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1. WSTEP
1.1. WPROWADZENIE

Zwojak zarodkowy wspdtczulny — neuroblastoma (Nb) wywodzi si¢ z czgsci
prymitywnych komdrek grzebieni struny nerwowej, ktore sa prekursorami ukta-
du wspodtczulnego. Nowotwdr ten po raz pierwszy zostal opisany przez Vircho-
wa w 1864 roku. Jest najczgsciej wystgpujacym pozaczaszkowym guzem litym
wieku dziecigcego i stanowi 7-10% z wszystkich rozpoznan choréb nowotworo-
wych u dzieci [71]. Zachorowalnos¢ na ten nowotwdr w wieku od O do 15 roku
zycia okresla si¢ na 1/100000 dzieci rocznie [88,19,191]. W Polsce rocznie roz-
poznaje si¢ 100-120 nowych zachorowan na Nb [128]. Guz ten rozwija sig¢
gléwnie u niemowlat i matych dzieci. U 40% chorych rozpoznawany jest
w okresie niemowlgcym [228], a 90% tych guzéw rozwija si¢ przed 5 rokiem
zycia [19]. Sredni wiek w momencie diagnozy wynosi 22 miesiace [191].
W przewazajacej czgsci przypadkéw Nb rozwija si¢ sporadycznie, a rodzinne
wystepowanie tego nowotworu jest opisywane jedynie u 1-2% chorych z tym
rozpoznaniem [20,132].

Nb stanowi jeden z najbardziej zadziwiajacych nowotworéw ztosliwych ze
wzgledu na specyficzne wlasciwosci biologiczne i trudno przewidywalny prze-
bieg choroby. Rozpoznanie tego nowotworu nadal pozostaje wyzwaniem tera-
peutycznym, poniewaz odlegte wyniki leczenia chorych z postacia zaawansowa-
ng klinicznie sg oceniane jako niezadowalajace [116].

Zjawiskiem niezwyklym w przebiegu Nb jest zdolnos¢ do spontanicznego
lub wystgpujacego pod wplywem stosowanej chemioterapii dojrzewania tkanek
nowotworowych od postaci zlosliwej do tagodnej, jaka prezentuje zwojakoner-
wiak (ganglioneuroma). Czestos¢ tego zjawiska nie zostata dotychczas okreslo-
na. Proces samoistnego dojrzewania zazwyczaj prowadzi do powstania guza
fagodnego, natomiast dojrzewanie tkanek guza pod wptywem chemioterapii,
czesciej doprowadza do formy niecatkowicie dojrzatej nerwiaka zwojowego
(ganglioneuroblastoma) [4]. Niektore guzy Nb, zwlaszcza te, ktdre ujawniajg si¢
w wieku niemowl¢cym maja zdolnos¢ do samoistnej remisji [7,91].

Tym, co wyrdznia Nb sposrdéd innych guzow litych wieku dziecigcego, jest
ogromna réznorodnos$¢ przebiegu klinicznego poczawszy od samoistnych regre-
sji obserwowanych w niektérych przypadkach, poprzez typ guzéw wrazliwych
na umiarkowang terapi¢, az do postaci bardzo agresywnych, z szybkim rozsie-
wem nowotworu i opornoscia na stosowane intensywne leczenie onkologiczne
[19,195]. Z uwagi na t¢ réznorodnos¢ przebiegu klinicznego, opisana w licznych
usystematyzowanych badaniach od dawna dazy si¢ do wyodrgbnienia podtypéw
nowotworu réznigcych si¢ prognostycznie [206].
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1.2.  OBRAZ KLINICZNY i LECZENIE ZWOJAKA
ZARODKOWEGO WSPOLCZULNEGO

Obraz kliniczny

Zlokalizowana posta¢ zwojaka zarodkowego wspdéiczulnego czesto przebie-
ga bezobjawowo, a wykrycie procesu nowotworowego bywa przypadkowe
[178]. U czgsci chorych wstgpne objawy kliniczne bywaja niecharakterystyczne,
takie jak goraczka (u 28% chorych) i stopniowa utrata masy ciata (u 21% cho-
rych). Objawy bdlu, o mechanizmie gléwnie uciskowym, sa uzaleznione od lo-
kalizacji guza pierwotnego lub jego przerzutdw i obserwuje si¢ je u 34% chorych
[228].

Niektére z objawdw tego nowotworu sg charakterystyczne i ulatwiajg rozpo-
znanie [191,228,274]. Stwierdza si¢ je jedynie w niewielkiej grupie chorych
z rozpoznaniem Nb, a naleza do nich:

— objawy porazenia konczyn dolnych w guzach klepsydrowatych (4% cho-
rych);

— oporna na leczenie biegunka z zaburzeniami gospodarki wodno-
elektrolitowej, spowodowana wytwarzaniem przez komdrki nowotwo-
rowe enterohormonu VIP (4%);

— ostra encefalopatia z oczoplasem i objawami mézdzkowymi (2-8%);

— zespdl Hornera w przypadku naciekow nowotworowych na zwdj rzg-
skowy (1-7%);

— incydenty nadci$nienia, zaczerwienienia skory i zlewnych potéw na sku-
tek produkc;ji katecholamin przez komérki Nb (0-2%)

Wsrdd objawdw choroby z obecnoscia przerzutéw zazwyczaj dominuja te,
ktére zaleza od ognisk przerzutowych nowotworu, a wigc: mielosupresja
w przypadku zajecia szpiku, béle brzucha w wyniku licznych przerzutéw w ob-
rgbie jamie brzusznej, bdle i patologiczne ztamania kosci, czy tez powigkszenie
i bolesnos¢ watroby. Gwaltowne i znaczne powigkszenie rozmiaréw watroby
u mtodych niemowlat moze doprowadza¢ do zagrazajacej zyciu niewydolnosci
oddechowo-krazeniowej [217,228].

Leczenie

W latach 60-tych jedynie u 24% pacjentéw z rozpoznaniem Nb osiggano
5-letnie przezycie. Dzigki postgpowi w diagnostyce i terapii, do lat 90-tych na-
stapita poprawa wynikdéw leczenia i obecnie 5-letnie przezycia uzyskuje si¢
u 55% pacjentdéw z tym rozpoznaniem [19].
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Zréznicowany przebieg kliniczny zwojaka zarodkowego wspéiczulnego
wymaga wyboru z szerokiego spektrum stosowanych metod odpowiednio dosto-
sowanej dla okreslonego chorego intensywnosci terapii. W grupie pacjentow
0 dobrym rokowaniu dazy si¢ do ograniczenia leczenia onkologicznego. Jedno-
czesnie intensyfikuje si¢ terapi¢ w grupie pacjentéw z agresywnym przebiegiem
choroby, wprowadzajac dodatkowo leczenie celowane w niektére poznane me-
chanizmy biologiczne. Stad zaistniala potrzeba precyzyjnego okreslania grup
ryzyka w przebiegu tej choroby [188]. Aktualnie stosowane podziaty pacjentéw
z rozpoznaniem Nb na grupy ryzyka opieraja si¢ na ocenie uznanych czynnikdw
prognostycznych: klinicznych, jak wiek pacjenta w momencie diagnozy i sta-
dium zaawansowania klinicznego choroby; biologicznych - do ktérych nalezy
stopien ploidii DNA, obecnos¢ onkogenu NMYC oraz cech histologicznych wg
kryteriéw zaproponowanych przez Shimada [232]. Niektére protokoty terapeu-
tyczne w kryteriach prognostycznych uwzgledniaja dodatkowo ocen¢ poziomu
w surowicy LDH i ferrytyny [96,97,187,217]. Marker diagnostyczny tego nowo-
tworu - katecholaminy oceniane w momencie diagnozy w surowicy, badZz w mo-
czu sg stabym wskaznikiem prognozy [191]. Dodatkowo uznawanymi biologicz-
nymi markerami prognostycznymi sa aktywnos¢ glikoproteiny CD44 i recepto-
réow Trk A na powierzchni komérek nowotworowych oraz aktywnos¢ telomeraz.
Sposréd markeréw cytogenetycznych podkresla si¢ prognostyczna wartos¢ obec-
nosci del(1p) i czgéciowej trisomii chromosomu 17q w komérkach Nb. W aktu-
alnych protokotach leczenia Nb stosowanych przez SIOP przyjeto klasyfikacje
grup ryzyka oparta o wiek, pte¢ i obecnos¢ amplifikacji onkogenu NMYC (amp
NMYC). Uwzglednienie obecnosci amp NMYC w klasyfikacji prognostycznej
jest pierwszym w onkologii przyktadem klinicznego zastosowania markera gene-
tycznego dla stratyfikacji terapeutycznej chorych (tab. 1) [35,47,274].

Tab. 1. Prognostyczne grupy ryzyka w zwojaku zarodkowym wspdlczulnym stosowane
przez SIOP.
Tab. 1. Prognostic risk groups in neuroblastoma according to SIOP.

Grupa ryzyka Charakterystyka chorych
Risk group Patients characteristic
Niskiego Pacjenci z nowotworem w stadium I, IT oraz IVs, bez amp NMYC
Low risk Patients with neoplasm in LIl and IVs stage, without MYCN amp

Pacjenci w stadium klinicznym IIT oraz niemowleta w stadium 1V,
Posredniego bez amp NMYC

Median risk Patients in stage Il and infants in stage IV, without amplification
of MYCN

Pacjenci powyzej 1 roku zycia w IV stadium klinicznym choroby
oraz wszyscy w stadium II lub III, u ktérych stwierdzono guzy
z amp NMYC

Patients > 1 year old in stage IV and all the patients in stage Il and
111, with MYCN amp

Wysokiego
High risk
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Zaden z dotychczas proponowanych podziatéw Nb nie wydaje si¢ by¢ do-
skonaty i ostateczny, gdyz wznowy choroby zdarzaja si¢ zaréwno u pacjentéw
z chorobg zlokalizowana z grupy niskiego ryzyka, takze w I stadium choroby jak
i w grupach posredniego i wysokiego ryzyka [7]. W wigkszosci osrodkdéw onko-
logicznych stosowana obecnie metoda leczenia chorych z grupy niskiego ryzyka
jest radykalne operacyjne usunigcie guza pierwotnego i w grupie tej wieloletnie
przezycia dotycza ponad 95% chorych [19,179]. Guzy posredniego ryzyka sa
leczone kompleksowo, z zastosowaniem réznych wielolekowych schematéw
chemioterapii konwencjonalnej. W tych schematach wykorzystywane sa cytosta-
tyki wymienione w tabeli 2 w skojarzeniu z terapig miejscowa — operacyjnego
usunigcia guza resztkowego. Niektore protokoly zalecaja ponadto radioterapi¢ na
lozg po guzie. Taka forma leczenia okazata si¢ mato skuteczna w guzach wyso-
kiego ryzyka [88]. Podejmowane préby poprawienia skutecznosci terapii tej
grupy chorych zmierzaja obecnie w dwéch kierunkach. 7 jednej strony intensy-
fikuje si¢ chemioterapig, z zastosowaniem terapii mieloablacyjnej w guzach wy-
sokiego ryzyka, powtarzanej dwu a nawet trzykrotnie [88,160,196,197]. Z dru-
giej strony rownolegle trwaja badania nad wprowadzaniem nowych form terapii
celowanej z zastosowaniem lekéw hamujacych mechanizmy biologiczne decy-
dujacych o rozwoju tego nowotworu. Wsrdd tych metod w protokotach klinicz-
nych znalazly juz zastosowanie analogi kwasu retinoinowego, stymulujace réz-
nicowanie komoérek neuroblastoma oraz immunoterapia z zastosowaniem prze-
ciwcial anty GD2- przeciw swoistemu antygenowi, ktéry jest obecny na po-
wierzchni wickszosci komdrek Nb [19,274].

Tab. 2. Cytostatyki stosowane w leczeniu zwojaka zarodkowego wspéiczulnego.
Tab.2. Cytostatics used in Nb treatment.

Grupa Cytostatyki
Antracykliny/ adriamycyna, pirarubicyna/
Antracyclines adriamycin, pirarubicin
Leki alkilujace/ cyclofosfamid, ifosfamid, melfalan, thiotepa/
Alkylating agents cyclofosphamide, ifosphamide,melphalan, thiotepa
Pochodne platyny/ cykloplatyna, cisplatyna/
Platinum agents cycloplatin, cisplatin
Alkaloidy Vinci rosea/ vincristyna/
Vinca alkaloids Vincristin
Epipodofilotoksyny/ etopozyd, tenipozyd/
Epipodophyllotoxins etopozide, tenipozide
Taksany/ topotecan, irinotecan/
Taxans fopotecan, irinotecan
Inne/ daktynomycyna/
Others dactinomycin
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W niektérych osrodkach wykorzystywane sa metody leczenia celowanego
izotopami jodu potaczonymi z metajodobenzylguanidyng (MIBG) - zwiazkiem,
ktéry jest wychwytywany wybidrczo przez komérki Nb [162,270]. W fazie
badan przedklinicznych znajduja si¢ rézne formy leczenia celowanego, migdzy
innymi szczepionki nowotworowe z immunomodulatorami lub formy terapii
genowej blokujace ekspresj¢ gendw np. onkogenu NMYC lub hamujace aktyw-
no$¢ telomeraz. W fazie badan przedklinicznych znajduja si¢ takze preparaty
modulujace opornos¢ wielolekowa, inhibitory apoptozy oraz inhibitory angioge-
nezy, jak np. TNP-470 [98,274].

Dotychczasowe odlegte wyniki leczenia grupy najwyzszego ryzyka sa zle.
Nawet w przypadku stosowania terapii mieloablacyjnych z autologicznym prze-
szczepem komorek krwiotworczych, 10-letnie przezycie uzyskuje zaledwie 30%
chorych [116]. Dotychczasowy postep w leczeniu tej grupy chorych polega je-
dynie na wydluzeniu czasu przezycia, z wigksza szansa na przezycie dlugoletnie
bez objawéw choroby. Wyniki leczenia opublikowane przez rézne osrodki
przedstawia tabela 3 [18,45,61,116,125,133,181,229,248].

Odpowiedz na leczenie w Nb zalezy w znacznym stopniu od wtasciwosci hi-
stologicznych i biologicznych guza. Od czasu, gdy w 1993 zostaty przez Brodeu-
rai wsp. okreslone kliniczne, biologiczne i histologiczne kryteria prognostyczne,
wiedza na temat biologii tego nowotworu znacznie si¢ rozbudowata [32]. Pro-
wadzone badania molekularne wnikaja coraz glebiej w mechanizmy kanceroge-
nezy i dotycza takich zjawisk jak proliferacja, apoptoza, inwazyjnos¢ oraz an-
giogeneza. Aktualnie prowadzone badania zmierzaja do okreslenia znaczenia
tych proceséw dla uksztalttowania si¢ okreslonego fenotypu zwojaka zarodkowe-
go wspodtczulnego. Kolejne nowe informacje w tym zakresie stanowig szans¢ dla
opracowania bardziej skutecznych i celowanych w te mechanizmy metod terapii.
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Tab. 3. Wyniki leczenia chorych z zaawansowana postaciq zwojaka zarodkowego po-
chodzace z r6znych o$rodkow.
Tab. 3. Treatment results of Nb patients with advanced stage of disease in different
oncological centers.
P R " Gruparyzyka | 3letni 5 letni 3 letni 5 letni
ko | Rodaj el | ey | T | G | oSt | o5t
P patients 3yrs EFS| Syrs EFS | 3yrs OS | 5yrs OS
German Protokét z terapia > 1 roku,
Neuroblastoma Trial mieloablacyjna IV stadium
NB 97 Protocol with myelo- >1 year old, ) 33% ) 44%
(publ. 2003 1.) ablative therapy 1V stage
. Protokét z terapia > 1 roku,
lalian protocol mieloablacyjn: IV stadium
ICGNB 92 o ; - 17% - 28%
(publ. 2003 1) Protocol with myelo- >1 year old,
) ) ablative therapy 1V stage
Austrian Protocol Propokol z tergpla( >1 roku,
mieloablacyjna IV stadium
A-NB879 . 51% - - -
(publ. 1996 1.) Protocol with myelo- >1 year old,
) ) ablative therapy 1V stage
Protokét z terapia Pacienci i/irzl tgi;
USA/ Memorial mieloablacyjna Wys gkje o be ; ooTe-
Sloan-Kettering i anty-GD2 ¥ & 2 prog
. ryzyka - - sji choro- -
Cancer Center Protocol with mye- Hioh pisk by/
(publ. 2003 1.) loablative therapy snp ¥
and anti GD?2 patients Patients
without PD
Randomizacja: CHT .
konwencjonalna vs Niemowleta
UsA terapia mieloablac ‘ﬂa w [Vstadium +
Protokol CCG-3391 | eHaPta meloabacy] amp NMYC/ 17% . . .
Randomization: X
(publ. 2000 r.) . Infants in stage
conventional CHT vs.
. 1V + MYCN amp
myeloablative therapy
p o Pacjenci
s | P |
Massatchuset D1 e Yina ryzyka 63% - - -
Protocol with double S
(publ 2003r) cloablative thera High risk
" v i patients
p o Pacjenci
USA /Chicago Pilot Protpkd Z potrojna wysokiego
terapia mieloablacyjna 57 79
Study o ryzyka - -
Protocol with triple N +/-11% +/-10%
(pub. 2002 1.) cloablative thera High risk pa-
4 v Py tients
; . Pacjenci EFS
Japonia protokét Protpkol 4 teyaplat wysokiego 10 1at 0% S
mieloablacyjna [ 10 lat
JANB 85 . ryzyka - najdtuzsze -
(publ. 1999 1) | Fretocol with myelo- High risk rzezycie
’ ’ ablative therapy 8" przezy 28,9%
patients 8,5 lat
China/Sun-Yat Sen | Lrotokotz CHT > 1 1oku, 22%
. . konwencjonalng IV stadium/ .
University X - - (2 letni OS) -
(2003 1) Protocol with >1 year old, (2 years 0S)
) conventional CHT 1V stage
Turky/ Protokol E;E;sggi f)r?aII{nT IV>srtZl;l1;m
IPOG-NBL-92 (publ Jl ! ha‘ ; - 5% - 6%
2003) Protocol wit >1 year old,
conventional CHT 1V stage

CHT-chemioterapia, PD-progresja choroby, OS-czas przezycia od rozpoznania, EFS-czas przezycia od konca leczenia
CHT - chemotherapy, PD - progresion disease, OS - overall survival, EFS - event free survival
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1.3. CZYNNIKI PROGNOSTYCZNE

1.3.1. Czynniki kliniczne

Stadium zaawansowania choroby

Pierwsza oceng stopnia zaawansowania klinicznego Nb wprowadzita Evans i
wsp. w 1971r, Juz w tej pierwszej klasyfikacji wsréd rozsianych postaci tego
nowotworu wyodrebniona zostata grupa o bardzo dobrym rokowaniu — tzw. sta-
dium IVs [70]. Ta podstawowa skala zaawansowania klinicznego ulegata kolej-
nym modyfikacjom. Pojawity si¢ klasyfikacje chirurgiczno-patologiczne tj. kla-
syfikacja oparta na ocenie TNM zaproponowana przez UICC oraz klasyfikacja
przyjeta przez amerykanska grupg onkologéw dziecigcych Pediatric Oncology
Group (POG) w 1983 roku [100,191]. Od 1988r powszechnie uznana zostata
uzywana do chwili obecnej mi¢gdzynarodowa klasyfikacja kliniczna wg Inrerna-
tional Staging System (INSS.) [32,191]. Uwzglgdnia ona podziat na cztery stadia
gléwne oraz stadium IVs — szczegdlng postac rozsiang rozpoznawang U hiemow-
lat (tab. 4) [32,71].

Tab. 4. Stadia zaawansowania klinicznego zwojaka zarodkowego wspdtczulnego we
INSS.
Tab. 4. Clinical stages of neuroblastoma according to INSS.

Stadium Charakterystyczne cechy kliniczne
Stage Clinical characteristic
I guz zlokalizowany, catkowicie usunigty, wezty chlonne nie zajgte
tumor limited to site of origin, totaly removed, lymph notes not involved
II guz zlokalizowany, niecalkowicie usunigty, zajgte wezty chtonne po tej

samej stronie linii posrodkowe;j
tumor limited, not completely removed, lymph nodes involved on the same
side

I euz przekracza lini¢ posrodkowa ciala, obustronnie zajete wezty chlonne
tumor extends to contralateral side, lymph notes involved on both sides

v obecne przerzuty do odlegtych narzadéw
metastases present

IVs wick pacjenta < 1 roku zycia, obecne przerzuty do watroby i/ lub skory,
szpiku

patient > I year of age, metastases to the liver, skin or bone marrow
present
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W Nb, podobnie jak we wszystkich innych zlo§liwych guzach litych, sto-
pien zaawansowania choroby nowotworowej jest waznym i niezaleznym
czynnikiem prognostycznym. Najmniejsze szanse na wyleczenie maja pacjenci
z przerzutami odlegtymi w IV stadium zaawansowania. Szczegdlna postac kli-
niczna Nb — stadium IVs z obecnosciag odlegtych przerzutéw wystepuje wytacz-
nie u niemowlat. W tej postaci ognisko pierwotne Nb osiaga niewielkie rozmiary
(nieprzekraczajace linii posrodkowej ciata), a przerzuty odlegte stwierdza si¢
w szpiku kostnym, skoérze i watrobie. Stadium IVs zostalo wyodrebnione jako
dobrze rokujace, gdyz Nb w tym stadium cechuje szczegdlna sktonnos¢ do sa-
moistnej regresji. Wyniki leczenia tej postaci przy zastosowaniu mato intensyw-
nej chemioterapii sa bardzo dobre i przekraczaja 90% trwalych wyleczen
[177,217].

Wiek

Odmienny przebieg kliniczny tego nowotworu u niemowlat jest cecha, nie-
spotykang w innych guzach ztosliwych. Guzy rozwijajace si¢ w wieku niemow-
lgcym charakteryzuja si¢ w wigkszosci znaczng chemiowrazliwoscia i sktonno-
scig do regresji [244]. Wyniki leczenia Nb rozpoznanego w stadium IV u nie-
mowlat sa lepsze niz u dzieci starszych, gdyz dlugotrwale catkowite remisje
stwierdza si¢ u 50-75% takich pacjentéw [187,245]. Niepowodzenia leczenia
niemowlat z tym rozpoznaniem dotycza najczeséciej pacjentéw w pierwszym
trymestrze Zycia, kiedy gwaltownie rozwijajacy si¢ guz moze spowodowac ob-
jawy zagrazajace zyciu: niewydolnos¢ oddechowo-krazeniowa spowodowana
podparciem przepony przez olbrzymia watrob¢ z licznymi przerzutami oraz
wspolistniejace zaburzenia krzepniecia i krwotoki do rozwijajacego si¢ guza
nowotworowego [73,229]. Pokonanie tych trudnosci stwarza duze prawdopodo-
bienstwo wyleczenia nawet najmtodszych pacjentdéw. Gorsze rokowanie maja tez
niemowleta z obecnoscia przerzutdéw do kosci [167]. Najbardziej niekorzystnym
markerem Nb w tym wieku jest stwierdzenie obecnosci amp NMYC [274] - dhu-
goletnie przezycia wolne od wznowy w takich przypadkach uzyskuje si¢ jedynie
u 28% niemowlat [119,275]. Te guzy, ktére ujawniaja si¢ powyzej 1 roku zycia
prezentuja cechy wigkszej agresywnosci i czgsto charakteryzuja si¢ narastajaca
opornoscia na leczenie. W zwojaku zarodkowym wspélczulnym wiek jest
zatem waznym i niezaleznym czynnikiem rokowniczym, ktory jest uwzgled-
niany nie tylko w klasyfikacji klinicznej, lecz takze w klasyfikacji progno-
styczno-morfologicznej guza [191].

Lokalizacja ogniska pierwotnego

Lokalizacja ogniska pierwotnego Nb jest zwigzana z anatomicznym usytu-
owaniem uktadu wspdtczulnego. Najczgstszym miejscem rozwoju tego no-
wotworu sg nadnercza (40% guzdow) i jama brzuszna (25%), ale nowotwor ten
moze rozwija¢ sie takze w srédpiersiu (15%), okolicy krggostupa szyjnego (5%)
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i w miednicy (5%) [226]. Pierwotne ognisko Nb zlokalizowane wewnatrzcza-
szkowo wystepuje wytacznie sporadycznie. Na podstawie spostrzeien klinicz-
nych uznano, iz Nb z pierwotng lokalizacja $rédpiersiowa charakteryzuja
si¢ fagodniejszym przebiegiem i lepszym rokowaniem [173]. Fakt ten moze
by¢ zwiazany z czgsciej wystgpujaca w tej lokalizacji korzystna prognostycznie
budowa morfologiczna tkanki nowotworowej. Ponadto przypuszcza si¢, ze guzy
zlokalizowane w $rodpiersiu rozwijaja si¢ z embrionalnie odmiennych komérek
prekursorowych [52]. Ognisko pierwotne Nb zlokalizowane w jamie brzusznej
jest zazwyczaj trudnigjsze diagnostycznie, co opdznia rozpoznanie i podjgcie
leczenia. Bogata symptomatologia kliniczna guzéw nowotworowych w lokaliza-
cji srédpiersiowej utatwia wezesniejsza diagnoze 1 moze pozytywnie wplyna¢ na
osiagane wyniki leczenia [52,163].

Przerzuty

Wigkszos¢ pierwotnych ognisk Nb charakteryzuje sktonnos¢ do szybkiego
tworzenia przerzutéw do weziéw chionnych i réznych odlegtych narzaddéw,
w tym najczesciej: do kosci (80%), szpiku (65%), watroby, ptuc i osrodkowego
uktadu nerwowego [191]. We wezesnych obserwacjach klinicznych zauwazo-
no, ze obecno§¢ przerzutéw do kosci jest szczegdlnie niekorzystnym czynni-
kiem rokowniczym [41].

Markery biochemiczne jako wskaZniki prognozy

Postgp w badaniach biochemicznych w latach 80-tych pozwolil na identyfi-
kacje markeréw Nb oznaczanych w surowicy krwi, badz w moczu jako kolej-
nych wskaznikéw prognozy. Wskazniki biochemiczne odgrywaja wazna role
wspomagajaca dla wezesniej zidentyfikowanych klinicznych czynnikéw progno-
stycznych. Sposréd wielu proponowanych markeréw biochemicznych szerokie
zastosowanie znalazly tylko takie, ktdre mogly by¢ oznaczane w wigkszosci
laboratoriéw szpitalnych. Naleza do nich:

1. Dehydrogenaza kwasu mlekowego (LDH) - marker martwicy komérek jest
niespecyficznym wskaznikiem aktywnosci nowotworu nie tylko w Nb, ale
takze w innych rozrostach nowotworowych (w guzach zarodkowych
i w hematologicznych chorobach rozrostowych) [198]. Podwyzszone steze-
nie LDH w surowicy krwi stwierdza si¢ u 77-83% pacjentdw z rozpozna-
niem Nb. Stezenie tego enzymu w surowicy krwi koreluje z szybkoscia
wzrostu nowotworu [198,219]. Udowodniona zostata silna korelacja pod-
wyiszonego stezenia LDH z niekorzystnym przebiegiem choroby i od
1992 roku amerykanska grupa Pediatric Oncology Group (POG) zaliczy-
la ten marker do jednego z najwazniejszych biochemicznych czynnikéw
rokowniczych [98].
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Ferrytyna - rozpuszczalna glikoproteina produkowana przez komorki ukta-
du siateczkowo-srédblonkowego, znalazta zastosowanie w okreslaniu grup
ryzyka w wielu protokotach terapeutycznych Nb. Podwyzszone jej stgzenie
w surowicy krwi przekraczajace 142 ng/ml stwierdza si¢ u potowy pacjen-
tow. Wigkszos¢ tych chorych (66%) prezentuje III i IV stadium kliniczne
choroby. Jednoczesnie wigkszo$¢ pacjentdw ze stwierdzanym niskim sta-
dium zaawansowania choroby i w stadium IVs wykazuje prawidlowe steze-
nie ferrytyny w surowicy krwi [97]. Badania wskazuja, iz cz¢é¢ komorek
neuroblastoma posiada zdolnos¢ produkowania i sekrecji ferrytyny. Przy-
puszcza si¢, ze niekorzystny wplyw wysokiego stezenia ferrytyny w su-
rowicy krwi chorych z Nb moze by¢ wynikiem jej supresyjnego dziala-
nia na uklad immunologiczny pacjentéw, poprzez hamowanie zaréwno
odpornosci nieswoistej jak i swoistej komérkowej. To zahamowanie odpo-
wiedzi immunologicznej moze utatwia¢ rozwdj choroby nowotworowej [98].

Enolaza neurospecyficzna (NSE) jest nie tylko uznanym wskaznikiem
rokowniczym, ale réwniez diagnostycznym. Jest to enzym zwiazany z ko-
mérkami wywodzacymi si¢ z uktadu neuroektodermalnego. Jej st¢zenie
w surowicy przewyzszajacy 100 ng/ml koreluje z niekorzystnym przebie-
giem choroby. Zaleznos¢ ta jest najsilniej wyrazona w odniesieniu do wieku
niemowlecego [280].

Katecholaminy sa waznym wskaznikiem diagnostycznym, gdyz komérki
Nb ktére wywodzg si¢ z komérek prekursorowych uktadu sympatycznego
posiadaja potencjalne mozliwosci ich produkowania. Stad tez charaktery-
styczna wlasciwoscia zwojaka zarodkowego jest podwyzszony poziom ka-
techolamin w surowicy krwi pacjenta, jak tez ich metabolitéw wydalanych
zmoczem tj kwasu vanilinomigdalowego (VMA) i homowanilinowego
(HVA). Szlak metaboliczny syntezy katecholamin moze by¢ niekomletny,
zwlaszcza w mniej dojrzatych komérkach i wowcezas z komérek nowotwo-
rowych uwalniane sg posrednie produkty syntezy katecholamin, jak dihy-
droksyfenoloalanina (DOPA), czy dopamina. W komoérkach Nb o cechach
wigkszej dojrzatosci czgsciej produkowane i uwalniane sa koncowe produkty
syntezy katecholamin, czyli adrenalina i noradrenalina. Podwyzszony po-
ziom katecholamin lub produktéw ich metabolizmu nie jest silnym wskazni-
kiem prognostycznym. Natomiast zwigkszona ilos¢ kwasu HVA na nieko-
rzy$¢ VMA, ktéra odzwierciedla stosunek HVA/VMA >1 jest czynnikiem
rokowniczym $wiadczacym o niedojrzatosci komérek Nb [98,236,279].
Najbardziej niedojrzate morfologicznie postacie guzéw Nb nie posiadajg
zdolnosci produkowania katecholamin i w takich przypadkach poziom
katecholamin w surowicy krwi pacjentéw pozostaje prawidltowy [98].
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1.3.2. Czynniki histologiczne

Zwojak zarodkowy wspdtczulny wywodzi si¢ z prekursoréw uktadu nerwo-
wego wspdtczulnego (WUN). Fizjologiczny rozwdj i stopniowe dojrzewanie
réznych elementéw WUN, z ktérego wywodzi si¢ Nb moga by¢ jedna z przy-
czyn réznorodnosci biologicznej tego nowotworu.,

Fizjologiczny rozwdj tego uktadu mozna podzieli¢ na trzy zasadnicze etapy [175]:

Etapl —  oddzielania si¢ komérek prekursorowych WUN od pierwotnej cewy
nerwowej 1 migracji w okolicg grzbietowa wzdtuz przebiegu aorty.

Etap I — przeksztalcania si¢ komoérek prekursorowych w komoérki zwojow
przykregowych i pierwotnych splotéw przedkrggowych otaczaja-
cych gtéwne naczynia brzuszne. Czes¢ tych komérek nabiera zdol-
nosci odpowiedzi na glukokortykoidy i z nich powstaja nadnercza.
Komérki te traca whasciwosci neuronalne i zaczynaja produkowaé
substancje o wlasciwosciach endokrynnych. Pozostate komoérki, kt6-
re nie osiggnely w migracji tkanki docelowej, ulegaja apoptozie.

Etap Il — dojrzewania komorek prekursorowych w miejscach ich ostatecznej
lokalizacji i nabywania fenotypu komoérek chromochtonnych ze
zdolnoscia produkcji neurotransmiterdw.,

Prawidtowy przebieg kolejnych etapéw dojrzewania uktadu wspétczulnego
jest kontrolowany przez dwa gtowne szlaki sygnalizacyjne: szlak neurotrofin
dziatajacych poprzez receptory TRK oraz szlak czynnikéw pochodzacych z ro-
dziny neurotrofin glejowych dziatajacych przez system receptorow RET [54].

Proces kancerogenezy moze rozpoczac si¢ na réznych etapach fizjologiczne-
go dojrzewania czesci wspétczulnej uktadu nerwowego. W Nb wykazano zabu-
rzenia w obu szlakach kontrolujacych prawidtowy rozwdj tego uktadu [54].

Klasyfikacja morfologiczna guzow typu neuroblastoma

Guzy typu neuroblastoma zbudowane sa z dwéch podstawowych populacji
komérek. Sa to komorki szeregu neuroblastycznego oraz komérki podscieliska
(Schwanna). Guzy te prezentuja histologicznie szerokie spektrum obrazéw, be-
dacych wyrazem réznicowania, dojrzewania i réznych proporcji obydwu wy-
mienionych sktadowych. Komérki szeregu neuronalnego zaleznie od stopnia
dojrzatosci przedstawiaja obraz od prymitywnych drobnych, okragtych komérek
(,,round blue cells”), az do dojrzewajacych komérek zwojowych lub dojrzatych
gangliocytéw. Populacja komérek podscieliska ostonkowego typu Schwannian
moze by¢ obecna w postaci pojedynczych komérek lub stanowi pole zrgbu dla
komérek zwojowych, a nawet staje si¢ dominujaca populacja w guzie. Klasyfi-
kacja morfologiczna guzéw neuroblastycznych opiera si¢ na ocenie stopnia doj-
rzatosci i ilosci podscieliska w guzie [231].
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Rola i pochodzenie komérek Schwanna w guzach Nb nie jest do konca po-
znana. Ambros i wsp. uznaje, iz sa to komoérki prawidtowe, pochodzace z ner-
wow obwodowych w otoczeniu, naciekajace tkankg nowotworowa [4], choc
badania innych autoréw sugeruja nowotworowe pochodzenie tych komdrek.
Uwazaja oni, ze neuroblasty i komoérki Schwanna wywodza si¢ ze wspélnego
prekursora tkanki nowotworowej lub wywodza si¢ z mesenchymy naczyniowej
[172,208]. Komoérki Schwanna petnig réznorodne funkcje, zaleznie od fenotypu
mielinizacyjnego i niemielinizacyjnego. Przede wszystkim tworza ostonke wo-
kot aksonu, moga produkowaé elementy blony podstawnej i biatka macierzy
pozakomérkowej. Uwaza si¢, ze podscielisko z komérkami Schwanna poprzez
liczne czynniki parakrynne pozostaje w $cistych interakcjach z neuroblastami
w kontekscie regulacji ich proliferacji, angiogenezy, dojrzewania i wzrostu guza
[4,5,50].

Opracowanie idealnej morfologicznej systematyki guzéw Nb jest trudne, ze
wzgledu na ich znaczng heterogennos¢. Dodatkowa komplikacja jest zrdéznico-
wana budowa morfologiczna w obrgbie tego samego guza, gdzie czgsto sasiaduja
7 soba pola o réznej dojrzatosci histologicznej. Wyrazem tych trudnosci sa ko-
lejne zmieniajace si¢ klasyfikacje guzéw neuroblastycznych ulegajace zmianom
i ksztattujace si¢ przez wiele lat.[141].

Pierwsze proby klasyfikacji podjeli w latach 60-tych i 70-tych Beckwith-
Martin i wsp., Huges i wsp., Makinen i wsp. [13,109,232]. Proponowane przez
nich kryteria diagnostyczne odnosity si¢ do cech i zmian jakosciowych w obrg-
bie guza bez oceny ilosciowej, co stanowilo ograniczenie w obiektywnosci i po-
wtarzalnosci metody.

W roku 1984 Shimada i wsp wprowadzili system klasyfikacyjny morfolo-
giczno-prognostyczny, uwzgledniajacy morfologi¢ guza i ilos¢ podscieliska 7 e-
lementami oceny ilosciowej. Ocenie podlegal stopien dojrzatosci komponentu
neuroblastycznego i rozwoju podscieliska ostonkowego. W systemie Shimada
wyrdznione zostaly guzy ubogo- i bogatopodscieliskowe. Dla celéw progno-
stycznych jako istotne elementy wlaczono ponadto indeks mitotyczno-
kariorektyczny [232]. System klasyfikacji morfologiczno-klinicznej dzielit guzy
na korzystne i niekorzystne prognostycznie. Shimada podzielit guzy Nb na dwie
grupy: bogato- i ubogopodscieliskowe w zaleznosci od przewagi neuroblastéw
lub komérek Schwanna. W grupie bogatopodscieliskowej wyrdznione zostaty:
typ dobrze zréznicowany (z przypadkowym uktadem neuroblastéw w dominuja-
cym podscielisku, mieszany (z obecnoscia gniazd niedojrzalych neuroblastow)
i guzkowy (z obecnoscig odgraniczonych guzkéw neuroblastycznych w podscie-
lisku). W grupie ubogopodscieliskowej podziat zalezal od stopnia réznicowania
neuroblastéw 1 aktywnosci mitotycznej komorek. Uzupelnienia klasyfikacji
Shimada dokonat Joshi, ktéry wprowadzit dodatkowy element w ocenie morfo-
logii guza, jakim jest obecnos¢ zwapnien w tkance Nb [114].
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Ostatnig przyjeta w 1999 roku jest klasyfikacja zaproponowana przez mig-
dzynarodowy komitet International Neuroblastoma Pathology Committee
(INPC) - przyjeta i zaakceptowana do klasyfikacji WHO (tab. 5) [222]. System
ten zawiera elementy klasyfikacji Shimada, poszerzone o dodatkowe kryteria
kliniczno-patologiczno-morfologiczne [231,232]. Wg tej klasyfikacji szczegdto-
wo okreslone zostaly trzy podstawowe kategorie histologiczne guzdéw z grupy
zwojaka zarodkowego wspoétczulnego:
neuroblastoma — zwojak zarodkowy wspétczulny,
ganglioneuroblastoma — nerwiak zwojowokomérkowy,
ganglioneuroma — zwojakonerwiak.

W Kklasyfikacji INPC dodatkowo ocenia si¢ aktywno$¢ mitotyczng. Korzyst-
nym czynnikiem rokowniczym pozostat tez wiek pacjenta < 1,5 roku zycia w gu-
zach typu Nb i guzkowym typie GNB. Klasyfikacja zaleca réwniez oceng nie-
prawidtowosci genetycznych, jak amp NMYC, del(1p) i ploidia DNA [222].

Nadal jednak opisywane sa takie obrazy morfologiczne Nb, ktére trudno jest
zaszeregowac do przyjetego systemu jak np. przypadki wielkokomérkowego
guza Nb opisane przez Tornuczky [256].

Tab. 5. Prognostyczna klasyfikacja morfologiczno-patologiczna INPC oparta o system
Shimady [231].

Tab. 5. Prognostic classification related to morphological and pathological criteria of
INPC according to Shimada classification.

Grupa Aktywnosc proliferacyjna
prognostyczna| Wiek pacjenta | Podscielisko Typ histologiczny Nb (MKI#)
Pr;fgn;;nc Age of patient Stroma Histological type Proliferative activity (MKI)
kazdy wiek Bogate | bez struktur guzkowych
every age Stroma rich |without nodular structures )
niezréznicowany
Jkorzystna” | <18 mies zycia/ | Ubogie undifferentiated MKI
Jfavorable” |< 18 months of age|Stroma poor réznicujacy si¢ < 4%
differentiating
<5 lat Ubogie dobrze zréznicowany MKI
< 5 years old |Stroma poor| well differentiated <2%
kazdy wiek Bogate budowa guzkowa -
every age Stroma rich nodular structure
niezréznicowany
kazdy wiek Ubogie undifferentiated MKI
every age Stroma poor réznicujacy si¢ >4%
hiekorzystna” differentiating
unfavorable” >18 mies Ubogie niezréznicowany MKI
> 18 months of age| Stroma poor undifferentiated >2%
>18 mies Ubogie réznicujacy si¢ MKI
> 18 months of age| Stroma poor differentiating 2% -4 %
>5 lat Ubogie dobrze zréznicowany MKI
> 5 years of age | Stroma poor well differentiated <2%

MKT* = indeks mitotyczno-kariorektyczny/ mitotic-karriorhexis index
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Ostatnia klasyfikacja INPC z podzialem na korzystna i niekorzystna histo-
logie okazala si¢ niezaleznym i znamiennym wskaznikiem rokowniczym [231].

1.3.3. Czynniki immunohistochemiczne

Szybki rozwdj badan immunohistochemicznych rozszerzyt diagnostyke hi-
stologiczna nowotworéw oraz zwickszyt mozliwosci bardziej precyzyjnej klasy-
fikacji guzéw Nb do okreslonego typu morfologiczno-klinicznego. Metody im-
munohistochemiczne pozwalaja oceni¢ obecnosé ekspresji nie tylko okreslonych
biatek charakterystycznych dla poszczegdlnych typéw nowotwordw, lecz row-
niez biatek, ktére biora udzial w zasadniczych dla rozwoju nowotworu zjawi-
skach, jakimi sg proliferacja, apoptoza, angiogeneza, inwazyjnos¢ [95,162,200,
250,278]. Stwierdzenie aktywnosci typowych dla Nb markeréw immunohisto-
chemicznych, takich jak: biatko S-100, synaptofizyna, NSE, chromograniny,
neurofilamenty, VIP, Leu 7 jest pomocne w ocenie stopnia zrdznicowania neu-
ronalnego tkanki Nb i jest charakterystyczne dla guzéw o korzystniejszym prze-
biegu [191,250].

1.3.3.1. Aktywnos¢ proliferacyjna

Rozrost guza jest wypadkowa proceséw proliferacji i apoptozy komdrek.
Oba te zjawiska sa zdeterminowane przez wspoldziatanie wielu czynnikéw mo-
lekularnych, ktére kontroluja cykl komérkowy. Procesy zaréwno proliferacji jak
i apoptozy u ssakéw znajduja si¢ pod kontrolg tego samego genu c-myc i wszyst-
kie komoérki w fazie podziatowej wykazuja ekspresje tego genu. Ekspresja c-myc
jest podtrzymywana przez tzw. czynniki przezycia, ktére zostaty zidentyfikowane
jako IGF i PDGF. W przyjetym modelu konkurencji apoptozy i proliferacji czyn-
niki te dziataja poprzez hamowanie szlaku metabolicznego prowadzacego do apop-
tozy, dzigki czemu otwiera si¢ szlak metaboliczny proliferacji komérek [201].

Wzmozona proliferacja komérek, przejawiajaca si¢ wysokim indeksem pro-
liferacyjnym, jest charakterystyczna cecha wigkszosci guzdéw ztosliwych i sta-
nowi warto$ciowa informacj¢ prognostyczna w wielu nowotworach. Stopien
aktywnosci proliferacyjnej jest wynikiem dziatania kompleksu czynnikéw mole-
kularnych majacych wptyw na cykl komérkowy. Te czynniki, podobnie jak
i caty metabolizm komérkowy pozostaja pod kontrola genomu komérki [94].

Miernikiem aktywnosci mitotycznej stosowanym w klasyfikacji morfolo-
gicznej jest indeks mitotyczny, wyznaczany przez liczbe mitoz stwierdzanych na
5000 komoérek nowotworowych w preparatach histologicznych [231]. Oceng
proliferacji mozna tez przeprowadzi¢ metoda cytometrii przeptywowej z identyfi-
kacja i okresleniem liczby komérek w okreslonej fazie cyklu podziatowego [24].

Immunohistochemiczna ocena aktywnosci proliferacyjnej tkanek stata si¢

mozliwa od czasu odkrycia antygendéw proliferacyjnych w jadrach komoérko-
wych, do ktérych naleza Ki-67 oraz PCNA. Antygen proliferacyjny jadra



Wstep 27

komérkowego PCNA jest sktadnikiem d-polimerazy DNA i byl pierwszym an-
tygenem wykorzystywanym w badaniach immunohistochemicznych do oceny
kinetyki komérek nowotworowych oznaczanym w materiale tkankowym utrwa-
lonym w bloczkach parafinowych [94,272]. Jego najwigksza aktywnos$¢ ujawnia
si¢ w pdznym okresie fazy G1 i w fazie S cyklu komérkowego [157]. PCNA
okazal si¢ antygenem o mniejszej specyficznosci w stosunku do cyklu komér-
kowego 1 mniej czutym wskaznikiem prognozy niz pézniej wykryty antygen Ki-
67 [211]. Ki-67 wykryto dzigki zidentyfikowaniu autoprzeciwcial w surowicy
chorych z toczniem rumieniowatym i w chorobach rozrostowych [123,169].

Ki-S5 — przeciwcialo znakujace antygen jadrowy Ki-67 jako pierwszy opisat
Gerdes 1 wsp. Antygen ten jest obecny w jadrze komérkowym jedynie w okresie
proliferacji komérek [86]. W dalszych badaniach Gerdes wykazal, ze ten antygen
pojawia si¢ we wcezesnym etapie fazy G1 i jest wykrywany w kolejnych fazach
S,G2,M cyklu, natomiast nie jest wykrywalny w fazie spoczynkowej GO. Przy-
puszcza sie, ze Ki-67 jest syntetyzowany na poczatku cyklu pod wpltywem mito-
genéw. Badania ostatnich lat sugeruja, ze bierze on aktywny udzial w kontroli
czasu mitozy [218]. Ze wzgledu na obecnos¢ Ki-67 we wszystkich fazach po-
dziatowych komérki, badania immunohistochemiczne z uzyciem przeciwciat Ki-S5
p/w temu antygenowi stanowia podstaw¢ oceny frakcji proliferacyjnej w tkan-
kach [86]. Oznaczanie antygenu Ki-67 moze by¢ przeprowadzane w tkankach
utrwalonych w bloczkach parafinowych, dzigki czemu mozliwe jest oznaczanie
aktywnosci proliferacyjnej tkanek w badaniach retrospektywnych [48]. Procent
komoérek pozytywnie znakowanych przeciwcialem Ki-S5 wyznacza frakcje
proliferacyjng populacji komérek nowotworowych i ta warto$¢ jest nazy-
wana indeksem proliferacyjnym [90].

Pierwsza praca wykazujaca wartos¢ prognostyczng aktywnosci proliferacyj-
nej (z zastosowaniem przeciwcial p/w antygenowi PCNA) w guzach Nb zostata
opublikowana w roku 1993 przez Kawasaki i wsp [120]. Indeks proliferacyjny
waha si¢ w tej grupie guzéw w szerokich granicach od 0 do 82% [130]. Stwier-
dzono wspdtzaleznos¢ aktywnosci proliferacyjnej i typu morfologicznego guzdw
Nb. W zaleznosci od typu morfologicznego Nb komérki znakowane Ki-67 moga
wystepowa¢ w skupieniach — tak to si¢ dzieje w guzach o budowie ztozonej lub
sg one rownomiernie rozproszone i intensywnie znakowane w guzach niezrézni-
cowanych i niskozréznicowanych [130,165].

Wykazano zwigzek aktywnosci proliferacyjnej z niektérymi prognostycz-
nymi markerami genetycznymi w tym guzie: ploidia DNA i amp NMYC. W gu-
zach aneuploidalnych Nb stwierdza si¢ nizszy indeks proliferacyjny [89]. Ocena
proliferacji w guzach z obecnoscia amp NMYC, wykazala znamiennie wyzszy
wskaznik proliferacji [86].

Rudolph i wsp. udowodnili, ze wysoki indeks proliferacyjny stanowi w gu-
zach typu Nb niezalezny czynnik prognostyczny u pacjentéw > 1 roku zycia
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[211]. Guzy w IV stadium zaawansowania klinicznego u chorych > 1 roku zZycia
maja znamiennie wyzszy wskaznik proliferacji niz guzy mniej zaawansowane
[211]. Opublikowane w 2003 roku wyniki badan Kramsa i wsp. potwierdzaja rolg
prognostyczng indeksu proliferacyjnego, gdyz IP > 10% wiaze si¢ z krétszym
EFS i OS pacjentéw [129]. Natomiast wysoka aktywnos¢ proliferacyjna guzéw
rozwijajacych si¢ u pacjentéw ponizej 1 roku zycia nie ma takiego znaczenia
[86,88].

1.3.4. Czynniki genetyczne

Podstawg rozwoju nowotwordéw ztosliwych stanowig specyficzne aberracje
chromosomalne z aktywacja okreslonych onkogendw i unieczynnieniem gendw
supresorowych. Zmiany w genotypie komérki zmieniaja jej cechy biologiczne.
W nastgpstwie w komoérce pojawiaja si¢ nowe wilasciwosci, ktére decyduja
0 agresywnosci nowotworu. Za nowe wiasciwosci biologiczne odpowiedzialne
sa produkty biatkowe zmienionego genomu, a badanie ich aktywnosci bywa
pomocne w prognozowaniu przebiegu choroby [95,214].

Zmiany chromosomalne stwierdzane w Nb moga mie¢ charakter liczbowy
lub strukturalny. Zmiany liczbowe w postaci zwickszenia liczby chromosoméw
(hiperdiploidia), spotykane w cz¢sci tkanek Nb, okazaty si¢ jednym z czynnikéw
warunkujacych przebieg kliniczny tej choroby. W ogromnej wigkszosci zwoja-
kéw zarodkowych wspétczulnych wystepuja tez zmiany strukturalne pod posta-
cig [266]:

— amplifikacji fragmentéw DNA,

utraty fragmentéw chromosoméw (delecje),

obecnosci niepetnej trisomii,

obecnosci dodatkowych catych chromosoméw lub ich utraty.

Ten nieprawidlowy material genetyczny determinuje réznorodny przebieg
kliniczny Nb i pewne zmiany genetyczne uznane sa za wazne czynniki progno-
styczne [148,152].

Mimo zidentyfikowania aktywnosci wielu gendéw zaangazowanych w proces
kancerogenezy w Nb, dotychczas nie zostala wykryta pojedyncza swoista muta-
cja genowa lub aberracja chromosomalna, ktéra inicjuje ten proces [35,255].

Ploidia komorkowa

W roku 1984 Look po raz pierwszy zwrdcit uwagg, ze czg$¢ guzéw Nb po-
siada zwielokrotniony material genetyczny (DNA). Badania metoda cytometrii
przeplywowej wyr6znity wsrdd postaci niemowlgcych guzy hiperdiploidalne
i diploidalne [144]. Badania Look’a i wsp. okreslity czgsto$¢ wystepowania



Wstep 29

guzé6w Nb o réznej ploidii: guzy diploidalne wystepuja z czgstoscia 34%, hiper-
diploidalne 65% i hipodiploidalne u 1% chorych [145].

W tym samym okresie Kaneko i wsp. przeprowadzili badania ploidii metoda
cytogenetycznej oceny kariotypu i wyréznili w Nb trzy najczesciej wystgpujace
typy ploidii: okotodiploidi¢, okototriploidi¢ i okototetraploidi¢ [117]. Udowod-
niona zostala prognostyczna wartos¢ ploidii komérkowej u niemowlat
[6,27,145]; przewaza poglad, iz niemowleta z guzami triploidalnymi stanowia
odrebna grupe o bardzo dobrym rokowaniu [27]. U pacjentdéw starszych, powy-
zej 1 roku zycia prognostyczna wartos¢ tego parametru jest mniejsza, gdyz nie-
zaleznie od ploidii przebieg choroby w wigkszosci przypadkéw bywa nieko-
rzystny [95].

Dalsze badania dotyczace korelacji ploidii z innymi czynnikami progno-
stycznymi w zwojaku zarodkowym pozwolity znalez¢ zwiazek migdzy wyste-
powaniem diploidii i tetraploidii, a obecnoscia amplifikacji onkogenu NMYC
w guzie. Potwierdzona zostala takze silna korelacja diploidii z wiekiem i sta-
dium zaawansowania choroby [6].

Amplifikacja onkogenu NMYC

NMYC nalezy do rodziny protoonkogenow, ktére koduja biatka jadrowe
i tworza heterodimery z biatkiem MAX przez petle HLHZip. Powstaty kompleks
MYC-MAX uaktywnia duzg grupg genéw zaleznych od onkogenu NMYC i po-
budza szereg specyficznych szlakéw metabolicznych zaangazowanych w cykl
podziatowy komoérki [276]. Jednoczesnie kompleks ten wptywa na zahamowanie
apoptozy i pobudza transformacje nowotworowa. Czas zycia biatka NMYC jest
krétki 1 wynosi 20-30 min [146].

W warunkach fizjologicznych ekspresja onkogenu NMYC jest ograniczona
do wczesnego okresu embrionalnego. Onkogen ten jest czynnikiem transkryp-
cyjnym, fizjologicznie aktywnym w okresie rozwoju osrodkowego uktadu ner-
wowego, zwojow kregowych, ptuc, i nerek [240]. Prawdopodobnie odgrywa tez
wazng rolg w prawidtowym rozwoju uktadu sercowo-naczyniowego, gdyz jego
brak powoduje ciezkie wady tego systemu [170].

Réznego typu zaburzenia genetyczne prowadzace do nieprawidtowej ekspre-
sji genu NMYC spowodowane jego amplifikacja lub translokacja chromosomalna
sa spotykane nie tylko w Nb, lecz w réznych innych nowotworach i wskazuja na
jego potencjat onkogenny. Amplifikacje tego onkogenu sporadycznie stwierdza
si¢ w drobnokomérkowym raku ptuc, w siatkéwcezaku i pgcherzykowej postaci
mi¢sniakomigsaka [146].

Amplifikacja, czyli selektywne zwigkszenie liczby kopii genu jest zjawi-

skiem genetycznym, w ktérym dochodzi do aktywacji i zwickszenia potencjatu
onkogennego protoonkogendéw w procesie kancerogenezy [226]. W wyniku tego
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zjawiska dochodzi do nadprodukcji w komérce nowotworowej specyficznych
produktéw biatkowych. Nieoczekiwane amplifikacje onkogendw pojawiaja si¢
w wielu nowotworach u ludzi i zostaty uznane za jeden z wazniejszych mechani-
zmow towarzyszacych kancerogenezie w guzach litych [226,238].

Proces amplifikacji moze ujawnia¢ si¢ w dwojaki sposéb:

— W miejscu usytuowania pierwotnego genu, wewnatrzchromosomalnie
(amplifikacja ,,in siru”) np. w guzach sutka amp11q13,

— w regionach odleglych od stalego miejsca amplifikowanego onkogenu,
wewnatrz — lub zewnatrzchromosomalnie jak to si¢ dzieje w Nb.

Dla guzéw pochodzenia neuronalnego najbardziej charakterystyczna jest
amplifikacja NMYC (amp NMYC), ktéra szczegdlnie czgsto (21-30%) wystepuje
w guzach Nb [27]. Poczatkowo amp NMYC byla identyfikowana jako acentrycz-
ne, podwdjne malutkie chromosomy (dmin) [56] oraz regiony wewnatrzchromo-
somalne o zatartej strukturze prazkowej ,,homogenously staining regions”= hsr
[21,143]. Rozwdj badan cytogenetycznych umozliwil doktadne zbadanie mate-
riatu ulegajacego amplifikacji. W 1983r Schwab i1 wsp. nazwali amplifikowany
materialt onkogenem NMYC ze wzgledu na jego podobienstwo do onkogenéw
myc. Miejscem pierwotnej lokalizacji onkogenu NMYC jest chromosom 2p23-24
[220]. W poszczegolnych guzach amplifikowany region posiada rozne rozmiary
od 100 kb do ponad 1 Mb [220]. Rézne rozmiary amplikonu zaleza od dodatko-
wych genéw koamplifikujacych, ktdre wystgpuja zawsze tacznie z amplifikacja
NMYC. Dotychczas zidentyfikowano geny DDXI i NAG. Prowadzone sa badania
nad identyfikacja kolejnych dwéch gendw [88].

Amp NMYC nie zachodzi w miejscu jego statej lokalizacji na chromosomie
2,23-24 [223]. Badania cytogenetyczne w liniach komdrkowych Nb ujawnity
jednoczesng obecnos¢ komoérek nowotworowych 1 komérek z amplifikacja poza-
chromosomalng onkogenu NMYC i komérek bez amplifikacji pozachromoso-
malnej. Nasuwa to przypuszczenie, iz w procesie powstawania amplifikacji do-
chodzi do niekontrolowanych replikacji i rekombinacji z powstaniem struktur
pozachromosomalnych, ktére mogg integrowac si¢ z materiatem réznych chro-
mosomdéw. W obrgbie tych chromosoméw moze nastgpowaé dalsza amplifikacja
[55]. Czestym miejscem takiej integracji NMYC z chromosomami jest dtugie
rami¢ chromosomu 17 [182].

Poznane nastgpstwa molekularne amplifikacji NMYC obejmuja;

1. hamowanie biatek indukujacych apoptozg oraz zmniejszenie wrazliwosci
komérek na dziatanie lekéw indukujacych apoptozg [277],

2. pobudzenie ekspresji gendw zaangazowanych w procesy transkrypcji, trans-
lacje i proliferacjg komérkowa, [224],

3. stymulowanie angiogenezy zaréwno w badaniach na hodowlach komoérko-
wych jak i w badaniach przeprowadzonych na zwierzgtach z Nb poprzez
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hamowanie aktywnos$ci roznych inhibitoréw angiogenezy, jak activina A na-
lezaca do rodziny TGFb czy cytokina IL.-6 [226],

4. hamowanie aktywnosci bialek szkieletowych komorki (nestyny) i bialek
macierzy pozakomérkowej oraz ich regulatoréw, co utatwia rozrost nowo-
tworu i tworzenie przerzutow [251],

5. hamowanie aktywnosci wielu gendéw supresorowych, mi¢dzy innymi zloka-
lizowanego w regionie 1p35-36 genu supresorowego SHEP 21N [262],

6. wplyw na szlaki metaboliczne indukowane przez neurotrofiny i ich receptory
Trk z nasileniem dziatania proliferacyjnego tych czynnikéw, bez wigkszego
wplywu na réznicowanie komorek [250],

7. wrzrost opornosci na leki przez stymulacjg ekspresji biatka MRP1 [151].

Amp NMYC dotyczy 10% wszystkich guzéw zlokalizowanych oraz guzéw
w stadium I'Vs [195]. W niekt6rych pracach czestos¢ wystgpowania amp NMYC
w stadium 1Vs stwierdzono az w 30% przypadkdw, ale zjawisko to odgrywa
mniejszg rol¢ prognostyczna w tym szczegdlnym stadium klinicznym [225].
Badania Tonini i wsp. ujawnily, iz guzy z amplifikacja w stadium IVs nie zaw-
sze kojarza si¢ z agresywnym przebiegiem klinicznym [255]. Zauwazy¢ nalezy,
ze amp NMYC nie jest jedynym wskaznikiem agresywnego przebiegu Nb, gdyz
nie we wszystkich guzach o agresywnym przebiegu klinicznym amp NMYC jest
obecna [30].

W badanych tkankach poszczegélnych guzéw Nb stwierdza si¢ rozng liczbg
kopii NMYC od dwu do kilkuset. Ta réznorodnos¢ liczby kopii wynika¢ moze
z tendencji do utraty lub nieréwnego podziatu czgsci materiatu acentrycznych
malutkich chromosoméw (dmin) w trakcie kolejnych podziatéw [56]. Jako
wskaznik zwigkszonej agresywnosci guza przyjeto liczbe kopii NMYC > 101 ta
liczba definiuje amplifikacjg NMYC. Badania kliniczne przeprowadzone przez
Valent w 2002 r sugeruja, ze liczba kopii NMYC w komérkach Nb 2-7 nie wiaze
si¢ ze wzrostem agresywnosci guza i jego szybka progresja, natomiast moze
wplywaé hamujaco na zjawisko apoptozy [261]. Stwierdzono, ze amp NMYC
wystepuje zaré6wno w guzie pierwotnym jak i w przerzutach oraz wznowach
nowotworu u tego samego chorego [33].

Ekspresja NMYC nie jest rownolegta do liczby kopii tych genéw, gdyzZ nie-
ktére guzy bez amp NMYC wykazuja r6zne poziomy ekspresji tego onkogenu
[233]. Co wigcej, wysoki poziom ekspresji NMYC u niemowlat nie jest wskazni-
kiem zlej prognozy, a niski poziom ekspresji NMYC u pacjentéw > 1 roku zycia
nie musi by¢ wskaznikiem korzystnym. Potwierdzaja to niezalezne badania prze-
prowadzone w réznych osrodkach [25,158,159]. Tak wigc poziom ekspresji tego
genu badany metoda RT-PCR nie moze by¢ uznanym niezaleznym czynnikiem
prognozy.
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Wsrdd metod wykrywania amp NMYC stosowane sa metody: PCR, Southern
Blot i FISH [27]. Zadna z wymienionych metod nie jest doskonata. Metoda So-
uthern blot ocenia amp NMYC bez uwzglgdnienia heterogennosci guza. Metoda
FISH ocenia NMYC w pojedynczych komérkach guza bez mozliwosci obliczenia
liczby kopii w przypadku znacznej ich liczby. Ekspresja onkogenu NMYC oce-
niana ilosciowa metoda RT-PCR umozliwia oceng ekspresji, ale nie jest odpo-
wiednikiem liczby kopii NMYC [233]. W chwili obecnej metoda FISH zyskata
najwigksza aprobate, ze wzgledu na mata ilos¢ tkanki potrzebna do jej wykonania
i mozliwos¢ oceny stopnia amplifikacji na poziomie komérkowym [27].

Sposrdd biologicznych markeréw Nb amplifikacja onkogenu NMYC jest
jednym z najsilniejszych wskaznikow agresywnosci guza, niezaleznie od
obrazu klinicznego choroby nowotworowej. Marker ten posiada szczegdlng
warto$¢ prognostyczng w guzach o niskim stadium zaawansowania klinicz-
nego, gdyz wyodrebnia cze¢$¢ guzéw o szczegdlnie agresywnym charakterze.

Amplifikacje innych genow w zwojaku zarodkowym

W obrebie niektérych guzéw zwojaka zarodkowego wspétczulnego stwier-
dzono amplifikowany materiat chromosomalny pochodzacy z innych miejsc jak
np. MDM?2 z chromosomu 12q, czy gen homebox MEIS! 7z chromosomu 2pl15
identyfikowany w postaci hsr w chromosomie 1p [55,216].

Amplifikacja MDM?2 stwierdzana w Nb zawsze zachodzi w obrebie chromo-
somu 12, co moze wskazywac na odrebng patogenezg molekularng amp MDM?2
i amp NMYC. W niektérych guzach identyfikowane sa obie te amplifikacje jed-
noczesnie. Tlumaczy si¢ to szczegdlnie nasilona niestabilnoscig genomowa ta-
kich guzéw, cho¢ nie wyjasniono dotad, dlaczego amplifikacja dotyczy tylko
tych dwéch gendw [226].

Utrata materiatu chromosomalnego — delecje

Regiony chromosomalne ulegajace utracie w Nb sa szczegdtowo analizowa-
ne w poszukiwaniu genéw supresorowych. W zwojaku zarodkowym wystgpuja
delecje dotyczace réznych chromosoméw: 1p, 2q, 3p, 4p.9p,11q, 14q, 16p i 19q
[171,225]. Dotad nie zidentyfikowano stalego, wystgpujacego w kazdym guzie
genu supresorowego, ktéry ulega delecji. Prawdopodobnie wynika to z hetero-
gennosci Nb Iub tez z udzialu wigkszej liczby gendéw supresorowych w jego
rozwoju [225]. Taki mechanizm kancerogenezy sugerowany jest takze w innych
nowotworach [159].

Aberracje chromosomowe pod postacig delecji w zwojaku zarodkowym naj-
czgsciej dotycza réznych regionéw krétkiego ramienia chromosomu 1 [51].
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Delecja chromosomu Ip

Chromosom 1 jest najwi¢gkszym ludzkim chromosomem i zawiera materiat ge-
netyczny stanowiacy 8,3% catej dtugosci ludzkiego genomu [243]. Aberracja chro-
mosomalna w krétkim ramieniu chromosomu 1 - del(1p) po raz pierwszy zostata
opisana w 1977 r. przez Brodeura i wsp. [34]. Del(1p) nalezy do czgsto spotykanych
nieprawidtowosci strukturalnych i stwierdzana jest w 19-36% tych guzéw [30].

Aberracje dotyczace chromosomu 1 wystepuja czgsto w réznych typach gu-
z6w litych u ludzi, a takze w komoérkach nowotworowych niektérych choréb roz-
rostowych [80]. Poza zwojakiem zarodkowym, obecnos¢ del(1p) stwierdza sig
w komoérkach migsniakomigsaka, w raku jelita grubego, raku sutka, ptuc, HCC,
szyjki macicy, raku z komdrek Merkela, nowotworach u chorych z zespotem
MEN?2, gruczolakoraku trzustki, guzach germinalnych, guzach mézgu, czerniaku
ztosliwym i innych [51]. Znaczaca rola tego chromosomu w kancerogenezie
zostata poparta badaniami eksperymentalnymi na modelach doswiadczalnych.
Zazwyczaj jednak del(1p) nie jest jedyna aberracja, a jedna z wielu stwierdza-
nych w badanych guzach. Okazuje si¢, ze w poszczegdlnych guzach rézne re-
giony krétkiego ramienia chromosomu 1 ulegaja utracie. Wskazuje to na mozli-
wos¢ obecnosci w utraconej czgsci chromosomu réznych gendw, ktére moga
mie¢ wplyw na czynnos¢ wzrostu komérek. Schwab i wsp. sugeruja, Ze aberracja
dotyczaca chromosomu 1 nie stanowi poczatku procesu kancerogenezy, lecz
raczej bierze udziat w dalszych jej etapach [221].

W guzach zwojaka zarodkowego wspdtczulnego ze stwierdzang del(1p),
najmniejszy region w tym chromosomie, ktéry stale ulega delecji (SRO) zlokali-
zowany zostal metoda analizy utraty heterozygotycznosci (LOH) mikrosatelitar-
nego DNA w krétkim ramieniu chromosomu 1 w regionie mi¢dzy markerami
mikrosatelitarnymi D1S214 a D1S468 [51,155,156]. Badania kliniczne wskazuja
na udzial tej aberracji w rozwoju Nb, gdyz zostali zidentyfikowani pacjenci
z wrodzona del(1p) i zréwnowazong translokacja t (1,17)(p36;q11-12), u ktérych
we wczesnym okresie zycia rozwingty si¢ guzy Nb. Obserwacje te zaowocowaly
szeregiem badan w poszukiwaniu genu supresorowego w regionach chromoso-
mu 1, ktére ulegaja delecji. Stwierdzono wystgpowanie dwdéch réznych regiondéw
ulegajacych delecji: tzw. mate wewnetrzne delecje z zachowaniem wigkszosci
telomeru i wigksze delecje z utrata dystalnego odcinka telomeru [34]. Te odkry-
cia sugeruja mozliwos¢ wystgpowania gendéw supresorowych zaangazowanych
w proces kancerogenezy zlokalizowanych w rdznych regionach na krétkim ra-
mieniu chromosomu 1. Badania Hijama i wsp. wskazuja nawet na mozliwos¢ wy-
stgpowania trzech roznych gendéw supresorowych w obrebie chromosomu 1p [104].

Del(1p) czgsto towarzyszy amp NMYC (w 62%) lub ja poprzedza. Obie te
nieprawidtowosci genetyczne wptywaja na wspdlne drogi metaboliczne [9,242].
Przypuszcza sig, ze produkty genéw w obrebie del(1p) moga bra¢ udzial w regu-
lacji aktywnos$ci genu NMYC [242]. Wspdtwystgpowanie amp NMYC i del(1p)
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stwierdzono jedynie w guzach z typem wigkszej delecji tego chromosomu [249].
Ponadto dziedziczone allele z del(1p) pochodzace od ojca czesto wspSiwystgpuja
z amp NMYC, za$ allele z obecna del(1p) pochodzace od matki sa skojarzone
z guzami bez tej amplifikacji [225].

Maris i wsp. [153] stwierdzili, Ze ta aberracja chromosomalna jest zwiazana nie
tylko z guzami rozsianymi, ale wystgpuje takze w czgsci guzéw zlokalizowanych,
charakteryzujacych si¢ innymi korzystnymi czynnikami prognostycznymi. Opubli-
kowane zostaly takze prace, w ktérych udokumentowano zwiazek del(1p) z wyz-
szym ryzykiem nawrotu choroby, ale nie ze skréconym czasem przezycia [153].

Czesciowe delecje innych chromosomow

Wisréd delecji powtarzajacych si¢ w Nb, poza del(1p), czgsto wystgpuja tez
delecje chromosoméw 3p, 4p, 9p, 11q, 14q [241].

Okreslona zostala czgsto$¢ wystepowania nastgpujacych aberracji chromo-
somalnych w Nb:

— del(3p) 26 - 19% guzéw

— del(11g23) 29 - 44% guzéw

— del(1p36) 29% guzdéw

Podkreslany jest zwigzek del(11q) i del(3p) z bardziej agresywnym przebie-
giem klinicznym Nb [240]. Natomiast nie stwierdzono znaczenia rokowniczego
del(14q) w zwojaku zarodkowym [166].

Aberracje chromosomu 17

Nieprawidtowy chromosom 17 w guzach Nb po raz pierwszy opisano we
wczesnych latach 80-tych [27]. Udziat aberracji chromosomu 17 zostal dogteb-
nie zbadany technika poréwnawczej hybrydyzacji genomowej (CGH) [264].
Wykazano, ze najczeéciej spotykang nieprawidtowoscia genetyczng w zwojaku
zarodkowym jest czeSciowa trisomia tego chromosomu stwierdzana w okolo
50% - 75% guzéw pierwotnych [28,149]. Trakhtenbrot i wsp. opisali wystepo-
wanie aberracji chromosomu 17 w Nb, prowadzace do trisomii w trzech r6znych
regionach ramienia dtugiego17q11.2, 17q21.1 oraz 17q21.3. Zwigkszenie liczby
kopii chromosomu 17 czgsto wystepuje w guzach okototriploidalnych [257].

Dodatkowy fragment chromosomu 17 (czesciowa trisomia 17q)

Czgsto wystepujaca i powtarzajaca si¢ w zwojaku zarodkowym aberracja
sa translokacje migdzy 1p i 17q. [43,87]. Duza czgé¢ takich guzéw wykazuje
obecno$¢ trisomii, a nawet hexasomii 17g21-ter. Niezrownowazona transloka-
cja z dodatkowym materialem chromosomalnym na dtugim ramieniu chromo-
somu 17 stata si¢ w latach 90-tych przedmiotem zainteresowania w aspekcie
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prognozowania. Czgstym partnerem tej translokacji jest krétkie rami¢ chromo-
somu 1, a takze chromosom 11q, ale réwniez spotykane sg i inne fragmenty po-
zostatych chromosoméw [150]. Ten dodatkowy material chromosomalny posia-
dajacy dtugos$¢ okoto 20 Mb i zawierajacy okoto 200 genéw stwierdzany jest
w znacznej czesci guzdéw Nb. Tak znaczna liczba gendw jest przyczyna trudnosci
w identyfikacji tych, ktére moga odgrywaé wazng role¢ w progresji nowotworu
[147]. Kolejne prace dotyczace wartosci prognostycznej czgsciowej trisomii 17q
w zwojaku zarodkowym wykazaly, iz jest to aberracja wystgpujaca czesciej
w guzach zaawansowanych, rozwijajacych si¢ u pacjentéw powyzej 1 roku zycia
i czgsto w skojarzeniu z innymi markerami genetycznymi tego guza: del(1p)
iamp NMYC [147]. W kilku niezaleznych badaniach potwierdzono, iz ta aberra-
cja jest wskaznikiem ztego rokowania [29.41,147,150] niezaleznie od obecnosci
amp NMYC. Wplyw dodatkowego materiatu chromosomalnego na agresywny
rozrost nowotworu ttumaczy si¢ efektem fuzji genéw na skutek translokacji lub
nadmiaru genu wynikajacego z niezrownowazonej translokacji [27]. Jednakze
Trakhtenbrot i wsp. w roku 2002r zakwestionowali rolg¢ czesciowej trisomii
chromosomu 17q w inicjowaniu rozwoju Nb sugerujac, iz aberracje dotyczace
chromosomu 17 moga by¢ zjawiskiem wtérnym w kancerogenezie zwojaka za-
rodkowego wspdtczulnego. Hipotezg t¢ poparli badaniami ewolucji zmian doty-
czacych chromosomu 17 w tym samym guzie Nb w trakcie jego rozwoju. Byt to
guz triploidalny, ktéry poczatkowo nie miat zmian w chromosomie 17, a dopiero
w pewnym etapie jego rozwoju pojawil si¢ dodatkowy material chromosomalny
w regionie 17q11.2. Podobna ewolucj¢ aberracji w chromosomie 17q w czasie
rozwoju nowotworu zaobserwowali w innych guzach di- i tetraploidalnych [257].

Migjsce ztamania w czgsciowej trisomii chromosomu 17 lokalizuje si¢ naj-
czeseiej w prazku 17q11-21 [216]. Przypuszcza sig, Ze istotng rolg we wzroscie
agresywnosci nowotworu odgrywa zachwiana réwnowaga mi¢dzy dwu lub wig-
cej genami, ktdra powstaje w wyniku translokacji, gdyz rokowanie w przypadku
duplikacji catego chromosomu 17 w przeciwienstwie do czgsciowej trisomii 17q
jest korzystne. Prowadzone sa obecnie badania nad identyfikacja tych genéw.
Spodziewac si¢ mozna, ze bgda to geny zaangazowane w kontrole cyklu komér-
kowego i dojrzewanie neurogenne komérek [27]. Wsrdd genéw zlokalizowanych
w 17q szczegblne zainteresowanie skupia si¢ obecnie wokét: genu nm23, ktéry
petni role supresora przerzutowania i genu surviviny - gdyz jej wysoka aktyw-
nos¢ zostata zaobserwowana w guzach pierwotnych Nb o niekorzystnym prze-
biegu klinicznym [110]. Istotne dla prognozowania okazalo si¢ miejsce peknig-
cia na chromosomie 17q. Pg¢knigcia proksymalne do genu ERBB2 wiaza si¢
7 mnigjsza agresywnoscia guza niz zlokalizowane dystalnie [147].

Anomalie dotyczace chromosomu 17q spotyka sig¢ nie tylko w Nb. Wystgpu-
ja one takze w wielu innych nowotworach (rak jajnika, rak nerki, raki gtowy
i szyi, rak watroby i PNET). W wymienionych guzach aberracje chromosomu 17
sa czgsto wynikiem uformowania si¢ izochromosomu, z towarzyszaca utrata
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materiatu w 17q i mutacja TP53. WspStwystgpowanie tych mutacji w Nb jest
rzadkim zjawiskiem. Sadzi si¢ zatem, Zze mechanizm powstawania mutacji chro-
mosomu 17 w postaci czgsciowej trisomii 17q w zwojaku zarodkowym jest od-
mienny [27].

Jak wynika z wyzej przytoczonych danych kompleksowe wykorzystywanie
nowych technik cytogenetycznych i molekularnych pozwolito na identyfikacjg
szerokiego spektrum aberracji chromosomalnych w zwojaku zarodkowym. Ich
udzial w procesach metabolicznych zachodzacych w komérkach nowotworo-
wych oraz ich wartos¢ prognostyczna nie zostata do konca poznana. Nie uzyska-
no tez ostatecznej odpowiedzi na pytanie, ktére z nich pelnig rol¢ zasadnicza
iinicjujaca w procesie kancerogenezy tego nowotworu, a ktére sa zjawiskami
wtornymi [41].

Analiza wspétwystgpowania aberracji dotyczacych réznych chromosoméw
wykryta silne powiazania mi¢dzy wystgpowaniem amp NMYC i del(1lp) oraz
mi¢dzy czgs$ciowa trisomig 17q, del(1p) i amp NMYC [41]. Natomiast utrata
materiatu 11q odwrotnie koreluje z amp NMYC [29]. Réwniez stwierdza si¢ od-
wrotng korelacje obecnosci del(14q) z obecnoscia zaréwno amp NMYC, jak
idel(1p) [219]. W réznych innych guzach ztosliwych wykryto wspotzaleznosé
mi¢dzy utrata 11q, 14q i 3p, bez obecnosci innych aberracji. Na tej podstawie
zidentyfikowano odrgbna podgrupg postaci zaawansowanych Nb z obecnoscia
delecji 11q, 14qi 3p i bez del(1p) lub amp NMYC [266].

Poszukiwania aberracji chromosomalnych przy pomocy nowoczesnych me-
tod badawczych pozwolity ujawni¢ ,,ukryte” submikroskopowe aberracje chro-
mosomalne tj. zréwnowazong translokacj¢ krétkiego ramienia chromosomu 2
prowadzaca do wystgpowania dodatkowego materiatu w chromosomie 2 z utrata
czesci réznych innych chromosoméw (np. chromosomulp lub 11q). Ujawniono
tez obecno$¢ dmin pochodzacych z dlugiego ramienia chromosomu 16, w kto-
rym zlokalizowany jest gen ATBFI kodujacy czynnik transkrypcyjny dla prawi-
dtowej neurogenezy [156].

Podejmowane sa réwniez proby uporzadkowania i wprowadzenia podziatu
Nb na podgrupy w zaleznosci od genetycznych markeréw prognostycznych.
W roku 2001 Vandesompele i wsp.[266] zaproponowali 6 podgrup genetycznych
w oparciu o wyniki analizy CGH:
1. Nb bez zmian chromosomalnych;

2. Nb z utrata lub obecnoscia dodatkowych catych chromosoméw (gtéwnie
stwierdzane w I i II stadium klinicznym);

3. Nb z obecnoscia niepelnej trisomii chromosomu 17 jako jedynej aberracji
chromosomalnej;

4. Nb z niepetng trisomia chromosomu 17 oraz towarzyszacymi innymi zmia-
nami cytogenetycznymi jak del(1p) lub amp NMYC;
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5. Nb z obecnoscia del(11q), bez innych aberracji (u pacjentéw w IV stadium
klinicznym);

6. Nb ze stwierdzana utrata materialu genetycznego w chromosomach innych
niz chromosom 1 (np. 3p,4p,14q).

Dotychczas nie okreslono klinicznego i prognostycznego znaczenia takich
podziatéw.

1.3.5. Czynniki molekularne

Dazenie do poznania mechanizméw molekularnych w Nb spowodowato
rozwinigcie badan nad aktywnoscia poszczegdlnych gendw, ktére moga znacza-
co wptywa¢ na przebieg choroby. Niektére z tych gendéw zostaty uznane za waz-
ne dla informacji prognostycznegj. Zalicza si¢ do nich geny telomerazy, geny
opornosci wielolekowej, gen CD44, geny receptorow neurotrofin - Trk, geny
apoptozy, geny rodziny RAS, receptora retinoinowego, jak i wiele innych, nad
ktérymi obecnie prowadzone sg badania [1,27,194,201].

W guzach wykazujacych agresywnos¢ i szybka progresj¢ potwierdzona zo-
stata wysoka aktywnos¢ transkrypcyjna genu telomerazy [111,194]. W agresyw-
nych postaciach Nb ujawniono wysoka ekspresje biatka towarzyszacego oporno-
sci wielolekowej MRP, ktére wystgpuje w Scistej zaleznosci od obecnosci amp
NMYC [25]. Gen CD44 jest odpowiedzialny za synteze glikoproteiny, ktéra bie-
rze udziat w adhezji komoérkowej. Stwierdzono niska ekspresj¢ tej glikoproteiny
w guzach zaawansowanych [1,53]. W zwojaku zarodkowym szczegdlnie czeste
jest wystgpowanie spontanicznej regresji, ktéra moze by¢ wynikiem zjawiska
apoptozy i réznicowania si¢ komérek. Prowadzone sa badania dotyczace aktyw-
nosci gendw zaangazowanych w ten proces. Zaobserwowano zahamowanie ak-
tywnosci kaspazy 8 — kluczowego ogniwa kaskady apoptozy w guzach z amp
NMYC. [249]. Badania nad genami RAS w Nb udowodnity pozytywna korelacje
ekspresji H-ras z niskim stadium zaawansowania i dtugim przezyciem chorych.,
Geny te sg genami transkrypeyjnymi dla receptoréw Trk. Ligandem Trk A, B i C
- receptordw z rodziny kinazy tyrozyny, sa neurotrofiny [176]. Wysoka ekspresja
TrkA w komérkach zwojaka zarodkowego — koreluje z niskim stadium i skton-
noscig do apoptozy [225]. W guzach o fenotypie agresywnym, z obecnoscia amp
NMYC stwierdza si¢ niska ekspresje TrkA i wysoka ekspresj¢ TrkB [150]. Ocena
ekspresji H-ras/TrkA zostata zaakceptowana jako czynnik prognostyczny w o-
kreslaniu grup ryzyka w Nb w niektérych protokotach terapeutycznych. Wpro-
wadzenie oceny ekspresji genéw Trk pozwala zidentyfikowaé guzy w stadium 11
i I'Vs bez obecnosci amp NMYC, ale z wysoka ekspresja Trk B o niekorzystnym
przebiegu klinicznym [248].

Jednym z poznanych czynnikéw stymulujacych dojrzewanie komorek Nb
jest kwas retinoinowy. Potaczenie kwasu retinoinowego z jego receptorem na
komérece zwojaka zarodkowego stymuluje dojrzewanie neuronalne tych komérek.
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Wyniki badan sugeruja, iz redukcja aktywnosci receptoréw kwasu retinoinowego
jest niekorzystnym czynnikiem rokowniczym [242].

Mimo wielu zgromadzonych informacji dotyczacych roli niektérych genéw
i mechanizméw molekularnych w procesie rozwoju tego nowotworu, dotad nie
zidentyfikowano genu, ktdrego zmiany aktywnosci ujawniaja si¢ we wszystkich
guzach Nb i ktéry bylby genem inicjujacym kancerogenez¢ w tym nowotworze.
Pomimo zgromadzonych tak licznych markeréw prognostycznych istnigja takie
przypadki Nb, ktérych przebieg kliniczny jest nadal zaskakujacy. Dlatego tez,
prowadzi si¢ intensywne badania molekularne, ktére glebiej pozwola wyjasni¢
biologi¢ i zachowanie tego nowotworu.

1.4. ANGIOGENEZA (AG) W ROZWOJU
NOWOTWOROW

Rozrost nowotworu zalezy nie tylko od zdolnosci proliferacyjnej komorek,
ale takze od zdolnosci tworzenia nowej sieci naczyn, czyli angiogenezy (AG)
[79]. Nowo utworzone naczynia w tkance nowotworowej zapewniaja odpowied-
nie zaopatrzenie w tlen i substancje odzywcze potrzebne do wzrostu nowotworu.
Stanowia one rowniez niezb¢dny element w procesie powstawania przerzutow
[16,67]. Zainteresowanie zjawiskiem AG rozpoczgto si¢ w latach 70-tych, kiedy
po raz pierwszy Folkman zauwazyt, ze rozwdj sieci naczyn krwionosnych w obrgbie
nowotworu jest niezbedny do zwigkszenia jego wymiaréw powyzej 1 cm [77,79].

W warunkach fizjologicznych proces tworzenia nowych naczyn zachodzi je-
dynie w okresie rozwoju wewnatrzmacicznego i ksztalttowania narzaddéw oraz
cyklicznie w blonie sluzowej macicy [11,59,84,202]. W zmianach patologicz-
nych zjawisko AG stwierdza si¢ w stanach przewlekltego zapalenia, tuszczycy,
retinopatii cukrzycowej, w procesie gojenia si¢ ran, zmianach niedokrwiennych
iprzede wszystkim w guzach nowotworowych w czasie ich gwaltownego wzro-
stu [137].

W guzach nowotworowych jest to proces ztozony, w ktérym biorg udziat
komérki nowotworowe, komoérki $rédbtonka i podscielisko nowotworu za po-
srednictwem licznych czynnikéw wzrostu i czynnikéw pobudzajacych oraz ha-
mujacych AG. Kolejne etapy tego procesu obejmuja; trawienie blony podstawnej
przez enzymy proteolityczne i przebudowe podscieliska. Ulatwia to inwazje,
migracj¢ i proliferacje komoérek srodbtonka. Tworzy si¢ wowcezas tzw. paczek
naczyniowy i formuja si¢ struktury cewkowe. W dalszej kolejnosci powstaja
niedojrzate scianki nowych kapilaréw, ktére stabilizowane przez komérki migsni
gladkich i pericyty zakotwiczaja si¢ w tkance nowotworowej. Proces AG konczy
si¢ dojrzewaniem naczyn [140]. W guzach nowotworowych proces ten przebiega
nieprawidlowo w wyniku nieprawidtowego wspotdziatania czynnikéw pro- i an-
tyangiogennych, z przewaga proceséw pobudzajacych tworzenie naczyn. W e-
fekcie tworzy sig sie¢ naczyn odmiennych od tych, ktére wystgpuja w warunkach
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fizjologicznych. Naczynia te zwykle maja nieprawidlowa strukture, poszerzone
i krgte ksztatty, a stabe $cianki naczyn czgsto staja si¢ przyczyna miejscowych
krwawien [15].

Zjawisko angiogenezy jest indukowane bodzcem srodowiskowym, jakim jest
niskie stgzenie tlenu (tak jak to si¢ dzieje w warunkach fizjologicznych), badz
tez zachodzi pod wpltywem zmian ekspresji okreslonych onkogenéw i genéw
supresorowych, ktére uaktywniaja proangiogenne szlaki metaboliczne w komér-
kach nowotworowych. Hipoksja tkanki nowotworowej pobudza aktywnos¢ dwu
kluczowych regulatoréw transkrypcji (hypoxia inducible factors: HIF 10, i HIF2q),
ktére w komorkach indukuja odpowiednie geny [271]. Do genéw indukowanych
w ten sposob naleza onkogeny komérkowe z rodzin src, raf, ras [58,67].

Fenotyp angiogenny komdrki moze by¢ ksztattowany rowniez jako wynik
mutacji niektérych genéw supresorowych np. genu 7P53. Badania molekularne
wskazuja, ze w réznych typach nowotwordw tworzenie nowej sieci naczyn regu-
lowane jest przez mutacje roznych gendw, a wplyw na angiogenez¢ wywieraja
odmienne w réznych nowotworach czynniki [58,76].

Niektére onkogeny koduja biatka, ktére petnig funkcje czynnikéw proangio-
gennych lub stymuluja komérki do produkcji takich czynnikéw, czy tez enzy-
moéw pobudzajacych tworzenie naczyn [11]. Indukcja AG moze si¢ réwniez od-
bywac¢ dzigki utracie ekspresji genéw supresorowych kodujacych inhibitory AG
np. trombospondyny [59]. Mutacje niektérych genéw supresorowych moga tez
pelni¢ funkcje podwdjng tzn. stymulowaé produkcj¢ inhibitora AG i jednocze-
snie bezposrednio hamowa¢ wydzielanie czynnika proangiogennego np. VEGF.
Wsrdd poznanych dotychczas genéw supresorowych, ktére maja wplyw na zja-
wisko AG, poza genem TP53, wymienia si¢ gen RB, VHL, a takze geny zlokali-
zowane w chromosomie 10 w glejakach oraz geny zlokalizowane w chromoso-
mie 17 w nowotworach z grupy Nb [140].

Tworzenie sieci naczyniowej w tkance nowotworowej zalezy nie tylko od
angiogennego fenotypu komorek nowotworowych, lecz takze od calej sieci cy-
tokin dziatajacych w jego mikrosrodowisku. Liczne cytokiny pojawiaja si¢
w tym srodowisku w wyniku proceséw nie tylko auto- lecz i parakrynnego wy-
dzielania. Czg$¢ cytokin wywiera dziatanie proangiogenne, inne natomiast ha-
muja proces AG. Podscielisko nowotworu jest bogatym zrédlem takich czynni-
kéw proangiogennych, jak IL-1, IL-6, IL-8, TGFbeta, PDGF, IGF, TNFalfa
EGF, GM-CSF i M-CSF. Sa one uwalniane przez fibroblasty, makrofagi i limfo-
cyty [131,140]. Dodatkowym mechanizmem pobudzania AG jest dziatanie pro-
teaz w macierzy pozakomoérkowej, ktére moga uaktywnia¢ lub hamowaé po-
szczegllne cytokiny [2].

Intensywnos¢ angiogenezy zalezy od wzajemnych relacji mi¢gdzy aktywno-
$cig cytokin proangiogennych i hamujacych ten proces czynnikéw antyangio-
gennych. Wsréd poznanych czynnikéw hamujacych wyr6zni¢ nalezy polipeptydy
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angiostatyne, endostatyng, fragmenty prolaktyny i czynnika ptytkowego 4, trom-
bospondyng-1, tkankowe inhibitory metaloproteinaz w macierzy pozakomdérko-
wej oraz niektdre cytokiny (interferony, I1.-10, IL-12). Niektére z tych czynni-
kéw powstaja na skutek degradacji wigkszych biatek, nie posiadajacych wtasci-
wosci antyangiogennych [76].

Wsréd dotychezas opisanych kilkudziesigciu cytokin majacych wplyw
pobudzajacy nowotworzenie naczyn, do najwazniejszych naleza $rédblon-
kowy czynnik wzrostu naczyn (VEGF) i zasadowy czynnik wzrostu fibrobla-
stéw FGFb (tab. 6). Asahara i wsp. udowodnili synergizm dziatania obu tych cy-
tokin [8].

Tab. 6. Gléwne czynniki proangiogenne.
Tab. 6. Main proangiogenic factors.

1/ Niedotlenienie tkanki/ Hypoxia

2/ Czynniki wzrostu | VEGF - Naczyniowo-srédbtonkowy czynnik wzrostu
Growth Factors Vascular Endothelial Growth Factor

bFGF i aFGF - Czynnik wzrostu fibroblastéw zasadowy i kwasny
Fibroblast Growth factor; basic and acidic

TGFa - Transformujacy czynnik wzrostu o
Transforming Growth Factor a

GCSF - Czynnik wzrostu granulocytarny
Granulocyte Growth Factor

HGF - Czynnik wzrostu hepatocytéw
Hepatocyte Growth Factor

IGF - Czynnik wzrostu insulinowy
Insulin Growth Factor

PDGF - Czynnik wzrostu pochodzenia ptytkowego
Platelet Derived Growth Factor

TNF - Czynnik martwicy nowotworéw
Tumor Necrosis Factor

EGF - Czynnik wzrostu naskérka
Epidermal Growth Factor

PGF - Czynnik wzrostu tozyskowyl
Placental Growth Factor

3/ Proteaz gelatynazy, aktywator plazminogenu, metaloproteinazy
Proteases gelatynases, plasmin activator, metaloproteinases

4/ Interleukiny 1I-1,11-6, 11-8, 11-13
Interleukines

5/ Inne integryny, angiopoetyna-1, endotelina, prostaglandyny E,
Others trombopoetyna, pleotropina, histamina, angiotensyna

integrins, angiopoetin-1, endothelin, prostaglandins E,
trombopoetin, pleotropin,, histamine, angiotensine

Komérki nowotworowe pobudzaja proces tworzenia naczyn takze w sposéb
posredni przez wytwarzanie czasteczek chemotaktycznych dla makrofagéw,
komérek tucznych, fibroblastéw i limfocytéw. Komérki te naciekajac podscielisko
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same wytwarzaja liczne cytokiny, czynniki wzrostu i enzymy. Enzymy produ-
kowane przez komérki nowotworu wydzielane sa do macierzy pozakomdrkowej,
powoduja degradacj¢ btony podstawnej i utatwiaja penetracj¢ oraz migracj¢ ko-
mérek srédbtonka w kierunku tkanek niedotlenionych. Nalezy podkresli¢ udziat
licznych czasteczek adhezyjnych obecnych w macierzy pozakomérkowej (inte-
eryny, kadheryny, selektyny). Odgrywaja one zasadnicza rol¢ w procesie zako-
twiczania nowych naczyn w otaczajacej tkance i stanowia istotny element ich
ostatecznego dojrzewania [2,170]. Zainteresowanie wzbudzaja integryny owvp3
i a5P3, jako czynniki podtrzymujace przezycie komérek srédbtonka i biorace
udziat w ostatecznym ksztattowaniu sieci naczyniowej naczyn [36,40,68]. Pro-
wadzone sa liczne badania dotyczace udziatu czasteczki adhezyjnej VCAM-1
w formowaniu naczyn. Jest to rozpuszczalny receptor integryn o4f1, obecny na
powierzchni komérek srédbtonka, a takze na powierzchni niektdrych komérek
nowotworowych. VCAM-1 przekazuje sygnatly wzmacniajace integracjg komo-
rek srédblonka z otaczajacymi pericytami [83]. W niektérych guzach nowotwo-
rowych stgzenie VCAM-1 koreluje z ggstoscia unaczynienia nowotworu
[83,193].

Naczyniowo-srodbtonkowy czynnik wzrostu (VEGF)

VEGF, gléwny czynnik proangiogenny aktywny wylacznie w procesie an-
giogenezy, jest specyficznym mitogenem dla komoérek srédblonka oraz bezpo-
srednio wpltywa na ekspresj¢ jego receptoréw, a zablokowanie funkcji VEGF
hamuje powstawanie nowych naczyn [207].

Dziatanie tej cytokiny [65,75] polega na:
— pobudzaniu proliferacji komérek srédbtonka,

— zwigkszeniu przepuszczalnosci naczyn,

stymulacji aktywatoréw plazminogenu,

indukcji integryn aV i B3 obecnych w podscielisku zaangazowanych
W proces powstawania naczyn.

VEGF jest wytwarzany przez komoérki nowotworowe. Gen VEGF sklada si¢
z 8 egzondw i jest zlokalizowany w prazku 21.3 chromosomu 6. Podstawowym
czynnikiem indukujacym syntez¢ VEGF jest niedotlenienie. Hipoksja stymuluje
czynnik VEGF poprzez czynniki transkrypcyjne HIF-1. Poza niedotlenieniem,
ekspresjc VEGF nasila wiele cytokin o dziataniu proangiogennym, jak bFGF,
PDGF, TNF, IL-1B, IL-13 [76]. Ekspresja genu VEGF jest hamowana przez
produkt genu supresorowego TP53 [78].

Czynnik VEGF, posiada kilka izoform, z ktérych dwie VEGF 121 oraz
VEGF 165 sa rozpuszczalnymi glikoproteinami. Inne izoformy VEGF 145,
VEGF 189 i VEGF 206 pozostaja w polaczeniu z siarczanem heparyny
jako proteoglikany na powierzchni komdérek [65]. Najmniejsza, catkowicie
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rozpuszczalna izoforma VEGF 121 ma silne wtasciwosci mitogenne i zwigksza-
jace przepuszczalnosé naczyn [74]. Dominujaca izoforma, aktywna w nowotwo-
rach jest VEGF 165. VEGF dziala poprzez specyficzne receptory gléwnie na
powierzchni komoérek $rédblonka: KDR/Flk-1, Flt-1, Flt-4, neurofiliny
NRP-1 oraz NRP-2. Dwa pierwsze receptory Flk-1 oraz Flt-1 naleza do ro-
dziny kinaz tyrozyny i sg zlokalizowane w $rédblonku, na powierzchni ko-
moérek nowotworowych i w niektérych komérkach podscieliska [14]. Spo-
§réd poznanych receptoréw rola Flk-1 w przekazywaniu sygnaléw pobudza-
jacych AG zostala najlepiej udokumentowana [12,66].

Zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (bFGIF)

Czynnik ten nalezy do rodziny czynnikéw wiazacych heparyng. Gen bFGF
koduje liczne izoformy tego czynnika o réznym cigzarze czasteczkowym [38].
Dziatanie bFGF ma charakter zardwno parakrynny jak i autokrynny, gdyz jest on
produkowany przez komérki nowotworowe, makrofagi oraz komérki srédbton-
ka. Czynnik ten jest kuamulowany w postaci nieaktywnej w macierzy pozakomé-
rowej tkanki nowotworowej, a nastgpnie w warunkach hipoksji uwalniany przez
proteazy do postaci aktywnie stymulujacej rozwdj naczyn. bFGF dziata poprzez
cztery typy receptoréw zlokalizowanych na powierzchni komérek endotelium,
komérek migsni gtadkich oraz monocytéw i makrofagéw. Stymulacja tych re-
ceptorow wyzwala kaskade sygnatéw przekazywanych przez czynniki tran-
skrypcyjne, geny ras i kinaze proteinowa PKC, ktére indukuja ekspresj¢ genu
TF. Czynnik TF stymuluje VEGF i hamuje produkcj¢ jednego z inhibitoréw
angiogenezy - trombospondyny [281]. Wykazano réwniez, ze bFGF posiada
wlasciwosci pobudzania migracji komérek srédblonka oraz naczyniowych ko-
mérek migsni gtadkich droga chemotaksji tych komérek. Ponadto bFGF induku-
je wytwarzanie proteaz i zwigksza przepuszczalnos¢ naczyn [38,280]. bFGF
moduluje takze srodowisko pozakomdrkowe zwigkszajac aktywnosé integryn.
Liczne badania potwierdzily jego udziat w rozwoju wielu réznych nowotworéw
takich jak migséniako-migsak prazkowanokomérkowy, rak sutka, rak pgcherza
i rak nerki [38].

Inne najczesciej identyfikowane czynniki proangiogenne
w nowotworach

Angiopoetyna (Ang-1) jest ligandem receptora TIE-2 z rodziny kinaz tyro-
zynowych. Jest to czynnik, ktdry odgrywa wazng rol¢ w interakcjach migdzy
komérkami $rodbtonka a otaczajacym podscieliskiem. Jego podstawowa rola
polega na stabilizacji struktury nowo powstalych naczyn, a jego dziatanie
stwierdza si¢ w pdznigjszych etapach Ag [280].

Angiopoetyna-2(Ang-2) hamuje aktywnos¢ Ang-1 w przypadku jednocze-
snej obecnosci VEGF. Jej dziatanie prowadzi do rozluznienia spéjnosci migdzy
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komorkami $rédbtonka i tkanka okotosrédbtonkowa, co sprawia, ze komorki
srodbtonka staja sie tatwiej dostgpne dla induktoréw AG [81].

Czynnik wzrostu pochodzenia plytkowego (PDGF) sktada si¢ z dwdéch
wspdtzaleznych polipeptydéw: tancucha A i B. Poczatkowo ta molekuta byla
znana jako czynnik regulujacy migracj¢ i proliferacje¢, jednak ostatnio udowod-
niono jej udziat w AG zaréwno w badaniach in vivo jak i in vitro.

Udziat innych czynnikéw pobudzajacych AG takich, jak TGF, IGF, HGF,
EGF, 1L-1, IL-6, IL-8, IL.-13 i innych jest r6zny w zaleznosci od typu nowotwo-
ru. Moga one dziata¢ zaréwno bezposrednio — pobudzajac tworzenie naczyn jak
i posrednio przez pobudzanie ekspresji VEGF [76,140,267,269].

Czynniki hamujqce angiogeneze

W warunkach fizjologicznego budowania naczyn istnieje réwnowaga mig-
dzy stymulatorami i inhibitorami AG. W procesie kancerogenezy ta réwnowaga
zostaje zachwiana na korzys¢ stymulatoréw, z ograniczeniem aktywnosci czaste-
czek hamujacych AG. Wséréd inhibitoréw do najlepiej poznanych naleza angio-
statyna i endostatyna opisane po raz pierwszy przez O’Reily i wsp. w 1994 roku
[37,183,184]. Innym czynnikiem o dziataniu hamujacym tworzenie naczyn jest
trombospondyna [269]. Obecnie podejmowane sg préby zastosowania tych
czynnikéw jako jednej z metod terapii angiogennej. Proby ich wykorzystania
w leczeniu znajduja si¢ w fazie badan klinicznych [212].

Metody badania angiogenezy (AG)

Istnigja rézne metody oceny zjawiska angiogenezy. Dynamike tego procesu
mozna ocenia¢ na modelach tkankowych i podtozach fizjologicznych (testy ro-
géwkowe, skorne, btona kosméwkowo-omoczniowa zarodka kurzego, zele fizjo-
logiczne). W tym celu wszczepiane sa komdrki nowotworowe, ktére pobudzaja
AG. Nowo wytworzone naczynia muszg spetnia¢ okreslone kryteria, aby mozna
je uzna¢ za utworzone w procesie AG nowotworowej [186]. Te kryteria obejmu-
ja ksztatt, wielkos¢, srednice naczyn i kierunek proliferacji do punktu wstrzyk-
nigcia komoérek. Taka metoda jest trudna do powszechnego stosowania i jest
uzywana jedynie dla celéw naukowych.

Najpowszechniej stosowana metoda oceny AG w guzach nowotworowych
jest pomiar ggstosci naczyniowej (MVD) w tkankach guzéw. W tym celu naczynia
w preparatach tkankowych sa znakowane metoda immunohistochemiczna
z uzyciem przeciwcial monoklonalnych reagujacych ze sktadnikami komdrek $rod-
btonka. Najczgsciej uzywane sa przeciwciata przeciw czynnikowi VIII, antygenowi
CD31 i antygenowi CD34 [154]. Ze wzgledu na znaczne rdznice wystgpujace
w ggstosci unaczynienia w réznych regionach tkanki guza, ggstos¢ naczyn obli-
cza si¢ w kilku tzw. ,,polach goracych” preparatu immunohistochemicznego,
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czyli w polach o najwigkszym unaczynieniu [263]. Jako ostateczny wynik
przyjmuje si¢ srednig obliczona z tych pdl. Staba strona metody oceny ggstosci
naczyn pozostaje brak ostatecznej standaryzacji i subiektywny wybér pdl przez
badajacego [267].

Alternatywna metoda oceniajaca zjawisko AG w nowotworze jest oznacza-
nie aktywnosci poszczegdlnych cytokin o dziataniu angiogennym w tkance no-
wotworowej metoda immunohistochemiczna, badz oznaczanie ekspresji mRNA
tych cytokin metoda PCR [193,199].

Dzigki stwierdzeniu zjawiska przenikania niektérych czynnikéw proangio-
gennych do ptynéw ustrojowych podejmowane sa préby oceny aktywnosci tych
czynnikéw w surowicy krwi pacjentéw z choroba nowotworowa. W réznych
typach zaawansowanych nowotworéw u ludzi dorostych (np. w raku nerki, raku
sutka) stwierdzono podwyzszone poziomy w surowicy, zarowno VEGF, jak
i czasteczek bFGF [38,186,213]. W nowotworach przewodu pokarmowego udo-
wodniono tez wysoka ekspresje innych czynnikéw proangiogennych np. HGF,
TGF, 1L-8 w surowicy krwi pacjentow [99,268]. Prowadzone badania st¢zenia
tych cytokin zaréwno w surowicy, jak i w moczu w réznych nowotworach maja
wyjasni¢ przydatnos$¢ tych oznaczen jako markeréw prognozy i ewentualnych
markeréw wznowy nowotworu [260].

Badania Tabone i wsp. grupy dzieci z rozpoznaniem nowotworéw ztosli-
wych o réznorodnej histologii, wykazaly podwyzszone stezenie cytokin VEGF
i bFGF w surowicy krwi w stosunku do st¢zenia tych cytokin w surowicy krwi
w grupie dzieci zdrowych. Stgzenia obu cytokin byly znamiennie wyzsze u cho-
rych w poréwnaniu z grupa kontrolng zdrowych dzieci i korelowaty z dlugoscia
przezycia bez objawdw choroby [247]. Wyniki te zachgcaja do dalszych badan
nad przydatnoscia takich oznaczen w réznych typach nowotworéw wieku dzie-
cigcego.

Ostatecznie dotad nie udato si¢ opracowac takiej jednej metody oceny an-
giogenezy, ktéra w sposob obiektywny oceniataby ten dynamiczny proces. Dla-
tego Vermeulen i wsp. proponuja dla oceny AG uzycie kilku metod jednoczesnie
[267].

Mechanizmy regulujqce proces angiogenezy w guzach grupy
zwojaka zarodkowego

Zardwno ognisko pierwotne jak i przerzuty zwojaka zarodkowego charakte-
ryzuja si¢ bogatym unaczynieniem, a badania histologiczne potwierdzily udziat
proliferacji naczyniowej w rozwoju tego nowotworu. Pierwszym, ktéry w 1996
przeprowadzit ocen¢ aktywnosci angiogenezy w Nb byl Meitar i wsp. [164].
Wazng obserwacja w tej pracy byto stwierdzenie w catej masie guza Nb niejed-
nolitego unaczynienia, co nakazywato wstgpnie w badaniach wyodrgbni¢ pola
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z zywa tkanka i wyeliminowa¢ strefy martwicy i zwapnien w guzach o niskim
stopniu zréznicowania histologicznego. Duze wahania w intensywnosci unaczy-
nienia zaobserwowano w guzach réznicujacych si¢ i guzach typu ganglioneuro-
blastoma. Niemniej wyliczenie i ocena gg¢stosci naczyniowe] w ,,goracych po-
lach” pozwala na poréwnywanie zdolnosci do AG w réznych typach tych gu-
zOw. Meitar wykazatl korelacjg gestosci unaczynienia w guzach Nb z aktywno-
scig przerzutowg i krétszym przezyciem chorych [164]. Godne uwagi byty ob-
serwacje poczynione w guzach Nb w stadium IVs rozwijajacych si¢ u niemow-
Iat. Guzy te cechowata wysoka aktywno$¢ AG, a mimo to efekty leczenia tej
grupy chorych z rozsiewem Nb byly bardzo dobre. Badania nad biologia tego
typu guzoéw u niemowlat pozwolity na odkrycie unikatowych wtasciwosci biolo-
gicznych jak duza ekspresja NGF i receptora TRK-A, ktére moga zmienia¢
w trakcie rozrostu fenotyp angiogenny Nb [176]. Badania przeprowadzone przez
Meitara wykazaty takze korelacje intensywnosci unaczynienia guzéw z ustalo-
nymi juz czynnikami prognostycznymi jak obecnos¢ amp NMYC oraz budowa
histologiczna guza wg kryteriéw Shimada [164].

Wyniki dalszych prac dotyczacych roli AG w zwojaku zarodkowym
wspolczulnym nie byly jednoznaczne. Ribatti i wsp. stwierdzili znaczng ak-
tywnos¢ angiogenezy w guzach wysokiego ryzyka, sugerujac, ze parametry una-
czynienia tkanki nowotworowej moga stuzy¢ jako markery prognostyczne w Nb
[207]. Wartos¢ prognostyczna wysokiego unaczynienia w tkankach Nb zostata
jednak zakwestionowana nastepnie w pracach Canete i wsp. [40]. Rozbieznosci
w tych opiniach mogly by¢ wynikiem trudnosci standaryzacji metod oceny una-
czynienia, a takze zalezaty od odmiennego doboru chorych o réznej charaktery-
styce klinicznej. Wspdlczesnie opublikowane wyniki badan aktywnosci angio-
genezy metodami posrednimi oceniajace aktywnosé integryn avp3 i awvp5 po-
twierdzily znaczna aktywnos¢ tych czasteczek w guzach Nb z grupy wysokiego
ryzyka [68].

W niezaleznych badaniach wykazano aktywnos§¢ gléwnego czynnika pro-
angiogennego VEGF i jego receptoréw zaréwno w guzach pierwotnych jak
i w liniach komérkowych Nb [139,189,209]. Metodami immunohistochemicz-
nymi, a takze przy uzyciu techniki PCR, stwierdzono takze ekspresj¢ innych,
poza VEGF réinych czynnikéw stymulujacych tworzenie naczyn w tkan-
kach tego nowotworu jak bFGF, Ang-1 i Ang-2, TGFa i PDGF-A [66].
W innych pracach szczegdlna uwage zwrdécono na wysoka aktywnos¢ VEGF
i bFGF, ktore dzialaja synergistycznie [10,189,209]. Fenotyp angiogenny
w stadiach zaawansowanych tego nowotworu potwierdza tez podwyzszona eks-
presja metaloproteinaz 2 i 9 [108].

Wobec wielu dowoddw znacznego udzialu angiogenezy w rozwoju i progre-
sji Nb warto zwrdci¢ uwage na zwiazek fenotypu angiogennego komérek Nb
ze znanymi i charakterystycznymi dla tego guza zmianami genetycznymi.
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Dotychczas ustalono, ze nadmierna ekspresja onkogenu NMYC hamuje aktyw-
no$¢ czynnikéw hamujacych AG. Zidentyfikowane zostaty dwa inhibitory AG tj.
activina A oraz IL-6, ktdre sa blokowane przez ten onkogen [102]. Badania Ri-
batti i wsp. wykazaly korelacje wysokiej aktywnosci angiogennej w guzach
z nadekspresja NMYC [204].

Nie przeprowadzono dotad kompleksowych badan dotyczacych wspétzalez-
nosci angiogenezy z klinicznymi, morfologicznymi i genetycznymi markerami
prognostycznymi u chorych z rozpoznaniem nerwiaka zarodkowego wspdtczul-
nego. Analiza tych wspdtzaleznosci moze by¢ kolejnym krokiem w dazeniu do
okreslenia ,,czynnikdw ryzyka” u poszczegdlnych chorych i optymalizacji poste-
powania terapeutycznego.
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2. CELPRACY

Celem niniejszej pracy byto poszukiwanie zaleznosci pomiedzy stop-
niem aktywnosci angiogenezy i proliferacji guzow, a uznanymi parame-
trami prognozy u chorych z rozpoznaniem nowotworu z grupy zwojaka
zarodkowego wspdtczulnego.

W tym celu zaplanowano nastepujace zadania badawcze:

1. Analiz¢ wybranych wskaznikéw aktywnosci angiogenezy i proliferacji
w guzach Nb i okreslenie ich zwiazku z klinicznymi, genetycznymi
i morfologicznymi czynnikami prognostycznymi.

2. Okreslenie znaczenia wybranych wskaznikéw angiogenezy oraz in-
deksu proliferacyjnego jako czynnikdw ryzyka.

3. Oceng zwigzku pomiedzy aktywnoscia proliferacyjna, a ggstoscia una-
czynienia w tkankach guzéw.
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3. MATERIAL I METODY
3.1. MATERIAL KLINICZNY I METODY BADAWCZE

3.1.1. Pacjenci i dane kliniczne

Badaniami objgto 110 chorych z rozpoznaniem guza wspdiczulnego grupy
zwojaka zarodkowego wspdiczulnego (Nb). Wsrdd 110 pacjentdw, 43 bylo dia-
gnozowanych i leczonych w Klinice Pediatrii Hematologii, Onkologii i Endo-
krynologii AM w Gdansku w okresie od 1 listopada 1993 roku do 1 czerwca
2004 roku, a pozostatych 67 pacjentéw byto leczonych w osmiu osrodkach on-
kologii dziecigcej w Polsce wchodzacych w sktad Grupy d/s Leczenia Guzéw
Litych (Klinika Onkologii CZD w Warszawie, Klinika Pediatrii, Hematologii
i Onkologii w Bydgoszczy, Klinika Choréb Dzieci w Lodzi, Klinika Transplan-
tacji Szpiku, Hematologii i Onkologii Dziecigcej we Wroctawiu, II Klinika Chi-
rurgii Dzieciecej w Katowicach, Oddzial Hematologii i Onkologii Dziecigcej
w Chorzowie, Klinika Hematologii i Onkologii Dzieci¢gcej w Poznaniu i Klinika
Hematologii Dziecigcej i Chemioterapii w Zabrzu). Leczenie tych 67 chorych
prowadzone byto w okresie od 1 stycznia 2001 do 1 czerwca 2004 roku. Uzy-
skano zgodg¢ wszystkich kierownikéw klinik na wykorzystanie danych klinicz-
nych chorych oraz materiatu biologicznego — pobranych wycinkéw tkanki nowo-
tworowej i 2 ml krwi do przeprowadzenia planowanych badan oraz zgode Nieza-
leznej Komisji Biotycznej do Spraw Badan Naukowych przy AMG (nr zgody:
NKEBN/845/2000).

Diagnoza Nb oparta zostala na przyjetych migdzynarodowych kryteriach
diagnostycznych tego nowotworu [32]:

— na podstawie badania histologicznego tkanki nowotworowej u 69 cho-
rych;

— na podstawie wykazania obecnosci komoérek Nb w szpiku kostnym
i podwyzszonego poziomu katecholamin w moczu u 37 chorych;

— w czterech przypadkach rozpoznanie postawiono w oparciu o wyniki
badan obrazowych (stwierdzono naciek nowotworowy o charaktery-
stycznej lokalizacji — przykrggostupowej) oraz podwyzszonego u chore-
go poziomu katecholamin.

Dane kliniczne uzyskiwano bezposrednio z historii choréb pacjentéw Kliniki
Pediatrii, Hematologii, Onkologii i Endokrynologii w Gdansku. Informacje z po-
zostatych osrodkéw uzyskiwano na podstawie opracowanej przez autorkg ankie-
ty zbiorczej (wzdr w zatacznikach), ktéra wypetniali lekarze leczacy chorych
z poszczegOlnych osmiu osrodkdw klinicznych.,
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Zebrane dane kliniczne obejmowaty wiek chorego w chwili ustalenia rozpo-
znania Nb, jego pte¢, stadium zaawansowania wg kryteriow INSS [45], lokaliza-
cj¢ ogniska pierwotnego, wielkos¢ guza z okresleniem jego najwickszego wy-
miaru, obecnos$¢ przerzutéw, zastosowane metody leczenia, odpowiedz na lecze-
nie zgodnie z definicjami wg International Neuroblastoma Response Classifica-

tion - INRC (tab. 7) [32] i czas przezycia chorych od momentu rozpoznania Nb
(OS).

Obserwacje pacjentéw zakonczono 1.06.04. Okres obserwacji chorych wa-
hat si¢ od 2 miesigcy do 10 lati 9 miesiecy (Sredni 30 mies.; mediana 23 mies.).

Pacjenci leczeni byli w zaleznosci od zaawansowania klinicznego nowotwo-
ru i grup ryzyka zgodnie z protokotami leczenia Nb przyjetymi przez Polska
Grupe ds. Leczenia Guzdw Litych (tab. 8).

Tab. 7. Definicje odpowiedzi zwojaka zarodkowego wspdtczulnego (Nb) na stosowane
leczenic wg INRC [32].
Tab. 7. The definitions of treatment response in neuroblastoma according to INRC [32].

Typ (;)dé)l %‘:11; dzi Guz pierwotny Ogniska przerzutowe
Y Primary tumor Metastases
Type of response
Odpowiedz ustapienie zmian, prawidtowe
calkowita nie stwierdza si¢ obecnosci guza poziomy katecholamin
Complete remission no signs of tumor metastases involution, normal
(CR) cathecholamines levels
Odpowiedz czesciowa zmniejszenie si¢ rozmiaréw guza i ognisk przerzutowych o >50%
Partial remission (PR) decrease of tumor size and metastases size > 50%
Brak odpowiedzi brak nowych o g‘msk, zmniejszenie sig rozmiar6w jakiegokolwiek
ogniska o <50% lub zwigkszenie o >25%
No response . . .
any new Nb lesions noticed, decrease of any tumor site < 50% or
(NR)
enlargement >25%
jakiekolwiek nowe ognisko, zwickszenie rozmiaréw jakiegokolwiek
Choroba postepujaca istniejacego ogniska o > 25%, zajecie pierwotnie niezajetego szpiku
Progression (PR) new lesions present, enlargement of any site >25%, new bone marrow
involvement
Zgon z progresji
Death of disease
(DOD)
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Tab. 8. Schematy leczenia stosowane w analizowanej grupie 110 pacjentéw z Nb.
Tab. 8. Treatment protocols applied to the analysed 110 patients with Nb.

Lata 1993-2001/ Years 1993-2001

Grupa ryzyka Schemat/protok6t | Stosowane cytostatyki| Inne sktadowe leczenia
Risk group Scheme/protocol Cytostatics used | Other elements of treatment
Pacjenci wI° radykalne usunigcie guza
Patients in stage I° - T complete umor resection
Pacjenci niskiego ryzyka [ Schemat Harrisona VCR. CYC usuniecie ogniska pierwotnego
(e, Ivse, II1° Harrison’s scheme ’ primary tumor resection
u niemowlat) e iska vi -
Low risk patients CAV VCR, ADR, CY(C | SUMecte 0gniska Perwoiicgo
(1%, Vs®, I° in infans) primary tumor resection
1/ usunigeie ogniska pierwotnego
primary tmor resection
o Protokét Tokio VCCI]{)’S;( %SBR, 2/ radioterapia/ radiotherapy
Pacjenci z chorobg ’ (nie obligatoryjnie/
Zaawansowang, not obligatory)
(II° > 1 roku zycia Protokét warszawski 1/ usunigcie ogniska pierwotnego
oraz IV®) (modyfikacja Kyushu) | VM-26, ADR, primary tumor resection
Patients with ad- Warsaw protocol CYC,CDDP, IF, |2/radioterapia/ radiotherapy
vanced disease (Kyushu modification) DTIC, VP-16 (nie obligatoryjnie)/
(I1I° >1 year old and not obligatory)
Ive) 1/ usunigeie ogniska pierwotnego
Inne zastosowane primary tumor resection
Other used VP-16, CBDEA 1) terapia mieloablacyjna

myeloablative therapy

Lata 2002-2004/

Years 2002-2004

Pacjenci >1 1. zycia z SIOP 99.1
guzami nieresekcyjnymi, dla guzéw CADO + 1/ usuniecie ogniska pierwotnego
bez amp NMYC nieresekcyjnych CBDCA/VP-16 Drimary tumor resection
Patiennts > 1 year old, SIOP 99.1 for 2/ radioterapia/ radiotherapy
without amp MYCN unresectable tumors
Niemowleta z Nb, 1/ usunigcie ogniska pierwotnego
bez amp NMYC S10P CADO ] quiil resezrf)ltlbn *
Infants with Nb tomor | European Infant Nb primary
without amp MYCN
1/ usunigcie ogniska pierwotnego
Primary tmor resection
2/ terapia mieloablacyjna
BUMEL vs CEM
s myeloablative thera
Pacjenci CBDCA, VP-16, B{]MEL e Py
wysokiego ryzyka ESIOP./HR-NBL 1 VCR, CDDP, 3/ radioterani
SO . pia
High risk patients CYC, radiotherapy
4/ leczenie choroby resztkowej
(13-cis RA)
minimal residual disease
therapy (13-cisRA)

CDDP = cisplatyna, CBDCA = karboplatyna, VP-16 = etopozyd, CYC = cyklofosfamid, ADR =
doksorubicyna, IF= ifosfamid, DTIC = dakarbazyna, VCR = vinkrystyna, BUMEL = busulfan +
melfalan, CEM = karboplatyna + etopozyd + melfalan, 13-cisRA = kwas 13cis-retinoinowy,
CADO = doxorubicyna + vincrystyna + cyklofosfamid
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W przypadku niepowodzen leczenia (progresji lub wznowy) zmieniano pro-
tokoty leczenia na terapi¢ ,,drugiej linii” z wykorzystaniem réznorodnych sche-
matéw chemioterapii konwencjonalnej przedstawionych w tabeli 9.

Tab. 9. Stosowane schematy leczenia ,.drugiej linii” w przypadkach progresji Iub na-
WIotow.
Tab. 9. ,,Second line” therapeutical schemes applied in cases of progression or relapse.

L.p. Schematy ,,IT linii”

No. I line” schemes
1 CDDP + VP-16
2 CBDCA + VP-16
3 Topotecan + CYC
4 ICE

CDDP=cisplatyna, CBDCA=karboplatyna, VP-16=etopozyd
CYC=cyklofosfamid, ICE=schemat: ifosfamid+cisplatyna+etopozyd
CDDP=cisplatin, CBDCA=carboplatin, VP-16=etopozide,
CYC=cyclofosphamide, ICE=scheme: ifosphamide+cisplatin+etopozide

3.1.2. Badania biochemiczne

Analize¢ danych klinicznych uzupetniono oceng wynikéw badan laboratoryj-
nych w momencie diagnozy: st¢zenia dehydrogenazy kwasu mlekowego (LDH)
oraz ferrytyny (F) w surowicy krwi i ilosci wydalanego kwasu wanilinomigda-
towego (VMA) w dobowej zbidrce moczu. Badania byly wykonywane rutynowo
w odpowiednich laboratoriach osrodkéw onkologii dziecigeej, w ktdrych byli
leczeni analizowani chorzy.

3.2. BADANIA HISTOLOGICZNE

Diagnostyke histologiczng z okresleniem podtypu histologicznego przepro-
wadzono u 104 pacjentéw w materiale pochodzacym z ognisk pierwotnych no-
wotworu. Material tkankowy byl pobierany w czasie zabiegu operacyjnego: re-
sekcji nowotworu lub biopsji otwarte;.

Tkanki nowotworowe pobrano przed zastosowaniem leczenia u 57 pacjen-
téw, natomiast u 47 chorych materiat z tkanek nowotworowych uzyskano po
zastosowaniu wstepnej chemioterapii. Material do badan histologicznych byt
przygotowywany do analizy morfologicznej bezposrednio po pobraniu w przy-
padkach pacjentéw z osrodka gdanskiego lub w postaci bloczkéw parafinowych
byt przesylany z pozostatych osmiu wyzej wymienionych osrodkéw onkologii
dziecigcej w Polsce. Zebrany material byt oceniany histologicznie i klasyfikowa-
ny w Zakladzie i Katedrze Patomorfologii AMG (kierownik: dr hab. Kazimierz
Jaskiewicz, prof. nadzw. AMG). Skrawki parafinowe o grubosci 3-4 um poshuzylty
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do przygotowania rutynowych preparatéw barwionych hematoksyling i eozyna
(H-E) oraz barwien immunohistochemicznych.

Guzy neuroblastoma klasyfikowano zgodnie z podziatem histologicznym wg
INPC przyjetym od 1999 roku [231]. Materiat diagnozowany przed 1999 rokiem
byt poddany powtérnej ocenie z zastosowaniem tej klasyfikacji.

Tab. 10. Klasyfikacja dojrzatosci histologicznej guzéw pochodzacych z neuroblastéw
(wg INPC, 1999 rok).

Tab. 10. Pathologic classification of (criteria for) the maturity of the neuroblastic tumors
(according to INPC, 1999).

Niezréznicowany
Undifferentiated
Zwojak zarodkowy wspdétczulny Stabo zréznicowany

Neuroblastoma Poorly differentiated

Réiznicujacy sie

Differentiating
Typ mieszanokomérkowy
Nerwiak zwojowokomdérkowy Intermixed type

Ganglioneuroblastoma Typ guzkowy

Nodular type
Dojrzewajacy
Zwojakonerwiak Maturing
Ganglioneuroma Dojrzaty
Mature

Guzy oceniane przed zastosowaniem chemioterapii zostaly podzielone na
dwie kategorie: o budowie ,.korzystnej” (FH) i ,,nickorzystnej” (UH) wg zmody-
fikowanego podziatu prognostyczno-morfologicznego Nb przyjetego przez
INPC (tab. 5).

W tym podziale oceniane byly nastepujace kryteria morfologiczne tkanki
guza:
— stopien zréznicowania komérek nowotworowych w oparciu o obecnos¢
neuropilu i cech:
— dojrzewania zwojowego
— wielkosci podscieliska z komérkami Schwanna
— obecnosci zwapnien.

Modyfikacja polegata na zastosowaniu oceny indeksu proliferacyjnego
zamiast oceny indeksu mitotycznego w klasycznym podziale [232] wg naste-
pujacego przyporzadkowania:

— niska aktywnos¢ proliferacyjna: IP <20% zamiast MKI< 100/5000

— $rednia aktywnos¢ proliferacyjna: IP=20-40% zamiast

MKI=100 -200/5000

— wysoka aktywnos¢ proliferacyjna: IP > 40% zamiast MKI> 200/5000
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3.3. BADANIA IMMUNOHISTOCHEMICZNE

Do badan immunohistochemicznych wykorzystano materiat tkankowy
utrwalony w 4% roztworze formaldehydu i zatopiony w niskotopliwej parafinie.
Do tych badan wybierano reprezentatywne (pod wzgledem obrazu histologicz-
nego i z malg iloscia martwicy) wycinki z tkanek Nb. Selekcji dokonywano
w barwieniu H-E. W badaniach uzyto przeciwcial mysich monoklonalnych prze-
ciwko Ki-67 (Monoclonal Morse Anti-Human Ki-67 Antigen-Clone MIB-1;
DAKO), przeciwcial CD34 (Monoclonal Morse Anti-Human CD 34 Class 1,
Clone BL-3C5; DAKO) i przeciwciat kréliczych przeciwko VEGF oraz Flk-1
(firmy Santa Cruz Biotechnology). Skrawki grubosci 3 L umieszczano na szkiet-
kach podstawowych pokrytych 3% roztworem silanu (APEL-Sigma A3648)
i przygotowywano preparaty immunohistochemiczne zgodnie z procedurami
zalecanymi przez producentéw odpowiednich przeciwciat.

Przygotowanie preparatow immunohistochemicznych z przeciwciatami
Ki-67 i CD34

Preparaty poddawano wstgpnej obrébce termicznej w temp 99,6 - 99.9°C,
nastepnie studzono je i ptukano w roztworze PBS oraz zanurzano w 3% wodzie
utlenionej. Kolejno naktadano odpowiednie przeciwciata Ki-67 lub CD34 i pre-
paraty z przeciwciatami inkubowano przez 1 godzing w temperaturze pokojowej.
Po tym czasie preparaty byly dwukrotnie ptukane roztworem PBS. Naktadano
nastepnie przeciwciata wigzace, inkubowano i ptukano preparaty ponownie.
Kolejnym etapem bylo zanurzenie preparatéw w roztworze substratu (10 mg%
roztwér diaminobenzydyny), inkubacja, ptukanie i ostatecznie barwienie w he-
matoksylinie Harrisa. Proces przygotowania preparatow konczylo odwodnienie,
przeswietlenie i przykrycie balsamem kanadyjskim.

Przygotowanie preparatow immunohistochemicznych z przeciwciatami
p/w VEGF oraz Flk-1

Preparaty poddawano wstgpnej obrdbcee termicznej w cieplarce o temp 60°C,
nastepnie odparafinowano je w ksylenie i szeregu alkoholi. Odstonigcie epitopu
antygenowego nastepowalo poprzez gotowanie preparatdow w 20% buforze
cytrynianowym przez 20 minut. Kolejno zanurzano preparaty w 3% wodzie utle-
niongj. Na preparat naktadano pierwotne przeciwciata VEGF w rozcienczeniu
1:200 lub Flk-1 w rozcienczeniu 1:50 i inkubowano je przez dwie godziny.
Kolejne etapy obejmowaty inkubacj¢ z posrednim przeciwcialem biotynylowa-
nym, inkubacje ze streptawidyna znakowang peroksydaza i reakcje z chromoge-
nem DAB pod kontrola mikroskopu. Na zakonczenie preparaty byly ptukane pod
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biezaca woda, barwione hematoksylina, odwadniane we wzrastajacym szeregu
alkoholi oraz zamykane w balsamie kanadyjskim.

W zgromadzonym materiale tkanek Nb oceniano aktywno$¢ proliferacyjna
oraz wskazniki angiogenezy przy uzyciu wyzej wymienionych odpowiednich
przeciwciat monoklonalnych.

3.3.1. Metoda badania i kryteria oceny aktywnosci proliferacyjne
guzéw Nb

Preparaty immunohistochemiczne znakowane przeciwcialami monoklonal-
nymi p/w Ki-67 poddawano analizie mikroskopowej pod powig¢kszeniem 400x.
Odczyny immunohistochemiczne wykonano w 90 przypadkach guzéw pierwot-
nych Nb i do dalszych analiz zakwalifikowano 78/90. Aktywnos$¢ proliferacyjna
wyrazano w postaci tzw. indeksu proliferacyjnego (IP), ktéry obliczano jako %
komorek wybarwionych na przynajmniej 1000 analizowanych komoérek guza
w polach o najwigkszej intensywnosci reakcji w powigkszeniu 400x przy uzyciu
mikroskopu Olympus BX50 z zastosowaniem komputerowego systemu zliczania
komoérek immunopozytywnych ,,Multiscan”.

3.3.2. Metody badania i kryteria oceny wskaznikow angiogenezy
w guzach Nb

Gestos¢ naczyn

Dla uwidocznienia naczyn krwionosnych w tkance nowotworowej wykorzy-
stano przeciwciata anty CD34 znakujace komorki srédbtonka. Odczyny immu-
nohistochemiczne wykonano w 90 guzach pierwotnych, a 82/90 zakwalifikowa-
no do dalszej analizy. Gestos¢ naczyn (MVD) okreslano liczba naczyn krwiono-
snych w obszarach o najwigkszym ich zaggszczeniu (,,goracych polach”) w ob-
r¢bie ocenianego preparatu. Manualnie zaznaczono naczynia na cyfrowym obra-
zie preparatu. Do oznaczenia MVD postuzono si¢ zmodyfikowana metoda We-
idnera stosowana w badaniach angiogenezy, noszaca znamiona wysokiej powta-
rzalnosci i reprezentatywnosci. W powickszeniu 40x identyfikowano w prepara-
tach ,,pola gorace” o najwyzszej liczbie profili naczyniowych wyznakowanych
chromogenem. W powigkszeniu 200x dokonywano pomiaréw liczby naczyn
w 10 polach o najwyzZszym unaczynieniu za pomoca komputerowego analizatora
obrazu (mikroskop Olimpus BX 50, kamera CCD-FS-2012p Bischke) z zasto-
sowaniem programu komputerowego ,,Multiscan” firmy CCS.
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Kryteria oceny aktywnosci czynnika VEGF i receptora Flk-1
w tkankach guzow Nb

W preparatach immunohistochemicznych znakowanych przeciwciatlami p/w
VEGF lub przeciwciatami p/w Flk-1 przeprowadzono analiz¢ ekspresji reakcji
barwnej. Dla zobiektywizowania mikroskopowej oceny jakosciowej wprowa-
dzono klasyfikacj¢ typu reakcji immunohistochemicznej, biorac pod uwage
intensywno$¢ wybarwienia komoérek oraz % komdrek wybarwionych 7z zastoso-
waniem skali tréjstopniowe;j:

o staba intensywno$¢ reakcji w > 30% komorek lub $rednia
intensywnos$¢ reakcji w < 30% komorek;

i s srednia intensywnos$¢ reakcji w >30% komérek lub silna
intensywnos$¢ reakcji w <30% komorek;

- ,+++7  silnareakcja w > 30% komorek.

3.4. METODA BADANIA AKTYWNOSCI CYTOKIN
VEGF i bFGF W SUROWICY KRWI (test ELISA)

Badania poziomu cytokin VEGF i bFGF w surowicy krwi metoda ELISA
przeprowadzane byly w Zaktadzie Immunologii Katedry Histologii i Immunolo-
gii AMG — (kierownik: prof. dr hab. Jolanta Mysliwska).

Materiat do badan ELISA

Krew w ilosci 2 ml byta pobierana jednorazowo przy okazji wstgpnych ba-
dan diagnostycznych wykonywanych u pacjentéw z rozpoznaniem Nb i w grupie
kontrolnej u dzieci zdrowych przy okazji kontrolnych badan laboratoryjnych.

Aktywnos¢ cytokin VEGF i bFGF metoda ELISA z zastosowaniem goto-
wych zestawow firmowych zawierajacych znakowane przeciwciata monoklonal-
ne dla tych cytokin oznaczono w 39 prébkach surowic pobranych od pacjentéw
zrozpoznaniem Nb przed rozpoczgciem leczenia. Krew (2 ml) pobierano do
sterylngj probéwki na skrzep od pacjentéw w momencie diagnozy przed rozpo-
czeciem leczenia. Dla poréwnania aktywnos¢ cytokin oznaczono réwniez w 30
probkach surowicy pobranej w grupie kontrolnej. Grupe kontrolna stanowily
dzieci zdrowe w wieku 4 miesigcy do 9 lat (sredni wiek 4 lata 10 miesigcy; me-
diana 4 lata), ktére zglosity si¢ do Poradni Chemioterapii Kliniki Pediatrii, He-
matologii, Onkologii i Endokrynologii AMG celem wykonania badan kontrol-
nych po leczeniu limfadenopatii na tle nieswoistych proceséw zapalnych lub
celem konsultacji zmian stwierdzanych na skérze (znami¢ barwnikowe). W wy-
wiadzie u tych dzieci nie stwierdzano infekcji w okresie 4-8 tygodni poprzedza-
jacych badania i w badaniu fizykalnym nie stwierdzano odchylen od normy poza
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znamieniem barwnikowym na skérze. Wartosci parametréw kontrolnych badan
morfologii i OB u wszystkich dzieci z grupy kontrolnej byly prawidtowe. Rodzi-
ce zostali poinformowani i wyrazili zgod¢ na pobranie dodatkowo 2 ml krwi
w celu przeprowadzenia badan naukowych, przy okazji pobierania krwi dla kon-
troli morfologii krwi i OB.

Krew zaréwno pacjentdéw jak i dzieci grupy kontrolnej byla odwirowywana
w automatycznej wiréwce (3000 obrotéw/min; 5 min), a surowicg przechowy-
wano do czasu badania w temp — 70°C.

Procedura badan aktywnosci cytokin w surowicy metodq ELISA

Oznaczen pozioméw VEGF oraz FGFb dokonano metoda immunoenzyma-
tyczng przy uzyciu komercyjnych zestawéw firmy R&D Systems (Minneapolis,
USA) wedlug wskazéwek producenta. Kazdy z zestawéw zawieral 96-dotkowa
ptytke oplaszczona przeciwcialami monoklonalnymi skierowanymi przeciwko
badanej cytokinie. Przed natozeniem badanych prébek, do kazdego z dotkéw
dodawano po 100 pl roztworu rozcienczajacego (Assay Diluent RD1W). Na-
stgpnie na ptytk¢ nanoszono badane surowice, standardy dostarczone przez pro-
ducenta oraz kontrole w objgtosci 100 pl na dotek. Kazda surowice badano
w dwéch powtdrzeniach., Tak przygotowang ptytke inkubowano przez 2 godziny
na wytrzasarce (700 rpm) w temperaturze pokojowej. Nastgpnie kazdy dotek
ptukano trzykrotnie odpowiednim buforem (Wash Solution) i dodawano po
200 pl koniugatu przeciwcial skierowanych przeciwko badanej cytokinie, ktéry
sprzgzony byl z peroksydaza chrzanowa. Po 2 godzinnej inkubacji w temperatu-
rze pokojowej, dotki ponownie przeptukiwano, a nastgpnie do kazdego z nich
dodawano po 200 pl substratu dla peroksydazy chrzanowej (TMB - tetrametylo-
benzydyna). Po 30-minutowej inkubacji z wytrzasaniem i bez dostgpu $swiatla
dodawano po 50 ul kwasu siarkowego (Stop Solution) 1 mierzono absorbancj¢
produktu barwnego reakcji enzymatycznej przy dtugosci fali 450 nm na czytniku
(Bio-Tek FL600, Bio-Tek Instruments, Inc. Winoski, USA). Na podstawie ab-
sorbancji zmierzonej w dotkach standardowych tworzono krzywa standardowa
i wedtlug niej obliczano st¢zenia badanych cytokin w probkach eksperymentalnych.

3.5. BADANIA GENETYCZNE

Materiat do badan genetycznych stanowity czgsci tkanki nowotworowej po-
bieranej do badania histologicznego w trakcie zabiegu operacyjnego lub rozmazy
szpiku nacieczonego komérkami Nb. Badania przeprowadzono w 96 przypad-
kach guzéw nowotworowych w laboratorium cytogenetycznym Katedry i Zakta-
du Biologii i Genetyki AMG (kierownik: prof. dr hab. Janusz Limon).
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Fragmenty tkankowe pobierane w Gdansku byly dostarczane w soli fizjolo-
gicznej w jatowych probdwkach bezposrednio do laboratorium. Material tkankowy
z pozostatych osrodkéw umieszczano w jatowym naczyniu z pozywka transpor-
towa z dodatkiem antybiotyku i dostarczano do laboratorium cytogenetycznego
w ciggu 24 godzin od pobrania.

3.5.1. Analizy cytogenetyczne

Analizy cytogenetyczne (lacznie 128 analiz u 96 pacjentéw) przeprowadza-
no metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) na materiale pochodza-
cym z:

— hodowli komoérek,

— preparatéw ,,odciskowych” z fragmentéw tkanek,

— rozmazdw szpiku nacieczonego przez komorki Nb (3-4 szkietka).

¢ Hodowle komérkowe - prowadzone byly metoda krétkoterminowych ho-
dowli in vitro opracowang przez Limona i wsp [142]. Fragmenty tkanki no-
wotworowej umieszczano w szalce Petriego i rozdrabniano mechanicznie.
Pocigta tkanke guza przenoszono do naczynia hodowlanego, do ktérego do-
dawano pozywke i kolagenazg o stezeniu 200 U/ml. Tkanke w pozywce in-
kubowano przez 12-24 godz. w temp 37°C w warunkach 5% st¢zenia CO,
i 80% wilgotnosci. Po wyptukaniu kolagenazy z uzyskanego materiatu za-
ktadano pierwotne hodowle w naczyniach hodowlanych. Hodowle prowa-
dzone byly w inkubatorze w warunkach podanych powyzej. Zmiana pozyw-
ki hodowlangj dokonywana byta 2x tygodniowo. Obserwacja hodowli komo-
rek byla prowadzona przy pomocy odwréconego mikroskopu. Zaobserwo-
wanie wysokiej liczby mitoz bylo wskazéwka do utrwalenia hodowli.
Utrwalone komérki byty rozlewane i barwione na szkietkach podstawowych
wg metody opisanej przez Yunis i wsp [279].

e Preparaty ,,odciskowe” guza - przygotowywano z otrzymanych fragmen-
téw $wiezo pobranej tkanki nowotworowej przesyltanej w pozywce z dodat-
kiem antybiotyku. Przystany material przecinano na dwie czgsci. Odciski
tkanki nowotworowej na szkietkach wykonywano ze swiezo przecietej po-
wierzchni materiatu tkankowego. Szkietka wysuszano i w ciggu 1 tygodnia
wykonywano badanie metoda FISH. Do czasu wykonania badania szkietka
byty przechowywane w temp 0°- 4°C. Nast¢pnie jedna z przecigtych czgsci
materiatu przesytano do badania histologicznego, a pozostata zamrazano.

¢ Rozmazy szpiku wykonywane byty przy okazji rutynowych badan diagno-
stycznych szpiku. Wysuszone preparaty (3-4 rozmazy) przesytano do labora-
torium cytogenetycznego i badanie wykonywano jedynie w przypadku obec-
nosci komérek nowotworowych w wykonanych rozmazach.
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Metoda FISH

Analizg wybranych aberracji chromosomalnych: del(1p) i czgsciowej triso-
mii 17q oraz amplifikacji NMYC technika FISH prowadzono z wykorzystaniem
odpowiednich sond DNA;
— dla del(1p36.3) - sondy specyficznej TelVysion ™1pSG (firmy AB-
BOTT) i CEP 1 (Satellite II/IIT) Spectrum Orange;

— dla dodatkowych kopii 17q — sondy specyficznej LSI SMS, LSI LIS 1
Spectrum Orange oraz L.SI RARA Spectrum Green (firmy Vysis);

— dlaamp NMYC — sondy LSI N-myc Spectrum Orange (firmy ABBOTT).

Preparaty z hodowli komérkowej, jak tez preparaty odciskowe i rozmazy
szpiku byly odwadniane w szeregu alkoholi, a nast¢pnie denaturowane w 73°C
i suszone w temperaturze 45-50°C. Sondy malujace byly denaturowane w tempe-
raturze 72°C, a sondy specyficzne nie wymagaly denaturacji. Hybrydyzacjg
przeprowadzano przez noc w temp 37°C. Detekcje sondy w preparacie przepro-
wadzano poprzez natozenie na preparat odpowiednich przeciwciat sprzgzonych
7 fluorochromami. Tak przygotowane preparaty analizowane byty pod mikro-
skopem AXIOSCOP (Zeiss) z zastosowaniem systemu CytoVysion firmy Ap-
plied Imaging.

3.5.2. Metody badania ploidii komérkowej

Ploidi¢ komérkowa okreslono w 22 przypadkach na podstawie kariotypéw
sporzadzonych z hodowli komérek Nb w Katedrze 1 Zaktadzie Biologii i Gene-
tyki AMG. Pozostaty material pochodzit z 38 tkanek nowotworowych pobranych
w czasie zabiegu operacyjnego i przechowywanych w temp —80°C. Ploidi¢ DNA
oznaczano metoda cytometrii przeptywowej w Pracowni Cytometrii Przeptywo-
wej Kliniki Hematologii AMG ( kierownik: prof. dr hab. Andrzej Hellmann) na
cytometrze przeptywowym FACS Calibur przy uzyciu zestawu odczynnikéw
Cycle Test™ Plus firmy Becton Dickinson (San Jose, CA, USA).

Przygotowanie zawiesiny komérek Nb do badan cytometrycznych z zamro-
zonych fragmentéw tkanek przeprowadzono w Zaktadzie Endokrynologii Gine-
kologicznej AMG Instytutu Potoznictwa i Choréb Kobiecych. Fragmenty guzéw
rozmrazano w temperaturze pokojowej, nastgpnie poddawano homogenizacji.
Zhomogenizowang tkanke guza przenoszono do jatowej probéwki Eppendorfa
gdzie przeprowadzano dalsza czgs$¢ procedury. Zawiesing komérek wirowano
przez 5 minut w wiréwce z szybkoscig 400 g/min w temperaturze pokojowe;.
Do osadu komérek dodawano 250 pl buforu trypsynowego i delikatnie mieszano
do uzyskania jednolitej zawiesiny. Po 10 minutowej inkubacji dodawano in-
hibitor trypsyny oraz enzym RNA-azg¢. Ponownie prébki delikatnie mieszano
i inkubowano przez 10 minut, po czym dodawano zimny (2-8°C) roztwér jodku
propidyny. Ponownie prébki byty inkubowane przez 10 min w odpowiednich
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warunkach to jest w temp 4° C i bez dostgpu $wiatta. Nastgpnie zawiesing komo-
rek filtrowano przez filtr nylonowy o srednicy 50um. Przesacz zbierano do jato-
wych probéwek o pojemnosci 1,8 ml. Tak przygotowana zawiesing komorek
w probéwkach na lodzie przekazywano do Pracowni Cytometrii Przeptywowe;j
Kliniki Hematologii AMG, gdzie byty poddawane analizie cytometryczne;j.

Sposréd 38 wykonanych badan cytometrycznych zinterpretowano 26 wyni-
kéw w pozostatych 12 przypadkach na histogramie FL.2-A nie stwierdzono wy-
raznie wyrézniajacej si¢ populacji komérek i nie bylo mozliwe przeprowadzenie
analizy ploidii DNA. Do zliczania komérek wykorzystywano firmowe oprogra-
mowanie cytometru- CellQUEST. Na cytogramie parametréw FL2-Area/F1.2-
WIDTH wyznaczono bramke, w ktdrej miescity si¢ badane komérki Nb. Za do-
celowg liczbg zliczanych komoérek bramki przyjgto 30000; w czgsci probek moz-
liwe byto zbadanie mniejszej ilosci komorek, jednakze zawsze liczba ta przekra-
czata 3000. Kazdorazowo przed podj¢ciem badan kontrolowano liniowos¢ anali-
zatora za pomoca standardowych kulek kalibracyjnych. Procedur¢ kontroli prze-
prowadzono zgodnie z instrukcja producenta, a uzyskiwane wartosci wspétczyn-
nika zmiennosci miescily si¢ w dopuszczalnych zakresach (CV <3% dla CEN
iCV < 5% dla CNT). Wzorcem komérek diploidalnych byly leukocyty krwi
dzieci zdrowych zglaszajacych si¢ na badania kontrolne. Kazdorazowo oznacza-
no leukocyty krwi pobrane od dwdéch oséb z grupy kontrolnej. Napigcie na de-
tektorze fluorescencji dla komédrek fazy GO-1 oséb zdrowych wynosito 200;
z uzyskiwanych histograméw odczytywano wartosci sredniego kanatlu fluore-
scencji dla badanych komérek w zawiesinie, Dzielac uzyskana wartos¢ przez
warto$¢ sredniego kanatu fluorescencji dla grupy kontrolnej uzyskiwano wartosé
indeksu DNA (DI). Przyjeto wartosci DI = 0,85-1,15 jako odpowiadajace okoto-
diploidii; DI < 0,85 - hipodiploidii; DI > 1,25 i < 1,75 okototriploidii; DI >1,75
okolotetraploidii

3.6. METODY STATYSTYCZNE

Oceng rozktadu parametréw ilosciowych przeprowadzono w oparciu o anali-
z¢ histograméw oraz test Shapiro-Wilka. Za wzgledu na fakt, ze rozktad anali-
zowanych parametréw roznit si¢ statystycznie znamiennie od rozktadu normal-
nego do analizy jednoczynnikowej wykorzystano testy nieparametryczne: test
Manna-Whitney’a, test ANOV A Kruskal-Wallisa oraz test korelacji rang Spear-
mana. Krzywe przezycia przedstawiono na wykresach Kaplana-Meiera, a do ich
poréwnania wykorzystano test log-rank.

Analize regresji wieloczynnikowej w ocenie przezycia przeprowadzono me-
toda proporcjonalnego hazardu Coxa. Do poréwnania parametréw jakosciowych
wykorzystano test Persona x* wprowadzajac poprawke Yatesa, gdy liczebnosé
oczekiwana podgrupy byla mniejsza od 10. W wynikach analiz statystycznych
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podano obliczony poziom istotnosci statystycznej (p) weryfikowanej hipotezy
zerowej; wartosci p<0,05 interpretowano jako znamienne statystycznie. Oblicze-
nia wykonano z uzyciem pakietu oprogramowania statystycznego Statistica 6.1
(StatSoft Inc., USA).
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4. WYNIKI
4.1. BADANIA KLINICZNE

Analizie klinicznej poddano 110 pacjentéw z rozpoznaniem guzéw z grupy
nerwiaka zarodkowego, leczonych w Gdansku oraz w o$miu osrodkach onkolo-
gii dziecigcej w Polsce. Liczbg analizowanych pacjentéw z poszczegdlnych
osrodkéw przedstawia tabela 11.

Tab. 11. Liczba analizowanych pacjentéw z poszczegdlnych osrodkéw.
Tab. 11. Number of patients from the particular centers.

LP. O&rodek Liczba chorych
No Center Num%)er of
partents
1 Klinika Pediatrii, Hematologii, Onkologii i Endokrynologii 43
AM w Gdansku
2 | Klinika Onkologii CZD w Warszawie 17
3 Klinika Transplantacji Szpiku, Onkologii i Hematologii 16
Dziecigcej AM we Wroclawiu
4 |Klinika Pediatrii, Hematologii i Onkologii w Bydgoszczy 12
5 | Oddziat Onkologii w Klinice Choréb Dzieci AM w F.odzi 8
6 II Klinika Chirurgii Dzieci¢ecej - Gornoslaskie CZD MiDZ 5
w Katowicach
7 Oddziat Onkologii Dzieci¢cej w Chorzowskim Centrum 4

Pediatrii i Rehabilitacji
8 | Klinika Hematologii Dziecigcej SAM w Zabrzu 3
9 Klinika Onkologii i Hematologii i Transplantologii Dzie-
cigcej AM w Poznaniu

Wiek pacjentdow wahat si¢ od 2 tygodni do 14 lat (sredni 3 lata, mediana 2
lata 4 mies.), w tym liczba niemowlat wynosita 38 (35%), dzieci w wieku 1-3 lat
— 32 (29%), 3-5 lat — 20 (18%) i powyzej 5 lat — 20 (18%) (tab. 12). Rozktad
wieku pacjentéw przedstawiono na rycinie 1.

Tab. 12. Liczba chorych w zaleznosci od wieku < 1 rokui> 1 roku zycia.
Tab.12. Number of patients according to the age : < I yrand>1 yr old.

Wiek Liczba chorych o
Age Number of patients i
<1 roku 38 34,5

< Iyr
> 1 roku
> 1 yr 72 65,5
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Lokalizacj¢ przerzutéw w grupie 52 dzieci z choroba w 1V stadium zaawan-
sowania klinicznego przedstawia tabela 14. Najczeéciej wystepowaly przerzuty
do kosci (u 36/52 = 69% chorych) i do szpiku ( u 30/52 = 58% chorych).
W przypadku trzech pacjentéw stwierdzano przerzuty o rzadkiej lokalizacji, to
jest do otrzewnej, jadra i $ledziony. Ogniska pierwotne nowotworu w obu nad-
nerczach wykryto u jednego chorego.

Tab. 14. Czgstos¢ wystgpowania i lokalizacja przerzutow u 52 chorych w IV stadium
zaawansowania klinicznego Nb.
Tab.14. Frequency and localization of metastases in 52 patients with Nb in stage IV.

Lokalizacja przerzutu Liczba chorych %
Site of metastasis Number of patients

Ko$ Kosci / Bonem 36 69
Szpik kostny/ Bone marrow 30 58
Wezty chtonne/ Lymph notes 23 44
Watroba/ Liver 12 23
Phuca/optucna /Lungsipleura 5 10
Inne/ Other 3 6

Lokalizacja ogniska pierwotnego nowotworu zostata ustalona u 108 chorych.
Nie udato si¢ ustali¢ ogniska pierwotnego u dwdjki chorych. Rozpoznanie zosta-
o u tych chorych ustalone na podstawie badania tkanki nowotworowej pobranej
w jednym przypadku z ogniska przerzutowego do kosci, a w drugim z ogniska
przerzutowego do wezta chtonnego. Najczgsciej nowotwoér rozwijat si¢ pierwot-
nie w nadnerczach - u 59 pacjentéw (53,6%), lokalizacje w przestrzeni za-
otrzewnowej stwierdzono u 38, w srédpiersiu u 11 chorych (tabela 15).

Tab. 15. Czgstos¢ wystepowania poszczegdlnych lokalizacji ogniska pierwotnego Nb.
Tab. 15. Frequency of the primary Nb site.

Ognisko pierwotne Liczba chorych o
Primary site Number of patients i
Nadnercza
Adrenal glands > 336
Przestrzen. zaotrzewnpwa 38 34.6
Retroperitoneal region
Srédpiersie
Mediastinum 1 10,0
Lokalizacja nieznana 2 18
Unknown localization ’
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Badania biochemiczne

Wyniki wskaznikéw biochemicznych oznaczanych u chorych w momencie
diagnozy przedstawiaja kolejne tablice (tab. 17, 18, 19).

Stezenie dehydrogenazy kwasu mlekowego (LDH) w surowicy krwi przed
podjeciem leczenia oznaczono u 108 dzieci. Wartos¢ LDH wahata si¢ w szero-
kim zakresie od 129 do 18280 U/l (srednio 1533,2+ 2618,5 [SD]; mediana 623
U/N). Ze wzgledu na réznice w wartosciach referencyjnych dla LDH w réznych
osrodkach oraz rézny zakres normy w zaleznosci od wieku, pacjentéw podzielo-
no na 3 grupy: z prawidtowa wyjsciowo wartoscia tego parametru, wartoscia
powyzej normy i ponizej dwukrotnej warto$ci normy oraz z warto$ciag LDH
réwna lub przekraczajaca dwukrotng warto$¢ normy. Liczebno$¢ chorych w po-
szczegblnych grupach przedstawia tabela 17. Stezenie LDH w surowicy bylo
podwyzszone u 76 (69%) badanych. Wysokie wartosci stezenia LDH, prze-
kraczajgce dwukrotnie poziom normy stwierdzono u 42 (38 %) chorych.

Tab. 17. Czgsto$¢ wystepowania poszczegélnych zakreséw st¢zenia LDH w surowicy
krwi pacjentéw w momencie rozpoznania.
Tab.17. Frequency of the different ranges of serum LDH levels at diagnosis.

Stezenie LDH Liczba chorych %
Serum LDH Number of patients
N 32 29,1
> 1x N< 2xN 34 30,9
>2x N 42 38,2
Brak danych/ Unknown 2 1,8

N = wartosci prawidtowe dla wieku, przyjete przez laboratorium, w ktérym oznaczenie przeprowadzano
N = normal level according to the age accepted by the laboratory, in which the analysis was performed

Stezenie ferrytyny w surowicy krwi przed rozpoczg¢ciem leczenia oznaczo-
no u 72 chorych. Zakres wartosci stgzen ferrytyny wahat si¢ od 3,7-1593,0 ng/ml
(srednio 264,6+/- 276,1 [SD]; mediana 174,6) Czgstos¢ wystgpowania poszcze-
gblnych zakreséw tych wartosci przedstawia tabela 18. W przypadku 39
(65,5%) badanych stezenie ferrytyny przekraczato 142 ng/ml.

Tab. 18. Czgstos¢ wystegpowania poszczegdlnych zakreséw stgzen ferrytyny w surowicy
pacjentéw w momencie rozpoznania choroby nowotworowe;j.
Tab. 18. Frequency of the different ranges of serum ferritin levels at diagnosis.

Stezenie ferrytyny Liczba chorych %
Serum ferritin Number of patients
< 142 ng/ml 33 30,0
> 142 ng/ml 39 35,5
Brak danych/ Unknown 38 34,5
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Wydalanie VMA w moczu dobowym oznaczono u 102 pacjentéw w mo-
mencie rozpoznania. [los¢ wydalanego VMA na dobg wahata si¢ w granicach od
0,5 do 560,0 mg/dobg, srednio 35,9+96,7 mg/dobg, mediana 10,9 mg/dobg. W o-
cenie czestosci wystgpowania zwickszonego wydalania VMA ze wzgledu na
rozne zakresy wartosci prawidlowych w zaleznosci od wieku, chorych podzielo-
no na 3 grupy: z prawidtowa wyjsciowo iloscig wydalanego VMA, z wartoscia
powyzej normy i ponizej dwukrotnej wartosci normy oraz z iloscia réwna lub
przekraczajaca dwukrotna wartos¢ normy. Liczebnos¢ chorych w poszczeg6l-
nych grupach przedstawia tabela 19. Zwiekszong ilos¢ wydalanego VMA
stwierdzono u 71 (64,5%) pacjentéw, a wydalanie kwasu VMA przekraczalo
dwukrotnie poziom normy u 51 (46,3%) chorych.

Tab. 19. Czgstos¢ wystepowania poszczegdlnych zakreséw ilosci wydalanego VMA
W moczu pacjentdéw w momencie rozpoznania choroby nowotworowe;.
Tab. 19. Frequency of the particular ranges of urinary VMA excretion at diagnosis.

VMA w moczu Liczba chorych %
Urine VMA Number of patients
N 31 28,2
> 1xN < 2xN 20 18,2
>2x N 51 46,3
Brak danych/ Unknown 8 7,3

N = wartosci prawidtowe dla wieku, przyjete przez laboratorium, w ktérym oznaczenie przeprowadzano
N = normal level according to the age accepted by the laboratory, in which the analysis was performed

Przeprowadzona analiza zaleznos$ci kazdego z 3 biochemicznych wskaz-
nikow (stezenia LDH i ferrytyny w surowicy oraz ilosci wydalanego VMA
w moczu) od poszczegélnych cech klinicznych wykazata, ze podwyzszone
stezenie LDH w surowicy stwierdzano czesciej (64/84=76%) w zaawansowa-
nym stadium klinicznym choroby (III i IV stadium) niz w stadiach I, II
(6/15=40%). Czesciej podwyzszone stezenie LDH wystepowalo w przypadku
lokalizacji nadnerczowej ogniska pierwotnego (45/59=76%) i w guzach
wiekszych, o §rednicy > 5 cm (58/77=75%) (tab. 20).

Chorzy z wigkszymi guzami > 5 cm $rednicy czgsciej prezentowali zwick-
szone wydalanie kwasu VMA w moczu (62/81=75%). Szczegélnie czesto
zwiekszone wydalanie VMA wystepowalo u chorych z obecnoscig przerzu-
tow do kosci (24/28=85%) (tab. 21).

Wysokie stgzenie ferrytyny w surowicy wystepowalo czesciej u pacjentéw
> 1 roku zycia (28/46 = 62%) niz w wieku niemowlgcym (9/23=39%) oraz w IV
stadium zaawansowania klinicznego choroby (24/32=75%) (tab. 22).
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Tab. 20. Wartosci stgzenia LDH w surowicy krwi w zaleznosci od parametréw klinicz-
nych u 108 chorych.
Tab. 20. Values of serum LDH regarding to the clinical characteristics of 108 patients.

LDH
Cechy kliniczne N >1xNi< 2N >2xN
Clinical data (32 chorych) | (35 chorych) | (41 chorych)
(32 patients) | (35 patients) | (41 patients)
Wiek <lrok<1yr 14 9 15
Age >1rok>1yr 18 26 26
1 5 0 1
Stadium I 4 3 2
Zaawansowania 1 7 16 8
Stage v 13 12 27
1Vs 3 3 2
Nadnercza 14 21 24
L Adrenal glands
Lokalizacja :
. . Przestrzen zaotrzewnowa
ogniska pierwotnego , . 12 5 19
Pri . Retroperitoneal region
rimary site e
Srédpiersie 5 6 0
Mediastinum
Maksymalna wielkos$¢ <5cm 13 11 7
guza pierwotnego
Maximal size of primary >-10 em 10 17 21
site >10 cm 9 6 14
Lokalizacja przerzutéw Kosci/ 3 6 25
w IV stadium Bones
Metastases localization Tnne/
in IV stage Others 6 4 6

N = wartosci stgzenia LDH prawidtowe dla wieku, przyjete przez laboratorium, w ktérym oznaczenie

przeprowadzano

N = normal level according to the age, accepted by laboratory, in which the analysis was per-

formed
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Tab. 21. Ilo§¢ wydalanego VMA w moczu w zalezno$ci od parametréw klinicznych
(u 102 chorych).
Tab. 21. Urinary VMA excretion regarding to the clinical characteristics (in 102 pa-

tients).
Tlos¢ VMA w moczu
Cechy kliniczne Urznar‘y VMA
Clinical data N >1xNi<2N >2xN
(30 chorych) | (22 chorych) | (50 chorych)
(30 patients) | (22 patients) | (50 patients)
Wiek <lrok<1yr 14 9 14
Age >1 rok > 1 yr 16 13 36
1 2 1 3
Stadium I 8 2 0
Zaawansowania T 10 10 9
Stage v 7 8 35
Ivs 3 1 3
Nadnercza
Lokalizacja ogniska Adrenal glands 13 13 32
pierwotnego Przestrzen zaotrzewnowa
. : , . 9 3 18
Primary site Retroperitoneal region
localization Srédpiersie 3 3 0
Mediantinum
Maksymalna <Scm 32 4 13
wielkos¢ guza
pierwotnego 5-10cm 13 14 20
Maximal primary
tumor size >10 cm 5 4 17
Lokalizacja przerzutéw Kosci/ 4 4 73
w IV stadium Bones
Metastases Inne/
localization in 1V stage Others 3 2 10

N= ilos¢ wydalanego VMA prawidlowa dla wieku, przyjeta przez laboratorium, w ktérym ozna-

czenie przeprowadzano

N = normal level according to the age, accepted by laboratory, in which the analysis was per-

formed
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Tab. 22. Stgzenie ferrytyny w surowicy krwi w zaleznosci od parametréw klinicznych

(u 72 chorych).
Tab. 22. Serum ferritin concentration regarding to the clinical characteristics (in 72
patients.
Stezenie ferrytyny
Cechy kliniczne Serum ferritin
Clinical data <142 ng/ml >142 ng/ml
(33 chorych) (39 chorych)
Wiek <1 rok < Iyr 20 11
Age >1rok>1yr 13 28
1 5 0
Stadium I 2 3
Zaawansowania 11 14 5
Stage v 9 28
Ivs 3 3
Nadnercza
Adrenal glands 15 23
Loka‘lizacja ogniska Przestrzen zaotrzewnowa 13 11
pierwotnego Retroperitoneal region
Primary tumor Srédpiersie 4 4
localization Mediastinum
Nieznana 1 1
Unknown
Maksymalna wielkos¢ <Scm 10 11
guza pierwotnego 5-10 cm 13 14
Maximal primary >10 cm 4 13
tumor diameter Nieznana/ Unknown 1 1
Lokalizacja przerzutéw Kosci/ 5 18
w IV stadium Bones
Metastases localization Inne/
in IV stage Others 3 6
Grupy ryzyka

Pacjentéw zakwalifikowano do 3 grup ryzyka. W podziale tym uwzglgdnio-
no, poza cechami klinicznymi (wiekiem i stadium zaawansowania) obecnos¢
amplifikacji NMYC w guzie u 78 pacjentéw, u ktérych wyniki badan amplifika-
cji byly znane. Pozostatych 31 chorych zakwalifikowano do grup ryzyka na pod-
stawie dwu parametréw klinicznych. Jednego chorego nie zakwalifikowano do
grup ryzyka ze wzgledu na brak dostatecznych danych (tab. 23). Potowa chorych
analizowanych nalezata do grupy wysokiego ryzyka.
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Tab. 23. Czesto$¢ wystgpowania poszczegdlnych grup ryzyka wsréd pacjentéw z Nb.
Tab. 23. Distribution of the particular prognostic groups of Nb patients.

Grupa ryzyka Liczba chorych %
Risk group Number of patients
Niskiego / Low 31 282
Posredniego/ Intermediate 23 20,9
Wysokiego / High 55 50,0
Brak danych/ Unknown 1 0,9

4.1.1. Podsumowanie

W analizowanej grupie pacjentéw wickszos¢ chorych z rozpoznaniem Nb
prezentowala zaawansowana posta¢ choroby nowotworowej z parametrami kli-
nicznymi niekorzystnymi prognostycznie. Podwyzszony poziom biochemicz-
nych markeréw prognostycznych czgsciej stwierdzano u chorych powyzej 1 roku
zycia i w zaawansowanym stadium choroby.

4.1.2. Zastosowana terapia i osiagniety efekt leczenia

Leczenie potowy pacjentéw z choroba w I stadium zaawansowania (4/8 cho-
rych) lub z guzami dojrzaltymi histologicznie (4 chorych) ograniczono wylacznie
do radykalnego zabiegu operacyjnego. U pozostatych pacjentéw z guzami w 1
stadium i obecnoscia dodatkowych niekorzystnych histologicznych lub gene-
tycznych czynnikéw prognostycznych lub w stadium II zaawansowania klinicz-
nego zastosowano krétkotrwata, trwajaca 3-6 miesigcy pooperacyjna chemiote-
rapi¢ o umiarkowanej agresywnosci z zastosowaniem cyclofosfamidu i vinkry-
styny. Pacjenci z choroba zaawansowana (II1 i IV stadium kliniczne) byli leczeni
kompleksowo. Protokoty leczenia tych chorych obejmowaty rdzne schematy
chemioterapii konwencjonalnej i zabieg operacyjny usunigcia pozostalej po
chemioterapii masy nowotworowej. Chorzy, u ktérych nie osiagnigto radykalno-
sci operacyjnej (20 chorych = 18,2%) byli poddawani radioterapii na lozg po
guzie. Do konca roku 2002 chemioterapi¢ mieloablacyjng z autologicznym prze-
szczepem komoérek krwiotwoérczych zastosowano u 5 pacjentéw z grupy wyso-
kiego ryzyka. Od 2002 roku w grupie pacjentéw z wysokim ryzykiem wznowy
terapia mieloablacyjna z autoprzeszczepem komdrek krwiotwérczych byta pro-
wadzona w ramach przyjetego w Polsce mig¢dzynarodowego protokotu HR-
NBL-1 ESIOP opracowanego przez Europejskie Towarzystwo Onkologii Dzie-
cigcej w oparciu ouprzednio uzyskane wyniki leczenia takich chorych
[138,161].

W ramach protokolu HR-NBL-1 ESIOP w okresie obserwacji autologiczny
przeszczep szpiku zastosowano u 6 chorych. Lacznie terapi¢ mieloablacyjna
otrzymalo 11 pacjentéw (10%) analizowanych chorych.
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Chemioterapia

Stosowane schematy chemioterapii byty réznorodne w zaleznosci od osrod-
ka i czasu rozpoczgcia terapii onkologicznej. Rodzaje i czgstos¢ ich zastosowa-
nia przedstawiono w tabeli 24, Najczgsciej stosowane byly dwa protokoty lecze-
nia; ,,warszawski” — u 39 chorych oraz HR-NBL-1 —ESIOP, ktérym leczono 30
pacjentéw zakwalifikowanych do grupy wysokiego ryzyka.

Tab. 24. Protokoty chemioterapii stosowane w analizowanej grupie 110 chorych.
Tab. 24. Treatment protocols used in the analyzed group of 110 patients.

Protokoty chemioterapii Liczba chorych o
Chemotherapy protocols Number of patients i
Protokdét ,,Warszaws,l,ﬂ 39 354
»Warsaw protocol
HR-NBL-1/ESIOP. 30 27,3
., Tokio” 12 10,9
Inne schematy chemioterapii konwencjonalnej
. 21 19,1
Other protocols of conventional chemotherapy
Bez chemioterapii 3 73
Without chemotherapy ’

,» Tokio” [215]; Protokét ,, Warszawski” [190]; HR NBL-1/ESIOP [138,161].

Leczenie operacyjne

Leczenie operacyjne przeprowadzono u 104/110 pacjentdéw. Nie przeprowa-
dzono zabiegu usunigcia guza u szesciu chorych. W przypadku 2/6 pacjentéw
z chorobg w 111 stadium zaawansowania klinicznego rozpoznanie postawiono na
podstawie badan obrazowych i stwierdzenia podwyzszonego poziomu VMA
w moczu. Zastosowanie u tych chorych chemioterapii jako jedynej metody le-
czenia doprowadzito do remisji choroby nowotworowej. W pozostatych czterech
przypadkach chorzy w IV stadium zaawansowania klinicznego w momencie
zakonczenia obserwacji znajdowali si¢ w fazie indukcyjnej leczenia onkologicz-
nego przed zabiegiem operacyjnym. Radykalny zabieg usunigcia guza przepro-
wadzony zostal u 63/110 (57,3%) leczonych.

Radioterapia

Radioterapi¢ w dawkach od 30-40 Gy obejmujaca loz¢ ogniska pierwotnego
nowotworu zastosowano u 20 chorych (18,2%) - w tym u 16 pacjentéw naswie-
tlania zastosowano w przypadku makroskopowych pozostatosci tkanki nowo-
tworowej w ognisku pierwotnym w przypadkach zabiegdéw nieradykalnych,
a u czterech pacjentdéw byt to jeden z etapéw leczenia w ramach programu HR
NBL-1/ESIOP.
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Leczenie choroby resztkowej

Terapi¢ analogiem kwasu retinoinowego podjeto jako leczenie choroby
resztkowej u dziewigciu chorych (8,2%) z choroba w IV stadium zaawansowania
klinicznego. Catos¢ szesciomiesigcznej kuracji tym lekiem zakonczono u trzech
chorych. Jeden z nich (1 miesiac po zakonczonej kuracji w momencie konca
obserwacji) pozostawal w catkowitej remisji choroby nowotworowej. W przy-
padku pozostatych dwoch pacjentéw wystapita wznowa choroby nowotworowe;j
w czasie odpowiednio 14 miesigcy 1 30 miesigcy od zakonczenia leczenia kwa-
sem retinoinowym z szybka progresja choroby nowotworowej i zgonem.
W przypadku tréjki kolejnych dzieci leczonych wg protokotu HR-NBL1/ESIOP
wznowa choroby nowotworowej nastapita w czasie podawania kwasu retinoino-
wego, odpowiednio 2, 3 i 4 miesiace od zakonczenia radioterapii, na lozg po
guzie. Trzech pozostatych chorych kontynuowato leczenie choroby resztkowe;j
w momencie zakonczenia obserwacji pozostajac w catkowitej remisji choroby.

Odpowied? na stosowane leczenie

Tabela 25 przedstawia uzyskane wyniki leczenia. Sposréd 110 analizowa-
nych chorych w momencie zakonczenia obserwacji zyto 78 chorych (70,9%).
Prawdopodobienstwo przezycia dla catej grupy 110 pacjentéw wynosito 40%
(ryc. 3). Wsérdd zyjacych, 65 osiagngto pierwsza remisje catkowita (CR1), au 2
pacjentéw wystapita wznowa, z osiagnigta po leczeniu drugg remisjg catkowita
(CR2). Pozostatych 11 zyjacych chorych bylo nadal aktywnie leczonych w mo-
mencie zakonczenia obserwacji, z uzyskanym efektem w postaci czgsciowej
remisji procesu nowotworowego. Zgony na skutek progresji choroby nowotwo-
rowej wystapity u 32 chorych (29,1 %).

Tab. 25. Uzyskana odpowiedz na stosowane leczenie onkologiczne u 110 chorych.
Tab. 25. The acquired oncological treatment response in 110 patients.

Odpowiedz na leczenie Liczba chorych o
. (%
Treatment response Number of patients
CR1/CR2 67 60,9
PR 11 10,0
DOD 32 29,1

CR = catkowita remisja, PR = czgsciowa remisja, DOD = zgon z progresji choroby
CR = complete remission, PR = partial remission, DOD = death of disease
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Ryc. 3. Prawdopodobienstwo przezycia analizowanych 110 pacjentow (miesiace).
Fig. 3. Survival probability in analyzed group of 110 patients (months).

Wznowa choroby wystapila w czasie od 1 miesiaca do 6 lat i 8 miesigcy
(srednio po 18 miesigcach) od zakonczenia terapii u 16 pacjentdéw (14,4%).
Wszyscy chorzy ze wznowa rozpoczynali leczenie w III lub IV stadium zaawan-
sowania klinicznego choroby. Dominowaty wznowy w ogniskach przerzutowych
(tab. 26). W przypadku 2 chorych, u ktérych uzyskano utrzymujaca si¢ druga
remisj¢, wznowa w jednym przypadku wystapita w szpiku kostnym, a w drugim
przypadku w miazszu ptuc. Czas przezycia tych chorych od rozpoznania choroby
nowotworowej wynosit u jednego 2 lata i 1 miesiac, a u drugiego 11 lati 1 mie-
siac. Leczenie pozostatych 14/16 chorych ze wznowa zakonczyto si¢ niepomysl-
nie.
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Tab. 26. Charakterystyka kliniczna 16 chorych ze wznowa Nb.
Tab. 26. Patients characteristics in 16 cases of Nb recurrence.

Cechy kliniczne Liczba chorych
Clinical data Number of patients
Stadium zaawansowania 11 3
Stage v 13

Okolica guza pierwotnego

A : 7
Primary tumor region
ik/ B 4
Lokalizacja wznowy Szpik/ Bone marrow
. Ptuca/ Lungs 2
Site of relapse -
Osrodkowy uktad nerwowy 5

Central nervous system

Kosci/ Bones 1
Efekt leczenia wznowy DOD 14
Treatment response CR2-zyje/ CR-alive )

CR2 = druga remisja catkowita, DOD = zgon
CR2 = second complete remission, DOD = death of disease

Czas przeiycia

Czas przezycia wszystkich chorych od rozpoznania (OS) wahat si¢ od 1 mie-
siaca do 128 miesigcy ($rednio 28,8+29,5[SD], mediana 19,0 miesigcy). Obser-
wowany rozktad réznit si¢ statystycznie od rozktadu normalnego (p<0,001);
(ryc. 4). W okresie prowadzonej obserwacji leczenie zakonczyto 72 chorych.
Czas przezycia wolnego od choroby (EFS) u tych pacjentéw wahat si¢ od 0 do
128 miesigcy ($rednio 25,5+28,7[SD], mediana 15,0). Rozktad wartosci EFS
roznit si¢ statystycznie znamiennie od rozktadu normalnego (p<0,001) (ryc. 5).
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Ryc. 4. Rozklad czasu przezycia pacjentow od rozpoznania choroby nowotworowej (OS).
Fig. 4. Distribution of the Overall Survival (OS) of the patients.
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Ryc. 5. Rozklad czasu przezycia pacjentow od zakonczenia leczenia, wolny od objawdw
choroby nowotworowej (EFS).

Fig. 5. Distribution of Event Free Survival of the patients since the end of treatment (EFS).
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4.2. BADANIA HISTOLOGICZNE

Badania histologiczne guzéw zostaly przeprowadzone u 104/110 chorych
w Zaktadzie Patomorfologii AMG. Materiat biologiczny do badan histologicz-
nych zostat pobrany z ogniska pierwotnego u 104/110 chorych. W pozostatych 6
przypadkach rozpoznanie Nb ustalono w oparciu o wyniki badan obrazowych,
podwyzszony poziom katecholamin w moczu, badZz na podstawie stwierdzenia
obecnosci komérek Nb w szpiku kostnym.,

W analizie obrazu morfologicznego guzéw Nb dokonano podziatu badanych
tkanek na 2 grupy zaleznie od stosowania u pacjentéw chemioterapii przed po-
braniem materiatu do badan histologicznych. Do grupy I - guzéw badanych
przed wlaczeniem leczenia cytostatykami nalezato 57 guzéw, do grupy II - 47
guzéw badanych morfologicznie po wstgpnej chemioterapii.

W tabeli 27 przedstawiono typy morfologiczne badanych guzéw. Przewazaly
guzy Nb o skapym podscielisku (79/104 guzy = 76%).

Tab. 27. Charakterystyka typow histologicznych analizowanych guzéw Nb.
Tab. 27. Histological characteristic of analyzed Nb tumors.

Liczba guzéw
Grupy ba/danych Number af‘tumors
Groupfij‘oc;:mlyze d Skapopodscieliskowe Bogatopodscieliskowe
tumors Stroma-poor Stroma rich
UN POO DF GNB GN
Grupa [
(57 przed CHT) 6 (11%) 22 (39%) 21 (36%) 5 (9%) 3(5%)
(57 before CHT)
Grupa II
(4Z 52}%5“ 5A1%) | 1838%) | 706% | 1633%) | 1(2%)
chemotherapy)
LQCZSISQ)T otal 11(11%) | 40(38%) | 28Q27%) | 21(20%) | 4(4%)

Typy skapopodscieliskowe Nb: UN=niezréznicowany, POO=niskozréznicowany, DF=r6znicujacy si¢
Typy bogatopodscieliskowe Nb: GNB=nerwiak zwojowokomérkowy, GN=dojrzaly zwojakonerwiak
Stroma-poor types of Nb: UN=undifferentiated, POO=poorly differentiated, DF=differentiating
Stroma-rich types of Nb: GNB= ganglioneuroblastoma, GN=ganglioneuroma

W przypadku 52/57 guzéw badanych przed rozpoczgciem leczenia ocenione
zostaty parametry pozwalajace zakwalifikowac te guzy do grupy ,.korzystnej”
lub ,,niekorzystnej” rokowniczo budowy histologicznej. W pozostatych 5 przy-
padkach brak danych (wartosci MKI) nie pozwolil na dokonanie takiej kwalifi-
kacji. Stwierdzono niewielka przewagg guzéw o ,.korzystnej” histologii (28/52).



Wyniki 77

4.2.1. Odpowiedz na leczenie w zaleznosci od typu histologicznego
guza

Odrgbnej oceny histologicznej wymagaty guzy badane przed i po chemiote-
rapii. W grupie chorych z guzami ocenianymi przed chemioterapig — wszy-
scy z typem zwojaka zarodkowego o bogatym podscielisku osiggneli remisje.
Brak remisji stwierdzano najczesciej u chorych z guzami UN i POO
(18/51=35% niekorzystnej odpowiedzi w guzach z tym typem histologicz-
nym).

W grupie chorych, u ktérych badania tkanki nowotworowej przeprowadzono
po zastosowaniu chemioterapii niepomyslne wyniki leczenia (brak catkowitej
remisji lub zgon pacjenta) stwierdzano zaréwno wéréd chorych z guzami o ska-
pym podscielisku jak tez z guzami o podscielisku bogatym. Sposréd chorych
z guzami o skapym podscielisku zmarto lub nie osiagnelo remisji 27/79 chorych,
a wsrdd pacjentdéw z guzami bogatopodscieliskowymi brak remisji catkowitej
stwierdzono u 10/25 (tab. 28).

Tab. 28. Odpowiedz na leczenie w zaleznosci od typu histologicznego guza.
Tab. 28. Treatment response regarding fo the histological type of tumor.

Typ histologiczny guza Odpowiedz na leczenie
Treatment response
Histological type of tumor L
CR PR/DOD
UN 3 3
Grupa I
(przed CHT) P]g)lg) 147‘ 2
Group 1
(before CHT) GNB 5 0
GN 3 0
Grupa II UN 2 3
rupa
(po CHT) P}gs 142 2
Group 11
(after CHT) GNB 7 9
GN 0 1

CHT= chemioterapia, CR = catkowita remisja, PR = czgsciowa remisja, DOD = zgon

Typ histologiczny guza Nb: UN = niezréznicowany, POO = niskozréznicowany, DF = réznicujacy
si¢, GNB = nerwiak zwojowokomérkowy, GN = zwojakonerwiak

CHT = chemotherapy, CR = complete remission, PR =partial remission, DOD = death of disease
Histological type of Nb: UN = undifferentiated, POO = poorly differentiated, DF = differentiating
GNB = ganglioneuroblastoma, GN = ganglioneuroma

W ocenie odpowiedzi na leczenie w zaleznosci od typu morfologiczno —
prognostycznego znamiennie czesciej calkowita remisje uzyskano w guzach
o tzw. morfologii ,,korzystnej” niz w grupie z guzami o morfologii nieko-
rzystnej (86 % vs. 46 %) (tab. 29).
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Tab. 29. Odpowiedz na leczenie w zaleznosci od prognostycznego typu morfologicznego
(w grupie 52 guzéw ocenianych przed chemioterapia).

Tab. 29. Treatment response regarding to the prognostic morphological type of tumor (in
52 tumors assessed before chemotherapy).

. . Odpowiedz na leczenie
Typ histologiczno-prognostyczny Treatment response
Prognostic histological type = PR/DIZ) = ~
»Korzystny”
Favorable 24 (86%) 4 (14%) <0.001
»Niekorzystna” ’
Unfavorable 11 (46%) 13 (54%)

CHT= chemioterapia, CR = catkowita remisja, PR = czgsciowa remisja, DOD = zgon
CHT = chemotherapy, CR = complete remission, PR = partial remission, DOD = death of disease

4.2.2. Ocena zaleznosci cech klinicznych choroby nowotworowej
od budowy morfologicznej guzéw grupy zwojaka zarod-
kowego

Typ morfologiczny a wiek pacjenta

W guzach niemowlecych zaréwno w grupie badanej przed jak i po che-
mioterapii przewazal typ UN /POO, natomiast w guzach rozwijajacych si¢
u pacjentéw > 1 roku zycia czgsciej spotykano guzy o cechach dojrzewania typu
DF, GNB zwlaszcza w grupie badanej po zastosowaniu chemioterapii (tab. 30).

Tab. 30. Zaleznos¢ typu histologicznego guza od wieku pacjenta.
Tab. 30. Relation between histological type of tumor and the age of patient.

Grupy guzéw badanych Wiek Typ histologiczny
Groups of tumors Age Histological type
assessed UN POO DF GNB GN
Przed CHT <1 roku/ < 1 yr 4 12 12 0 0
Before CHT >1roku/ > 1 yr 2 10 9 5 3
Po CHT < 1roku/< 1 yr 3 7 1 1 0
After CHT > 1 roku/> I yr 2 11 6 15 1

CHT= chemioterapia; Typ morfologiczny guza: UN = niezréznicowany, POO = niskozréznicowa-
ny, DF = réznicujacy si¢, GNB = nerwiak zwojowokomérkowy, GN = zwojakonerwiak

CHT =chemotherapy; Histological type of Nb: UN = undifferentiated, POO = poorly differenti-
ated, DF = differentiating, GNB = ganglioneuroblastoma, GN = ganglioneuroma
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Typ histologiczny a kliniczne stadium zaawansowania Nb

W grupie guzéw badanych przed chemioterapia guzy bogatopodscieliskowe
(GNB i GN) rozpoznawano w niskich stadiach zaawansowania klinicznego
choroby (7 guzéw w stadium T i IT). W grupie guzéw ocenianych morfologicz-
nie po chemioterapii stwierdzono 15 guzéw o budowie cz¢Sciowo zréznico-
wanej typu GNB (tab. 31).

Tab. 31. Zalezno$¢ typu histologicznego guza od stadium zaawansowania nowotworu
W momencie rozpoznania.
Tab. 31. Relation between histological type of tumor and the stage of disease at diagnosis.

Grupa guzéw Stadium Typ histologiczny
Group of kliniczne choroby Histological type
tumors Stage of disease UN POO DF GNB GN
T1ill 1 5 0 4 3
Przed CHT 111 2 5 7 0 0
Before CHT v 2 8 6 0 0
1Vs 1 2 0 0 0
1ill 0 2 2 1 0
Po CHT il 2 4 5 3 1
After CHT v 3 10 9 10 0
1Vs 0 4 1 1 0

CHT=chemioterapia; Typ morfologiczny guza: UN=niezréznicowany, POO=niskozréznicowany,
DF =réznicujacy si¢, GNB=nerwiak zwojowokomérkowy, GN=zwojakonerwiak
CHT=chemotherapy; Histological type of Nb: UN=undifferentiated, POO=poorly differentiated,
DF=differentiating, GNB=ganglioneuroblastoma, GN=ganglioneuroma

Tab. 32. Zalezno$¢ typu histologicznego guza od stadium zaawansowania nowotworu
W Momencie rozpoznania.
Tab. 32. Relation between histological type of tumor and the stage of disease at diagnosis.

B Stadium Typ histologiczny
Grupa guzéw . ; ;
kliniczne choroby Histological type
Group of tumors ;
Stage of disease UN | POO | DF | GNB | GN
Przed CHT Till 1 5 0 4 3
T7e
Before CHT il 2 > 7 0 0
v 2 8 6 0 0
1Vs 1 2 0 0 0
Till 0 2 2 1 0
Po CHT 111 2 4 5 3 1
After CHT Y 3 10 9 10 0
1Vs 0 4 1 1 0

CHT = chemioterapia; Typ morfologiczny guza: UN=niezr6znicowany, POO=niskozréznicowany,

DF =réznicujacy si¢, GNB=nerwiak zwojowokomdrkowy, GN=zwojakonerwiak

CHT=chemotherapy,; Histological type of Nb: UN=undifferentiated, POO=poorly differentiated,

DF=differentiating, GNB=ganglioneuroblastoma, GN=ganglioneuroma
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Typ histologiczny a obecnosé przerzutow do kosci

Wszystkie guzy z przerzutami do kosci ocenianych przed chemioterapis,
nalezaly do skapopodscieliskowych. W grupie guzéw ocenianych po chemiote-
rapii wsréd guzdw z przerzutami do kosci wystgpowaty rézne typy morfologicz-
ne Nb (14/25 skapopodscieliskowych i 11/25 bogatopodscieliskowych).

Typ histologiczny a wielkos¢ guza pierwotnego

Nie zaobserwowano zalezno$ci pomig¢dzy typem morfologicznym a wielko-
$cig guza pierwotnego.

Typ histologiczny a lokalizacja ogniska pierwotnego nowotworu

W grupie guzéw badanych przed zastosowaniem chemioterapii niezaleznie
od lokalizacji wystgpowaty rézne typy morfologiczne Nb. W grupie badanej po
chemioterapii zaobserwowano, iz guzy w lokalizacji nadnerczowej prezentuja
czgsciej typ GNB (13/30 guzéw).

Typ histologiczny a moZliwosé radykalnego usunigcia guza

Radykalne zabiegi usunigcia guza przed wlaczeniem chemioterapii przepro-
wadzone zostaty we wszystkich przypadkach guzéw o bogatym podscielisku.
Blisko potowa (21/49=43%) guzdéw typu skapopodscieliskowego w grupie oce-
nianej morfologicznie przed chemioterapia okazata si¢ guzami nieoperacyjnymi.
W grupie guzéw ocenianych po chemioterapii wsrdd usunigtych nieradykalnie
stwierdzono 4 guzy czgsciowo dojrzate (GNB).

Typ histologiczny a markery biochemiczne

W grupie chorych, u ktérych typ histologiczny guza zostal oceniony przed
zastosowaniem chemioterapii najwyzsze stgzenia LDH w surowicy krwi (prze-
kraczajace dwukrotnie poziom normy) wystgpowaty wylacznie u chorych z gu-
zami skapopodscieliskowymi. W grupie chorych z guzami ocenianymi po wstep-
nej chemioterapii stwierdzono podwyzszone stgzenie LDH, az w 13/15 guzéw
typu GNB.

Zwickszone wydalanie kwasu VMA z moczem stwierdzano najczgsciej
(15/20) w przypadku chorych z guzami typu POO i DF w grupie ocenianej przed
chemioterapia. Nie stwierdzano zaleznosci wydalania VMA 1 typu histologicz-
nego ocenianego po zastosowaniu chemioterapii.

Nie zaobserwowano zaleznosci wartosci stgzenia ferrytyny w surowicy i ty-
pow histologicznych Nb.
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4.2.3. Podsumowanie

W analizie budowy morfologicznej dokonano podziatu guzéw na dwie gru-
py: I grupe - guzéw badanych przed rozpoczeciem chemioterapii i II grupe -
guzéw po zastosowaniu tego leczenia. Klasyfikacja prognostyczno-histologiczna
mozliwa byla jedynie w guzach badanych przed chemioterapia (57 guzéw).
W drugiej grupie (47 guzéw) po chemioterapii oceniano jedynie typ morfolo-
giczny tkanki nowotworowej. W grupie I nieznacznie przewazaly guzy o budo-
wie ,.korzystnej”. W obu grupach potowa guzéw nalezata do guzéw niskozrézni-
cowanych (UN i POO). W grupie II czgsciej stwierdzano guzy typu GNB.
W wieku niemowlgcym wystepowata przewaga guzéw o budowie niskozrézni-
cowangj (UN i POO). Typ GNB w grupie guzéw badanych przed chemioterapia
czeseiej wystgpowal w lokalizacji nadnerczowej i w guzach o niskim stadium
klinicznego zaawansowania. Lepsza odpowiedzZ na leczenie uzyskano w guzach
bogatopodscieliskowych.,

4.3. BADANIA GENETYCZNE

4.3.1. Badania cytogenetyczne

Oznaczanie obecnosci trzech charakterystycznych dla Nb markeréw gene-
tycznych tj. amplifikacji onkogenu NMYC, delecji chromosomu 1p oraz czg-
sciowej trisomii chromosomu 17q przeprowadzono u 85/110 chorych we frag-
mentach tkanek nowotworowych lub rozmazach szpiku nacieczonego komoérka-
mi zwojaka zarodkowego. W 54 przypadkach badania cytogenetyczne tkanki
nowotworowej byly wykonane przed rozpoczeciem chemioterapii, a w 31 po
wstgpnej chemioterapii. Badania wszystkich trzech wskaznikéw cytogenetycz-
nych zostaty wykonane w 51 guzach, natomiast u 34 ze wzgl¢du na mata ilos¢
materiatu byta mozliwa ocena cytogenetyczna tylko 1 lub 2 wskaznikéw. Czg-
stos¢ wystgpowania badanych zmian cytogenetycznych przedstawia tabela 33.
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Tab. 33. Czgstos¢ wystgpowania zmian cytogenetycznych w badanych tkankach zwojaka
zarodkowego.
Tab. 33. Frequency of the cytogenetic changes in analyzed Nb tumor tissues.

Typ nieprawidtowosci Liczba guzéw
cytogenetycznej Number of tumors
Type of cytogenetic abnormality liLathchlla lE)er;oe;i CCPI?;" a]%(; fg[;FT
amp?fék gﬁjzi]xﬁwc ;E:;IZ 23 (29%) 15 (28%) 8 (32%)
Myc(ggazl;fﬁftmn niZZE:,f? ¢ 55 (71%) 38 (72%) 17 (68%)
(6geg1511z%)w) Sffsiiat 33 (50%) 26 (55%) 7 (37%)
(6getit(}il;)rs ) HIZZE:;? ! 33 (50%) 21 (45%) 12 (63%)
CZ@éCiO(Vgg tgr:lsz(;r)ma 7 ;E: f;i 30 (48%) 22 (48%) 8 (47%)
(6]37tqmg;1aoiir'ls ) mZfo,f? ! 33 (52%) 24 (52%) 9 (53%)

CHT= chemioterapia/ CHT =chemotherapy

NMYC

Badania oceniajace liczb¢ kopii onkogenu NMYC przeprowadzone zostaly
we fragmentach 78 guzéw Nb, w tym w 19 preparatach pochodzacych z krétko-
trwatych hodowli tkankowych Nb, w 41 preparatach ,,odciskowych” oraz w 18
preparatach z nacieczonego przez nowotwor szpiku.

Stwierdzono w 30/78 (36 %) guzéw Nb obecnosé¢ zwigkszonej >2 kopii
onkogenu NMYC. W 7/78 (9%) guzach komoérki nowotworu prezentowaly
liczbe kopii NMYC >2 i < 10, natomiast w 23/78 (29%) liczba kopii NMYC
przekraczata 10, czyli wystepowata amplifikacja tego onkogenu. Amplifika-
cj¢ NMYC znaleziono w 6/19 (32%) preparatach pochodzacych z hodowli ko-
moérkowych, 6/18 (33%) preparatach szpiku i 11/41 (27%) preparatach ,,odci-
skowych” (z fragmentéw tkanki guza).

Delecja chromosomu Ip

Te¢ aberracj¢ chromosomalna oceniono w 66 fragmentach tkanek Nb wyko-
nujac 16 badan w preparatach z krétkotrwatych hodowli komérkowych Nb, 35
badan w preparatach odciskowych oraz 15 badan w preparatach nacieczonego
szpiku. Del(1p) zostata wykryta w 5/16 (33%) preparatach pochodzacych z krét-
kotrwatych hodowli komérkowych, 6/15 (40%) preparatéw szpiku i 20/35 (57%)
preparatow odciskowych. Eacznie obecnos$é¢ del(1p) stwierdzono w tkankach
Nb pobranych od 31/66 (48 %) pacjentéw.
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Dodatkowy materiat chromosomu 17q

Analizy cytogenetycznej tej aberracji dokonano we fragmentach tkanek Nb
pobranych od 63 chorych. Badania w preparatach z krétkotrwatych hodowli
komérkowych Nb przeprowadzono w 18 przypadkach, w preparatach odcisko-
wych w 28 przypadkach i w preparatach z nacieczonego szpiku w 17 przypad-
kach. Czesciowsq trisomi¢ 17q znaleziono w przypadku 6/18 (33%) w prepara-
tach z krétkotrwatych hodowli, 6/17 (35%) preparatach szpiku i 18/28 (65%)
preparatach odciskowych guza. Lacznie stwierdzono obecnos¢ czgsciowej triso-
mii 17q w 30/63 (48%) tkanek Nb.

Czestos¢ wystepowania amp NMYC oraz cze$ciowej trisomii 17q w gru-
pie guzéw badanych przed chemioterapia i po chemioterapii byla zblizona,
natomiast del(1p) wystepowala rzadziej (37%) w grupie guzéw ocenianych
po chemioterapii niz w grupie ocenianej przed leczeniem (55%).

Wspotwystepowanie zmian cytogenetycznych

Wspdtwystgpowanie zmian cytogenetycznych przedstawia kolejna tabela 34.

Tab. 34. Wspétwystgpowanie zmian cytogenetycznych w tkankach Nb.
Tab. 34. Coexistence of different cytogenetic abnormalities in Nb tissues.

Zmiana genetyczna Liczba guzéw
Genetic abnormality Numer of tumors
amp NMYC | del (1p) | czg¢sciowa trisomia 17q | tacznie przed CHT po CHT
MYCN amp | del(Ip) 17q gain total %o before CHT | after CHT
- - - 10 19,6 5 5
- - + 6 11,8 3 3
- + - 10 19,6 3 7
- + + 10 19,6 5 5
+ - - 3 5,9 3 0
+ - + 6 11,8 2 4
+ + - 4 7.8 3 1
+ + + 2 3,9 2 0
Lacznie/ Total 51 100 26 25
,» +’ zmiana genetyczna obecna; ,, - zmiana genetyczna nieobecna; CHT=chemioterapia
.+ genetic abnormality present: ,, —” genetic abnormality absent; CHT = chemotherapy

Amplifikacja NMYC jako jedyna z trzech badanych nieprawidtowosci gene-
tycznych wystgpowata w 3/51 wykonanych oznaczen. Del(1p) bez innych bada-
nych nieprawidlowosci cytogenetycznych ujawniono w 8 guzach, a czgsciowa
trisomi¢ 17q w pigciu guzach.
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Réwnoczesng obecno§¢ wszystkich trzech aberracji cytogenetycznych
zaobserwowano jedynie w dwdéch guzach. Guzy te rozpoznano u pacjentow
z niekorzystnymi prognostycznie cechami klinicznymi (choroba rozsiana,
wiek > 1 roku zycia, duze > 10 cm $rednicy guzy w ognisku pierwotnym,
podwyiszone warto$ci LDH i ferrytyny). Czas obserwacji obu chorych byt
krétki (3 miesiace) i w tym czasie u obu osiagni¢to jedynie remisj¢ czgsciowa,
W 10/51 (19%) guzéw nie stwierdzono zadnej z trzech badanych nieprawidto-
WOSCI.

Chorzy z guzami bez obecnosci analizowanych trzech aberracji (10 cho-
rych) stanowili grupe niejednorodng klinicznie. Prezentowali rézne stadia
kliniczne choroby (pigciu chorych-stadium 1V, czterech chorych - stadium III,
jeden chory - stadium IVs) i r6zny wiek w momencie rozpoznania choroby no-
wotworowej. Wiekszos¢ z nich (8/10 = 80%) osiagnela calkowity remisje
choroby nowotworowej. Dwoje pozostalych w IV stadium zaawansowania,
w wieku ponad 1 rok zycia zmarlo z progresji choroby.

4.3.2. Badania ploidii DNA

Ploidi¢ DNA oznaczono w 48 guzach. W 22 przypadkach ploidi¢ okreslono
na podstawie kariotypu komoérek nowotworowych, a w pozostatych 26 przypad-
kach ploidi¢ DNA oznaczono metoda cytometrii przeptywowe;.

W 18 badaniach cytometrycznych otrzymano wyniki w postaci graficznej
7 jednym ,,pikiem” oraz w o$miu przypadkach z dwoma ,,pikami” odpowiadaja-
ce dwu frakcjom komoérek, z ktérych jeden oznaczat frakcje komérek okotodi-
ploidalnych, a drugi frakcj¢ komoérek aneuploidalnych. Przyjmowano, ze komér-
ki aneuploidalne sg frakcja komdrek nowotworowych w tkance guza. Przyktady
otrzymanych zapisow graficznych zamieszczono w dokumentacji fotograficznej
pracy (w Zatacznikach).

Ploidia byla odczytywana z kariotypow jako liczba chromosoméw:
45-50 — okotodiploidia, 60-80 — okototriploidia, >80 — okototetraploidia

W cytometrii przeptywowej odpowiadajace wykresom wartosci DI interpre-
towano jako:

<0,85 — hipodiploidi¢, 0,86-1,25 — okotodiploidie, 1,26-1,75 — okototriploidi¢
oraz 1,76-2,25 jako okototetraploidig.

Tabela 35 przedstawia czgstos¢ wystgpowania okreslonego typu ploidii
w badanych 48 guzach.
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Tab. 35. Czestos¢ typéw ploidii komdrkowej w badanych 48 fragmentach tkanck Nb.
Tab. 35. Frequency of the different types of ploidy in 48 analyzed ND tissues.

Typ ploidii Liczba guzéw %
Type of ploidy Numer of tumors
H1p0d1p10.1d1a ] 17
Hypoploidy
Okotodiploidia
Near diploidy 25 22
Okototriploidia 3 17
Near triploidy
Okolotetraploidia 7 14
Near tetraploidy
L.acznie/ Total 48 100

Przewazaly guzy okotodiploidalne, ktére stwierdzono w 25/48 (52%) przy-
padkéw. Guzy okototriploidalne stanowity 8/48 (17%), hipodiploidalne 8/48
(17%).

Aberracje chromosomalne: del(1p) i czgéciowa trisomia 17q wystgpowaly
z poréwnywalna czestoscia w guzach zaréwno di-/tetraploidalnych, jak i triplo-
idalnych. Amp NMYC wystgpowata czgsciej w guzach okotodi/tetraploidalnych
(6/21) niz w okototriploidalnych (1/6) (tab. 36).

Tab. 36. Wspétzalezno$¢ ploidii komdrkowej i innych zmian cytogenetycznych w 48

guzach Nb.
Tab. 36. Relation between ploidy and other cytogenetic abnormalities in 48 analyzed Nb
tissues.
Typ nieprawidtowosci gene- Okotodi-/tetraploidia Okototriploidia Hipoploidia
tycznej Near di-ftetraploidy Near triploidy Hypodiploidy
Type of genetic abnormality (32) (8) (7)
amp NMYC
MYCN amp 6/21 (29%) 1/6 (17%) 2/5 (40%)
del (1p)
del(Ip) 6/19 (32%) 3/7 (43%) 175 (20%)
czesciowa trisomia 17q
174 gain 5/16 (31%) 4/8 (50%) 2/6 (33%)

W guzach niemowle¢cych z okototriploidia nie stwierdzono obecnosci amp
NMYC. Wsrdd niemowlecych guzéw di/tetraploidalnych w 2/5 guzéw stwierdzo-
no obecno$¢ przynajmniej 1 z badanych markeréw cytogenetycznych (tab. 37).
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Tab. 37. Ploidia w guzach Nb u niecmowlat.
Tab. 37. Ploidy in Nb infant tumors.

Typ ploidii
Typ Type of ploidy
nieprawidtowosci genetycznej Okolo;li—/tet,raploidia Hipodiploidia | Okototriploidia
Type of genetic abnormality ( .guzow) . a su 2) . “ quy).
Near ploidy /tetraploidy | Hypodiploidy | Near triploidy
(5 tumors) (1 tumor) (1 tumor)
amp NMYC
MYCN amp 2/5 0/1 0/4
del(1p)
del(Ip) 2/5 0/1 1/4
czesciowa trls(?mla 17q /5 11 14
17q gain

4.3.3. Charakterystyka kliniczna pacjentow z guzami Nb
roznigcymi si¢ markerami genetycznymi

NMYC

Guzy z amplifikacja NMYC rozwijaly si¢ gléwnie u pacjentéw demon-
strujacych niekorzystne rokowniczo wskazniki kliniczne. Przewazali chorzy
> 1 roku zycia (18/23=78%). Wigkszos¢ pacjentdw (16/23 = 69%) z guzami
7 obecnoscia amp NMYC w momencie rozpoznania prezentowata chorobg¢ nowo-
tworowg rozsiana. Czgsciej (11/24 =45%) amp NMYC znajdowano w guzach >
10 cm srednicy niz w guzach mniejszych. Obecnos¢ przerzutéw do kosci
w potowie przypadkéw zwigzana byta z guzami o zwigkszonej > 2 liczbie kopii
NMYC. Wysokie wartosci LDH w momencie rozpoznania (przewyzszajace dwu-
krotnie normg¢ stwierdzono u 16/23 (46%) pacjentéw, u ktérych rozwijaty si¢
guzy z amp NMYC (tab. 38 aib).
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Tab.38a. Charakterystyka kliniczna chorych z Nb rézniacymi si¢ liczba kopii onkogenu
NMYC w komérkach nowotworowych.
Tab.38a. Clinical characteristics of patients with Nb and with different number of MYCN

amplification.
Cechy kliniczne - NMYC (%) /MI‘/‘CN (%) —
- L 2 kopie 3-10 kopii >10 kopii
Clinical characteristics . . .
2 copies 3-10 copies >10 copies
Wiek < 1 roku 21 (73) 3 (10) 5 a7
Age > 1 roku 26 (54) 4 (8) 18 (38)
1 2 (40) 2 (40) 1 (20)
. 1T 6 (75) 1 (12,5) 1 (12,5)
Sgi;uem il 11 (3 | 0 ©) 4 QD
v 23 (54) 4 &) 16 37)
Vs 5 (83) 0 0) 1 17)
nadnercza
adrenal glands 23 (30) 7 {15 16 (35)
Lokal}zaCJa okolica Z.aotrzewnO.wa 17 a0 0 ) 7 (29)
ogniska retroperitoneal region
pierwotnego $rédpiersie
Primary site mediastinum > (100) 0 ©) 0 ©
nieznana
unknown 2 (100) 0 ©) 0 ©)
Wielkosé <5cm 1 (71) 2 (8) 5 (21)
guza 5-10 cm 20 (70) 2 (7 7 (24)
Tumor size > 10 cm 10 @] 3 (a3 | 11 @5
Przerzuty do kosci obecne
wIV® present 14 (50) 4 (14) 10 (36)
Bone metastases nieobecne
in stage IV absent i (75) ! ®) 2 a7
radykalny lub
CR bez zabiegu 24 6 | 5 a3 | 10 @25
Zabieg complete resection or
- CR without surgery
operacyny nieradykalny
Surgery partial resection 15 (71) 1 ) > 24
guz nieoperacyjny
unresectable tumor 8 “7) ! ©) 8 (47)

CR =catkowita remisja / CR = complete remission
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Tab.38b.Warto$ci parametréw biochemicznych u chorych z guzami Nb rézniacymi si¢
liczba kopii onkogenu NMYC w komérkach nowotworowych.

Tab.38b.Biochemical findings in patients with Nb tumors with different number of
MYCN copies in tumor cells.

Parametry biochemiczne NMYCIMYCN
Biochemical parameters 2 kopie 3-10 kopii >10 kopii
2 copies 3-10 copies > 10 copies
LDH N 14 79 1 &) 5 (25)
W surowicy > 1x N< 2xN 18 (78) 3 (13) 2 8)
Serum LDH >2x N 17 (49) 2 (6) 16 (46)
Ferrytypa < 142 ng/ml 11 (8] 3 (14 8 (36)
W surowicy
Serum ferritin > 142 ng/ml 21 (72) 2 ) 6 (21)

LDH = stgzenie LDH prawidtowe, > 1xN < 2N = st¢zenie LDH powyzej normy i ponizej 2x nor-
ma, > 2x norma = stezenie LDH przekraczajace dwukrotny poziom normy;

N = normal level of LDH, >IxN <2xN = serum LDH above normal level and below 2x normal
level, > 2xN = above 2x normal level

Del(1p)

Charakterystykg kliniczng 66 pacjentdw, u ktérych wykonano badanie tka-
nek nowotworowych w kierunku obecnosci del(1p) przedstawiaja tabele 39 ai b.
Nie zaobserwowano zaleznosci klinicznych oraz biochemicznych cech Nb i wy-
stgpowania tej aberracji w tkankach Nb.

Tab. 39a. Wartosci parametréw biochemicznych u chorych z guzami Nb rézniacymi si¢
obecnoscia del(1p) w komérkach nowotworowych.

Tab.39a.Biochemical findings in patients with Nb tumors differing in the presence of
del(1p) in tumor cells.

Parametry biochemiczne/ Del(1p) (%)
Biochemical parameters Obecna/ Present Nieobecna/ Absent
. N 13 (65) 7 (35)
LD?;;;“;‘;)VECY/ S1xN<2xN | 11 (50) 11 (50)
>2x N 7 (30) 16 (70)
Ferrytyna w surowicy/ <142 ng/ml 11 (58) 8 (42)
Serum ferritin > 142 ng/ml 11 (52) 12 (48)

N = stezenie LDH w surowicy prawidlowe, > 1xN i <2N = st¢zenie LDH powyzej normy i ponizej
2x norma, > 2x norma = stezenie LDH przekraczajaca dwukrotny poziom normy

N = normal level of LDH, >IxN <2xN = serum LDH above normal level and below 2x normal
level, > 2xN = above 2x normal level
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Tab.39b. Charakterystyka kliniczna chorych z guzami Nb rézniacymi si¢ obecnos$cia
del(1p) w komérkach nowotworowych.

Tab.39b. Clinical characteristics of patients with Nb tumors differing in the presence of
del(1p) in tumor cells.

Cechy kliniczne Del( 1p) (%)
Clinical dara Obecna/ Present Nieobecna/ Absent
Wiek < 1 roku/< I year old 11 (50) 11 (50)
Age > 1 roku /> 1 year old 21 (48) 23 (52)
1 3 (50 3 (50
. 11 6 (75) 2 (25)
Stad
Siat;em I 10 (59) 7 (41)
v 15 47) 17 (53)
Ivs 2 (50) 2 (50)
Nadnercze
Adrenal glands 16 “47) 18 (33)
oo . Okolica
Lokghzaqa ogniska Zaotrzewnowa 10 (43) 13 57)
pierwotnego/ :
Pri Retroperitoneum
rimary tumor Srodpiersic
localisati
ocatisation Mediastinum 4 o7) 3 (43)
Nieznana
Unknown 2 (100) 0 ©)
Wielkos¢ <5cm 10 (53) 9 47
guza/ 5-10 cm 12 (46) 14 (54)
Tumor diameter >5cm 3 (42) 11 (58)
Przerzuty do kosci Obecne/
w Ve Present 7 (37) 12 (63)
Bone metastases Nieobecne/
in IV® Absent 6 (43) 8 57)
Radykalny lub CR
. bez zabiegu/
o %?:éegn Complete resection or 17 G 13 “3)
I;, iy CR without surgery
urgery -
Nieradykalny/ 3 25) 9 (75)
Partial resection
Guz nieoperacyjny/
Unresectable tumor > 71 2 (29)

CR - catkowita remisja, CR- complete remission

Czesciowa trisomia 17q

Charakterystykg kliniczng chorych w zaleznosci od obecnosci czgsciowe; tri-
somii 17q w komorkach guza przedstawiaja tabele 40 a i b. Nie stwierdzono
zaleznosci klinicznych wskaznikéw prognostycznych od obecnosci czgsciowej
trisomii 17q w komérkach Nb. Wsrdd cech klinicznych zauwazono jedynie
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wystgpowanie tej aberracji czgsciej (18/32=56%) w guzach pierwotnie zlokali-
zowanych w nadnerczach niz w guzach o innej lokalizacji. Nie wykazano zalez-
nosci parametréw biochemicznych od obecnosci tej aberracji chromosomalnej
w guzie.

Tab.40a.Charakterystyka kliniczna chorych z guzami Nb réznigcymi si¢ obecno$cia
czesciowej trisomii 17q w komérkach Nb.

Tab.40a.Clinical characteristic of patients with Nb tumor differing in presence of 17q
gain in tumor cells.

Dodatkowy materiat chromosomalny w 17q
Cechy kliniczne/ 117 q gain
Clinical characteristic (% guzdéw badanycly% of analyzed tumors)
Obecny/ Present Nieobecny/ Absent
Wiek < 1 roku/ < 1 year old 15 (55) 12 (45)
Age > 1 roku/ > 1 year old 15 (43) 20 (57)
1 2 40 3 (60)
. 11 6 67) 3 (33)
Stsat‘;;uem il 4 (33) 8 67)
v 15 (48) 16 (52)
Ivs 3 (60) 2 (40)
. Nadnercza
Lokal}zaCJa Adrenal glands 18 (56) 14 (44)
ogniska Okolica zaotrzewnowa
pierwotnego/ . 8 (38) 13 (62)
Primary tumor Retroperitoneum
localisation Srédpiersie/ Mediastinum 4 (57) 3 (43)
Nieznana/ Unknown 0 0) 2 (100)
Wielkos¢ guza/ <5cm 9 (43) 12 (57)
Tumor maximal 5-10 cm 13 (59) 9 41)
diameter >10 cm 8 (42) 11 (58)
szem“? \‘}00 kosci Obecne/ Present 8 (40) 12 (60)
w
Bone metastases in Nieobecne/ Absent 7 (70) 3 (30)
s
Radykalny/CR bez zabiegu/
Complete resection or CR 19 54) 16 (46)
Radykalnos¢ without surgery
operacyjna Nieradykalny
Surgery Uncomplete resection 3 “3) 6 (53)
Guz nieoperacyjny
Unresectable tumor 4 (“44) > (56)

CR- catkowita remisja/ CR — complete remission
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Tab.40b. Wartos$ci parametréw biochemicznych u chorych z guzami Nb rézniacymi si¢
obecnoscia czgsciowej trisomii 17q w komérkach Nb.

Tab.40b. Biochemical findings in patients with Nb tumor differing in presence of partial
trisomyl7q in tumor cells.

. . Czesciowa trisomia 17q/ 17 g gain
Parametry biochemiczne ,

Biochemical parameters (% guzdéw badanych/ % of analyzed tumors)
Obecna/ Present Nieobecna/ Absent

N 9 (45) 11 (55)

LDH w surowicy 62 38

Serum LDH > 1x N< 2xN 13 (62) 8 (%)

>2x N 9 (38) 13 (62)

Ferrytyna w surowicy < 142 ng/ml 9 (45) 11 (33)

Serum ferritin > 142 ng/ml 11 (50) 11 (0)

N = stezenie LDH prawidtowe, > 1xN i < 2xN = st¢zenie LDH powyzej normy i ponizej 2x norma,
>2N = stezenie LDH przekraczajace dwukrotny poziom normy/

N = normal level of LDH, >IxN <2xN = serum LDH above normal level and below 2x normal
level, > 2xN = above 2x normal level

Charakterystyka kliniczna chorych z Nb o roZnej ploidii DNA
Ploidi¢ oceniano w komérkach Nb pobranych od 25 chorych przed rozpo-
czgciem leczenia i od 23 chorych po zastosowaniu chemioterapii (tab. 41).

Tab. 41. Czgstosci wystepowania poszczegdlnych typéw ploidii DNA w guzach Nb.
Tab. 41. Frequency of the different types of DNA ploidy in Nb tumors.

Typ plodii Liczba guzéw/ Number of cases
Type of ploidy przed CHT/ before CHT po CHT/ after CHT
Di-/tetraploidia/ Di-tetraploidy 15 17
(32 guz/ 32 tumors)
Triploidia/ triploidy 6 ’
(8 guzoéw/ 8 tumors)
Hipodiploidia/ hypodiploidy 4 4
(8 guzdéw/ 8 tumors)

CHT- chemioterapia/ CHT — chemotherapy

Charakterystyke kliniczna chorych w odniesieniu do typu ploidii komérek
Nb przedstawiajg tabele 42 a i b. Okolodi- i tetraploidia wystepowala czeéciej
w guzach zaawansowanych klinicznie (III i IV stadium), guzach wiekszych
> 5cm i z podwyzszonymi wartosciami LDH w surowicy i VMA w moczu.
Triploidia czesciej wystepowala w guzach niemowlecych niz w guzach
u chorych powyzej 1 roku zycia (28 vs 8%) i najczeéciej byla stwierdzana
w guzach matych < 5 em $rednicy. Hipodiploidia czgsciej zwiazana byla z gu-
zami > 1 roku zycia w rozsianym stadium choroby. Sposrdd siedmiu guzéw
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zlokalizowanych w srédpiersiu w trzech wystgpowata hipodiploidia. Guzy z tym
typem ploidii w wigkszosci usunigto radykalnie (6/7 guzéw). Wigkszos¢ guzow,
ktére nie zostaly usunigte radykalnie, prezentowata di- lub tetraploidi¢ (80%
guzéw usunigtych czesciowo i 80% guzdw nieoperacyjnych).

Tab.42a. Charakterystyka kliniczna chorych z guzami Nb rézniacymi si¢ typem ploidii

DNA.
Tab.42a. Clinical characteristics of patients with Nb tumor differing in the type of DNA
ploidy.
Liczba guzéw z typem ploidii /
Cechy Kliniczne Number of tumors wit}(z é)irticular type of ploidy
. .o (4
Clinical characteristics Di-/tetraploidia/ | Triploidia/ | Hipodiploidia/
Di-tetraploidy Triploidy Hypodiploidy
Wiek <1 rokw/ < I yearold| 11 (61) 5 (28 2 (11)
Age > 1 roku/ > I year old| 18 (69) 2 (8) 6 (23)
I 0 0) 2 (100) 0 (0
. 11 5 (63) 1 (12) 2 (25)
Sgi;uem i} 8 (30) 1 (10) | 1 (10)
v 16 (64 5 (20 4 (16)
IVs 1 (33,3) 1 (33,3) 1 (33,3)
Lo Nadnercze
Lokal}zaCJa Adrenal glands 15 (71) 4 (19) 2 (10)
ogniska Okolica zaotrzewnowa
pierwotnego olca Z , 13 72) 4 (22) 1 (6)
Pri Retroperitonal region
rimary tumor Srédpiersie
localisati
ocalisation Mediastinum 3 (43) 1 (14) 3 43)
Wielko$¢ ogniska <5cm 8 (50) 4 (25) 4 (25)
pierwotnego
Primary wumor 5-10 cm 17 (89) 2 (11) 0 (0
maxiaml diameter > 10 cm 8 (62) 2 (15) 3 (23)
Przerzuty do Obecne/ Present 8 (57) 4 (29) 2 (14)
kosci w IV® Bone
metastases in IVs | Nieobecne/ Absent 2 (67) 1 (33) 0 (0)
Radykalny lub
CR bez zabiegu 20 (61 7 o3} 6 (18)
. Complete resection or
Zabieg )
operacyjny CR I\?{lthadutk SL{rgery
ieradykalny
Surgery Uncomplete resection 8 (89) 0 © ! (D
Guz nieoperacyjny
Unresectable tumor 4 (80) ! (20) 0 (0)

CR - catkowita remisja/ CR — complete remission
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Tab.42b.Warto$ci parametréw biochemicznych u chorych z guzami Nb rézniacymi si¢

stopniem ploidii DNA.
Tab.42b.Biochemical findings in patients with Nb tumor differing in a degree of DNA
ploidy.
Liczba guzéw/ Number of cases
Parametry biochemiczne (%)
Biochemical parameters Di-/tetraploidia Triploidia Hipodiploidia
Di-tetraploidy Triploidy Hypodiploidy
LDH N 9 (60) 4 27 2 13)
W surowicy > 1x N< 2xN 10 (71) 1 (7 3 (22)
Serum LDH >2x N 16 (84) 2 (11) 1 5)
VMA N 8 (53) 4 27 3 (20)
W moczu > 1x N< 2xN 5 (83) 1 (17) 0 ©)
Urinary VMA >2x N 18 (72) 3 (12) 4 (16)
Ferrytypa <142 ng/ml 12 (71) 4 24) 1 %)
W surowicy
Serumferritin > 142 ng/ml 11 (69) 4 (25) 1 (6)

N = stgzenie LDH lub ilo§¢ VMA prawidlowa, > 1 x N = stezenie LDH lub ilos¢ VMA powyzej
normy i ponizej 2x norma; > 2x norma = stezenie LDH lub ilos¢ VMA przekraczajaca dwukrotny
poZiom normy

N = serum LDH or urinary VMA in normal range, > =1xN = serum LDH or urinary VMA above
normal limit but below 2 x normal limit; >2N = serum LDH or urinary VMA equal or above 2 x
normal limit

Wystepowanie aberracji chromosomalnych w klinicznych grupach
ryzyka

Czgstos¢ wystgpowania dwodch badanych aberracji  chromosomalnych
del(1p) i czesciowej trisomii 17q w grupach pacjentdéw bgdacych w poszczegdl-
nych klinicznych grupach ryzyka w grupie guzéw Nb ocenianych przed chemio-
terapia przedstawiono w tab. 43. Jak opisano we wstgpie jednym z elementéw
klasyfikacji do odpowiednigj grupy ryzyka jest obecnos¢ amp NMYC.

Tab. 43. Obecno$¢ aberracji chromosomalnych del(1p) i czesciowej trisomii 17q
w komérkach guzéw Nb u pacjentéw podzielonych wg grup ryzyka.

Tab. 43. Presence of chromosome aberrations: del(1q) and 17q gain in Nb tumor cells
Jfrom different prognostic groups of patients.

Grupa del(1p)/ del(1p) Czesciowa trisomia 17q/ 17 q gain
ryzyka (%) %)
Risk group | Obecna/ Present | Nieobecna/ Absent | Obecna/ Present | Nieobecna/ Absent
Niskiego /
Low 14 (70) 6 (30) 12 (54) 10 (46)
Posredniego/
Intermediate 7 (50) 7 (8] 4 (33,3) 8 (66,6)
Wysokiego/
High 14 47) 16 (53) 16 (51) 15 (49)
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Nie stwierdzono zwigkszonej czestosci wystgpowania badanych aberracji
chromosomalnych w grupach wyzszego ryzyka w poréwnaniu z grupa niskiego
ryzyka.

Wyniki leczenia w odniesieniu do prognostycznych wskaznikow
genetycznych

Obecnosé amp NMYC

Srednie przezycie 17/68 (25%) pacjentéw od momentu diagnozy (OS)
w grupie z amp NMYC byto niezamiennie krétsze i wynosito 30 miesi¢gcy niz
w grupie 51/68 (75%) chorych bez amp NMYC ze $rednim przezyciem 33 mie-
siace. W czasie prowadzonej obserwacji (srednio 2 lata 4 miesiace) stwierdzono
gorsza odpowiedz na stosowane leczenie w grupie z amp NMYC, gdzie catkowi-
ta remisj¢ uzyskato 35%, w poréwnaniu z grupa bez amp NMYC, gdzie catkowi-
ta remisj¢ uzyskato 63% pacjentéw (tab. 44).

Tab. 44. Wyniki leczenia pacjentéw w zaleznosci od liczby kopii onkogenu NMYC
stwierdzonych w komérkach guzéw Nb.

Tab. 44. Results of treatment of the patients with different number of MYCN copies in
Nb tumor cells.

Odpowiedz na NMYC (%)
leczenie 2 kopie/ 2 copies 2-10 kopil/ 2-10 copies | >10kopii/ > 10 copies
Treatment response | (49 chorych/ patients) | (7 chorych/ patients) (23 chorych/ patients)
CR 31 (63) 6 (86) 8 (35)
PR 4 (8) 0 (0 7 (30)
DOD 14 (29) 1 (14 8 (35)

CR = catkowita remisja, PR= czesciowa remisja, DOD =zgon
CR= complete remission, PR = partial remission, DOD = death of disease

Obecnosé del(1p) i czesciowej trisomii 17q

Nie zaobserwowano zaleznosci odpowiedzi na leczenie od obecnosci del(1p)
i czesciowej trisomii 17q (tab. 45). Catkowitg remisj¢ choroby nowotworowej
uzyskano z poréwnywalng czgstoscia.
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Tab. 45. Wyniki dotychczasowego leczenia pacjentéw w zalezno$ci od obecnosci aberra-
¢ji chromosomalnych: del(1p) i czg¢Sciowej trisomii 17q w komérkach guzéw Nb.

Tab. 45. Treatment results depending on the presence of the chromosome aberrations:
del(1p) and 17q gain in Nb cells.

Wynik del (1p)/ del(1p) Czesciowa trisomia 17q/ 17 g gain
leczenia (%) (%)
Treatment | Obecna/ Present | Nieobecna/ Absenr | Obecna/ Presenr | Nieobecna/ Absent
result (32 chorych/ (33 chorych/ (30 chorych/ (28 chorych/
patients) patients) patients) patients)
CR 20 (62) 19 57) 21 (70) 16 (57)
PR 6 (19) 2 0 1@
DOD 6 (19) 12 (36) 9 (30) 11 (39)

CR = catkowita remisja, PR = czgsciowa remisja, DOD =zgon
CR= complete remission, PR = partial remission, DOD = death of disease

4.3.4. Podsumowanie

W badanym materiale tkanek guzéw Nb stwierdzono obecnos¢ amp NMYC
w 28%, del(1p) w 48% i czgsciowej trisomii 17q w 48% guzéw. W 10 guzach
nie wykazano zadnej z trzech badanych nieprawidtowosci cytogenetycznych,
aw dwoch guzach wspdtwystepowanie wszystkich trzech anomalii. Przewazaty
guzy diploidalne lub tetraploidalne (32/48). Chorzy, u ktérych rozwijaty si¢ guzy
7 obecno$cia amp NMYC demonstrowali niekorzystne prognostycznie cechy
kliniczne Nb i nieco krétszy czas przezycia (30 mies. vs 33 mies). Natomiast nie
zaobserwowano korelacji del(1p) 1 czgsciowej trisomii 17 q z analizowanymi
cechami klinicznymi.

4.4. BADANIA IMMUNOHISTOCHEMICZNE

4.4.1. Aktywnos¢ proliferacyjna w tkankach guzéw Nb

Aktywnos¢ proliferacyjna okreslang jako indeks proliferacyjny (IP) oceniono
przy pomocy odczynéw immunohistochemicznych z zastosowaniem przeciwciat
przeciw Ki-67 w 78 guzach. Wartosci IP w tkankach Nb byly zr6znicowane
i wynosity od 1,5-79,5% (srednio 32,9%+/-19,5 [SD], mediana 35,2%) wybar-
wionych komérek. Rozktad wartosci IP réznit si¢ statystycznie istotnie od roz-
ktadu normalnego (p=0,02) (ryc. 6).
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Tab. 47. Srednie warto$ci IP w zaleznosci od wezesniej stosowanej chemioterapii.
Tab. 47. Mean values of PI in the groups of patients after different chemotherapy.

Grupa Liczba Wartosc %l;// )PI values
5 5 0
guzéw guzéw i L :
: . Mediana Minimum | Maksimum
G Numb.
;;f:f rSOf 0;{ :; s:: — Median Minimum Maximum SD
Mean value value value e
przed CHT
before CHT 4 S 356 2,0 79,6 16,5
po CHT
afercar | %7 31,0 34,0 15 78,1 24

CHT = chemioterapia; SD = odchylenie standardowe
CHT =chemotherapy, SD = standard deviation

Aktywnos¢ proliferacyjna guzow w roZnych typach histologicznych Nb

Guzy o niskim zréznicowaniu, skapopodscieliskowe wykazywaly wyzsza
aktywnos¢ proliferacyjna. Stwierdzono statystyczna réznice wartosci srednie-
go IP pomiedzy guzami o skapym podscielisku, a guzami o bogatym pod-
scielisku zar6wno w grupie badanych przed chemioterapia (p=0,01; ryc. 7a)
jak i po chemioterapii (p<0,001; ryc. 7b). W grupie tkaneck Nb badanych przed
chemioterapia réznice pomigdzy srednimi wartosciami [P w poszczegdlnych
typach histologicznych byty nieznamienne (p=0,29, ryc. 7c¢). W grupie Nb ba-
danych po chemioterapii obserwowano statystycznie istotna réznice (p=0,02)
z najwyzszymi §rednimi wartosciami IP w guzach typu UN i POO (ryc. 7d).

1P (%)
&

o Medana

Ryc.7a. Wartosci IP w guzach bogato- i skapopodscieliskowych badanych przed CHT.

1

2

Ty mor fologiczny

1 25%-75%

CHT- chemioterapia;

1-guzy bogatopodscieliskowe,
2- guzy skapopodscieliskowe
CHT — chemotherapy,

1- stroma rich- tumors,

2- stroma-poor tumors

T Min-Maks.

Fig. 7a. Values of Pl in stroma — rich and stroma- poor tumors examined before chemo-
therapy.
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Ryc.7b. Wartosci IP w guzach bogato- i skapopodscieliskowych badanych po CHT.
Fig. 7b. Values of PI in stroma — rich and stroma- poor tumors examined after chemo-
therapy.
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1 = undifferentiated, 2 = poorly differentiated, 3 = differentiating, 4 = ganglioneuroblastoma,
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Ryc. 7¢. Zalezno$¢ IP od typu histologicznego Nb w grupie ocenianej po chemioterapii.
Fig. 7c. Relation of PI and a histological type of Nb assessed after chemotherapy.
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Fig. 7d. Relation between PI and histological type of Nb assessed before chemotherapy.

Charakterystyka kliniczna chorych z guzami Nb o roZnej aktywnosci
proliferacyjnej tkanki nowotworowej

Charakterystyke kliniczna Nb w odniesieniu do aktywnosci proliferacyjnej
tkanki nowotworowej mierzonej IP przedstawia tab. 48.

Zaobserwowano tendencje do malejagcych wartosci IP wraz z wiekiem
pacjenta w momencie rozpoznania; zalezno$¢ ta pozostawala na granicy
znamiennosci statystycznej (Rs=-0,18; p=0,10; ryc. 8). IP tkanek Nb rozwijaja-
cych si¢ u pacjentéw w pierwszym roku zycia byl wyzszy niz IP w wieku >
pierwszego roku zycia (mediana: 35% vs 29,2%) z réznica na granicy znamien-
nosci statystycznej (p=0,10). Nieznamiennie wyzsza wartos¢ IP=35,9% i 36,3%
stwierdzono w tkankach Nb pobranych od chorych o niskim stadium zaawanso-
wania (I° i I1°). Byty to gtéwnie guzy rozpoznane u niemowlat. Wysoka aktyw-
no§¢ proliferacyjng tkanek z wartoscia mediana IP=38,4% stwierdzono
w tkankach guzéw pobranych od pacjentéw w IV stadium klinicznego za-
awansowania choroby.
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Tab. 48. Charakterystyka kliniczna pacjentéw w odniesieniu do IP guzéw Nb.
Tab. 48. Clinical characteristic of patients in relation to PI in Nb tumors.

Liczba .
.. badanych Mediana
Parametry kliniczne . 1P Wartos¢ P
Clinical data suzow Median PI P-value
Number of
(%)
cases
Wiek/ Age: <1 roku/ < 1 year old 27 35,0 0.10
>1 roku/ > I year old 51 29,2 ’
Stadium zaawansowania/ Stage: I 3 35,9
I 7 36,3
111 26 36,8 0,67
I\% 27 384
1Vs 15 32,3
Lokalizacja ogniska pierwotnego/
Primary tumor localisation:
nadnercze/ adrenal glands 44 29,1 0,13
okolica zaotrzewnowa/ retroperitoneum 24 35,5
srédpiersie/ mediastinum 7 40,2
Wielko$¢ ogniska pierwotnego/
Primary tumor maximal diameter:
<5cm 22 28,5 0,08
5-10 cm 33 34,2
>10 cm 23 42,8
W IV stadium przerzuty do kosci/
Bone metastases in IV s:
obecne/ present 25 39,1 0,36
nieobecne/ absent 16 33,7
LDH w surowicy/ Serum LDH:
N 18 28,6 0,11
>IxNi<2x N 29 30,1
>2x N 30 38,1
Ferrytyna w surowicy/ Serum ferritin:
< 142 ng/ml 32 33,6 0,22
>142 ng/ml 30 283
VMA w moczw/ Urinary VMA:
N 18 32,0 0,58
>IxNi<2x N 14 39,5
> 2xN 42 30,7

N = norma, > 1x N = wartos¢ powyzej normy i ponizej 2x norma, > 2xN = wartos¢ réwna lub
przekraczajaca dwukrotny poziom normy
N = normal range, >1xN = values above normal level but below 2xnormal level, 22xN = value
equal or above 2x normal level

Réznica w aktywnosci proliferacyjnej w zaleznosci od stadium zaawanso-
wania klinicznego nie byta statystycznie znamienna (p=0,67). Wsréd guzéw Nb
z przerzutami, te, ktére pochodzity od chorych z obecnoscig przerzutéw do kosci
charakteryzowaly si¢ nieznamiennie wyzsza aktywnos¢ proliferacyjng niz guzy
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pobrane od pacjentdw z przerzutami pozakostnymi (mediana 1P=39,1% vs
33,7%; p=0,36). Wyzsza aktywnos¢ proliferacyjna stwierdzono w guzach rozwi-
jajacych si¢ w $rodpiersiu niz w jamie brzusznej (mediana [P= 40,2% vs 35,5%
i 29,1%). Nieznamiennie wyzsze wartosci [P (mediana [P=42,8%) stwierdzono
w guzach o wielkosci >10 cm w poréwnaniu z guzami mniejszymi (ryc. 9). Za-
obserwowano tendencje (p=0,11) do dodatniej zaleznosci aktywnosci prolifera-
cyjnej guzdéw i podwyzszonego stezenia LDH w surowicy krwi. Guzy z najwyz-
sza wartoscig [IP=38,1 % rozwijaly si¢ u pacjentéw z poziomem LDH w surowi-
¢y dwukrotnie przekraczajacym normg. Zaobserwowano statystycznie istotna
roznice (p=0,01) z nizszym IP = 28% w guzach radykalnie usuni¢tych w pordw-
naniu z wyzszymi wartosciami [P w przypadku guzéw pierwotnych ocenianych
jako nieoperacyjne lub usunigtymi nieradykalnie (ryc. 10).

90
80} o o
70 2
£y
60 } o

IP (%)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Wiek pacjenta (mies.) o 95% p.ufnosci

Rs=-0,18; p=0,10

Ryc. 8. Indeks proliferacyjny (IP) w zalezno$ci od wieku pacjenta.
Fig. 8. Pl vs. age of the patients.
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Ryc. 9. Indeks proliferacyjny (IP) w Nb o r6znej wielkosci guza pierwotnego (p=0,08).
Fig. 9. Pl in Nb tumors differing in maximal diameter (p=0.08).
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Ryc.10. Wartosci IP w tkankach guza pierwotnego Nb a typ zabiegu operacyjnego (p=0,01).
Fig. 10. Plvalues in primary tumor tissues vs. the type of surgery (p=0,01).
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Odpowied? na leczenie chorych z Nb o roZnej gestosci
unaczynienia

Wsrdd chorych z guzami o wyzszym (>20%) indeksie proliferacyjnym czg-
sciej stwierdzano niekorzystny przebieg leczenia (30% i 31% zgondw) niz u cho-
rych z guzami o niskim indeksie proliferacyjnym (23% zgondw) (tab.49).

Tab. 49. Odpowiedz na leczenie chorych z Nb o réznym indeksie proliferacyjnym.
Tab. 49. Treatment response in patients with different PI in Nb tumors.

. Indeks proliferacyiny/ Proliverative index
TE:ZI;ZCIZ:;I; / Niski/ Low: Sredn?/JA;edium: Wysoki/ High:
<20% 20-40% >40%
CR 8 (61%) |12 (60%) 26 (56%)
PR 2 (15%) | 2 (10%) 6 (13%)
DOD 3 (23%) | 6 (30%) 14 (31%)

CR = catkowita remisja, PR = czgsciowa remisja, DOD = zgon
CR = complete remission, PR = partial remission, DOD = death of disease

Markery genetyczne a aktywnos¢ proliferacyjna tkanki nowotworowej
Nb

W guzach z obecnoscig charakterystycznych genetycznych markerow agre-
sywnosci stwierdzano cechy wickszej aktywnosci proliferacyjnej w pordwnaniu
do nowotworéw, w ktdrych nie stwierdzano obecnosci tych markeréw (tab. 50).

Najwyzszy 1P=37,5% znaleziono w guzach z obecnoscia amp NMYC. Ak-
tywnos¢ proliferacyjna guzéw bez amplifikacji byta nieznamiennie nizsza (me-
diana IP=27,9%; p=0,36) (ryc. 11). Wartosci [P w guzach z obecnoscig del(1p)
oraz niepelnej trisomii 17q byly nieznamiennie wyzsze niz bez tej aberracji (dla
del(1p) - p=0,48; dla czgsciowej trisomii 17q - p=0,67) (ryc. 121 13),

Analiza zaleznosci aktywnosci proliferacyjnej od typu ploidii komérkowej

wykazalta najnizsza aktywnos¢ proliferacyjna (IP=23,5%) guzow triploidalnych
(tab. 50; ryc. 14).
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Tab.50. Markery genetyczne Nb a aktywno$¢ proliferacyjna tkanki nowotworowej Nb.
Tab. 50. Genetic markers in Nb vs. PI values in Nb tumors.

Markery genetyczne Liczba badanych guzéw Mediana IP Wartos¢ P
Genetic markers Number of tumors Median value of PI P- value
amp NMYC/ MYCN amp
nieobecna / absent 46 27,9 0,36
obecna / present 21 37,5
del(1p)/ del(1p)
nieobecna/ absent 24 29,0 0,48
obecna / present 25 31,6
czgsSciowa trisomia
chromosomu 17q/ 17q gain
nieobecna/ absent 24 30,3 0,67
obecna / present 25 33,6
Ploidia/ Ploidy
di/tetraploidia/ diftetraploidy 18/5 31,9/740,1 0,35
triploidia/ rriploidy 5 23,5
hipodiploidia/ hypoploidy 5 33,9
90
80 - e
70
60
50
S
5 40 o
30 ul
20
10
0
0 Mediana
5 ] = [ 25%-75%

Liczba kopii MYCN

[ Min.-Maks.

0= 2 kopie NMYC =2; 1 = >2 i <10 kopii; 2 = > 10 kopii NMYC
0 =2 copies of MYCN: 2, 1= > 2 copies and < 10 copies of MYCN, 2 = =10 copies of MYCN

Ryc. 11. Wartosci IP tkanki nowotworowej w odniesieniu do liczby kopii NMYC w ko-
mérkach Nb (p =0,36).
Fig. 11. PIvalues in tumor tissue vs.number of MYCN copies in Nb cells (p=0,36).
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Ryc.12. Wartosci IP tkanki nowotworowej w odniesieniu do obecnosci del(1p) w ko-
mérkach Nb (p=0,48).
Fig. 12. PIvalues in Nb tissue vs. presence of deletion: del(1p) in Nb cells (p=0,48).
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Ryc. 13. Wartosci IP tkanki nowotworowej w odniesieniu do obecnos$ci czgsciowej tri-
somii 17q w komérkach Nb (p=0,67).
Fig. 13. PIvalues in tumor tissue vs. presence of 17q gain in Nb cells (p=0,67).
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Ryc. 14. Wartosci IP tkanki nowotworowej w odniesieniu do stopnia ploidii w komor-
kach Nb (p=0,35).
Fig. 14. PIvalues in tumor tissue vs. degree of ploidy in Nb tumor cells (p=0,35).

Wartosci indeksu proliferacyjnego w tkankach Nb o roznej kombinacji
parametrow genetycznych

Analiza aktywnosci proliferacyjnej w zaleznosci od obecnosci réznych kom-
binacji badanych markeréw genetycznych w komérkach Nb wykazata najwyzsze
wartosci [P (60%) w guzach z obecnoscia amp NMYC jako jedynej sposrdd
trzech badanych aberracji genetycznych. Najnizsza aktywnos¢ (IP=14%) wyka-
zywaty guzy z obecnoscia del(1p) jako jedynej sposréd badanych zmian cytoge-
netycznych. Réznice wartosciach IP dla poszczeg6lnych kombinacji byly na
granicy znamiennosci statystycznej (p=0,09) (ryc. 15).
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iczesciowa trisomia 17q; 6 = obecna amp NMYC i del (1p); 7 = obecne wszystkie trzy zmiany genetyczne
0 = no changes detected, 1 = 17qgain detected, 2 = del(1p) detected,3 = 17qgain and del(1p) de-
tected, 4 = MYCN amp was detected,5 = MYCN amp and 17q gain were detected, 6 = MYCN amp
and del (1p) were detected, 7 = all above mentioned changes were detected

Ryc.15. Wartosci IP tkanki nowotworowej w odniesieniu do kombinacji cech genetycz
nych w Nb (p=0,12).

Fig. 15. PI values in tumor tissue vs. combination of different genetic abnormalities in
Nb tumor cells (p=0,12).

4.4.2. Podsumowanie

Réznice w aktywnosci proliferacyjnej tkanki nowotworowej w guzach
przed- i po chemioterapii mierzone IP byly nieznamienne. Stwierdzono wysoka
aktywnos¢ proliferacyjna Nb niskozréznicowanych i Nb rozwijajacych si¢ u nie-
mowlat. Wyzsze wartosci IP stwierdzono badajac tkanki Nb w wyzszych sta-
diach zaawansowania klinicznego. U chorych z guzami o wysokiej aktywnosci
proliferacyjnej czg¢sciej wykazano podwyzszony poziom LDH w surowicy. Za-
biegi operacyjne byly mozliwe do przeprowadzenia czgsciej w przypadkach
guzéw o nizszej aktywnosci proliferacyjnej. Gorsza odpowiedz na leczenie zaob-
serwowano w guzach o IP> 20%. Zaobserwowano wyzsze IP w guzach z obec-
noscig amp NMYC. Nizszy IP stwierdzano w guzach triploidalnych.
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Gestos¢ naczyn w roZnych typach histologicznych Nb

Réznice w gestosci unaczynienia w zaleznosci od typu histologicznego
w grupie guzéw ocenianych przed chemioterapia pozostawaly na granicy
istotno$ci statystycznej (p=0,08) (ryc.17a) i w tej grupie guzéw zaobserwo-
wano statystycznie istotna Srednio-silna ujemna korelacje MVD i stopnia
dojrzatosci tkanki nowotworowej - z najnizszg MVD (mediana = 65 na-
czyi/mm?® w przypadku guzéw tagodnych tzn. zwojakonerwiakéw (Rs=
-0,36; p<0,05). Mediana MVD = 146 naczyﬁ/mm2 guz6éw o skapym podscieli-
sku byla znamiennie wyzsza w stosunku do guzéw o podscielisku bogatym
(ryc. 17¢). Nie obserwowano statystycznie istotnej (p=0,77) réznicy w MVD
w zaleznosci od typu morfologicznego guza w grupie badanej po zastosowa-
niu chemioterapii (Rs=0,007; p>0,05) ((ryc. 17 b,d).

400

350

a/

Grupa guzéw przed chemioterapig
e Tumors evaluated before CHT
(1=UN, 2=POO0, 3=DF, 4=GNB)

300

200

150 =

2 = =
100 J_
* L .
o0 Mediana

[ 25%-75%
1 2 3 4 5
T Min.-Maks.

Gestosé naczyn (1/mm2)

Typ histologiczny

400

350

300

b/

Grupa guzéw po chemioterapii
Tumors evaluated after CHT
(1=UN, 2=POO0, 3=DF, 4=GNB)

150

Gestosé naczyr (1/mm?)
3 B
3 S
o

100 &

. - | = L
o Mediana

7 25%-75%
1 2 S 4 & T Min-Maks.

Typ histologiczny



110 Elzbieta Adamkiewicz-Drozynska

400

350
c/

500 Grupa guzéw przed chemioterapig
Tumors evaluated before CHT

250

&g . .
£ (1=guzy bogatopodscieliskowe/
2 0 stroma rich tumors
s 2=guzy skapopodscieliskowe/
& o stroma poor tumors)
——
100
: |
50
0 O Mediana
1 2 25%-75%
Mn.-Maks
Typ histologiczny
400
350 d/

Grupa guzéw po chemioterapii
Tumors evaluated after CHT

250 (1- guzy bogatopodscieliskowe/
stroma rich tumors;

2- guzy skapopodscieliskowe/
150 stroma poor tumors)

300

Gestos¢ naczyt (1/mm?)
o
3
3

. g e

0 o Mediana
1 2 [ 25%75%
T Mn-Maks

Typ histologicany

Ryc. 17. Gesto$¢ unaczynienia w zaleznosci od typu morfologicznego Nb.
Fig. 17. Vascular density in different histological types of Nb tumors.

Charakterystyka kliniczna chorych z guzami Nb o roinej gestosci
naczyn w tkance nowotworowej

Stwierdzono znamiennie wigksze unaczynienie guzOw rozwijajacych sig¢
u niemowlat niz u dzieci starszych i odwrotna zaleznos¢ stopnia unaczynienia
guza i wieku pacjenta (Rs=-0,22; p<0,05) (tab. 51; ryc. 18). Stwierdzono réznice
na granicy znamiennosci statystycznej (p=0,08) w unaczynieniu matych i duzych
ognisk pierwotnych. Gestos¢ naczyn (mediana MVD=192 naczyn/mm®) byta
wigksza w ogniskach pierwotnych o wymiarach< 5 cm w poréwnaniu do wielko-
éci ogniska pierwotnego > 5 cm (mediana MVD=149 naczyn/mm®) (tab. 51).
Wykazano tez staba ujemna korelacje MVD i wielkosci guza (RS=-0,22;
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p< 0.05) (ryc. 19). Nieznamiennie wyzszy byl poziom LLDH i zwigkszone wyda-
lanie VMA w moczu u chorych z guzami najstabiej unaczynionymi. Nie zaob-
serwowano zaleznosci pozostatych badanych cech klinicznych choroby nowo-
tworowej (stadium zaawansowania, obecnos¢ przerzutéw do kosci, mozliwosé
radykalnego zabiegu operacyjnego) od gestosci naczyn wystepujacych w guzie
(tab. 51).

Tab. 51. Cechy kliniczne chorych z guzami Nb o réznej gestosci naczyn w tkance nowo-
tworowej.

Tab. 51. Clinical characteristics of the patients with Nb tumors with different vascular
density in tumor tissue.

Liczba badanych Mediana gestosci Wartosé
.. P . 2 artosc
Parametry kliniczne guzéw naczyf (/mm-)
Clinical characteristic Number of exam- | Median of vascular P
. . 2 p- value
ined tumors density(/mm”)
Wiek/ Age
< 1 roku/ < I year old 29 174 0,009
> 1 rokw/ > 1 year old 53 117
Stadium zaawansowania/ Stage | 4 218
I 6 213 0,81
111 24 132
I\% 40 132
1Vs 8 161
W IV stadium przerzuty do kosci/
Bone metastases in IV°:
obecne/ present 29 133 0,53
nieobecne/ absent 30 132
Najwickszy wymiar guza/
Tumor maximal diameter:
<5cm 27 156 0,32
5-10 cm 43 132
>10 cm 12 119
LDH w surowicy/ Serum LDH: N 20 153
>IxNi<2x N 29 139 0,23
2x N 32 127
Ferrytyna w surowicy/ Serum ferritin:
< 142 ng/ml 24 150 0,52
>142 ng/ml 35 139
VMA w moczu/ Urinary VMA: N 21 156
>Ix Ni<2x N 16 166 0,27
> 2xN 41 132
Zabieg operacyjny/ Surgery:
- radykalny/ complete resection 46 137
- nieradykalny/ uncomplete resection 16 212 0,95
- guz nieoperacyjny/ unresectable tumor 20 101

N = norma, > 1x N wartos¢ powyzej normy i ponizej 2x norma, > 2xN =wartos¢ réwna lub prze-
kraczajaca dwukrotny poziom normy

N= normal value, >1xN = value higher than normal level, but less than 2x normal level, >2xN=
value above 2x normal level
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Ryc. 18. Gestos¢ naczyn w tkankach nowotworowych guzéw Nb w zalezno$ci od wicku
pacjentow.
Fig. 18. Vascular density in ND tissues vs. the age of patients.

Wykr. rozrzutu: WIEK_PLECZ vs. GEST NACZYN (BD usuw ano przypadk.)
GEST NACZYN = 168,42 - ,3097 * WIEK_PLECZ
Korelacja:r = -,1319
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Ryc. 19. Gestos¢ naczyn w tkankach nowotworowych guzéw Nb w zaleznosci od naj-
wickszego wymiaru guza Nb w guzie pierwotnym.
Fig. 19. Vascular density in ND tissues vs. maximal size of primary Nb tumor.
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Odpowied? na leczenie chorych w 7z Nb o roinej gestosci
unaczynienia
Najwicksza liczbe catkowitych remisji uzyskano u chorych z guzami stabo

unaczynionymi i najwigcej zgondw odnotowano wsréd chorych z guzami
0 wysokim unaczynieniu (tab.52).

Tab. 52. Odpowiedz na leczenie chorych z Nb o réznej gestosci unaczynienia.
Tab. 52. Treatment response in patients with different vascular density in Nb tumors.

Efekt leczenia/ Gestos¢ naczyn (%) Vascular density (%)

Treatment result Niska/ Low Srednia/ Intermediate Wysoka/ High
CR 17 (85) 25 (52) 7 (50)
PR 2 (10) 7 (15) 1(7)
DOD 1 (5) 16 (33) 6 (43)

CR - catkowita remisja, PR - czgsciowa remisja, DOD - zgon
CR- complete remission, PR — partial remission, DOD — death of disease

Markery genetyczne a gestosé naczyn w tkance guza Nb

Analiza wspotzaleznosci intensywnosci unaczynienia w odniesieniu do mar-
keréw genetycznych wykazata wigksze unaczynienie guzéw charakteryzujacych
si¢ obecnoscig przynajmniej jednego z trzech markeréw genetycznych w poréw-
naniu z guzami bez analizowanych zmian genetycznych, cho¢ réznice nie byly
statystycznie nieznamienne (tab. 53). Najwyrazniej réznica w MVD zaznaczy-
la si¢ w odniesieniu do obecnosci del(1p). Mediana MVD w guzach z o-
becnoscia tej delecji wynosita 172 naczyn/mm’ w guzach bez delecji
141/mm*(p=0,49). W guzach o réznych typach ploidii najwyzsza $rednig
gesto§¢ unaczynienia prezentowaly guzy triploidalne (165/mm?) (tab. 53).

Poréwnujac grupy guzéw z réznorodnymi ,,wzorami genetycznymi” stwier-
dzono najwyzsza gesto$é naczyn (mediana = 219/ mm®) w guzach z obecnoscia
del(1p) jako jedynej z badanych zmian cytogenetycznych i ta warto$¢ rézni-
la si¢ istotnie (p=0,02) od najniiszej gesto$ci naczyn (mediana MVD=
103/mm®) w grupie guzéw bez stwierdzanych zmian cytogenetycznych (ryc.
25). Wérdd badanych guzéw w zadnym nie stwierdzono obecnosci wszystkich
trzech zmian cytogenetycznych jednoczesnie.
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Tab. 53. Gesto$¢ naczyn w tkankach guzéw Nb o r6znej charakterystyce genetyczne;.
Tab. 53. Vascular density in Nb tissues with different genetic abnormalities.

Mediana MVD
Markery genetyczne (naczyﬁ/mmz) Wartos¢ P
Genetic markers Median MVD (number of P-value
vessels/ mm’ )
Obecna / Present 161
amp NMYC (20) 0.95
amp MYCN Nieobecna / Absent ’
146
(1)
Obecna/ Present 172
del(1p) (24) 0.49
del(1p) Nieobecna/ Absent 141 ’
(27)
v s : ; Obecna/ Present
czgsSciowa trisomia 174
17q 2 0,83
1757 gt Nieobecna/ Absent 168 ’
24
Okotodi/tetraploidia/ 157
near-diftetreploidy
plo@la Okolotrlplo@la/ 165 0.92
ploidy near-triploidy
Hipodiploidia/ 119
ypoploidy
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Wzér genetyczny

0 = nieobecna zadna z badanych zmian; 1 = obecna czg¢sciowa trisomia 17q; 2 = obecna del(1p); 3 =
obecna del(1p) i czgsciowa trisomia 17q; 4 = obecna amp NMYC; 5 = obecna amp NMYC i czgsciowa
trisomia 17q; 6 = obecna amp NMYC i del(1p); 7 = obecne wszystkie trzy zmiany genetyczne
0 = no changes detected, 1 = 17qgain detected, 2- del(1p) detected, 3 = 17q gain and del(Ip)
detected, 4= MYCN amp detected, 5 = MYCN amp and 17q gain detected, 6 = MYCN amp and del
(Ip) detected, 7= all above mentioned changes detected

Ryc. 20. Gestos¢ naczyn w guzach Nb o réznych ,,wzorach genetycznych” (p=0,02).
Fig. 20. Vascular density in Nb tumors with different genetic patterns (p=0,02).
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Zaleinos¢ gestosci naczyn od aktywnosci proliferacyjnej w tkankach
guzow Nb

Zaobserwowano ujemna korelacj¢ gestosci naczyn i indeksu proliferacyjne-
20, cho¢ ta zaleznos¢ nie osiagnela znamiennosci statystycznej (Rs=-0,06; kore-
lacja: r = -0,0886); (ryc. 21)
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Ryc. 21. Zalezno$¢ gestosci naczyn i aktywnosci proliferacyjnej komérek nowotworo-
wych w tkankach 72 guzéw Nb.

Fig. 21. Vascular density vs. proliferative activity of the tumor cells in 72 examined Nb
tumor tissues.

4.5.1.1. Wskaznik naczyniowo-proliferacyjny

W czesci badanych tkanek nowotworowych zwracata uwage jednoczesna
wysoka wartos¢ IP oraz wysokie unaczynienie guza. Dlatego dokonano analizy
tych dwoéch czynnikéw jednoczesnie (gestosci naczyn i aktywnosci proliferacyj-
nej). Dla dokonania takiej oceny wprowadzono nowa wartos$¢, ktéra nazwano
wskaznikiem proliferacyjno-naczyniowym (WNP). WNP obliczono jako iloczyn
wartosci gestosci naczyn i indeksu proliferacyjnego w tkankach Nb u 72 pacjen-
tow. Wartos¢ tego iloczynu wahata si¢ w zakresie od 102,0 do 17955,0 (srednio
5084; mediana 4292).
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Tkanki Nb po chemioterapii charakteryzowaly sie nizszym $rednim
WNP w poréwnaniu do tych, ktére byly oceniane przed chemioterapia (me-
diana WNP= 3445 vs 5914) (ryc. 22).

Oceniono wartos¢ WNP w odniesieniu do budowy morfologicznej guzéw
oraz zanalizowano zaleznos¢ WNP i markeréw genetycznych. Dokonano takze
oceny wartosci WNP w odniesieniu do charakterystyki klinicznej i wplywu
WNP na przebieg kliniczny choroby nowotworowe;j.

Wykazano statystycznie istotna rézmice wartosci WNP pomiedzy Nb
o budowie morfologicznej prognostycznie ,,korzystnej” i ,niekorzystnej”’
guza wgrupie guzéw ocenianych przed zastosowaniem chemioterapii
(p=0,01; ryc. 23).
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Poprzedzajaca chemioterapia

1 = podano chemioterapi¢ przed badaniami immunohistochemicznymi;
0 = przed badaniami immunohistochemicznymi chemioterapii nie podawano
1 = CHT administrated before immunohistochemical examination,
0 = CHT not given before immunohistochemical examination

Ryc. 22. Wartosci WNP w zalezno$ci od chemioterapii stosowanej przed badaniami
immunohistochemicznymi.

Fig. 22. Vasular —proliferative index (VPI) vs. chemotherapy administrated before im-
munohistpathological examination.
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Ryc. 23. Warto$ci WNP w zaleznosci od ,.korzystnej” lub ,,nickorzystnej” budowy histo-
logicznej w grupie guzéw ocenianych przed chemioterapia (p=0,01).

Fig. 23. Vasular-proliverative index(VPI) in different histopathological patterns of tis-
sues examined before chemotherapy (p=0,01).

Nie znaleziono statystycznie istotnej réznicy WNP w zaleznosci od bada-
nych markeréw genetycznych (ryc. 24, 25, 26).
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0 = obecne 2 kopie NMYC; 1= obecnos¢ >10 kopii NMYC; 2 = obecnos¢ 3-10 kopii NMYC
0 = 2 copies of MYCN present, 1- >10 copies of MYCN present, 2 = 2-10 copies of MYCN present

Ryc. 24. Wartosci WNP a liczba kopii NMYC w guzie (p=0,36).
Fig. 24. VPI value in relation to the number of MYCN copies in tumor tissue (p=0,306).
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Ryc. 25. Wartosci WNP a wystgpowanie del(1p) w guzie (p=0,45).
Fig. 25. VPI value in relation to the presence of del(1p) in tumor cells (p=0,45).
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Ryc. 26. Wartosci WNP a wystgpowanie czg$ciowej trisomii 17q w guzie (p=0,29).
Fig. 26. VPI value in relation to the presence of the 17q gain in tumor cells (p=0,29).
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Charakterystyka kliniczna chorych poszczegolnych guzami Nb
o roZnych wartosciach wskaZnika WNP
Analiza poszczegblnych cech klinicznych w zaleznosci od WNP wykaza-

la statystycznie istotng $rednio-silng ujemna korelacje WNP z wiekiem na
poczatku leczenia (Rs=-0,35; korelacja: r =-0,3880) (ryc. 27).
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Ryc. 27. Korelacja WNP z wiekiem pacjenta.
Fig. 27. VPl in relation to the age of the patient.

Nie obserwowano statystycznie istotnej réznicy ani korelacji WNP z pozo-
statymi parametrami klinicznymi i biochemicznymi (tab. 54).
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Tab. 54. Cechy kliniczne chorych z guzami Nb o réznych wartosciach WNP (<5000 vs >

5000) w tkance nowotworowe;j.

Tab. 54. Clinical characteristic of the patients with Nb tumor with different VPI values

(<5000 vs. 25000) in tumor tissue.

Liczba chorych z wartoscia

Cechy kliniczne/ WPN/ Number of patients p
Clinical characteristic with VPI
<5000 >5000
. 1 rok/ < I year old 10 17
Wiek/ A < J 0,008
(e Ase >1 10k/ > 1 year old 31 14
1 2 2
11 3 3
Stadiunm/ Stage 11 9 9 0,87
v 22 15
1Vs 5 31
Nadnercze
Adrenal glands 28 18
Lokalizacja ogniska Okol. Zaqtrzewnowa 10 10
pierwotnego/ Retrop/erztgneql reg. 073
Primary site localisation Srodp 1e?51e/ 3 2 ’
Mediastinum
Nieobecne/ Absent 12 6
Wielkos¢ ogniska <5cm 16 9 0.66
_ pierwotnego/ 5-10 cm 19 16 ’
Primary site diameter Si0cm 3 c
Przerzuty do kosci w IV Obecne/ Present 18 18 011
Bone metastasis in IV’ [ Nieobecne/ Absent 12 6 ’
N 5 9
LDH w surowicy/
Serum LDH >1xN <2xN 17 11 022
=lub>2x N 18 11
Ferrytyna < 142 ng/ml 10 10
w surowicy/ 0,30
Serum ferritin >142 ng/ml 20 11

N =norma, > 1x N = wartos¢ powyzej normy i ponizej 2x norma, > 2xN = wartos¢ réwna lub
przekraczajaca dwukrotny poziom normy
N = normal level, >1xN = value higher than normal level, but less than 2x norm, 22xN = value

above 2x normal level
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Odpowied? guzow na leczenie w zaleinosci od wartosci WNP
w guzach Nb

Szanse przezycia chorych z guzami o nizszych wartosciach WNP
(<5000) byly wyzsze, lecz r6znica nie byla statystycznie znamienna (p=0,80)
(ryc. 28). U 18/72 (25%) chorych poziom WNP przekraczal wartos¢ 7000.
Wsrdd tych 18 chorobe nowotworowa rozpoznano w 7 przypadkach w wieku
niemowlecym iw 11 u dzieci > 1 roku zycia. Przebieg choroby u wickszosci
niemowlat (6/7) byt pomyslny z utrzymujaca si¢ catkowita remisja, natomiast
u 7/11 (64%) pacjentdéw > 1 roku zZycia choroba zakonczyta si¢ zgonem w okre-
sie srednio 2 lata 4 miesiace od rozpoznania.

Prawdopodobienstwo przezycia Kaplana-Meiera
o Kompletne + Uciete
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0,0

0 20 40 60 80 100 120 140
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0 = chorzy z WNP >5000, 1 = chorzy z WNP <5000
0 = patients with VPI>5000, 1 = chorzy z VPI < 5000

Ryc. 28. Prawdopodobienistwo przezycia w zaleznosci od WNP (przy poziomie odcigcia
5000) (p=0,80).
Fig. 28. Survival probability in relation to the VPI (cut-off level: 5000) (p=0,08).
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4.5.2. Ekspresja czynnika VEGF i jego receptora Flk-1 w tkankach
guzéw Nb

Badania immunohistochemiczne ekspresji cytokiny proangiogennej VEGF
ijej receptora Flk-1 przeprowadzono w tkankach 75 guzéw. Pozytywna reakcja
7 przeciwcialami p/w VEGF zostatla wykazana zaréwno w komoérkach Nb, jak
i w komoérkach srodbtonka naczyn. Reakcj¢ z przeciwcialami p/w Flk-1 zaob-
serwowano gtéwnie w komorkach srédbtonka i tylko w pojedynczych komér-
kach Nb.

Staba ekspresj¢ VEGF (+) zaobserwowano w 28 guzach, srednig (++) w 33
guzach i silng (+++) w 14 guzach. Staba ekspresje Flk-1 wykazano w 18 guzach,
srednig w 30 guzach i silng w 15 guzach.

Intensywnos¢ ekspresji VEGF jak i Flk-1 w preparatach immunohistoche-
micznych Nb badanych przed i po chemioterapii byta poréwnywalna. Ekspresja
VEGF i jej receptora w tkance nowotworowej nie korelowala z gestoscia
naczyin. Silniejsza ekspresje¢ zar6wno VEGF jak i Flk-1 czesciej stwierdzano
w typie niezréznicowanym (UN) i niskozréznicowanym (POQO) w poréwna-
niu z bardziej dojrzalymi histologicznymi typami Nb, lecz réznice nie byty
znamienne (tab. 55).

Tab. 55. Ekspresja cytokiny VEGF i jej receptora Flk-1 w réznych typach morfologicz-
nych Nb przed i po chemioterapii.

Tab. 55. VEGF and its receptr Flk-1 expression in different histological types of Nb
tumors — before and after chemotherapy.

Grupa Typ Ekspresja VEGF Ekspresja Flk-1
guzdw histologiczny VEGF expression Flk-1 expression
Group of Histological
+ ++ +++ p + ++ +++ p
wmors type
UN 0 4 2 1 3 2
POO 4 5 4 2 6 5
Przed CHT
Before CHT DF 4 5 4 0,76 5 6 1 0,41
GNB 1 1 2 1 0 1
GN 0 1 0 1 0 0
UN 0 0 0 0 0 0
POO 0 5 2 1 4 0
Po CHT
After CHT DF 4 6 2 0,57 2 8 2 0,7
GNB 2 9 1 2 2 2
GN 1 0 3 3 0 1

Typ histologiczny: UN = niezréznicowany, POO = niskozréznicowany, DF = réznicujacy sig,
GNB = nerwiak zwojowokomérkowy, GN = zwojakonerwiak

Histological type: UN = undifferentiated POO = poorly differentiated, DF = differentiating type,
GNB = ganglioneuroblastoma, GN = ganglioneuroma
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Nie zaobserwowano istotnych korelacji ekspresji VEGF w odniesieniu do
cech klinicznych guza (tab. 56).

Tab. 56. Cechy kliniczne chorych z guzami Nb o réznej ekspresji VEGF w tkance nowo-

tworowej.
Tab. 56. Clinical characteristics of Nb patients with different VEGF expression in tumor
tissue.
Cechy kliniczne ‘E:é(stFl“eSj a VEGF wartose
Cinical characteristic CXpression p
+ ++ +++ p-value
Wiek < 1 roku/ < 1 years old 5 14 9 0.99
Age >1 roku/ > I year old 10 20 12 ’
1 2 0 2
1I 1 6 1
Stadium
Stage 111 2 11 6 0,30
v 10 16 8
1Vs 1 3 3
Nadnercze 12 17 16
. Adrenal glands
Lokalizacja Okol 7
ogniska o ol. ZaoFrzeWI;ow 5 13 3
pierwotnego/ etrop ?m?’”f‘ reg. 0,50
Primary site Sm‘,ip 1ersie 1 6 1
localisation Mediastinum
Nieobecne/ Absent 3 4 4
Wielko$¢ ogniska <5cm 4 1 7
pierwotnego/ 5-10 cm 7 17 7 0,98
Primary site diameter
>10cm 3 8 6
Przerzuty do kosci Obecne/ Present 7 12 4
w V% 0,46
Bone metastases in IV’ Nieobecne/ Absent 3 4 4
VMA w moczu N 3 10 4
; 0,61
Urinary VMA SN 13 73 15
N 1 3 0
LDH w surowicy/
Serum LDH >Ix N<2x N 3 3 3 0,66
>2x N 6 10 5
Ferrytyna <142 ng/ml 2 5 0
W Surowicy 0,25
Serum ferritin >142 ng/ml 6 8 5

N = norma, > 1x N = wartos¢ powyzej normy i ponizej 2X norma, > 2xN = warto$¢ réwna lub
przekraczajaca dwukrotny poziom normy

N = normal level, >1xN = value higher than normal level, but less than 2x norm, 22xN = value
above 2x normal level
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Nie zaobserwowano istotnych korelacji mi¢dzy ekspresja receptora Flk-1
a klinicznymi wskaznikami prognostycznymi (tab. 57).

Tab. 57. Cechy kliniczne chorych z guzami Nb o réznej ekspresji Flk-1 w tkance nowo-

tworowej.
Tab. 57. Clinical characteristics of Nb patients with different Flk-1 expression in tumor
tissue.
Ek ja Flk-1
Cechy kliniczne Spresja fic Wartos¢ p
L .. Flk-1 expression
Cinical characteristic p-value
+ ++ +++
Wiek < 1 roku/ < I years old 7 13 4 037
Age >1 roku/ > I year old 11 17 11 ’
1 1 1 1
1I 3 3 2
Stadium
Stage 111 3 8 2 0,57
v 8 16 9
1Vs 3 2 1
Nadnercze 10 18 3
L Adrenal glands
Lokalizacja
. Okol. zaotrzewnowa/
ogniska . 4 11 6
. Retroperitoneal reg.
pierwotnego/ o dniersi 0,71
Primary site r(;.p Lersie 4 1 1
localisation Al{f w{)stmm/n
ieobecne
Absent 3 6 2
Wielko$¢ ogniska <5om 6 11 4
pierwotnego/ 5-10 cm 10 16 6 0,34
Primary site diameter > 10 em ’ 3 5
Przerzuty do kosci Obecne/ Present 5 10 7
wIVY 0,71
Bone metastases in IV° Nieobecne/ Absent 2
VMA w moczu N 7 7 3 0.36
Urinary VMA >N 10 22 11 ’
N 1 2 1
LDH w surowicy/
Serum LDH >Ix N<2x N 2 2 4 0,51
>2x N 5 12 4
Ferrytyna <142 ng/ml 2 3 1
W surowicy 0,88
Serum ferritin >142 ng/ml 5 9 5

N = norma, > 1x N = wartos¢ powyzej normy i ponizej 2X norma, > 2xN = warto$¢ réwna lub
przekraczajaca dwukrotny poziom normy
N = normal level, >IxN = value higher than normal level, but less than 2x norm, > 2xN = value

above 2x normal level
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Ocena odpowiedzi na leczenie w zaleznosci od ekspresji VEGF i Flk-1
w guzach Nb nie ujawnita réznic (tab. 58 i 59).

Tab. 58. Odpowiedz na leczenie w zaleznosci od ekspresji VEGFw tkance nowotworo-
wej.
Tab. 58. Treatment response in relation to different VEGFE expression in tumor tissue.

Ekspresja VEGF
Odpowiedz na leczenie VEGF expression
Treatment response
+ ++ +++
CR (% chorych)
(% of patients) 10(23) 22 (50) 12 (27)
PR/DOD (% chorych)
(% of patients) 6 @21 14 (50) 8 (29)

CR = catkowita remisja, PR = czgsciowa remisja, DOD = zgon
CR = complete remission, PR = partial remission, DOD = death of disease

Tab. 59. Odpowiedz na leczenie w zaleznosci od ekspresji Flk-1w tkance nowotworowe;.
Tab. 59. Response to a treatment in relation to a different expressionof Flk-1in tumor
tissue.

Ekspresja Flk-1
Odpowiedz na leczenie Flk-1 expression

Treatment response
+ ++ +++
CR (%) 11 (28) 21 (50) 10 (32)
PR/DOD (%) 6 (30) 10 (50) 4 (20)

CR = catkowita remisja, PR = czgsciowa remisja, DOD = zgon
CR = complete remission, PR = partial remission, DOD = death of disease

Poszukiwanie zaleznosci ekspresji VEGF w odniesieniu do markeréw
genetycznych ujawnilo w grupie Nb z obecnoscia del(1p) czesciej wystepuja-
ca zwiekszong aktywno$¢ tej cytokiny (++/+++) niz w grupie Nb bez tej
aberracji (80% vs 59%), chociaz zalezno$¢ ta nie osiagnela znamiennos$ci
statystycznej (p=0,29). Nie zaobserwowano zaleznosci aktywnosci receptora
Flk-1 od badanych markeréw genetycznych (tab. 60).



126 Elzbieta Adamkiewicz-Drozynska

Tab. 60. Ekspresja VEGF i Flk-1 w tkankach guzéw o ré6znych cechach genetycznych.
Tab. 60. VEGF expression and Flk-1 expression in tumor tissue with different genetic

abnormalities.
Ekspresja VEGF Ekspresja Flk-1
Wskazniki genetyczne VEGF expression Flk-1 expression
Genetic markers Wartos¢
+ ++ | +++ | p + | p
amp NMYC gbecni 718 | 6 4|9 |5
MYCN amp Niersgzzna 0,6 0,60
Absent 8 17 11 9 14 8
del(1p) gbecna 4 1|7 5196
resent
del(1p) ; 0,29
Nieobecna 9 3 6 7 9 4 0,69
Absent
czgsciowa gbecna 6 9 8 5 11 4
trisomial7q Nieroe;ZZ; - 0,26 0,73
17q gai
q gain Absent 6 13 3 7 9 5
Okotlo di/tetraploidia
stopieft Near-diftetraploidy 6 0 6 3 1 3
ploidii Okototriploidia
ploidy Near-triploidy ! 3 L0971 3 ! 046
d ——
egree H1p0d1p10.1d1a 5 4 5 4 5 5
Hypoploidy

4.5.3. Wskazniki angiogenezy w surowicy

Stgzenia cytokin proangiogennych: VEGF i bFGF metoda ELISA oznaczono
u 38 pacjentow przed rozpoczeciem leczenia oraz u 30 zdrowych dzieci z grupy
kontrolne;j.

Steienie VEGF w surowicy

Wartosci stgzenia VEGF w surowicy krwi chorych wahaty si¢ od 28 do 1540
pg/ml ($rednio 405 pg/ml). W grupie kontrolnej stwierdzono stgzenia VEGF od
55-830 pg/ml ($rednio 323 pg/ml). Nie stwierdzono statystycznie istotnej réznicy
w obu badanych grupach (p=0,91) (ryc. 29).
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Ryc. 29. Wartosci stgzen VEGF w surowicy w grupie pacjentéw z Nb i w grupie kontro-
Ingj dzieci zdrowych (p=0,91).
Fig. 29. Serum VEGF levels in group of Nb patients and in control group of healthy
children (p=0,91).

U 7/38 pacjentéw wykryto stezenie VEGF przewyzszajace najwicksza war-
tos¢ stezenia tej cytokiny w grupie kontrolnej (>830 pg/ml). Byli to chorzy pre-
zentujacy zréznicowane kliniczne cechy choroby nowotworowej (stadium, wiek
wielkos¢ guza, lokalizacja guza pierwotnego i przerzutéw) i réznorodne typy
histologiczne Nb. W surowicach pobranych od czterech chorych, u ktérych ba-
dania w surowicy i w tkance guza zostaly przeprowadzone jednoczasowo tj.
przed rozpoczgciem chemioterapii podwyzszone poziomy tej cytokiny korelowa-
ly ze zwigckszona ekspresja VEGF w tkance nowotworowej. W szesciu guzach
pochodzacych od chorych z wysokim stgzeniem VEGF w surowicy wykonano
badania cytogenetyczne- w 4/6 guzéw znaleziono obecnos¢ amp NMYC i w 3/6
obecnos¢ del(1p).

Wartos¢ stgzenia cytokiny bFGF w surowicy krwi pacjentéw wahata sie od
0,0 do 33,1 pg/ml (srednio 4,0 pg/ml). Jedynie u 20/38 pacjentdw stezenie bFGF
osiagneto poziom oznaczalny. W grupie kontrolnej wartosci te wahaly si¢ od
0,0-15,1 pg/ml ($rednio 3.9 pg/ml). W grupie kontrolnej stezenie bFGF bylo
oznaczalne u 15/30 dzieci. Nie stwierdzono statystycznie istotnej réznicy migdzy
tymi stgzeniami w grupie pacjentdw i w grupie kontrolnej (p=0,91) (ryc. 30).



128 Elzbieta Adamkiewicz-Drozynska

1800

1600

1400

1200

1000

800

600

Stezenie VEGF (pg/)

400

= o

-

o  Mediana
[ 25%75%
T_ Min.-Maks.

KONTROLNA BADANA
GRUPA

Ryc. 30. Wartosci stgzen bFGF w surowicy w grupie pacjentow z Nb i w grupie kontrol-
nej dzieci zdrowych (p=0,53).
Fig. 30. Serum bFGF levels in Nb patients and in control group of healthy children (p=0,53).

Jedynie u 2 pacjentdw stwierdzono w surowicy stgzenia bFGF przewyzsza-
jace najwyzszy ich poziom w grupie kontrolnej (> 15,1 pg/ml). Byli to chorzy
z guzami w IV stadium zaawansowania klinicznego choroby, w wieku > 1 roku
zycia. Leczenie jednego z nich zakonczyto si¢ zgonem w ciagu 10 miesigcy,
drugi pacjent jest poddawany nadal terapii, z powodu wznowy, ktéra wystapita 3
miesiace po zakonczeniu leczenia. Typy morfologiczne guzéw u tych pacjentow,
to typ réznicujacy si¢ zwojaka zarodkowego i nerwiak zwojowokomorkowy.

4.5.4. Podsumowanie

Guzy Nb badane przed jak i po chemioterapia nie réznity si¢ znamiennie gg-
stoécia unaczynienia. Gestos¢ naczyn w guzach skapopodscieliskowych byla
wigksza niz w bogatopodscieliskowych. Wyzszy stopien unaczynienia prezen-
towaly guzy niemowlgce. W odniesieniu do markerow genetycznych stwierdzo-
no, ze najlepiej bylty unaczynione guzy z obecnoscia del(1p). Mimo zaobserwo-
wanej tendencji do odwrotnej zaleznosci aktywnosci proliferacyjnej i gestosci
naczyn w tkankach Nb, w cz¢éci badanych tkanek stwierdzono réwnolegle wy-
soka aktywnos¢ proliferacyjna komérek nowotworowych (wysokie wartosci 1P)
jak i znaczne unaczynienie (wysoka ggstos¢ naczyn). Pacjenci z taka charaktery-
styka Nb mierzong wskaznikiem WNP (WNP>5000) prezentowali bardziej agre-
sywny przebieg choroby z mniejsza szansa przezycia. Ekspresja czynnika VEGF
i receptora Flk-1 w tkankach guza byla roztozona nieréwnomiernie, najwigksza
w okolicach pdl martwicy. Nie stwierdzono jej zwiazku z klinicznymi cechami
choroby nowotworowej. Jedynie u nielicznych chorych wykazano podwyzszony
poziom VEGF i bFGF w surowicy. Wszyscy ci chorzy prezentowali chorobg
zZaawansowana i agresywny jej przebieg. Wigksza aktywnos¢ VEGF stwierdzono
w guzach z obecnoscia delecji chromosomu 1p.
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4.6. WYNIKI BADAN PROLIFERACJI I ANGIOGENEZY
GUZOW NB W ODNIESIENIU DO CZYNNIKOW
PROGNOSTYCZNYCH W GRUPIE PACJENTOW
ZMARLYCH

W okresie prowadzonej obserwacji zmarto 32 z 110 pacjentéw. Kliniczna
charakterystyke tych chorych przedstawia tabela 61. Dominowali chorzy > 1
roku zycia (29/32=90%). U wszystkich chorych w chwili rozpoznania stwier-
dzono stadia kliniczne zaawansowane (I1I°-5 chorych, IV°-27 chorych). Wigk-
szos$¢ chorych z chorobg nowotworowa rozsiana demonstrowata obecnos¢ prze-
rzutéw w kosciach, a wielkos¢ ogniska pierwotnego w 71% przypadkéw prze-
kraczata w najwickszym wymiarze 5 ¢m. Ognisko pierwotne u wszystkich pa-

cjentéw tej grupy zlokalizowane byto w jamie brzuszne;.

Tab. 61. Cechy kliniczne i biochemiczne w grupie 32 chorych zmartych.
Tab. 61. Clinical characteristics and biochemical findings in 32 deceased patients.

Cechy kliniczne Liczba chorych
Clinical characteristic Number of patients

Wiek < 1 rok zycia/ <1 year old 3

Age > 1 rok zycia/ >1 year old 29

I 0

Stadium Il 0
Stage 1L 5

v 27

IVs 0

Lokalizacja Nadnercza/ Adrenal glands 21
ogniska pierwotnego Przestrzen zaotrzewnowa/ Retroperitoneal region 10
Tumor site Srédpiersie/ Mediastinum 0
localization Nieznane/ Unknown 1

. o . do 5 9

Wielkos¢ ogniska

. 5-10 14

‘ pwrwptnego/ 510 ]
Size of primary tumor Nieznana/ Unknown 1
Przerzuty Do kosci/ Bone 23
Metastases Pozakostne/ Extra - bones 4
LDH w surowicy N 3
Serum LDH >1xN 7
>2xN 22

Ferrytyna < 142 ng/ml 2
W surowicy > 142 ng/ml 22
Serum ferritin Brak danycl/ Unknown 10
N 3

VMA w moczu >N 4
Urinary VMA > 2xN 23
Brak/ Absent 2

N = norma, > 1x N = wartos¢ powyzej normy i ponizej 2X norma, > 2xN = warto$¢ réwna lub
przekraczajaca dwukrotny poziom normy
N = normal level, >IxN = value higher than normal level, but less than 2x norm, > 2xN = value

above 2x normal level



130 Elzbieta Adamkiewicz-Drozynska

Badania morfologiczne 10/32 (31%) guzdéw zostaly przeprowadzone przed
rozpoczgciem chemioterapii i 22/32 (69%) guzdéw po chemioterapii (tab. 62).
Wsrdd badanych przed chemioterapia 9/10 guzéw nalezato do skapopodscieli-
skowych. W grupie Nb badanych po zastosowaniu chemioterapii w 33% (7/22)
rozpoznawano typ GNB.

Tab. 62. Typy histologiczne, IP i MVD guzéw Nb w grupie 32 zmartych pacjentéw.
Tab. 62. Histological types of tumors, IP and MVD of Nb tumors in 32 deceased patients.

Liczba guzéw (32)
Wrtasciwosci tkanek guzéw Number of the tumors (32)
Tumor tissue characteristic Przed CHT (10) Po CHT (22)
Before CHT (10) After CHT(22)
UN 4 3
Typ histologiczny P](DDI? % i
Histological type
GNB 1 7
GN 0 0
< sredniej (<34%) 0 (<31%) 8
Indeks <mean w‘ll%te
proliferacyjny > sredme? (>34%) 6 >31%) 9
Proliverative index > medn vatue
brak danych/
4 5
unknown
< $redniej

Gestos¢ naczyn/
Vascular density

<mean value
> $redniej/
>mean value

(<161/mm? 3

(>161/mm? 2

(<152/mm? 6

(>152/mm? 14

brak danych/
unknown
+
++
+++
brak danych
unknown
+
++
+++
brak danych/
unknown

Ekspresja VEGF
VEGF expression

— O\ B~ O B~ [\4

Ekspresja Flk-1
Flk-1 expression

wm o w| A e o| v

—
o

Badania immunohistochemiczne guzéw przed chemioterapia wykazaty ce-
chy znacznej proliferacji we wszystkich przypadkach, z wartoscia IP wyzsza niz
srednia dla grupy guzéw badanych przed chemioterapia (>34%). Aktywnos¢
proliferacyjna guzéw po zastosowaniu chemioterapii byta zr6znicowana i cz¢é¢
z nich (gtéwnie guzy o budowie histologicznej typu GNB) wykazywata nizsze
wartosci IP (tab. 62).
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Wartosci gestosci naczyn w guzach ocenianych przed chemioterapia byty
zréznicowane. Wickszos¢ badanych guzéw Nb po chemioterapii (14/22) charak-
teryzowala si¢ wysoka ggstoscia naczyn przekraczajaca srednig dla grupy guzéw
badanych po chemioterapii (152/mm?).

Stwierdzono ekspresjc VEGF o érednim i wysokim nasileniu (++/4++)
w wigkszosci guzéw (19/32), natomiast ekspresja FLLK-1 byta zréznicowana
(tab. 62).

Analiz¢ markeréw cytogenetycznych przedstawia tabela 63. Wystepowanie
amp NMYC stwierdzono czesciej - w 8/20 (40%) niz w calej analizowanej grupie
Nb (28%). Pozostate dwie aberracje: del(1p) i czgsciowa trisomia 17q wystgpo-
waly z poréwnywalna czg¢stoscia.

Tab. 63. Markery genetyczne tkanek guzéw Nb w grupie chorych zmartych.
Tab. 63. Genetic markers of tumor tissue in deceased patients.

Markery cytogenetyczne Guzy przed CHT Guzy po CHT
Genetic markers Tumors before CHT | Tumors after CHT
amp NMYC Obecna/ Present 4 6
(oznaczono w 20 guzach)
_ MYCN amp Nieobecna/ Absent 4 8
(estimated in 20 tumors)
del(1p) Obecna/ Present 1 9
(oznaczono w 16 guzach)
del(lp) .
(estimated in 16 tumors) Nieobecna / Absent 2 4
czesciowa trisomia 17q Obecnal Present 1 5
(oznaczono w 17 guzach)
17g gain .
(estimated in 17 tumors) Nieobecnal Absent 4 7

4.7. ANALIZA STATYSTYCZNA PRAWDO-
PODOBIENSTWA PRZEZYCIA

Dokonano statystycznej oceny analizowanych prognostycznych wskaznikéw
klinicznych, wskaznika aktywnosci proliferacyjnej (IP) i gestosci naczyn (MVD)
w zaleznosci od czasu przezycia metoda analizy wieloczynnikowej modelu re-
gresji Coxa oraz przeprowadzono analizy jednoczynnikowe szans przezycia me-
toda Kaplana-Meyera dotyczace poszczegdlnych badanych parametréw.
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4.7.1. Analiza wieloczynnikowa

W pierwszym etapie analiza dotyczyta wszystkich 110 pacjentéw, wsrdéd
ktérych 32 zmarto (29,1%), a u pozostatych 78 zyjacych (70,9%) obserwacje
zakonczono 1.06.2004 r. W tym etapie oceniono nastgpujace parametry kliniczne:

1. charakterystyczne cechy kliniczne oceniane w momencie diagnozy:

— ple¢ - zenska, meska;

— wiek < 1 roku, > 1 roku;

— stadium kliniczne choroby - I, IL, II1, 1V, 1Vs;

— zaawansowanie choroby - niskie (stadium I, II oraz stadium IVs), choro-
ba miegjscowo zaawansowana (Il stadium) i choroba rozsiana (IV sta-
dium);

— obecnos¢ przerzutéw pozakostnych;

— obecnos$¢ przerzutéw do kosci;

— lokalizacja guza - nadnercze, przestrzen pozaotrzewnowa poza nadner-
czem, srodpiersie;

— maksymalna srednica guza z podziatem na <5 cm, 5-10 ¢cm, >10 cm;

— maksymalna $rednica guza z podzialem na < 5 cm, =lub > 5 ¢m;

— gruparyzyka wg Brodeura - niskiego, posredniego i wysokiego;

2. rodzaj stosowanej terapii:
— ostateczny zabieg operacyjny: guz nieoperacyjny, zabieg nieradykalny,
zabieg radykalny;
3. uzyskana odpowiedz na leczenie:
— uzyskanie catkowitej remisji w przebiegu leczenia - tak/nie;
— wystapienie wznowy choroby - tak/nie.

W wyniku tej oceny wyodr¢bniono siedem czynnikéw klinicznych, ktére
okazaty si¢ niezaleznymi i statystycznie znamiennymi czynnikami ryzyka nie-
pomyslnego przebiegu choroby (tab. 64). Ryzyko zgonu bylo najwigksze
u chorych z chorobg rozsiana; w przypadku przerzutéw do kosci 6,4 razy wigk-
sze, a w przypadku przerzutdow pozakostnych 4,32 razy wigksze. Wiek <1 roku
zycia zmniejszal ryzyko zgonu. Stwierdzono wptyw wielkosci guza na przebieg
choroby, gdyz u chorych z guzami o $rednicy >5 cm ryzyko zgonu bylo wigksze
niz w przypadku chorych z guzami mniejszymi. Brak mozliwosci radykalnego
leczenia operacyjnego i niecatkowita odpowiedZ na zastosowane leczenie kom-
pleksowe w postaci braku remisji catkowitej zwigkszaty ryzyko zgonu 3,5 krot-
nie. Utrzymujaca si¢ remisja po zakonczeniu leczenia w okresie prowadzonej
obserwacji byta czynnikiem korzystnym zmniejszajacym ryzyko zgonu.
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Tab. 64. Kliniczne czynniki ryzyka wyodrebnione w wieloczynnikowej analizie propor-

cjonalnego hazardu Coxa.

Tab. 64. Clinical risk factors distincted in a multifactorial Cox proportional hazard

analysis.
Toraz 95% CI dlaRR Poziom
Czynnik ryzyka 95% confidence istotnosci
Risk factor szans (OR) interval for (P
Odds ratio
relative risk p value
Wiek: < 1 rok vs. > 1 rok zycia )
Age: < 1 year vs. 21 year old 0,99 0,98; 0,99 0,006
Przerzuty pozakostne: obecne vs nieobecne .
Extra-bone metastases: yes vs. no 4,32 184;10,16 0,001
Przerzuty kostne: obecne vs nieobecne 6.40 2.07: 18.07 0,000
Bone metastases: yes vs. no
Wielko$¢ guza: <5 cm vs. >5 cm 1.06 1.02: 1.09 0.001
Tumor size: <5 cmvs. > 5cm ’ T |
Typ leczenia miejscowego:
zabieg radykalny lub CR bez zabiegu vs.
;a;t;:go ;;erz;(i}g?lny lub guz nieoperacyjny 3.56 1.64: 7.69 0.001
complete resection or CR without resection:
yes vs. no
Wznowa: nie wystapita vs wystapita .
Relapse: yes vs. no 0,185 0,06; 0,56 0,003
Catlkowita remisja: nie uzyskano vs uzyskano .
Complete remission: yes vs. No 3,55 2,23; 5,62 0,000

Dodatkowa analiza wieloczynnikowa parametréw biochemicznych tj steze-
nia LDH, ferrytyny w surowicy i ilosci wydalanego VMA w moczu, ktére byly
dostgpne w grupie 70 pacjentdw wykazata statystycznie istotny wptyw badanych
czynnikéw biochemicznych (LDH, ferrytyny i VMA) na ryzyko zgonu (tab. 65).

Tab. 65. Czynniki ryzyka wyodrebnione w dodatkowym modelu wieloczynnikowej ana-
lizy proporcjonalnego hazardu Coxa.
Tab. 65. Risk factors distincted in additional multifactorial analysis of Cox's propor-

tional hazard model.

Tloraz szans 95%CI dla RR Poziom
Czynnik ryzyka (OR) 95% confidence | istotnosci
Risk factor Odds ratio lnter.val fgr (p)
relative risk p value
LDH: norma vs powyzej normy )
Seurm LDH: normal vs. above normal 1,001 1,000; 1,002 0,000
Ferrytyna:. < 142 ng/l vs > 142 ng/l/ 1.002 1.004: 1.674 0.002
Serum ferritin
VMA: norma vs >normy/ )
Urinary VMA: norma vs. >normal 1,374 1128; 1,674 0,002
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W dalszym etapie analizy wieloczynnikowej prawdopodobienstwa przezycia
dokonano oceny niezaleznych klinicznych czynnikéw prognostycznych (wieku
i stadium zaawansowania klinicznego) w zestawieniu ze wskaznikiem aktywno-
$ci angiogenezy - gestoscia naczyn w guzie i wskaznikiem aktywnosci prolifera-
cyjnej guza — indeksem proliferacyjnym (IP) (tab. 66).

Tab. 66. Czynniki ryzyka wyodrgbnione w modelu wicloczynnikowej analizy proporcjo-
nalnego hazardu Coxa rozszerzonym o indeks proliferacyjny, gesto$¢ naczyn i i-
loczyn WNP.

Tab. 66. Risk factors distincted in multifactorial analysis of Cox's Proportional Hazard
Model extended to IP, vascular density and VPIL

Iloraz 95%CI dla OR Poziom
Czynnik ryzyka szans 95% confidence istotnosci
Risk factor (OR) interval for P
0dds atio relative risk p value
Stadium (I, I.I, III, IV, IVs) 1916 1.223: 3,001 0,004
Stage of a disease
Wiek (<1 roku vs. > 1 roku) 1.007 1,000 ; 1014 0,046

Age (<l year vs. 2 1 year old
Indeks Proliferacyjny (niski, sredni, wysoki) .

Proliverative Index (low, intermediate, high) 0,565 0,336; 0,950 0,031
WNP (<5000 vs. >5000)

VPI (<5000 vs. <5000)

Gestos¢ naczyn (niska, srednia, wysoka) )

Vascular density (low, intermediate, high) 0,999 0,993; 1,004 0,593

1,000 1,000; 1,000 0,572

Uwzgledniajac poszczegdlne stadia kliniczne uwidoczniono statystycznie
niezalezny wplyw stadium klinicznego (p=0,004), wieku (p=0,046) i aktywnosci
proliferacyjnej guza (p=0,03) na ryzyko zgonu. Wplyw gestosci naczyn i iloczyn
WNP na prawdopodobienstwo przezycia chorych byl nieznamienny. Jednakze
przyjmujac w analizie podzial na stadia choroby I, II, IVs w stosunku do stadium
zaawansowanego Il i IV, uwidoczniono statystycznie istotny, niezalezny wplyw
zaawansowanego klinicznie stadium Nb (Il i 1V) (p=0,007) oraz wartosci ilo-
czynu WNP w guzach na ryzyko zgonu (p= 0,04).

Analizie wieloczynnikowej nie poddano parametréw genetycznych (amp
NMYC, del(1p), czgsciowa trisomia 17q), poniewaz badania te nie byly wykona-
ne u wszystkich chorych i ich wprowadzenie powodowato brak stabilnosci mo-
delu.
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4.7.2. Analiza jednoczynnikowa

Parametry kliniczne

W analizie jednoczynnikowej parametréw klinicznych prawdopodobienstwo
przezycia okreslano metoda krzywych Kaplana—Meyera. Zaobserwowano staty-
stycznie istotny wptyw wieku pacjenta (p=0,001), stadium zaawansowania cho-
roby (p=0,001); odpowiedzi na leczenie w postaci catkowitej remisji (p=0,001)
oraz wystapienia wznowy (p=0,004) na prawdopodobienstwo przezycia chorych
(ryc. 31, 32, 33, 34). Zaznaczyt si¢ w tej analizie réwniez wplyw wielkosci ogni-
ska pierwotnego na czas przezycia chorych, cho¢ réznica nie osiagneta znamien-
nosci statystycznej (p=0,09) (ryc. 35).

Nie stwierdzono natomiast statystycznie istotnej réznicy w przezyciu cho-
rych w zaleznosci od lokalizacji ogniska pierwotnego (p=0,70) i radykalnosci
zabiegu operacyjnego (p=0,77).

Zaobserwowano statystycznie istotng réznice w przezyciu chorych w zalez-
nosci od stezenia LDH (p=0,01) i ferrytyny (p=0,002) w surowicy krwi. R6znice
w krzywych przezycia w zaleznosci od ilosci wydalanego VMA w moczu byly
na granicy znamiennosci statystycznej (p=0,06) (ryc. 36, 37, 38).
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Ryc. 31. Prawdopodobienstwo przezycia chorych w zaleznosci od wieku rozpoznania Nb
(0,001).
Fig. 31. Survival probability in relation to the age at diagnosis of Nb.
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Ryc. 32. Prawdopodobienstwo przezycia chorych w zaleznosci od stadium zaawansowa-
nia choroby (p=0,001).
Fig. 32. Survival probability in relation to the stage of disease (p=0,001).
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Ryc. 33. Prawdopodobienstwo przezycia chorych w zaleznosci od odpowiedzi na stoso-
wane leczenie (catkowita remisja vs brak catkowitej remisji) (p=0,001).

Fig. 33. Survival probability in relation to treatment response (complete remission vs.
lack of complete remission) (p=0,001).
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Ryc. 34. Prawdopodobiefistwo przezycia chorych z Nb w zalezno$ci od wystapienia
wznowy (p=0,004).
Fig. 34. Survival probability of Nb patients in relation to recurrence of disease (p=0,004).
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Ryc. 35. Prawdopodobienistwo przezycia w zaleznosci od wymiaru guza pierwotnego Nb
(p=0,09).
Fig. 35. Survival probability in relation to the primary tumor size (p=0,09).
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Ryc. 36. Krzywe przezycia chorych z Nb w zaleznosci od stezenia LDH w surowicy
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Survival curves of patients with Nb in relation to serum LDH level at diagnosis
(p=0,001).

Fig. 36.
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patients with serum ferritin >142 ng/ml

Ryc. 37. Prawdopodobienstwo przezycia chorych z Nb w zalezno$ci od stezenia ferryty-
ny w surowicy w momencie rozpoznania choroby (0,02).

Fig. 37. Survival probability of the patients with Nb in relation to serum ferritin level at
diagnosis (0,02).
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Ryc. 38. Prawdopodobienstwo przezycia chorych z Nb w zaleznosci od ilo$ci wydalane-
2o VMA w moczu w momencie rozpoznania choroby (p=0,06).

Fig. 38. Survival probablilty of Nb patients in relation to the urinary VMA excretion at
diagnosis (p=0,006).

Parametry histologiczne

Dokonano jednoczynnikowej analizy przezy¢ w odniesieniu do korzystnej
i niekorzystnej budowy morfologicznej w guzach ocenianych przed chemiotera-
pia. Wigcksza szansg przezycia stwierdzono w guzach o korzystnej histologii,
cho¢ réznice nie byly statystycznie znamienne (p=0,42) (ryc. 39).
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Ryc. 39. Prawdopodobiefistwo przezycia chorych w zalezno$ci od prognostycznego typu
histologicznego w grupie chorych z guzami ocenianymi przed chemioterapia
(p=0,42).

Fig. 39. Survival probability in relation to prognostic histological type of Nb in patients
with tumors assessed before chemotherapy (p=0,42).

Parametry genetyczne

Prawdopodobienstwo przezycia bylo nieznamiennie mniejsze u chorych
7 guzami o zwickszonej liczbie kopii NMYC > 2 (ryc. 40). Prawdopodobienstwo
przezycia chorych z obecnoscia czesciowej trisomii 17q lub del(1p) w guzie
i chorych bez tych aberracji nie réznity si¢ znamiennie (ryc. 41 i 42).
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Ryc. 40. Prawdopodobienstwo przezycia chorych z Nb w zaleznosci od liczby kopii
onkogenu NMYC w komérkach nowotworowych (p=0,57).

Fig. 40. Survival probability of the patients with Nb in relation to a number of MYCN
copies in tumor Wells.
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Ryc. 41. Prawdopodobiefistwo przezycia chorych z Nb w zaleznosci od obecnosci
del(1p) w komérkach nowotworowych (p=0,60).

Fig. 41. Survival probability of the patients with Nb in relation to the presence of del(1p)
in tumor cells.
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Ryc. 42. Prawdopodobienstwo przezycia chorych z Nb w zalezno$ci od obecnosci czg-
sciowej trisomii 17q w komédrkach nowotworowych (p=0,45).

Fig. 42. Survival probability of the patients with Nb in relation to the presence of 17q
gain in tumor cells (p=0,45).

Indeks proliferacyjny guzow Nb

Prawdopodobienstwo przezycia chorych oceniane metoda Kaplana—Meyera
byto wigksze w grupie guzéw o niskiej aktywnosci proliferacyjnej, cho¢ réznica
nie osiagngta znamiennosci statystycznej (p=0,13) (ryc. 43).



Wyniki 143

Praw dopodobienstw o przezycia Kaplana-Meiera
© Kompletne + Uciete

0,8

0,6

0,4

0,2

Prawdopodobienstwo przezycia

0,0

— Grupa 1
~-=- Grupa 2
------- Grupa 3

-0,2

0 20 40 60 80 100 120 140
Czas
grupa 1 = wysoka aktywnos¢ proliferacyjna; grupa 2 = $rednia aktywnos¢ proliferacyjna;
grupa 3 = niska aktywnos¢ proliferacyjna/
grupa 1 = high proliferative activity, grupa 2 =intermediate proliferative activity, 3 = low prolif-
erative activity

Ryc. 43. Prawdopodobienstwo przezycia chorych z Nb w zalezno$ci od niskiego, sred-
niego i wysokiego indeksu proliferacyjnego tkanek guzéw (p=0,13).

Fig. 43. Survival probability of the patients with Nb in relation to PI value of tumor tis-
sue (p=0,13).

Wskazniki angiogenezy

Gestos$¢ naczyn w guzach Nb

Dla oceny prawdopodobienstwa przezycia w zaleznosci od gestosci unaczy-
nienia guzéw przyjgto nastgpujace zakresy unaczynienia: niskie - ponizej 100
naczyn/mm’; srednie 100-300 naczyn/mm”; wysokie - >300 naczyn/mm’. Naj-
wigksze szanse przezycia stwierdzono u chorych z guzami stabo unaczynionymi
(< 100 naczyn/mm?), ale réznice w krzywych przezycia nie osiagnety znamienno-
sci statystycznej (p= 0,14). Najmniejsze prawdopodobienstwo przezycia wykazano
u chorych z guzami $rednio unaczynionymi (100-300 naczyn/ mm?) (ryc. 44).
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Ekspresja VEGF i Flk-1 w guzach

Nie wykazano znamiennych réznic prawdopodobienstwie przezycia w za-
leznosci od ekspresji czynnika VEGF i jego receptora (ryc. 45 1 46).
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Ryc. 44. Prawdopodobienstwo przezycia chorych w zalezno$ci od ggstosci unaczynienia

tkanek guzéw Nb (p=0,14).

Fig. 44. Survival probability of the patients with Nb in relation to the vascular density of

tumor tissue (p=0,14).
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Ryc. 45. Prawdopodobienistwo przezycia chorych w zaleznos$ci od ekspresji VEGF
w tkankach guzéw Nb (p=0,70).

Fig. 45. Survival probability of the patients with Nb in relation to VEGF expression of
tumor tissue (p=0,70).
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Ryc. 46. Prawdopodobienstwo przezycia chorych w zaleznosci od ekspresji Flk-1
w tkankach guzéw Nb (p=0,31).

Fig. 46. Survival probability of the patients with Nb in relation to Flk-1 expression of
tumor tissue (p=0,31).
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5. DYSKUSJA

Przedmiotem ninigjszej pracy byta préba oceny znaczenia proliferacji komo-
rek nowotworowych i angiogenezy w guzach pierwotnych dla przebiegu klinicz-
nego nowotworéw z grupy zwojaka zarodkowego wspéiczulnego. Wybrane
w przedstawianej pracy wskazniki angiogenezy i proliferacji w zwojaku zarod-
kowym wspdtczulnym odniesiono do klinicznych, waznych prognostycznie cech
choroby, do typu morfologicznego tkanki nowotworowej oraz do prognostycznie
uznanych markeréw genetycznych tego nowotworu.

Cechy kliniczne Nb jako wskaZniki prognozy

Materiat kliniczny poddany analizie liczyt 110 chorych, u ktérych rozpozna-
no nowotwory z grupy zwojaka zarodkowego wspoétczulnego. Podobnie jak
w wielu innych pracach dotyczacych tego nowotworu pacjenci byli zréznicowani
pod wzgledem stadium zaawansowania choroby, wieku, pierwotnej lokalizacji
i wielkosci ogniska pierwotnego oraz lokalizacji przerzutéw. Sposoby terapii
byty dostosowane do grup ryzyka, wyznaczonych przez parametry prognostycz-
ne. Wsréd badanych znalezli si¢ chorzy z niskim stadium zaawansowania kli-
nicznego choroby oraz korzystnymi czynnikami rokowniczymi, jak tez chorzy,
u ktérych stwierdzano chorobg zaawansowana o agresywnym przebiegu. Analiza
tak réznorodnego materialu umozliwita oceng, czy i w jakim stopniu obraz
i przebieg kliniczny choroby uzalezniony jest od dwoéch badanych cech tkanek
Nb: zdolnosci do proliferacii i aktywnosci procesu angiogenezy w guzach.

Od lat 70-tych niekwestionowanymi i niezaleznymi wskaznikami rokowni-
czymi w Nb pozostaja wiek chorego i stadium zaawansowania choroby. Te dwa
parametry stanowia podstaw¢ podzialu chorych na grupy ryzyka [32,191], a ich
wartos¢ zostala statystycznie potwierdzona w obecnej pracy [32,191]. Charakte-
rystyka kliniczna analizowanych w niniejszej pracy chorych wskazywala na
przewage pacjentéw o niekorzystnych markerach prognozy, gdyz 76,4% z nich
prezentowata zaawansowane stadium choroby (IIT i IV stadium zaawansowania
klinicznego), a wiek > 1 roku zycia stwierdzano u 65,5%. Przewaga pacjentéw
z chorobg zaawansowana w momencie diagnozy w tym nowotworze jest zgodna
7 innymi doniesieniami $wiatowymi [88,191].

Powszechnie przyjety kliniczny system stratyfikacji chorych z rozpoznaniem
Nb do dalszego postgpowania terapeutycznego uwzglednia trzy grupy ryzyka
ijest oparty na ocenie stadium zaawansowania, wieku chorego i liczbie kopii
onkogenu NMYC w guzie [188]. Przeprowadzone stratyfikacje duzych grup
chorych z rozpoznaniem Nb rejestrowanych w migdzynarodowych programach
badawczych (POG i SIOP) wskazuja, ze wigkszos$¢ pacjentéw w chwili rozpo-
znania nalezy do grupy wysokiego ryzyka. Niektére grupy badawcze (grupy
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amerykanskie POG, CCG) uwzgledniaja w swoich systemach stratyfikacyjnych
takze dodatkowe wskazniki prognostyczne jak stopien ploidii DNA i typ histolo-
giczny guza. Grupa europejska Localized Neuroblastoma European Study Gro-
up, précz obecnosci amp NMY(C, ocenia dodatkowo drugi marker cytogenetycz-
ny, jakim jest del(1p), a w guzach niemowlecych analizowane sa dodatkowe
cechy kliniczne choroby, jak obecnos¢ przerzutéw do kosci, do ptuc i do osrod-
kowego uktadu nerwowego oraz stgzenie LDH w surowicy krwi [188]. W niniej-
szej pracy podzial na grupy ryzyka oparto o oceng stadium zaawansowania, wie-
ku chorego i liczby kopii NMYC. Liczebnos¢ chorych nalezacych do odpowied-
nich grup ryzyka byta zblizona do innych opublikowanych tego typu opracowan
[188]. Wigkszos¢ chorych (55%) zostata zakwalifikowana do grupy wysokiego
ryzyka.

Wartos¢ prognostyczna pozostatych cech klinicznych Nb poddanych analizie
w tej pracy nie zostala powszechnie zaakceptowana jako niezalezne czynniki
prognozy, cho¢ niektére opublikowane wyniki badan §wiadcza o ich wptywie na
przebieg kliniczny choroby. Labrevens de Cervens i wsp. w badaniach dotycza-
cych najstarszych pacjentéw z rozpoznaniem tego nowotworu, stwierdzili nieko-
rzystny wptyw obecnosci przerzutéw do kosci na wyniki terapeutyczne oceniajac
obecno$¢ przerzutdéw o tej lokalizacji jako czynnik ztego rokowania [135]. Jak
wykazaty badania Minarda i wsp. w grupie dzieci najmtodszych - niemowlat
obecnos¢ przerzutéw kostnych réwniez stanowi silny wskaznik niekorzystnej
prognozy [167]. Obserwacje te spowodowaty, ze obecnos¢ przerzutéw do kosci
zostata w ninigjszej pracy wyodrgbniona w badaniach jako dodatkowy parametr
kliniczny. Chorzy z takimi przerzutami stanowili 36% wszystkich analizowa-
nych pacjentéw. Przeprowadzona analiza statystyczna potwierdzita wartos¢ tego
parametru jako niezaleznego czynnika ryzyka.

W wielu nowotworach, w tym réwniez w niektérych nowotworach wieku
dziecigcego (miesniakomigsak prazkowanokomérkowy, migsak kosci) narastaja-
ce rozmiary ogniska pierwotnego zwigkszaja ryzyko rozsiewu choroby nowo-
tworowej [238,246,274]. Dotychczas nie potwierdzono rokowniczej wartosci
tego parametru w Nb. Doswiadczenie kliniczne wskazuje, ze znaczne rozmiary
ogniska pierwotnego u niemowlat nie przesadzaja o niekorzystnym przebiegu
choroby. 7 drugiej strony u niektérych pacjentéw juz przy matych, nieuchwyt-
nych w badaniach obrazowych rozmiarach ogniska pierwotnego dochodzi do
rozsiewu choroby i tworzenia si¢ odleglych przerzutéw, co ma zasadniczy
wplyw na ostateczne rokowanie [239]. Wartos¢ prognostyczna rozmiaru ogniska
pierwotnego w guzach Nb zostata poddana analizie w tej pracy. Wigksze ognisko
pierwotne powyzej 5 cm w chwili diagnozy znaleziono u 65,5% dzieci,
au 26,4% chorych najwickszy wymiar guzow przekraczat 10 ¢cm. W analizie
wieloczynnikowej ten parametr okazal si¢ jednym z niezaleznych czynnikéw
ryzyka, natomiast w jednoczynnikowej wpltyw wielkosci ogniska pierwotnego na
przezycie pacjentdw pozostawal na granicy istotnosci statystycznej (p=0,09).
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Kolejna cechg kliniczng Nb rozpatrywana wsrdd czynnikéw ryzyka byta lo-
kalizacja ogniska pierwotnego. Lokalizacja w nadnerczach byta dotychczas opi-
sywana jako gorsza rokowniczo w poréwnaniu do innego umigjscowienia ogni-
ska pierwotnego tego nowotworu [35,191]. W niniejszej pracy zaobserwowano
najwicksza liczb¢ zgonéw wsrdd chorych z nadnerczowa lokalizacja guzéw
(21/59=34% chorych zmarto) w poréwnaniu z chorymi, u ktérych guzy rozwija-
ly si¢ pozanadnerczowo (w okolicy pozaotrzewnowe] — 10/38=27% chorych
zmarto), lecz analiza statystyczna nie potwierdzita istotnej wartosci rokowniczej
tego parametru.

W niektérych klasyfikacjach prognostycznych stosowanych w protokotach
terapeutycznych w Nb dodatkowym wskaznikiem podlegajacym ocenie sa mar-
kery biochemiczne: st¢zenie LLDH i ferrytyny w surowicy krwi [32,257]. Wzrost
stezenia enzymu LDH, markera komérek ulegajacych rozpadowi, $wiadczy
o szybkiej proliferacji nowotworu i jest cennym wskaznikiem prognozy nie tylko
w Nb, ale i w innych nowotworach [32,98]. Prognostyczna wartos¢ drugiego
wskaznika — ferrytyny zwlaszcza u chorych z rozpoznaniem Nb w niskim sta-
dium klinicznym i z niekorzystng budowa histologiczna udowodnity badania
Evans i wsp. [69]. W przedstawianym materiale wykazano korelacje obu tych
markeréw biochemicznych z zaawansowanym stadium choroby, wielkoscia guza
i lokalizacja nadnerczowa, a analiza wieloczynnikowa potwierdzita ich wartos¢
jako czynnikdéw ryzyka. Trzecim parametrem biochemicznym ocenianym w tej
pracy byta ilos¢ kwasu VMA wydalanego w moczu. Poziom VMA w moczu jest
wykorzystywany gldwnie jako marker diagnostyczny dla Nb [191,17]. Marker
ten moze by¢ tez oceniany jako wskaznik uzyskiwanej odpowiedzi na leczenie
lub wznowy nowotworu, lecz badania Simon i wsp. nie wykazaty jego znaczacej
wartosci rokowniczej [236]. W przedstawianej pracy stwierdzono w analizie
wieloczynnikowej, ze zwigkszona ilos¢ wydalanego VMA stanowi czynnik ry-
zyka w Nb.

Budowa histologiczna guzow Nb jako czynnik prognostyczny

Waznym i niezaleznym czynnikiem rokowniczym jest typ morfologiczny
guzéw Nb i stopien ich dojrzatosci. Budowa histologiczna guzéw jest uwzgled-
niana do stratyfikacji chorych w protokotach terapeutycznych amerykanskich
grup POG i CCG [45]. Budowa morfologiczna i stopien dojrzatosci Nb zalezy
nie tylko od cech samych komdérek nowotworowych, ale takze od udzialu
podscieliska z obecnoscia komérek Schwanna w strukturze tkanki nowotworo-
wej. Jak dowiodty prace Mora i wsp. oraz Ross’a i wsp. komponenta neurobla-
styczna guzéw (zwlaszcza w typach réznicujacych sig) nie jest jednorodna i skta-
da si¢ z komérek o zréznicowanej charakterystyce biologicznej. Wsrdd komoérek
nowotworowych w Nb wyodrgbnione zostalty komérki typu I o cechach komérek
pierwotnych pochodzacych z cewy nerwowej, typu N — z cechami réznicowania
neuronowego i typu S — z cechami komérek Schwanna. Te i inne prace wskazuja
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na wspdlne pochodzenie neuroblastéw i komoérek Schwanna w tkance Nb
[172,174,208].

W niniejszej pracy analizy morfologicznej guzow Nb zgodnie z klasyfikacja
Shimada dokonano w dwéch grupach w uzaleznieniu od wezesniej przeprowa-
dzonej chemioterapii, gdyz leczenie cytotoksyczne moze indukowa¢ stopniowe
dojrzewanie neuroblastéw i zmienia¢ typ morfologiczny tego nowotworu
[4,172]. Istotnie, w grupie guzow ocenianych po chemioterapii okazato si¢, ze
typ czgsciowo dojrzaty (GNB) byt rozpoznawany czgsciej niz w grupie guzéw
ocenianej przed chemioterapia (33% vs 9%). Obecnos¢ zmian wstecznych
w tkankach Nb po leczeniu cytotoksycznym pod postacig krwotokéw, martwicy
i obecnosci widkien spowodowata trudnosci w okresleniu podtypu guzéw GNB.
Ze wzgledu na zmiany wsteczne w guzach po chemioterapii niemozliwe tez byto
przeprowadzenie w tej grupie klasyfikacji prognostyczno-morfologicznej. Nale-
zy podkreslic, iz stopien martwicy w guzach Nb po przeprowadzonej chemiote-
rapii nie jest jednoznacznym czynnikiem rokowniczym, zwlaszcza w guzach
zlokalizowanych [168]. Potwierdzity to obserwacje przeprowadzone w ninigjszej

pracy.

W guzach ocenianych przed zastosowaniem chemioterapii wyniki przedsta-
wianych w pracy badan potwierdzity rolg budowy histologicznej jako niezalez-
nego czynnika rokowniczego. Wszyscy chorzy z guzami bogatopodscielisko-
wymi w grupie ocenianej przed chemioterapia uzyskali pozytywna odpowiedz na
leczenie, w postaci utrzymujacej si¢ catkowitej remisji choroby [191,232].
U wigkszosci chorych z guzami ocenianymi po chemioterapii jako GNB stwier-
dzono brak korzystnej odpowiedzi na leczenie (9/16 chorych), tj. brak remisji
catkowitej. Zatem w guzach po przeprowadzonej chemioterapii histologiczne
rozpoznanie typu GNB nie moze by¢ uznawane jako korzystny czynnik progno-
styczny. Mozna przypuszczac, ze rozpoznawany po leczeniu GNB u czgsci cho-
rych uformowat si¢ z guzéw mniej dojrzatych w wyniku indukcji dojrzewania
przez cytostatyki. Jak wykazaly badania Mora i wsp., indukcja dojrzewania gu-
76w skapopodscieliskowych przez chemioterapie ostatecznie nie wptywa ko-
rzystnie na przezycie pacjentéw i takie guzy wykazuja tendencjg do pdznych
wznéw [172]. Analiza rozpoznan histologicznych w tej pracy dotyczaca pacjen-
téw zmartych wykazata, ze wsréd guzéw ocenianych po chemioterapii, az
w 33% przypadkéw rozpoznawano typ GNB. Agresywny przebieg kliniczny
tych czgsciowo dojrzalych nowotworéw Biedler i wsp. thumaczy zdolnoscia
przeksztatcania si¢ komoérek o wiasciwosciach komdrek Schwanna (typu S)
w komérki typu neuroblastycznego (typu N) w guzach o budowie GNB po tera-
pii cytotoksycznej [21,22,23].

W ninigjszej pracy typ UN i POO zwojaka zarodkowego wspdtczulnego cze-
sciej stwierdzano u chorych w IV stadium zaawansowania klinicznego choroby,
zwlaszcza z obecnoscia przerzutéw do kosci oraz u pacjentdw z wysokim stgze-
niem LDH w surowicy krwi, a wigc te niskozréznicowane typy Nb pozostawaly
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w zwiazku z klinicznymi wskaznikami ztego rokowania. Posrednio o agresyw-
nosci tego typu guzow i ich tendencji do naciekania okolicznych tkanek §wiad-
czy fakt, ze w potowie przypadkdéw guzy o tym typie morfologicznym okazaty
si¢ nieoperacyjne. Analizujac zwiazek markeréw biochemicznych z typem histo-
logicznym nowotworu zauwazono, ze zwigkszone wydalanie VMA stwierdzano
czgscie] u pacjentéw z guzami Nb o pewnych cechach zaczynajacego si¢ r6zni-
cowania (guzy niskozréznicowane i réznicujace si¢), podczas gdy w grupie cho-
rych z typem niezréznicowanym, wydalanie kwasu VMA nie przekraczalo po-
ziomu normy, zardwno w grupie badanej przed- jak i po chemioterapii. Potwier-
dza to dotychczasowe opinie, iz w guzach niezréznicowanych synteza katecho-
lamin bywa uposledzona i niedokonczona, czego wyrazem bywa podwyzszona
ilo$¢ kwasu HV A w moczu na nickorzys¢ VMA [191].

W pismiennictwie zostaly opisane przez Georgera i wsp.[85] rzadkie przy-
padki guzéw ocenionych jako GN, ktdre w dalszym przebiegu klinicznym daty
przerzuty lokalne. W guzach takich stwierdza si¢ czg¢sto pewne cechy niedojrza-
fosci komérek zwojowych i dlatego sa one okreslane jako ,.graniczne” GNB
[85,115]. W prezentowanym materiale przyktadem takiej postaci Nb w opisywa-
nym materiale byl guz, ktéry rozwinat si¢ u 12 letniej pacjentki z guzem w sta-
dium 1II, u ktérej 15 miesiecy po zakonczeniu leczenia pojawily si¢ przerzuty
w okolicznych weztach chtonnych.

Guzy Nb rozwijajace si¢ u dzieci < 1 roku zycia naleza do dobrze rokujacych
niezaleznie od typu histologicznego. Badania wykonane w przedstawianej pracy
wykazaty, ze w wieku niemowlecym najczesciej rozpoznawane byly guzy nie-
zréznicowane i niskozréznicowane. Uzyskiwane w tym wieku dobre wyniki
leczenia potwierdzaja rolg wieku, jako waznego elementu klasyfikacji progno-
styczno-morfologicznej, gdyz mniej zréznicowana budowa guzéw w wieku nie-
mowlgcym nie stanowi czynnika ryzyka.

Istotnym elementem klasyfikacji Shimady jest aktywnos$¢ mitotyczna mie-
rzona indeksem MKI [232]. Prace innych autoréw udowodnity $cista korelacjg
mi¢dzy oceng puli komérek proliferujacych znakowanych p/ciatami p/w PCNA
lub Ki-67 i morfologiczng ocena komoérek proliferujacych przy pomocy MKI.
Badania Rudolpha wykazaty wigksza czulos¢ i przydatnos¢ p/ciat p/w Ki-67 niz
PCNA, jako wskaznika rokowniczego, dlatego w niniejszej pracy MKI stosowa-
ny w klasycznej klasyfikacji Shimada zastapiony zostal przez indeks prolifera-
cyjny oznaczany w oparciu o p/ciata Ki-67 [185,211]. Que i wsp. w 1995 roku
[185] udowodnit, ze MKI koreluje z aktywnos$cia proliferacyjna i wykazali, ze
niski PI <10% w tkance Nb jest wskaznikiem lepszej prognozy, niz z PI> 30%,
ktére charakteryzuje zty przebieg kliniczny. W niniejszej pracy jako kryteria
niskiej aktywnosci proliferacyjnej przyjeto wartos¢ PI <20%, gdyz w tym zakre-
sie miescity si¢ wartosci [P wszystkich guzéw dojrzatych typu GN. Jako wysoka
aktywnos¢ proliferacyjna przyjeto wartosé PI > 40 %, ktéra wystgpowata w 58%
przypadkéw, a wigc z czgstosciag porownywalng do czgstosci wystgpowania
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niekorzystnych prognostycznie cech klinicznych. Wartosci wskaznika IP wyko-
rzystano w tej pracy jako element klasyfikacji do grupy ,.korzystnej” i ,,nieko-
rzystnej” rokowniczo. W wyodrebnionych grupach guzéw ,korzystnych” i ,,nie-
korzystnych” rokowniczo przeprowadzona analiza prawdopodobienstwa przezy-
cia potwierdzita znamiennie wigksze prawdopodobienstwo przezycia guzdw
o budowie ,korzystnej” rokowniczo. To spostrzezenie potwierdza rokownicza
wartos¢ klasyfikacji morfologiczno-prognostycznej w oparciu o IP.

Parametry genetyczne w odniesieniu do klinicznych i histologicznych
wskazinikow prognostycznych

Badania genetyczne przeprowadzone w szerokim zakresie w zwojaku zarod-
kowym wspétczulnym dowiodty istnienia charakterystycznych i powtarzajacych
si¢ zmian genetycznych w tym nowotworze [143,225,228]. Wyodrebniono
zmiany, ktére posiadaja znaczenie rokownicze i maja zwiazek z agresywnym
klinicznym przebiegiem choroby. Do najbardziej znaczacych prognostycznie
markeréw cytogenetycznych w Nb zaliczono amplifikacj¢ onkogenu NMYC,
del(1p) i czgsciowa, trisomig 17q [180]. Dokonana w obecnej pracy analiza wy-
branych wskaznikow proliferacji i angiogenezy odnosita si¢ do tych trzech mar-
keréw. Czgstos¢é wystgpowania kazdej z trzech badanych zmian cytogenetycz-
nych miescita si¢ w granicach czestosci ich wystgpowania w guzach Nb ocenia-
nej w innych pracach. Wystepowanie amp NMYC w Nb waha si¢ w réznych
opublikowanych badaniach od 19 do 30% [27,228,237]. W analizowanym mate-
riale guzy z amplifikacja NMYC wystgpowaly z czgstoscia 29%. Wigkszos¢ ba-
danych w niniejszej pracy guzéw z amplifikacja rozwijata si¢ u chorych z nieko-
rzystnymi prognostycznie cechami klinicznymi i biochemicznymi oraz gorsza
odpowiedzig na leczenie (jedynie 35% chorych z guzami z amplifikacja przezy-
10), co potwierdza wielokrotnie udokumentowang w pismiennictwie rolg amp
NMYC jako niekorzystnego czynnika rokowniczego w Nb [27,35,228]. Czgstosé
wystepowania drugiej z badanych zmian cytogenetycznych - delecji krétkiego
ramienia chromosomu 1p w guzach Nb oceniona zostata w réznych badaniach
w szerokich granicach 22-89%, ze $rednig czestoscia 30% [31,148,221]. W kilku
niezaleznych badaniach wykazany zostal zwiazek del(1p) ze zta prognoza, choé¢
niektére prace dostarczaja dowoddw, ze jej obecnos¢ nie wplywa na catkowite
przezycie chorych, a jedynie predysponuje do wznowy choroby nowotworowej
[9,153,210]. Czgstos¢ wystgpowania tej aberracji chromosomalnej w przedsta-
wianej pracy wynosita 50%. Nie stwierdzono zaleznosci wystepowania del(1p)
7 prognostycznymi parametrami klinicznymi ani nie wykazano jej wplywu na
czas przezycia chorych lub na wystapienie wznowy choroby nowotworowej [27].

W publikowanych pracach istniejg rozbieznosci dotyczace wynikéw badan
czestosci wystgpowania czgsciowej trisomii 17q w Nb. Wczesniejsze badania
Caron’a i wsp. przeprowadzone metoda Southern blot okreslity jej czgstosc
w Nb na 38% [42]. Badania przeprowadzone metoda CGH wykazaty obecnosc
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tej aberracji chromosomalnej w 50% guzéw Nb i uznano, zZe jest to najczgsciej
wystgpujaca aberracja chromosomalna w Nb i zarazem wskaznik zlej prognozy
[27,28,149,192,266]. Czgstos¢ wystepowania czesciowej trisomii 17q w materia-
le przedstawianym w tej pracy, oznaczanej metoda FISH, wynosita 48%. W gu-
zach z obecnoscig czgséciowej trisomii 17q podobnie jak i w przypadku guzéw
7 obecnoscia del(1p) nie znaleziono zwiazku tych aberracji z prezentowanymi
przez pacjentéw cechami klinicznymi. Nie stwierdzono tez wpltywu obecnosci
czesciowej trisomii 17q na czas przezycia chorych. Brak potwierdzenia wplywu
zaréwno del(1p) jak i czgsciowej trisomii 17q na czas przezycia chorych i wy-
stgpowanie wzndw choroby mégt by¢ wynikiem stosunkowo krétkiego okresu
prowadzonej obserwacji chorych ($rednio 2 lata i 4 miesiace).

7 opublikowanych prac wynika, ze przyczyna réznej czgstosci wykrywania
poszczegdlnych zmian cytogenetycznych w Nb w publikowanych pracach moze
by¢ dobér chorych o zréznicowanej charakterystyce klinicznej, rézne stosowane
metody badawcze, a takze heterogennos¢ tkanek Nb w obrgbie tych samych gu-
z6w. Jak dowiodty badania Kerbl’a i wsp. mozliwe jest wystgpowanie w guzie
ogniskowej amp NMYC i ogniskowej del (1p) [121]. Interesujace sa obserwacje
Trakenbrota i wsp.[257], ktérzy w tym samym guzie Nb wykryli jednoczesne
wystegpowanie komoérek Nb z disomig chromosomu 17 i komérek z czgsciowa
trisomia chromosomu 17q. Trakenbrot udokumentowal takze pojawianie si¢
czgsciowej trisomii chromosomu 17q w miarg progresji guza nowotworowego,
jako wynik ewolucji zmian genetycznych, ktdra dokonuje si¢ wraz z progresja
nowotworu. Te obserwacje sugeruja, iz czgsciowa trisomia 17q moze naleze¢ do
wtornych zmian genetycznych nabywanych wraz z progresja Nb. [257].

W ostatnich latach podejmowane sa proby prognostyczno-genetycznych kla-
syfikacji Nb w zaleznosci od wspétwystgpowania charakterystycznych dla tego
nowotworu zmian genetycznych. Zgodnie z klasyfikacja zaproponowana przez
Fastowska i wsp. [148] najlepsze rokowanie maja guzy, w ktérych nie stwierdza
si¢ zadnej z trzech analizowanych zmian genetycznych: amp NMYC, del(1p)
i czgsciowej trisomii 17q. Guzy z obecnoscia wszystkich trzech aberracji w tej
klasyfikacji zaliczane sa do guzéw o najwickszej agresywnosci. Propozycje ta-
kiej klasyfikacji zostaly opublikowane takze przez Jacksona i wsp [111]. W obu
tych klasyfikacjach przyjmuje si¢ wspdtistnienie trzech zaburzen genetycznych:
amp NMYC, del 1p i czgéciowej trisomii 17q jako grupy guzéw o najwyzszego
ryzyka [111,148]. W prezentowanej pracy przeprowadzone obserwacje kliniczne
potwierdzity rol¢ tych markerow cytogenetycznych jako czynnikow prognozy.
Dwoch pacjentéw, u ktdrych rozwijaly si¢ guzy z obecnymi trzema badanymi
zmianami cytogenetycznymi demonstrowali agresywna klinicznie posta¢ Nb,
natomiast u wigkszosci chorych (80%), u ktérych w tkankach Nb nie stwierdzo-
no zadnego z badanych markeréw obserwowano tagodny przebieg kliniczny Nb.

W niektérych pracach autorzy zwracaja uwage na czesta koincydencje amp
NMYC i obecnosci del(1p) w Nb [9,104]. Jednoczesng obecnos¢ obu tych zmian
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stwierdzono w prezentowanym materiale badawczym w przypadku 23% guzéw.
Niewykluczone, ze w tej pracy wptyw na stosunkowo niska czg¢stos¢ wspdtwy-
stgpowania amp NMYC i del(1p) miata stosowana w czesci przypadkéw chemio-
terapia poprzedzajaca badania genetyczne, ktéra mogta zahamowac¢ ewolucje
klonéw komorek Nb z tymi zmianami genetycznymi.

Stopien ploidii DNA w komoérkach Nb réwniez stanowi cenny marker pro-
gnostyczny, zwlaszcza w odniesieniu do guzéw rozwijajacych si¢ u niemowlat
[144]. Dotychczasowe prace dotyczace typu ploidii DNA w Nb wykazaly, ze typ
di- i tetraploidii przewaza w guzach rozwijajacych si¢ u pacjentéw >1 roku zycia
i w skojarzeniu z innymi zaburzeniami strukturalnymi chromosoméw oraz w za-
awansowanym stadium choroby [118]. Badania Looka i wsp. przeprowadzone na
duzym materiale 298 guzow Nb stwierdzily wystgpowanie guzéw di- i tetraplo-
idalnych z czestoscia 34%, jednakze byl to material wyselekcjonowany wytacz-
nie do guzéw rozwijajacych si¢ u niemowlat [145]. Badania przeprowadzone
przez Ladenstein wsp. w guzach zlokalizowanych Nb (st. I-11I°) wykryly obec-
nos¢ di- tetraploidii w 37% przypadkéw. W materiale badanym w tej pracy ana-
liza ploidii DNA, przeprowadzona byta w 48 tkankach Nb pobranych od cho-
rych, wsréd ktdrych wigkszos¢ byta w wieku >1 roku zycia, i w stadium zaawan-
sowanym choroby. Stwierdzono przewage guzéw di- i tetraploidalnych (66%).
Zaobserwowany zwiazek di-/tetraploidii z niekorzystnymi cechami klinicznymi
(zaawansowane stadium choroby, podwyzszony poziom LDH) potwierdza wy-
niki opublikowane przez Ladenstein i wsp. [136].

W pracach réznych autoréw stwierdzono zwiazek wystgpowania dwoch
markeréw cytogenetycznych: amp NMYC oraz del(1p) z typem di-/tetraploidii
DNA w komoérkach Nb [102,117,136]. W niniejszej pracy zaobserwowano, ze
wystgpowanie niekorzystnego markera cytogenetycznego - amp NMYC czgsciej
wiaze si¢ z niekorzystnie rokujaca di-i tetraploidia (w 6/21 guzdw) lub z hipodi-
ploidia (2/5 guzéw) w poréwnaniu z guzami triploidalnymi, gdzie wsréd szesciu
badanych guzéw stwierdzono tylko w jednym obecnos¢ amp NMYC. Ta obser-
wacja potwierdza poglad o hamujacym wplywie amp NMYC na dojrzewanie
tkanek Nb [145]. Przeprowadzona analiza wystgpowania markeréw cytogene-
tycznych w poszczegdlnych typach histologicznych Nb wykazata, ze guzy z o-
becnosciag amp NMYC i del(1p) czgsto (73%) maja budowg niezréznicowana lub
niskozréznicowana. W komorkach guzéw dojrzaltych (GN) nie stwierdzono
obecnosci amp NMYC, ale znaleziono zmiany cytogenetyczne pod postacia
del(1p) i czgs$ciowej trisomii 17q.

Wszystkie wyzej opisane czynniki prognostyczne zostalty w obecnej pracy
uzyte jako odnosnik dla oceny prognostycznej wartosci indeksu proliferacyjnego
guzéw Nb i aktywnosci angiogenezy w tym nowotworze,
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Wartosé prognostyczna aktywnosci proliferacyjnej guzow Nb

W wielu guzach zlosliwych indeks proliferacji tkanki nowotworowej stano-
wi wartosciowy czynnik prognostyczny [129,130,165]. Obserwacje réznorodne-
go biologicznego zachowania zwojaka zarodkowego oraz mozliwe rézne drogi
ewolucji: jak wzrost guza z progresja choroby lub zahamowanie rozwoju z po-
budzeniem réznicowania si¢ tkanki nowotworowej swiadcza o szczeg6lnej roli,
jaka odgrywa aktywno$¢ proliferacyjna w przebiegu tego nowotworu [26]. Pro-
gnostyczng wartos¢ aktywnosci tego procesu mierzona indeksem proliferacyj-
nym w zaawansowanych stadiach Nb potwierdzily badania przeprowadzone
w kilku niezaleznych osrodkach [129,130,165]. W roku 1997 w analizie wielo-
czynnikowej Rudolph i wsp. wykazali, ze w tym nowotworze IP jest niezalez-
nym czynnikiem prognostycznym i koreluje z dtugoscia przezycia pacjentéw,
zwlaszcza w zaawansowanym stadium klinicznym [211]. Wysokie wartosci [P
badanych w tej pracy guzéw w zaawansowanym stadium klinicznym choroby
byty zgodne z obserwacjami innych autoréw [129,130,165,211]. Ocena IP w od-
niesieniu do guzéw rozwijajacych si¢ w wieku niemowlgcym posiada mnigjsza
wartos¢ prognostyczng [129,211]. Wyniki uzyskane obecnie potwierdzity wcze-
snigjsze obserwacje dotyczace wysokiej aktywnosci proliferacyjnej guzéw roz-
wijajacych si¢ u niemowlat, z tendencja do malejacej aktywnosci proliferacyjne;j
guzéw wraz z wiekiem [165]. Warto podkresli¢, Zze u niemowlat, mimo poczat-
kowo duzej dynamiki wzrostu nowotworu, czynnik ten nie wptywa negatywnie
na przebieg kliniczny choroby.

W obecnej pracy ocena odpowiedzi na leczenie w odniesieniu do trzech grup
chorych z niskim, $rednim i wysokim IP nie wykazata duzych r6znic w czgstosci
osigganych calkowitych remisji, cho¢ niepowodzenia leczenia - zgony czg¢sciej
(30% chorych vs 23% chorych) obserwowano u chorych z wyzszymi (IP>20%)
wartosciami indeksu proliferacyjnego (30% chorych vs 23% chorych). Przy-
puszczalnie guzy o wigkszej aktywnosci proliferacyjnej poczatkowo lepiej od-
powiadaja na stosowane leczenie cytostatykami, gdyz w tych guzach wigksza
pula komérek nowotworowych znajduje si¢ w cyklu podziatowym, a jak wiado-
mo tylko komérki bedace w fazie cyklu podziatowego sa wrazliwe na dziatanie
chemio — i radioterapii. Natomiast prawdopodobienstwo przezycia chorych z gu-
zami 0 wyzszym IP bylo mniejsze niz tych z guzami o nizszym indeksie prolife-
racyjnym. Krétsze przezycie chorych z guzami o wysokim indeksie proliferacyj-
nym wykazane w tej pracy potwierdza rokownicza rolg tego wskaznika. Analiza
wieloczynnikowa potwierdzita znaczenia IP jako niezaleznego czynnika rokow-
niczego, mimo ze w badanym materiale cze$¢ guzéw stanowity guzy niemowlgce.

Rudolph i wsp stwierdzili niewielki wplyw leczenia cytotoksycznego na ak-
tywnos¢ proliferacyjna guzéw Nb [211]. Podobnie w niniejszej pracy aktywnosc
proliferacyjna byta oceniana w cz¢sci (41 guzéw) przed oraz czesci (37 guzow)
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po chemioterapii i stwierdzono jedynie niewielkie i nieznamienne réznice w war-
tosciach IP w obu grupach guzéw (mediana 35,6% vs. 34,0%).

Ocena zwiazku mi¢dzy wartoscig IP tkanek Nb, a klinicznymi wskaznikami
prognozy w prezentowanym materiale wykazata, iz ogniska pierwotne o wigk-
szych wymiarach (>5 cm) charakteryzowaly si¢ wyzsza aktywnoscia prolifera-
cyjna. Szybki wzrost tych guzow i osiagane znaczne rozmiary wydaja si¢ byc
konsekwencja duzej aktywnosci proliferacyjnej. Na uwagg zastuguje wykazanie
wyzszych wartosci IP w guzach o lokalizacji srodpiersiowej w poréwnaniu
z wartosciami IP guzéw o lokalizacji brzusznej. Lokalizacja srédpiersiowa jest
rzadka, lecz nalezy do dobrze rokujacych wskaznikéw prognostycznych [191].
Korzystny przebieg kliniczny guzéw o lokalizacji srddpiersiowej, mimo ich
znacznej aktywnosci proliferacyjnej, moze wigc by¢é uwarunkowany innymi,
niezaleznymi od aktywnosci proliferacyjnej czynnikami biologicznymi, a takze
wczesnymi objawami klinicznymi i mozliwa wcezesniejsza diagnoza Nb o tej
lokalizacji. Terapia onkologiczna Nb w przypadkach guzéw zlokalizowanych
w srddpiersiu jest wige podejmowana czgsto w niskich stadiach zaawansowania
nowotworu [191]. Przeprowadzone badania markeréw biochemicznych, ktére
ujawnity podwyzszone poziomy LDH w surowicy u chorych z Nb o wysokiej
aktywnosci proliferacyjnej i statystycznie znamienna korelacje wartosci IP
i podwyzszonych pozioméw LDH w surowicy. T¢ zaleznos¢ potwierdzaja bada-
nia histologiczne, w ktérych stwierdza si¢ obecnos¢ pdl martwicy w guzach
o znacznej dynamice wzrostu. Powstajace obszary martwicy sa prawdopodobnie
rezultatem niedostatecznie wyksztalconej sieci naczyn w tkance nowotworowej
i stajq si¢ zrédtem LDH uwalnianego do surowicy krwi,

W kilku pracach podjety zostat problem zaleznosci aktywnosci proliferacyj-
nej od typu morfologicznego Nb. Stwierdzono najwyzsze wartosci [P w najmniej
zréznicowanych (typ UN i1 POO) postaciach tego nowotworu [130,165,232,277].
Niekorzystna histologia badanych w tej pracy guzéw nowotworowych i wysoka
aktywnos¢ proliferacyjna tkanek Nb rozpoznanych w grupie pacjentéw zmartych
potwierdza warto$¢ rokowniczg obu tych czynnikéw.

Wptyw obecnosci markeréw cytogenetycznych w komodrkach Nb na aktyw-
no$¢ proliferacyjna zostal wykorzystany w pismiennictwie do podjecia préb
klasyfikacji genetyczno-morfologiczno-prognostycznej guzéw z grupy zwojaka
zarodkowego. Klasyfikacja ta dzieli Nb na trzy grupy ryzyka w oparciu o oceng
markeréw genetycznych, aktywnosci proliferacyjnej wyrazonej przez MKI oraz
typu histologicznego. Do grupy najwyzszego ryzyka zaliczane sa guzy z obecno-
scig wszystkich trzech zaburzen genetycznych: czesciowej trisomii 17q, del(1p)
i amp NMYC, oraz o budowie histologicznej UN Iub POO i wysokim MKI [141].
W niniejszej pracy badania potwierdzity istnienie zwiazku miedzy wysokimi
wartosciami IP, a obecnoscia kazdego z trzech markeréw cytogenetycznych,
cho¢ nie byty to zaleznosci znamienne. W analizowanym materiale stwierdzono
takze zwiazek wartosci IP z typem ploidii DNA. Nizsze wartosci IP stwierdzono
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w dobrze rokujacych guzach triploidalnych. To spostrzezenie jest zgodne z pra-
cami innych autoréw [90,169,144].

Ocena wartosci prognostycznej wskaznikow angiogenezyw guzach Nb

W wielu nowotworach udowodniony zostat wpltyw aktywnosci procesu an-
giogenezy w tkankach Nb na przebieg choroby nowotworowej, poniewaz stopien
unaczynienia tkanek guza jest decydujacy dla inwazji i przerzutowania komdrek
nowotworowych. Jak wiadomo proces tworzenia naczyn krwionosnych jest kon-
trolowany przez liczne cytokiny, a czgs¢ cytokin procz wplywu na rozwdj una-
czynienia, dziata takze bezposrednio stymulujaco na proliferacj¢ komérek nowo-
tworowych [95,267]. Jednakze podkresli¢ nalezy, ze zaleznos¢ migdzy stopniem
unaczynienia poszczegdlnych guzéw nowotworowych i zla prognoza wystgpuje
tylko w czgsci nowotwordw ztosliwych [3, 39,273]. Opublikowane dotychczas
wyniki badan dotyczace angiogenezy w guzach z grupy nerwiaka zarodkowego
wskazuja na r6zng intensywnos¢ tego zjawiska w zaleznosci od réznych cech
biologicznych tych nowotworéw.

Gestosé naczyn (MVD) w tkankach guzéw Nb analizowanych w tej pracy
byta bardzo zréznicowana (32-385 naczyn/mm?) i podobne sa obserwacje doty-
czace unaczynienia tego nowotworu w badaniach opublikowanych przez innych
autoréw [40,268]. Wplyw chemioterapii na MVD w przedstawianym materiale
guzéw byl niewielki, gdyz wartosci MVD w grupie guzéw ocenianych przed
chemioterapia byty poréwnywalne z wartosciami MVD w grupie po chemiotera-
pii. Dowodzi to, ze leczenie cytostatykami nie wptywa w sposéb zasadniczy na
proces angiogenezy w zwojaku zarodkowym wspdtczulnym.

Jogi 1 wsp.[112] przedstawili dowody, ze aktywacja angiogenezy w Nb ha-
muje proces roznicowania komérek nowotworowych. W niniejszej pracy po-
twierdzeniem tej tezy byly wyniki uzyskane w grupie guzéw Nb ocenianych
histologicznie przed rozpoczeciem chemioterapii. Wyniki tych badan wykazaty
istotne rdéznice w unaczynieniu guzow w zaleznosci od typu histologicznego: od
wysokiego unaczynienia guzéw niezrdznicowanych do najnizszego unaczynienia
guzéw dojrzatych (p=0,08). Niskie unaczynienie guzéw o bogatym podscielisku
moze wynika¢ z hamujacego wpltywu komérek Schwanna na angiogenezg, gdyz
komérki te posiadaja zdolnos¢ produkowania inhibitoréw angiogenezy, takich jak
inhibitor metaloproteinaz TIMP-2, czynnik PEDF i biatko SPARK [50,57,107].

W grupie guzéw badanych po chemioterapii zalezno$¢ ta nie byla staty-
stycznie znamienna, co moze mie¢ zwiazek z dojrzewaniem morfologicznym
czesci guzéw niezréznicowanych do form bardziej dojrzatych (GNB) pod wpty-
wem stosowanego leczenia.

7Zg wzgledu na niewielkie réznice w ggstosci naczyn w grupie guzéw bada-
nych przed i po chemioterapii, analiza zwiazku MVD z klinicznymi i genetycznymi
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czynnikami prognostycznymi przeprowadzone zostaly w przedstawianej pracy
we wszystkich guzach tacznie, niezaleznie od wczesniej stosowanego leczenia.

Wyniki badan innych autoréw dotyczace korelacji unaczynienia guzow
7z przebiegiem klinicznym Nb sa niejednolite [40,49,164]. Wynika to prawdopo-
dobnie z faktu zréznicowania klinicznego badanych grup chorych, jak i zrézni-
cowanych histologicznie grup badanych guzéw. Nie bez znaczenia pozostaje
takze stosowanie roznych metod liczenia naczyn oraz subiektywna ocena i wy-
bor przez badajacego ,,p6l goracych” w guzie. Najczesciej cytowana praca Me-
itar i wsp. dowodzi zaleznosci wysokiego unaczynienia tkanegk Nb z niekorzyst-
nymi parametrami prognostycznymi: zaawansowang klinicznie postacia nowo-
tworu, obecnoscia amp NMYC i gorszymi wynikami leczenia [164]. Ribatti
i wsp. w badaniach dotyczacych mniejszej i heterogennej klinicznie grupy gu-
z6w Nb, odnotowal szczegdlnie wysokie unaczynienie tkanki nowotworowej nie
tylko w przypadku guzéw zaawansowanych o gorszym rokowaniu, lecz takze
w dobrze rokujacym stadium IVs [204]. Canete i wsp. nie znalezli korelacji ge-
stosci naczyn z zadnym z uznanych czynnikdéw prognostycznych (wiek, stadium,
amp NMYC) [40]. W prezentowanej pracy wykazano odwrotng zalezno$¢ una-
czynienia tkanek Nb i wieku pacjenta w momencie diagnozy. Najlepiej unaczy-
nione byly guzy niemowlgce. Dobre wyniki leczenia, mimo bogatego unaczy-
nienia guzéw w wieku niemowlgcym przemawiaja przeciw rozpatrywaniu ggsto-
$ci unaczynienia jako czynnika prognostycznego u dzieci < 1 roku zycia. Swiad-
¢zy to tez o istnieniu w niemowlecych postaciach Nb mechanizmu regresji no-
wotworu, niezaleznego od stopnia unaczynienia, co potwierdzaja wyniki badan
Tonini i wsp. [253]. Ocena ggstosci naczyn w odniesieniu do pozostatych bada-
nych cech klinicznych wykazata nieznamienne réznice. Nieznacznie wyzsze
unaczynienie guzow stwierdzono w 11 II stadium klinicznym choroby w poréw-
naniu z nowotworami bardziej zaawansowanymi. Wyttumaczeniem wyzszego
unaczynienia guzow rozpoznanych w niskich stadiach klinicznych w tej pracy
jest fakt, ze wigkszos¢ guzéw w stadium I i II pochodzita od pacjentéw w wieku
niemowlecym. Stwierdzenie mniejszej gestosci naczyn w guzach wigkszych (>5
cm) wydaje si¢ swiadczy¢ o tym, ze gwattowna proliferacja tkanki nowotworo-
we w czgsci guzéw moze wyprzedza¢ wolniej przebiegajacy proces angiogene-
zy. Nie dotyczy to wszystkich przypadkéw, gdyz w niektérych duzych guzach
obserwowano wysoki stopien ich unaczynienia. Wykazano korelacje niskiej
gestosci naczyn w guzie z podwyzszonym stezeniem LDH w surowicy krwi
chorych, co przypuszczalnie wynika z nasilonego procesu martwicy guzow sla-
biej unaczynionych. Te wyniki badan zwiazku wskaznikéw angiogenezy z kli-
niczng charakterystyka Nb zostaty przez autorke opublikowane [64].

W ninigjszej pracy nie wykryto zaleznosci mi¢dzy zdolnoscia komoérek Nb
do syntezy koncowych produktéw syntezy katecholamin (adrenaliny i noradre-
naliny), ktérych metabolitem jest VMA, a markerem aktywnosci proliferacyjnej
guza (IP) lub wskaznikami angiogenezy.
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Meitar i wsp. wykazali zwiazek wysokiego MVD z niekorzystna odpowie-
dzig na leczenie i krétszym przezyciem chorych [164]. W niniejszej pracy odpo-
wiedz na leczenie réwniez pozostawala w zwiazku ze stopniem unaczynienia
guzéw, gdyz gorsza odpowiedz uzyskiwano w guzach o unaczynieniu
>100/mm’. Pozostaje do wyjasnienia, dlaczego ostatecznie najnizsze krzywe
przezycia uzyskano u chorych z guzami $rednio unaczynionymi (100-300 na-
czyn), a nie w grupie chorych z guzami o najwi¢kszym stopniu unaczynienia.
Czy lepsze wyniki leczenia guzéw o unaczynieniu >300 naczyn/mm? niz guzow
srednio unaczynionych sa konsekwencja lepszej penetracji cytostatykdéw do
tkanki nowotworowej? Ostateczne wyjasnienie tego problemu wymaga przepro-
wadzenia badan na wigkszym materiale.

W przedstawionej pracy, dla petniejszej oceny angiogenezy, dokonano oce-
ny aktywnosci cytokiny VEGF i jej receptora Flk-1 w tkankach Nb oraz u czgsci
chorych przed rozpoczeciem leczenia wykonano badania stgzenia dwdch cytokin
proangiogennych: VEGF i bFGF w surowicy krwi. W wyborze obu tych cytokin
jako ewentualnych surowiczych markeréw procesu angiogenezy w Nb, kierowa-
no si¢ opublikowanymi przez innych autoréw wynikami badan, ktére udowodni-
ty aktywnosc¢ tych czynnikéw angiogennych w tkankach Nb [66,82,123,126].

Badania Fukuzawy i wsp. dotyczace badan ekspresji cytokiny VEGF jak i jej
receptora Flk-1 w tkankach Nb wykazaty wigksza ekspresj¢ VEGF i Flk-1 w gu-
zach o niekorzystnej budowie histologicznej [82]. Jest to zgodne z wynikami
przedstawianych badan. Wyniki w ninigjszej pracy przemawiaja za zdecydowa-
nie angiogennym fenotypem guzéw o takiej morfologii.

Opisane przez Rosslera i wsp.[209] réznice w ekspresji VEGF w obrebie te-
g0 samego guza z najwickszym nasileniem ekspresji w okolicy p6l martwicy
potwierdzilty wyniki badan ekspresji VEGF w tej pracy. Odczyny immunohisto-
chemiczne VEGF byty zlokalizowane gtéwnie w obr¢gbie komérek guza, nato-
miast ekspresja receptora Flk-1 ujawnita si¢ zaréwno w obrgbie $cian naczyn jak
i w komérkach nowotworowych. Obserwacje innych autoréw sa podobne. Fakt
ten potwierdza charakter autokrynny i parakrynny zaréwno cytokiny VEGF jak
i jej receptora Flk-1. Ten sam autor badajac zwiazek ekspresji VEGF w tkankach
Nb z kliniczng charakterystyka choroby nie wykazal korelacji ze stadium za-
awansowania nowotworu [209]. Podobne byly tez obserwacje Komuro i wsp.
[126], ktory nie stwierdzit zwiazku wysokiego MVD w tkankach Nb z Zadna
z badanych cech klinicznych choroby (stadium, wickiem, lokalizacja). Natomiast
Fakhari i wsp. [72] zaobserwowal, ze wysoka ekspresja zaréwno VEGF i jej recep-
toréw Flk-1 jak i Flt w tkankach Nb jest charakterystyczna dla zaawansowanego
stadium III i IV choroby oraz przyczynia si¢ do niekorzystnego przebiegu kli-
nicznego guzow w stadium III. W niniejszej pracy nie wykazano znamiennych
roznic w ekspresji VEGF i Flk-1 w zaleznosci od stadium zaawansowania cho-
roby i pozostatych badanych cech klinicznych choroby nowotworowe;.



160 Elzbieta Adamkiewicz-Drozynska

W grupie pacjentéw zmartych analiza parametréw angiogenezy w tkankach no-
wotworowych nie wykazata roznic w gestosci naczyn oraz ekspresji VEGF i Flk-1
w stosunku do guzéw Nb rozwijajacych si¢ u pozostatych badanych chorych.

W pismiennictwie w kilku pracach przedstawione zostaly wyniki badan
zwiazku migdzy obecnoscia zmian genetycznych w Nb i aktywnos$cia angioge-
nezy w tkankach nowotworowych. Opisano zwigkszona ekspresj¢ cytokin pro-
angiogennych w tkankach guzéw Nb z amp NMYC, co potwierdza udzial amp
NMYC w powstawaniu fenotypu angiogennego guza [66,101,164]. W prezento-
wanej pracy stwierdzono nieznamiennie wigksza aktywnos¢ cytokiny VEGF
w guzach Nb z obecnoscia amp NMYC oraz w guzach z obecnoscig del(1p).
Stwierdzenie zaréwno wysokiej ekspresji VEGF w tkankach Nb, jak réwniez
wysokiego unaczynienia guzéw Nb charakteryzujacych si¢ obecnoscia del(1p)
nasuwa przypuszczenie, ze 7z ta aberracja chromosomalng moga by¢ zwigzane
geny kontrolujace proces angiogenezy. Dotychczas nie opublikowano wynikéw
badan dotyczacych wptywu del(1p) na proces angiogenezy, a powyzsze przy-
puszczenie wymaga dalszych i pogtgbionych badan molekularnych.

Od czasu odkrycia roli angiogenezy w rozwoju nowotwordw podjeto poszu-
kiwanie odpowiedniego markera aktywnosci angiogenezy w latwo dostepnych
ptynach ustrojowych: surowicy krwi badz w moczu chorych. W niektérych no-
wotworach wieku dorostego np. w raku pecherza moczowego stwierdzono pod-
wyzszone stezenie cytokin angiogennych: VEGF i bFGF zaréwno w surowicy
krwi oraz w moczu, ktére korelowaty z zaawansowaniem choroby nowotworo-
wej [105,113]. W ztosliwych nowotworach nadnerczy rozwijajacych si¢ u doro-
stych (raku nadnerczy) stwierdzono wyzsze stezenie VEGF w surowicy pacjen-
téw ($r 1268 ng/ml) w poréwnaniu z grupa chorych z nieztosliwymi gruczola-
kami nadnerczy (339,5 ng/ml) i z grupa kontrolng (202ng/ml) [130]. Badania
stgzenia obu tych cytokin w surowicy u dzieci z rozpoznaniem guzéw litych
o r6znej histologii i w zaawansowanym stadium klinicznym wykazaly, ze czes¢
chorych stgzenie zardwno VEGF jak i bFGF w surowicy krwi jest podwyzszone
[247]. W pracy Fakhari i wsp. wsrdd 37 pacjentéw z rozpoznaniem Nb znamien-
nie wyzsze poziomy VEGF w surowicy krwi znalezli u chorych w Il i IV sta-
dium zaawansowania choroby [72]. W tej pracy oznaczenie stgzenia cytokin
VEGF i bFGF wykonano jedynie u 38 pacjentéw, gdyz wstgpna analiza tego
materiatu nie wykazata wigkszych réznic w stezeniu obu cytokin w surowicy
krwi migdzy grupa pacjentdw i grupa dzieci zdrowych. Jedynie w pojedynczych
przypadkach st¢zenia VEGF (7 chorych) i bFGF (2 chorych) byty wyzsze niz stg-
zenia tych cytokin w grupie kontrolnej. W przypadku chorych z podwyzszonym
stgzeniem jednej z dwdéch badanych cytokin stwierdzono chorobg zaawansowana
i przebieg choroby byl agresywny, jednak ze wzgledu na to, ze podwyzszone
poziomy tych cytokin w surowicy krwi byly stwierdzane jedynie u nielicznych
chorych z tym rozpoznaniem- nie moga one shuzy¢ jako staty wskaznik progno-
zy. Te obserwacje zostaly przez autorkg opublikowane [63].
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Wplyw stosowanej terapii na przeZycie chorych

Jak wspomniano we wstgpie leczenie pacjentdw z rozpoznaniem Nb jest od
lat kompleksowe, a intensywnos¢ i rodzaj stosowanej chemioterapii u chorych
7z Nb sa dostosowane do stadium klinicznego zaawansowania i odpowiednich
grup ryzyka. W grupie pacjentdw z choroba zaawansowana, o wysokim ryzyku
wigkszos$¢ schematéw leczenia do roku 2002 oparta byta o wielolekowa chemio-
terapi¢ konwencjonalng, z zastosowaniem podobnego zestawu cytostatykow.
Wyniki leczenia Nb z zastosowaniem chemioterapii konwencjonalnej byty po-
rownywalne niezaleznie od stosowanego protokotu. Pigcioletnie przezycia wolne
od choroby we wszystkich programach europejskich osiagngto 25-40% tych
chorych [92]. Wyniki terapii w oparciu o mniej intensywna, krétsza chemiotera-
pi¢ chorych z grupy niskiego i posredniego ryzyka byly zblizone i osiagane wy-
niki poréwnywalne (70-90% piecioletnich przezy¢) [88]. Nadzieje na poprawe
wynikow leczenia chorych z grupy wysokiego ryzyka zwiazane sa z wpro-
wadzeniem od 2002 roku megaterapii z autologicznym przeszczepem szpiku,
edyz wstepna analiza wynikéw leczenia matych grup chorych z zastosowaniem
takiej terapii wykazala jej wicksza skutecznos¢ i spowodowata, Ze leczenie mie-
loablacyjne stalo si¢g obowigzujacym etapem terapii w obecnie stosowanym eu-
ropejskim protokole terapeutycznym [44,138,161]. W ninigjszej pracy zasadni-
czymi elementami prowadzonego leczenia chorych byta chemioterapia konwen-
cjonalna zastosowana u wigkszosci (90%) pacjentéw oraz leczenie operacyjne.

Wsrdd czynnikéw, ktére moga wptywac na ostateczny wynik leczenia Nb
podkresla si¢ role radykalnego operacyjnego usunigcia ogniska pierwotnego
nowotworu. Radykalne usuni¢cie ogniska pierwotnego zwicksza szansg wyle-
czenia zwlaszcza w zlokalizowanych stadiach klinicznych tej choroby [60,258,
260]. Sprawa kontrowersyjna w pismiennictwie pozostaje rola zabiegdéw rady-
kalnego usunigcia ogniska pierwotnego u pacjentéw w IV stadium zaawansowa-
nia klinicznego choroby z odleglymi przerzutami, cho¢ niektére badania po-
twierdzajg istotne znaczenie takich zabiegdw przeprowadzonych po wstepne;j,
intensywnej chemioterapii [116,134]. W przedstawianej pracy radykalne zabiegi
zostaty przeprowadzone u 57,3% chorych. Analiza statystyczna nie potwierdzita
istotnego wplywu tego czynnika na prawdopodobienstwo przezycia chorych. Na
taki wynik analizy mogta wptywa¢ przewaga pacjentéw z przerzutami odlegty-
mi, u ktérych radykalny zabieg operacyjny nie usuwa problemu obecnosci ko-
mérek nowotworowych w migjscach przerzutéw.

Wyniki badan dotyczace oceny wplywu radioterapii na poprawg dlugosci
przezycia nie sa zgodne. W badaniach SFOP nie wykazano znamiennej poprawy
przezycia chorych z nowotworem w stadium zaawansowanym, u ktérych stoso-
wana byla radioterapia [92]. Opublikowane w roku 1991 badania pozytywnie
ocenity stosowanie radioterapii jako uzupetnienia leczenia migjscowego po
zabiegu operacyjnym, ze zmnigjszeniem liczby wznéw lokalnych w guzach
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zaawansowanych [46,93]. Wyniki te przyczynity si¢ do wprowadzenia radiotera-
pii jako obligatoryjnego elementu leczenia kompleksowego w europejskim pro-
tokole dla grupy wysokiego ryzyka HR NBL-1/ESIOP [160]. Wérdd analizowa-
nych tu chorych jedynie 20 pacjentéw otrzymato radioterapi¢, gdyz do roku
2002 gtéwnym wskazaniem do zastosowania tej formy leczenia byto stwierdze-
nie makroskopowych pozostatosci tkanki nowotworowej po zabiegu operacyj-
nym i zakonczonej chemioterapii. Zastosowanie radioterapii u niewielkiej liczby
chorych réznigcych si¢ klinicznie uniemozliwito ocene wptywu tej metody le-
czenia jako sktadowej leczenia kompleksowego. Podobnie leczenie choroby
resztkowej z uzyciem analogu kwasu retinoinowego bylto stosowane tylko u nie-
licznych pacjentéw (9 chorych), a krétki czas obserwacji nie pozwolil ocenié
wplywu tej czgsci terapii na osiggane wyniki leczenia.

Prawdopodobienstwo przeZycia chorych z Nb w odniesieniu do
badanych parametrow

Analiza wieloczynnikowa dokonana w niniejszej pracy potwierdzita wartos¢
powszechnie przyjetych wskaznikéw prognostycznych to jest wieku, stadium
zaawansowania klinicznego, jak réwniez poziomu LDH i ferrytyny jako czynni-
kéw prognostycznych i te wskazniki przyjete w licznych opublikowanych pra-
cach innych autoréw [32,191]. W obecnym opracowaniu dodatkowo niezalez-
nym czynnikiem okazata si¢ wielko$¢ guza (srednica > 5 cm) oraz radykalnosé
zabiegu operacyjnego.

Prawdopodobnie z powodu zbyt matej liczby guzéw z amplifikacja w anali-
zie wieloczynnikowej nie potwierdzono roli obecnosci amp NMYC jako nieza-
leznego czynnika prognostycznego. Brak statystycznej zaleznosci migdzy bada-
nymi markerami genetycznymi i prawdopodobienstwem przezycia chorych moze
wynika¢ z niedostatecznej liczby wykonanych badan jak i krétkiego czasu ob-
serwacji. Mniejsze prawdopodobienstwo przezycia (statystycznie nieznamienne)
pacjentéw z guzami z obecnoscig amp NMYC lub czgséciowej trisomii 17q wska-
zuje na bardziej agresywny charakter tych guzéw i potwierdza wyniki innych
badan, ktére byty przeprowadzane w na wigckszym materiale i okazaty si¢ istotne
statystycznie [147]. Warto zwréci¢ uwagg, ze prawdopodobienstwo przezycia
chorych w odniesieniu do liczby kopii NMYC w guzach Nb bylo najmniejsze
w grupie z guzami o liczbie kopii >2 i < 10, a nie w grupie z amp NMYC.
Ta grupa chorych wymaga wigc dalszych badan celem ostatecznych decyzji
o kwalifikacji do grupy wysokiego ryzyka pacjentéw z taka genetyczna charakte-
rystyka Nb i ewentualnej intensyfikacji leczenia.

Analiza wieloczynnikowa wykazata réwniez prognostyczna wartos¢ IP jako
czynnika rokowania w Nb i potwierdzita wyniki badan innych autoréw [130,211].
Nalezy jednak dodaé, ze w jednoczynnikowej analizie prawdopodobienstwa
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przezycia grup chorych z podzialem na guzy o niskim, $rednim i wysokim IP
réznice nie byly znamienne.

W analizie statystycznej nie stwierdzono natomiast wartosci gestosci naczyn
jako niezaleznego czynnika ryzyka w tym nowotworze, jak rowniez nie wykaza-
no znaczenia prognostycznego pozostatych badanych wskaznikéw angiogenezy.
Wynika stad, Ze intensywnos¢ angiogenezy w Nb nie jest jednoznacznym czyn-
nikiem rokowniczym i nie zawsze decyduje o agresywnym jego przebiegu kli-
nicznym. Jednoczes$nie wiadomo, ze Nb jest nowotworem szybko rozwijajacym
sig, a zatem wymaga intensywnego zaopatrzenia w tlen i substraty do budowy
tkanki. Badania Ribatti i wsp. [205] ujawnity w Nb mozliwos¢ wykorzystania
drogi pozaangiogennego zaopatrzenia w krew, poprzez wykorzystanie juz istnie-
jacych naczyn w organizmie pacjenta, ktére sa wbudowywane w mase tkanki
nowotworowej. Taki mechanizm moze by¢ wykorzystywany przynajmniej
w czgsci guzdw Nb, gdyz jak udowodniono w tej pracy w niektérych przypad-
kach guzy z duza aktywnoscia proliferacyjng i szybkim wzrostem masy nowo-
tworowej wykazuja niski stopien unaczynienia.

Lqczna ocena proliferacji i angiogenezy w tkankach Nb (wskaZnik
WNP)

Dwa zjawiska proliferacji i angiogenezy zazwyczaj w Nb wykazuja tenden-
¢j¢ do odwrotnej zaleznosci. Jednakze wyodrebniono grupe pacjentéw, u ktérych
guzy Nb charakteryzowaty si¢ wysoka aktywnoscia zaréwno proliferacji, jak
i angiogenezy. Wprowadzony nowy wskaznik WNP, ktéry okresla jednoczesna
aktywnos¢ proliferacji i angiogenezy, nie zostat wyodrgbniony jako niezalezny
w analizie statystycznej. Jednakze agresywny przebieg choroby i wczesny
(w ciagu 2,5 lat) zgon wickszosci (64%) chorych > 1 roku zycia, u ktérych war-
tosci WNP > 7000 wskazuja, Zze warto podja¢ dalsze i rozszerzone badania doty-
czace jednoczesnej oceny proliferacji i angiogenezy w tym guzie. Te wyniki
badan zostaty opublikowane prze autorkg pracy [64].

Podsumowanie

Analiza kliniczna grupy chorych z rozpoznaniem Nb potwierdzita znaczenie
wyodrebnionych w wielu pracach innych autoréw takich czynnikéw klinicznych
jak wiek i stadium zaawansowania oraz st¢zenie LDH i ferrytyny w surowicy
krwi. Dodatkowym niezaleznym klinicznym czynnikiem ryzyka okazala si¢
wielko$¢ guza pierwotnego (> 5 c¢cm) oraz radykalnos¢ zabiegu operacyjnego.
Mozna przypuszczaé, ze radykalne usuni¢cie guza o zréznicowanej budowie
zapobiega rozwojowi tych czgsci tkanek nowotworowych, ktére charakteryzuja
si¢ agresywnym fenotypem i moga rozwija¢ opornos¢ na stosowane leczenie.

Przeprowadzone w niniejszej pracy badania dotyczace aktywnosci prolifera-
cyjnej tkanek Nb nasuwajq nastgpujace spostrzezenia. Jeszcze raz potwierdzona
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zostala rokownicza wartos¢ IP w guzach z grupy zwojaka zarodkowego wspot-
czulnego, mimo ze w dobrze rokujacych guzach niemowlecych stwierdzono
wyzsza aktywnos¢ proliferacyjna niz w guzach rozwijajacych si¢ u chorych > 1
roku. W pracach innych autoréw, ktérzy udowodnili wartos¢ rokownicza tego
wskaznika istnieja rozbieznosci w okreslaniu zakresu wartosci IP dla guzéw
o lepszym i gorszym rokowaniu. Kawasaki i wsp. [119] jako graniczna warto$¢
dla gorszego rokowania przyjmuje IP= 11%, Krams i wsp. - 25% [130]. W ni-
nigjszej pracy przyjeto podziat na trzy grupy w zaleznosci od wartosci IP: poni-
zej 20%, 20-40% i ponad 40%. Ze wzgledu na wielokrotnie potwierdzong juz
wartos¢ indeksu proliferacynego w grupie guzéw Nb wydaje sig¢, ze wskaznik
ten warto byloby uwzglednia¢ w stratyfikacji chorych przy podejmowaniu decy-
zji terapeutycznych. Wskazane byloby ostateczne zdefiniowanie zakresow war-
tosci IP, uzywanych w takich stratyfikacjach.

Ocena wybranych wskaznikéw angiogenezy jako ewentualnych markeréw
prognostycznych nie wykazata ich wartosci rokowniczej, gdyz nie znaleziono
znamiennych zaleznosci z uznanymi klinicznymi, histologicznymi i genetycz-
nymi markerami prognostycznymi, jak rowniez ich wptywu na prawdopodobien-
stwo przezycia chorych. Z przeprowadzonych badan wynika, iz aktywnos¢ an-
giogenezy w guzach grupy Nb nie jest czynnikiem decydujacym o przebiegu
klinicznym tych nowotwordéw i wynikach ich leczenia. Proces angiogenezy jest
zréznicowany nie tylko w guzach o r6znej budowie histologicznej, lecz rowniez
w odrebnych polach tego samego nowotworu. To spostrzezenie potwierdza i u-
zupetnia dotychczasowa wiedzg¢ o zréznicowanej budowie histologicznej i biolo-
gii nowotwordw tej grupy. Réznice w aktywnosci angiogennej guzéw grupy Nb
wskazuja, ze u czgséci chorych zastosowanie terapii antyangiogennej moze by¢
mato skuteczne. Okreslenie aktywnosci angiogennej w indywidualnych przy-
padkach guzéw Nb pozwoli wyodrebni¢ wsrdéd chorych kandydatéw do tego
typu leczenia.

Zaobserwowano, ze dwa zjawiska: proliferacji i angiogenezy w guzach Nb
zazwyczaj wykazuja tendencje¢ do odwrotnej zaleznosci. Jednakze wyodr¢gbniono
grupg pacjentdw z choroba przebiegajaca agresywnie, u ktérych guzy Nb charak-
teryzowaty si¢ wysoka aktywnoscia zaréwno proliferacji jak i angiogenezy (wy-
sokie wartosci WNP). Wskazuje to na mozliwos¢ jednoczesnej aktywacji obu
tych proceséw. Oznaczanie WNP w tkankach guzéw grupy Nb moze stanowié¢
cenny wskaznik dla wyodregbnienia grupy chorych o szczegdlnie wysokim ryzy-
ku niepowodzen leczenia, ktorzy beda wymagali opracowania odrebnego postg-
powania terapeutycznego.



Whioski 165

WNIOSKI

Jednoczesna wysoka aktywnos¢ proliferacji i angiogenezy mierzona
wskaznikiem WNP w guzie pierwotnym zwojaka zarodkowego wspot-
czulnego wskazuje na agresywny przebieg choroby u pacjentéw powyzej
1 roku zycia, z wysokim odsetkiem zgonéw w okresie 2,5 lat od rozpo-
znania.

Istnigje tendencja do odwrotnej zaleznosci aktywnosci proliferacyjnej
i gestosci naczyn w tkankach guzéw z grupy Nb.

Guzy Nb w wieku niemowlgcym charakteryzuja si¢ znacznym unaczy-
nieniem tkanek i wysokg aktywnoscig proliferacyjna komérek nowotwo-
rowych.

Gestos¢ unaczynienia w tkance nowotworowej nie stanowi niezaleznego
czynnika rokowniczego w zwojaku zarodkowym wspdtczulnym.

Stosowanie chemioterapii nie wptywa znaczaco na zmiang stopnia una-
czynienia tkanek zwojaka zarodkowego.

Potwierdzona zostata warto$¢ prognostyczna indeksu proliferacyjnego
w guzach pierwotnych Nb, jak réwniez prognostyczne znaczenie wieku
chorego, stadium zaawansowania, amp NMYC i ,niekorzystnej” budowy
histologiczne;j.

Wielkos¢ guza pierwotnego i radykalnos¢ zabiegu usunigcia guza pier-
wotnego zostaty wyodrebnione jako niezalezne czynniki prognostyczne.

Oznaczanie aktywnosci proliferacji i angiogenezy w guzach grupy Nb,
z okresleniem WNP moze wyodrgbni¢ grupe pacjentdow o szczegdlnie
duzym ryzyku, ktérzy beda wymagali odrebnego postgpowania terapeu-
tycznego.
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7. STRESZCZENIE

Réznorodna odpowiedz na leczenie guzéw z grupy zwojaka zarodkowego
wspdlczulnego inspiruje do poszukiwan nowych form terapii oraz identyfikacji
nowych wskaznikéw prognostycznych w tym nowotworze. Poza przyjetymi
czynnikami klinicznymi wptywajacymi na przebieg Nb, jakim jest wiek i sta-
dium zaawansowania choroby, udowodnione zostalo znaczenie prognostyczne
wskaznikéw biochemicznych jak stezenie LDH i ferrytyny w surowicy krwi,
typu histologicznego tego nowotworu oraz obecnosci charakterystycznych zmian
genetycznych jak amp NMYC, del(1p) i czgsciowa trisomia 17q.

W rozwoju wielu nowotworéw proliferacja i angiogeneza stanowia kluczo-
we zjawiska decydujace o szybkosci ich wzrostu.

Celem niniejszej pracy byta ocena znaczenia obu procesOw — angiogenezy
i proliferacji komérek nowotworowych dla obrazu i przebiegu klinicznego zwo-
jaka zarodkowego wspdtczulnego. W tym celu wybrane wskazniki angiogenezy
i proliferacji odniesiono do cech klinicznych choroby, budowy morfologicznej
nowotworu i uznanych prognostycznie markeréw genetycznych tych guzéw.

Badaniami obj¢to tacznie 110 pacjentdw z rozpoznaniem Nb leczonych w o-
kresie od 1.01.1994 do 1.06.2004. Sredni czas obserwacji klinicznej wynosit 2
lata i 4 miesiace. Obserwacje pacjentéw zakonczono 1.06.2004 roku. Wstgpnie
przeprowadzono analiz¢ cech klinicznych prezentowanych przez badana grupg
chorych oraz histologicznych i genetycznych parametréw uznanych za wazne
prognostycznie w guzach Nb. Charakterystyka kliniczna chorych byta zblizona
do grup chorych z tym rozpoznaniem badanych w pracach innych autoréw. Ana-
liza statystyczna prawdopodobienstwa przezycia w zaleznosci od badanych cech
klinicznych potwierdzita znaczenie predykcyjne uznanych czynnikéw jak wiek
chorego, stadium choroby nowotworowej, podwyzszone stezenie LDH i ferryty-
ny w surowicy krwi. Ponadto w analizie regresji wieloczynnikowej wykazano
wartos¢ rokownicza wielkosci guza pierwotnego i mozliwosci radykalnego usu-
nigcia guza. Wickszos¢ chorych prezentowata klinicznie niekorzystne czynniki
rokownicze (wiek >1 roku, rozsiane stadium choroby nowotworowe;j, duzy guz
w ognisku pierwotnym oraz podwyzszone st¢zenie LDH i ferrytyny w surowicy
krwi). Do grupy chorych wysokiego ryzyka wg klasyfikacji opartej na wieku,
stadium i obecnosci amp NMYC zaliczono 55 pacjentéw. Pacjenci byli leczeni
kompleksowo w uzaleznieniu od grupy ryzyka. Wigkszos¢ otrzymata wielole-
kowa chemioterapi¢ wstgpna, po ktérej wykonano zabieg usunigcia guza, a na-
stgpnie kontynuowano leczenie uzupetniajace z wykorzystaniem chemioterapii
konwencjonalnej. U 10 chorych z grupy wysokiego ryzyka zastosowano dodat-
kowo terapi¢ mieloablacyjna z autoprzeszczepem komoérek krwiotwdérczych.
Radioterapi¢ obejmujaca okolice ogniska pierwotnego lub zmiany resztkowe
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otrzymalo 20 chorych. W okresie prowadzonej obserwacji nastapil zgon z pro-
gresji choroby u 32 pacjentéw, pozostatych 78 zyje, a 67 osiagnglo catkowita
kliniczng remisj¢ choroby. Wznowg choroby rozpoznano u 16 chorych, sposréd
nich u dwéch uzyskano po leczeniu druga remisjg¢ catkowita choroby.

Typ morfologiczny Nb okreslono w preparatach histologicznych guzéw
u 104 chorych. Oceny morfologicznej 57 guzéw nowotworowych dokonano
przed wiaczeniem chemioterapii, badania morfologiczne guzéw po chemioterapii
wstgpnej wykonano u pozostatych 47 pacjentéw. Wsrdd typéw morfologicznych
przewazaly Nb o skapym podscielisku (79/104). Pozytywna odpowiedz na le-
czenie z uzyskaniem catkowitej remisji choroby znamiennie cz¢sciej stwierdzano
w grupie chorych z Nb o budowie zr6znicowangj i ,,morfologicznie korzystne;j”.

Badania cytogenetyczne oceniajace obecnos¢ trzech charakterystycznych dla
zwojaka zarodkowego markeréw genetycznych: amplifikacji onkogenu NMYC,
delecji chromosomu 1p oraz niepelnej trisomii chromosomu 17q metoda FISH
przeprowadzono u 85 chorych we fragmentach tkanek nowotworu lub w rozma-
zach nacieczonego przez komérki nowotworowe szpiku. Obecnos¢ amplifikacji
NMYC ujawniono w 23/78 (28%) badanych tkanek, del(1p) w 31/66 badan
(48%), a niepetna trisomia 17q wystgpowata w 30/63 guzéw (48%). Czestosc
wystegpowania amp NMYC oraz niepelnej trisomii 17q w grupie guzow Nb oce-
nianych przed podjgciem chemioterapii byta poréwnywalna z czestoscia wystg-
powania tych zmian genetycznych w drugiej grupie guzow ocenianych po che-
mioterapii. Natomiast del(1p) byta aberracja rzadziej wystgpujaca (36%) w gru-
pie guzéw po chemioterapii, niz w grupie ocenianej przed leczeniem (66%).
Obecnos¢ amp NMYC stwierdzano gléwnie w guzach u pacjentéw w wieku > 1
roku i z choroba zaawansowang klinicznie. Ploidi¢ komdrkowa oceniono w 48
guzach. W 10 przypadkach ploidi¢ okreslano na podstawie kariotypu komérek
nowotworowych, w pozostatych 38 przypadkach ploidi¢ oznaczono metoda cy-
tometrii przeplywowej. Stwierdzono obecnos¢ 25 guzéw okotodiploidalnych,
osiem guzéw okototriploidalnych i siedem okototetraploidalnych. i o§miu guzéw
hipodiploidalnych. Di- i tetraploidi¢ stwierdzano najczgsciej w skojarzeniu z in-
nymi niekorzystnymi parametrami prognostycznymi, to jest w nowotworach
zaawansowanych (III i IV stadium kliniczne), z duzym ogniskiem pierwotnym,
u chorych z podwyzszonym poziomem LDH w surowicy i VMA w moczu.

Aktywnos¢ proliferacyjna tkanki nowotworowej oceniano immunohistoche-
micznie z uzyciem przeciwcial p/w Ki-67. Aktywnos¢ ta wyrazona jako indeks
proliferacyjny (IP) wahata si¢ od 1,5-79,5% ($rednia 32,9 %, mediana 35,2).
Wartosci IP podzielono na niskie <20%, srednie [IP=20-40%, i wysokie >40%.
Nie obserwowano istotnego wptywu chemioterapii poprzedzajacej badanie tkan-
ki nowotworowej na aktywnos¢ proliferacyjng guzéw (mediana I[P w guzach
przed chemioterapia — 34,4% vs po chemioterapii 31%) (p=0,58). Guzy o budo-
wie ubogopodscieliskowej wykazywaly znamiennie wyzsza aktywnos¢ prolife-
racyjna niz bogatopodscieliskowe (p=0,01). Nieznamiennie wyzsze wartosci IP
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Nb w stadium klinicznym IV i guzy o najwickszym wymiarze > 10 cm, a takze
guzy rozwijajace si¢ w $rodpiersiu. Zaobserwowano wysokie stgzenie LDH
w surowicy u chorych z Nb o wysokiej aktywnosci proliferacyjnej. Wyzsza ak-
tywnos¢ proliferacja wystgpowata w guzach niemowlgcych (mediana IP=35%
w guzach niemowlecych vs 29,2% w guzach >1 roku zycia) (p=0,1). W odnie-
sieniu do badanych zmian genetycznych najwyzszy poziom IP (mediana 37,5%)
znaleziono w guzach z obecnoscia amp NMYC, najnizsze wartosci [P (mediana
23,5%) byly zwiazane z guzami triploidalnymi. Analiza wieloczynnikowa wyka-
zala istotny wplyw wartosci IP na prawdopodobienstwo przezycia, cho¢ niezna-
mienne byly réznice w szansie przezycia chorych z Nb przy podziale na grupy
charakteryzujace si¢ niskim, srednim lub wysokim IP.

W ocenie aktywnosci angiogenezy badano nastgpujace wskazniki: gestosé
unaczynienia tkanki nowotworowej w 78 guzach, ekspresj¢ cytokiny VEGF i jej
receptora Flk-1 w tkance nowotworowej w 75 guzach i poziom cytokin VEGF
i bFGF w surowicy krwi 38 pacjentow. Gestos¢ naczyn (MVD) liczono w ,,gora-
cych polach” w preparatach immunohistochemicznych. Unaczynienie guzéw
byto zréznicowane (32-385 naczyn/mm’; érednio 157/mm?). Stopien unaczynie-
nia guzéw przed i po chemioterapii byt zblizony (161/mm* vs 152/mm*). MVD
podzielono na trzy stopnie: niskie < 100 naczyn/mm’, érednie 100-300 na-
czyn/mm’ i wysokie > 300 naczyn/mm’. Stwierdzono wyzsze MVD w guzach
niemowlecych oraz w matych (< 5 ¢m) ogniskach pierwotnych. Pozytywna od-
powiedz na leczenie w postaci catkowitej remisji najczgsciej stwierdzano u cho-
rych z Nb o niskich wartosciach MVD (17/20=80,5% chorych). Jednak analiza
wieloczynnikowa nie wykazala wartosci MVD jako niezaleznego czynnika ro-
kowniczego. Ocena intensywnosci unaczynienia w zaleznosci od obecnosci
w guzie markerdw genetycznych wykazata wicksza liczbe guzéw o wysokiej
gestosci unaczynienia w grupie z obecnoscia del(1p) w poréwnaniu z guzami bez
tej aberracji (58% vs 26%).

Stwierdzono ujemna korelacje wartosci MVD oraz IP i ta zalezno$¢ pozo-
stawala na granicy znamiennosci statystycznej (Rs=-0,06). Kolejne wskazniki
angiogenezy, ekspresja czynnika VEGF i jego receptora Flk-1 w tkance nowo-
tworowej byly badane metoda jakosciowa na podstawie intensywnosci wybar-
wienia i odsetka komérek immunopozytywnych w reakcji z przeciwcialami p/w
tym czynnikom (+ staba reakcja, ++ $rednio intensywna reakcja, +++ silna reak-
cja). Nie stwierdzono zaleznosci migdzy ekspresja cytokiny VEGF i Flk-1 z ge-
stoscia naczyn tkance Nb. Ekspresja VEGF i Flk-1 w preparatach badanych
przed i po chemioterapii byta poréwnywalna. Analiza ekspresji obu tych czynni-
kéw w odniesieniu do cech klinicznych guza nie ujawnita istotnych zaleznosci
Wigksza ekspresje zaréwno VEGF jak i Flk-1 stwierdzono w guzach nisko-
i niezréznicowanych w poréwnaniu z guzami bardziej dojrzalymi, ale ta roznica
nie byla statystycznie istotna. W poszukiwaniu zwigzku ekspresji VEGF i mar-
keréw genetycznych stwierdzono, ze w grupie guzéw z obecnoscig del(1p)
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czesciej wystgpuje zwigkszona aktywnos¢ tej cytokiny (++/+++) niz w grupie
guzéw bez tej aberracji (80% vs 59%). Nie zaobserwowano zaleznosci ekspresji
receptora Flk-1 od badanych markeréw genetycznych.

Stgzenia cytokin proangiogennych: VEGF i bFGF metoda ELISA oznaczono
u 38 pacjentdéw przed rozpoczgciem leczenia oraz u 30 zdrowych dzieci z grupy
kontrolnej. Nie znaleziono statystycznie istotnej réznicy migdzy st¢zeniami tych
dwoch cytokin w grupie pacjentéw i w grupie kontrolnej.

Wartosei stgzenia VEGF w surowicy chorych wahaty si¢ od 28 do 1540
pg/ml (srednio 405 pg/ml) i tylko u 7 pacjentéw przewyzszato najwyzsza war-
tos¢ stgzenia tej cytokiny w grupie kontrolnej (>830 pg/ml). W szesciu guzach
pochodzacych od chorych z wysokim st¢zeniem VEGF w surowicy wykonano
badania cytogenetyczne - w 4/6 guzéw stwierdzono obecnos¢ amp NMYC
i w 3/6 obecnos¢ del (1p). Stezenie bFGF w surowicy pacjentow wahato si¢ od
0,0 do 33,1 pg/ml ($rednio 4,0 pg/ml) i byto poréwnywalne z wartosciami st¢zen
tej cytokiny w grupie kontrolnej. Jedynie u czgsci pacjentéw (20/38) stgzenie
bFGF osiagnelo poziom oznaczany.

Do istotnych elementéw pracy nie bedacych dotychczas przedmiotem badan
nalezy wyodrebnienie grupy guzéw Nb charakteryzujacych si¢ jednoczesnym
pobudzeniem aktywnosci zaréwno proliferacji jak i angiogenezy. Ten typ guzéw
charakteryzowal si¢ agresywnym rozwojem i wptywatl niekorzystnie na klinicz-
ny przebieg choroby. Dla okreslenia takich guzéw wprowadzono nowy parametr,
ktéry nazwano wskaznikiem naczyniowo-proliferacyjnym (WNP). WNP obli-
czano jako iloczyn wartosci indeksu proliferacyjnego oraz ggstosci naczyn w gu-
zach u 72 pacjentéw. Wartos¢ tego iloczynu wahata si¢ w zakresie od 102,0 do
17955,0 (srednia 5084, mediana 4292). Szczegdlnie wysoki WNP wykazywatly
guzy Nb rozwijajace si¢ w okresie niemowlgcym. Nieznamiennie wigksze praw-
dopodobienstwo przezycia stwierdzono u pacjentéw z Nb o wysokim WNP
(>5000). Natomiast u 64% pacjentéw powyzej 1 roku zycia i z WNP >7000 za-
konczyta si¢ zgonem w okresie 2 lat i 4 miesigcy od rozpoznania. Zaproponowa-
ny wskaznik naczyniowo-proliferacyjny WNP moze znalez¢ zastosowanie prak-
tyczne dla wytypowania pacjentéw szczegdlnie wysokiego ryzyka i opracowania
dla nich nowych strategii terapeutycznych z wykorzystaniem lekéw celowanych
w hamowanie proceséw angiogenezy i proliferacji.
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8. SUMMARY

Different response to the treatment in some patients with neuroblastoma
(Nb) tumors urge to look for new therapies. There is also a great need for new
prognostic indices in this neoplasm. Apart from well accepted clinical factors
influencing Nb course, such as patients age at the diagnosis and the disease
stage, the prognostic value of others has been demonstrated, among which the
importance of LDH and ferritin serum levels, tumor’s histology and the charac-
teristic genetic changes such as the presence of MYCN amplification, del(1p) or
17q gain has been stressed. Proliferation and angiogenesis are key phenomena in
the development of multiple neoplasms.

The purpose of this study was to investigate the importance of cell prolifera-
tion and angiogenesis on the clinical presentation and course of neuroblastoma.
Chosen angiogenesis and proliferation markers were correlated with the disease
clinical features, tumor’s histological structure and accepted genetic prognostic
indices.

110 neuroblastoma patients treated between 1.01.1994 and 1.06.2004 were
enrolled in this study. Mean observation time was 2 years and 4 months. Clinical
observation was terminated on the 1.06.2004.

Initially, a clinical feature analysis was performed in the investigated group,
together with histological and genetic parameters with established importance for
the prognosis in Nb tumors. Clinical characteristic of the investigated group was
similar to these reported by other authors. Statistical analysis confirmed the pre-
dictive value of the patient’s age, stage of the disease and elevated serum LDH
and ferritin on the patients’ survival probability. A predictive value of primary
tumor size and complete excision was in addition showed in the multivariate
regression analysis.

Most patients presented were of unfavorable clinical prognostic factors (age
> 1 year old, disseminated neoplasmatic disease, large primary site tumor and
elevated biochemical markers — LDH and ferritin). 55 patients were qualified to
the high-risk group according to the classification based on age, stage and the
MYCN status. The patients received combined treatment according to the risk
group qualification or the clinical stage of the disease. Most of the patients re-
ceived a multidrug initial chemotherapy followed by the tumor resection, after
which the treatment was continued with conventional chemotherapy. In 10 high -
risk patients an additional myeloablative chemotherapy was performed with
a subsequent autotransplantation of the hematopoetic stem cells. In 20 cases ra-
diotherapy was used. During the observation period 32 patients died of disease
progression, the remaining 78 was alive with 67 in complete clinical remission.
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The relapse was diagnosed in 16 patients out of which two achieved a second
complete remission.,

Nb morphological type has been defined in 104 patients from the tumor tis-
sue specimens. 57 specimens were analyzed before the oncological treatment, the
remaining 47 cases the analysis was performed after the induction therapy.
Stroma-poor tumors were predominant in the analyzed material (79/104). Posi-
tive response to the therapy, with complete remission, was statistically more
often in the group of favorable morphology patients.

In 85 patients cytogenetic evaluation of the three Nb markers (amp MYCN,
del(1p) and 17q gain) was performed using FISH in tumor slides or in the smears
from the infiltrated bone marrow. MYCN amplification was found in 23/78
(28%) of the specimens examined, del(1p) in 31/64 (48%) and 17q gain in 30/63
tumors (48%). Amp MYCN and 17q gain occurred with comparable frequency in
specimens evaluated before and after the initial chemotherapy, while del(1p) was
less frequent in specimens evaluated after chemotherapy (36%) comparing with
those from the group before the treatment (66%). Nb with amp MYCN was pre-
dominant in patients >1 year old and with a higher clinical stage of the disease.

Tumor cells ploidy was evaluated in 48 patients, using the tumor cells karyo-
type in 10 cases and flow cytometry in the remaining 38 patients. 25 tumors were
found to be neardiploid, 8 — neartriploid and 7 neartetraploid, in 8 tumors hypo-
diploidy was seen.

Di- and tetraploidy were most often observed in combination with other un-
fovourable prognostic factors, like I1I and IV clinical stage tumors, large primary
sites or the elevated serum LLDH activity or high urine VMA.

Proliferative activity was measured with anti Ki-67 monoclonal antibodies
immunostaining and expressed as a proliferative index (PI). PI varied from 1,5 to
79,5 % in the analyzed tumor sections (mean 32,9%, median 35,2%). PI values
were divided into three ranges: low <20%, intermediate 20-40% and high >40%.
Comparison of PI values in the untreated and pretreated patients did not show
any significant differences:: 34,4% before vs 31% after the initial treatment
(p=0.58)). Stroma-poor tumors showed a significantly higher proliferative index
comparing to stroma-rich ones (p=0,01). Tumors in the IV stage of progression,
larger than 10 cm and of mediastinal location tended to show higher PI values.
Elevated serum LLDH activity was noted in patients with high Nb proliferative
activity. Higher PI values were found in infant tumors (median PI=35% vs
29,2% in tumors arising >1 yr). When correlated with the genetic changes, the
highest PI (37,5%) was found in tumors with MYCN amplification, while the
lowest PI (23,5%) was connected with triploid tumors. Multivariate analysis
revealed a significant influence of the PI value onto survival rate, but the differ-
ences in survival probability between patients from the groups with high, me-
dium or high PI were of not significantly different.
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For the angiogenesis assessment the following markers were analyzed: vas-
cular density of the neoplasmatic tissue (78 tumors assayed), VEGF cytokine and
its receptor Flk-1 expression in the neoplastic tissue (75 tumors) as well as
VEGF and bFGF cytokine levels in the serum (38 patients).

Microvascular density (MVD) was counted in the ,hot-spots” of the CD34
immunostained tumor specimens. The number of blood vessels ranged from
32/mm’ to 385/mm’ (mean 157/mm?). Analysis of the MVD in specimens from
pretreated and untreated tumors indicated no significant differences (161/mm’ vs
152/mm?). Tumors were divided in respect of their MVD to three groups: low
vascularity < 100 blood vessels/mm’, medium - 100-300 blood vessels /mm” and
high >300 blood vessels /mm’. Higher MVD was noted in tumors from the in-
fants and in small (<5 cm) primary tumors. Treatment response understood as
complete remission was more frequent in patients with low MVD tumors
(17/20=80,5%). Patients with high MVD tumors presented the highest mortality
rate (6/14=43% patients). The correlation analysis of the vascular density and
genetic markers revealed a higher number of tumors with MVD exceeding the
mean values among those with 1p deletion comparing to the group without this
aberration (58% vs 26%).

Inverse correlation was found between PI and MVD which showed border-
line statistical significance (RS=0,06).

Further angiogenesis markers: VEGF and its receptor Flk-1 expression in the
neoplastic tissue was performed qualitatively. Immunohistochemical staining
with appropriate monoclonal antibodies was performed in the tumor slides.
Staining intensity and a percentage of immunopositive cells was evaluated
(+ weak reaction, ++ intermediate intensity of the reaction, +++ strong reaction).
No correlation between VEGF or Flk-1 expression and MVD was noted, neither
did VEGF or Flk-1 expression correlate with any clinical features analyzed.
VEGF expression in untreated and pretreated tumors was comparable. No differ-
ences were also seen in receptor Flk-1 expression among these groups. Higher
expression of both VEGF and Flk-1 was observed in poorly differentiated and
undifferentiated tumors as compared to the differentiating ones, but this differ-
ence was not statistically significant. Higher VEGF expression (++/+++) was
predominant in tumors with del(1p) comparing to tumors without this aberration
(80% vs 59%). Flk-1 expression did not correspond to any genetic markers ana-
lyzed in this study.

Proangiogenic cytokines: VEGF and bFGF were measured using ELISA in
38 patients before the initiation of the treatment and in 30 healthy children from
the control group. No statistically significant differences in serum concentration
of both cytokines were seen between the groups.

VEGF concentration ranged from 28 to 1540 pg/ml (mean 405 pg/ml) in the
patients sera. In 7 out of 38 patients VEGF levels exceeded the highest level in
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the control group (>830 pg/ml). In 6 six patients, showing high VEGF serum
levels, cytogenetic analysis of the tumor tissue was performed revealing MYCN
amplification in 4/6 cases and del(1p) in 3/6. bFGF concentrations ranged from
0,0 to 33,1 pg/ml (mean 4,0 pg/ml) in the patients sera. Only in 20/38 patients
did bFGF reach the level of detection and the concentration was comparable to
the control group.

An identification of Nb tumors group characterized by activation of both
proliferative and angiogenesis activity comprised an important part of this study,
as such a group has not been a subject of any study thus far. This type of tumor
demonstrated aggressive growth potential and had the unfavorable impact on the
clinical course of the disease. For descriptive purposes, in this group, a new pa-
rameter was introduced named vascular-proliferative index (VPI) and calculated
as a value of PI x MVD. VPI values were calculated for 72 patients and varied
from 102 to 17955 (mean 5084, median 4292) with especially high values in
tumors developed during infancy. Patients above 1 year with high VPI (>5000)
had a worse survival, but with no significant differences. Patients above 1 year of
age with VPI >7000 presented aggressive course of disease and 64% of them
died within 28 months following diagnosis.

Vascular-proliferative index (VPI) proposed in this study can serve as a prac-
tical guideline for extreme high risk patients identification, as well as it can be
helpful in introducing new treatment strategies aiming at angiogenesis and pro-
liferation.
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10. ZALACZNIKI
10.1. DOKUMENTACJA FOTOGRAFICZNA

Dokumentacj¢ fotograficzna badan immunohistochemicznych i cytogetycz-
nych sporzadzono przy uzyciu filméw negatywowych Kodak Gold Ultra 1SO
400/27°.

Przedstawione na fotografiach preparaty immunohistochemiczne (fot. 1-16)
wykonane zostaty przez dr Ewe Izycka-Swieszewska w Zakltadzie Patomorfolo-
gii AMG (kierownik — dr hab. Kazimierz Jaskiewicz, prof. ndzw. AMG).

Przedstawione na fotografiach preparaty cytogenetyczne (fot. 17-22) wyko-
nane zostaty przez dr Iwong Kardas w Katedrze i Zaktadzie Biologii i Genetyki
AMG (kierownik — prof. dr hab. Janusz Limon).

10.2. WZOR ANKIETY DANYCH KLINICZNYCH

Opracowany zostal przez autorke badan.
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Fot. 1. Zwojak zarodkowy wspdtczulny - preparat immunohistochemiczny. Komérki
znakowane przeciwciatami p/w Ki-67 (pow. mikroskop. 400x). Wysoki IP=72%.

Phot. 1. Neuroblastoma - immunohistochemical staining of Ki-67 positive cells (micro-
scop. magnific. 400x). High PI=72%.

Fot. 2. Zwojak zarodkowy wspdtczulny - preparat immunohistochemiczny. Komérki
znakowane przeciwciatami p/w Ki-67 (pow. mikroskop. 400x). Niski IP=5%.

Phot. 2. Neuroblastoma - immunohistochemical staining of Ki-67 positive cells (micro-
scop. magnific. 400x). Low PI=5%.
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Fot. 3. Ganglioneuroblastoma - preparat immunohistochemiczny wykonany z zastoso-
waniem przeciwciat p/w Ki-67 (pow. mikroskop. 400x). Brak komdrek immunopozyty-
wnych. IP=0%.

Phot.3. Ganglioneuroblastoma - immunohistochemical staining of KI-67. Lack of Ki-67
positive cells (microscop. magnific. 400x). IP=0%.

Fot. 4. Zwojak zarodkowy wspoéiczulny - preparat immunohistochemiczny (pow. mikro-
skop. 200x). Widoczne sa naczynia w ,.,goracym polu” znakowane przeciwciatami p/w
CD34. Stwierdzono wysoka gestos¢ naczyn MVD =304 naczyn/mm?,

Phot.4. Neuroblastoma — immunohistochemical staining for CD 34 (microscop. magnific.
200x). The vessels are visualized in “hot spot”. The high vasularity is stated MVD=304
vessels/mm®.
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Fot. 5. Zwojak zarodkowy wspétczulny - preparat immunohistochemiczny (pow. mikro-
skop. 200x). Widoczne sa naczynia w ,,goracym polu” znakowane przeciwciatami p/w
CD34. Gestos¢ naczyn w ,,goracym polu” jest niska MVD=48 naczyn/mm®.

Phot.5. Neuroblastoma — immunohistochemical staining for CD 34 (microscop. magnific.
200x). The vessels are visualized in “hot spot”. The low vasularity is stated MVD=48
vessels/mm’.

Fot. 6. Zwojak zarodkowy wsp6tczulny - preparat immunohistochemiczny (pow. mikro-
skop. 200x). Widoczne sa naczynia w ,,goracym polu” znakowane przeciwciatlami p/w
CD34. Gestosé naczyn w ,,goracym polu” jest niska MVD=96 naczyfh/mm’.

Phot.6. Neuroblastoma — immunohistochemical staining for CD 34 (microscop. magnific.
200x). The vessels are visualized in “hot spot”. The low vasularity is stated MVD=96
vessels/mm’.
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Fot. 7 Ganglioneuroblastoma - preparat immunohistochemiczny (pow. mikroskop. 200x).
Widoczne sa naczynia znakowane przeciwciatami p/w CD34. Gestos¢ naczyn jest niska
MVD=64 naczyﬁ/mmz.

Phot.7. Ganglioneuroblastoma — immunohistochemical staining for CD 34 (microscop.
magnific. 200x). The vessels are visualized. The low vasularity is stated MVD=64 ves-
sels/mm’.

Fot. 8. Zwojak zarodkowy wspétczulny - preparat immunohistochemiczny znakowany
przeciwcialami przeciw VEGF (pow. mikroskop. 200x). Wysoka ekspresja VEGF
w ,,goracym polu” (+++).

Phot.8. Neuroblastoma — immunohistochemical staining for VEGF (microscop. magnific.
200x). There is high VEGF expression in “hot spot” (+++).
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Fot. 9. Zwojak zarodkowy wspoétczulny-preparat immunohistochemiczny znakowany
przeciwcialami przeciw VEGF (pow. mikroskop. 200x). Ekspresja VEGF w ,,goracym
polu” (++).

Phot.9. Neuroblastoma — immunohistochemical staining for VEGF (microscop. magnific.
200x). The VEGF expression in ,,hot spot”(++).

Fot. 10. Zwojak zarodkowy wspéiczulny - preparat immunohistochemiczny znakowany
przeciwciatami przeciw VEGF (pow. mikroskop. 200x). Niska ekspresja VEGF w ,,gora-
cym polu” (+).

Phot.10. Neuroblastoma — immunohistochemical staining for VEGF (microscop. mag-
nific. 200x). There is low VEGF expression in “hot spot” (+).
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Fot. 11. Ganglioneuroblastoma - preparat immunohistochemiczny znakowany przeciw-
ciatami przeciw VEGF (pow. mikroskop. 200x). Wysoka ekspresja VEGF w komoérkach
zwojowych (+++).

Phot.11. Ganglioneuroblastoma — immunohistochemical staining for VEGF (microscop.
magnific. 200x). There is high VEGF expression in “hot spot” (+++).

Fot. 12. Zwojak zarodkowy wspétczulny-preparat immunohistochemiczny znakowany
przeciwciatami przeciw Flk-1 (pow. mikroskop. 400x). W ,,goracym polu widoczne sa
komorki naczyn z wysoka ekspresja Flk-1 (+++).

Phot.12. Neuroblastoma — immunohistochemical staining for Flk-1 (microscop. mag-
nific. 400x). There is high Flk-1 expression in “hot spot” (+++).
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Fot. 13. Zwojak zarodkowy wspdiczulny - preparat immunohistochemiczny znakowany
przeciwcialami przeciw Flk-1 (pow. mikroskop. 400x). W ,,goracym polu” widoczna jest
niska ekspresja Flk-1- w pojedynczych komérkach nowotworowych(+).

Phot.13. Neuroblastoma — immunohistochemical staining for Flk-1 (microscop. mag-
nific. 400x). There is low Flk-1 expression inside several cells in “hot spot” (+).

Fot. 14. Zwojak zarodkowy wspétczulny - preparat immunohistochemiczny znakowany
przeciwciatami przeciw Flk-1 (pow. mikroskop. 400x). Widoczna jest ekspresja Flk-1
w komdrkach nowotworowych i naczyniach (++).

Phot. 14. Neuroblastoma — immunohistochemical staining for Flk-1 (microscop. mag-
nific. 400x). Flk-1 expression is visualized inside the neoplasmatic cells and in the ves-
sels (++).
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Szpik pacjenta z rozpoznaniem Neuroblastoma

Ampilifikacja onkogenu MYCN

Fot. 15. Amplifikacja NMYC. Badanie metodg FISH komérek Nb z rozmazu szpiku.
Sonda malujaca: LSI N-myc Spectrum Orange (pow. mikroskop. 1250 x). Strzatka
wskazuje sygnal onkogenu NMYC w jadrze kom. z obecnosciag dwéch kopii NMYC,
w pozostatych jadrach stwierdza si¢ zwickszona liczbe sygnaldw.

Phot.15. MYCN amplification. FISH analysis of Nb cells from bone marrow smear. Paint
probe: LSI N-myc Spectrum Orange (microscop. magnific. 1250x). Arrow-head indicate
signal of oncogen MYCN in the cell nucleus with two copies of MYCN, in the rest nuclei
multiplication of signals is seen

n-myc
R.F. NB-16H

Fot. 16. Amplifikacja NMYC. Badanie metoda FISH komérek Nb z preparatu odcisko-
wego gurza. Sonda malujaca: LST N-myc Spectrum Orange (pow. mikroskop. 1250 x).
We wszystkich jadrach wystepuje masywna amplifikacja badanego onkogenu.

Phot. 16. MYCN amplification. FISH analysis of Nb cells from the imprint slide of a pri-
mary tumor. Paint probe: LSI N-myc Spectrum Orange (microscop. magnific. 1250x).
The massive amplification of MYCN is seen in every cell nucleus.
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Jadro interfazaine z delecja chromosomu 1p

Fot. 17. Komorka z delecja fragmentu krétkiego ramienia chromosomu 1. Badanie metoda
FISH komérek Nb z preparatu odciskowego guza (pow. mikroskop. 1250 x). Zastosowano
sond¢ centromerowa (kolor czerwony) oraz telomerowa (kolor zielony) chromosomu 1.
Stosunek sygnaléw zielonych do czerwonych wskazuje na delecj¢ w chromosomie 1p.
Phot.17. Deletion of the part of short arm of chromosome 1. FISH analysis of Nb cell
Sfrom the imprint slide of a primary tumor (microscop. magnific. 1250x). Painted probes:
centromeric probe (green colour) and telomeric probe (red colour) of chromosome 1.
The rate of green signals to the red signals indicates the presence of del(1p).

Chromosomy metafazaine z hodowli in vitro neuroblastoma = delecja chromosomu 1

Fot. 18. Chromosomy metafazalne z delecja chromosomu 1p. Zastosowano badanie
metodq FISH chromosoméw uzyskanych z komérek metafazalnych hodowanych in vitro
(pow. mikroskop. 1250x). Zaznaczony strzatka chromosom 1 (obszar okolocentromero-
wy $wieci na czerwono) pozbawiony jest okolotelomerowego fragmentu (brak zielonego
sygnatu).

Phot.18. Metaphase chromosomes with del(lp). FISH analysis of chromosomes from Nb
cells from tumor tissue culture (microscop. magnific. 1250x). Arrow-head indicate chro-
mosome 1 (centromeric red signal without telomeric green signal)



Zataczniki 203

Fot. 19. Cze$ciowa trisomia chromosomu 17q w jadrach komérkowych Nb. Badanie
metoda FISH komérek z preparatu odciskowego (powigkszenie: 100x12,5). Poprzez
analiz¢ stosunku sygnaléw czerwonych (sonda specyficzna dla obszaru 17q21.3-q23)
oraz ziclonych (sonda centromerowa chromosomu 17) wykazano czgéciowa trisomig
chromosomu 17.

Phot.19. Partial 17q gain in Nb cells nuclei. FISH analysis from the imprint slide of a
primary tumor (microscop. magnific. 1250x). Analysis of the rate of probe signals: red
signals (specific probe for 17q21.3-q23 region) to green signals (centromeric probe of
chromosome 17) indicates the presence of partial 17q gain.
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10.3. NEUROBLASTOMA
Ankieta danych klinicznych
Czesc1

Dane wstepne:

Imig i nazwisko pacjenta e e

Data urodzenia PaCieNta ..ottt sr e e e e ea e e s

Data rozpoczecia IeCZemia ...t e e e s

Rozpoznamie hiSt.-PAt ottt st et e e e et e

NI RISE-PAt ettt ettt et e et n

Lokalizacja 0gniska PIEIWOINEEZO  ....coirriieieniieicienteteteteenteresrenres e st ss e e e seens e benseseeneas

WielkoSC 0ZNISKA PIEIW. Lottt ettt st se e st sr e e e e ea e e s

LoKalizaCja PIZEIZULOW it cceie sttt ee e st eeesresr e e srene e e seens e ense e eaean

Stadium ZaawanSOWANIA oieviiviiieereiiiiieeeerteeeeererieeeerraeesernnneererneeeesseneeserrnnns

Schemat IECZENIA ettt ettt e e e ea st e ae e s s eaans

Czy wykonano: Zabicg operacyjny resekcji ogniska pierwotnego?

Tak Nie (podkreslic)

Data zabiegu: .......ccccceeeeecueneene

Biopsj¢ guza
Tak Nie

Data biopsji: ..coceceeveneeceecueennees

Wyijsciowe parametry biochemiczne:

LDH w surowicy .. NOMmMY: .o
VMA wmoczu NOMmMY: .o
Inne katecholaminy ...t NOIMY: ..o
OB.
Ferrytyna Ll

NSE
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Czes¢ I ankiety

Dane dotyczace przebiegu choroby

Zabiegi operacyjne:

Radykalnose.......c.coiniiiiiiniiciciicctctnent et st

Radykalnose.......c.coiniiiiiiniiciciicctctnent et st

Radykalnose.......c.coiniiiiiiniiciciicctctnent et st

Data zabiegu .................. EYP ZADIEZU .ottt sttt ettt e e e e eeen
Data zabiegu .................. EYP ZADIEZU .ottt sttt ettt e e e e eeen
Data zabiegu .................. EYP ZADIEZU .ottt sttt ettt e e e e eeen
Radioterapia

Data

od.... oo do...coceeunnne dawka .....cconiivciiinienn

Inne metody leczenia

Terapia mieloablacyjna z autoprzeszczepem Tak
Data

od........... do..ees

Kwas retinoinowy Tak
Data

od .o do..oeen

Nie

Nie
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Uzyskany dotychczasowy efekt leczenia (1.06.04)
Czy wystapita wznowa choroby? Tak Nie
Data wznowy .

Leczenie WZNOWY-SChEIMAL .......cccuiiiiiiiiiirieie ettt e sttt et st eeesrene e e see e et eaaeseenean

Obecnie pacjent: ni¢ zakonczyt leczenia
zakonczyt leczenie (CR1)
wznowa — obecnie w trakcie leczenia
zakonczyt leczenie wznowy(CR2)
kiedy zakonczyt leczenie z uzyskaniem CR1 ......................
z uzyskaniem CR2 ........ccccocueueee.
Aktualny efekt leczenia (1.06.04)
(podkresli¢): remisja catkowita
remisja czesciowa
choroba stabilna
progresja choroby
Zoon: data zgonu..........ccceeenee.
z powiktan

z progresji choroby
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11. ANEKS: PRACE OPUBLIKOWANE



