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Popis skracenica i akronima

DA- difuzni astrocitom

EMA- antigen epitelne membrane

GFAP- glijalni fibrilarni kiseli protein

HE- hemalaun-eozin

HIER- toplinom inducirano otkrivanje epitopa
IDHI1- izocitrat dehidrogenaza 1

IDH2- izocitrat dehidrogenza 2

MAPK- mitogen-aktivirana protein kinaza
NCAM- molekula neuralne stani¢ne adhezije
NOS- nespecificirani oblik

NSE- neuron specificna enolaza

OLIG1- oligodendrocitni transkripcijski faktor 1
PCA- pilocitni astrocitom

PVR- poliovirusni receptor

PXA- pleomorfni ksantoastrocitom

SEGA- Subependimalni tumor orijaskih stanica
SZO- Svjetska zdravstvena organizacija

SZS- sredi$nji ZivEani sustav

TM- transmembranska regija

TMA- tkivni mikroarej



1. Uvod

1.1. Glijalni tumori

Tumori glijalnog porijekla, odnosno gliomi naj¢esc¢i su i najvazniji primarni tumori srediSnjeg
7ivEanog sustava (SZS-a). Oni obuhvacaju vise od polovine svih primarnih novotvorina mozga
i kraljezni¢ne mozdine u odraslih (1). Prema zadnjoj reviziji podjele tumora SZS-a Svjetske
zdravstvene organizacije (SZO) iz 2016. godine, a u koju su s obzirom na prethodnu podjelu
osim histoloskih kriterija dodani 1 molekularni parametri, glijalni tumori dijele se na: difuzne
astrocitne tumore, oligodendroglijalne tumore, lokalne astrocitne tumore, ependimalne tumore

1 druge gliome (2). Revidirana podjela prikazana je u Tablici I.

Tablica I. Klasifikacija glijalnih tumora SZS-a Svjetske zdravstvene organizacije iz 2016. (2).

Difuzni astrocitni i oligodendroglijalni tumori
-difuzni astrocitom gen izocitrat dehidrogenaza (IDH) mutacija
-gemistociti¢ni astrocitom IDH mutacija
-difuzni astrocitom, IDH-divlji tip

-difuzni astrocitom nespecificirani oblik (NOS)

-anaplasti¢ni astrocitom, IDH mutacija
-anaplasti¢ni astrocitom, IDH-divlji tip

-anaplasti¢ni astrocitom, NOS

-glioblastom, IDH divlji tip
-glioblastom gigantskih stanica
-gliosarkom
-epiteloidni glioblastom
-glioblastom, IDH mutacija

-glioblastom, NOS

-difuzni gliomi srednje linije, H3 K27M mutacija




-oligodendrogliom IDH mutacija i 1p/19q kodelecija
-oligodendrogliom, NOS

-anaplasticni oligodendrogliom, IDH-mutacija i 1p/19q kodelecija
-anaplasti¢ni oligodendrogliom, NOS

-oligoastrocitom, NOS

-anaplasti¢ni oligoastrocitom, NOS

Ostali astrocitni tumori
-pilocitni astrocitom
-pilomiksoidni astrocitom
-subependimalni tumor orijaskih stanica
-pleomorfni ksantoastrocitom

-anaplasti¢ni pleomorfni ksantoastrocitom

Ependimalni tumori

-subependimom

-miksopapilarni ependimom

-ependimom
-papilarni ependimom
-ependimom svijetlih stanica
-tanicitni ependimom

-ependimom, RELA fuzija-pozitivan

-anaplasti¢ni ependimom

Drugi gliomi
-koroidni gliom treceg ventrikla
-angiocentri¢ni gliom

-astroblastom

S obzirom na stupanj diferencijacije glijalnih tumora, Svjetska zdravstvena organizacija tumore
grupira u stupnjeve ili graduse od I do IV. Odredivanje gradusa vrlo je vazno zbog lijeCenja i
prognoze bolesti. Tako razlikujemo: tumore gradus I, ¢ije su stanice nalik normalnim glija

stanicama, sporo rastu i umnozavaju se i spadaju u najmanje agresivne tumore. Za razliku od



njih tumori gradus II spadaju u kategoriju uvjetno zlocudnih tumora, ¢ije stanice jos uvijek
nalikuju normalnoj gliji ali se brzo umnozavaju, njihova je karakteristika ponovnog
pojavljivanja (recidiv) i skloni su progresiji prema viSem gradusu III, koji spada u maligne
tumore, stupanj diferencijacije je losiji (sve manje nalikuju glija stanicama iz kojih su nastali),
sklonost umnozavanja im je brza i naravno recidivi su ¢e$¢i. Konacno, tumori gradus IV su
maligni tumori, ¢ije stanice uopée ne nalikuju glijalnim stanicama. Nadalje, morfolosSke
karakteristike su brzi rast, viSe patoloSkih mitoza, podrucja nekroze i patoloSka vaskularizacija.

Biolosko ponasanje ovih tumora je vrlo agresivno, stoga je 1 tijek bolesti progresivan.

Zbog jednostavnosti prikaza u nastavku ¢u koristiti klasifikaciju glijalnih tumora SZO iz 2007.

godine koja se bazira na patohistoloskim kriterijima (7ablica II) (3).

Tablica II. Klasifikacija glijalnih tumora SZS-a Svjetske zdravstvene organizacije iz 2007. (3).

Astrocitni tumori
-pilocitni astrocitom
-pilomiksoidni astrocitom

Subependimalni tumor orijaskih stanica
Pleomorfni ksantroastrocitom

Difuzni astrocitom
-fibrilarni astrocitom
-gemistocitni astrocitom
-protoplazmatski astrocitom

Anaplasti¢ni astrocitom

Glioblastom
-glioblastom orijaSkih stanica

-gliosarkom

Oligodendroglijalni tumori
-oligodendrogliom

-anaplasticni oligodendrogliom

Oligoastrocitni tumori




-oligoastrocitom

-anaplasticki oligoastrocitom

Ependimalni tumori
-subependimom
-miksopapilarni ependimom

-ependimom
-celularni ependimom
-papilarni ependimom
-ependimom svijetlih stanica
-tanicitni ependimom
-anaplasti¢ni ependimom

1.1.1.Astrocitni tumori

Astrocitni tumori potjecu od astrocita koji spadaju u normalne potporne stanice srediSnjeg
ziv€anog sustava, a naziv su dobili po svojem zvjezdastom obliku (gr¢. astron = zvijezda).
Astrocitni tumori €ine veéinu tumora glijalnog porijekla s naj¢eS¢om lokalizacijom u velikom
mozgu, a rjede 1 u lednoj moZzdini. Jedini ustanovljen rizi¢ni faktor za primarne tumore mozga

pa tako i za astrocitne tumore je izloZenost ioniziraju¢em zracenju (4).

Pilocitni astrocitom

Pilocitni astrocitomi (PCA) su tumori niskog gradusa (SZO gradus I) s dobrom prognozom koji
se uglavnom javljaju u mladih pacijenata. NajceSc¢a lokalizacija im je u malom mozgu, vidnom
zivcu, hipotalamusu 1 bazalnim ganglijima, no mogu se javiti i u hemisferama velikog mozga,
ali uglavnom kod mladih odraslih. Vecina sluCajeva nastaje sporadicnom mutacijom BRAF
gena 1 mitogen-aktiviranom kinazom (MAPK) signalnog puta, no postoji i poveznica s
neurofibromatozom tip 1. PCA je najces¢i djecji tumor mozga s incidencijom od 0.8 na 100
000 stanovnika. Mikroskopski, PCA je graden od dugih stanica koje na svojim polovima imaju
izdanke vlasi (pilociti) odakle i potjece naziv tumora. Uz tumor se Cesto nalaze 1 Rosenthalova

tjelesSca koja su zapravo eozinofilni snopovi vidljivi na hemalaun-eozinskom (HE) bojenju.



PCA je celularni tumor s prisutnim multinuklearnim stanicama. Podrucja nekroze ne bi trebala
biti prisutna ili su vrlo rijetka. Imunohistokemijski pozitivni su na glijalni fibrilarni kiseli
protein (GFAP), S100 protein i oligodendrocitni transkripcijski faktor (OLIG1). U usporedbi s
ostalim pedijatrijskim tumorima niskog gradusa, negativni su na izocitrat dehidrogenazu 1

(IDHT1) i TP53 mutaciju (5).
Pilomiksoidni astrocitom je neSto agresivnija varijanta pilocitnog astrocitoma (6).
Subependimalni tumor orijaskih stanica

Subependimalni tumor orijaskih stanica (SEGA) rijedak je i dobro¢udan (SZO gradus I) tumor
SZS-a koji nastaje u zidu lateralnih komora mozga, u zidu foramena Monroi-a i rjede u zidu
treCe komore. Najcesce se javlja u sklopu tuberozne skleroze no moze se javiti 1 sporadi¢no.
Uglavnom se javljaju u djetinjstvu i adolescenciji. Slucajevi koji nastaju u sklopu tuberozne
skleroze nasljeduju se autosomno dominantno, a povezani su s mutacijom TSC1 i TSC2 tumor
supresor gena uz pojavu tumora i u ostalim sijelima (srce, bubreg, koza i mozak). Mikroskopski
gledano SEGA je karakteriziran velikim stanicama nalik astrocitima s perivaskularnim
pseudopalisadama na fibrilarnoj pozadini. Takoder su Ceste kalcifikacije. Unutar tumora postoji
veliki raspon stanica od gemistocitnih astrocita, dugih fibrilarnih 1 vretenastih stanica do velikih
stanica ganglijskog izgleda ¢ija je citoplazma eozinofilna, a jezgra velika i1 ekscentri¢no

smjestena. Imunohistokemijski stanice pokazuju mijeSanu, glijalnu i neuralnu diferencijaciju
(.

Pleomorfni ksantroastrocitom

Pleomorfni ksantroastrocitom (PXA) rijedak je astrocitni tumor (SZO gradus II) koji potjece
od subpijalnih astrocita ili njihovih prekursora (8). Uglavnom se javlja u mladih pacijenata s
naj¢eS¢om lokalizacijom na povrSini temporalnog reznja te je zbog toga Cesto sraSten s

leptomeningama (9). Gledano svjetlosnim mikroskopom tumor je karakteriziran umjerenim



brojem stanica pleomorfnog izgleda sa zariStima limfocitne infiltracije, no bez znakova nekroze
te s rijetkim mitozama. Stanice koje se mogu na¢i u tumoru su raznolike morfologije pa se tako
mogu vidjeti vretenaste stanice s izduZenim jezgrama, zatim velike okrugle stanice bilo s
jednom jezgrom, lobulirane jezgre ili pak vise jezgra. Citoplazma im je eozionofilna i sadrzi
razli¢ite koli¢ine hijalina 1 lipidnih vakuola. Tumorske stanice se Sire u parenhim mozga
direktno, ali 1 kod perivaskularnog prostora. Oko tumorskih stanica gledano elektronskim
mikroskopom takoder se moze vidjeti retikulinska mreza Sto govori u prilog da tumorske
stanice potjeCu od subpijalnih astrocita. Imunohistokemijski tumorske stanice su pozitivne na

GFAP (8).

Difuzni astrocitom

Difuzni astrocitom (DA) je prema SZO gradus II tumor, no zbog uzastopnih stjecanja genetskih
promjena ima tendenciju progresije u zlocudnije oblike kao $to su anaplasti¢ni astrocitom te
glioblastom. Neki tumori brzo progrediraju u zlocudnije oblike dok drugi ostaju dobro
diferencirani te sporije infiltriraju parenhim mozga (10). Tumor se najces¢e pojavljuje u
hemisferama velikog mozga s naj¢eS¢om lokalizacijom u frontalnom reznju, a drugom
najc¢eS¢om lokalizacijom u temporalnom reznju odraslih osoba (11). Mikroskopski, tumor je
graden od dobro diferenciranih fibrilarnih, protoplazmatskih ili gemistociti¢nih astrocita koji
zbog infiltrativnog rasta prema okolnom tkivu mozga stvaraju neo$tro ograni¢ene

hipercelularne mase. Imunohistokemijski tumorske stanice pozitivne su na GFAP i IDH1 (12).

Anaplasti¢ni Astrocitom

Anaplasti¢ni astrocitom je zlo¢udni, difuzno infiltrativni astrocitni tumor mozga (SZO gradus
IIT). Tumor se naj¢esée javlja u velikom mozgu odraslih oboljelih s medijanom pojavnosti od
41. godine (13). Procjenjuje se da otprilike 4 tumora nastaje ,,de novo “, dok ¥ tumora nastaje

progresijom iz astrocitnih tumora nizeg gradusa (14). Mikroskopski, u tumoru se ¢esto mogu



razlikovati komponente nizeg 1 viSeg gradusa $to govori u prilog da je tumor nastao progresijom
iz nizeg gradusa. U komponentama viSeg gradusa vide se stanice koje pokazuju znakove atipije,
povecana celularnost s patoloskim mitozama, no bez nekroze i patoloske proliferacije krvnih

zila. Imunohistokemijski tumor je pozitivan na GFAP, IDH1 1 IDH2 (13).

1.1.2.Glioblastom

Glioblastom je naj¢es¢i i najzlo¢udniji primarni tumor mozga u odraslih (SZO gradus IV).
Godisnja incidencija tumora je 3.1 na 100 000 stanovnika s najées¢om pojavnoscu izmedu 75.
1 84. godine zivota. Tumor se ¢esce javlja u osoba muskog spola u odnosu na Zenski te takoder
ceS¢e u osoba bijele rase. Razlikuju se primarni glioblastomi koji nastaju ,,de novo “ koji su
ces¢i (90%) od sekundarnih glioblastoma (10%) koji nastaju progresijom iz tumora nizeg
gradusa (15,16). Tumor najcesc¢e nastaje u frontalnom, parijetalnom i temporalnom reznju, dok
je nastanak u okcipitalnom reznju, malom mozgu, mozdanom deblu te lednoj mozdini vrlo
rijedak. Histoloski, stanice tumora pokazuju atipiju, patoloSke mitoze i invaziju u okolno tkivo
mozga, no ono Sto razlikuje glioblastom od tumora gradusa III su prisutnost nekroze i
mikrovaskularna proliferacija koje upotpunjuju dijagnozu. Takoder, postoje dvije rjede
histoloSke varijante glioblastoma, a to su glioblastom orijaskih stanica i gliosarkom.
Glioblastom orijaskih stanica karakteriziran je multinuklearnim stanicama i limfocitnim
inflitratom, dok gliosarkom obi¢no ima metaplasti¢nu mezenhimalnu komponentu koja moze
sadrzavati stanice fibroblasta, hrskavice, kostiju, glatkih i popre¢no-prugastih misi¢a ili masti
(15). Imunohistokemijski, sekundarni glioblastomi su obi¢no IDH1 pozitivni, dok je to
izuzetno rijetko u primarnim glioblastomima (16). Od ostalih imunohistokemijskih markera, to
su GFAP pozitivni tumori, kojim se potvrduje glijalno porijeklo tumora, a proliferacijski indeks

krece se izmedu 15-20% (15).



1.1.3. Oligodendroglijalni tumori

Oligodendroglijalni tumori potjeCu od oligodendrocita, ¢ija najbitnija uloga je formiranje
mijelinske ovojnice, a koji takoder kao i astrociti spadaju u potporne stanice SZS-a. Relativno
su rijetki 1 na njih otpada 5% svih glijalnih tumora, a najceS¢e nastaju u velikom mozgu odraslih

osoba (17).
Oligodendrogliom

Oligodendrogliom je difuzno rastu¢i tumor oligodendrocita (SZO gradus II) koji nastaje u
velikom mozgu odraslih osoba i to najces¢e u frontalnom reznju s vrhom incidencije u 5.
desetljecu zivota, a pojavljuje se nesto ¢eS¢e u muskaraca nego u zena. U tumoru je Cesto
prisutna kodelecija 1p/19q Sto rezultira gubitkom heterozigotnosti na p kraku 1. kromosoma i
q kraku 19. kromosoma. To su hipercelularni tumori, karakterizirani okruglim jezgrama s
rahlim kromatinom i malenim nukleolima. Perinuklearno svijetla citoplazma je artefakt koji
nastaje prilikom fiksacije formalinom Sto u kombinaciji daje stanicama izgled ,,jaja na oko*
odnosno izgled saca (18). Imunohistokemijski tumor je pozitivan na IDH1 i negativan na GFAP

(12).
Anaplasti¢ni oligodendrogliom

Anaplasti¢ni oligodendrogliom je, kao 1 oligodendrogliom, difuzno rastu¢i tumor. Agresivniji
je (SZO gradus III) 1 njegova pojavnost je rjeda. Mjesto nastanka (frontalni rezanj) i desetljece
zivota nastanka (5.) isti su kao i1 kod oligodendroglioma. Mikroskopski tumor je karakteriziran
polimorfizmom stanica koje su povecane i imaju epiteloidan izgled, vec¢ih pleomortnih jezgara
s diskretnijim nukleolima, a kromatin je fino rasprSen. Patoloske mitoze su Ceste, uz prisutnost

nekroze i krvarenja (18).



1.1.4. Oligoastrocitni tumori

Oligoastrocitom

Oligoastrocitom (SZO gradus II) je tumor Cije se dijagnoza bazira na temelju prisutnosti
neoplasti¢nih stanica koje morfoloski imaju karakteristike astrocitnih i oligodendroglijalnih

tumora (18).

Anaplasti¢ni oligoastrocitom

Anaplasti¢ni oligoastrocitom (SZO gradus III) takoder kao i oligoastrocitom ima komponente
astrocitnih 1 oligodendroglijalnih tumora. Ono $to ga razlikuje od oligoastrocitoma je izrazena
celularnost, stanic¢ni pleomorfizam, nuklearna atipija i pojava patoloskih mitoza kao i1 nekroza

uz mikrovaskularnu patoloSku proliferaciju (19).

1.1.5. Ependimalni tumori

Ependimalni tumori su grupa tumora koja nastaje iz ependimalnih stanica koje oblazu mozdane
komore, akvedukt 1 sredisnji kanal ledne mozdine, a CeS¢e se pojavljuju u djece nego u odraslih
(20). Histoloski se dijele na subependimom, miksopapilarni ependimom, ependimom i

anaplasti¢ni ependimom.

Subependimom

Subependimom je rijedak, spororastu¢i, dobro¢udan (SZO gradus I) tumor mozga. Uglavnom
se javlja u srednjoj odrasloj dobi, a najéeS¢e mjesto nastanka su 4. mozdana komora i lateralne
mozdane komore (21). Tumor je graden od nakupina stanica izomorfnih jezgra uklopljenih u
gustu glijalno-fibrilarnu pozadinu. Mogu postojati mikrocisticne promjene, kalcifikacije 1
krvarenje. Mitoze su rijetke ili ih nema, a nekroza i endotelna proliferacija nisu prisutne.
Imunohistokemijski tumor je GFAP, neuron specifi¢na enolaza (NSE) i molekula neuralne

stani¢ne adhezije (NCAM) pozitivan (22).



Miksopapilarni ependimom

Miksopapilarni ependimom je sporo rastuci, dobro¢udni tumor (SZO gradus I) koji se obi¢no
javlja u odraslih izmedu 30-50 godina (23). Uglavnom se javljaju u podruc¢ju cauda-e equina-e
te u konusnoj regiji kraljeznicne mozdine (20). Mikroskopski tumor se sastoji od dobro
diferenciranih kuboidnih stanica koje su ulozene u miksoidno promijenjenu stromu. Atipije
uglavnom nisu prisutne, a mitoze su rijetke. Imunohistokemijski tumor je pozitivan na GFAP

(24).

Ependimom

Ependimomi (SZO gradus II) su naj¢es¢i od ependimalnih tumora. Mogu se javiti u bilo kojoj
dobi no najcesce se javljaju u djece u prvom desetljecu zivote te u odraslih izmedu 30. i1 40.
godine zivota. Kod djece CeSc¢a se nalaze u kraljeznickoj mozdini 1 infratentorijalno dok se kod
odraslih podjednako nalaze infratentorijalno i supratentorijalno (20). Mikroskopski tumor ima
viSe varijanti pa se tako razlikuje celularni, papilarni, ependimom svijetlih stanica i tanicitni
ependimom. Tumorske stanice imaju okruglu ili vretenastu jezgru, a same stanice stvaraju
nakupine oko krvnih Zila, odnosno pseudorozete. U tumoru mogu postojati podrucja nekroze
Sto otezava razlikovanje od anaplasticnog ependimoma (25). Imunohistokemijski tumor je
GFAP 1 antigen epitelne membrane (EMA) pozitivan u vidu tocCkaste ili prstenaste

perinuklearne imunoreaktivnosti (26).

Anaplasti¢ni ependimom

Anaplasticni ependimom zlo¢udni je tumor mozga (SZO gradus III). Tumor je izrazito
celularan uz izrazenu atipiju tumorskih stanica, pokazuje pojacanu mitotsku aktivnost te
neovaskularizaciju u odnosu na ependimom (SZO gradus II). U tumoru su prisutna i zariSta
nekroze, no s obzirom da moze biti prisutna i u ependimomu ona nije korisna za razlikovanje

tih tumora (25).

10



1.2. Nektini
1.2.1. Podjela i struktura nektina

Nektini su obitelj imunoglobulinima (Ig) sli¢ne, Ca** neovisne, stani¢ne adhezijske molekule.
Unutar obitelji postoje Cetiri Clana, a to su: nektin-1, nektin-2, nektin-3 1 nektin-4, koji su
kodirani s cetiri gena PVRLI, PVRL2, PVRL3 i PVRL4 (27). Proces stani¢ne adhezije u
viSestani¢nih organizama utjeCe na stani¢nu proliferaciju, diferencijaciju i migraciju te tako
utjeCe na normalan razvoj organizma dok poremecaj u stanicnoj adheziji moze dovesti do
razvoja bolesti. Veze izmedu stanica mogu biti homotipicne ako se radi o stanicama iste
diferencijacije (npr. veza izmedu dviju susjednih epitelnih stanica) ili heterotipi¢ne ako se radi
o stanicama razli¢ite diferencijacije (npr. veza izmedu zametnih stanica i Sertolijevih stanica u
testisu). Takoder veze izmedu samih ¢lanova adhezijskih molekula mogu biti homofili¢ne (veza
izmedu istih ¢lanova) ili heterofili¢ne (veza izmedu razlicitih ¢lanova). Otkricem nektina, koji
su prvotno otkriveni kao virusni receptori, prepoznata je njihova uloga u mnogim stani¢nim
procesima, razvoju organizma, ali 1 u nastanku bolesti (28). Svi ¢lanovi unutar obitelji nektina
dijele istu strukturnu organizaciju. Sastoje od izvanstani¢ne regije koja ima tri
imunoglobulinima sli¢ne domene, zatim jedne transmembranske regije 1 jedne citoplazmatske

,rep® regije koja komunicira s afadinom (Slika I).

Binding
™ E/AXYV

S-S S-S S-S

Slika 1. Slika prikazuje strukturu nektina. Vide se tri imunoglobulinima slicne domene, jedna
transmembranska regija (TM) i jedna citoplazmatska regija koja komunicira s afadinom (28).
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Nektini mogu stvarati trans-homo spojeve no i trans-hetero spojeve (izmedu razlicitih ¢lanova
obitelji) Sto je jedinstveno u odnosu na kaderine koji stvaraju samo trans-homo spojeve (28,29).
Trans spojevima nazivaju se veze izmedu proteina na susjednim stanicama, dok cis spojevima
nazivamo one izmedu proteina na istoj stani¢noj membrani. Moguce su mnoge trans-hetero
kombinacije izmedu ¢lanova obitelji, no najjaca veza je izmedu nektin-1 i nektin-3 ¢lana, a
zahvaljuju¢i homofilicnim i heterofilicnim vezama nektini imaju moguc¢nost heterotipi¢nog
vezanja stanica. U stvaranju stani¢nih veza, nektini mogu djelovati sami ili s kaderinima jer su
preko afadina povezani na kaderin-katenin stani¢no adhezijski sustav (30,31). Takoder je bitno
napomenuti da osim vezanja izmedu Clanova obitelji, nektini se mogu vezati i s ¢lanovima
drugih obitelji proteina Sto im omogucava mnoge bioloske funkcije pa tako i1 regulaciju

imunoloSkog odgovora (32,33).

1.2.2. Uloga u razvoju organizma

S obzirom da prilikom razvoja organizma dolazi do stani¢ne proliferacije, diferencijacije,
migracije 1 adhezije, nektini sa svojom sposobnoS¢u homofilicnog i heterofilicnog vezanja
imaju vaznu ulogu u tim procesima. U literaturi se spominje uloga nektin-1 i nektin-3 molekula
u migraciji neurona prilikom formiranja mozdane kore, kao i uloga nektina u formiranju i
remodeliranju sinapsi (Slika I1), navodenju aksona te interakciji izmedu neurona i glija stanica

(28,34,35).
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Slika II. Heterofilicna veza izmedu nektin-1 i nektin-3 molekule na mjestu sinapse aksona i
dendrita (35).

Takoder, spominje se vaznost nektina-1 i nektina-3 u razvoju oka jer se nalaze na spoju izmedu
pigmentnog i ne-pigmentnog epitela cilijarnog tijela (36). Nektini sudjeluju i u razvoju
unutarnjeg uha jer spajaju osjetne i potporne stanice, a obje vrste stanica (osim nektin-1 i nektin-
3) takoder izrazavaju i nektin-2 (37). Spominje se i vaznost u spermatogenezi jer se pomocu
njih zametne stanice vezu za Sertolijeve stanice koje im pruzaju strukturalnu i metabolicku
potporu tijekom diferencijacije spermatogonijskih stanica. To se dogada zato §to i Sertolijeve
stanice 1 spermatogonije izrazavaju nektin-2 i nektin-3 koji su vezani za aktinski citoskelet
navedenih stanica (38). S obzirom da su vazni i za normalno funkcioniranje ameloblasta,
nektin-1 i nektin-3 sudjeluju i u razvoju zuba (39). U suprotnosti s ostalim ¢lanovima obitelji
koji se izrazavaju u epitelnim, endotelnim, hematopoetskim i neuralnim stanicama tkiva

odraslih, nektin-4 se izrazava uglavnom tijekom embriogeneze i u placenti (40).
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1.2.3.Uloga u razvoju bolesti

Nektini imaju ulogu u virusnim infekcijama jer su nektin-1 i nektin-2 prvotno otkriveni kao
proteini udruzeni s poliovirusnim receptorom (PVR), a kasnije je otkriveno da sluze kao
receptori za alfa-herpes viruse (41). Takoder, nektin-4 sluzi kao receptor za virus morbila dok
nektin-3 nije prepoznat kao virusni receptor (28,42). Nadalje, u literaturi se spominje
povezanost mutacije gena za nektin-1 sa sindromom ektodermalne displazije karakterizirane
rascjepom usne/nepca, sindaktilijom i mentalnom retardacijom (43,44). Opisuje se i povezanost
polimorfizma jednog nukleotida gena za nektin-2 s Alzheimerovom bolesti (45-47). Mutacija

gena za nektin-3 povezuje se s bolestima oka, ali i kongenitalnim ocnim defektima (48).

Osim u navedenim bolestima, velik broj znanstvenih radova opisuje pojacan izrazaj nektina u
pojedinim tumorima Sto govori u prilog da sudjeluju 1 u tumorogenezi pa su tako opisani
slucajevi pojacanog izrazaja nektin-2 molekule u tumoru dojke i ovarija (49,50). Takoder su
opisani slucajevi pojacanog izrazaja nektin-4 molekule u tumoru dojke 1 ovarija, karcinomu
gornjeg dijela urotrakta, tumoru S§titnjace, karcinomu zeluca, hepatocelularnom karcinomu,

karcinomu pankreasa, karcinomu jednjaka (51-57).

1.2.4.Uloga nektina u regulaciji imunoloskog odgovora

Nektini su kao adhezijske molekule ukljueni u stanicnu proliferaciju, prezivljenje,
polarizaciju, diferencijaciju, migraciju i adheziju kako normalnih tako i tumorskih stanica (28).
Uloga nektina u regulaciji imunoloskog odgovora tek je nedavno prepoznata (32,33). Od ranije
se zna da je aktivnost NK-stanica regulirana integracijom aktivacijskih 1 inhibitornih signala
putem receptora. Nekoliko nektina djeluje kao ligandi za receptore NK-stanica Cime
promoviraju spoj i1 reguliraju aktivaciju NK-stanica. Tako se nektin-2 (CD112) 1 nektinu-5

slicna (CD155) adhezijska molekula vezu 1 reguliraju snazni aktivacijski receptor CD226
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(DNAM-1) (58). Medutim, vazno je istaknuti da se 1 inhibitorni receptor TIGIT veze za CD155

1 CD112 1 na taj nacin se suprotstavlja u¢inku CD226 (59) (Slika I111).
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Slika IIl. Shematski prikaz interakcije izmedu NK i ciljne stanice koja izmedu ostalih izrazava
i nektin-2 (CD112) i nektinu-5 slicnu adhezijsku molekulu (CD155). Navedene molekule se vezu
za aktivacijsku (CD226) ili inhibicijsku (TIGIT) signalnu molekulu na NK-stanicama (60).

Nedavno je i na T-limfocitima pronaden novi receptor za CD112 koji se naziva CD112R (ili
PVRIG), a izrazava se i na stanicama NK. CD112R specifi¢no se veze za CD112 s visokim
afinitetom, stoga se blokiranjem inhibicijskog djelovanja CD112R pojacava aktivacija i anti-
tumorski u€inak NK-stanica (61). Na NK-stanicama postoji i receptor CD96 (TACTILE) koji
veze nektinu-5 slicnu adhezijsku molekulu (CD155), ali ne i nektin-2. On ima drugaciju
funkciju u ljudskim i Zivotinjskim imunoloskim sustavima pa je tako u literaturi opisano da se
vezanjem za receptor CD96 ljudskih NK-stanica pojacava njihovo citotoksi¢no djelovanje, dok
se vezanjem za misji receptor CD96 smanjuje citotoksicno djelovanje misjih NK-stanica

(62,63). Inace misji CD96 veze nektin-1 (CD111), a opisano je i vezanje ljudskog nektina-1 za
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CD96 ,,in vitro“ (64). Dakle, nektin-1, nektin-2 1 nektinu-5 sli¢na adhezijska molekula u

interakciji s CD96, CD226 1 TIGIT sudjeluju u regulaciji imunolo$kog odgovora.

Objavljeni su radovi koji opisuju pojacan izrazaj CD155 udruzen s losijom prognozom ne samo
karcinoma dojke, pluca, pankreasa, holangiokarcinoma, melanoma nego i glioblastoma,
navode¢i molekulu kao cilj za imunoterapiju (65). Isto tako istraZivanja pokazuju pojacan
izrazaj nektina-2 (CD112) u karcinomima dojke i ovarija te ukazuju i na potencijalni znacaj
ove molekule u imunoterapiji navedenih malignih oboljenja (49,50). Osim navedenih molekula,
navodi se pojacan izrazaj nektin-4 molekule udruzen s loSijom prognozom kod pacijenata s
tumorom dojke i ovarija, karcinomom gornjeg dijela urotrakta, tumorom §titnjace, karcinomom
zeluca, hepatocelularnim karcinomom, karcinomom pankreasa, karcinomom jednjaka s

potencijalnim terapijskim znacajem (51-57).

2. Svrha rada

U literaturi nema radova koji detaljno opisuje izrazaj pojedinih ¢lanova nektin adhezijskih
molekula na glijalnim tumorima. Stoga je svrha ovog diplomskoga rada bila bolje spoznati i
usporediti izrazaj dva c¢lana adhezijskih molekula i to nektina-2 i nektina-4 na glijalnim
tumorima razli¢itog stupnja diferencijacije. Rezultati istrazivanja doprinijeli bi boljem
poznavanju distribucije nektina-2 i1 nektina-4 u tumorima razlicite diferencijacije, od
astrocitoma do glioblastoma. Nadalje, utvrdivanjem izrazaja ovih molekula koje bi bile jace
izrazene u slabije diferenciranim tumorima mogli bi ukazati na vaznost ovih molekula u

tumorogenezi, a time i ukazati na potencijalnu ulogu ovih molekula u imunoterapiji.
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3. Materijali i postupci

3.1. Materijali

1z baze Klinickog zavoda za patologiju i citologiju KBC Rijeka prikupljeni su uzorci glijalnih
tumora u vremenskom rasponu od 2015.g. do 2020.g. Ukupno je prikupljeno 138 uzoraka
tumora razliCitih gradusa (gradus I-IV) od kojih je izdvojeno 73 stakalaca rezova tumora
obojenih HE na kojima se oznacilo reprezentativna podrucja kako bi se iz parafinskih blokova
uzela navedena podruc¢ja za izradu tkivnih mikroareja (TMA) parafinskih blokova. Zbog
nedostatka materijala u pojedinim parafinskim blokovima, konacan broj uzoraka tumora za

istrazivanje sveo se na 68 za nektin-2 odnosno na 69 za nektin-4.

3.2. Izrada TMA

Za izradu tkivnih mikroareja koristen je arhivski biopticki materijal prethodno dijagnosticiranih
glijalnih tumora. Svi uzorci fiksirani su u 10 %-tnom puferiranom neutralnom formalinu i
uklopljeni u parafin tijekom rutinske obrade tkiva. Na stakalcima rezova tumora obojenih HE
oznacila su se reprezentativna podrucja. Tada su se uzele parafinske kocke tih pojedinih uzoraka
te su se na njima takoder oznacila prethodno navedena reprezentativna podruc¢ja. Uz pomo¢
uredaja MTABoosterOl proizvodaca ALPHELYS aplicirala su se reprezentativna podrucja s
donorske parafinske kocke na akceptorsku parafinsku kocku, po prethodno isplaniranim
shemama, iglom debljine 2 mm. Napravljeno je 5 parafinskih kocka s ukupnim brojem od 198
uzoraka jer su za svaki uzorak tumora uzeta do 3 reprezentativna podrucja. Prije izrade
parafinskih rezova kocke su inkubirane u termostatu na 40° C preko no¢i. Sljede¢eg dana
izradeni su parafinski rezovi debljine 3 -4 pum na mikrotomu LeicaRM2125RT ito 1 za HE i

2 za imunohistokemiju (nektin-2 i nektin-4).
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3.3. Imunohistokemijsko bojenje

Rezovi parafinskih blokova (TMA) debljine 4 um stavljaju se na predmetno stakalce oblozeno
silanom te se susSe tijekom no¢i na 37 stupnjeva C. Slijedi deparafinizacija supstitucijom ksilena
tri puta tijekom 10 minuta i potom rehidracija apsolutnim etilnim alkoholom 100%-im tijekom
5 minuta, zatim 96%-im alkoholom tijekom 5 minuta te 70%-im alkoholom tijekom 5 minuta.
Nakon postupka rehidracije slijedi ispiranje u destiliranoj vodi kroz 10 minuta. U otkrivanju
antigenskih epitopa primjenjen je toplinom inducirani pretretman (HIER). Predmetna stakla s
tkivnim rezovima za dokazivanje nektina-2 uranjaju se u prethodno zagrijani Tris/EDTA pufer
pH 9 u vodenu kupelj tijekom 15 minuta na temperaturu od 98 stupnjeva C. Predmetna stakla s
tkivnim rezovima za dokazivanje nektina-4 uranjaju se u Target retrieval otopinu 3 u 1) u
aparat PT link na 20 minuta na temperaturi od 97 stupnjeva C. Nakon 20 minuta hladenja na
sobnoj temperaturi 1 ispiranja u destiliranoj vodi predmetna stakla su spremna za
imunohistokemijsko bojanje. U odredivanju izrazaja proteina koristi se ,,EnVision®-
imunohistokemijska metoda s REAL ENVISION DETECTION K&8000 sustavom na
automatskom imunobojacu Dako Cytomation, Autostainer Plus, Glostrup, Denmark prema
uputama proizvodaca. Protutijela za imunohistokemijska bojanja koja su se koristila su

slijedeca:

- Recombinant Anti-Nectin 2 antibody ab233384 klon EPR21124 firme Abcam; zecje

monoklonalno protutijelo; razrijedeno je u omjeru 1:250 s DAKO Antibody Diluentom S0809

- Anti-Nectin-4 antibody ab155692 firme Abcam; zec¢je poliklonalno protutijelo; razrijedeno

jeuomjeru 1:100 s DAKO Antibody Diluentom S0809.
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3.4. Procjena imunohistokemijskog bojenja

Od svakog tumora procjenjivala su se do 3 reprezentativna uzorka na TMA obojena zasebno za

nektin-2 1 zasebno za nektin-4. Za nektin-2 kao 1 za nektin-4 gledalo se 3 komponente, a to su:

izrazaj nektina na tumorskim stanicama, neurofilamentu i endotelu. Na taj na¢in tumorske

stanice su se proglasavale negativne ili pozitivne na izrazaj nektina te se takoder gledao postotak

pozitivnih tumorskih stanica od ukupnog broja tumorskih stanica u pojedinom uzorku kao i

uzorak izrazaja (membranski, citoplazmatski ili oboje). Za nektin-2 neurofilament se

proglasavao negativan, blago ili snazno pozitivan dok se za nektin-4 proglasavao negativan ili

blago pozitivan. Endotel se kod nektina-2 proglasavao umjereno ili snazno pozitivan dok se

kod nektina-4 proglasavao negativan ili blago pozitivan.

4. Rezultati

4.1. Nektin-2

U konacnici za nektin-2 je nakon izrade TMA 1 imunohistokemijskog bojenja ostalo 67

reprezentativnih uzoraka glijalnih tumora. Od tog ukupnog broja 18 uzoraka spada u tumore

gradusa II, 10 u tumore gradusa III te 39 u tumore gradusa IV. U Tablici Ill i Tablici IV sazeto

su prikazani dobiveni rezultati.

Tablica Ill. Rezultati izrazaja nektina-2 na stanicama glijalnih tumora po gradusima.

. . IzraZaj nektina-2 na tumorskim stanicama
Glijalni tumori
Negativne Pozitivhe Raspon % pozitivnih stanica
Gradus Il (N=18) 13 5 5-90%
Gradus I
(N=10) 7 3 30-80%
Gradus IV
(N=39) 16 23 1-70%
Ukupno (N=67) 36 (53,73%) | 31(46,27%) 1-90%
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Tablica 1V. Rezultati izrazaj nektina-2 na neurofilamentu i endotelu glijalnih tumora po

gradusima.
Izrazaj nektina-2
Glijalni tumori Neurofilament Endotel

Negativan Blago Snazno Negativan Umjereno Snazno
Gradus Il (N=18) 2 14 2 0 7 11
Gradus Il (N=10) 2 7 1 0 0 10
Gradus IV (N=39) 1 37 1 0 6 33
Ukupno (N=67) 5(7,46%) 58 (86,57%) 4 (5,97%) 0 13 (19,4%) 54 (80,6%)

Od ukupno 67 uzoraka tumora, njih 31 (46,27%) je pokazalo pozitivan izraZaj tumorskih stanica

na nektin-2, dok je njih 36 (53,73%) bilo negativno. Od 31 pozitivnih uzoraka, njih 20 (64,52%)

pokazivalo je membranski izrazaj nektina-2 na tumorskim stanicama (Slika IV) s rasponom

pozitivnih tumorskih stanica u pojedinim uzorcima od 5-90%. 7 (22,58%) od 31 pozitivnih

uzoraka pokazivalo je citoplazmatski izrazaj nektina-2 na tumorskim stanicama (Slika 1IV) s

rasponom pozitivnih tumorskih stanica u pojedinim uzorcima od 1-30%, a 4 (12.9%) od 31

pozitivnih uzoraka pokazivalo je i membranski i citoplazmatski izrazaj nektina-2 na tumorskim

stanicama (S/ika 1V) s rasponom pozitivnih tumorskih stanica u pojedinim uzorcima od 20 do

70%. Gledajuéi po gradusima, tumori gradusa Il imali su pozitivno 5 (27,78%) od 18 uzoraka

tumora, tumori gradusa III 3 (30%) od 10 uzoraka tumora, a tumori gradusa I'V 23 (58,97%) od

39 uzoraka tumora.
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Slika 1V. IzraZaj nektina-2 na tumorskim stanicama. A- fokalni izrazaj nektina-2 na membrani
stanica. B- cirkumferentni izrazaj nektina-2 na membrani stanica. C- citoplazmatski izrazaj
nektina-2. D- negativan izrazaj nektina-2 na tumorskim stanicama uz snazan pozitivitet na
endotelu.

Gledaju¢i neurofilament, 5 (7,46%) uzoraka tumora od njih 67 nije izrazavalo nektin-2 dok je
u njih 58 (86,57%) od 67 izrazaj nektina-2 bio blag, a u 4 (5,97%) od 67 snazan (Slika V). S
obzirom na gradus tumora, tumori gradusa II pokazivali su snaZan izrazaj nektina-2 na 2
(11,11%) od 18 uzoraka, blag izrazaj na 14 (77,78%) od 18 uzoraka i negativan izrazaj na 2
(11,11%) od 18 uzoraka. Tumori gradusa III pokazivali su snazan izrazaj nektina-2 na 1 (10%)
od 10 uzoraka, blag izrazaj na 7 (70%) od 10 uzoraka i negativan izrazaj na 2 (20%) od 10
uzoraka. Tumori gradusa IV pokazivali su snazan izrazaj nektina-2 na 1 (2,56%) od 39 uzorka,

blag izrazaj na 37 (94,88%) od 39 uzoraka i negativan izrazaj na 1 (2,56%) od 39 uzorka.
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Slika V. Izrazaj nektina-2 na neurofilamentu tumorskih uzoraka. A- negativan izrazaj. B- blag
izrazaj. C i D- snazan izrazaj.

Kod ni jednog uzorka tumora endotel nije bio negativan na izrazaj nektina-2. Njih 54 (80,6%)
od 67 snazno je izrazavalo nektin-2 dok je njih 13 (19,4%) od 67 umjereno izrazavalo nektin-2
na endotelu (Slika VI). S obzirom na gradus tumora, 11 (61,11%) od 18 tumora gradusa II
izrazavalo je nektin-2 na endotelu snazno dok je njih 7 (38,89%) od 18 izrazavalo umjereno.
Od tumora gradusa III, njih 10 (100%) od 10 izrazavalo je nektin-2 na endotelu snazno. Tumori
gradusa IV izrazavali su nektin-2 na endotelu snazno na 33 (84,62%) od 39 uzoraka tumora, a

6 (15,38) od 39 uzoraka umjereno.
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Slika VI. Izrazaj nektina-2 na endotelu. A- snazan izrazaj. B- umjeren izrazaj.

4.2. Nektin-4

U konacnici za nektin-4 je nakon izrade TMA i1 imunohistokemijskog bojenja ostalo 68
reprezentativnih uzoraka glijalnih tumora. Od tog ukupnog broja 18 uzoraka spada u tumore
gradusa II, 10 u tumore gradusa III te 40 u tumore gradusa IV. U Tablici V 1 Tablici VI sazeto

su prikazani dobiveni rezultati.

Tablica V. Rezultati izrazaja nektina-4 na stanicama glijalnih tumora po gradusima.

o , IzraZaj nektina-4 na tumorskim stanicama
Glijalni tumori
Negativne Pozitivne | Raspon % pozitivnih stanica

Gradus Il (N=18) 16 2 1-5%

Gradus I

(N=10) 9 1 1%

Gradus IV

(N=40) 32 8 1-5%

11
Ukupno (N=68) 57 (83,82%) | (16,18%) 1-5%
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Tablica VI. Rezulatati izrazaja nektina-4 na neurofilamentu i endotelu glijalnih tumora po
gradusima.

Izrazaj nektina-4
Glijalni tumori Neurofilament Endotel
Negativan Blago Negativan Blago

Gradus Il (N=18) 10 8 7 11
Gradus llI 4
(N=10) 7 3 6

Gradus IV 19
(N=40) 19 21 21

Ukupno (N=68) 36 (52,94%) 32 (47,06%) 34 (50%) 34 (50%)

Od ukupno 68 uzoraka tumora njih 11 (16,18%) je pokazalo pozitivan izrazaj tumorskih stanica
na nektin-4, dok je njih 57 (83,82%) bilo negativno. Od 11 pozitivnih uzoraka, njih 10 (90,91%)
pokazivalo je citoplazmatski izrazaj nektina-4 na tumorskim stanicama (Slika VII) s rasponom
pozitivnih tumorskih stanica u pojedinim uzorcima od 1-5%. 1 (9,09%) od 11 pozitivnih uzorka
pokazivalo je i membranski i citoplazmatski izrazaj nektina-4 na tumorskim stanicama, a udio
pozitivnih tumorskih stanica u tom uzorku bio je 1%. Gledajuéi po gradusima, tumori gradusa
IT imali su pozitivno 2 (11,11%) od 18 uzoraka tumora, tumori gradusa III 1 (10%) od 10 uzorka

tumora, a tumori gradusa IV 8 (20%) od 40 uzoraka tumora.

Gledajuci neurofilament, 36 (52,94%) uzoraka tumora od njih 68 nije izrazavalo nektin-4 dok
jeunjih 32 (47,06%) od 68 izrazaj nektina-4 bio blag (Slika VII). S obzirom na gradus tumora,
tumori gradusa II pokazivali su blag izrazaj nektina-4 na 8 (44,44%) 1 negativan izrazaj na 10
(55,56%) od 18 uzoraka. Tumori gradusa III pokazivali su blag izrazaj nektina-4 na 3 (30%) od
10 uzoraka i negativan izrazaj na 7 (70%) od 10 uzoraka. Tumori gradusa I'V pokazivali su blag

izrazaj nektina-4 na 21 (52,5%) od 40 uzoraka i negativan izrazaj na 19 (47,5%) od 40 uzoraka.
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Slika VII. Izrazaj nektina-4 u glijalnim tumorima. A i B- citoplazmatski izrazaj nektina-4 na
stanicama. C- blagi izrazaj nektina-4 na neurofilamentu. D- blagi izraZaj nektina-4 na endotelu
uz negativne stanice i intersticij (neurofilament).

Kod 34 (50%) uzoraka tumora endotel je bio negativan na izraZaj nektina-4 dok je kod njih 34
(50%) endotel pokazivao blagi izrazaj nektina-4 (Slika VII). S obzirom na gradus tumora, 11
(61,11%) od 18 tumora gradusa II izrazavalo je nektin-4 na endotelu blago dok je njih 7
(38,89%) od 18 bilo negativno. Od tumora gradusa I1I, njih 4 (40%) od 10 izrazavalo je nektin-
4 na endotelu blago dok je 6 (60%) od 10 bilo negativno. Tumori gradusa 1V izrazavali su
nektin-4 na endotelu blago na 19 (47,5%) od 40 uzoraka tumora, a 21 (52,5%) od 40 uzoraka

bilo je negativno.
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5. Rasprava

S obzirom da su tumori glijalnog porijekla heterogena skupina primarnih tumora mozga, oni se
izmedu ostaloga razlikuju kako u zlo¢udnosti tako i u prognozi s glioblastomom kao najces¢im
1 najzlo¢udnijim primarnim tumorom mozga u odraslih (15). Glioblastom, ali i ostali zlocudni
(gradus III 1 IV) glijalni tumori uglavnom su povezani s loSom prognozom i naruSenom
kvalitetom Zivota (66). Zbog toga smo u istrazivanju krenuli s pretpostavkom da ¢e pojacan
izrazaj nektin-2 i nektin-4 molekula biti na slabije diferenciranim tumorima, dakle na tumorima
gradusa I11 1 IV, §to bi ukazalo da su navedene molekule potencijalni cilj za imunolo$ku terapiju

protutijelima.

U literaturi ve¢ postoje radovi o pojacanom izrazaju nektina-2 na tumoru dojke i ovarija te
radovi o njegovoj prognostickoj ulozi u navedenim tumorima, ali i potencijalnoj terapijskoj
ulozi (49,50). Takoder, u literaturi se spominje nektin-4 kao prognosticki i terapijski ¢imbenik
u trostruko negativnom karcinomu dojke (51) i kao ciljna molekula u imunoterapiji seroznog
karcinoma jajnika (52). Nadalje, opisuje se pojacan izrazaj nektina-4 u karcinomu gornjeg dijela
urotrakta s mogu¢om ulogom nektina-4 kao ciljne molekule za imunoterapiju (53). Postoji i rad
0 pojacanom izrazaju nektina-4 u tumoru Stitnjace gdje se spominje njegova uloga u
proliferaciji, migraciji i invaziji tumorskih stanica (54). Takoder se spominje pojacan izrazaj
nektina-4 u karcinomu Zeluca (55), u hepatocelularnom karcinomu (56) i u karcinomu jednjaka
(57) takoder s prognostickom ulogom nektina-4 kao i moguc¢om ciljnom molekulom u

imunoterapiji.

lako u literaturi postoji dosta radova o ulozi nektina i molekula slicnih nektinu u zivéanom
sustavu, kao 1 o ulozi nektinu-5 slicne adhezijske molekule (CD155) u imunoterapiji
glioblastoma (65), malo se zna o izrazaju ovih molekula u glijalnim tumorima kao i njihovom

prognostickom znacaju, odnosno mogucéem cilju za imunoterapiju.
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Nektin-2 1 nektin-4 su adhezijske molekule koje su uklju¢ene u stanicnu proliferaciju,
prezivljenje, polarizaciju, diferencijaciju, migraciju i adheziju kako normalnih tako i tumorskih
stanica §to je moguce objasnjenje njihove uloge u tumorogenezi (28). Nektin-2 (CD112) se
zajedno s nektinu-5 slicnom (CD155) adhezijskom molekulom veze za snazni aktivacijski
receptor CD226 (DNAM-1) ¢ime regulira aktivaciju NK-stanica (58) no nektin-2 se takoder
zajedno s CD155 veZe i za inhibitorni receptor TIGIT suprotstavljajuc¢i se ucinku CD226 (59).
Dakle, nektin-2 utjeCe na regulaciju imunosnog odgovora $to bi takoder mogao biti moguci

mehanizam njegove uloga u tumorogenezi.

U naSem istrazivanju ukupno je 31 (46,27%) uzorak glijanih tumora od njih 67 pokazalo izrazaj
nektin-2 molekule na tumorskim stanicama. Svaki uzorak imao je razli¢it postotak pozitivnih
tumorskih stanica od ukupnog broja tumorskih stanica s rasponom od 1% do 90%. S obzirom
da u trenutku pisanja ovog diplomskog nema literature o izrazaju nektina u glijalnim tumorima
tesko je odrediti koji postotak pozitivnih tumorskih stanica je znac¢ajan. Svih 67 uzoraka imalo
je pozitivan izrazaj nektina-2 na endotelu (snazno ili umjereno) $to je i bilo za ocekivati jer se
u literaturi spominje izrazaj nektina-2 na endotelu (67) pa nam je ujedno i sluzilo kao pozitivna
kontrola. Pozitivan izrazaj nektina-2 zapazen je na 62 (92,54%) uzoraka od njih 67 na
neurofilamentu. Od tih 62, njih 58 (93,55%) izrazavalo je nektin-2 umjereno, a njih 4 (6,45%)
snazno. Sto se ti¢e nektina-4, samo je 11 (16,18%) uzoraka glijanih tumora od njih 68 pokazalo
izrazaj nektin-4 molekule na tumorskim stanicama. Svaki uzorak imao je razli¢it postotak
pozitivnih tumorskih stanica od ukupnog broja tumorskih stanica s rasponom od 1% do 5%.
Takoder ponovo je teSko odrediti koji je znac¢ajan postotak pozitivnih stanica s obzirom da u
trenutku pisanja ovog diplomskog nema literature o izrazaju nektina u glijalnim tumorima.
Blagi izrazaj nektina-4 bio je izraZzen na endotelu 34 (50%) uzoraka dok je druga polovica

uzoraka (njih 34) imala negativan izrazaj nektina-4 na endotelu. Vecina uzoraka, odnosno njih
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36 (52,94%) od 68 pokazala je negativan izrazaj nektina-4 na neurofilamentu dok je 32

(47,06%) uzoraka imalo blagi izrazaj nektina-4 na neurofilamentu.

6. Zakljucak

Temeljem dobivenih preliminarnih rezultata u ovom istrazivanju mozemo zakljuciti sljedece:

1. Imunohistokemijskim bojenjem se na tkivnim rezovima glijalnih tumora nalazi izrazaj
nektina-2 1 nektina-4 na tumorskim stanicama, neurofilamentu vanstani¢nog matriksa i
endotelu krvnih zila.

2. Navedeni izrazaj je heterogen, kako izmedu pojedinih tumora tako i unutar samog
tumora.

3. Glijalni tumori pokazuju jaci izrazaj nektina-2 u odnosu na nektin-4.

4. Nektin-2 se na tumorskim stanicama boji u citoplazmi, u citoplazmi i na membranama
ili samo na membrani.

5. lzrazaj nektina-2 je jaci u tumorima viseg gradusa (IV).

Navedeni zakljucci otvaraju mogucénost daljnjeg istrazivanja, posebno nektina-2 koji vjerojatno
u glijalnim tumorima ima vecu ulogu u tumorogenezi. Da je tome tako ukazuje i tendencija
jaceg izrazaja ove adhezijske molekule u tumorima viSeg gradusa, koji su i agresivniji 1

prognosticki najnepovoljniji.
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7. Sazetak

Tumori glijalnog porijekla naj¢es¢i su 1 najvazniji primarni tumori srediSnjeg zivéanog sustava
(SZS). Prema zadnjoj reviziji podjele tumora SZS-a Svjetske zdravstvene organizacije iz 2016.
godine, glijalni tumori dijele se na: difuzne astrocitne tumore, oligodendroglijalne tumore,
lokalne astrocitne tumore, ependimalne tumore i1 druge gliome. Nektini su obitel]
imunoglobulinima (Ig) sli¢nih, Ca*" neovisnih, stani¢nih adhezijskih molekula koje igraju
vaznu ulogu u nizu stani¢nih funkcija. Obitelj sadrzi viSe ¢lanova koji se razlicito izrazavaju na
normalnim i tumorskim stanicama. Osim vazne uloge u proliferaciji, diferencijaciji, migraciji i
adheziji samih stanica ove molekule imaju 1 znacajnu ulogu u regulaciji imunoloskog odgovora.
U literaturi nema radova koji detaljno opisuje izrazaj pojedinih ¢lanova nektin adhezijskih
molekula na glijalnim tumorima. Stoga je svrha ovog diplomskoga rada bila bolje spoznati 1
usporediti izrazaj dva Clana adhezijskih molekula 1 to nektina-2 i nektina-4 na glijalnim
tumorima razliCitog stupnja diferencijacije. Rezultati bi doprinijeli boljem poznavanju
distribucije nektina-2 1 nektina-4 u glijalnim tumorima, glijalnim tumorima razlicite
diferencijacije, mogucoj vaznost ovih molekula u tumorogenezi te potencijalu ovih molekula u
imunoterapiji. Analizom nasih rezultata zakljucili smo da postoji izrazaj nektina-2 i nektina-4
u glijalnim tumorima koji je heterogen, kako izmedu pojedinih tumora tako i1 unutar samog

tumora s ja¢im izrazajem nektina-2 u odnosu na nektin-4.

Kljuéne rijeci: Glijalni tumori; Izrazaj nektina; Nektin-2; Nektin-4

29



8. Summary

Tumours of glial origin are the most common and most important primary tumours of the
central nervous system (CNS). According to the latest revision of the CNS tumour classification
by the World Health Organization from 2016, glial tumours are divided into: diffuse astrocyte
tumours, oligodendroglial tumours, local astrocyte tumours, ependymal tumours, and other
gliomas. Nectins are a family of immunoglobulin (Ig) -like, Ca2 + independent, cellular
adhesion molecules, which play an important role in a number of cellular functions. The family
contains multiple members whose expression differs on normal and tumour cells. Apart from
the important role in the proliferation, differentiation, migration and adhesion of the cells, these
molecules also play a significant role in the regulation of the immune response. Therefore, the
purpose of this study was to better understand and compare the expression of two members of
the adhesion molecules, nectin-2 and nectin-4 on glial tumors of different degree of
differentiation. The results would contribute to a better knowledge of the distribution of nectin-
2 and nectin-4 in glial tumors, glial tumors of different differentiation, the possible importance
of these molecules in tumorigenesis and the potential of these molecules in targeted
immunotherapy. By analyzing our results, we concluded that both nectin-2 and nectin-4 do
express in glial tumours, but this expression is heterogeneous, both between different tumours

and within individual tumours, with a stronger expression of nectin-2 compared to nectin-4.

Key words: Glial tumors; Nectin-2; Nectin-4; Nectin expression
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