sistema da je ukljuCio sve
kombinacije histoloskih zna€ajki, ipak ostaje nekoliko problema. Prvo, izgleda da su
sve znacajke jednako vrijedne, tako da patolog jednako vrednuje jaki polimorfizam,
invaziju mozga i broj mitoza. Znatna degenerativna atipija i pleomorfizam nisu rijetke
pojave u meningeomima i ¢esto se vide u mikrocisticnom ili angiomatoznom podtipu.
Ne bi odgovaralo bioloskoj naravi tog tumora da ga se proglasi atipicnim shodno ovoj
shemi. Pojam "sarkomatozni" jo§ viSe moZe zavesti nego nejasni naziv
"anaplasti¢ni". Upotreba termina "sarkomatozni" ne trazi ni prave elemente sarkoma,
niti da je prisutan sarkomski izgled. Stovie, on moze dovesti do poistovjecenja sa
sarkomima povezanim s durom, koji se sada smatraju posebnim entitetom. Cak je
moguce i prekomjerno stupnjevanje, jer je samo 11 bodova potrebno da se tumor
proglasi "sarkomatoznim" meningeomom (6). Za razlikovanje atipi€nog i malignog
stupnja meningeoma Younis i sur. (1995) dodatno primjenjuje slijedece kriterije: 1)
invaziju mozga, 2) sarkomatozna podrucja, i 3) ekstremnu histoloSku sliku povezanu
s agresivnim ponasanjem. Medutim, Younis smatra da i ovakva diferencijacija ostaje
subjektivnom. Radi ilustracije, Younis je u grupi od 25 meningeoma, pocetno
dijagnosticiranih kao maligni, reklasifikacijom dobio slijede¢u razdiobu: 12 malignih, 6
atipi€nih, 4 hemangiopericitoma i 3 meningealna sarkoma (8).

Kriteriji za histoloSko stupnjevanje primjenjeni u ovom radu iscrpno su opisani u
poglavlju o metodologiji rada. Analizirano je ukupno 102 meningeoma (tab. 26). Od
klasi¢nih podtipova naj¢eS¢i su bili tranzicijski 25% (N=12) i meningoteliski 19%
(N=9). Papilarnih meningeoma je bilo 4 i sve smo svrstali histoloski u lll. stupani.
UCestalost meningeoma prema histoloSkim stupnjevima u ovom radu bila je

slijedeca: klasi¢nih 48%, atipi¢nih 29% i malignih 23%. Meningeomi svrstani u tri



84
grupe prema histoloskim stupnjevima pokazali su vrlo visoko znacajnu statisticku
povezanost sa sljedec¢im histolodkim znacajkama: pleomorfizmom stanica, atipijom
jezgara, vidljivim makronukleolima, patoloskim mitozama, gubitkom strukture i
mikronekrozama (p<0.001). Jedina statistiCka znacajnost za prisutnost malih stanica
(p=0.035) i brojnost krvnih Zila (p=0.033) u ovom radu nadena je za povezanost s
histoloSkim stupnjevima meningeoma, i to samo u kompletnom uzorku od 102
meningeoma (tab. 29). Infiltracija mozga i na ovako velikom broju uzoraka premalo je
zastupljena, pa stoga statisticka analiza tog parametra nije bila moguca. Kruskal-
Wallisovom analizom varijance pokazano je da postoji jaka statisticka povezanost
histoloSkog stupnja meningeoma s brojem mitoza (p=0.000) i s celularnoséu
(p=0.000) (tab. 31). Mann-Whitneyevim testom dokazana je statisticki znacajna
razlika i za broj mitoza i za celularnost izmedu meningeoma |. stupnja i atipi¢nih
meningeoma, a s 94% vjerojatnoce i razlika izmedu atipiénih i malignih meningeoma
(tab. 32).

Hsu DW i sur. (1994) primjenili su sli¢nu analizu: u radu su pregledani svi dostupni
histoloSki preparati tumora i odreden je histolo$ki stupanj (benigni, atipi¢ni i maligni).
Menigeome su klasificirali kao atipicne kada su bile prisutne dvije ili viSe sljedecih
znacajki: velika celularnost, tendencija rasta u "plazama" (engl. sheet), naglaseni
nukleoli, mitotske figure, prisutnost malih stanica i gubitak tipi€nog izgleda, kao $to je
lobulacija i stvaranje lukovica. Tumori koji su sadrzavali Sest i viSe mitoza po 10/HPF
(400x) u najaktivnijim podrucjima takoder su klasificirani kao atipi¢ni, bez obzira da li
su pokazivali i ostale atipi€ne histoloSke znacajke. Maligni meningeomi dodatno su
sadrzavali fokalne nekroze, polimorfizam jezgara i invaziju mozga Multivarijatnom
regresijskom analizom pokazalo se da je broj mitoza >6 najvaznija pojedina¢na
znaCajka povezana s pojavom recidiva (p<0.05). Dob, spol i histoloski podtip nisu
korelirali s ostalim varijablama, osim S§to je meningotelijski podtip znatno CeSce
recidivirao (51).

Postoji opée slaganje da je broj mitoza jedan od najznacajnijih histoloSkih
parametara za stupnjevanje meningeoma, a posebno za definiranje nove grupe
atipi€nih tumora, odnosno tumora Il. stupnja. Medutim ni WHO, niti razli€iti autori ne
definiraju to¢an broj mitoza koji bi predstavljao granicu za odvajanje tumora I. i Il.
stupnja. U ovom radu koriSteni su Perryjevi (1997) kriteriji za definiciju atipi€nog
meningeoma, odnosno tumora Il. stupnja (6). Primijenjeni su dosta rigorozni kriteriji
koji meningeom odreduju kao atipi¢ni: to je svaki meningeom s maksimalnim brojem

mitoza >4/10HPF i bar tri od Ccetriju sljede¢ih znacCajki - gubitak stukture,



85
hipercelularnost, nalaz makronukleola i stvaranje malih stanica. Te iste kriterije
citiraju Kleihues i Cavenee (2000) u knjizi o tumorima nervnog sistema tiskanoj pod
pokroviteljstvom WHO (9).

Na svakom retrospektivno analiziranom meterijalu nuzno je provesti vlastitu
reklasifikaciju prema suvremenim standardima u odredenom podrucju patologije, ali i
naznadciti vlastite kriterije za koje se autor mora odlucili pri izradi rada. Prilikom
interpretacije i usporedbe rezultata pojedinih autora, vazno je obratiti paznju na
postojece razlike u standardima koji su koriSteni pri studiji. U ovom je radu
povezanost recidiva s histoloSkim stupnjem tumora pokazala statisti¢ki znacajnu
povezanost. Raspodjela meningeoma 1., Il. i lll. stupnja unutar klini¢kih grupa
bolesnika takoder se statisti¢ki znacajno razlikuje (p=0.000). Od meningeoma koji su
recidivirali, 55% je bilo benigne histologije, 20% je bilo atipi¢nih i 25% malignih (tab.
8). Analizom recidiva tumora naslo se 46% atipi¢nih, 23% malignih i 31% benignih
(tab. 16). U kontrolnoj skupini meningeoma koji nisu recidivirali nije bilo malignih
tumora, atipi¢nih je bilo 10%, a benignih 90%. Ispitivane grupe statisticki se razlikuju
za histoloSki stupanj meningeoma (p=0.000). Znacajno veéi broj meningeoma
histoloSkog stupnja Il i Ill nalazi se u skupinama meningeoma Kkoji su recidivirali u
odnosu na tumore kontrolne skupine koji nisu razvili recidiv u promatranom periodu.

Grupe meningeoma s definiranim brojem mitoza sli¢no kao i u ovom radu analizirali
su Maier i sur. (1992). Primjenjena je ista klasifikacija, tj. WHO iz 1993. god. Na seriji
od 1799 primarnih i recidivnih meningeoma, u 1582 bolesnika nasli su jaku
povezanost s klinickim tokom za klasi¢ne, atipicne i maligne tumore. Atipi¢ni su
definirani kao hipercelularni (>5 mitoza/10HPF), dok su anaplasti¢ni pokazivali
hipercelularnost, velik broj mitoza, patoloSke mitoze, "anaplaziju” i nekroze (104).
Doprinos ove sheme stupnjevanju tumora je u jednostavnosti. Medutim, nekoliko
vaznih znacajki, uklju€ujuci invaziju mozga i gubitak arhitekture nisu spomenuti. U
radu je primjenjeno bojenje jezgara s AgNOR, a rezultati podupiru postojanje
atipi¢nih entiteta kao skupina dije je biolosko pona$anje izmedu klasi¢nih i malignih.
Autori smatraju da stupnjevanje prema WHO nije jasno definiralo kriterije za
meningeome Il. i lll. stupnja, tako da ostaje nejasno da li meningeomi Il. stupnja
prema WHO odgovaraju njihovim atipi¢nim tumorima. Autori su na 252 tumora nasli
statisticki znac¢ajno razli¢itu stopu recidiva izmedu meningeoma razli¢itog histoloskog
stupnja. Primarno atipi¢ni i maligni meningeomi recidiviraju i poslije potpune resekcije
¢ak do deset puta ¢esSce od klasi¢nih, pokazujuci time da Sirina resekcije nije jedini
prognosticki faktor (104). | u ovom se radu grupa atipi¢nih meningeoma ponasala kao
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jasno odredeni, posebni bioloski entitet. Od klasi¢nih se tipova znacajno razlikuje u
viSe parametara, a danas se najveca paznja poklanja broju mitoza prema kojima se
odvajaju od grupe klasi¢nih meningeoma.
U ovom su radu svi meningeomi podijeljeni u dvije grupe prema broju mitoza/10HPF
(<8 mitoze/10HPF i >4 mitoze/10HPF). Rezultati pokazuju da broj mitoza dobro
korelira s ostalim ispitivanim histoloSkim zna&ajkama, slicno kao i s histoloSkim
stupnjem. Znacajna statisticCka povezanost nadena je za pleomorfizam (p=0.002),
atipiju jezgara (p=0.000), nalaz makronukleola (p=0.000), patoloske mitoze
(p=0.0000), gubitak strukture (p=0.003) i mikronekroze (p=0.000). Statisticka
povezanost nije nadena za stvaranje malih stanica niti za stvaranje krvnih Zila (tab.
33). Broj mitoza je statisti¢ki znacajno povezan i s celularno$éu (p=0.033): u grupi s
<3 mitoze srednja vrijednost za dijametar iznosi 58.59 + 12.16, a u grupi s >4 mitoze
srednja vrijednost za dijametar iznosi 63.83 + 9.9 (tab. 34). Meningeomi podijeljeni u
dvije grupe prema broju mitoza do <3 i >4/10HPF imaju statistiCku povezanost s
histoloSkim stupnjem meningeoma (p=0.000) i s klinickim grupama (recidivni,
nerecidivni, atipi¢ni/maligni) (p=0.01).
Hsu i sur. (1994) ispitivali su prognosticki znacaj broja mitoza i PCNA u grupi od 63
meningeoma. Tumore su Kklasificirali u benigne (26), atipiCne (24) i maligne (13).
Lokalno je recidiviralo 24 tumora, od Cega 23.1% (6/26) benignih, 37.5% (9/24)
atipi€nih i 69,2% (9/13) malignih meningeoma. Analizom varijance pokazana je
statisticki znacajna razlika izmedu tri histoloSka stupnja tumora za oba parametra, i
mitoze i PCNA. Broj mitoza/10HPF iznosio je: 0.08 + 0.05 za benigne, 4.75 £ 0.91 za
atipicne i 19.00 + 4.07 za maligne (p=0.069) (51).
To odgovara rezultatima u ovom radu za broj mitoza (p=0.000) (tab. 33) i za izrazaj
PCNA (p=0.032) (tab. 35) u odnosu na histoloSke stupnjeve tumora. Medutim, u
ovom radu meningeomi podijeljeni u dvije skupine prema broju mitoza do <3 i
>4/10HPF ne pokazuju statisticku povezanost sa stupnjem izrazaja PCNA. Medutim,
kada se stupanj izrazaja PCNA usporedi sa srednjim brojem mitoza unutar tako
formiranih grupa vidi se raspored i porast broja mitoza s porastom izrazaja PCNA. U
grupi bez izrazenog PCNA srednji broj mitoza je iznosio 1.0 £ 2.1, za srednji stupanj
izrazaja PCNA broj mitoza bio je 2.62 *+ 4.18, a u tumorima s visokim izrazajem
PCNA broj mitoza bio je 5.59 * 10.6 (tab. 36). Postoji statisti¢ki znacajna razlika u
srednjem broju mitoza medu grupama s razli¢itim stupnjem izrazaja PCNA (p=0.016).
StatistiCka razlika postoji izmedu grupa bez izrazenog PCNA i grupe s visoko
izrazenim PCNA (p=0.006) (tab. 37). Tu lezi odgovor zasto kod analize meningeoma
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postavljanje granice pri analizi broja mitoza ne daje rezultat. Broj mitoza je vrlo mali, i
vrijednosti se jako preklapaju bas ispod razine od 5 mitoza najrigorozniji kriterij za
broj mitoza (<3 i >4/10HPF) prilikom definiranja i izdvajanja bioloski proliferativnijih
meningeoma Il. stupnja tj grupe atipi¢nih meningeoma. Srednji broj mitoza u ovom
radu za grupu bez izrazenog PCNA (<20%) tj. niskog proliferativnog potencijala,
iznosio je 1 £ 2.1, Sto broj¢ano potvrduje nas izabrani kriterij od <3/10HPF kao gornju
granicu kod grupe zaista benignih meningeoma. Sve vise od tog broja tj. >4/10HPF
mozemo smatrati viS§im stupnjem meningeoma s gorim bioloSkim tijekom, tj.
meningeomima |l. stupnja.
Perry i sur. (1997) ispitali su uzorak od 581 bolesnika i odredili zna€ajnost histoloskih
parametara u meningeoma. Kilasifikacija je ucinjena po reviziji WHO (1993) kao i u
ovom radu. Za granicu broja mitoza izabrali su >4 mitoze/10HPF za definiciju atipije,
Sto je primjenjeno i u ovom radu. Srednja dob bolesnika bila je 57 godina (5-93
god.). Odnos Zena i muskaraca bio je 2:1, §to odgovara rezultatima u ovom radu.
Maksimalni mitotski iznos >4/HPF i hipercelularnost >53/dijametru dvije su
najznacajnije histoloSke znacajke vezane uz nastanak recidiva. Invazija mozga bila je
vidljiva samo u 89 slucajeva. Od najvece statistiCke vaznosti vezano za nastanak
recidiva bili su: pleomorfizam, gubitak stukture, nuklearna atipija i porast broja
mitoza. Hipercelularnost i dijametar bili su nezavisni prognostiCki parametri, ¢ak
nezavisno od broja mitoza (6). Sli¢ni rezultati dobiveni su i u ovom radu (tab. 6), u
kojem za srednju vrijednost dijametra postoji statisticka razlika izmedu nerecidivnih i
meningeoma koji su recidivirali (p=0.001). Cak je brojéani iznos od 53 izbrojenih
jezgara po dijametru vidnog polja velikog pove¢anja mikroskopa isti kao u Perry-a
(1997), Sto dakako dodatno potvrduje znacajnost i reproducibilnost ispitivanog
kriterija. Dodatnom analizom vidi se da je statisti¢ki znacajna razlika postojala upravo
izmedu grupe nerecidivnih i recidivnih meningeoma (p=0.001) (tab. 7).
Prilikom daljnje statisticke analize u ovom su radu postepeno izostavljani
meningeomi viSeg histoloSkog stupnja i analiza je bila suzena na grupu potpuno
histoloski benignih tumora (u prvoj operaciji) koji su bili makroskopski potpuno
odstranjeni, a ipak su nakon izvjesnog vremena recidivirali. Uspredeni su s grupom
takoder histoloski potpuno benignih meningeoma koji nisu recidivirali u promatranom
periodu (>5god). Cilj je bio utvrditi da li medu njima postoje histoloSke znacajke
povezane s recidiviranjem tumora. StatistiCkom analizom utvrdeno je da u grupi
benignih meningeoma koji su recidivirali postoji zna¢ajno viSe izrazen pleomorfizam

stanica, atipija jezgara i gubitak strukture (tab. 9) kao i povecana celularnost (tab.
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12). Grupe se nisu razlikovale prema broju mitoza (broj mitoza i vidljivi makronukleoli
bili su znagajno vezani sa histoloskim stupnjevima meningeoma).
Pokazano je da meningeomi Il. i lll. stupnja ¢eS¢e recidiviraju. Ohta i sur. (1994)
promjenu morfoloSkog izgleda u recidivu tumora nalaze u 9 od 15 bolesnika (60%). U
pet bolesnika meningeomi su postali atipi¢ni ili anaplasti¢ni. Od histoloSkih znacajki,
celularnost (p=0.001), mitoze (p=0.001) i nuklearni pleomorfizam (p=0.001) bili su
znacajno nizi u grupi koja nije recidivirala nego u recidivnoj grupi, a proliferativna
aktivnost i histoloSka anaplazija recidivnin meningeoma povecavala se sa svakim
recidivom (92).
U ovom radu znacajni histoloSki parametri za progresiju histoloSki benignih
meningeoma bili su: pleomorfizam stanica, atipija jezgara, gubitak strukture i
povecana celularnost. Pleomorfizam stanica i atipija jezgara su, kao histoloSke
znacajke, jako bliske i tesko ih je strogo odvajati. Njihova zastupljenost je gotovo
podjednaka i u ovom radu mogli bi se ujediniti pod jedan nazivnik. De la Monte i sur.
(1986) nasli su umjereni ili znacajni pleomorfizam jezgara u malignom i nemalignim
meningeomima, ali je njihova ucestalost bila znac¢ajno viSa u grupi tumora koji su
recidivirali (102). Za razliku, Kepes i sur. (1982) su nalaz stani¢nog pleomorfizma
teSko korelirali kako s recidivnim tako i s nerecidivnim meningeomima (105). De la
Monte (1986) smatra da je raskorak u nalazima u odnosu na stani¢ni pleomorfizam i
ponasanje tumora mozda nastao zbog varijabilnosti u nacinu kako se citoloSki
pleomorfizam odredivao. Shodno rezultatima svog rada autori smatraju da je jezgrin
pleomorfizam vazniji nego citoplazmatski pleomorfizam (102). Ovaj rezultat dijelom je
potvrden opazanjem da je povecanje podrudja jezgre u meningeomima povezano S
recidivom tumora, kao i s generalnim nalazom da su nuklearni pleomorfizam i
hiperkromazija vazne znaCajke za predvidanje bioloSkog ponaSanja mnogih
neoplazmi. To potkrepljuje rezultate dobivene i u ovom radu, u kojem se
pleomorfizam stanica vecéinom odnosio na varijabilnost stani¢ne populacije.
Pleomorfizam stanica je bio u uskoj vezi sa jezgrinom atipijom koja je naj¢eSce
opazena uz hiperkromaziju i povecanje podruc¢ja jezgre. Smatramo da ih u
histoloSkom rutinskom radu moZzemo svesti pod zajedni¢ki naziv pleomorfizam i
jezgre i citoplazme, odnosno "stani¢ni pleomorfizam", jer su te promjene bioloski
povezane i teSko razluc€ive na osnovu rutinskih HE histoloSkih preparata. Mi smo ih u
rezultatima statisticke obrade navodili kao dva entiteta.
Gubitak strukture evidentno je objektivna i dobro karakterizirana histoloSka znacajka

meningeoma povezana s recidivom i histoloskim stupnjem tumora. De la Monte, koja
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ima sliéne rezultate, smatra da rast meningotelijskih stanica u obliku plo¢astih
podruc¢ja (engl. sheets) moze predstavljati nizi stupanj diferenciranosti stanica u
usporedbi s lukovicama ili sincicijskim rastom, doprinosec¢i tako vecéoj sklonosti
meningeoma za recidiv kada je prisutno gubljenje tipicne arhitekture (102). Taj nalaz
u potpunosti odgovara rezulataima dobivenim u ovom radu. Celularnost je
jednostavni brojCani iznos koji se lako moze definirati i standardizirati u buducoj

metodologiji pri analizi meningeoma i njihovog bioloskog ponasanja.

5.3. Kinetika rasta tumora

Jedan od glavnih ciljeva u patoloskim studijama odstranjenih novotvorina je utvrditi
proliferacijski potencijal ostatnog tumorskog tkiva. Posebno je to vazno za tumore
srediSnjeg ziv€éanog sustava gdje je potpuna resekcija ¢esto nemoguca, pa vrsta i
opseg postoperativnog lijeCenja prije svega ovise o histoloSkom stupnju. Danas se
procjena temelji na zaklju¢cima dobivenim iz iskustva sli¢nih tumora i iz histoloskih
osobina kao $to su izgled jezgara, proliferacija krvih zila i nekroza. Mitotski indeks je
vrijedan izravni pokazatelj rasta tumora, ali se i u izrazito malignim tumorima mitoze
Cesto ne vide. Sli¢no tome, u recidivirajuéim se meningeoma mitoze ¢esto ne nalaze
ili su one malobrojne. Zbog toga se u ispitivanju klinickog materijala primjenjuju druge
metode ne bi i se s vecom sigurno$c¢u procijenila kinetika stanica u operiranom
tumoru. Preoperativna ugradnja bromdeoksiuridina (BrdU) u tkivo meningeoma i
analiza tkiva nakon operacije priznata je metoda za otkrivanje brzine rasta tumora,
ali nije primjenjiva za rutinski rad. Medutim, ona sluzi kao osnova za usporedbu i
vrednovanje drugih lakSe primjenjivih metoda za procjenjivanje proliferacijske
aktivnosti meningeoma. Assieti (1990) je ispitivao proliferacijski potencijal tumora
mozga ljudi s pomocéu ugradnje bromdeoksiuridina in vivo i proto€ne citometrije.
Bolesnicima s razli€itim oblicima tumora mozga preoperativno je intravenski injicirao
250 mg otopine spoja BrdU, da bi nakon odstranjenja tumora mjerio kinetske
parametre stanica, kao npr. S-fazu staniénog ciklusa i vjerojatno vrijeme
udvostu€enja mase tumora. Rezultati su pokazali vjerodostojnu razliku indeksa
obiliezavanja (engl. labelling index, LI) s BrdU izmedu meningeoma i glioma, ali nisu
pokazali razliku u LI izmedu benignih i anaplasti¢nih meningeoma (106).

Tehnika AgNOR je na meningeomima dosta primjenjivana tehnika koja je uporedena
s novijim imunohistokemijskim metodama. Maier i sur. (1992) usporedili su

histopatolosku klasifikaciju meningeoma s klinickopatoloskim podacima bioloSke



90
aktivnosti tumora. Retrospektivnom je studijom bilo obuhvaceno 1799 kirurskih
uzoraka meningeoma od ukupno 1582 bolesnika. Klasi¢ni histoloski tip meningeoma,
potom atipi¢ni meningeom s jace izrazenom celularno$éu i s najmanje 5 mitotskih
figura/10HPF, anaplasti¢ni (maligni) meningeom te angiopericitni ili papilarni
meningeom nadeni su u slijede¢im postotcima: 87,6%, 7,2%, 2,4% i 2,8%. Ponovna
pojava tumora bila je rijetka u klasichom meningeomu s potpunom resekcijom, a
mnogo ucestalija u atipicnim i anaplasti¢nim oblicima nakon potpune resekcije. Autori
su primijenili tehniku AgNOR na 112 meningeoma i zakljucili da preklapanje
vrijednosti AQNOR izmedu razli¢itih stupnjeva zlo¢udnosti meningeoma ogranicuje
vaznost te metode u pojedinacnim slu€ajevima, iako vjerodostojno korelira s
histoloskim skupinama stupnja zlo¢udnosti (104).

Korkolopoulou i sur. (1993) su u komparativnoj studiji izrazaja PCNA i prikaza
AgNOR u 82 tumora SZS pokazali da se obje tehnike mogu uspje$no primijeniti na
rutinski materijal u cilju otkrivanja potencijala rasta tumora SZS (107). Coltera i sur.
(1991) su u stani¢nim kulturama razlicitih tkiva usporedili tri metode za odredivanje
proliferacije tumora: imunohistokemijsko bojenje na Ki67 i PCNA te ugradivanje
radioaktivno obiljezenog timidina. Ekspresija PCNA i ugradnja BrdU pokazala je
kvalitativne i kvantitativne razlike izmedu razli¢itih stani¢nih linija. l1zgled bojanja na
PCNA i BrdU nisu ekvivalentni, §to upucuje da oni ne prepoznaju isti antigen u istim
stani¢nim linijama (A431 i HelLa). Analiza dva markera u dvije stani¢ne linije ipak
demonstrira mogucu povezanost jo$ nekarakteriziranog Ki67 antigena i PCNA/ciklina
(108).

Karamitopoulou i sur. (1994) su u skupini 136 primarnih tumora SZS ispitali 50
meningeoma na parafinskim kockama s pomocu imunohistokemijskog bojenja
antigena Ki67 s monoklonskim antitijelom MIB1. Od 50 meningeoma u toj seriji, 41 je
pokazivao malen broj Ki67+ imunoreaktivnih stani¢nih jezgara, $to upucuje na niski
proliferacijski stupanj ovih tumora. Medutim, u preostalih 9 slu€ajeva, jaka reakcija
bila je prisutna u velikom broju neoplasti¢nih jezgara. Od ovih meningeoma, koji su
inace histoloski tipi¢ni, 3 su pokazivala povecani broj mitoza, dok je preostalih 6
tumora pokazivalo potpuno benignu histolosku sliku (109). Sli¢ne rezultate primjetili
su i drugi autori, koji su takoder uodili visok udio Ki67+ stanica u brojnim histoloski
benignim meningeomima. Medutim Siegers i sur. (1989) u studiji od 52 meningeoma
nisu nasli poveéane vrijednosti udjela Ki67+ stanica u recidivnim tumorima, niti u
uzorku tumora s lokalnim znakovima malignosti. Autori su zaklju€ili da ponovni rast

meningeoma ne ovisi samo o njihovoj proliferacijskoj aktivnosti, ve¢ i o drugim
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faktorima, ukljuCujuc¢i duljinu trajanja staniénog ciklusa, rast stanica i Sirinu kirurske
ekscizije (110).

Novija istrazivanja stani¢ne biologije mozdanih tumora, uklju€ujuci ekspresiju jezgrina
biliega vezanog za proliferaciju stanica — Ki67 (M1B1), pokazala su da je indeks
bojenja za M1B1 bio vjerodostojno nizi u skupini nerecidivnih meningeoma nego li u
skupini recidivirajué¢ih i meningeoma koji su metastazirali (92). Slicno tome i drugi
autori izvje$¢uju o pozitivnoj korelaciji izmedu stupnja proliferacije tumorskih stanica
analiziranog s pomocu biljega Ki67 i PCNA. To je posebice vazno buduc¢i da je do
nedavno Ki67 bio primjenljiv samo na svjezem i zamrznutom materijalu, a PCNA na
tkivu uklopljenom u parafin. Wolf i sur. (1992) su dokazali linearnu korelaciju izmedu
PCNA i S-faze frakcije (BrdU) u regenerirajucoj jetri. Postojala je dobra korelacija
izmedu PCNA i indeksa bojenja sa Ki67. Autori smatraju da je PCNA potencijalno
vrijedan bilieg za definiranje proliferativne aktivnosti, jer se moze primijeniti na
formalinom fiksiranom tkivu i ne zavisi od vanjskih faktora poput ugradivanja BrdU
(111). Od tri ispitana protutijela na PCNA, najkvalitetnije bojenje je postignuto
protutijelom PC10 koje se primjenilo u ovom radu.

Distribuciju imunoreaktivnosti PCNA u histoloSkim rezovima normalnog tkiva ispitivali
su Hall i sur. (1990). PC10 je gotovo uvijek bio ograni¢en na jezgru, a moze
pokazivati i difuzni granulirani uzorak ili pak mjeSoviti izrazaj. Rjede je primije¢eno
obojenje citoplazme ¢ija priroda nije jasna, ali moze predstavljati citoplazmatsku
sintezu. Stanice u mitozi ¢esto pokazuju difuzno bojenje stanice, ali to ne iznenaduje
jer se jezgrina membrana gubi tokom mitoze. Pojedine stanice u mitozi nisu
pokazivale obojenost s PC10 (112). U istoj studiji autori su zapazili da svaka
obojenost jezgre predstavlja pozitivni nalaz, bez obzira na intenzitet bojenja. Mi smo
dosli do istih zapazanja, a primijenili smo i jednak kriterij - svako obojenje smatrano je
pozitivnim bez obzira na razlike u intenzitetu bojanja.

Benjamin i sur. (1991) dolaze do slicnih rezultata bojanja na PCNA na uzorcima
limfnih ¢vorova u bolesnika s Hodgkinovom bolesti. Veoma neuobicajena ekspresija
PCNA u citoplazmi stanica u sluajevima Hodgkinove bolesti, od kojih su vec¢ina RS-
stanice ili njihove varijante, otvara brojna pitanja. Precizna lokalizacija proteina u
citoplazmi je zasad nepoznata. Kako je upotrijeblijeni reagens monoklonsko
protutijelo, ne bi trebalo biti posljedica krizne reaktivnosti, iako se i to ne moze
potpuno iskljuciti. Autori predlazu vise mogucih rjeSenja te pojave. Moguce je da ona
predstavlja aberantnu ekspresiju proteina u specificnoj malignoj stanici shodno

ste€enoj genetskoj abnormalnosti ili preuredenju gena. Generalna intenzivnost
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bojenja mogla bi upucivati na poremecaj sinteze proteina ili nemogucénost stanice da
razgradi ve¢ formirani proizvod. To moze biti ili zbog poremecaja u transportu ili pak
u metabolizmu proteina izmedu citoplazme i jezgre. Ovo je manje vjerojatno jer
mnoge jezgre pokazuju ekspresiju proteina. Autor ostavlja mogucénost da neki
stani¢ni podtipovi imaju jedinstveni fenotip i da stoga izrazavaju PCNA u citoplazmi
(113).

Osim varijabilnosti u ekspresiji PCNA u odnosu jezgra/citoplazma, pri analizi
ekspresije PCNA u ovom radu primijeéena je i varijabilnost obojenosti izmedu
odredenih podru€ja istog meningeoma. Za neke rjede podtipove, kao npr.
mikrocisti€ni i papilarni, to je bilo narocito izrazeno. Neka podruc¢ja tumora bila su
intenzivnije i difuzno obojena, dok u drugima obojenost na PCNA nije bila izrazena ili
je bila vrlo slaba. Garcia (1989) nalazi znacajnu varijabilnost obojenosti PCNA u
razliitima regijama istog tumora (114). Stupnjevanjem izrazaja PCNA na niski,
srednji i visoki (0-25%, 26-50%, i >51%) nalazi se dobra korelacija s rezultatima
proto¢ne citometrije, pa je to bilo razlogom $&to je slicha metodologija primijenjena u
ovom radu. Regionalnu heterogenost rasporeda obojenih stanica, posebno u
bolesnika s recidivom meningeoma, zamijeéuju Ohta i sur. (92). To odgovara
rezultatima u ovom radu i izgleda da je to karakteristika rasta meningeoma. Zbog
toga je metodologija usmjerena na odredivanje ekspresije PCNA u najintenzivnije

obojenim regijama, odnosno podrucjima najintenzivnije proliferacije.

Kao $to je i za ocCekivati, indeks bojenja s PCNA viSi je od ugradnje radioaktivhog
timidina ili BrdU zbog toga $to ove zadnje dvije tehnike raspoznaju samo S-fazu, dok
je PCNA izrazen u kasnoj G1-, S-, G2- i M-fazi stani¢nog ciklusa. Drugo, buduci da
PCNA ima dug poluvijek (20h), moze se imunohistokemijski detektirati i u stanicama
koje su upravo izaSle iz stani¢nog ciklusa diobe (108,112,115). Medutim, mora se
uzeti u obzir konstatacija Louisa i sur. (1991) da varijabilni uzorak bojenja na PCNA
dovodi do velikih poteskoc¢a pri brojenju stanica i to znatno vise nego s Ki67. Ovi
faktori mogli bi ograniciti upotrebu anti-PCNA, pogotovo §to je odnedavna Ki67
primjenjiv i na formalinski fiksiranom materijalu (116). Smatramo da ¢e Ki67 na
fiksiranom materijalu i dalje biti rutinski bilieg za objektivno mjerilo proliferacijske
aktivnosti tumora koji najviSe odgovara broju mitoza, pa mu PCNA ne treba biti
zamjenom. Cinjenica je da rezultati bojenja PCNA/ciklina i Ki67 nisu ekvivalentni
sugerira da oni ne prepoznaju isti antigen u istim stani¢nim linijjama (108). Slazemo
se sa stavom Khoshyomn i sur. (1993) da je imunolosko bojenje na PCNA od

ograni¢ene vrijednosti u pojedinaénom tumoru, uglavnom zbog prekomjernog
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izraZzaja u mnogim tumorima i da se momentalno ne moze preporuciti kao zamjena
za Ki67 i/ili BrDU u rutinskom odredivanju proliferacijske aktivnosti tumora (117). To
ne umanjuje vrijednost dobivenih rezultata za ekspresiju PCNA u meningeomu i
njegovu primjenu za rano otkrivanje meningeoma koji bi mogli recidiviratii. U ovom
radu postoji znacajna statistiCka razlika izmedu meningeoma koji su recidivirali i onih
koji nisu recidivirali u stupnju ekspresije PCNA (p=0.008) (tab. 14). lzrazenost PCNA
analizirana na svim meningeomima i dalje pokazuje znacajnu statisticku povezanost
s recidivom meningeomima (p=0.011) (tab. 35). Znacajnu statistiCku razliku u stupnju
obojenosti recidivnin od nerecidivnin meningeoma nalaze Cobb i sur. (1996), i
smatraju da tehnika bojenja na PCNA u meningeomima daje zna&ajne prognosticke
informacije (118).

Sli¢ne rezultate nalaze Nakabayashi i sur. (1995) koji su analizirali meningeome Koji
su recidivirali nakon potpunog odstranjenja, a Cije se bioloSko ponasanje nije moglo
predvidjeti uobi¢ajnom patohistoloS§kom analizom. Analizirali su 52 meningeoma, a
PCNA indeks recidivnih meningioma bio je znacajno viSi od nerecidivirajucih
meningeoma (p<0.005). Obrnuta linearna korelacija nadena je izmedu indeksa
PCNA i intervala do pojave recidiva, kao i izmedu indeksa PCNA i indeksa BrdU
(r=0.88, p<0.01). Autori smatraju da je indeks PCNA koristan parametar za
utvrdivanje bioloSkog ponasanja meningeoma (119). | Korkolopoulou (1993) smatra
da primjena antitijela PC10 dozvoljava ranije prepoznavanje potencijalno agresivnih
tumora. Posebno je to vazno u tumorima niskog stupnja, astrocitomima i
meningeomima, gdje je veoma teSko, ako ne i nemoguce s pomocu standardnih
histoloskih kriterija identificirati one tumore koji imaju sklonost brzom recidivu (107).
Autori su ispitali 21 meningeom I. stupnja, 1 atipi¢ni i 1 maligni. Autori se ne slaZzu sa
konstatacijom Luisa i suradnika (1991) i smatraju da su njihove teSkocée proizisle iz
¢injenice da su upotrebljavali smrznuti materijal umjesto parafinskih rezova (116).

U ovom radu primijenjeno je imunohistokemijsko bojenje tumora s pomocu
monoklonskog protutjela PC10 na PCNA, a koje se po literaturi pokazalo kao
najspecifi¢nije. Analizirana su ukupno 102 meningeoma. lIzrazaj PCNA procjenjen je
slabim ili negativnim (ako se obojalo od 0-20% jezgara), srednje izrazenim (20-50%
obojenih jezgara) i jako izrazenim (obojenost je prelazila 50% jezgara). Statisticki je
ispitana povezanost histoloSkih znacajki sa stupnjem ekspresije PCNA u
meningeoma. Iz tablice 35. vidljivo je da je stupanj ekspresije PCNA statisticki
znacajno vezan za pleomorfizam (p=0.002), atipiju jezgara (p=0.005) i vidljive
makronukleole (p=0.004). PCNA ne korelira s patolodkim mitozama, gubitkom
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strukture, malim stanicama, nekrozama ni brojnoS¢u krvnih Zila. Jaka izraZzenost
PCNA statisticki je znaCajno povezana s brojem mitoza (p=0.016), ali ne i s
razdiobom meningeoma prema broju mitoza u grupe <3 i >4 mitoze /10HPF.
Izrazenost PCNA nije povezana s povec¢anom celularno$¢u. Korkolopoulou i
suradnici (1993) ispitivali su izrazenost PCNA i broja AQNOR u 82 slu¢aja tumora
srediSnjeg ziv€anog sustava s pomocu monoklonskog protutijela PC10 (107). Studija
je pokazala znacajnu korelaciju indeksa PCNA i broja AgNOR sa histoloSkim
stupnjevima. Vise razine indeksa PCNA nadene su u rekurentnim tumorima.
Imunoreaktivnost na PCNA utvrdena je u razli¢itom omjeru neoplasti¢nih stanica u
vecini ispitivanih sluCajeva osim u dva meningeoma, od kojih je jedan bio
psamomski, a drugi meningotelijski (oba su bila negativna). Bojenje jezgara bilo je
granularno, difuzno ili mijeSano, dok se u nekoliko slu¢ajeva primijetilo slabije
citoplazmatsko bojenje. U nekim mitotskim stanicama nadeno je difuzno
citoplazmatsko i jezgreno bojenje (107). Sliéni uzorak bojenja opazen je i u ovom
radu i utvrdena je povezanost s recidivnim tumorima. Takoder je primjecena
neujednacenost u izrazenosti PCNA unutar istog tumora. Uz podruc¢ja s visokim
izrazajem PCNA nalazila su se podrucja s niskim ili €ak negativnom izrazajem PCNA.
luchi i sur. (1999) ispitivali su regionalnu heterogenost proliferativne sposobnosti
sedam u cijelosti resecirana meningeoma. Bojenje na PCNA primijenili su na cijeli rez
kroz sredinu tumora koji je bio podijeljen i mapiran u adekvatne isjeCke za
mikroskopsku analizu. Mape pozitivne izrazenosti PCNA pokazivale su intratumorsku
heterogenost proliferativne aktivnosti u svim sluajevima. Iz ovih rezultata proizlazi
da samo nekoliko uzoraka meningeoma ne moze sa sigurnoSéu reflektirati
proliferativnu aktivnost cijelog tumora (120). Shodno tome, kao i iz rezultata ovog
rada, proizlazi vazan prakti¢ni zaklju¢ak da prilikom preuzimanja bioptickog materijala
treba ga u cjelosti uklopiti u rutinsku obradu i histoloski pregledati, a zatim izabrati
najproliferativnija podrucja i tek po njima suditi o budué¢em ponasanju tumora!

U ovom radu utvrdena je statisticki znacajna povezanost histoloSkog stupnja
meningeoma i izrazaja PCNA. Pri analizi kliniCkopatoloSkih skupina meningeoma,
niski, srednji i visoki stupanj izrazaja PCNA bio je statisticki zna€ajno razli¢it u
odnosu na tri histoloska stupnja (p=0.013) (tab. 5). StoviSe, izrazaj PCNA razlikovao
se medu histoloSkim stupnjevima grupe nerecidivnih meningeoma i recidiva
(p=0.023) (tab. 19). | kod analize svih meningeoma zajedno (N=102), histoloski
stupanj statisti¢ki je znacajno korelirao sa stupnjem izrazaja PCNA (p=0.032) (tab.

30). Sli¢ne rezultate iznosi Hsu sa sur. (1994). Oni su klasificirali 63 meningeoma u
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benigne (26), atipicne (24) i maligne (121). Bilo je 39 Zena i 24 muskarca, srednje
dobi 54.2 + 1.7 godina prilikom prve operacije. Od 63 primarna tumora, 24 su lokalno
recidivirali, uklju€ujuc¢i 23.1% (6/26) benignih, 37.5% (9/24) atipi¢nih i 69.2% (9/13)
malignih meningeoma. Sredniji interval za pojavu recidiva tumora iznosio je 52 + 11.8
mjeseci. Srednje vrijeme pracanja bolesnika u kojih tumor nije recidivirao iznosilo je
82 + 8.5 mjeseci. Analizom varijance utvrdili su statisticki zna€ajnu razliku izmedu
tumora za indeks PCNA (1.16 £ 0.29% za benigne, 14.14 + 2.07% za atipi¢ne i 21.37
*+ 5.47% za maligne) i mitotski indeks (ukupni broj mitoza/10HPF) (0.08 + 0.05 za
benigne, 4.75 + 0.91 za atipicne i 19.00 + 4.07 za maligne) (92).

Hakin-Smith i sur. (2001) ispitali su izrazaj PCNA, p53 i p21 u 85 benignih
meningeoma koji su recidivirali. Nasli su da veéina tumora izrazava p53, p21 i PCNA,
sa znacajnom povezano$céu ekspresije p53 s p21 i PCNA (122). U ovom je radu
izrazaj PCNA u grupi benignih meningeoma koji su recidivirali bio statisti¢ki znacajno
vi§i u odnosu na meningeome koji nisu recidivirali (p=0.015) (tab. 11). U recidivima je
bio veci broj meningeoma s visokim izrazajem PCNA (>50%). Usporedba istih
skupina, ali usporedena prema histoloSkom stupnju, takoder se statisti¢ki razlikuje po
broju meningeoma s visokim izrazajem PCNA (p=0.031) (tab. 23). Sli¢ne rezultate
objavili su Takeuchi i sur. (1997), koji su ispitali izrazaj PCNA i Ki67 na uzorku od 95
histoloski benignih meningeoma. Od toga je bilo 82 uzorka nerecidivnih i 28 uzoraka
recidivnih tumora u sveukupno 10 bolesnika u kojih je tumor recidivirao.
Proliferacijska aktivnost ili agresivnost tumora nije uvijek bila izrazena u svakom
recidivnom uzorku. PCNA je bio znacajno viSe izrazen u recidivnoj grupi (3.98% =*
0.37%) nego u nerecidivnojj grupi (0.71 £ 0.13%) (p<0.0001). Ki67 je takoder bio visSe
izrazen u recidivnim tumorima (3.15 £ 0.40%) nego u nerecidivnoma (0.39 + 0.07%)
(p<0.0001). Nadena je dobra korelacija izmedu izrazaja PCNA i izrazaja Ki67
(koeficijent korelacije r=0.79, p<0.001). Zaklju€ak autora je da PCNA ili Ki67 veéi od
2% moze predstavljati rizik za recidiv meningeoma. Zbog toga preporucuju da se
radioterapija ili stereotaktiCka radiokirurgija mora uzeti u razmatranje u takvom
slu€aju ¢ak i kod histoloSki benignih meningeoma, posebice ako je potpuno

odstranjenje upitno (50).

5.4. Proto¢na citometrija

Osnovna odlika metode je njezina prikladnost za brzu i toénu analizu stanica u

heterogenom stani€nom uzorku. Upotreba parafinskih rezova korisna je za
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retrospektivnu analizu uzoraka. Analiza stanicne DNA daje dva vrijedna podatka: 1. 0
ploidnosti stanica, tj. sadrzaju DNA u stanicama u mirovanju (euploidne i aneuploidne
stanice); i 2. udjelu stanica u pojedinoj fazi staniénog ciklusa (GO0/G1 ili fazi
mirovanja, S-fazi ili fazi udvostru¢avanja DNA te u G2/M-fazi, koja oznaava mitozu
stanica). Kako se sadrzaj DNA u stanici mijenja u ovisnosti s fazom stani¢nog
ciklusa, moguce je odrediti relativni udio stanica unutar svake faze ciklusa. U vecini
slu€ajeva, nalaz sadrzaja DNA podudara se s kromosomskim kariotipom, iako i nalaz
normalnog sadrzaja DNA ne podrazumijeva i neophodno normalni kariotip. Naime,
protocnom citometrijom nece se otkriti viSak ili manjak 2-5% sadrzaja DNA, §to
odgovara visku ili manjku jednog do tri ljudska kromosoma. Metoda protocne
citometrije usporedivana je s ugradnjom bromdeoksiuridina (106,123). Assieti i sur.
(1990) ispitali su trajanje S-faze i potencijalno vrijeme udvajanja tumora s pomocu
ugradnje BrdU danog intravenski. Autori nisu nasli razliku u ugradnji BrdU izmedu
meningeoma i glioma. Takoder nisu na$li razliku izmedu benignih i anaplasti¢nih
meningeoma (dodu$e, na ogranienom broju slu¢ajeva) (106). Hoshino i sur (1986)
analizirali su 20 bolesnika s meningeomom nakon §to su im preoperativho dali
intravensku infuziju 200 mg/m2 bromdeodsiuridina (BrdU). On se veZe za tumorske
stanice u S-fazi, tj. u fazi sinteze DNA. Devet meningeoma imalo je indeks ugradnje
BrdU >1%, a Sest od njih (67%) su recidivirali. Izgleda da meningeomi sa indeksom
ugradnje >1% rastu brze i da ¢eS¢e recidiviraju. Autori su zaklju€ili da veci indeks
ugradnje BrdU moze pokazivati bioloSku malignost (123).
Proto¢nim citometrijom jezgara iz parafinskih rezova, Akchi i sur. (1991) su analizirali
stupanj proliferacije i ploidnosti 52 meningeoma. Prema histoloskoj slici, Sest tumora
je bilo svrstano u skupinu malignih, a aneuploidija je nadena samo u dva (33,3%)
maligna meningeoma. Stovise, tri klinicki maligna maningeoma imala su normalan
sadrzaj DNA, tj. bili su diploidni. Nasuprot tomu, proliferacijski indeks histoloski
malignih meningeoma bio je znacajno vecéi nego proliferacijski indeks benignih
meningeoma. To ukazuje da je predvidanje bioloSkog ponasanja tumora (benigni vs.
maligni) samo na temelju analize ploidije vrlo nepouzdano. Nasuprot tomu, stupan;
proliferacije tumorskih stanica vjerodostojno je povezan s prognozom meningeoma
(124). Rezultati ovog rada u tom se pogledu unekoliko razlikuju.
Salmon i sur. (1993) analizirali su 222 meningeoma. Prema histoloSkim znacajkama
nalaze 12 malignih (u slu€aju postojanja invazije mozga), 5 anaplasti¢nih i 7
hemangiopericitoma te 210 klasi¢nih meningeoma. Sveukupno 86% meningeoma
bilo je euploidno. Slabo aneuploidnih ("near-diploidnih"), odnosno hiperdiploidnih bilo
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je 5%. lzrazito aneuploidnih tumora bilo je 9% (1% triploidnih, 3% hipertriploidnih i 5
% pleomorfnih) (125). Autori nisu nasli statistiCku razliku izmedu udjela diploidnih u
Sest klasi¢nih podtipova meningeoma u odnosu na dva maligna. Autori smatraju da
pojedini klasi¢ni menigeomi mogu pokazivati visoki stupanj aneuploidije kao rezultat
degenerativnih fenomena povezanih s dugim trajanjem, odnosno "staro$éu" tumora. |
u ovom radu bio je zanemarivo malen broj poliploidnih tumora, odnosno
visokoaneuploidnih, za razliku od npr. malignih limfoma analiziranih metodom
proto¢ne citometrije od istog autora (126).
Cruz-Sanchez i sur. (1993) analizirali su uzorke 41 meningeoma koji su histolo$ki bili
klasificirani u benigne, atipi¢ne i anaplasticne. Protoénom su citometrijom odredili
ploidiju stanica i udio stanica u S- i G2/M-fazi stani¢nog ciklusa. Nije nadena
vjerodostojna korelacija izmedu aneuploidije i kvalitativnin osobitosti tumorskih
stanica (pleomorfizma, gustoe stanica i mitotske aktivnosti), infiltracije mozga i
mekih tkiva te ponovne pojave tumora. Prema istim autorima, visok proliferativni
indeks tumorskih stanica povezan je s klini¢ki agresivnijom slikom bolesti (103). U
ovom je radu na potpuno drugaciji nacin postavljena analiza sa stajalista
klinickopatoloSkih grupa meningeoma, meningeoma svrstanih prema histoloSkom
stupnju, stupnju izrazaja PCNA i p53, te broju mitoza (<3 i >4). Unutar tako
definiranih skupina analizirani su stupanj ploidije i srednje vrijednosti udjela stanica u
pojedinim fazama stani¢nog ciklusa. Zato rezultati nisu usporedivi pa i na to treba
obratiti paznju prilikom usporedbe rezultata ovog rada i rezultata i zaklju¢aka drugih
autora.
Iz rezultata ovog rada najznacajniji je podatak o razli€itoj zastupljenosti ploidije
izmedu tumora razlicitog bioloskog tijeka, tj. meningeoma koji nisu recidivirali i grupe
meningeoma s kasnijim recidivom, kao i izmedu meningeoma |., Il. i lll. stupnja. To
¢e se argumentirati na slijedeci nagin. Naime, uporedbom tri klinickopatoloske grupe i
razdiobom ploidije medu grupama nije dobivena statistiCki zna¢ajna razlika (tab. 5).
Aneuploidni meningeomi su, pritom bili rijetki. Opc¢enito se moze rec¢i da je udio
aneuploidnih meningeoma nizak. Rezultati Mailla i sur. (1999) na seriji od 105
operiranih  meningeoma potvrduju da meningeomi pokazuju relativno nisku
incidenciju DNA aneuploidije (14%) i da obi¢no pokazuju niski proliferativni udio
(srednja vrijednost postotka stanica u S-fazi je iznosila 1.3 + 0.3%) (127). U ovom
radu nadeni su sliéni rezultati te nesto veéi udio aneuploidije. Od ukupno 102

meningeoma analiziranih metodom proto€ne citometrije uz viSestruko ponavljanje
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analize u vecini slu€ajeva i automatsko oc€itavanje svih rezultata zbog ujednacenosti,
diploidnih je meningeoma bilo 76 (74.5%), a aneuploidnih 26 (25.5 %).

HistoloSki stupnjevi tumora pokazali su tek 95% vjerojatnosti povezanosti s ploidijom
(p<0.05) (tab. 29). U skupini malignih bilo je 17 diploidnih i 6 aneuploidnih
meningeoma. U skupini atipi¢nih bilo je 18 diploidnih i 12 aneuploidnih tumora. U
histoloski potpuno benignim meningeomima bilo je 8 aneuploidnih, a 41 diploidnih.
Odredivanje benignosti ili malignosti meningeoma na osnovu same ploidije stoga je
teSko i nepouzdano.

Do sliénih zakljuéaka dosli su Akachi i sur. (1991), koji su metodom protoéne
citometrije analizirali 52 meningeoma uklju€ivsi i klinicki maligne slu€ajeve Kkoji
nastaju multifokalno i koji brzo rastu. Medu analiziranim tumorima bila su i tri multipla
meningeoma koja su multifokalno recidivirala unutar tri godine. Odredivali su
proliferativni indeks (%S+G2/M) i DNA ploidiju. Sest meningeoma bilo je histologki
maligno, a samo su dva bila aneuploidna (33.3%). Medu benignim tumorima
aneuploidnih je bilo 23,9%! Stovise, tri klinicki maligna meningeoma bili su diploidni.
Nasuprot, proliferacijski indeks od 19.82 + 9.45% medu histoloSki malignim
slu€ajevima bio je statisticki znacajno visi od benignih menigeoma (11.50 + 5.49%).
Autori smatraju da je odredivanje benignosti ili malignosti meningeoma na osnovi
same ploidije teSko, a da je proliferativni indeks zna€ajno povezan s prognozom
(124).

Medutim, u ovom radu daljnjom analizom razliitih grupa meningeoma prema
bioloSkom tijeku bilo je moguce ras€laniti i pojasniti prije spomenute nejasnoce i
pomalo zbunjuju¢e rezultate. Naime, usporedbom grupe recidiva meningeoma s
kontrolnom skupinom tumora koja nije recidivirala nalazi se statistiCki znacajna
razlika u zastupljenosti diploidnih i aneuploidnih tumora (p=0.003) (tab. 13).
Aneuploidija je bila zna¢ajno viSe zastupliena u grupi recidiva (37%) u odnosu na
samo dva aneuploidna meningeoma (7%) medu onima Kkoji nisu imali recidiv.
Diploidnih meningeoma je medu recidivima bilo 22 (63%), a u skupini nerecidivnih
meningeoma 28 ili 93%.

Kada se izdvoje nerecidivnhi meningeomi i recidivi, usporedbom samog histoloskog
stupnja meningeoma sa ploidijom nije nadena razlika za ucestalost i raspodjelu
diploidnih i aneuplidnin meningeoma (tab. 20). Medutim, kada se u analizu ukljuci
dodatna bioloska karakteristika meningeoma, kao $to je tendencija recidiviranju,
zagonetka se rjeSava (tab. 23). Analizom grupa meningeoma razliitog histoloskog
stupnja, ali i razli¢itog klinickog toka, dobivamo konacno rjeSenje problema i statisticki
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znacajnu razliku medu grupama (p=0.007). U grupi beningih meningeoma koji nisu
recidivirali samo je jedan aneuploidni histogram (4%). U grupi od 11 histoloski
benignih recidiva, 5 meningeoma je imalo aneuploidni histogram (45%). Upravo ova
grupa histoloski benignih meningeoma (s relativno mnogo aneuploidnih tumora)
remeti statistiku prilikom analize provedene prema histoloSkom stupnju meningeoma
jer se ovi aneuploidni meningeomi tada nalaze u grupi benignih. U recidivima
meningeoma Il. stupnja, 6 od 16 meningeoma pokazivalo je aneuploidiju (37%), a u
recidivima Ill. stupnja bilo je 2 aneuploidnih od ukupno 8 tumora (25%). Ovi rezultati
ukazuju da je za meningeome (kao posebnu grupu tumora koji generalno imaju nisku
proliferativnu sposobnost) svaka aneuploidija znak loSijeg bioloSkog toka, tj. buduéeg
recidiva tumora odnosno da tumor ve¢ spada u histoloski Il. ili lll. stupnj!

U ovom radu analiziran je staniéni ciklus brojenjem stanica u G0/G1-, S- i G2/M-
fazama, a rezultat je izrazen kao relativni postotak na ukupni broj stanica. U ovom
radu nije odredivan proliferacijski indeks, jer je s pomocéu raCunalnog programa
dobivena vrijednost S-faze. Nije nadena statistiCki znaCajna razlika analiziranih
vrijednosti u usporedbi recidivnih meningeoma s nerecidivnim i grupom
atipi€nih/malignih. Usporedbom grupe recidiva s kontrolnom grupom meningeoma
koji nisu recidivirali takoder se ne nalazi statistiCki zna€ajna razlika u S-fazi. Srednja
vrijednost S-faze za recidivhe meningeome bila je 5.67 + 3.32, a za meningeome Koji
nisu recidivirali 6.85 + 5.43 (tab. 15).

Hoshino i sur. (1978) analizirali su 8 klasi¢nih meningeoma. Svi su bili diploidni, a
njihovi histogrami sugeriraju da postoji vrlo mali broj stanica u proliferaciji ili veoma
dugacko vrileme udvajanja stanica koje se uglavnom sastoji od duge G1-faze (pre
sintetska faza DNA) (128).

Ironside i sur. (1987) su u seriji 39 meningeoma od 35 bolesnika ucinili analizu
svjezeg smrznutog materijala s pomocu protocne citometrije. Stanicni ciklus
analiziran je izraCunom stanica u G0/G1-, S- i G2/M-fazama izrazeno u relativnom
postotku stanica na ukupni sadrzaj stanica. Ukupno 23 meningeoma bili su diploidni,
a 16 je bilo aneuploidnih (hipodiploidni, hiperdiploidni, poliploidni). Incidencija
aneuploidije bila je statistiCki zna€ajno veéa u recidivnim nego u ostalim
meningeomima. Nije bilo znacajne razlke u GO0/G1- i G2/M-fazama izmedu
diploidnih i aneuploidnih tumora (p<0.05). HistoloSki podtipovi takoder nisu pokazivali
povezanost s rezultatima proto¢ne citometrije (129).

Rezultati ovog rada dobiveni metodom proto¢ne citometrije mogli bi se usporediti s

nalazima Ironside i sur. (1987), iako je ova analiza uradena na parafinskim kockama.
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| ovdje je stani¢ni ciklus analiziran brojenjem stanica u G0/G1-, S- i G2/M-fazama
stani€nog ciklusa. Incidencija aneuploidije bila je statistiCki znacajno veca u
recidivnim tumorima. Kvalitativha procjena udjela stanica u S-fazi stani¢nog ciklusa
mogucéa je ako histogrami DNA imaju zadovoljavaju¢u vrijednost CV i mali udio
raspadnutih i agregiranih stanica (99). Ve¢a nazocnost raspadnutih stanica ima
znaCajan utjecaj na to¢nost mjerenja udjela stanica u S-fazi staninog ciklusa
(povecanje udjela stanica). Starijim se programima za analizu stani¢nog ciklusa nije
moglo to¢no odrediti udio stanica u S-fazi u aneuploidnih tumora zbog preklapanja
povrSina koje su oznacavale S-fazu. Udio stanica u G2/M-fazi nije se uvijek mogao
izraziti iz istog razloga ili zbog toga Sto povrSina koja odgovara G2/M-fazi nije bila
vidljiva. Program ModFit LT daje vrlo to¢nu analizu udjela tumorskih stanica u S- i u
G2/M-fazama staniénog ciklusa i to odvojeno udjela stanica u S-fazi diploidnih i
aneuploidnih tumorskih stanica, kao i ukupnu proliferacijsku aktivnost tumorskih
stanica. Zato je teSko usporedivati rezultate ovako dobivene S-faze s rezultatima
izrazenim u obliku proliferacijskog indeksa.

U ovom su radu usporedene srednje vrijednosti faza stani¢nog ciklusa rasta unutar
grupe benignih meningeoma koji su recidivirali sa meningeomima koji nisu recidivirali
u prac¢enom periodu (tab. 12). Vrijednosti S-faza u obje grupe gotovo su podjednake
(srednja vrijednost prve biopsije benignog meningeoma koji su recidivirali iznosi
7.08+3.58%, a meningeoma koji nisu recidivirali 7.40+5.44% (p=0.78). CV benignih
meningeoma koji su recidivirali (srednja vrijednost 9.59 + 4.51) bio je statisticki
znacajno veci (p=0.003) od CV u grupi meningeoma koji nisu recidivirali (srednja
vrijednost 6.51 = 1.73). Time je kod meningeoma otkrivena grupa "neardiploidnih
tumora" (za koje je i inae kritrij CV>8), a koji mogu ukazivati na maniji kariotipski
poremecaj (2-5% ukupnog broja kromosoma (125, 126). |z ovoga proizlazi vazan
prakti¢ni zakljuCak prilikom analize meningeoma metodom proto¢ne citometrije:
uvijek je potrebno analizirati viSe isjeCka tumora, jer meningeomi u razliCitom
podrucju istog tumora mogu pokazivati razli€itu proliferativnu aktivnost. Ako ijedan
rezultat odskace od diploidne slike, tj. prelazi dopusteni kriterij od CV=8, tom se
tumoru mora posvetiti dodatna paznja. U analizi meningeoma taj rezultat najéesce ne
znadi greSku u kvaliteti materijala (kao $to smo mislili tijekom ovog rada i stoga Cesto
nepotrebno ponavljali analize istog uzorka), ve¢ sumnju u potencijalno agresivni
bioloski tok i narav tumora.

Finn i sur. (1944) analizirali su 16 meningeoma i 22 hemangiopericitoma, ukjuc€ujudi i

"angioblastne meningeome". Od toga je broja 6 tumora bilo recidivnih, a 1



101
metastatski. Proto€na citometrija je u€injena u 21 tumora i svi su bili diploidni. Za
razliku od rezultata ovog rada, navedeni autori smatraju da ploidnost tumora nije
koristan pokazatelj biolo§kog ponasanja meninigeoma. Svi tumori koji su imali udio
stanica u S+G2+M >11% bili su agresivnog klinickog ponasanja (lokalni recidiv,
metastaziranje ili smrt zbog invazivnosti tumora). Zari$ta nekroze takoder povezuju s
agresivnos¢u tumora (130).

May i sur. (1989) su analizirali 40 bolesnika s meningeomom i utvrdili da je
proliferacijski indeks grupe recidiva znacajno visi od nerecidivnih tumora (p<0.002),
iako im je histoloSki podtip bio sli¢an. Autori smatraju da proto¢na citometrija moze
biti od koristi u predvidanju recidiva histoloski benignih i makroskopski odstranjenih
meningeoma (131).

Za razliku od rezultata Maya i sur. (1989), u ovom radu nismo utvrdili statistiCki
znacajnu razliku u S-fazama izmedu recidivnih i nerecidivnih meningeoma. Medutim,
smatramo da proto€na citometrija moze biti korisna u predvidanju recidiva histoloski
benignih meningeoma ve¢ i pri nalazu grani¢nog CV (>8), $to je vidljivo iz rezultata
prethodne analize uzoraka uzetih tijekom prve operacije benignih meningeoma koji
su kasnije recidivirali. Ovaj rezultat sam po sebi nije dovoljan, ali otkriva i definira
grupu "neardiploidnih™ meningeoma drugacijeg bioloskog tijeka.

Appley i sur. (1990) analizirali su 19 meningeoma. Bez recidiva je bilo 16 bolesnika,
pet je bilo podvrgnuto multiplim operacijama, a dva su bolesnika umrla zbog recidiva
tumora. Autori su odredili Pl (% stanica u fazama S i G2/M) i proliferacijski iznos kao
omjer S+G2M/G0G1. Od 7 rekurentnih meningeoma, dva su imala vecéi Pl. Srednja
vrijednost CV bila je 12.0 u recidivima (132). Nije nadena korelacija izmedu sadrzaja
DNA i histoloSkog tipa meningeoma, ali je naden znacajno Siri CV u recidivnim
meningeomima, $to se slaze s nasim rezultatima.

Malobrojni su radovi u kojima su meningeomi usporedno analizirani s pomocu
metode proto¢ne citometrije i bojenjem na PCNA. Myong i sur. (1997) usporedili su
histoloSke znaCajke 120 meningeoma s njihovim proliferacijskim karakteristikama
dobivenim imunohistokemijskim bojenjem na PCNA i s pomoéu metode protocne
citometrije (133). Cilj je bio utvrditi znaCajke koje odvajaju atipicne od benignih
meningeoma. Od ukupno 120 meningeoma, histoloski benignih je bilo 101 (43
meningotelijska, 40 tranzicijskih, 11 fibroblastnih, 2 sekretorna, 2 mikrocisti¢na, 2
angiomatozna i 1 psamomski), 15 je bilo atipi¢nih, a svega 4 malignih. Atipi¢ni tumori
bili su definirani prisustnoS§¢u dva od sljedecih kriterija: velikom celularnoséu,

fokalnom nekrozom, poremecajem rasta (neprekinuti rast) i odredenim jasnim
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citoloSkim nalaziom, kao visokim odnosom jezgra/citoplazma, grudastim kromatinom
i prominentnim nukleolima. U 56 slu€ajeva, PCNA pozitivna frakcija stanica u
atipiénim i malignim meningeomima bila je viSsa nego u benignim slu€ajevima
(p<0.05). Aneuploidija je bila ¢e$¢a u atipicnim meningeomima u usporedbi s
benignim (p<0.05). Autori nalaze da se histoloSki klasificirani meningeomi mogu
razlikovati prema proliferacijskoj aktivnosti i ploidiji i da se atipiéni meningeomi
moraju razlikovati od benignih histoloSkim pregledom (133).

U ovom radu razliCiti stupanj izrazenosti PCNA bio je statisticki razli¢it medu
meningeomima razli€itig histoloSkog stupnja (p=0.032) (tab. 30). Pritom je
aneuploidija imala tendenciju biti ¢eSc¢e zastupljena u tumorima Il. i Ill. stupnja.
Izrazaj PCNA povecavao se s histoloskim stupnjem meningeoma (tab. 30), $to se
slaZe s rezultatima Myong i sur. (1997).

U ovom se radu izrazaj PCNA, kao markera proliferacije meningeoma, pokazao
korisniji od vrijednosti stanica u S-fazi dobivenoj automatskom analizom histograma
koje su uglavnom bile niske (tab. 6). | Ironside (1987) navodi da je vecina
meningeoma u njegovom radu sadrzavala <10% stanica u S-fazi, a najviSe
vrijednosti nadene su u anaplasti¢nim i hemangiopericitnim meningeomoma (129).
Izmedu ekspresije PCNA i sadrzaja stanica u S-fazi stani€nog ciklusa u ovom radu
ne postoji statisticki znaCajna korelacija. Stoga izrazaj PCNA upravo zato $to nije
tako profinjena i uska mjera za proliferaciju kao sama S-faza stani¢nog ciklusa rasta,
moze sluziti kod meningeoma kao bolji pokazatelj proliferativne aktivnosti, buduéi da
je proliferativna aktivnost u meningeomima vrlo niska u usporedbi s drugim vrstama
tumora. Sama S-faza sa svojim niskim broj¢anim iznosima za meningeome sva tri
histoloSka stupnja onemogucuje daljnje razlu€ivanje izmedu sli¢nih vrijednosti koje se
ujedno i medusobno preklapaju, pa statisticka analiza ne moze dati adekvatni
rezultat. Naravno, to ne umanijuje proliferativno znacenje visoke S-faze u svakom
pojedinaénom sluc¢aju.

Rezultate sliéne ovima u nasem radu opisuju Maillo i sur. (1999) koji su odredivali S-
fazu i ploidiju stanica u seriji od 105 meningeoma s pomocu proto¢ne citometrije na
svjezem materijalu dobivenom prilikom intraoperativne biopsije (134). Meningeomi su
pokazivali relativno nisku incidenciju aneuploidije (14%) i obi¢no niski proliferacijski
iznos (srednji postotak stanica u S-fazi bio je 1.3 £ 0.3%). Prisutnost aneuploidije
povezana je s veéom zastuplieno$¢u agresivnih histoloskih tipova (p=0.045), Sto
odgovara i na8im rezultatima. Isti autori nisu na$li statisticku povezanost izmedu

ploidnog statusa i prezivljenja (p=1), $to odgovara rezultatima u ovom radu. Za
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razliku od ovog rada, autori nalaze da je visok udio stanica u S-fazi (>1.8%)
statisticki povezan sa agresivnim histolodkim tipovima (p=0.03) i veéim udjelom
aneuploidije DNA (134).

U ovom radu, broj mitoza u meningeomima na razdjelnici <3 i >4/10HPF nema
statistiCku povezanost s ploidnim statusom. Postoji tendencija (94% vjerojatnost) za
povezanosti broja mitoza sa Sirinom CV. Ekspresija p53 nije korelirala s ploidijom,

kao niti s pojedinim fazama stani¢nog ciklusa.

5.5. Genetika

Sadasnje znanje u odnosu na molekularnu genetiku meningeoma razmjerno je
oskudno. Gotovo je sigurno da gubitak genetskog materijala s drugog kraka
kromosoma 22 predstavlja korak u po¢etnom razvoju meningeoma. Takozvani gen
za meningeom lociran je u regiji izmedu lokusa za mioglobin i c-sis proto-onkogen.
Taj je lokus odvojen od gena za neurofibromatozu tip Il. Radi se o tumor-
supresijskom genu, $to podrazumijeva da gen mora biti izgubljen ili promijenjen na
oba alela kromosoma 22 prije nego arahnoidalna stanica postane meningeomska.
Kada su benigni, meningeomi su sigurno monoklonski, $§to znaci da cijeli tumor
nastaje iz jedne transformirane stanice. Karakterizacija meningeomskog gena i
ostalih mutiranih gena u menigeomima, kao i njihovih produkata, unaprijediti ¢e
razumijevanje biologije i klasifikacije tih tumora i moZzda uputiti na nov pristup
lijeCenja (14).

Recidivni meningeomi obi¢no imaju mnogo agresivniji oblik. U seriji Jaaskelainena i
sur. (1986), od ukupno 70 meningeoma koji su histoloski bili benigni kod prve
operacije, a koji su kasnije recidivirali, 10 je imalo sliku anaplasti¢nih ili atipi¢nih
meningeoma. Od 19 meningeoma koji su u pocetku bili atipi¢ni, Cetiri su se ponovo
pojavila kao anaplasti¢ni, a jedan kao sarkomatozni meningeom (34).

Postoje¢i model zlo¢udne progresije je rastuéi broj genetskih mutacija koje zhvacaju
brojne gene s onkogenim potencijalom ili pak onkogene i tumor-supresijske gene.
Specifi€ni nukleotidni slijed mutiranog gena je vazno, ali jo$ uvijek nerijeSeno pitanje.
Ljudski tumor-supresijski gen p53 je inaktiviran u nekoliko malignih tumora. Genska
inaktivacija posljedica je mutacije unutar Siroke regije koja obuhvaéa eksone 5 do 9.
Ta mutacija za posljedicu ima stvaranje proteina p53 s dugim poluvijekom, §to se
moze otkriti imunohistokemijski. Opcenito, postoji dobra korelacija izmedu mutacije
proteina p53 i njegovog nakupljanja u stanici (70).
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Karamitopoulou i sur. (1993) analizirali su parafinske uzorke 137 primarnih tumora
SZS, medu kojima je bilo 57 meningeoma. U radu su ispitivali izrazaj p53 s pomoéu
protutijela CM1 i DO7. Ekspresija p53 nadena je u 7 fibrilarnih astrocitoma, 17
anaplasti¢nih astrocitoma, 5 glioblastoma, 1 gliosarkomu, 1 oligodendrogliomu, 1
anaplasticnom ependimomu i 4 meningeoma s CM1 poliklonskim antitijelom.
Dodatnih 10 tumora (3 anaplasti¢na astrocitoma i 7 meningeoma) dalo je pozitivhu
reakciju s monoklonskim protutijelom DO7. Svi meningeomi bili su benigne histologije
(74).
Ahmed i sur. (1999) upotrijebili su monoklonska antitijela DO7 (anti-p53) i PC10 (anti-
PCNA) u analizi 29 meningeoma (20 benignih, 7 atipiénih i 2 maligna). Cetri benigna i
2 atipicha meningeoma slabo su izrazavali p53. Nasuprot, oba maligna tumora
pokazala su jako obojenje na p53. Sest benignih meningeoma imalo je manje od 5%
PCNA+ stanica, jedan 10%, dok su tri sadrzavala vise od 20% pozitivho obojenih
jezgara. PCNA-pozitivnost kretala se od 10-80% u atipi€nim meningeomima. U dva
maligna meningeoma PCNA-pozitivnost bila je 70% i 90%. Autori smatraju da izrazaj
p53 i PCNA treba obavezno ukljuditi zajedno uz histoloski pregled za predvidanije
klinickog toka meningeoma (135).
Za divlji i mutirani p53 je primije¢eno da se akumuliraju u citoplazmama pojedinih
karcinoma dojke i plu¢a. Jasno citoplazmatsko bojenje na p53 nalaze Wang i sur.
(1995) u jednom slu€aju meningeoma, ali nije bilo indikacija za mutaciju p53 u tim
podrucjima (72).
U ovom radu, smede obojenje jezgara na p53 uglavhom je bilo difuzno, a ponekad
granulirano. Intenzitet obojenosti jezgara je varirao od vrlo jako obojenih do blijedo
obojenih, ali je svaka ekspresija uraCunata, bez obzira na intenzitet. Brojenje
obojenih jezgara je bilo lako izvodljivo zbog Cistog i jasnog uzorka obojenosti (nema
bojenja citoplazmi ni podloge), reprezentativno i bez teSkoc¢a opisanih kod bojenja sa
PCNA (107). Iz rezultata ovog rada moze se zakljuciti da je metoda vrlo dobra za
primjenu na formalinski fiksiranom materijalu.
Miyagami i sur. (1996) ispitivali su znacajnost ekspresije p53 i Ki67 izmedu grupa
recidivnih (8 bolesnika i 17 uzoraka) i nerecidivnih menigeoma (10 bolesnika) (136).
Rezultat su izrazili kao indeks proliferirajucih stanica (PCIl). Protein p53 nije naden u
10 meningeoma koji nisu recidivirali. Medutim, p53 je bio pozitivan u 5 od 8 recidivnih
meningeoma. Dva recidivha meningeoma, od ukupno Cetri s benignom histologijom
na prvom i drugom operativnom uzorku, pokazivali su ekspresiju p53 proteina. Tri od

Cetiri recidivna meningeoma koji su na prvoj operaciji bili benigni, a u drugoj
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transformirani (maligni/atipi¢ni), bili su pozitivni na p53. lako je pozitivhost na p53
primijeCena u recidivnim meningeomima (i to s viSim vrijednostima za indeks
bojenja), nije nadena korelacija s izrazenim Ki67. Protein p53 moze biti oStec¢en u
recidivnom tumoru i/ili malignoj transformaciji meningeoma. Autori smatraju da je
odredivanje proteina p53, kao i proliferacijskog potencijala pomocéu Ki67, vazan
dodatni faktor za predvidanje recidiva meningeoma (136).

U ovom se radu izrazaj proteina p53 statistiCki zna€ajno razlikuje izmedu grupe
recidivirajucih i nerecidivnih meningeoma (p=0.003) (tab. 14). U grupi meningeoma
koji nisu recidivirali, p53 nije bio izrazen u 43% tumora. Izrazaj niskog intenziteta
naden je u 30% slu€ajeva, dok se srednji i visoki izrazaj p53 nasao u 27% tumora. U
grupi recidiva bez izrazenog p53 bilo je 9 (26%) tumora, s niskim izrazajem 3 (8%), a
sa srednjim i visokim izrazajem p53 bilo je ¢ak 66% meningeoma. Stupanj izrazaja
p53 bio je povezan s viSim histoloskim stupnjem meningeoma u recidivu (tab. 23). U
grupi recidiva benigne histologije, sredniji i visoki izrazaj p53 imalo je 45%, a u grupi
atipiénih ¢ak 81% (p=0.001) meningeoma. U nerecidivnim meningeomima benigne
histologije, 81% tumora su bili bez ili s niskim izrazajem p53.

Izrazaj proteina p53 u ovom radu statisti¢ki je znacajno razli¢it izmedu grupe recidiva
i nerecidivnih meningeoma (p=0.003) (tab. 14), za razliku od rezultata Miyagami i sur.
(1996) (136) i Lanzafame i sur. (2000) (137).

Lanzafame i sur. (2000) analizirali su 69 u potpunosti ekscidirana meningeoma s
pomoc¢u bojenja na p53 i Ki67, pri ¢emu su primjenjeni kriteriji za histoloSku
klasifikaciju kao i u ovom radu. Meningeoma . stupnja bilo je 54, Il. stupnja 10, a Ill.
stupnja 5. Bolesnici su prosje€no praceni 6.7 godina. Meningeome su podijelili u dvije
grupe s obzirom na recidiv tumora - 42 bez recidiva i 27 recidivnih meningeoma.
Pozitivno bojenje s p53 (>1%) nadeno je u 26 od 45 meningeoma (57%), sa
indeksom obiljezavanja od 1-10% u 18 (40%) i indeksom obiljezavanja >10% u 8
(17%) meningeoma. lako je indeks obiljezavanja bio visi u atipi¢nim i malignim
meningeomima, nije nadena statisticki zna¢ajan odnos izmedu izrazenosti p53 i
recidiva meningeoma (p=0.05) (137).

Mozda zaduduju nalazi pojedinih autora koji nisu nasli ekspresiju p53 u benignim
meningeomima (70,138) ili je pak nalaze u vrlo malenom broju slucajeva (139).
Scarpelli i sur. (1997) smatraju da se shodno molekularno genetskim analizama
mutacija gena p53 mozZze smatrati markerom maligne transformacije u
meningeomima. Takoder navode da imunoreaktivnost na p53 nije uvijek povezana s

genskom mutacijom i da nije detektibilna u benignim meningeomima (138). Prayson
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je analizirao ekspresiju tumor-supresijskog gena p53 i markera proliferacije Ki67 u 23
maligna meningeoma (139). Malignitet je definiran prisustno8¢u nesumnjive invazije
mozga ili metastaza. Nuklearni pleomorfizam bio je prisutan u 22 od 23 tumora,
dezorganizacija arhitekture u 22 od 23, podrucja nekroze u 20 od 23, prominentni
nukleoli u 17 od 23 i hipervaskularnost u 4 od 23 tumora. Broj mitoza kretao se od 1
do 18/10HPF (x=6.1). Izrazaj p53 naden je u samo 2 od 20 meningeoma. Autori nisu
nasli korelaciju izmedu Ki67 i ponasanja tumora. lzrazenost Ki67 je u vecini malignih
meningeoma visoka $to odgovara opcéenito brzom rastu ovih tumora. Samo rijetki
meningeomi pokazivali su izrazenost p53 imunohistokemijskim bojenjem. Autori
zakljuCuju da je vecCina malignih meningeoma karakterizirana nuklearnim
pleomorfizmom, dezorganizacijom arhitekture, nekrozama, prominentnim nukleolima
I povecanim brojem mitoza (139).
U ovom radu analiziran je izrazaj p53 proteina na uzorku od 102 meningeoma.
Prema postotku pozitivno obojenih jezgara, podijeljeni su u tri stupnja: niskog (0-20%
jezgara), srednjeg (20-50% jezgara) i visokog stupnja obojenosti (vise od 50%
jezgara). Pritom je udio pozitivnih jezgara znacajno korelirao s pleomorfizmom
stanica (p=0.000), atipijom jezgara (p=0.004) i gubitkom strukture (p=0.001).
StatistiCka povezanost s makronukleolima, patoloskim mitozama, malim stanicama,
mikronekrozama i brojnos$c¢u krvnih Zila nije nadena. Takoder nije nadena statistiCka
povezanost ni s brojem mitoza niti s pove¢anom celularno$éu. Jaka statisticka
povezanost nadena je i za histoloski stupanj meningeoma (p=0.000) i klini¢ko-
histoloSke grupe tumora (recidivni, nerecidivni, atipi€ni/maligni) (tab. 38).
Opisana neslaganja rezultata ovog rada s podacima iz literature mogu se objasniti
sada$njim napretkom tehnike imunohistokemijskog bojenja na formalinski fiksiranom
i u parafin uklopljenom materijalu. Nove tehnike za razotkrivanje antigena termickom
obradom preparata u mikrovalnoj peci dovele su do kvalitetnijeg imunohistokemijskog
bojenja, pa epitopi, koji su prije bili zamaskirani, danas se mogu razotkriti i obojati. Tu
Cinjenicu treba imati na umu prilikom interpretacije i usporedbe rezultata s drugim
autorima.
Primjenjujuéi tehniku razotkrivanja antigena prilikom imunohistokemijskog bojenja na
p53, Amatya i sur. (2001) su dobili rezultate sli€ne opisanim u ovom radu (140).
Autori su analizirali 146 bolesnika s meningeomom (33 muskarca i 113 Zena) i
primjenili jednake histoloSke kriterije kao i u ovom radu. Sve meningeome su
reklasificirali, pa ih je bilo 27 atipi€nih, 10 malignih i 109 benigniih. U rad nisu ukljudili
slu¢ajeve papilarnog, rabdoidnog, svijetlih stanica ili hordoidnog meningeoma, za
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razliku od ovog rada u kojem navedeni tipovi nisu iskljuceni. Prilikom
imunohistokemijskog bojenja koriStena je metoda razotkrivanja antigena kuhanjem u
mikrovalnoj peci. Primijenjeno protutijelo na p53 bilo je od drugog proizvodac¢a (DO7;
Novokastra, Newcastle, England; u razrjedenju od 1:50). Pozitivno bojenje na p53
nadeno je u 26 benignih meningoma. Medutim, samo 7 meningeoma je pokazivalo
indeks obiliezavanja >5%. lzrazaj proteina p53 u vecini atipi¢nih i anaplasti¢nih
meningeoma bio je visok, a mnogi od meningeoma imali su indeks obiljeZzavanja
>5%. Osim samo jednog slu€aja, svi anaplasti¢ni meningeomi izrazavali su p53.
Autori su nasli zna€ajnu statistiCku povezanost izmedu izrazaja p53 i histoloskih
stupnjeva meningeoma (p=0.001) (140). Ovo u potpunosti odgovara rezultatima
naseg rada, u kojem je najznacajnija statistiCka povezanost izrazaja p53 nadena za
histoloski stupanj grupe recidivnih i nerecidivnih meningeoma (p=0.000) (tab. 18).
P53 nije naden ili je on bio nizak u 74% histoloski benignih tumora, za razliku od 16%
atipi¢nih. Izrazaj p53 bio je sredniji ili visok u 84% atipi¢nih meningeoma, za razliku od
benignih gdje je sli¢an izrazaj naden u 26% tumora.

Cho i sur. (1999) ispitivali su izrazaj p53 imunohistokemijskim bojenjem u 41
intrakranijskih meningeoma (21 benignih, 11 atipiénih i 9 malignih). Sto je bio visi
histoloski stupanj meningeoma, to je bio visi izrazaj p53 (9.5% za benigne, 72.7% za
atipi€ne i 88.9% za maligne) sa statistickom znacajno$¢éu od p=0.000. Izrazaj p53 je
bio statisticki zna€ajno visi u recidivnim (71.4%) nego u nerecidivnim (10.5%)
meningeomima (p=0.002). Metodu PCR-SSCP su primijenili na imunohistokemijski
pozitivne slu€ajeve i nasli da je mutacija p53 gena statistiCki znacajno visa u
atipiénim (62.5%) i malignim (25%) meningeomima nego u benignim (0%) (p=0.232).
Takoder je broj mutacija visi u recidivnim meningeomima (20%) nego u nerecidivnim
tumorima (0%, p=0.495). Zaklju€ak je autora da su imunohistokemijski izrazaj p53 i
mutacije gena p53 usko povezane sa histoloskim stupnjem i histoloSkom atipijom
intrakranijalnin meningeoma, te da se mutacija gena p53 moZe smatrati korisnim
markerom pri utvrdivanju progresije intrakranijalnih meningeoma (141)

U ovom je radu izraZzaj p53 analiziran na ukupno 102 meningeoma podijeljenih u tri
histoloSka stupnja (tab. 30). U 45% histolodki benignih tumora nije nadeno
nakupljanje p53 u jezgrama. Nakupljanje p53 takoder nije nadeno u 6% atipi¢nih i
17% malignih meningeoma. Slabo nakupljanje p53 (<20%) u jezgrama nadeno je u
22% benignih, 10% atipi¢nih i 26% malignih meningeoma. Srednji stupan;
nakupljanja p53 u jezgrama (20-50%) viden je u 24% benignih, 47% atipi¢nih i 30%
malignih meningeoma. Visoki stupanj nakupljana p53 (>50%) naden je u samo 8%
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benignih meningeoma, te u 37% atipi¢nih i 26% malignih meningeoma. Statisticka
razlika u nakupljanju p53 u meningeomima razli€itog histoloSkog stupnja u ovom je
radu statisti¢ki zna€ajna (p=0.000). Samu narav p53 proteina ("divlji" ili mutirani tip)
nismo u ovom radu odredivali.

Matsuno i sur. (1996) nisu mogli odrediti da li je u meningeomima povecani izrazaj
aberantnog ili divljeg tipa p53, ali pokazuju da je p53 (odreden metodom
imunohistokemijskog bojenja) bio izrazen u meningeomima s visokim MIB-1 i u
recidivnim meningeomima. Poznato je da je divlji tip p53 proteina ukljuéen u
negativnu regulaciju stani¢ne proliferacije, a da je mutirani p53 izgubio mo¢
negativne regulacije stani¢nog rasta. Za divlji tip p53 (koji ima veoma kratki poluvijek)
opcenito se smatralo da nije detektabilan upotrebom imunohistokemijskih metoda.
Mutirani p53 ima dulji poluvijek i zbog toga je vidljiv upotrebom imunohistokemijskog
bojenja. Medutim, prema nedavnim izvjestajima i divlji tip p53 moZe se nakupljati u
jezgrama zbog os$teéenog puta ubikvitina. Autori smatraju da, izrazaj p53
imunohistokemijskim bojenjem moze ukazati na proliferativhu aktivnost meningeoma
i time posluZziti kao pokazatelj buduceg recidiva (142).

U svojim radovima Nagashima (1999) i Ohkoudo (1998) ispitali su narav nakupljenog
i imunohistokemijski prikazanoga p53 u meningeomima. Nagashima i sur. (1999)
ispitali su narav izrazenog p53 imunohistokemijskim bojenjem smrznutih rezova na
mutant-specifiéno protutijelo (mAb pAb240) i analizirali mutirani gen metodom SSCP
(engl. single-strand conformational polymorphism). Njihovi rezultati upuéuju da se
radi o povec¢anom izrazaju divljeg, a ne mutiranog p53 (143). Ohkoudo i sur. (1998)
ispitali su znacajnost izrazenosti p53 u recidivnim meningeomima i njegov odnos
prema proteinu MDM2 u 39 meningeoma. P53 je bio izrazen u 11 od 31 (35%)
nerecidivnog i 7 od 8 (88%) recidivnih meningeoma. Visoka ucestalost izrazaja p53 je
zamije¢ena u recidivnim meningeomima, s tendencijom visokog p53-pozitivhog
indexa (p53 PI), 8to ukazuje da p53 imunoreaktivnost mozZe biti marker za
predvidanje recidiva tumora. Ve¢ina MDM2+ tumora (71%) i relativno malen broj
MDM2-negativnih tumora (17%) izrazavalo je p53. To ukazuje da je izrazaj MDM2
mnogo ¢es¢i u p53+ meningeomima. Iminohistokemijsko bojenje na p53 u odsustvu
mutacije moze ukazati na stabilizaciju divljeg tipa kroz interakciju s proteinom MDM2.
Meningeomi sa izrazajem p53 imali su znac¢ajno visi MIB-1 PI nego p53 negativni
tumori, sugerirajuc¢i da inaktivacija divljeg tipa p53 s proteinom MDM2 moze biti
uklju€ena u kontrolu proliferativne aktivnosti u meningeomima. Kao zaklju€ak, autori

smatraju da imunohistokemijsko ispitivanje na p53 kao i proliferativna aktivnost
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tumora mogu pomoci za predvidanje malignog potencijala recidiva meningeoma
(144).

Bez obzira na narav nakupljenog p53 (divlji ili mutirani tip) u jezgri, ostaje Cinjenica da
povecani izrazaj p53 dokazan imunohistokemijskom metodom bojenja ukazuje na
rizik za nastanak recidiva (142), pogotovo ako je udruzen s visokom proliferativnom
aktivnoS¢éu tumora. U ovom su radu visoki izrazaj PCNA (>50%) kao markera
proliferacije i izrazaj p53 (>20%), takoder govorili u prilog atipi¢nih i malignih
meningeoma (tab. 18 19).

Osim za predvidanje recidiva, izrazaj p53 i visoka razina PCNA imaju implikacija i za
terapiju, Sto bi trebalo ispitati u prospektivnim studijama. Naime, Nagashima i sur.
(1999) su ispitali da li oSte¢enja p53 doprinose malignoj progresiji meningeoma.
Imunohistokemijskim bojenjem analizirali su 61 bolesnika s meningeomima razli€itih
histologkih stupnjeva. Cetiri atipiéna meningeoma (negativna na p53) nisu recidivirala
nakon kirurSkog odstranjenja i zraCenja, dok su Cetri anaplasticna meningeoma,
prethodno s visokim izrazajem p53, recidivirali u kratkom intervalu ¢ak i nakon
iradijacije. Ovi rezultati upuéuju da je nakupljanje p53 udruzeno s visokim
prolifrativnim potencijalom tumora i karakteristicha znacajka koja moze ukazati na
maligno bioloSko pona$anje meningeoma (143). Colvett i sur. (1997) su ispitali
mogucéu povezanost izmedu izrazaja PCNA i klinickog toka ozracenih bolesnika.
Ispitali su arhivski materijal 33 meningeoma imunohistokemijskim bojenjem na PCNA
pomocu protutijela PC10 (Daco, California). Multivarijatnom analizom, histolo$ki
malignitet ( ali ne i atipi¢ni) i visok PCNA-indeks bili su sigurni pokazatelji progresije
tumora i nakon iradijacije (p<0.05) (145). Autori smatraju da PCNA-indeks moze biti
koristan dodatak standardnim histoloSkim kriterijima pri odredivanju lokalne kontrole
meningeoma i vr.emena prezivljenja bez recidiva bolesti nakon terapije zracenjem.
To, naravno, nije bila tema ovog rada, ali se iz dobivenih rezultata u ovom radu javlja
potreba za daljnjom istrazivanjem kliniCkog tijeka bolesti i, posebice, odgovora na

terapiju.
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6. ZAKLJUCCI

1. Ukupno je 102 meningeoma imunohistokemijski analizirano na izrazaj PCNA koji
je bio procjenjen kao negativni ili slabi ako se obojalo od 0-20% jezgara, srednji za
20-50% obojenih jezgara i visoki ako je obojenost je obuhvacala >50% tumorskih
jezgara. Stupanj izrazaja PCNA statistiCki je bio znafajno vezan uz histoloSke
znaCajke pleomorfizam stanica (p=0.002), atipiju jezgara (p=0.005) i vidljive
makronukleole (p=0.004). Izrazaj PCNA ne korelira s patoloskim mitozama, gubitkom
strukture, malim stanicama, nekrozama ni brojno$¢u krvnih zila. Visoka izrazenost
PCNA statisti¢ki je znaCajno povezana s brojem mitoza (p=0.016). U grupi bez
negativnog ili nisko izrazenog PCNA srednji broj mitoza je iznosio 1.0 + 2.1, za
srednji stupanj izrazenosti 2.62 * 4.18, a za visoki izrazaj PCNA 5.59 £ 10.6. lzrazaj
PCNA nije povezan s pove¢anom celularno$cu.

Pri analizi klinickopatoloskih skupina meningeoma, niski, srednji i visoki stupan;j
izraZzaja PCNA bio je statisti¢ki znacajno razli€it u odnosu na tri histoloSka stupnja
(p=0.013). Pri analizi grupe nerecidivnih meningeoma i recidiva takoder se stupanj
izrazaja PCNA razlikovao medu histoloSkim stupnjevima (p=0.023).

Na ukupno 102 analizirana meningeoma stupanj izrazenosti PCNA se statisticki
razlikovao medu meningeomima razli€itig stupnja i rastao je s histoloSkim stupnjem

meningeoma (p=0.032).

2. Ukupno je 102 meningeoma imunohistokemijski analizirano na izrazaj p53 koji je
prema postotku pozitivno obojenih jezgara bio podijeljen u tri stupnja: niskog (0-20%
jezgara), srednjeg (20-50% jezgara) i visokog stupnja obojenosti ako je bilo obojeno
viSe od 50% jezgara. Meningeomi razli€itog stupnja obojenosti na p53 imali su
znacajnu statisticku povezanost s pleomorfizmom stanica (p=0.000), atipijom jezgara
(p=0.004) i gubitkom strukture (p=0.001). Statisticka povezanost s makronukleolima,
patoloskim mitozama, malim stanicama, mikronekrozama i brojno$¢u krvnih Zila nije
nadena. Takoder nije nadena statisticka povezanost ni s brojem mitoza niti s
povec¢anom celularno$cu.

U ovom radu izrazaj proteina p53 znacajno se statistic¢ki razlikuje izmedu grupe
recidiva i nerecidivnih meningeoma (p=0.003). U grupi meningeoma Kkoji nisu
recidivirali p53 nije uopce bio izrazen u 13/30 (43%) tumora. Nisko izrazen je bio u
30% slucajeva (9/30), a sredniji i visoki izrazaj se nalazi u 27% (8/30). U grupi
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recidiva bez izrazenog p53 bilo je 26% tumora (9/35), s niskim izrazajem 8% (3/35), a
sa srednjim i visokim izrazajem p53 bilo je ¢ak 66% meningeoma (23/35). Takoder je
stupanj izrazaja p53 pokazivao povezanost sa porastom histoloSkog stupnja
meningeoma u recidivu (p=0.001). U grupi recidiva benigne histologije 45% je imalo
srednji i visoki izrazaj p53 (5/11), a u grupi atipi¢nih ¢ak 81% (13/16). U nerecidivnim
meningeomima benigne histologije 81% tumora su bili bez ili s niskim izrazajem p53
(22/27).
Na ukupno 102 analizirana meningeoma stupanj izrazenosti p53 se znacajno

statisticki razlikovao za meningeome razlicitig histoloSkog stupnja (p=0.000).

3. Od ukupno 102 meningeoma analizirana metodom proto€ne citometrije uz
viSestruko ponavljanje analize u vecini sluCajeva i automatsko ocitavanje svih
rezultata zbog ujednacenosti, diploidnih je histograma bilo 76 (75%), a aneuploidnih
26 (25 %).

Histoloski stupnjevi 102 meningeoma analizirana metodom proto¢ne citometrije
pokazivali su tek 95% vjerojatnost povezanosti s ploidijom (p<0.05). U skupini
malignih bilo je 17 diploidnih i 6 aneuploidnih meningeoma. U skupini atipi€nih bilo je
18 diploidnih i 12 aneuploidnih tumora. U histoloSki potpuno benignim
meningeomima 8 je bilo aneuploidnih, a 41 diploidnih. Odredivanje benignosti ili
malignosti meningeoma na osnovu same ploidije je stoga teSko i nepouzdano
Usporedbom grupe recidiva meningeoma s grupom meningeoma Koji nisu recidivirali
nalazi se statistiCki zna€ajnu razlika u zastupljenosti diploidnih i aneuploidnih
histograma (p=0.003) izmedu dvije grupe. Aneuploidija je bila znacajno vise
zastupliena u grupi recidiva 37% (13/35) u odnosu na samo 7% aneuploidnih
meningeoma (2/30) medu onima koji nisu imali recidiv. Diploidnih meningeoma je
medu recidivima bilo 63% (22/35), a u skupini meningeoma koji se nisu navratili 93%
(28/30).

U grupi histoloSki beningih meningeoma koji nisu recidivirali samo je jedan
aneuploidni histogram (4%). U grupi histoloski benignih recidiva 45% meningeoma je
imalo aneuploidni histogram (5/11). U recidivima |l stupnja 37% meningeoma
pokazivalo je aneuploidiju (6/16), a u recidivima |ll stupnja 25% tumora (2/8). Medu
grupama postoji statisticki znacajna razlika (p=0.007). Stoga smatramo da je svaka
aneuploidija znak loSijeg bioloSkog ponasanja tj. buduéeg recidiva tumora i/ili tumor
vec spada u histoloski Il ili Ill stupnj!
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Analizom uzoraka s prve operacije histoloski benignih meningeoma koji su kasnije
recidivirali (N=11) i benignih meningeoma koji kasnije nisu imali recidiva (N=27)
otkrivamo grupu neardiploidnih meningeoma (CV>8). U nju spadaju histoloski benigni
meningeomi koji su kasnije recidivirali. CV benignih meningeoma koji su razvili
recidiv (srednja vrijednost 9.59 = 4.51) bio je statistiCki znac¢ajno veéi (p=0.003) od
CV u grupi meningeoma koji nisu recidivirali (srednja vrijednost 6.51 + 1.73).

4. Frekvencija raspodjela meningeoma I., Il. i lll. stupnja unutar klini¢kih grupa
bolesnika statistiCki se znacajno razlikuje (p=0.000). Od meningeoma koji ¢e razviti
recidiv (uzorci s prve operacije), 55% ja bilo benigne histologije (11/20), 20% je bilo
atipi¢nih (4/20) i 25% malignih (5/20).

Analizom recidiva tumora (uzorci s druge operacije) naslo se 46% atipi¢nih (16/35),
23% malignih (8/35) i 31% benignih (11/35). U kontrolnoj skupini meningeoma koji
nisu recidivirali nije bilo malignih tumora, atipi¢nih je bilo 10% (3/30), a benignih 90%
(27/30). Ispitivane grupe statistiCki se razlikuju za histoloski stupanj meningeoma.
Znacajno vedi broj meningeoma histoloskog stupnja Il i Il nalazi se u grupi recidiva u
odnosu na tumore kontrolne skupine koji nisu razvili recidiv u promatranom periodu
(p=0.000).

StatistiCka analiza bila je suZzena na histolodki benigne tumore (u prvoj operaciji) koji
su bili makroskopski potpuno odstranjeni, a ipak su nakon izvjesnog vremena
recidivirali (N=11). Uspredeni su s grupom takoder histoloSki potpuno benignih
meningeoma koji nisu recidivirali (N=27) u promatranom periodu (>5god). Od
histoloskih znacajki u grupi benignih meningeoma koji ¢e recidivirati postoji statisticki
znacajno viSe izrazen pleomorfizam stanica, atipija jezgara, gubitak strukture i

povecana celularnost (>53).
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7. SAZETAK

Biopticki uzorci 102 meningeoma su fiksirani formalinom, uklopljeni u parafin i bojani
hemalaun-eozinom (HE). Svi uzorci analizirani su metodom proto¢ne citometrije
kojom se odredilo proliferativnu aktivnost i ploidiju. Usporedno, svi su tumori
analizirani s pomocu imunohistokemijskog bojenja na izrazaj dvaju biljega: biljega
proliferaciie  PCNA i produkta-tumor supresijskog gena p53. Na HE bojenim
preparatima ispitivane su histoloSke znacajke koje uklju€uju celularnost, broj mitoza,
podru¢ja nekroze i stupanj atipije stanica. Po standardima Svjetske zdravstvene
organizacije iz 1993. god. revidiranoj po Perry-u i sur., meningeome smo klasificirali u
tri stupnja: benigne (N=49), atipicne (N=30) i anaplasticne (N=23).

Analiziran je bioptiCki materijal bolesnika s dijagnozom meningeoma na prvoj
operaciji (N=66). Od toga u 36 bolesika nastupio je recidiv bolesti. Ostali bolesnici
kod kojih nije do$lo do recidiva bolesti (N=30) predstavljali su kontrolnu skupinu.
Bolesnici su praceni su od 5 do 12 god. (srednje vrijeme pracenja 88.41£35.7
mjeseci). Usporedno je analiziran bioptiCki materijal bolesnika s postavijenom
dijagnozom atipicnog/malignog meningeoma vec¢ pri prvom operativnom zahvatu
(N=12).

Nije bilo razlike u preZivljenju za dob niti izmedu grupe muskaraca i Zena.

HistoloSki stupanj meningeoma povezan je s prognozom. Znacajno veci broj
meningeoma histoloSkog stupnja Il i lll nalazi se u grupi recidiva u odnosu na tumore
kontrolne skupine koji nisu razvili recidiv u promatranom periodu (p=0.000). U grupi
recidiva bilo je 31% meningeoma |. stupnja, 46% meningeoma Il. stupnja i 23%
meningeoma lll. stupnja. U kontrolnoj skupini meningeoma koji nisu recidivirali nije
bilo malignih tumora, atipi¢nih je bilo 10% (3/30), a benignih 90% (27/30).

Od histoloskih znacajki u grupi benignih meningeoma koji ¢e recidivirati postoji
statisticki znacajno viSe izrazen pleomorfizam stanica, atipija jezgara, gubitak
strukture i povecana celularnost (>53).

Aneuploidija je bila znagajno viSe zastupljena u grupi recidiva 37% (13/35) u odnosu

na samo 7% aneuploidnih meningeoma (2/30) medu onima koji nisu imali recidiv.
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U grupi histoloski benignih meningeoma koji nisu recidivirali samo je jedan
aneuploidni histogram (4%). U grupi histoloski benignih recidiva 45% meningeoma je
imalo aneuploidni histogram (5/11). Stoga smatramo da je svaka aneuploidija znak
loSijeg bioloSkog ponasanja i koristan pokazatelj buduéeg recidiva. Postotak stanica
u S-fazi nije postigao statistiCki znacaj prilikom korelacije sa ispitivanim znacajkama.
Visoka izrazenost PCNA statisti¢ki je zna€ajno povezana s brojem mitoza (p=0.016).
Na ukupno 102 analizirana meningeoma stupanj izrazenosti PCNA se statisticki
razlikovao medu meningeomima razli¢itig stupnja i rastao je s histoloSkim stupnjem
meningeoma (p=0.032).
U grupi recidiva ¢ak 66% meningeoma imalo je srednji i visoki izrazaj p53 i taj je
ujedno statistiCki zna€ajno viSi od izrazaja p53 u meningeoma koji nisu recidivirali
(p=0.003). U grupi recidiva benigne histologije 45% je imalo sredniji i visoki izrazaj
p53 (5/11). U nerecidivhim meningeomima benigne histologije 81% tumora su bili bez
ili s niskim izrazajem p53 (22/27).
Na ukupno 102 analizirana meningeoma stupanj izrazenosti p53 se znacajno

statisticki razlikovao za meningeome razlicitig histoloSkog stupnja (p=0.000).
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8. SUMMARY

Biopsy specimens from 102 meningiomas were formalin fixed, paraffin-embedded
and H&E stained. All samples were analysed by flow cytometry to determine ploidy
level and perform cell-cycle analysis. All samples were immunostained for PCNA and
p53 protein expression.

On H&E stained slides we analysed histological parameters such as cellularity,
number of mitoses, necrosis and cellular atypia. According to the 1993 WHO criteria,
revised by Perry et al.,, 102 meningiomas were classified into grade 1=49 benign
meningiomas, grade [I=30 atypical meningiomas, grade IlI=23 malignant
meningiomas.

The patients were divided in two groups, according to the absence (N=30) or
presence (N=36) of recurrence, and the third group of patients with diagnose of
atypical/malignant meningioma at first biopsy (N=12). The patients were followed
from 5 to 12 years (for an average of 88.4 £ 35.7months).

We did not find any statistically significant relation when sex, age and prognosis were
considered.

Histological grade was significantly associated with prognosis. There were
statistically satisfactory higher number of meningiomas with histological grade Il and
[Il in the recurrence group (p=0.000). In fact in the recurrence group there were
respectively 31% of grade | meningiomas, 46% of grade Il and 23% of grade Il
meningiomas. In the control group of nonrecurrent meningiomas there were no grade
tumors Ill, 90% were benign and 10% atypical meningiomas.

Histological features of benign meningiomas which significantly correlated with
recurrence were celular polymorphism, nuclear atypia, sheeting and high cellularity
(>53).

DNA aneuploidy was significantly higher in recurrent meningiomas 37% (13/35)
compared to the nonrecurrent meningioma group 7% (2/30). In the group of
histologically benign recurrent meningiomas 45% were aneuploid (5/11) compared to
only one aneuploid tumor (4%) in benign nonrecurrent meningioma group. DNA
ploidy is useful indicator of different biological behaviour within identical histological
subgroup in meningeoma. There were no statically significant differences in the S-
phase fraction values compared with other parameters.
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The percentage of PCNA positively stained cells was correlated with histological
features and histological grade. Correlation between number of mitosis and PCNA
was statistically significant (p=0.016). Correlation between histological grade and
PCNA expression was statistically significant and expression was increasing with
histological grade (p=0.032).
The expression of p53 was significantly higher in recurrent meningioma group

(p=0.003). Expression of p53 >20% was found in 66% of recurrent meningiomas. In
benign recurrent meningeoma group 45% of meningiomas (5/11) had expression of
p53>20%, compared to 81% of meningiomas without or with low expression of p53 in
benign nonrecurrent meningioma group (22/27).

In the group of 102 meningiomas statistically significant correlation was found
between the p53 expression and histological grade (p=0.000).
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