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ZNACENJE ANGIOGENEZE I EKSPRESIJE CD44 U
GLIOBLASTOMU
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Cilj ove studije bio je pokazati ulogu angiogeneze i CD44 u glioblastomu (glioblastoma multiforme, GBM). Kao $to su
recentne studije pokazale da izrazenost CD44 u nekim tumorima ima prognosti¢ku vrijednost, postoje pojedini dokazi da
je povecana izrazenost CD44 povezana s loSijom prognozom bolesnika s glioblastomom. Poznato je da je CD44 Siroko
izrazen transmembranski stani¢ni protein uklju€éen u mnoge fizioloske i patoloSke procese (adhezija matriksa, navodenje i
aktivacija limfocita, cijeljenje rana, stani¢ni rast, prezivljavanje i migracija stanica, rast i metastaziranje tumora | dr.). Postoji
veci broj potencijalnih mehanizama kojima CD44 moze promicati malignost, npr. CD44 modulira ¢imbenike koji mogu
dopustiti pokretanje tumora i metastatsku kaskadu (prianjanje, pokretljivost, degradacija matriksa, proliferacija i stani¢no
prezivljavanje). Specifiéno gledano, CD44 veze nekoliko izvanstani€nih tvari (hijaluronska kiselina, kolagen, fibronektin,
osteopontin) $to moze olakSati vezanje i naknadni rast tumorskih stanica na drugim mjestima i izrazenost CD44. S druge
strane, pronadeno je da manja izrazenost CD44 moze biti povezana s ve¢om vjerojatnoSéu recidiva i posljedi¢no losijim
ishodom, Sto je potkrijeplijeno pra¢enjem bolesnika s recidivom glioblastoma koji imaju bolje prezivljavanje kod vece
izrazenosti CD44. Prema tome, veca izrazenost CD44 vidljiva je u tezim oblicima tumora, dok nize razine CD44 mogu
ukazivati da su maligne stanice rezistentnije na kemoterapijske tvari.
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UvOD sti (staging) glioma (8,9). Smatra se da su najvazniji

prognosticki parametri kod tih bolesnika histologija

Glioblastom (Glioblastoma multiforme, GBM) je naj-
maligniji oblik astrocitoma koji obi¢no ne reagira
na terapiju, a nosi visoku stopu smrtnosti zbog svog
agresivnog i invazivnog rasta (1-3). Glioblastom se
stvara u podruc¢ju mozdanih hemisfera, najcesée u
subkortikalnoj bijeloj tvari mozdanih hemisfera, unu-
tar kortikotemporalne regije mozga, uz moguce lepti-
rasto Sirenje preko kaloznog korpusa u drugu hemis-
feru. Mikroskopski je za glioblastom karakteristi¢na
astroglijalna diferencijacija, atipija jezgara, stani¢ni
polimorfizam, mitotska aktivnost, mikrovaskularna
proliferacija s krvozilnim trombozama i nekrozama
(4-6). Patohistoloski, za glioblastom su karakteristi¢ne
nekroze koje su razmjestene pseudopalisadno, kalcifi-
kacije i nerijetko cisticke promjene (7).

U radu s bolesnicima s glioblastomom trenutno ne
postoje standardi za odredivanje stupnja prosireno-

tumora, njegova lokalizacija i biologija. S druge stra-
ne, kod glioma se primjena klasifikacije koja ukljucuje
morfolosko histoloska obiljezja prema klju¢nim sta-
vovima (American Joint Committee on Cancer, AJCC)
nije pokazala dobrim prediktorom ishoda (8). Stoga
je nova WHO Kklasifikacija glioma iz 2016. godine uz
fenotipska obiljezja ukljucila i genotipizaciju u defini-
ranju entiteta glioblastoma uvodeci tzv. IDH-wildtype
i IDH-mutant glioblastom (9).

ANGIOGENEZA I CD44 KOD GLIOBLASTOMA

Za glioblastom je karakteristi¢no da je to najbolje vas-
kularizirani tumor mozga, a proces angiogeneze je sve
vazniji u dijagnostici i terapiji (10,11). Angiogenezu
kod tog tumora mikroskopski obiljezava mikrovasku-
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larna proliferacija kao morfoloski biljeg koji, po odred-
nicama klasifikacije tumora WHO, razlikuje glio-
blastom od bolje diferenciranih astroglijalnih tumo-
ra. Mikrovaskularna proliferacija se o¢ituje pojavom
krvozilnih tjelesaca slicnih bubreznim glomerulima
(glomeruloidnih tjelesaca) gradenih od hiperplastic-
nih i proliferacijski aktivnih endotelnih stanica, okru-
zenih bazalnom membranom, pericitima i glatkim mi-
$i¢nim stanicama. Neovaskularizacija glijalnih tumora
mozga korelira s njihovom bioloskom agresivnos$éu,
stupnjem zlo¢udnosti i prognozom. Kod glioblastoma
je karakteristi¢cno da njegova neovaskularizacija, zbog
nepostojanja krvnomozdane prepreke oko novostvo-
renih krvnih zila, omogucuje i migraciju tumorskih
stanica, razaranje okolnog tkiva edemom i nakupljanje
radioloskog kontrasta.

Klju¢ni korak u progresiji zlo¢udnih tumora, pa tako
i glioblastoma, je angiogeneza (budu¢i da omogucuje
rast tumora) i prilagodba tumora na hipoksiju. Angio-
geneza je proces stvaranja novih krvnih zila iz ve¢ po-
stoje¢ih, tijekom ¢ega dolazi do promjene ravnoteze
proangiogenih i protuangiogenih ¢imbenika izlu¢enih
iz tumorskih stanica, endotelnih stanica i makrofaga.
Pritom je zadovoljavajuca angiogeneza preduvjet tu-
morskog rasta i progresije glioblastoma. Zbog svoje
potencijalne prognosticke i terapijske vrijednosti, an-
giogeneza se dosta istrazuje kod glioblastoma, s obzi-
rom na to da je on zbog svoje iznimno bogate vaskula-
rizacije pogodan za protuangiogeno lijecenje (12,13).
Pritom je vazno da je proces tumorske angiogeneze re-
guliran proangiogenetskim i antiangiogenetskim ¢im-
benicima proizvedenim od strane tumorskih stanica
te okolnih i infiltriraju¢ih stanica domacina (12-14).

U tom procesu je vazno stvaranje angiogenih ¢im-
benika iz tumorske mase $to potice stvaranje krvnih
zila koje hrane stanice karcinoma kisikom i hranjivim
tvarima. Ove krvne Zile se vjerojatno koriste kao put
za Sirenje metastaza (15). Opisano je nekoliko angi-
ogenih ¢imbenika, uklju¢uju¢i vaskularni endotel-
ni ¢imbenik rasta (VEGE engl. Vascular endothelial
growth factor), ¢imbenik rasta fibroblasta (FGE, engl.
Fibroblast growth factor), transformirajuci ¢imbenik
rasta (TGF-a, engl. Transforming growth factor-a),
transformirajuci ¢imbenik rasta-p (TGF-f), ¢imbenik
rasta hepatocita (HGE engl. Hepatocyte growth factor),
tumor nekrotiziraju¢i ¢cimbenik (TNF, engl. Tumor ne-
crosis factor ), angiogenin, interleukin-8 i angiopoie-
tini (15,16). Osobito je pritom vazna uloga koju ima
VEGE, pro-angiogeni i imunomodulatni citokin, koji
ima sustavno znacenje i znacenje u tumorskom mi-
krookolisu. Tako se isti¢e njegovo terapijsko znacenje,
s obzirom na mogucu primjenu VEGF inhibitora, tj.
protutijela usmjerenih protiv VEGF (bevacizumab)
(12). Uz to, interakcije i funkcionalni kontakti izme-
du tumorskih stanica i njihovog mikrokolisa odvija-
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ju se putem stani¢nih povrsinskih receptora, koji su
odgovorni za interstani¢ne adhezije i adhezije izmedu
stanica i izvanstani¢nog matriksa (17). Pritom tkivo
CNS-a sadrzi dosta glikozaminoglikana hijalurona,
dok gliomske stanice izrazavaju glavni stani¢ni povr-
$inski hijaluronanski receptor, CD44, $to ukazuje na
njegovo znacenje (17).

Medu ¢imbenicima s vaznom ulogom u navedenom
procesu tumorske angiogeneze su i angiopoetini
(Ang). Angiopoetini su ligandi Tie-2 tirozin-kinaznog
receptora (RTK), koji je izrazen primarno na endotel-
nim stanicama (14,18,19). U ljudi su do sada dokazana
tri angiopoetina (Ang-1, Ang-2 i Ang-4), a osobito je
znacajan Ang-4 koji pomaze progresiju glioblastoma,
na nacin da potice zadrzavanje/odrzivost tumorskih
stanica i angiogenezu (14). Utvrdeno je da je Ang-4
povisen u ljudskom tkivu i stanicama glioblastoma pri
¢emu njegove stanice pokazuju ekspresiju Tie-2 RTK
kao i endotelne stanice. Utvrdeno je (studijama in
vivo) da Ang-4 potice rast ljudskog glioblastoma tako
da pomaze tumorsku angiogenezu i izravnu aktivaciju
izvanstani¢nog signala reguliranog kinazom Erk1/2 u
stanicama glioblastoma. Ispitivanje u¢inka Ang-4 na
tumorsku angiogenezu i progresiju glioblastoma po-
kazalo je da Ang-4 potice rast glioblastoma, pri cemu
postoji pro-glioblastomski u¢inak Ang-4 putem poti-
canja tumorske angiogeneze i aktivacije Erk1/2 u sta-
nicama glioblastoma. Te spoznaje upucuju da je funk-
cionalna os Ang-4 - Tie-2 atraktivna meta za ciljanu
terapiju glioblastoma (14).

Do sada su provedena pojedina istrazivanja o moleku-
lama znacajnim za vaskularizaciju glioblastoma medu
kojima se istice CD44. Tako se navodi da je povecana
izrazenost CD44 u endotelnim stanicama povezana
s aktivno$¢u VEGFR-2 i HGF koji su neophodni za
razvoj tumorske vaskularizacije (3,15). Ve¢ od ranije
postoje dokazi da CD44 ima ulogu u nastanku no-
votvorina i matastaziranju (20). Ovaj antigen CD44 je
transmembranski glikoprotein, ¢ije su razli¢ite izofor-
me kodirane temeljem alternativnog RNA izrezivanja,
a najbrojnija izoformna inacica je standardni CD44.

CD44 je multistrukturna i multifunkcionalna stani¢na
adhezijska molekula koja je uklju¢ena u procese sta-
ni¢ne proliferacije, diferencijacije, angiogeneze, sta-
ni¢ne migracije i stani¢nog prezivljenja, te tumorskom
rastu i metastaziranju (21). CD44 sudjeluje i u pato-
loskim procesima rasta tumora, proliferacije tumora
i rasapa tumorskih stanica. CD44 takoder posreduje
u interakciji izvanstani¢nog matriksa i unutarstanic-
nog citoskeleta, medudjelovanju s ¢imbenicima rasta i
metaloproteazama matriksa, aktiviraju¢i tako signalne
puteve koji mogu potaknuti tumorski rast i suprimira-
ti apoptozu (21).
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Uloga CD44 u tumorskom rastu i $irenju ukljucuje
mogucnost da CD44 proteini sudjeluju na vie nacina
(21,22). Smatra se da CD44 moze poticati prolifera-
ciju, pokretljivost i/ili invazivnost tumorskih stanica
jer moze regrutirati i potom aktivirati metaloprotei-
naze matriksa pridruzene stani¢noj povrsini. Kao
drugo, inac¢ice CD44 bi mogle imati ulogu u poticanju
tumorskog rasta kao ko-receptori u aktivaciji tumor-
skih RTK receptora. Uz to bi specificne CD44 inacice
mogle funkcionirati kao ligandi povr$ine tumorskih
stanica koje medudjeluju s endotelnim selektinima,
posredujuéi u pocetnom zaustavljanju i hvatanju cir-
kulirajuc¢ih tumorskih stanica u sekundarnom orga-
nu (22). Takoder CD44 moze regulacijom endotelnih
stanica i/ili regrutacijom/aktivacijom upalnih stanica,
promicati tumorsku angiogenezu. Pritom treba ima-
ti u vidu vaznost angiogeneze tumora, bududi da je
poznato da su maligni gliomi izrazito vaskularizirani,
a angiogeneza ima znacajnu ulogu u progresiji ovog
tumora (12,15).

Postoje literaturni dokazi da je u mnogim tumorima
CD44 jako izrazen i promotor nastanka tumora putem
interakcija s tumorskim mikrookolisem te je klju¢an u
malignim procesima, uklju¢ujuéi pokretljivost stani-
ca, stani¢ni rast i angiogenezu (20-23).

Ve¢ su ranije uocene promjene izrazenosti CD44
molekula kod razli¢itih tipova tumora, npr. tumora
dojke, sarkoma mekih tkiva te neuroblastoma (21).
Tako je u viSe tumora dokazana pove¢ana imunohis-
tokemijska izrazenost CD44 (tumori dojke, prostate i
gastrointestinalnog trakta), Sto se povezuje sa slabije
diferenciranim karcinomima histoloski viSeg stupnja i
s nepovoljnijim prezivljenjem bolesnika. Rezultati ve-
¢ine dosadasnjih istrazivanja pokazali su povezanost
povecane izrazenosti CD44 s metastatskim potencija-
lom tumorskih stanica. Takoder treba uzeti u obzir da
je utvrdena povezanost glioblastoma s postojanjem/
prisutno$¢u karcinomskih mati¢nih stanica (“cancer
stem cells”, CSCs) unutar tumora (1,18,20). To treba
uzeti u obzir s obzirom da se CD44 smatra biljegom
subpopulacije mati¢nih tumorskih stanica iz kojih sa-
moobnavljanjem moze proliferirati glavnina tumorske
mase (18,20).

S druge strane, neki radovi su ipak kontradiktorno
kod nekih malignoma (karcinoma bubreznih stanica
i non-Hodgkinovog limfoma) pokazali kod povecane
izrazenosti CD44 u tumorskim stanicama povoljnije
prezivljenje. U dosadas$njim istrazivanjima dobiveni
su razli¢iti i dijelom opre¢ni podatci o imunohisto-
kemijskoj izrazenosti CD44 u tumorskim stanicama
zbog Cega je dijelom i nejasna njegova uloga u tumor-
skoj neovaskularizaciji. Tako neka istrazivanja uzoraka
raspodjele CD44 u razli¢itim tumorima pokazuju da
odredene stanice ne koriste CD44 ni u tumorogenezi

niti u stvaranju metastaza. Medutim, dostupni podat-
ci izrazito su proturje¢ni i potrebne su daljnje studije
za utvrdivanje prognostickog znacenja CD44 i njego-
vih izoformnih inacica. Stoga se precizna uloga CD44
u procesu metastaziranja i znacenje njegove uloge u
nastanku ljudskih zlo¢udnih novotvorina tek treba u
potpunosti utvrditi (20).

DOSADASNJA ISTRAZIVANJA I ISKUSTVA S
CD44 U GLIOBLASTOMU

Utvrdivanje ¢imbenika odgovornih za razvoj, meta-
statsko $irenje i recidiviranje tumora mozga korisno
je u prepoznavanju dijagnostickih biljega i ciljeva te-
rapijskih mogucnosti zbog ¢ega se analizirala progno-
sticka vrijednost CD44 u glioblastomu (sl. 1).

SL. 1. Imunohistokemijska ekspresija CD44 u glioblastomu,
difuzno pozitivna reakcija u stanicama tumora, dok je
neosvaskularizacija negativna (CD44, x200, vlastito
bojenje).

Unato¢ tomu, rezultati koji se odnose na ulogu CD44
u nastanku novotvorina su dosta kontradiktorni. Ra-
niji rezultati su pokazali da je izrazenost CD44 pove-
¢ana u kolorektalnom karcinomu, dok kod karcinoma
prostate postoji korelacija izmedu njegove nize izraze-
nosti i metastatske progresije. Prema nekim studijama
jaka izrazenost CD44 povezana je s boljom progno-
zom (suprimira metastatsku progresiju i invazivnost
tumora), dok je prema drugima smanjena izraZenost
CD44 povezana s boljom prognozom (doprinosi sma-
njenju migracije i invazije) (24). Stoga, iako CD44 vje-
rojatno ima vaznu ulogu u nastanku novotvorina i nji-
hovom metastaziranju, narav uloge CD44 o¢ito varira
ovisno o tkivu i/ili patologiji (21).

Provedena su istrazivanja koja su analizirala ekspresiju
i ulogu CD44 u mozdanom tkivu (17). Dok normal-
no tkivo mozga pokazuje nikakvu ili slabu CD44 eks-
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presiju, reaktivni astrociti i stanice astrocitoma imaju
razli¢itu ekspresiju CD44 (17). Imunohistokemijskom
analizom je u astrocitomima visokog stupnja utvrden
vedi postotak i intenzitet CD44-pozitivnih tumorskih
stanica u usporedbi s astrocitomima niskog stupnja.

Ujedno se pokazalo da su stanice glioblastoma koje
izrazavaju CD44 smjestene/lokalizirane u perivasku-
larnim i perinekroti¢nim lezijama. Uoceno je da su u
ljudi stanice glioma (stani¢ne linije A172 i KG-1-C)
izrazavale CD44 mRNA i protein. Pokazalo se da je
davanje monoklonskog anti-humanog CD44 protuti-
jela inhibiralo migraciju A172 stanica (koje su gliobla-
stomskog podrijetla), ali nije utjecalo na stani¢ni
rast. Uocena je korelacija izmedu vrijednosti CD44 i
histopatoloskog stupnja glioma. Uz to su monoklon-
ska anti-CD44 protutijela inhibirala migraciju stanica
glioblastoma (17). Ova zapazanja upucuju da je CD44
potencijalni terapijski cilj kod glioblastoma.

U nedavnoj su studiji. analizom CD44 kod glioblasto-
ma, Monney i sur. utvrdili da CD44 promice agresiv-
nost glioblastoma povecavanjem invazije tumorskih
stanica, proliferacijom i rezistencijom na standardnu
kemoradijacijsku terapiju (23). Takav u¢inak CD44 u
glioblastomu takoder ukazuje da bi takva inhibicija
CD44 mogla biti znacajna u terapiji (23).

Provedeno je i nekoliko drugih novijih istrazivanja
pa su tako Guadagno i sur. u glioblastomu odredivali
imunohistokemijsku izraznost biljega mati¢nih stani-
ca CD44 i nestina radi procjene moguce prognosticke
vrijednosti i povezanosti s ukupnim vremenom pre-
zivljenja (25,26). Prema rezultatima istrazivanja izra-
zenost CD44 bila je statisticki znacajna u tih bolesni-
ka, sto je i potvrdeno dvostrukom tehnikom bojanja.
Prema istoj studiji, povecana izrazenost CD44 bila je
povezana s lo$ijom stopom prezivljenja, iako to nije
bilo statisti¢ki znacajno. S druge strane, nalaz nestina
na cjelokupnoj membrani losiji je prognosticki ¢im-
benik. Tako i ovi rezultati upu¢uju da dokaz CD44 u
glioblastomu moze biti od vrijednosti i kao prediktivni
biljeg (25,26).

Uloga CD44 kao prognostickog pokazatelja disemi-
nacije bolesti moze se shvatiti i objasniti na nekoliko
nacina. Tako se pretpostavlja da bi CD44 mogao pro-
movirati zlo¢udnost preko brojnih potencijalnih me-
hanizama (21). Smatra se da zlo¢udne stanice svoju
pokretljivost ostvaruju interakcijom s komponentama
izvanstani¢nog matriksa (preko specifi¢nih receptora
ukljucujudi citoskelet) putem stanicne signalizacije.
Tako CD44 uskladuje i podesava stani¢nu adheziv-
nost, pokretljivost, razgradnju matriksa, proliferaciju
i stani¢no prezivljenje, tj. djeluje na te ¢imbenike koji
bi mogli dovesti do inicijacije metastatske kaskade
(27). S obzirom da se CD44 moze vezati za razlilite
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komponente izvanstanicnog matriksa (ukljucujuci
hijaluronsku kiselinu, kolagen, fibronektin, osteopon-
tin), vjerojatno to omogucuje zaustavljanje i kasnije
rast tumorskih stanica uz izrazenost CD44 na sekun-
darnim lokacijama (21,28). Takoder je moguce da je
CD44 ukljucen i u druge mehanizme kao $to je $iro-
ko prihvaceno postojanje mati¢nih stanica karcinoma
unutar razli¢itih novotvorina, pa su i mati¢ne stani-
ce tumora mozga uklju¢ene u tumorsku progresiju
(21,25,29).

Znacenje biljega tumora mozga su ispitivali i Wei i
sur. koji su pracenjem CD44 i drugih potencijalnih
tumorskih biljega glioblastoma (CD63, FN1, GAD-
D45A, SPP1) dokazali njihovu poveéanu izrazenost
(ukljucujuc¢i CD44) i ulogu u vaznim stani¢nim pro-
cesima koje bi mogle pridonositi tumorogenezi (21).

Postoje i druga istrazivanja izraZenosti ovog biljega
u glioblastomu. Tako su kod glioblastoma Koev i sur.
uocili da velika izrazenost CD44, TNF-alfa, YKL-40 i
IL-6 ukazuju da se tumor moze oznaciti/klasificirati
kao mezenhimni podtip glioblastoma, ¢ime se objas-
njava brzi klini¢ki tijek i smrtni ishod (30).

Objavljene su i studije koje pokazuju povezanost CD44
s potencijalnim tumorskim supresorskim genom na-
zvanim epithelial membrane protein 3 (EMP3)(31).
Prema nedavnom istrazivanju, Jun i sur. su zapazili da
je EMP3 osobito izrazen u glioblastomima s jakom eks-
presijom CD44 (31). To upuéuje da bi EMP3 mogao
biti potencijalni cilj kod glioblastoma koji jako izra-
zavaju CD44, pri ¢emu se istice klju¢na uloga EMP3 u
TGEF-B/Smad2/3 signalnoj aktivaciji i tumorskoj pro-
gresiji (31).

Takvi dokazi o povezanosti CD44 s malignim gliomi-
ma ukazuju na mogucu upotrebu izrazenosti CD44
kao dijagnostickog alata ili prognostickog pokazatelja,
ali ujedno i na njegovo terapijsko znacenje (32,33).

MOGUCI TERAPIJSKI PRISTUPI UTEMELJENI
NA ANGIOGENEZI I CD44

U terapijskom pristupu se zadnjih godina isti¢e mo-
gucnost terapijskog djelovanja na angiogenezu (32).
Uz to, takvi terapijski pristupi temeljeni na angioge-
nezi pokazali su klinicku uc¢inkovitost kod bolesnika s
glioblastomom (14). Stoga je istrazivanje angiogeneze
i CD44 znacajno i kod osmisljavanja terapijskih mo-
gucnosti buduci da CD44 moze biti ciljna meta antian-
giogenetske terapije, $to odgovara njegovim ulogama
u regulaciji raznih stani¢nih procesa (stani¢ne prolife-
racije, diferencijacije, prezivljenja i pokretljivosti)(17).
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Znacajan pristup protutumorskom lije¢enju je mo-
gu¢nost inhibicije signalizacije angiogenetskim ¢im-
benicima VEGF i HGF preko ciljanja inacice CD44v6
(14,15,33). Uz to treba uzeti u obzir znacenje angiopoti-
na, osobito Ang-4, koji pomaze progresiju glioblastoma
na nacin da potice odrzivost tumorskih stanica i angio-
genezu. Stoga je funkcionalna os Ang-4 - Tie-2 takoder
atraktivna meta za ciljanu terapiju glioblastoma (14).

U takvom terapijskom pogledu se osobito istice djelo-
vanje na angiogene ¢imbenike, a najvazniji angiogeni
¢imbenik je VEGEF-A, c¢lan VEGF obitelji ¢imbenika
rasta. Pritom se VEGF-ovi vezu na 3 povezana ¢la-
na obitelji VEGFR, VEGFR-1, VEGFR-2, i VEGFR-3
(15). Ve¢ postoji nekoliko anti-VEGF terapijskih po-
stupaka koji se mogu kombinirati s kemoterapijom ili
radioterapijom. U ovim postupcima najvaznija je pri-
mjena VEGF inhibitora, odnosno protutijela usmje-
rena prema VEGF (bevacizumab), nekoliko malih
molekula koje inhibiraju VEGFR-2 signaliziranje te
solubilnih VEGF receptora koji se natje¢u s endoge-
nim receptorom za vezanje na VEGF (12,15). Ipak,
svi ovi terapijski postupci imaju umjerenu korist za
vedinu bolesnika s malignomima, pa stoga postoji jos
mnogo prostora za poboljsanje.

Antiangiogena terapija postala je vazna komponenta
lije¢enja mnogih solidnih tumora §to potvrduje vaz-
nost odgovarajuce opskrbe krvlju za tumorski rast
i metastaze (10,16). Thomas i sur. u nedavnoj studiji
potvrduju vaznost VEGF i njegovo znacenje kod no-
vodijagnosticiranih glioblastoma uz poznate imuno-
modulatorne ucinke radijacije i temozolomida (16).
Analiza prate¢ih imunoloskih promjena je pokazala
da lije¢enje primjenom radijacije, temozolomida i
bevacizumaba smanjuje broj perifernih regulacijskih
limfocita T (ali ne postotak) i povecava koncentraci-
ju cirkuliraju¢eg VEGF (12,16). Ovaj prijelaz profila
perifernih imunosnih stanica moze izmijeniti/modu-
lirati tumorski okoli$ i utjecati na kombiniranje imu-
noterapije s antiangiogenom terapijom (16).

Takva primjena terapijskih agensa koji ciljaju naVEGF
i njegov receptor (VEGFR) pokazala je klini¢ku dobro-
bit za bolesnike s malignim gliomima (12,13). Ipak,
trajanje odgovora varira od bolesnika do bolesnika, a
pokazalo se da bar 50 % bolesnika ne odgovora na anti-
angiogenetsko lijecenje (12,13). Uz to se uocava pojava
rezistencije na anti-VEGF/VEGEFR agense, $to ukazuje
da maligni gliomi imaju sposobnost prijelaska od zavi-
snosti o signalnom putu VEGF/VEGFR na zavisnost o
alternativnom proangiogenetskom signalnom putu.

Usprkos obecavaju¢im pretklinickim podatcima i kli-
ni¢kim pokusima u bolesnika s glioblastomom, anti-
angiogeni agensi ne pokazuju znacajan ucinak na pre-
Zivljenje u randomiziranim kontroliranim studijama.

Tako agensi koji ciljaju na VEGF ¢ini se da produzuju
razdoblje bez bolesti, poboljsavaju kvalitetu Zivota i
smanjenje primjene steroida, ali ne utje¢u na produze-
nje ukupnog prezivljenja (10). Da bi se popravilo tra-
janje odgovora i poboljsalo prezivljenje potrebno je jo$
istrazivanja koja ispituju alternativne pro-angiogene
putove, mehanizme rezistencije, strateske kombinacije
i biomarkere u predvidanju terapijskog odgovora (10).

S obzirom da je kod glioblastoma ciljanje tumorske
angiogeneze potencijalni terapijski pristup, vazno
je istaknuti moguc¢u korist koju pokazuje tivozanib,
oralni pan-VEGF inhibitor RTK (receptori s tiro-
zin-kinaznom aktivnosti), koji cilja na centralni put
angiogeneze glioblastoma (32). Ipak, tivozanib ima
ogranic¢enu anti-tumorsku aktivnost usprkos funkcio-
nalnim promjenama tumorske vaskularizacije, §to na-
glasava ogranicenja anti-VEGF monoterapije. Buduca
istrazivanja potencijalnih terapijskih mogu¢nosti kod
glioblastoma trebala bi otkriti nacin pojacane antiva-
skularne aktivnosti agenasa koji ciljaju VEGE s ciljem
povecanja aktivnosti drugih terapija.

Takoder se naglasava primjena male interferiraju-
¢e RNA (siRNA) za specifi¢nu gensku inhibiciju kao
obecavajudi pristup u lije¢enju genskom terapijom
(34). Tako je ucinkovita celularna predaja terapijske
siRNA klju¢ni korak u aplikaciji male interferirajuce
RNA (RNAI). Pritom bi trebalo razviti visokoucinko-
vite siRNA nosace za specificno stani¢no preuzimanje,
stvaranje stabilnih RNA-kompleksa i oslobadanje in-
tracelularne RNA. Radi istrazivanja ovih karakteri-
stika, Egorova i sur. nedavno su ispitivali nosace koji
nose CXCR4 ciljni ligand i njihovu sposobnost da
kondenziraju siRNA, ubrzavaju endosomalni bijeg i
gensko stiSavanje VEGFA u endotelnim stanicama i
stanicama glioblastoma s izrazenim CXCR4. Pokazalo
se da peptidni nosaci kondenziraju i stite siRNA od
RNA-zne degradacije. Ti rezultati pokazali su znace-
nje peptidnih nosaca promijenjenih preko CXCR4
liganda, vaznih za razvoj ciljanog siRNA dostavnog
sustava u karcinomskim i endotelnim stanica s izraze-
nim CXCR4 (34)

Ipak, usprkos pozitivnim pretklinickom/klini¢ckim
pokusajima primjene bevacizumaba kod glioblastoma
(kao antiangiogene terapije), velika prepreka u njego-
voj klini¢koj aplikaciji je razvoj rezistencije i progresije
koji slijedi prolazno razdoblje odgovora (12, 35).

Nazalost, kod bolesnika s glioblastomom nerijetko se
razvija rezistencija na terapiju $to upucuje da stanice
glioblastoma imaju sposobnost zamjene ovisnosti o
jednom proangiogenetskom putu drugim alterna-
tivnim putem. Iz tog je razloga nuzno utvrditi uloge
angiogenetskih ¢imbenika u tumorskoj angiogenezi i
progresiji glioblastoma (14).
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Istrazivanjima su kod tumora koji su razvili rezisten-
ciju na takvu terapiju (anti-VEGF/VEGFR agense)
dokazane povecane koncentracije angiopoetina. To
upucuje da je tako moguca njihova posredujuca uloga
u razvoju rezistencije na anti-VEGF/VEGRF agense.

Postoje spoznaje dobivene na Zivotinjskim modelima
(kod miSeva je primijenjen multigeneracijski gliobla-
stomski ksenograft model, sa supkutanom implanta-
cijom U87 stanica uz lije¢enje bevacizumabom) koje
ukazuju da je u novih generacija miSeva povecana eks-
presija nekih biljega, ukljucujuci povecanu izrazenost
CD44 kao navodnog biljega mati¢nih stanica CD44 i
klju¢nih epitelnih mezenhimnih prijelaznih transkrip-
cijskih ¢imbenika SNAI2 i ZEB2 (35). To upucuju da
je tumorska progresija pod bevacizumabom povezana
s prijelazom genske ekspresije prema mezenhimnom
subtipu, za koji je karakteristicna povecana invaziv-
nost, rezistencija i lo§ ishod (35). U nedavnoj su studiji
Jahangiri i sur. u bolesnika s glioblastomom rezisten-
tnih na bevacizumab (analizom primjenom micro-
array modela) uocili poveznost razvoja rezistencije s
prijelazom genske ekspresije prema mezenhimnom
subtipu i s aktivacijom alternativnih proangiogenih
putova. To upucuje na mehanizme rezistencije na an-
tiangiogenu terapiju kod glioblastoma (35).

Ukupno se moze istaknuti da je primjena terapijskih
mogucnosti s antiangiogenetskim djelovanjem (poput
anti-VEGF/VEGEFR terapijskih agensa) pokazala kli-
nicku korist za bolesnike s glioblastomom. Ipak, kako
kod vrlo velikog broja bolesnika dolazi do razvoja re-
zistencije na anti-VEGF/VEGEFR terapiju, potrebno je
bolje upoznati druge angiogenetske ¢imbenike i njiho-
ve signalne puteve koji imaju znacajnu i/ili preklapa-
ju¢u ulogu s VEGF/VEGFR-om u regulaciji tumorske
angiogeneze tijekom progresije glioblastoma (12,14).
Nadamo se da ¢e buduca istrazivanja doprinijeti bo-
ljem upoznavanju angiogeneze i uloge CD44 u biolo-
giji tumora, kojima bi se konac¢no utvrdila uc¢inkovi-
tost i sigurnost ciljane anti-CD44 terapije (17).

ZAKLJUCAK

Angiogeneza i CD44 su znacajni kod glioblastoma pa
postoji niz dokaza o njihovoj povezanosti s prognozom
i terapijskom primjenom. Identifikacija tumorskih bi-
ljega kao $to je CD44 od prognostickog je znacenja,
te ujedno moze pomoc¢i u traZenju novih terapijskih
modaliteta, s ciljem produljenja preZivljenja bolesnika
s glioblastomom. Takoder se dosta o¢ekuje od rada na
poboljsanju ovih moguénosti i od buduéih istrazivanja
na polju antiangiogene terapije tumora.
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SUMMARY
THE ROLE OF ANGIOGENESIS AND EXPRESSION OF CD44 IN GLIOBLASTOMA
J. MIHIC, K. ROTIM, M. VUCIC!, G. NOVAK-BILIC? and L. LUGOVIC MIHIC?

Sestre milosrdnice University Hospital Center, Clinical Department of Neurosurgery; 'Ljudevit Jurak Clinical
Department of Pathology and *Clinical Department of Dermatovenereology, Allergology and Immunology
Clinical Unit, Zagreb, Croatia

The aim of this study was to show the role of angiogenesis and CD44 in glioblastoma multiforme (glioblastoma). Some
recent studies have demonstrated that CD44 expression in some tumors has a prognostic value, and there is some
evidence that increased CD44 expression is linked to the less favorable prognosis in glioblastoma patients. It is known that
CD44 is a widely distributed transmembrane cell-surface adhesion protein involved in many physiological and pathological
processes (matrix adhesion, lymphocyte homing and activation, wound healing, growth promotion, cell survival and
migration, tumor growth and metastasis, etc.). There are a number of potential mechanisms by which CD44 might promote
malignancy [e.g., CD44 modulates factors that could allow a tumor to initiate a metastatic cascade (adhesiveness, motility,
matrix degradation, proliferation, and cell survival)]. Specifically, CD44 binds to several extracellular matrix components
(hyaluronic acid, collagen, fibronectin, osteopontin) that could facilitate adhesion and subsequent growth of CD44-
expressing tumor cells at secondary sites. On the other hand, it was also found that lower CD44 expression might correlate
with a greater likelihood of recurrence and consequently worse overall outcome, which is supported by the observation
that patients with recurrent glioblastoma have better survival outcomes if their CD44 expression levels are higher. Thus,
although higher levels of CD44 expression are seen in more severe tumors, lower CD44 levels could indicate that the
malignant cells are more resistant to chemotherapeutic agents.

Key words: angiogenesis, CD44, glioblastoma, prognosis
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