UNIVERZITET U BEOGRADU
BIOLOSKI FAKULTET

Marina M. Purisic

HETEROGENOST STATUSA MYCN ONKOGENA |
PRISUSTVO DELECIJE 1p KOD BOLESNIKA SA
NEUROBLASTOMOM U SRBUI

doktorska disertacija

Beograd, 2014



UNIVERSITY OF BELGRADE
FACULTY OF BIOLOGY

Marina M. Purisic

HETEROGENITY OF MYCN ONKOGENE STATUS
AND 1p DELETION IN SERBIAN
NEUROBLASTOMA PATIENTS

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2014



MENTORI: Profesor dr Marija Gué-Séekié

Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu

Profesor dr Sofija Pavkovi¢-Luci¢

Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu

CLANOVI KOMISIJE: Docent dr Dragana Vujié

Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu

Nauéni saradnik dr Nasta Tanié¢

Institut za nuklearne nauke Vinca, Beograd

DATUM ODBRANE: 28.03.2014.



Naslov
,,HETEROGENOST STATUSA MYCN ONKOGENA | PRISUSTVO DELECIJE
1p KOD BOLESNIKA SA NEUROBLASTOMOM U SRBIJI “.

Rezime

Neuroblastom je najces¢i ekstrakranijalni solidni tumor u de¢jem uzrastu. Klinicki
tok neuroblastoma je veoma varijabilan i zavisi od uzrasta u kome se dijagnostikuje,
stadijuma, histologije i genetickih promena kao S§to su amplifikacija MYCN onkogena
(MNA), aberacije na hromozomima 1p, 11q 1 ploidija . Ovako razli¢it klini¢ki tok ukazuje
na geneticku heterogenost tumora sa mnogim genima-kandidatima koji su se izdvojili
nakon vise godina proucavanja.

Predmet ove doktorske disertacije je utvrdivanje MYCN statusa na uzorcima tumora
bolesnika sa neuroblastomom. MYCN status je odredivan fluorescentnom in situ
hibridizacijom (FISH) i detekcijom broja signala na nivou c¢elije na uzorku tumora, a taj
broj se prezentuje kao:

- normalan status,
- visak MYCN (MYCN umnozZen do 4 puta) i
- amplifikacija MYCN (MYCN umnoZen preko 4 puta)

Predmet disertacije je i utvrdivanje prusutva ili odsustva delecije na kratkom kraku
hromozoma 1 (1p36.3) takode na tumorskim uzorcima. Delecija 1p36.3 je detektovana
FISH metodom ili poredenjem DNK markera tumorskog tkiva i periferne krvi bolesnika

nakon PCR reakcije.

Istrazivanje je obuhvatilo grupu od 72 bolesnika sa neuroblastomom le¢enih na

Institutu za zdravstvenu zastitu majke i deteta Srbije ,Dr Vukan Cupi¢“ izmedu

1997.godine i 2012.godine.

Ispitivanje MYCN statusa je imalo za cilj poredenje bioloskih i klini¢kih
karakteristika tumora koji imaju MNA sa onim tumorima koji imaju visak MYCN
onkogena. Cilj istrazivanja je bio i odredivanje uticaja razli¢itog statusa MYCN na tok i

ishod bolesti, kao i utvrdivanje korelacije MNA i viska MYCN sa prisustvom delecije



1p36.3 i procene rizika nakon udruzivanja ovih parametara. Utvrdeno je da je MNA
udruzena sa ostalim nepovoljnim prognostickim karakteristikama — uzrastom iznad 19
meseci, vi§im stadijumima bolesti i prisustvom delecije 1p36.3 ima za posledicu loSiju
prognozu i ishod bolesti. Visak MYCN onkogena je udruzen sa viS§im stadijumima bolesti,
ali je ravnomerno prisutan i u povoljnom i u nepovoljnom uzrastu, kao i medu grupama
bolesnika sa del 1p36.3 i bez del 1p36.3 pa je njegov uticaj na tok i ishod bolesti vezan za
ostale prognosticke parametre. Delecija 1p36.3, iako c¢eS¢e udruzena sa nepovolnim
prognostickim karakteristikama (nepovoljnim uzrastom, MNA, vi§im stadijumima bolesti),
kao ni viSak MYCN onkogena, nisu izdvojeni kao nezavisni prognosticki parametri u

istraZzivanjima u ovom radu.

Kljuéne re¢i: neuroblastom, visak MYCN onkogena, amplifikacija MYCN onkogena,

delecija 1p36.3, prognosticki faktori
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Title
»HETEROGENITY OF MYCN ONKOGENE STATUS AND 1p DELETION IN
SERBIAN NEUROBLASTOMA PATIENTS

Summary

Neuroblastoma is the most common extra cranial solid tumour in childhood. The
clinical course of neuroblastoma is variable and it depends of the age at the time of
diagnosis, stadium, histology and genetic aberrations such as amplification of MYCN
oncogene (MNA), aberrations of chromosomes 1p, 11q and ploidy. This variable clinical
course also points at genetic heterogeneity of neuroblastoma with numerous genes-
candidates that were detected over the past years.

The aim of this doctoral dissertation was detection of MYCN status in tumour
samples of neuroblastoma. MYCN status was detected by fluorescence in situ hybridization
(FISH) counting the number of signals at the single cell level and it was presented as:

- normal status,
- MYCN gain (MYCN amplified > 4-fold) and
- amplification of MYCN (MYCN amplified > 4-fold)

Also, the aim of this work was detection of presence or absence of 1p36.3 deletion

in tumour samples. 1p36.3 deletion was detected either by FISH or by comparison of DNA

markers in tumour tissue and peripheral blood samples after PCR reaction.

This investigation included a group of 72 patients diagnosed with neuroblastoma at
the Mother and Child Health Institute of Serbia ,,Dr Vukan Cupi¢* between years 1997 and
2012.

The goal of MYCN status evaluation was comparison of biologic and clinical
characteristics between neuroblastoma with MNA compared to tumours with MYCN
oncogene gain and its significance to clinical course and the outcome. Also, we determined
correlation of MNA and MYCN gain with presence of 1p36.3 deletion evaluating the risk

on multivariate analysis. It has been confirmed that MNA associated with the other poor



prognostic markers (age > 19 months, higher clinical stage, 1p36.3 deletion) leads to poorer
prognosis and the outcome.

MYCN oncogene gain is associated with a higher clinical stage, but is evenly
distributed within a favourable and a non-favourable age groups, as well as, among the
groups with or without 1p36.3 deletion, so that its influence on the course and the outcome
is connected with the other prognostic parameters.

1p36.3 deletion, although is more commonly associated with a non-favourable
prognostic parameters (age, higher clinical stages, MNA) is not, similar to MYCN gain,
independent prognostic parameter.

Key words: neuroblastoma, MYCN gain, MYCN amplification, 1p36.3 deletion, prognostic
factors

Scientific field: Biology / Medical genetics

UDK number:
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1. UVOD

Embrionalni kanceri su heterogena grupa kancera ¢ije su celije nediferentovane i
slicne su C¢elijama embriona u razvoju. Osnovne forme embrionalnih kancera su
neuroblastom (ukljucuju¢i ganglioneuroblastom), nefroblastom (Wilmsov tumor),
retinoblastom i hepatoblastom. Ovo su tipi¢ni tumori u de¢jem uzrastu i njihove klini¢ke i
bioloske karakteristuke su uglavnom dobro poznate zahvaljuju¢i kooperativnim grupama
¢ija se saznanja iz kliniCkih studija sabiraju i rezultuju u primeni efektivne terapije.
Ucestalost ovih tumora je retka 1 u odnosu na sve de¢je kancere iznosi 7.6% za
neuroblastom, 5.5% za nefroblastom i 2.1% za retinoblastom [1]. Neuroblastom (NB) je
solidni tumor ¢ije Celije vode poreklo od Celija neuralne kreste, pa je lokalizacija ovog
tumora karakteristicna za mesta migracije ovih Celija, a to su srz nadbubrezne Zlezde i
paraspinalna mesta gde je prisutno tkivo simpatickog nervnog sistema. Priblizno 40%
neuroblastoma se dijagnostikuje u toku prve godine Zivota, 75% se dijagnostikuje do
Cetvrte godine zivota, dok se do 10. godine dijagnostikuje 98% neuroblastoma [2].
Incidenca neuroblastoma se uglavnom izrazava kao broj novodijagnostikovanih slucajeva
za godinu dana i godiSnja incidenca iznosi 1/70.000 kod dece ispod 15 godina [3].
Prevalenca se kre¢e od 1-5 / 10.000, odnosno 1/7.000 Zivorodene dece [2,3]. Smrtnost od
neuroblastoma iznosi 15% od ukupne smrtnosti izazvane malignim tumorima kod dece [4].
Po ucestalosti malignih bolesti, neuroblastom je na cetvrtom mestu, a prethode mu
leukemije, kranijalni tumori i limfomi.

Klinicki tok kod neuroblastoma varira od spontane regresije nekih tumora do
neizlecive bolesti uprkos primeni multimodalne terapije. Tok bolesti i ishod najvise zavise
od uzrasta, stadijuma, histologije i odredenih geneti¢kih promena. U zavisnosti od
kombinacije ovih parametara su formirane i grupe rizika (mali, srednji i visok rizik), a na
0snovu procenjenog rizika primenjuje se i adekvatan terapijski protokol [2].

Neke geneticke promene, kao §to su ploidija, amplifikacija onkogena ili alelski

gubitak (engl. allelic loss), koje su identifikovane kod neuroblastoma stoje u asocijaciji sa



klini¢kim tokom. Na primer, ,,near triploidija je asocirana sa povoljnim ishodom bolesti
dok je MYCN amplifikacija ili gubitak heterozigotnosti na hromozomu 1p udruzen sa
agresivnim tumorima i lo§im ishodom [2]. Ova i mnoga druga zapazanja vezana za
biolosku osnovu neuroblastoma daju uvid u mehanizme maligne transformacije i
progresije, kao i spontane diferencijacije i regresije. Neke od ovih genetickih promena, kao
Sto je amplifikacija MYCN onkogena, predstavljaju znaCajan parametar u predvidanju
odgovora na terapiju i ishoda bolesti i kao takve su postale esencijalna komponenta u
karakterizaciji tumora prilikom postavljanja dijagnoze.

1.1. ISTORUAT

Slika 1. Rudolf Virchow (preuzeto sa http://en.wikipedia.org/wiki/Neuroblastoma)

Nemacki lekar Rudolf Virchow je 1864. godine prvi opisao neuroblastom kao
abdominalni tumor kod dece oznadivsi ga kao “gliom” ("glioma") (slika 1) [5].

Na pocetku 20. veka tri lekara, James Homer Wright, William Pepper i Robert
Grieve Hutchison, su imala znaajnu ulogu u definisanju patologije neuroblastoma i
definisanju nacina metastaziranja vezano za uzrast pacijenata. Ova otkri¢a su dovela do
poboljSanja terapije i smanjenja morbititeta danas. James Homer Wright je 1910. godine

objavio rad ,,Neurocytoma or neuroblastoma: a kind of tumor not generally recognized*



gde je izneo svoje neslaganje sa patoloskim dijagnozama ovog tumora prethodno opisanog
kao sarkom, sarkom okruglih ¢elija ili limfosarkom [6]. Neki bolesnici su imali
diseminaciju u jetri, neki su imali metastaze u kostima, ali su svi bolesnici imali adrenalni
tumor sa cirkularnim grupicama c¢elija koje je on nazvao rozete. Zbog toga §to su te celije
bile identi¢ne ¢elijama fetalnog adrenalnog tkiva on je ovaj tumor nazvao neuroblastom.
Wright je prvi uocio da se ovaj tumor sastoji od primitivnih neuralnih ¢éelija. Druga dva
lekara su u svojim prethodnim radovima opisali dva razliita nadina Sirenja tumora.
William Pepper je 1901. godine objavio rad o grupi odoj¢adi sa adrenalnim tumorom i
masivnom infiltracijom jetre bez Sirenja u kosti §to bi, po danas vazecoj klasifikaciji
odgovaralo stadijumu 4S, a 1907. godine je Robert Grieve Hutchison publikovao svoje
iskustvo sa sliénom patologijom kod starije dece koja su imala metastaze na lobanji 1

orbitama [7, 8].

1.2.  EMBRIONALNI RAZVOJ NEURALNE KRESTE

Nervni sistem se deli na centralni i periferni nervni sistem. Centralni nervni sistem
(CNS) obuhvata mozak i kicmenu mozdinu, dok se periferni nervni sistem (PNS) deli na
somatski i autonomni nervni sistem. | somatski i autonomni sistem se sastoje od aferentnih
(ushodnih) i eferentnih (nishodnih) vlakana (slika 2). Eferentna vlakna nervnog sistema
imaju svoj simpaticki i parasimpaticki deo koji se razlikuju po svojim funkcijama, odnosno,
obi¢no izazivaju suprotne reakcije.

Svi delovi nervnog sistema nastaju od zadebljanja ektodermalnog dela dorzalne
strane embriona koje se naziva neuralna ploca. Postavljanje neuralne ploce i epidermalnog

ektoderma u poloZzaj jedan pored drugog indukuje formiranje neuralne kreste (slika 3).
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Slika 2. Podela nervnog sistema (preuzeto sa http: //wwwserver.medfak.ni.ac.rs/
PREDAVANJA/3.%20FARMACIJA/ANATOMIJA/11.%20predavanje%20
Pavlovic.pdfuz modifikaciju)
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Slika 3. Formiranje  neuralne cevi i neuralne kreste (preuzeto sa
http://www.biog1105-1106.0rg/demos/106/unit03/media/neuralcrestdev.jpg
uz modifikaciju)
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1.2.1. Putevi migracije ¢elija neuralne kreste i njeni derivati

Nervna cev daje centralni nervni sistem, neuralna kresta daje periferni nervni
sistem, a somiti daju tela prsljenova. lako je derivat ektoderma, neuralna kresta se ponekad
naziva Getvrti germinativni sloj zbog svog znacaja. Celije neuralne kreste migriraju i
generisu veliki broj razli¢itih tipova ¢elija u koje spadaju i

[1] neuroni i ¢elije glije senzornog, simpatickog i parasimpatickog nervnog sistema,
[2] Ccelije srzi nadbubrezne Zlezde

[3] pigmentne Celije epidermisa i

[4] mnoge éelije skeletnog i vezivnog dela glave.

Sudbina ¢elija neuralne kreste u velikom delu zavisi od toga gde migriraju i gde se
pozicioniraju (slika 4).

Neuralna kresta se deli na funkcionalne regione (regioni se preklapaju): kranijalni,
kardijalni, vagalni i sakralni i trunkusni. Trunkusne ¢elije neuralne kreste migriraju u dva
glavna pravca: 1) dorzolateralno i tada formiraju melanocite i 2) ventrolateralno kada
formiraju senzorne (dorzalne korenove) i simpaticke neurone, srz nadbubrezne Zlezde i1

Svanove ¢elije (slika 5).
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1.2.2. Postganglijski simpaticki neuroni i sinteza kateholamina

Postganglijski simpaticki neuroni leZe u simpatickim ganglijama i njihovi aksoni se
pridruzuju perifernim spinalnim nervima i dolaze do ciljnih organa. Jedini izuzetak od
ovakve inervacije jeste srz nadbubrezne zlezde (adrenalne medule). Preganglijski, a ne
postganglijski simpaticki neuroni inervisu srz nabubrega, tj. njene hromafine ¢éelije koje
lu¢e kateholamine adrenalin i noradrenalin. Parasimpaticki postganglijski neuroni se nalaze
u samom zidu ciljnih organa ili u ganglijama vrlo blizu njih, i vrlo su kratka, dok su kod
simpatickog sistema preganglijska vlakna kratka, a postganglijska dugacka.

Adrenergicka transmisija predstavlja vrstu nervne transmisije koja se odvija putem
kateholamina. Ovakav vid transmisije se odvija na postganglijskim neuronima simpatickog
sistema, dok se na preganglijskim zavrSecima odvija holinergicka transmisija (nervna
transmisija koja se obavlja putem acetilholina). Ova transmisije se, takode, odvija i u CNS-
u. Kateholamini su jedinjenja koja sadrze katehol (aromati¢ni prsten sa dve hidroksilne
grupe) i aminski bo¢ni lanac razli¢ite duzine. Najznacajniji kateholamini su:

- noradrenalin (norepinefrin) — oslobada se na krajevima simpatickih nervnih

zavrSetaka i u CNS-u, a izluCuje ga i srz nadbubrezne Zlezde;

- adrenalin (epinefrin) — hormon koji sekretuje srz nadbubrezne Zlezde; takode je i
neurotransmiter u CNS-u;

- dopamin — neurotransmiter u CNS-u i u pojedinim organima na periferiji.

Put sinteze kateholamina (shema 1):

- iz aminokiseline tirozina pod dejstvom  tirozin-hidroksilaze se sintetiSe
dihidroksifenilalanin (DOPA) u citosolu nervnog zavrSetka. Ovo je selektivan
enzim i kontrolni enzim u sintezi.

- DOPA pod dejstvom dopa-dekarboksilaze prelazi u dopamin, takode u citosolu.
Ovaj enzim nije specifican za DOPA. Dopamin prelazi u sinapticke vezikule
aktivnim transportom.

- pod dejstvom dopamin-B-hidroksilaze dopamin prelazi u noradrenalin. Ovaj enzim
se nalazi vezan za membranu vezikula. Sinteza se ovde zavrSava u

noradrenergickim neuronima.



- enzim feniletanolamin-N-metiltransferaza kataliSe prelaz noradrenalina u adrenalin.

Ovaj enzim se u najve¢oj meri nalazi u adrenalnoj meduli, a mnogo manje i u CNS-

u.
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Shema 1. Put sinteze kateholamina (preuzeto sa http://sr.wikipedia.org/sr/Kateholamin

uz modifikaciju)

1.3.  KLINICKA SLIKA NEUROBLASTOMA

Primarni tumor se najceS¢e javlja u abdomenu (65%), a polovina od ovih tumora
nastaje u srzi nadbubrega [9]. Trideset pet procenata se dijagnostikuje u paraspinalnim

ganglijama, 20% u posteriornom delu mediastinuma, 5% u karlici i 5% na vratu [10].



Simpaticka inervacija

Slika 6. Simpaticka inervacija (preuzeto sa http: //en.wikipedia.org/
wiki/File:Blausen_0838_Sympathetic_Innervation.png

Simptomi variraju u zavisnosti od lokalizacije i veli¢ine primarnog tumora kao i od
postojanja metastaza i njthove lokacije. NajceS¢i simptomi su bol (u 34% slucajeva),
povisena telesna temperatura (28%) i gubitak tezine (21%) [11]. Kod nekih neuroblastoma,
uglavnom u niZzem stadijumu, nema simptoma i oni se dijagnostikuju slucajno. Postoje i
simptomi koji su retki, ali karakteristi¢ni za neuroblastom i to su:

* pareza donjih ekstremiteta zbog intraspinalne ekspanzije primarnog paraspinalnog tumora
(4%)
 teSka dijareja zbog produkcije vazoaktivnog intestinalnog peptida (VIP) od strane
tumorskih Celija (4%)
» akutna cerebelarna encefalopatija koja se odlikuje ataksijom, munjevitim trzajima ocnih
jabuéica (opsoclonus) i trzajima miSica (mioklonusom) koji su posledica nepoznatog
metaboli¢kog poremecaja (2-8%)

* Hornerov sindrom moZe biti prisutan kod bolesnika sa neuroblastomom koji je
lokalizovan u regionu cervikalnih ili gornjih torakalnih simpatickih ganglija (1-7%)
* hipertenzija, crvenilo lica ili ekstenzivno znojenje zbog povecanih koncentracija
kateholamina (0-2%) [9].


http://en.wikipedia.org/wiki/File:Blausen_0838_Sympathetic_Innervation.png
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Blausen_0838_Sympathetic_Innervation.png
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Slika 7. Klini¢ka prezentacija neuroblastoma (Maris i sar., Lancet 2007)

Veliki broj neuroblastoma koji su u nizem stadijumu su inkapsulirani i mogu se

odstraniti hirurSki bez ve¢ih komplikacija, ukoliko lokalizacija to dozvoljava. Tumori u

viS§im stadijumima infiltriSu okolne organe i mogu obuhvatiti vazne nerve ili krvne sudove,

Sto ih svrstava u neoperativne u vreme postavljanja dijagnoze. Neuroblastom obi¢no

metastazira u regionalne limfne ¢vorove i koStanu srz, a iz srzi u korteks kosti. Takode,

cesto odrediste diseminovanih tumorskih ¢elija je jetra. Na osnovu ovih podataka dobijene

su tri osnovne klinicke manifestacije neuroblastoma:
- lokalizovani tumor,

- tumor sa metastazama i

- 4Stumor [9].

10



1.3.1. Lokalizovani tumor

Lokalizovani tumori se otkriju kod priblizno 40% bolesnika sa neuroblastomom i
mogu biti otkriveni slu¢ajno, kao posledica medicinskih ispitivanja iz drugih razloga (pad,
saobracajna nezgoda) ili zbog pojave nekih simptoma koji su posledica pritiska tumora na
okolna tkiva [9]. Obi¢no se primarni torakalni tumori otkrivaju slucajno radiografski, dok
cervikalni 1 paraspinalni tumori mogu dati ve¢ navedene simptome (Hornerov sindrom,
simptomi vezani za kompresiju nerava i ki¢mene mozdine) [9]. Ipak, najveci broj
lokalizovanih tumora ima neupadljive simptome i ukoliko imaju povoljne bioloske

karakteristike, uspesno se lece hirurski [12-16].

1.3.2. Tumor sa metastazama

Oko 55% bolesnika starijih od jedne godine imaju metastaze u vreme postavljanja
dijagnoze. Prvi korak u metastaziranju je lokalna invazija okolnog tkiva, kada maligne
¢elije gube sposobnost ¢elijske adhezije 1 postaju mobilne. Metastatsko Sirenje NB se moze
odvijati 1 limfnim 1 hematogenim putem. NajceS¢a mesta Sirenja ovog tumora su koStana
srz, kosti, jetra, limfni ¢vorovi i1 koza. Metastaze u ostalim organima, kao §to su mozak i
pluca su retke, ali se vidaju 1 to ¢es¢e u relapsu. Za razliku od bolesnika sa lokalizovanim
tumorom, bolesnici sa NB koji imaju metastaze obi¢no imaju izrazene simptome bolesti

kada se jave prvi put lekaru.

1.3.3. 4S tumor

Klini¢ki najinteresantniji stadijum neuroblastoma oznacen je kao 4S gde oznaka S
predstavlja skracenicu za ,,specijalni“. Prvi ga je opisao D’Angio sa saradnicima 1971.
godine [17]. Ova forma diseminovanog NB se javlja kod neonatusa i u prvim mesecima
Zivota, pa do 12 meseci starosti. To je mali i lokalizovani tumor, ali sa metastazama u jetri
1/ili koZi §to rezultuje pojavom hepatomegalije 1 subkutanih nodula. Infiltracija koStane srzi
nije retka u ovom stadijumu, i iznosi do 10% Ccelija. Kod stadijuma 4S cesto se javlja

fenomen spontane regresije, sto predstavlja pojavu nestanka kako primarnog tumora, tako i
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metastaza bez ikakvog tretmana. Iako je pojava spontane regresije tumora videna i kod
drugih humanih kancera, kod neuroblastoma je incidenca ovog dogadaja ve¢a 10 do 100

puta u odnosu na druge tumore [11].

1.4. DIJAGNOSTIKA NEUROBLASTOMA

Postavljanje dijagnoze NB obuhvata fizikalni pregled i razliCite laboratorijske

analize.

1.4.1. Fizikalni pregled

Dijagnosticka procedura pocinje kompletnim pregledom bolesnika sa posebnim
fokusom na abdomen, kao i palpacijom kostiju i procenom njihove osetljivosti i znakova
deformiteta. Neophodno je utvrditi da li postoji hipertenzija, pregledati kozu 1 uraditi

pregled ociju.

1.4.2. Laboratorijske analize

Osnovne laboratorijske analize, kao $to su krvna slika i biohemijska analiza krvi, su
neophodne jer se kod ovih bolesnika Cesto sre¢u anemija, trombocitoza i niske vrednosti
albumina. Laktat dehidrogenaza, feritin i neuron specifi¢na enolaza, iako nespecifi¢ni
markeri, ¢esto su povecani kod bolesnika sa neuroblastomom, narocito u odmaklom
stadijumu i kod agresivnih tumora. Biohemijska analiza urina kojom se meri koncentracija
kateholamina i njihovih produkata (dopamin, vanilmandeli¢na i homovanili¢na kiselina) je
od izuzetne vaznosti s obzirom na to da su vrednosti ovih markera povec¢ane kod 90-95%

bolesnika [18].

1.4.3. Radioloska ispitivanja

Ultrazvuénim pregledom (UZ) se tumorska masa neuroblastoma u abdomenu
obi¢no vidi kao heterogena, solidna lezija. Dalja radioloska ispitivanja podrazumevaju

kompjuterizovanu tomografiju (engl. computerised tomography, CT) na osnovu koje se
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procenjuje kompozicija tumora, kalcifikacija, njegova veli¢ina i finija lokalizacija, kao i
postojanje regionalne invazije, zahvaéenost krvnih sudova i limfadenopatija. CT predstavlja
zlatni standard u radioloSkim ispitivanjima neuroblastoma i od izuzetnog je znacaja kod
tumorske mase u abdomenu, pelvisu i mediastinumu. Ni UZ ni CT ne zahtevaju primenu
anestetika.

Pregled celog tela koris¢enjem 123Jod-metajodobenzilguanidina (1231-MIBG) ima
visoku specifi¢nost 1 senzitivnost i otkriva tumorsku masu, metastaze 1 infiltraciju kostane
srzi u preko 90% neuroblastoma. Od velikog je znaCaja u proceni stadijuma 1 pracenju
odgovora na terapiju, pogotovo kod bolesnika sa visokim rizikom kod kojih je MIBG
pozitivna rezidualna bolest znaCajno nepovoljan prognosticki faktor [19, 20]. U onim
sluajevima kada je MIBG negativan (oko 10%) preporucuje se koris¢enje tehnecijum 99m
metilendifosfonata (MDP).

Magnetna rezonanca (MR) se koristi kod paraspinalne lokalizacije tumora za
procenu involviranosti ki¢mene mozZdine, a takode dobro ocrtava abdominalnu tumorsku
masu bez izlaganja bolesnika radioaktivnim supstancama. Medutim, s obzirom na uzrast
bolesnika, najéesce je neophodna opsta anaestezija da bi se sprovela ova dijagnosticka
procedura.

X-zraCenje se koristi kao dopunska dijagnosti¢ka procedura.

1.4.4. Histopatoloska analiza

Definitivna dijagnoza se postavlja nakon patohistoloskog pregleda tumorskog tkiva
dobijenog biopsijom ili kompletnom hirurgijom. Procena stepena celijske diferencijacije
unutar tumora predstavlja glavnu osnovu histoloske analize. Termin ,,neuroblastom* se
koristi za sve tipove neuroblasticnih tumora koji se medusobno razlikuju po stepenu
diferencijacije éelija i po prisutnosti Svanove strome. Postoje Getiri kategorije perifernih
neuroblasti¢nih tumora:

1.neuroblastom (nediferentovani, slabo diferentovani ili diferencirajuci je bogat
neuroblastima sa malo Svanove strome),

2.intermiksni ganglioneuroblastom (bogat Svanovom stromom),
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3.nodularni ganglioneuroblastom (mesovita zastupljenost neuroblastoma sa
bogatom ili predominiraju¢om stromom i neuroblastoma sa siromasnom stromom).
Intermiksni 1 nodularni ganglioneuroblastom pripadaju sredi$njoj kategoriji jer poseduju
osobine i nediferenciranog neuroblastoma i diferentovanog ganglioneuroma.

4.ganglioneurom (sazrevajuci ili zreli je dobro diferentovan benigni tumor sa
zrelim ganglioznim éelijama, sa dosta Svanove strome i oskudnim neuroblastima) [21-24].

Shimada i saradnici su 1999. godine uveli u internacionalni klasifikacioni sistem
neuroblastoma povoljnu 1 nepovoljnu histolosku grupu koja se bazira na uzrastu bolesnika i
na mitotskom i karioreksnom indeksu (engl. mitosis-karyorrhexis index MKI, broj mitoza i
karioreksi na 5000 ¢elija) [22, 23].

1.4.5. Geneticka ispitivanja

Geneticka ispitivanja kod neuroblastoma mogu da se vrSe na uzorku tumorskog

tkiva 1/ili na uzorku koS$tane srzi.

1.4.5.1. Tumorsko tkivo

Detekcija prisustva ili odsustva amplifikovanog MYCN onkogena u tumorskom
tkivu je prvi i najvazniji korak u genetickim ispitivanjima neuroblastoma. Amplifikacija
MYCN onkogena predstavlja nezavisan prognosti¢ki parametar, uz uzrast i stadijum
bolesnika. Preporuka BioloSkog komiteta Internacionalne grupe za procenu rizika kod
neuroblastoma (engl. International Neuroblastoma Risk Group - INRG Biology
Committee) je da se odredivanje MYCN statusa vrsi fluorescentnom in situ hibridizacijom
na interfaznim jedrima tumora (engl. Interphase fluorescence in situ hybridization, I-FISH).

U tabeli 1. su dati geneticki markeri koje treba analizirati po preporuci INRG (2009) [25].
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Tabela 1.

Geneticki markeri koji se analiziraju i koriste u terapijskoj stratifikaciji

Genetic¢ki markeri definisani
od strane INRG

Preporucene tehnike

Preporucene DNK probe i
komentar

Markeri koje je neophodno
analizirati

MYCN

11923

Ploidija

Geneticki markeri koje
treba prospektivno
analizirati

1p

2p

DDX1

NAG

ALK

3p

4p

q

9P

12p

14q

179

Ostali markeri

I-FISH,PCR, aCGH, MLPA

PCR; aCGH MLPA

Protocéna ili stati¢na
citometrija

aCGH, SNP , MLPA

aCGH, SNP

Dvobojni I-FISH:BAC ili
drugi veliki DNK-
insertovani klon za MYCN
gen 1 klon sli¢ne veli€ine za
gen/lokus na dugom kraku
hr.2 (pr.LAF na 2g11).

Treba koristiti komercijalne
probe kad god je to moguce

Normalne ¢elije istog
bolesnika treba da se koriste
kao standard

Komercijalno dostupne
platforme

aCGH-komparativna genomska hibridizacija, BAC-bakterijski arteficijalni hromozomi, I-FISH- interfazna
fluorescentna in situ hibridizacija, MLPA-multipleks ligaza zavisna amplifikacija, PCR-reakcija lan¢anog
umnozavanja DNK, SNP-polimorfizam jednog nukleotida
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1.45.2. Kostana srz

Kod bolesnika sa NB kod kojih postoji infiltracija radi se analiza kariotipa iz uzorka
kostane srzi. NajceS¢e detektovane citogeneticke promene su delecija 1p36.3, 17q visak
(17q gain), ,double” minutni hromozomi (dmin) i homogeno obojeni regioni
(homogeneously staining regions-hsr).

Na aspiratu iz koStane srzi ili na uzorku biopsije kostane srzi I-FISH za MYCN
onkogen moze pouzdano da se interpretira jedino u slu¢aju amplifikacije [25].

Odredivanje prisustva enzima tirozin hidroksilaze (TH) se koristi za detekciju éelija
neuroblastoma u kos$tanoj srzi ukoliko postoji infiltracija. TH je prvi enzim u sintezi
kateholamina koja se odigrava u éelijama neuroblastoma. Celije kostane srzi nemaju
aktivnu tirozin hidroksilazu i ukoliko se dokaZze prisustvo ovog enzima, znaci da infiltracija
postoji. Analiza se sprovodi iz sveZeg uzorka koStane srzi, bilo da je u pitanju aspirat ili
biopsija. Dokazivanje prisustva aktivnosti TH se radi putem detekcije prisustva
informacione RNK (iRNK). Iz mononuklearnih ¢elija se nakon ekstrakcije RNK sintetiSe
komplementarna DNK (engl.-complementary DNA, cDNA), a zatim sledi reakcija
lancanog umnozavanja DNK koriS¢enjem enzima reverzne transkriptaze (engl.-reverse
transcriptase polymerase chain reaction, RT-PCR). Nakon ove reakcije moguée je

detektovati prisustvo jedne éelije neuroblastoma u 10° negativnih éelija [26].

1.5.  KLINICKI STADIJUMI NEUROBLASTOMA

Postoji nekoliko klasifikacija neuroblastoma u zavisnosti od izabranih kriterijuma.
Prvu Klasifikaciju je dao Evans sa saradnicima 1971.godine i ona se bazira na
preoperativnom izgledu tumora dobijenog na osnovu radioloskih ispitivanja [27]. Za
obelezavanje stadijuma su koriS¢eni rimski brojevi u cilju razlikovanja lokalizovanih od

metastatskih tumora (I-111 vs. 1V) i specijalnog stadijuma kod infanata (1V-S) (tabela 2).
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Tabela 2. Podela neuroblastoma na stadijume — Evans, 1971

Stadijum Opis

I Tumor ograni¢en na mesto nastanka

Tumor se $iri od mesta nastanka, ali ne prelazi sedi$nju liniju
tela; limfni ¢vorovi sa iste strane tela mogu biti zahvaceni

Tumor se §ir1 na suprotnu stranu tela; limfni ¢vorovi na obe
strane tela mogu biti zahvaceni

Udaljene metastaze (kosti, drugi organi, udaljeni limfni
¢vorovi)

Tumor kao u stadijumu 1 i 11, ali sa udaljenim metastazama

IV-S . . ey N .
ograni¢enim na jetru, kozu ili kostanu srz, ali ne zahvata kosti

Podela na stadijume kod neuroblastoma koja je najduze u upotrebi koristi arapske

brojeve 1, 2 (A iB), 3, 4i4S. Ova podela je usvojena internacionalnim konsenzusom 1988.

godine od strane Internacionalne grupe za podelu neuroblastoma na stadijume

(International Neuroblastoma Staging System, INSS), a zatim je i revidirana 1993. godine

[28, 29]. INSS odredivanje stadijuma neuroblastoma se zasniva na postoperativnom izgledu

tumora i okolnih organa i zavisi od procene hirurga (tabela 3) (slika 8).

International Neuroblastoma Staging
: System (INSS)
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Slika 8. Stadijumi neuroblastoma po ISSN (preuzeto od: C. Patrick Reynolds, MD

PhD, Childrens Hospital LosAngeles www.fda.gov/ohrms/dockets /ac/01
/slides/3756s1_07_REYNOL
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Tabela 3. INSS podela neuroblastoma na stadijume (Brodeur, 1993)

STADIJUM 1: Lokalizovani tumor koji je ograni¢en na podrucje porekla; kompletna
makroskopska ekscizija sa ili bez mikroskoposkih ostataka tumora,
limfni ¢vorovi sa iste ili suprotne strane tumora nisu zahvaceni

tumorom mikroskopski

STADIJUM 2A: | Jednostrani tumor sa nekompletnom hiruskom (makroskopskom)
ekscizijom; pregledani limfni ¢vorovi sa iste ili suprotne strane tumora

nemaju mikroskopske metastaze

STADIJUM 2B: | Jednostrani tumor sa kompletnom ili nekompletnom hirurskom
ekscizijom; sa metastazama u istostranim regionalnim limfnim
¢vorovima; limfni ¢vorovi sa suprotne strane tumora nemaju

mikroskopske metastaze

STADIJUM 3: Tumor infiltriSe preko srediSnje linije sa ili bez zahvatanja regionalnih
limfnih ¢vorova; ili jednostani tumor sa metastazama u regionalnim
limfnim ¢vorovima sa suprotne strane tumora; ili tumor u srediSnjem

delu tela sa obostranim metastazama u limfnim ¢vorovima

STADIJUM 4: Sirenje tumora u udaljene limfne &vorove, kostnu srz, jetru i/ili druge

organe (izuzev onih koji su definisani u stadijumu 4S)

STADIJUM 4S: | Lokalizovan tumor, onako kako je definisan u stadijumu 1, 2A i 2B sa
diseminacijom ograni¢enim na jetru, kozu /ili kostnu srz ( <10%

malignih ¢elija)

S obzirom na to da ovakvo svrstavanje u stadijume ima neka ograni¢enja, pogotovo
kod procene stadijuma lokalizovanih tumora, Monclair i saradnici su 2008. godine
predlozili nove kriterijume za stratifikaciju koji kombinuju Evansovu podelu sa faktorima
rizika definisanim radioloskim nalazima i ta podela je prihvacena od strane Internacionalne
grupe za procenu rizika kod neuroblastoma, svrstavanje u stadijume (engl. International
Neuroblastoma Risk Group Staging System, INRGSS) (tabela 4) [30].
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Tabela 4. INRGSS podela na stadijume (Monclair, 2008)

STADIJUM L1: | Lokalizovani tumor ne zahvata vitalne strukture definisane IDRFom i

ogranicen je na jedan region

STADIJUM L2: | Lokalizovani tumor uz prisustvo jednog ili viSe IDRFa

STADIJUM M: | Udaljene metastaze (izuzev onih koji se javljaju u MS stadijumu)

STADIJUM MS: | Postojanje metastaza kod dece mlade od 18 meseci i to u jetri, kozi /ili

koStanoj srzi. Primarni tumor moze biti L1 ili L2

* IDRF, engl. Image-Defined Risk Factors - radioloski definisani faktori rizika kod
neuroblastoma [30]

1.6.  PROGNOSTICKI FAKTORI I GRUPE RIZIKA

Zbog varijabilnog ponasanja neuroblastoma, moderna strategija leCenja zahteva
procenu rizika od loseg ishoda kod ovih bolesnika, a on se procenjuje na osnovu klini¢kih i
bioloskih karakteristika. Brojne studije su pokazale validnost terapija baziranih na grupama
rizika 1 prognosticki znacaj bioloskih varijabli. Tokom proteklih decenija su formirane
grupe rizika kod bolesnika sa neuroblastomom, ali su se parametri razlikovali u Severnoj
Americi, Evropi, Japanu i Australiji, tako da nije bilo moguce vrsiti poredenja delotvornosti
terapija. Svi istrazivaci koji su usvojili razli¢ite parametre za procenu rizika kod bolesnika
sa NB, imali su 3 grupe rizika: nizak, srednji i visok rizik [31-33]. U tabeli 5. su dati
parametri od znacaja i njihov uticaj na rizik bolesnika koji je dala Grupa za decju
onkologiju (engl. Children Oncology Group, COG) koja je aktuelna u Severnoj Americi i
Australiji [31, 32].
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Tabela 5. Prognosticki faktori Grupe za de¢ju onkologiju (COG)
INSS Uzrast MYCN status Shimada DNK indeks Grupa rizika
stadijum
1 0-21god bilo koji bilo koja bilo koji niska
<365d bilo koji bilo koja bilo koji niska
>365d- normalan bilo koja - niska
21god
2A/2B >365d- amplifikovan povoljna - niska
21god
>365d- amplifikovan  nepovoljna - visoka
21god
<365d normalan bilo koja bilo koji srednja
<365d amplifikovan bilo koja bilo koji visoka
>365d- normalan povoljna - srednja
21god
3 >365d- normalan nepovoljna - visoka
21god
>365d- amplifikovan bilo koja - visoka
21god
<365d normalan bilo koja bilo koji srednja
4 <365d amplifikovan bilo koja - visoka
>365d- bilo koji bilo koja - visoka
21god
<365d normalan povoljna >1 niska
<365d normalan bilo koja =1 srednja
4S <365d normalan nepovoljna bilo koji visoka
<365d amplifikovan bilo koja bilo koji visoka
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U Evropi je oformljeno Medunarodno udruzenje pedijatrijske onkologije Evrope za

neuroblastom (engl. International Society of Paediatric Oncology European Neuroblastoma,

ESIOPEN) koje je formiralo svoju listu prognostickih faktora i grupa rizika (tabela 6) [32].

Tabela 6. Prognosticki faktori Medunarodnog udruzenja pedijatrijske
onkologije Evrope za neuroblastom (ESIOPEN)
ESIOP Uzrast MYCN status | Grupa rizika Protokol Hemoterapija
stadijum
1 0-18g bilo koji niska LNESG 2 ne
0-11m normalan niska LNESG 2 ne
0-11m amplifikovan visoka 99.4 intenzivna
20130 > 12m-18g normalan niska LNESG 2 ne
>12m-18g | amplifikovan visoka HR-NBL-1 veoma
intenzivna
0-11m normalan srednja 99.1 niska doza
0-11m amplifikovan visoka 99.4 intenzivna
2N i 3N > 12m-18g normalan srednja Neoperabilan niska doza
>12m-18g | amplifikovan visoka HR-NBL-1 veoma
intenzivna
0-11m bez normalan niska 99.2 ne*
meta u k"
0-11msa normalan srednja 99.3 niska doza
4 meta u k
0-11m amplifikovan visoka 99.4 intenzivna
>12m-18g bilo koji visoka HR-NBL-1 veoma
intenzivna
0-11m normalan niska 99.3 ne*
4S 0-11m amplifikovan visoka 99.4 intenzivna

O-operabilan; N-neoperabilan; meta u k - metastaze u kostima " - definisane kao mIBG pozitivna mesta sa
abnormalnim rentgen i/ili CT nalazom; * - u odsustvu simptoma koji ugroZavaju Zivot

Tokom godina se ukazala potreba za objedinjavanjem podataka i uniformisanjem

grupa rizika 1 terapija kako bi se poboljsali protokoli i povecéala uspesnost leCenja. U prvoj

deceniji 21. veka je pokrenuta inicijativa za formiranje medunarodne grupe koja bi spojila

znanja vodecih svetskih centara za lecenje NB. Godine 2004. su se sastali vodeci istraZivaci

velikih kooperativnih grupa, Grupe za decju onkologiju (engl. Children Oncology Group

COG, iz Severne Amerike i Australije), Nemacke pedijatrijske grupe za onkologiju i

hematologiju (engl. German Pediatric Oncology and Hematology Group GPOH), Japanske
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studijske grupe za uznapredovali neuroblastom (engl. Japanese Advanced Neuroblastoma

Study Group JANB), Japanske kooperativne studijske grupe za neuroblastome kod

odojcadi (engl. The Japanese Infantile Neuroblastoma Co-operative Study Group JINCS),

Medunarodnog udruzenja pedijatrijske onkologije Evrope za neuroblastom (SIOPEN) i

eksperti za NB iz Kine radi dogovora o formiranju klasifikacionog sistema pre tretmana

Internacionalne grupe za procenu

rizika kod neuroblastoma (engl.

International

Neuroblastoma Risk Group INRG). Od 2009. godine usvojena je zajedniCka klasifikaciona

shema koja je data u tabeli 7 [33].

Tabela 7. Klasifikaciona shema Internacionalne grupe za procenu rizika kod
neuroblastoma pre tretmana usvojena konsenzusom
INRG Uzrast | Histoloska Stepen Grupa
stadijum (meseci) | kategorija diferencijacije MYCN | 11qg Ploidija rizika pre
tumora aberacije tretmana
L1/L2 GN sazrev. A veoma
GNB intermik. nizak
L1 NA B veoma
Bilo koji osim nizak
GN sazrev. amp K visok
GNB intermik
L2 Bilo koji osim Ne D nizak
<18 NA
GN sazrev. Da G srednji
GNB intermik
Ne E nizak
GNB nodul.; diferencirajuci NA
>18 Da
neuroblastom slabo dif.ili NA H srednji
nediferetovan
amp N visok
M <18 NA hiperdiploid F nizak
<12 NA diploid | srednji
12do< 18 NA diploid J srednji
<18 amp O visok
>18 P visok
MS Ne C veoma
NA nizak
<18 Da Q visok
amp R visok

GN - ganglioneurom, GNB - ganglioneuroblastom, GNB nodul.- nodularni ganglioneuroblastom, intermik.-
intermiksni, dif.- diferenciran, sazrev.- sazrevajuéi, NA - nije amplifikovan, amp.- amplifikovan
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INRG je pratila prognosticki efekat 13 parametara kod 8800 NB bolesnika i vreme do
pojave relapsa (engl.-event free survival, EFS). Sedam parametara je imalo visok statisticki
znacaj i oni su izdvojeni i dati u tabeli 7. Kao i kod prethodnih stratifikacija, i INRG na
prvo mesto stavlja stadijum i uzrast bolesnika. U ovoj studiji je utvrdeno da je grani¢ni
uzrast izmedu povoljnog i nepovoljnog ishoda izmedu 15 1 19 meseci, pa je iz tog razloga
uzeta grani¢na vrednost od 18 meseci, za razliku od prethodnih klasifikacionih sistema gde
je to bio uzrast od 12 meseci. Nekoliko geneti¢kih aberacija je u visokoj korelaciji sa
ishodom bolesti. MYCN amplifikacija ima nepovoljan prognosticki znacaj i u INRG
klasifikacionom sistemu MYCN status je taj koji opredeljuje bolesnike za razliCite grupe
rizika pre tretmana. Takode je pokazano da je aberacija 11q hromozoma u vezi sa loSijim
ishodom kod bolesnika u L2 i MS stadijumu bez MYC amplifikacije. Sli¢no kao i u
prethodnim studijama 1 sada je pokazano da je DNK ploidija od znacaja kod bolesnika
starosti ispod 18 meseci, u 4 stadijumu i bez MYCN amplifikacije. Kako nedavna
istrazivanja pokazuju da su NB tumori sa niskim rizikom definisani odsustvom MYCN
amplifikacije, ali i drugih karakteristicnih strukturnih aberacija (ukljucujuéi 11q i/ili 1p
aberacije 1/ili 17q viSak), optimalno bi bilo da se geneticki materijal NB analizira metodama
pretrage celog genoma (engl. genome-wide tehnologijom). S obzirom na to da se radi o
metodama koje nisu rutinske, ostaje da se ispitaju mogucénosti jevtinijih 1 pristupacnijih

genetiCkih metoda.

1.7. NAJCESCE GENETICKE PROMENE KOD NEUROBLASTOMA

U poslednjih 20 godina mnoga istrazivanja su radena u cilju pronalazenja geneticke
osnove nastanka NB i zaklju¢eno je da su geneti¢ke promene koje su od najveéeg znacaja
za razvoj i progresiju bolesti:

- MYCN amplifikacija,
- delecija hromozoma 1p i 11q i
- poliploidija [25, 34-36].
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1.7.1. Amplifikacija MYCN onkogena

Amplifikacija gena se odnosi na lokalizovanu genomsku promenu koja rezultuje
poveéanjem broja kopija jednog ili vise gena. Amplifikacija MYCN protoonkogena kod NB
je tipi¢an primer kako se molekularnim putem aktivira onkogeni potencijal proto-onkogena.
MYCN onkogen (engl. v-myc myelocytomatosis viral related oncogene, neuroblastoma
derived (avian)) lokalizovan je na kratkom kraku hromozoma 2 u regionu 2p24. Njegova
amplifikacija se citogeneticki prezentuje uocljivim hromozomskim aberacijama koje se
detektuju ili kao homogeno obojeni regioni (hsr) ili kao tzv. ,,double* minutni hromozomi
(dmin). ,,.Double® minutni hromozomi predstavljaju ekstrahromozomalnu manifestaciju
amplifikacije, a homogeno obojeni regioni su lokalizovani na razli¢itim hromozomima, ali
nikada na uobicajenoj lokalizaciji MYCN onkogena, na 2p24 [34, 35]. Amplifikacija
MYCN onkogena se definise kao prisustvo MYCN onkogena u viSe od 10 kopija gena po
¢eliji, a moZze iznositi 1 do 500 kopija iako je najCesci broj koji se sre¢e u tumorima izmedu
50 1 100 kopija po celiji [36]. Veli¢ina DNK koja se amplifikuje zajedno sa MYCN
onkogenom varira 1 moze biti od 1kb do viSe od 1Mb i1 ta DNK nije uklju¢ena u druge
rearanzmane odnosno zadrzava normalnu genomsku organizaciju [37]. S obzirom na
veli¢inu amplifikovanog DNK segmenta postoji moguénost da su, osim MYCN onkogena,
jo$ neki geni amplifikovani. Utvrdeno je da je DDX1 gen, koji je mapiran 400kb od 5’
kraja MYCN onkogena, amplifikovan u 50-70% slu¢ajeva u kojima je amplifikovan i
MYCN [38, 39], ali je pokazano da je, za sada, jedini gen Kkoji je konstantno amplifikovan
MYCN protoonkogen. Analiza DNK sekvence MYCN nije pokazala postojanje mutacija
unutar kodiraju¢ih regiona [40,41]. Iako nije poznat taCan mehanizam nastanka NB,
pretpostavka je da amplifikacija dovodi do povecane ekspresije ,,wild type* proteina i da to
dovodi do tumorigeneze [36]. Eksperimenti su pokazali da je nemutiran MYCN protein
transformiSuci faktor kod celijskih linija glodara 1 ljudi. Takode, pokazano je da su sve
kopije amplifikovanog gena trankripciono aktivne [42] $to objasnjava visok nivo MYCN

IRNK u ¢elijama gde je ovaj gen amplifikovan [43].
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Kod nekih NB, iako nema amplifikacije, MYCN status je ipak promenjen. FISH
metodom je uocena duplikacija MYCN onkogena i to na mestu gde se normalno mapira
jedna kopija ovog protoonkogena, u regionu 2p24 [44]. Ne zna se da li ova duplikacija
prethodi amplifikaciji ili nezavisno od toga dovodi do tumorigeneze [36]. Takode, jedan
broj tumora (oko 6-8%) ima tzv. visak MYCN onkogena kada je on prisutan u rasponu od
jedne do osam kopija vise od normalnog broja u ¢eliji [25]. Smatra se da viSak MYCN
onkogena nastaje kao posledica hromozomskih rearanzmana pr. nastankom izohromozoma
2p ili nebalansiranim translokacijama koje ukljucuju kratak krak hromozoma 2 [45].

Utvrdeno je da oko 25% primarnih NB imaju MYCN amplifikaciju [46]. Od tog broja,
MYCN amplifikacija je prisutna kod 40% bolesnika sa uznapredovalim stadijumom, dok je
5 do 10% bolesnika sa MYCN amplifikacijom u nizem stadijumu. Amplifikacija MYCN
onkogena je u korelaciji sa odmaklim stadijumom bolesti, brzom progresijom tumora i
losim ishodom. Iz ovih razloga MYCN onkogen predstavlja nezavisan prognosticki

parametar [47] i ima veoma vaznu ulogu kod odredivanja terapijskog protokola.

1.7.2. Delecijalpillq

Parcijalna monozomija kratkog kraka hromozoma 1 (1p) je jedna od najées$ée videnih
hromozomskih aberacija u kariotipu primarnog tumora, a takode i u ¢elijskim linijama
neuroblastoma. Danas se zna da je delecija 1p prisutna kod 30-35% NB tumora [48].

SRO (engl. smallest region of overlapping deletion) je mapiran citogeneticki u regionu
1p34-p36 [49]. Delecija genetickog materijala u tumorskom tkivu sugeriSe prisustvo (a
zatim i gubitak) tumor supresor gena. Jo$ jedan posredni dokaz da se radi o tumor supresor
genu na lp je itaj Sto se prilikom transfera genetickog materijala sa 1p u NB ¢elijsku liniju
suprimira tumorigeneza i indukuje diferencijacija [50]. Veliki broj molekularnih analiza na
primarnim tumorima je redefinisao SRO uglavnom detekcijom gubitka heterozigotnosti za
polimorfne DNK markere koji se nalaze na 1p i taj region se suzio na region 1p36.3.
Potraga za tumor supresor genom je bazirana na ,.two-hit* hipotezi koja kaZe da oba alela
jednog gena moraju biti van funkcije. Prototip ove hipoteze je gen za retinoblastom.

Pretpostavka je da se delecijom eliminiSe jedan alel, a drugi, normalan alel, se inaktivie
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drugom genetickom (mutacijom) ili epigenetickom promenom (imprintingom). Kako jo$
uvek nije otkriven tip mutacije koji dovodi do inaktivacije drugog alela pretpostavljenog
tumor supresor gena, javila se moguénost postojanja vise tumor supresor gena u razlicitim
regionima 1p. Takode, moguce je da se tumor supresor gen ne inaktivira na nacin kako to
pretpostavlja ,,two-hit“ hipoteza ve¢ da se u ovom slucaju radi o haploinsuficijenciji [11].
Smanjena doza jednog odredenog ili, mozda, viSe gena (engl. gene-dosage efekat) u
regionu 1p36 nakon delecije moze imati za posledicu nastanak NB. Nedavna istraZivanja
su pokazala prisustvo CHDS5 gena u regionu 1p36 kao najznacajnijeg kandidata za ovu
ulogu [51]. CHDS5 gen se eksprimira u ¢elijama nervnog sistema i kontrolise celijsku
proliferaciju, starenje i apoptozu. Istrazivanja su potvrdila da je ekspresija CHDS5 niska u
¢elijama NB sa 1p delecijom, a nakon transfekcije sa CHD5 rast tumora se smanjuje [51].
Jos uvek se ne zna da li je uticaj ovog gena od prognostickog znacaja.

Delecija dugog kraka hromozoma 11 (11q) u regionu 11923 je poslednjih godina dobila
na znacaju 1 2009. godine je svrstana u jedan od 7 statistiCki znaCajnih prognostickih
parametara za klasifikovanje NB bolesnika u odredenu grupu rizika [25]. Gubitak
heterozigotnosti moze da se odnosi na parcijalni gubitak samo dugog ili dela dugog kraka
hromozoma 11 (nebalansirani LOH 11q), ili na gubitak celog hromozoma 11 (LOH 11)
[52]. Nedostatak celog hromozoma 11 je detektovan kod 19% primarnih NB i on je u
korelaciji sa tumorima koji su u nizem stadijumu, dok je nebalansirani LOH 11q detektovan
kod 22% primarnih tumora i u korelaciji je sa viS§im stadijumima bolesti i tumorima bez

MYCN amplifikacije [36].

1.7.3. Poliploidija

Poliploidija u ¢elijama NB se mozZe detektovati citogenetickom analizom ili
proto¢nom citometrijom (engl. flow cytometry). Oko 55% primarnih NB ima triploidiju ili
,hear® triploidiju i sadrzi 58-80 hromozoma. Preostalih 45% su ili ,,near* diplidni tumori
(35-57 hromozoma) ili ,,near tetraploidni tumori (81-103 hromozoma) [53]. DNK indeks
predstavlja odnos detektovanog broja hromozoma u odnosu na ocekivani broj (46

hromozoma). Diploidne ¢elije imaju DNK indeks 1.0, dok ,,near* triploidne ¢elije imaju
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DNK indeks u opsegu od 1.26 do 1.76. Bolesnici sa NB koji imaju detektovanu ,,near*
triploidiju u tumoru imaju povoljne klinicke i bioloske prognosticke faktore i visoku stopu
prezivljavanja za razliku od bolesnika sa ,,near* diploidijom ili ,near* tetraploidijom u
tumoru. Ova asocijacija tumorske ploidije sa klinickim parametrima i stopom

prezivljavanja ima najveci znacaj kod odojc¢adi u odmaklom stadijumu NB [46].
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2. CILJIEVI RADA

Ciljevi istrazivackog rada u ovoj doktorskoj disertaciji su :

1. Utvrdivanje uticaja pojedina¢nih parametara na prezivljavanje bolesnika sa NB.

Ispitivani su sledeci parametri:
» Uzrast bolesnika pri postavljanju dijagnoze
» Klinicki stadijumi bolesti
» Delecija 1p36.3
» MYCN status
> Kariotip

» Grupe rizika

2. Poredenje uticaja MYCN statusa 1 ostalih pojedinacnih parametara na prezivljavanje

bolesnika sa NB

3. Poredenje uticaja delecije 1p36.3 1 ostalih pojedinacnih parametara na

prezivljavanje bolesnika sa NB
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3. MATERIUAL | METODE

3.1. MATERNAL

Istrazivanja su obuhvatila grupu od 72 NB bolesnika kod kojih je radena detekcija
genetickih parametara za koje se danas smatra da dovode do nastanka i progresije tumora, i
analiziran je njihov uticaj na tok i ishod bolesti. Svi bolesnici uklju¢eni u ovu studiju
dijagnostikovani su 1/ili le¢eni u periodu od marta 1997. godine do septembra 2012. godine
u Institutu za zdravstvenu zastitu majke i deteta Srbije ,,dr Vukan Cupié¢*.

U grupi od 72 analizirana bolesnika sa NB bilo je 29 devojCica i 43 decaka, uzrasta u
rasponu od 1 mesec do 207 meseci. U ovoj grupi bolesnika su bili zastupljeni svi stadijumi
po Evansovoj klasifikaciji (I, I, I, IV i IV-S), a samim tim i sve tri grupe rizika: nizak,
srednji i visok rizik.

Geneticki parametri koji su analizirani kod NB bolesnika bili su: status MYCN
onkogena, odredivanje prisustva ili odsustva dellp36.3 1 kariotip. Za potrebe ovih analiza
koris¢eni su slede¢i uzorci: tumorski otisak, tumorsko tkivo, kosStana srz i periferna krv
bolesnika.

Materijal za analizu MYCN statusa i odredivanje prisustva ili odsustva del 1p36.3
FISH metodom je dobijen neposredno nakon operacije pravljenjem tumorskog otiska na
prethodno posebno tretiranim mikroskopskim plo¢icama (engl. polyprep, Sigma Adrich).
Otisak je uzimao patolog i to sa dva razli¢ita mesta na tumoru zbog moguce genetiCke
heterogenosti tumora.

Odredivanje prisustva ili odsustva del 1p36.3 je radeno i PCR metodom pracenjem
informativnih DNK markera u ovom regionu. DNK izolovana iz tumora je uporedivana sa
DNK istog bolesnika koja je izolovana iz njegove periferne krvi. Dva uzorka tumorskog
tkiva iz kojih je izolovana DNK uzimana su sterilno odmah nakon operacije, uporedo sa
uzimanjem tumorskog otiska. Tumorsko tkivo je, takode, uzimao patolog sa dva razli¢ita

mesta na tumoru. Za izolovanje konstitutivne DNK uzimano je do 3ml periferne krvi sa

29



EDTA (etilendiamintetraacetatna kiselina) koja sprecava razgradnju DNK. Vreme

dopremanja uzorka do laboratorije je iznosilo 10 min.

Za citogeneticku analizu je koriS¢en uzorak kostane srzi od 0,5 do 2ml sa heparinom kao

antikoagulansom, koji je stizao u laboratoriju obi¢no posle 5 do 10 min.

3.2.

3.2.1.

3.2.1.1.

METODE
Molekularno-citogeneticka analiza [54]

Uzimanije i tretman tumorskog otiska i tumorskog tkiva

Tumorski otisak i1 tumorsko tkivo su uzimani za geneticku analizu neposredno

nakon operacije, po sledecoj proceduri:

>

>

3.2.1.2.

,Polyprep-slide* ploCice obeleziti od 1 do 6 obicnom olovkom i napisati ime 1
prezime bolesnika; spremiti 1 sterilnu epruvetu sa zatvaratem od 1,5 ml.

Patolog uzima otiske (imprinte), a u epruvetu ubaciti deo tumora i na nju zalepiti
nalepnicu sa imenom i prezimenom bolesnika.

Plocice staviti u kivetu i naliti 70% etanolom, i tako drzati 20 min, a epruvetu sa
tumorom Cuvati u zamrzivacu na -20° C.

Nakon 20 min u etanolu plocice susiti na vazduhu i odloziti u kivetu na -20° C.
Sutradan raditi pretretman preparata.

Sa donje strane ploCice obeleziti dijamantskom iglom polje na kojem je otisak (pre
pocetka pretretmana).

Sve neophodne podatke o bolesniku uneti u protokol.

Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) [54]

Status MYCN onkogena je odredivan FISH metodom. Prema podacima Bioloskog

komiteta medunarodne grupe za procenu rizika kod neuroblastoma (engl. International

Neuroblastoma Risk Group INRG, Biology Committee), MYCN status se klasifikuje na

sledeéi nacin:
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odsustvo amplifikacije MYCN onkogena (normalan status MYCN) je definisano kao
balansiran odnos izmedu broja MYCN specifi¢nog signala i broja kontrolnog signala
na dugom kraku hromozoma 2 (2q).

visak MYCN onkogena predstavlja poveéan broj MYCN specificnog signala do 4
puta u odnosu na referentni signal na dugom kraku hromozoma 2 (2q).

amplifikacija MYCN onkogena je definisana kao pove¢an broj MYCN specifi¢nog
signala viSe od 4 puta u odnosu na broj kontrolnog signala na dugom kraku

hromozoma 2 (2q).

Status 1p36.3 je klasifikovan u 2 grupe:

> bez dellp36.3 (normalan status) - je definisan balansiranim odnosom signala

posmatranog regiona i referentnog signala na suprotnom kraku hromozoma

> sadellp36.3 - je definisan nebalansiranim odnosom signala posmatranog regiona
1 referentnog signala na suprotnom kraku hromozoma, s tim S$to je prisutan samo

jedan signal posmatranog regiona

Pretretman preparata:

FISH je raden na svezim tumorskim otiscima po sledecoj proceduri:

>

YV V. V V V

tumorske otiske fiksirati 3 min u metanolu u Kiveti na sobnoj temperaturi. Osusiti na
vazduhu.

inkubirati sa Rnazom (100ul Rnaze po preparatu), pokriti pokrovnim staklom i
drzati 1 sat na 37°C u vlaznoj posudi.

ispirati 3x5 min sa 2xSSC na mesalici na sobnoj temperaturi

inkubirati 10 min u rastvoru sa pepsinom/0,01M HCL na 37°C

ispirati 2x5 min sa 1XPBS na mesalici na sobnoj temperaturi

ispirati 1x5 min sa 1XPBS/50mM MgCI2 na mesalici na sobnoj temperaturi
postfiksacija 10 min sa 1xPBS/50mM MgCI2/1% formaldehid na sobnoj
temperaturi

isprati 5 min sa 1XPBS na sobnoj temperaturi
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» dehidratacija u seriji etanola (na -20°C): 70% (3 min), 90% (3 min), 100% (3 min)
osusiti na vazduhu i ¢uvati na na sobnoj temperaturi
> posle pretretmana proveriti na faznom mikroskopu da li ima materijala na

preparatima.

Rastvori koji su kori$§¢eni u opisanoj proceduri su pravljeni na sledeéi nadin:

*RNase A (koncentrovani rastvor, ¢uva se na -20°C): 10mgRNaze rastvoriti u 1ml 2xSSC.
Od koncentrovanog rastvora uzeti 10ul i rastvoriti u 990ul 2xSSC.

*HCI 0,01M: 166l 37% HCI u 200ml vode

*Pepsin (koncentrovani rastvor, ¢uva se na -20°C): 100 mg pepsina rastvoriti u 1 ml
destilovane vode. Od koncentrovanog rastvora uzeti 50ul i rastvoriti u 2100ml 0,01M HCL
*1xPBS (za 1000 ml):

0,2 gr KCI + 0,2gr KH2PO4 + 8gr NaCl + 1,15gr Na2HPO4 - vodu dodati do 800ml,
doterati PH=7,2 sa 1N HCI i dopuniti vodom do 1lI.

*20xSSC (za 1000ml):

175,32gr NaCl + 88,23gr Na-citrata - vodu dodati do 800ml, doterati PH=7,1

sa 1IN HCI i dopuniti vodom do 1l.

*1xPBS/50mM MgCI2: 5ml 1M MgCI2 + 95mI1xPBS

*1xPBS/MgCI2 50mM/ 1% formaldehid:

94ml 1xPBS + 5ml 1M MgCI2 + 1ml formaldehida

*1M MgCI2 (MgCI2 x 6H20, 99%, Mw=203,31): za 100ml rastvora odmeriti 20,331gr i

rastvoriti u vodi.

Hibridizacija:

Za analizu statusa MYCN onkogena koris¢ena je fluorescentno obelezena DNK
proba ON MYCN 2p24/LAF 2911, (proizvodac: KREATECH DIAGNOSTIC). MYCN
fluorescerntna proba je obelezena crvenom bojom. DNK proba za LAF gen na 2gll

omogucava identifikaciju hromozoma 2 i obelezena je zelenom bojom.
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D252676
MYCN
450 KB

RH112907

.

Shema 2. Lokalizacija MYCN i LAF probe na hromozomu 2. (preuzeto sa
http://lwww.kreatech.com/rest/ products/repeat-freetm-poseidontm-fish-
probes/solid-tumors/on-mycn-2p24-laf-2g11.html)

Za analizu statusa 1p36.3 koris¢ena je fluorescentno obelezena DNK proba ON
SRD (1p36)/SE1(1gh) (proizvoda¢ KREATECH DIAGNOSTIC). Specificna DNK proba
za 1p36 je dizajnirana tako da pokriva najmanji region konzistentne delecije (engl. smallest
region of consistent deletion, SRD) izmedu markera D1S2795 i D1S253i obelezena je
crvenom bojom. DNK proba SE1 omoguc¢ava identifikaciju hromozoma 1 i obeleZena je

zelenom bojom.

_\

1p36.3
D192795 —

SHGC-149299 —|
530 KB
CHDS W
19286E —|

D1S2253 4

Shema 3. Lokalizacija SRD 1p36 i SE1 (1gh) probe na hromozomu 1. (preuzeto sa
http://www.kreatech.com/rest/products/repeat-freetm-poseidontm-fish-
probes/solid-tumors/srd-1p36.html)
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Kohibridizacija je radena po protokolu proizvodaca probe (u ovom slu¢ju KREATECH
DIAGNOSTIC):

» naneti 10pl probe ili meSavine proba na preparat na povrsinu 22x22mm
(to znaci da bi pokrili celu povrSinu mikroskopske plo¢ice naneti 2 x 10ul probe)
pokriti pokrovnim staklom koje je prethodno oprano u rastvoru etar:etanol (1:1)
i zalepiti fiksogumom. Paziti da se ne naprave mehurici!

» denaturisati ovako pripremljen preparat na toploj plo¢i (ili u sterilizatoru) na 75°C
izmedu 51 10 min

» prebaciti preparat u vlaznu komoru i ostaviti na 37°C preko no¢i
*#*ylazna komora se pravi tako sto se u plasticnu kutiju za preparate stavi papirni

ubrus koji se dobro navlazi rastvorom 2x SSC

Posthibridizacija:

Posthibridizacija je radena po protokolu proizvodaca probe (u ovom slucju
KREATECH DIAGNOSTIC):
» skinuti pokrovno staklo i spustiti preparate u 1x pufer za ispiranje |
2 min na 72°C (£ 1°C) u vodenom kupatilu.
» prebaciti preparate u 1x pufer za ispiranje Il 1 min u kivetu koja je obloZena
alu folijom, na sobnoj temperaturi.
» sledi dehidratacija u seriji etanola 70%, 85%, 100% (u svakom drzati po 1 minut).
» suSiti preparate na sobnoj temperaturi, u zatvorenoj kutiji, van domasaja svetla

» nastaviti sa bojenjem jedara i hromozoma DAPI fluorescentnom bojom

Rastvori koji su kori$¢eni u opisanoj proceduri su pravljeni na sledeé¢i naéin:

*pufer za ispiranje | ;. 0,4xSSC / 0,3% igepala

(standardni protokol je izmenjen i umesto igepala je koris¢en TRITON X-100)

2ml 20xSSC + 98ml destilovane vode, zatim oduzeti 300ul pripremljenog rastvora, a
dodati 300ul TRITON X-100

*pufer za ispiranje Il : 2xSSC / 0,1% igepal tj. TRITON X-100
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10ml 20xSSC + 90ml destilovane vode, zatim oduzeti 100ul pripremljenog rastvora,
a dodati 100ul TRITON X-100

Bojenje jedara i hromozoma:

*na svaki preparat naneti 15ul DAPI/antifade, pokriti pokrovnim staklom i

posle 10 min gledati na mikroskopu sa fluorescencijom

3.2.2. Molekularno-geneticka analiza
3.2.2.1. Izolacija DNK [54]

Izolacija DNK iz tumorskoqg tkiva

» Tumor iseckati u Petri Solji skalpelom.

» lIsprati uzorak u RPMI medijumu i centrifugirati na 2000 rpm, 10 min.

» Odbaciti supernatant, dodati 5 ml pufera za ispiranje horiona, centrifugirati 10 min,
2000 rpm.

» Prosuti pufer za ispiranje horiona i talogu dodati 1 ml STE, 50 pl 10% SDS i 70 pul
proteinaze K.

» Inkubirati u vodenom kupatilu sa Sejkerom 2h, 55 °C.

» Podeliti u nove ependorfice po 250 ul (sa drugih 200 pl redestilovane vode isprati
epruvetu i raspodeliti po 50 pl u svaku ependorficu).

» Dodati jednu zapreminu fenola (300 ul), promuckati dok ne pobeli.

» Centrifugirati, max rpm, 10 min.

» Supernatant prebaciti u nove ependorfice i dodati polovinu zapremine amonijum
acetata i dve zapremine hladnog 96% etanola; blago okretati ependorficu.

> Staviti u frizider na -20° C, 15 min, a zatim centrifugirati na 10 000 rpm 10 min.

» Prosuti etanol, osusiti talog i rastvoriti u odgovarajucoj koli¢ini vode.
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Izolacija DNK iz periferne krvi

YV V. V V V V

Y Y V V V

YV V V V V V

YV V. V V V

Pripremiti epruvete od 2 ml.

1 ml periferne krvi sa EDTA sipati u epruvetu i dodati jednaku koli¢inu Lysis 1.

Polako promuckati i tarirati.
Centrifugirati 15 min na 5000 rpm (+4° C).

Polako odbaciti supernatant.

Dodati 1 ml Lysis, resuspendovati talog i tarirati; centrifugirati 15 min na 5000 rpm

(+4° C)..

Jos jednom ponoviti ispiranje.

Dodati 1,2 ml Lysis II.

Resuspendovati, pa dodati 15 pl proteinaze K i 80 pul 10% SDS-a.

Obmotati parafilm oko epruvete, staviti epruvetu u drza¢ i1 ubaciti u vodeno kupatilo

na 37°

Nakon 2h, prebaciti epruvetu u drugo vodeno kupatilo koje je zagrejano na
56° C i inkubirati 6 min.

Dodati 400 pul 6M NacCl.

Tarirati, pa zatim jako promuckati do pojave pene.

Centrifugirati 15 min na 5000 rpm (4° C).

Prebaciti supernatant u novu epruvetu.

Tarirati, pa zatim centrifugirati (pod istim uslovima).

Raspodeliti supernatant u dve nove epruvete od 1,5 ml i dodati 96% etanola
prethodno ohladenog na -20° C.

Zatvoriti epruvete, a zatim ih lagano okretati do pojave niti DNK.
Centrifugirati na 10 000 rpm, 5 min

Odliti supernatant, okrenuti epruvete na papirnu vatu da se dobro ocede.
Dodati destilovanu vodu u zavisnosti od koli¢ine taloga (obi¢no 30- 50 pl).

Cuvati u frizideru.
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Rastvori koji su kori$§¢eni u opisanoj proceduri su pravljeni na sledeéi nadin:

#LYSIS I izmereni su sledeéi reagensi i rastvoreni u destilovanoj vodi:

155 mM NH,4CI

10 mM KHCO; pH 7,4

1 mM EDTA

Za jedan litar LYSIS | meriti: 8,3 g NH4Cl, 1g KHCO3 10,37 g EDTA.

pH doterati sa NaOH ili HCI] na meSalici bez grejanja. Sterilizacija se vr$i 15 min
na 120-140° C; ¢uvati na +4° C do dva meseca.

#LYSIS 1l izmereni su sledeci reagensi i rastvoreni u destilovanoj vodi:

10 mM TRIS-HCI

400 mM NaCl pH 8,0

2 mM EDTA

Za jedan litar LYSIS 11 meriti: 1,21 g TRIS-HCI, 23,2 g NaCl i 0,74 g EDTA.
pH doterati sa NaOH ili HCI na mesalici bez grejanja. Sterilizacija se vr$i 15 min na 120-
140° C, ¢uvati na +4° C do dva meseca.

#¥10% SDS: izmeren je sledeci reagens i rastvoren u destilovanoj vodi:

Rastvoriti 10 g SDS u 100 ml destilovanoj vodi (rastvoriti u manjoj koli¢ini, zagrejati, pa
dopuniti do 100 ml)

Zagrejati na 68° C da bi se pospesilo rastvaranje

Podesiti pH na 7,2 dodavanjem nekoliko kapi koncentrovane ili 1IN HCI

U toku merenja nositi masku i o€istiti vagicu; sterilizacija nije potrebna.

#6M NaCl : izmeren je slede¢i reagens i rastvoren u destilovanoj vodi:

350,7 g/l ili 175,37 g/0,5 1 ili 87,675 g/250 ml

Rastvor je prezasicen (sa talogom).

Praviti dan pre koris¢enja (sloj iznad taloga).

Cuvati na sobnoj temperaturi.

*PUFER ZA ISPIRANJE HORIONA: izmereni su sledeci reagensi i rastvoreni u
destilovanoj vodi:

50 mM TRIS

100 mM NaCl
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1 mM EDTA

Za 100 ml pufera: 5 ml 1M TRIS, 3,33 ml 1M NaCl i 0,2 ml 0,5M EDTA rastvoriti u 100
ml destilovane vode .

Cuvati u frizideru na +4° C.

*STE: izmereni su sledeci reagensi i rastvoreni U 11 destilovane vode:

0,1 M NaCl

10 mM TRIS-CI (pH 8)

1 mM EDTA (ph 8)

*PROTEINAZA K: izmeren je sledeci reagens i rastvoren u destilovanoj vodi:

10 mg proteinaze K rastvoriti u 1 ml destilovane vode, podeliti u manje zapremine i Cuvati
na -20°C.

3.2.2.2. PCR za detekciju D1S80 [55]

D1S80 je polimorfni lokus koji se nalazi na distalnom kraju kratkog kraka
hromozoma 1, u regionu 1p36.3. To je midisatelit i zbog svoje visoke polimorfnosti se
koristi u detekciji LOH 1p36. Do danas je poznato da na ovom lokusu postoje 32 alela koja
variraju u veli¢ini izmedu 354bp i 850bp. Ukoliko je bolesnik sa NB heterozigot u
konstitutivnoj DNK (DNK izolovana iz periferne krvi), nakon PCR reakcije i vizuelizacije
PCR produkata na gelu, u koloni sa konstitutivnom DNK bice vidljive dve trake, a u koloni
sa tumorskom DNK jedna traka ukoliko je doslo do delecije. Ako nema delecije 1p36.3

pojavice se dve trake u koloni sa tumorskom DNK (shema 4).
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Visina trake DNK iz DNK DNK blank DNK
u baznim periferne iz tumora iz tumora marker
parovima(bp) Krvi
I
Alel 1 (354- [ ] . ]
850bp)
I
Alel2 (354 | o o e— ——
850bp)
I

Shema 4. Prikaz produkata PCR reakcije za polimorfni marker D1S80 sa DNK iz

periferne krvi i iz tumora (neuroblastoma) na gelu od agaroze. Kolone

1 i 3 su heterozigoti, kolona 2 je homozigot za analizirani DNK marker

» PCR reakciona smesa se sastojala od slede¢ih komponenti:

10xkoncentrovani reakcioni pufer 2,50 pl

dNTPs (1,5 mM)
D1S80a (10pmol)
D1S80b (10pmol)

Taq DNA polym. (5U/ul)

H,O
MgCl, (50mM)

Uzorak DNK (100 ngr/ul)

1,50 pl
1,00 pl
1,00 pl
0,20 pl
15,55 pl
1,25 pl
1,00 l
25,00 pl

» Sekvenca prajmera za D1S80 je sledeca [55]:

D1S80a TgCgTgTgAATgACCCAQgAgCgTAT
D1S80b TCTggCTTgTTTATTTTgTCTTgTTggAg
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> PCR uslovi su bili sledeci:

prePCR 94° C 2 min
94°C 30 sec

30 ciklusa 60° C 1 min
72°C 2.5 min

postPCR 72°C 7 min

» Analiza PCR produkata:

Analiza PCR produkata se vr$i na 2% agaroznom gelu, na horizontalnoj elektroforezi
(45 min, 85V). Vizuelizacija traka se vr§i Uz pomo¢ etidijum bromida na UV

transiluminatoru.
3.2.3. Citogeneticka analiza

Citogeneticka analiza je radena iz uzoraka kostane srzi bolesika sa NB koji je kultivisan

u in vitro uslovima po sledecoj proceduri:

3.2.3.1. Kultura ¢elija iz uzorka kostane srzi-24h i preparacija hromozoma [54]

3.2.3.1.1. Postavljanje celijskih kultura iz uzorka kostane srzi:

» Uzorak kostane srzi stize u epruveti u kojoj se nalazi 0,5ml heparina. U tako
dobijenu koStanu srZz dodati do 10ml podloge za ispiranje i prebaciti u

graduisane epruvete za centrifugiranje.

» Centrifugirati 10 min na 1600 obrtaja i nakon toga dekantirati supernatant.
Prema broju dobijenih leukocita praviti razblaZzenje u epruveti. Jedan deo
uzeti u melanZer 1 puniti komoru za brojanje leukocita (obi¢no se sadi
1,5X106/m|). Na osnovu broja leukocita zasaditi uzorak koStane srzi u
odgovarajucu koli¢inu podloge (15x10° éelija u 10 ml podloge za sadenje) i
drzati na 37°C, 24",
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>

Posle 24" u kostanu srZ sa podlogom staviti kolhicin i nakon 1h raditi
preparaciju.

3.2.3.1.2. Preparacija hromozoma iz kulture ¢elija kostane srzi:

Dva ¢asa od ubacivanja kolhicina po¢inje preparacija hromozoma.

>

>

>

>

Staklenom pipetom resuspendovati podlogu u epruveti.
Centrifugirati na 2500 rpm 10 min

Supernatant dekantirati i Cistom pipetom sipati malo hipotonije, talog
resuspendovati, a zatim doliti do 10 ml hipotonije i ostaviti u vodenom
kupatilu 20 min na 37°C.

Posle toga u svaku epruvetu dodati po 5 kapi tritona i centrifugirati na 2500

rpm 10 min

Supernatant odliti, a talogu dodati malo fikstiva i resuspendovati. Epruvetu

dopuniti fiksativom do 10 ml i ostaviti da stoji na sobnoj temperaturi 20 min
Nakon toga centrifugirati na 2500 rpm 10 min

Supernatant odliti, a talogu dodati 1ml fiksativa, resuspendovati i pipetom

prebaci u drugu epruvetu.
Tako spojen materijal ponovo centrifugirati na 2500 rpm 10 min

Zatim odliti supernatant, a talogu, u zavisnosti koliko ga ima, dodati 3-4

kapi fiksativa i 3-4 kapi 60%-tne sircetne kiseline
Na ¢istu plo¢icu nakapati 2-3 kapi materijala i susiti preko plamena.

Dobijeni preparati se boje rastvorom Giemsa boje 7-10 min

Na dobijenim preparatima je radena klasi¢na citogeneticka analiza, a nakon toga i

analiza G traka. G trake su dobijene slede¢om procedurom:
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3.2.3.1.3. Tehnika G traka

» Preliti preparate rastvorom tripsina, zatim preparat isprati puferom pH 6,8, nakon
¢ega se boji rastvorom Giemsa boje 7-10 min
Tehnika G traka je radena kako na neobojenim, tako i na obezbojenim preparatima.

Rastvori koji su kori$¢eni u opisanim procedurama su pravljeni na sledeéi nadin:

*Podloga za kultivisanje celija:

RPMI 1640 (1X koncentrovan) za 100ml kompletne podlog: 80 ml podloge + 20 ml
seruma engl.-(Fetal BovineSerum) +1 ml penicilina

*Penicilin (1000000i.j.):

1000000i.j. u 10ml podloge =100000i.j./ml; uzeti 1ml i razblaziti sa 9ml podloge
(10000i.j./ml); 1ml dodati na 100ml podloge finalne koncentracije 100i.j./ml

#Kolhicin:

0,5mg (500ug) rastvoriti u 20ml podloge. Sipati 0,5ml rastvora kolhicina (12,5ug/ml) na
5ml podloge (finalna koncentracija 2,5ug/ml).

*Hipotonicni rastvor:

5,6% KCI + 3,8% Na-citrat u odnosu 1:1. Za jednu dozu od 120ml potrebno je napraviti
dva rastvora: 60ml KCI u odnosu 1:10 (6ml 5,6% KCI i do 60ml destilovane vode) i 60ml
Na-citrata u odnosu 1:6 (10ml 3,8% Na-citrata i do 60ml destilovane vode).

#Triton X-100:

U 5ml 40%-tne sirc¢etne kiseline dodati 0,3ml TRITONa X-100.

*Sircetna kiselina (60%):

Za 5ml potrebno je 3ml CH3;COOH i 2ml destilovane vode

*Fiksativ:

Za fiksativ je potrebna glacijalna sirCetna kiselina i metanol (CH3COOH i CH3;OH).
Fiksativ praviti u odnosu 1:3

100ml: 25ml CH3COOH + 75ml CH3;OH

*Rastvor za bojenje po Giemsi za klasi¢nu hromozomsku analizu:

1ml Giemsa boje rastvoriti u 9ml pufera pH7,6 koji se pravi na sledec¢i naéin:

2,79 Na;HPO, + 0,189 KH,PQO4 rastvoriti u 0,25 litra destilovane vode

42



*Rastvor za bojenje po Giemsi za analizu G-traka na hromozomima:

1ml Giemsa boje rastvoriti u 9ml pufera pH6,8 koji se pravi na slede¢i nacin:

2,789 NapHPO, + 0,489 acid. citricum rastvoriti u 0,5 litra destilovane vode

*GKN (10x koncentrovan):

NaCl 8g / KCI 0,49/ glukoza 19 rastvoriti u 100ml 0,25% tripsin

*GKN (1x koncentrovani): 1ml 10x konc. GKN-a rastvoriti sa 9ml destilovane vode.
#Tripsin:

Tripsin 0,25% rastvoriti sa 1x koncentrovanim rastvorom GKN-a u odnosu 1:1

3.2.4. Statisti¢ka analiza

U obradi i analizi dobijenih podataka, koris¢ene su sledece statisticke metode:

Metode univarijantne statisticke analize

> Deskriptivna statistika za opis podataka. Deskriptivna statistika se sastoji od metoda

prikupljanja, sredivanja, prikazivanja 1 opisivanja podataka pomocu tabela,
grafikona i sumarnih pokazatelja.

Eksploratorna analiza za medugrupnu analizu. Eksploratorna analiza podataka

predstavlja pristup u analizi podataka koji su obi¢no dati tabelarno i1 ima za cilj da
sumira osnovne karakteristike i Cesto ih prikazuje vizuelno. Sluzi za istrazivanje

podataka i daje moguénost da se na osnovu tih podataka formuliSe hipoteza.

Kolmogorov-Smirnov _ test za testiranje postojanja normalne raspodele.

Kolmogorov-Smirnov test je test utvrdivanja slaganja raspodele uzorka sa

teorijskom raspodelom.

Pirsonov Hi kvadrat test za utvrdivanje postojanja asocijacije izmedu parametara.

Pirsonov Hi kvadrat test ispituje hipotezu da li je distribucija vrednosti po redovima

1 kolonama nezavisna. Ako je statistiCka znacajnost mala (p<0.05), to ukazuje da je
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moguce da postoji izvesna veza izmedu varijabli. Ako je pak p>0.05 onda se moze

reci da ne postoji veza izmedu varijabli.

» Hikvadrat Likelihood Ratio test za utvrdivanje postojanja veze izmedu parametara.

Pozitivan "likelihood ratio" (+LR) se definiSe kao odnos izmedu verovatnoce pojave
poznatog rezultata testa koji izrazava da je bolest prisutna i verovatnoée pojave

istog rezultata ako je bolest odsutna.

> Cochran test za Odds Ratio i Relativni Rizik

> Kaplan Majerova (KM) analiza za utvrdivanje faktora prezivljavanja. Da bi se

uradila Kaplan Majerova procena funkcije prezivljavanja neophodno je konstruisati
niz vremenskih intervala. Svaki od ovih intervala je konstruisan tako da sadrzi

vreme smrti koje se desilo na samom pocetku perioda (intervala).

» Log Rank test za utvrdivanje medugrupne razlike prezivljavanja. Kada se

posmatraju podaci za viSe grupa pacijenata, od velike vaznosti je da mogu da se
uporede. Najpopularniji test-metod za ocenu da li su ili ne KM krive za dve ili vise
grupa statisti¢ki ekvivalentne je takozvani log-rank test. U cilju konstruisanja long-
rank testa, polazi se od razmatranja vremena smrti za dve grupe podataka

prezivljavanja.

> Breslov i Tarone-Var test za utvrdivanje medugrupne razlike prezivljavanja izmedu

stratuma.

3.2.4.2. Metode multivarijacione analize

» Logisticka regresija za procenu znacajnosti parametara. Regresione metode su

sastavni deo svake analize podataka koja se bavi opisivanjem veze izmedu zavisnih

1 nezavisnih promenljivih. Logisti¢ka regresija se koristi za:

- predvidanje zavisne promenljive na osnovu vrednosti nezavisnih promenljivih
- rangiranje nezavisnih promenljivih po vaznosti

- procenu efekta interakcije.
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> Koksova regresija za procenu znacajnosti parametara prezivljavanja. Koksova

regresija je metod za ispitivanje efekata nekoliko varijabli na odredeni dogadaj koji
¢e se desiti u nekom vremenu. Ako je dogadaj u kontekstu ishoda bolesti smrt,

metod se naziva akoksova regresija za procenu prezivljavanja.

U cilju obrade podataka koriS¢en je statisticki paket SPSS. Analize su radene sa
verovatno¢om od 95% (p < 0.05). Obradeni podaci i dobijeni rezultati su prikazani graficki

i tabelarno.
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4. REZULTATI

U grupi od 72 bolesnika sa NB uradene su slede¢e geneticke analize: MYCN status,
odredivanje prisustva/odsustva del 1p36.3 i kariotip. Dobijeni rezultati su uporedivani sa
klinickim podacima koji imaju prognosti¢ki znacaj, a to su: uzrast bolesnika pri
postavljanju dijagnoze, stadijum bolesti i grupa rizika. Statistickom obradom rezultata
genetiCkih analiza 1 klini¢kih podataka pokazan je znacaj pojedinacnih parametara kao i
njihov medusobni uticaj na ishod bolesti.

Kod svih bolesnika (100%) je uraden MYCN status, kod 50/72 (69.4%) bolesnika je
uradena analiza prisustva dellp36.3, a kod 59/72 (81.9%) je uraden kariotip. Prilikom
postavljanja dijagnoze, uzeti su podaci 0 uzrastu, odreden je klini¢ki stadijum bolesti po
klasifikaciji Evansa i saradnika, i bolesnici su svrstani u odgovaraju¢u grupu rizika po
ESIOP NB sistemu klasifikacije.

Za svakog bolesnika registrovan je ishod bolesti (ziv ili nije Ziv), kao i duZzina
prezivljavanja do smrtnog ishoda ili do poslednje kontrole tzv. ukupno prezivljavanje

(tabela 8). Od ukupno 72 bolesnika, 30/72 (41.7%) je umrlo, a 42/72 (58.3%) je zivo.

Tabela 8. Rezultati genetickih analiza i relevantni klini¢ki parametri u grupi od 72
bolesnika sa NB

Bole- | Uzrast pri | Stad. Del MYCN KARIOTIP Grupe || ISHOD | Ukupno

snik Dg. u mes 1p36 | status rizika prezi-
vljavanje
u mes
Nb1l 32 i da NA 46,XX visok | nije ziv 9
Nb2 71 i ne NA 46,XY visok | nije ziv 18
Nb3 71 i da A visok | nije ziv 19
Nb4 42 v da NA visok | nije ziv 67
Nb5 32 v ne NA 46,XY/ visok | nije ziv 8
47-51hr
Nb6 58 v NA 46,XX/ visok | nije ziv 4
81-90hr
Nb7 0,5 | ne NA 46,XX nizak Ziv 173
Nb8 50 1"l A visok | nije ziv 13
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Nb9
Nb10
Nb11

Nb12
Nb13
Nb14

Nb15
Nb16
Nb17
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Nb19
Nb20
Nb21
Nb22
Nb23
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Nb25
Nb26

Nb27

Nb28
Nb29

Nb30

Nb31
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Nb34

49
190
20
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e
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Nb35
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Nb71 6 v VISAK 46,XX Vvisok Ziv 9

Nb72 120 v NA 49 XY +7,+9, | visok Ziv 6
+10,
del(14)(g24)
146, XY

* mes.-meseci; dg.-dijagnoza; stad.-stadijum; NA-nema amplifikaciju; A-amplifikacija

4.1.1. UTICAJ POJEDINACNIH PARAMETARA NA PREZIVLIAVANJE
BOLESNIKA SA NB

4.1.2. Analiza uzrasta bolesnika pri postavljanju dijagnoze

Jedan od prvih podataka prilikom uzimanja anamneze je uzrast bolesnika. Kod
bolesnika sa NB taj podatak ima i vazan prognosti¢ki znacaj [33]. ProseCan uzrast pri
postavljanju dijagnoze je iznosio 30 meseci.

Bolesnici su bili podeljeni u dve starosne grupe:
I. ispod 18 meseci i
Il. jednako ili viSe od 18 meseci
U tabeli 9. je prikazan broj NB bolesnika i ishod bolesti u ove dve starosne grupe, iz
koje se jasno vidi da je u ispitivanom uzorku NB bolesnika prezivljavanje u starosnoj grupi
ispod 18 meseci bilo vece i iznosilo je 79.4%, dok je u grupi bolesnika uzrastal8 ili vise od

18 meseci prezivljavanje iznosilo 39.5%.

Tabela 9. Broj bolesnika sa NB u dve starosne grupe: ispod 18 meseci i jednako ili
viSe od 18 meseci i ishod bolesti u prikazanim grupama

Uzrast bolesnika Broj bolesnika Broj umrlih Broj zivih
<18m 34 (47.2%) 7 (20.6%) 27 (79.4%)
>18m 38 (52.8%) 23 (60.5%) 15 (39.5%)

Ukupno 72 (100.0%) 30 (41.7%) 42 (58.3%)

Za izraCunavanje razlike u preZivljavanju izmedu ove dve strosne grupe NB

bolesnika koris¢ena je Kaplan-Meierova analiza ¢iji su rezultati prikazani u Tabeli 10.
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Tabela 10.  Prezivljavanje izrazeno u mesecima po starosnim grupama nakon Kaplan-
Meier analize

Uzrast bolesnika

Srednja duzina prezivljavanja u Standardna greska

mesecima
ispod 18m 138.013 11.737
18m 1 vise 62.690 11.784
ukupno 100.372 9.871

Razlika u prezivljavanju izmedu starosne grupe I i II je statistiCki znalajna
(p=0.001) (tabela 10, grafikon 1).
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Grafikon 1. Prezivljavanje bolesnika sa NB uzrasta ispod 18 meseci i uzrasta jednako ili
viSe od 18 meseci

Analizom podataka o uzrastu bolesnika prilikom postavljanja dijagnoze dobijen je

graficki prikaz odnosa osetljivosti i specifi¢nosti pri razli¢itim nivoima odlucivanja, tzv.

ROC kriva (grafikon 2). U ovom slucaju ROC kriva pokazuje da je uzrast od 19 meseci

mesto na kome se seku osetljivost i specifi¢nost, a to znaci da je u ovom uzorku od 72 NB
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bolesnika tacka preseka (engl. cut off) na kome se dele starosne grupe ne 18 ve¢ 19 meseci

(tabela 11).

ROC Curve
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=
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0.0 0.2 0.4 0.6 08 10
1 - Specificity
Grafikon 2. Odnos osetljivosti i specifi¢nosti

Tabela 11. Koordinate ROC krive iz koje je dobijena tacka preseka od 19 meseci

Koordinate krive
uzrast u vreme postavljanja dijagnoze
Positive if Greater Than or Equal Sensitivity 1 - Specificity
To®

.00 1.000 1.000
1.50 967 .929
2.50 933 .881
3.50 .900 .833
5.00 .900 .786
6.50 .900 667
7.50 .900 643
9.00 .867 619
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10.50 .833 .619
11.50 .833 476
12.50 .833 452
13.50 .800 429
15.00 .800 405
16.50 .800 381
17.50 767 .357
18.50 767 333
19.50 733 .262
20.50 .667 .262
21.50 633 .262
23.00 .600 .262
24.50 .600 238
25.50 567 238
29.00 533 214
33.50 467 214
35.50 433 214
37.00 433 190
39.00 .367 167
41.00 333 167
43.00 .300 143
46.50 .300 119
49.50 267 119
53.50 233 .095
57.50 200 .095
64.50 167 .095
71.50 100 .095
73.00 100 071
85.00 .067 071
100.50 .067 .048
112.50 .033 .048
155.00 .033 .024
198.50 .033 .000
208.00 .000 .000

P/N Ratio = 19
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4.1.3. Analiza klinickih stadijuma bolesti

Zastupljenost klini¢kih stadijuma kod 72 bolesnika sa NB i njihov ishod po
stadijumima prikazan je u tabeli 12. Najveci broj NB bolesnika je, u vreme postavljanja
dijagnoze, bio u stadijumu III (33.3%) 1 IV (36.1%). Takode je i broj umrlih najveéi u
ovim klini¢kim stadijumima (stadijum I11-33.3% i stadijum 1V-69.2%), dok je broj umrlih u

nizim stadijumima upadljivo manji (u stadijumu 1-16.7%, a u stadijumu Il nema umrlih-

0.0%).

Tabela 12.  Zastupljenost klini¢kih stadijuma kod 72 bolesnika sa NB i njihov ishod
Stadijumi (Evans, 1971) Broj bolesnika Broj umrlih Broj zivih
I 6 (8.3%) 1 (16.7%) 5 (83.3%)
1 5 (6.9%) 0 (0.0%) 5 (100.0%)
tadii 11 24 (33.3%) 8 (33.3%) 16 (66.7%)
stadyum IV 26 (36.1%) 18 (69.2%) 8 (30.8%)
IV-S 11 (15.3%) 3 (27.3%) 8 (72.7%)
ukupno 72 (100.0%) 30 (41.7%) 42 (58.3%)

Primenom Kaplan-Meierove analize pokazano je da postoji statisticki znacajna

razlika u prezivljavanju bolesnika sa NB u razli¢itim stadijumima (p=0.001), Sto je i1

grafi¢ki prikazano na grafikonu 3.

Grafikon 3.
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4.1.4. Analiza delecije 1p36.3

Analiza prisustva delecije 1p36.3 primenom fluorescentne hibridizacije ili PCR
metodom uradena je kod 50 (69.4%) od ukupno 72 NB bolesnika. Odsustvo del1p36.3 je
detektovano kod 32/50 (64%) bolesnika, a dellp36.3 je bila prisutna kod 18/50 (36%)
bolesnika (tabela 13). Delecija 1p36.3 detektovana FISH metodom prikazana je na slici 9.
Na slici 10. su prikazani rezultati PCR reakcije kojom je na molekularnom nivou pokazana
delecija 1p36.3.

Slika 9. Delecija 1p36.3: dva zelena, referentna signala hromozoma
(SE1gh), i jedan crveni, telomerni signal za 1p36.3 (SRD1p36)
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Slika 10. Produkti PCR reakcije za marker D1S80 na 2% agaroznom gelu, 45 min,
85V: u kolonama 1, 2 i 3 su uzorci DNK bolesnika sa NB koji nije
informativan za ispitivani marker (homozigot), a u kolonama 5, 6 i 7 su
uzorci DNK bolesnika sa NB koji je informativan za D1S80 (heterozigot) i
ima deleciju 1p36.3 u tumoru (kolona 1-DNK marker, kolone 2 i 3 DNK iz
periferne krvi, kolona 4 DNK iz tumora, kolona 5 i 6 DNK iz periferne krvi,
kolona 7 DNK iz tumora)

Tabela 13. Broj NB bolesnika sa i bez del1p36.3 u analiziranoj grupi od 50 bolesnika i

njihov ishod
Analiza 1p36.3 Broj bolesnika | Broj umrlih Broj Zivih
bez delecije 32 (64%) 9 (28.1%) 23 (71.9%)
De:::ttjs"a” sadelecijom | 18 (36%) 12 (66.7%) 6 (33.3%)
ukupno 50 (100%) 21 (42%) 29 (58%)

Prezivljavanje bolesnika sa NB u grupi bolesnika bez dellp36.3 je bilo znatno vece

u odnosu na grupu bolesnika sa delecijom i iznosilo je 71.9% u odnosu na 33.3% koliko je

bilo u grupi sa delecijom 1p36.3.

Za izraCunavanje srednje duZine preZivljavanja kod NB bolesnika sa i bez del1p36.3

koris¢ena je Kaplan-Meierova analiza (tabela 14).
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Tabela 14. Prezivljavanje izrazeno u mesecima kod 50/72 NB bolesnika sa dellp36.3 i
bez del 1p36.3 nakon Kaplan-Meierove analize

Analiza 1p36.3 Srednja duzina prezivljavanja u Standardna greska
mesecima
bez delecije 128.185 12.575
sa delecijom 53.562 12.958
ukupno 105.330 11.163

Rezultati ove analize pokazuju da postoji statisticki znafajna razlika u
prezivljavanju izmedu grupe NB bolesnika sa delecijom 1 bez dellp36.3 (p=0.002) Sto je
prikazano na grafikonu 4.
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Grafikon 4. Prezivljavanje NB bolesnika sa i bez del1p36.3
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4.1.5. Analiza MYCN statusa

MYCN status je uraden kod svih sedamdesetdvoje bolesnika sa NB (100%). Ovi

bolesnici su podeljeni u 3 grupe: bez MYCN amplifikacije (slika 11), sa MYCN

amplifikacijom (slika 12) i sa MYCN viskom (slika 13). Broj NB bolesnika u sve tri grupe,

kao i njihov ishod, prikazan je u tabeli 15. Najvecée prezivljavanje je u grupi bez MYCN

amplifikacije (68.8%), a najmanje u grupi sa MYCN amplifikacijom (35.0%)

Tabela 15. MYCN status kod 72 bolesnika sa NB i njihov ishod
MYCN status Broj bolesnika Broj umrlih Broj zivih
bez amplifikacije 48 (66.7%) 15 (31.2%) 33 (68.8%)
sa amplifikacijom 20 (27.8%) 13 (65.0%) 7 (35.0%)
sa viSkom 4 (56%) 2 (500%) 2 (500%)
ukupno 72 (100.0%) 30 (41.7) 42 (58.3%)

Slika 11. Normalan broj kopija MYCN onkogena u ¢eliji: 2 zelena, referentna
signala za hromozom 2 (LAF2q11) i 2 crvena signala MYCN onkogena
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Slika 12. Amplifikacija MYCN onkogena u celiji: 2 zelena referentna signala za
hromozom 2 (LAF2q11) i preko 50 crvenih signala MYCN onkogena

Slika 13. Visak MYCN onkogena u Celiji: 4 zelena, referentna signala za
hromozom 2 (LAF2g11) i 6 crvenih signala MYCN onkogena
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Prose¢na duzina zivota NB bolesnika iz ove tri grupe izracunata primenom Kaplan-

Meierove analize prikazana je u tabeli br 16.

Tabela 16. Prezivljavanje izrazeno u mesecima kod 72 NB bolesnika u zavisnosti od
MYCN statusa izra¢unato Kaplan-Meierovom analizom

MYCN status Srednja duzina prezivljavanja u Standardna greska
mesecima
bez amplifikacije 118.677 11.426
sa amplifikacijom 40.574 8.871
Sa viSkom 82.000 27.471
ukupno 100.372 9.871

Poredenjem ovih grupa je pokazano da je statisti¢ka razlika znacajna samo izmedu
grupe bolesnika sa amplifikacijom i bez amplifikacije MYCN onkogena (p=0.016). Visak
MYCN onkogena nije statisti¢ki znacajan za prezivljavanje u grupi od 72 analizirana NB
bolesnika (grafikon 5, tabela 17).
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Grafikon 5. Prezivljavanje NB bolesnika u zavisnosti od MYCN status
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Tabela 17.

sa viskom MYCN onkogena

Prezivljavanje tri grupe NB bolesnika: bez amplifikacije, sa amplifikacijom i

Bez amplifikacije |Sa amplifikacijom Sa viskom
Statisticki test MYCN status |Chi- Sig. Chi- Sig. Chi-  |Sig.
Square Square Square

bez amplif. 7.475 .006 .336 562

(I\'A‘;r?t;_aé‘gx) saamplif. | 7.475 | .006 1280 | 258
sa viSkom .336 562 1.280 .258

Breslow bez amplif. 7.243 .007 .002 963

(Generalized sa amplif. 7.243 .007 1.524 217
Wilcoxon) sa viSkom .002 963 1.524 217

bez amplif. 7.543 .006 .070 192

Tarone-Ware sa amplif. 7.543 .006 1.428 232
sa viskom .070 792 1.428 232

xamplif.-amplifikacija

4.1.6. Analiza kariotipa

Analiza kariotipa je uradena kod 59/72 (81.9%) bolesnika sa NB. Ovi bolesnici su

podeljenji u dve grupe: bolesnici sa normalnim kariotipom (43/59) i bolesnici sa

aberantnim kariotipom (16/59). Broj NB bolesnika sa normalnim i aberantnim kariotipom i

njihov ishod dati su u tabeli 18.

Tabela 18. Broj NB bolesnika sa aberantnim i normalnim kariotipom i njihov ishod
Kariotip Broj bolesnika Broj umrlih Broj zivih
normalan 43 (72.9%) 12 (27.9%) 31 (72.1%)
Detektovan
status aberantan 16 (27.1%) 12 (75.0%) 4 (25.0%)
ukupno 59 (100.0%) 24 (40.7%) 35 (59.3%)
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Medu aberantnim kariotipovima nadene su euploidije i to: ,,near” diploidija, ,,near*
triploidija, ,,near* tetraploidija, tetrapoidija i pentaploidija. Od strukturnih aberacija
detektovana je delecija kratkog kraka hromozoma 1 i delecija dugog kraka hromozoma 14.
Takode su nadeni dmin i hsrovi, a detektovana su i tri kompleksna kariotipa (tabela 8). Na
slici 14. prikazan je kompleksan kariotip: 49,XY,+7,+9,+10,del(14)(q24).

Slika 14. Kompleksan kariotip - aberantan muski kariotip:
49,XY,+7,+9,+10,del(14)(q24)

Prezivljavanje u grupi NB bolesnika sa aberantnim kariotipom je bilo manje i
iznosilo je 25.0%, dok je u grupi bolesnika bez aberacije u kariotipu iznosilo 72.1%.
Prosena duzina Zivota NB bolesnika sa normalnim i aberantnim kariotipom

izracunata Kaplen-Meierovom analizom prikazana je u tabeli 19.
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Tabela 19. Prezivljavanje izrazeno u mesecima kod 59/72 NB bolesnika u zavisnosti od
prisustva normalnog ili aberantnog kariotipa.

Kariotip Srednja duzina prezivljavanja Standardna greska
u mesecima
normalan 123.653 11.990
aberantan 42.772 13.055
ukupno 101.815 10.936
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Grafikon 6.  Prezivljavanje NB bolesnika sa normalnim i aberantnim kariotipom.

Razlika u prezivljavanju ove dve grupe NB bolesnika je statisticki znacajna

(p=0.001) i prikazana je na grafikonu 6.
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4.1.7. Analiza po grupama rizika

Svi bolesnici sa NB su svrstani u odgovarajucu grupu rizika na osnovu klini¢kih i

bioloskih parametara prema preporuci Medunarodnog udruzenja pedijatrijske onkologije

Evrope za neuroblastom (ESIOP NB Risk Group classification) [32]. U grupi sa niskim

rizikom bilo je 19/72 (26.4%) bolesnika, u grupi sa srednjim rizikom je bilo 16/72
bolesnika (22.2%) i u grupi sa visokim rizikom je bilo 37 bolesnika (51.4%). Broj NB

bolesnika u sve tri grupe rizika, kao i njihov ishod prikazani su u tabeli 20. Kao $to je i

ocekivano, najvece prezivljavanje je bilo u grupi sa niskim rizikom (94.7%), a najmanje u

grupi sa visokim rizikom (27.0%).

Tabela 20. Broj NB bolesnika po grupama rizika i njihov ishod
Grupe rizika Broj bolesnika Broj umrlih Broj zivih
nizak 19 (26.4%) 1 (5.3%) 18 (94.7%)
rizik srednji 16 (22.2%) 2 (12.5%) 14 (87.5%)
visok 37 (51.4%) 27 (73.0%) 10 (27.0%)
ukupno 72 (100.0%) 30 (41.7%) 42 (58.3%)

Prosetno vreme prezivljavanja u razli¢itim grupama rizika primenom Kaplan-

Meirove analize prikazano je u Tabeli 21.

Tabela21l.  Prezivljavanje izraZzeno u mesecima kod 72 NB bolesnika
u zavisnosti od grupe rizika

Grupa rizika Srednja duzina prezivljavanja Standardna greska
u mesecima
nizak 163.947 8.811
srednji 140.375 14.134
visok 35.037 6.087
ukupno 100.372 9.871
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Statistickom obradom podataka je pokazano da postoji statisticki znacajna razlika u

prezivljavanju bolesnika iz niske i visoke grupe rizika (p=0.000), kao i izmedu srednje i

visoke grupe rizika (p=0.000). Takode je pokazano da nema razlike u prezivljavanju

izmedu bolesnika iz niske i srednje grupe rizika, §to je prikazano na grafikonu 7 i u tabeli

22.
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Grafikon 7. Prezivljavanje NB bolesnika u zavisnosti od grupe rizika

Tabela 22. Prezivljavanje 72 NB bolesnika u zavisnosti grupe rizika
Nizak Srednji Visok
Statisticki test Rizik  [Chi-Square| Sig. | Chi-Square| Sig. |Chi-Square| Sig.
nizak .633 426 22.291 |.000
Log Ragl;)gv'ame" srednji | 633 | .426 16.132 |.000
visok 22.291 .000 16.132 .000
Breslow nizak 362 547 15.384 | .000
(Generalized srednji .362 547 11.652 |.001
Wilcoxon) visok | 15.384 | .000 11.652 .001
nizak 485 .486 18.565 |.000
Tarone-Ware sredniji 485 486 13.813 |.000
visok 18.565 .000 13.813 .000
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4.2. POREDENIE UTICAJA MYCN STATUSA I OSTALIH POJEDINACNIH
PARAMETARA NA PREZIVLJAVANIJE BOLESNIKA SA NB

Za poredenje uticaja MYCN statusa 1 ostalih pojedina¢ih parametara na

prezivljavanje NB bolesnika koris¢en je Chi-Square test.
4.2.1. MYCN status i uzrast pri postavljanju dijagnoze

Prilikom poredenja MYCN statusa i uzrasta NB bolesnika utvrdeno je da ne postoji

statistiCki znacajna veza izmedu ovih parametara (p=0.056) (tabela 23 1 24).

Tabela 23. Poredenje MYCN statusa sa starosnim grupama ispod 18 i 18 i viSe meseci

Starosne grupe
MYCN status ispod 18 18 i vise Ukupno
broj 27 21 48
bez amplifikacije
% MYCN 56.3% 43.8% 100.0%
MYCN o broj 5 15 20
sa amplifikacijom
status % MYCN 25.0% 75.0% 100.0%
broj 2 2 4
sa viskom
% MYCN 50.0% 50.0% 100.0%
broj 34 38 72
ukupno
% MYCN 47.2% 52.8% 100.0%
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Tabela 24. Rezultat Chi-Square testa pri poredenju MYCN statusa sa uzrastom NB

bolesnika ispod 18 1 18 i viSe meseci

Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 5.545% 2 .063
Likelihood Ratio 5.762 2 .056
Linear-by-Linear Association 2.809 1 .094
N of Valid Cases 72

Medutim, kada se uzrast pri postavljanju dijagnoze podeli na grupe ispod 19 meseci

1 19 1 viSe meseci, dobije se statistiCki znacajna razlika u prezivljavanju NB bolesnika

(p=0.038) (tabela 25 i 26).

Tabela 25. Poredenje MYCN statusa sa starosnim grupama ispod 19 1 19 i visSe meseci
Starosne grupe ukupno
MYCN status ispod 19 19 i vise
o broj 28 20 48
bez amplifikacije
% MYCN 58.3% 41.7% 100.0%
o broj 5 15 20
MYCN | saamplifikacijom
% MYCN 25.0% 75.0% 100.0%
broj 2 2 4
sa viskom
% MYCN 50.0% 50.0% 100.0%
broj 35 37 72
ukupno
% MYCN 48.6% 51.4% 100.0%

66




Tabela 26. Rezultat Chi-Square testa pri poredenju MYCN statusa sa uzrastom NB
bolesnika ispod 19 1 19 i viSe meseci

Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 6.283 2 .043
Likelihood Ratio 6.516 2 .038
Linear-by-Linear Association 3.342 1 .068
N of Valid Cases 72

Unutar starosne grupe ispod 19 meseci postoji razlika u prezivljavanju u zavisnosti
od MYCN statusa. Bolesnici bez MYCN amplifikacije i sa MYCN viskom imaju bolje
prezivljavanje u odnosu na bolesnike sa MYCN amplifikacijom (grafikon 8). U starosnoj
grupi 19 1 viSe meseci ta razlika ne postoji (grafikon 9).
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Grafikon 8.  Prezivljavanje u grupi ispod 19 meseci u zavisnosti od MYCN statusa
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Grafikon 9.  Prezivljavanje u grupi 19 i viSe meseci u zavisnosti od MYCN statusa
4.2.2. MYCN status i stadijumi bolesti

Amplifikacija MYCN onkogena je ¢e$¢a kod tumora koji su svrstani u visi stadijum,
i kao §to je prikazano u tabeli 27, vidi se da ¢ak 15/20 (75.0%) NB bolesnika sa MYCN
amplifikacijom pripada 1V stadijumu bolesti, dok je procenat bolesnika sa MNA u I11i IV

stadijumu iznosio 36%.

Tabela 27. Poredenje MYCN statusa sa stadijumima bolesti kod NB
Stadijum Ukupno
MYCN status | ] 11 v IV-S
bez amplifikacije broj 6 > 19 9 9 48
% MYCN | 12.5% | 10.4% | 39.6% | 18.8% 18.8% | 100.0%
- broj 0 0 3 15 2 20
MYCN  Jsa amplifikacijom 50 N"0.00% | 0.0% | 15.0% | 75.0% | 10.0% | 100.0%
<a viskom broj 0 0 2 2 0 4
% MYCN 0.0% 0.0% 50.0% | 50.0% 0.0% | 100.0%
ukupno broj 6 5 24 26 11 12
% MYCN 8.3% 6.9% 33.3% | 36.1% 15.3% | 100.0%
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Rezultati Chi-Square testa su pokazali da postoji statisticki znacajna razlika u

prezivljavanju izmedu grupe bolesnika bez amplifikacije i sa amplifikacijom MYCN
onkogena (p=0.001, tabela 28).

Tabela 28. Rezultati Chi-Square testa pri poredenju MYCN statusa sa stadijumima NB
Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 22.363° 8 .004
Likelihood Ratio 25.703 8 .001
Linear-by-Linear Association 3.954 1 .047
N of Valid Cases 72

4.2.3. MYCN status i delecija 1p36.3

Delecija 1p36.3 je Cesta aberacija koja se detektuje u samom tumoru kod bolesnika
sa NB. Ova geneti¢ka promena je obi¢no udruzena sa MYCN amplifikacijom, Sto se vidi i iz

tabele 29, gde je prikazano da 11/13 (84.6%) NB bolesnika sa MYCN amplifikacijom ima
delecijulp36.3.
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Tabela29.  Poredenje MYCN statusa i prisustva delecije 1p36.3 kod NB bolesnika
1p36.3 Ukupno
MYCN status Bez dellp | Sadel 1p
o broj 29 6 35
bez amplifikacije
% MYCN 82.9% 17.1% 100.0%
L broj 2 11 13
MYCN | saamplifikacijom
% MYCN 15.4% 84.6% 100.0%
broj 1 1 2
sa viskom
% MYCN 50.0% 50.0% 100.0%
broj 32 18 50
ukupno
% MYCN 64.0% 36.0% 100.0%

Postoji statisticka znacajnost u prezivljavanju izmedu grupa bez delecije 1 sa

delecijom 1p36.3 i MYCN amplifikacijom (tabela 30). Vece prezivljavanje je prisutno u

grupi bez del1p36.3.

Tabela 30.

Rezultati Chi-Square testa pri poredenju MYCN statusa i delecije 1p36.3

Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 18.907° 2 .000
Likelihood Ratio 19.337 2 .000
Linear-by-Linear Association 13.228 1 .000
N of Valid Cases 50
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4.2.4. MYCN status i kariotip

U grupi bolesnika bez amplifikacije MYCN onkogena, sa normalnim kariotipom u

kostanoj srzi bilo je 80,5% NB bolesnika (tabela 31).

Tabela31.  Poredenje MYCN statusa sa nalazom kariotipa iz kostane srzi NB bolesnika
Kariotip Ukupno
MYCN status Normalan | Aberantan
bez amplifikacije broj 33 8 4
% MYCN 80.5% 19.5% 100.0%
e broj 8 8 16
MYCN | saamplifikacijom % MYCN 50.0% | 50.0% | 100.0%
sa viskom broj 2 0 2
% MYCN 100.0% 0.0% 100.0%
broj 43 16 59
ukupno
% MYCN 72.9% 27.1% 100.0%

Izmedu grupe bolesnika sa normalnim kariotipom u koStanoj srzi i grupe sa

aberantnim kariotipom, u odnosu na odsustvo amplifikacije MYCN onkogena postoji

statisticki znacajna razlika u prezivljavanju (p=0.043) (tabela 32). Prezivljavanje je vece u

gupi sa normalnim kariotipom.

Tabela 32.

iz ko$tane srzi NB bolesnika

Rezultati Chi-Square testa pri poredenju MYCN statusa sa nalazom kariotipa

Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 6.183° 2 .045
Likelihood Ratio 6.310 2 .043
Linear-by-Linear Association 1.917 1 .166
N of Valid Cases 59

71




4.2.5. MYCN status i grupe rizika

Svi NB bolesnici koji su imali amplifikaciju MYCN onkogena su u grupi visokog

rizika (tabela 33).

Tabela 33. Poredenje MYCN statusa sa grupama rizika NB bolesnika
rizik ukupno
MYCN status Nizak Srednji Visok

bez amplifikacije broj 19 e 14 48
% MYCN | 39.6% 31.3% 29.2% | 100.0%

ey e broj 0 0 20 20
MYCN | sa amplifikaciiom =5 Gy eN"T0.0% | 00% | 1000% | 100.0%

Sa viSkom broj 0 L 3 4
% MYCN 0.0% 25.0% 75.0% | 100.0%

ukupno broj 19 16 37 72
% MYCN 26.4% 22.2% 51.4% 100.0%

Statisticka znacajnost pri poredenju MYCN statusa i grupa rizika kod NB bolesnika
je ocigledna (p=0.000) (tabela 34).

Tabela 34. Rezultati Chi-Square testa pri poredenju MYCN statusa sa grupama rizika

NB bolesnika

Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 29.962° 4 .000
Likelihood Ratio 38.910 4 .000
Linear-by-Linear Association 19.819 1 .000
N of Valid Cases 72
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4.2.6. MYCN status i ishod bolesti

Odnos zivih i umrlih NB bolesnika bez MYCN i sa MYCN amplifikacijom je u
obrnutoj srazmeri (tabela 35). U grupi NB bolesnika bez amplifikacije 68.8% bolesnika je
zivo, dok taj procenat u grupi sa MNA iznosi 35.0%. U grupi NB bolesnika sa viskom
MYCN odnos zivih i umrlih je 50:50%.

Tabela 35. Poredenje MYCN statusa sa ishodom bolesti kod NB bolesnika

Ishod Ukupno
MYCN status Ziv Umro
L broj 33 15 48
bez amplifikacije
% MYCN 68.8% 31.3% 100.0%
o broj 7 13 20
MYCN | saamplifikacijom
% MYCN 35.0% 65.0% 100.0%
broj 2 2 4
sa viSkom
% MYCN 50.0% 50.0% 100.0%
broj 42 30 72
ukupno
% MYCN 58.3% 41.7% 100.0%

Postoji statisticki znacajna razlika u ishodu bolesti kod grupe bolesnika bez

amplifikacije i sa amplifikacijom MYCN onkogena (p=0.034) (tabela 36).
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Tabela 36. Rezultati Chi-Square testa pri poredenju MYCN statusa sa ishodom bolesti
kod NB bolesnika

Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 6.737° 2 .034
Likelihood Ratio 6.736 2 034
Linear-by-Linear Association 4.596 1 .032
N of Valid Cases 72

4.3. POREDENIE UTICAJA DELECIE 1p36.3 I OSTALIH POJEDINACNIH
PARAMETARA NA PREZIVLJAVANJE BOLESNIKA SA NB

Za poredenje uticaja delecije 1p36.3 1 ostalih pojedinacih parametara na

prezivljavanje NB bolesnika koris¢en je Chi-Square test.
4.3.1. Delecija 1p36.3 i uzrast pri postavljanju dijagnoze

U grupi NB bolesnika sa delecijom 1p36.3 upadljivo je veci broj bolesnika uzrasta
18 ili viSe meseci (72.2%, odnosno 13/18), u odnosu na uzrast ispod 18 meseci (27.8%,
odnosno 5/18), dok je u grupi bez delecije 1p36.3 odnos obrnut u korist bolesnika mladih
od 18 meseci (65.6%, odnosno 21/32) u odnosu na grupu od 18 i viSe meseci (34.4%,
odnosno 11/32) (tabela 37). Osim razlike u procentima, postoji 1 statisticki znacajna razlika
(p=0.010) pri poredenju delecije 1p36.3 1 uzrasta NB bolesnika ispod 18 1 18 1 viSe meseci
(tabela 38).
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Tabela 37.

181 18 1 viSe meseci

Poredenje prisustva i odsustva delecije 1p36.3 sa starosnim grupama: ispod

Starosna grupa Ukupno
1p36.3 status ispod 18m | 18m i vise
broj 21 11 32
bez delecije
% 1p36.3 65.6% 34.4% 100.0%
1p36.3
- broj 5 13 18
sa delecijom
% 1p36.3 27.8% 72.2% 100.0%
broj 26 24 50
ukupno
% 1p36.3 52.0% 48.0% 100.0%
Tabela 38. Rezultat Chi-Square testa pri poredenju delecije 1p36.3 sa uzrastom NB

bolesnika ispod 18 1 18 i viSe meseci

Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. | Exact Sig. Exact Sig.
(2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square 6.611° 1 .010
Continuity Correction® | 5.182 1 .023
Likelihood Ratio 6.781 1 .009
Fisher's Exact Test .018 011
Linear-by-Linear
Association 6.479 1 011
N of Valid Cases 50




Ukoliko se starosne grupe podele na uzrast ispod 19 meseci i na uzrast 19 i vise
meseci, brojéani odnos se menja samo u grupi NB bolesnika bez delecije tako $to je 68.8%
ovih NB bolesnika (22/32) u grupi ispod 19 meseci, a 31.3% bolesnika (10/32) u grupi od
19 i vise meseci (tabela 39). Nakon Chi-Square testa na ovako podeljenom uzorku,
statisticka znacajnost se povecava (p=0.005) (tabela 40).

Tabela 39. Poredenje prisustva i odsustva delecije 1p36.3 sa starosnim grupama: ispod
19119 1 viSe meseci
Starosna grupa Ukupno
1p36.3 status ispod 19m | 19m i vise
broj 22 10 32
bez delecije
% 1p36.3 68.8% 31.3% 100.0%
1p36.3
- broj 5 13 18
sa delecijom
% 1p36.3 27.8% 72.2% 100.0%
broj 27 23 50
ukupno
% 1p36.3 54.0% 46.0% 100.0%
Tabela 40. Rezultat Chi-Square testa pri poredenju prisustva i odsustva delecije 1p36.3

sa uzrastom NB bolesnika ispod 19 1 19 i viSe meseci

Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. |Exact Sig. (2- | Exact Sig. (1-

(2-sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 7.785° 1 .005
Continuity Correction® | 6.223 1 .013
Likelihood Ratio 7.975 1 .005

Fisher's Exact Test .008 .006
Linear-by-Linear 7.630 1 .006

Association
N of Valid Cases 50
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4.3.2. Delecija 1p36.3 i stadijumi bolesti

Kao i u slu¢aju MYCN amplifikacije, prisustvo delecije 1p36.3 je Cesce u visim
stadijumima bolesti — u 111 (5/18, odnosno 27.8%) i IV stadijumu (10/18, odnosno 55.6%)
(tabela 41).

Tabela 41. Poredenje prisustva i odsustva delecije 1p36.3 sa stadijumima bolesti
kod NB

Stadijum Ukupno
1p36.3 status | I i v IV-S
bez broj 5 3 14 5 5 32
1p36.3 delecije | % 1p36.3 | 15.6% | 9.4% | 43.8% | 15.6% | 15.6% | 100.0%
sa broj 1 0 5 10 2 18
delecijom| % 1p36.3 | 5.6% 0.0% | 27.8% | 55.6% | 11.1% | 100.0%
ukupno broj 6 3 19 15 7 50
% 1p36.3 | 12.0% | 6.0% | 38.0% | 30.0% | 14.0% | 100.0%

Rezultati Chi-Square testa su pokazali da postoji statisticki znacajna razlika u
prezivljavanju izmedu grupe NB bolesnika bez delecije 1p36.3 1 sa delecijom 1p36.3 u

odnosu na stadijume bolesti (p=0.032) (tabela 42).

Tabela 42. Rezultat Chi-Square testa pri poredenju prisustva i odsustva delecije 1p36.3
sa stadijumima bolesti

Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 9.725° 4 .045
Likelihood Ratio 10.563 4 .032
Linear-by-Linear Association 3.118 1 077
N of Valid Cases 50
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4.3.3. Delecija 1p36.3 i MYCN status

U analiziranoj grupi NB bolesnika pokazano je da se odsustvo delecije 1p36.3 u
velikoj meri poklapa sa odsustvom amplifikacije MYCN s obzirom na to da ¢ak 29/32
bolesnika (90.6%) bez delecije 1p36.3 nema MYCN amplifikaciju (tabela 43).

Tabela 43. Poredenje prisustva i odsustva delecije 1p36.3 sa MYCN statusom

MYCN Ukupno
1p36.3 status Bez Sa Sa viskom
amplifikacije | amplifikacijom
N broj 29 2 1 32
bez delecije
% 1p36.3 90.6% 6.3% 3.1% 100.0%
1p36.3 i
. broj 6 11 1 18
sa delecijom
% 1p36.3 33.3% 61.1% 5.6% 100.0%
brojt 35 13 2 50
ukupno
% 1p36.3 70.0% 26.0% 4.0% 100.0%

Iako se se iz tabele 43 jasno vidi veza izmedu ova dva parametra, nakon rezultata
Chi-Square testa, statisticCka znacajnost izmedu prisutva delecije 1p36.3 i MYCN

amplifikacije je ocigledna 1 iznosi p=0.000 (tabela 44).
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Tabela 44. Rezultat Chi-Square testa pri poredenju prisustva i odsustva delecije 1p36.3

sa MYCN statusom
Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 18.907° 2 .000
Likelihood Ratio 19.337 2 .000
Linear-by-Linear Association 13.228 1 .000
N of Valid Cases 50

4.3.4. Delecija 1p36.3 i kariotip

Detekcija delecije 1p36.3 je uradena kod 50/72 NB bolesnika, a kariotip je
analiziran kod 59/72 NB bolesnika. Kod 41/72 NB bolesnika je uradena i detekcija delecije
1p36.3 i analiza kariotipa. U ovoj grupi NB bolesnika bilo je 27/41 bez delecije 1p36.3, a
88.9% njih (24/27) je imalo normalan Kkariotip. Sa detektovanom delecijom 1p36.3 bilo je
14/41 NB bolesnika i kod njih je 50% (7/14) bolesnika imalo normalan kariotip (tabela 45).

Tabela 45. Poredenje prisustva i odsustva delecije 1p36.3 sa normalnim i aberantnim
kariotipom
Kariotip Ukupno
1p36.3 status Normalan | Aberantan
y broj 24 3 27
bez delecije
% 1p36.3 88.9% 11.1% 100.0%
1p36.3 i
- broj 7 7 14
sa delecijom
% 1p36.3 50.0% 50.0% 100.0%
broj 31 10 41
ukupno
% 1p36.3 75.6% 24.4% 100.0%
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Pokazano je da postoji statisticki znacajna veza izmedu prisustva i odsustva delecije

1p36.3 i normalnog i aberantnog kariotipa (p=0.007) (tabela 46).

Tabela 46. Rezultat Chi-Square testa pri poredenju prisustva i odsustva delecije 1p36.3
sa normalnim i aberantnim kariotipom

Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. | Exact Sig. Exact Sig.
(2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square 7.561° 1 .006
Continuity Correction® | 5.599 1 .018
Likelihood Ratio 7.309 1 .007
Fisher's Exact Test 017 .010
Linear-by-Linear 7.376 1 .007
Association
N of Valid Cases 41

4.3.5. Delecija 1p36.3 i grupe rizika

Zastupljenost NB bolesnika bez delecije 1p36.3 u grupama sa rizikom oznacenim

kao nizak, srednji i visok, je bila uglavnom ravnomerna i iznosila je: za nizak rizik 34.4%
(11/32), za srednji rizik 37.5% (12/32) i za visok rizik 28.1% (9/32). U grupi NB bolesnika

sa delecijom 1p36.3 najzastupljeniji su bili bolesnici iz grupe sa visokim rizikom, 83.3%

(15/18), zatim sa srednjim rizikom 11.1% (2/18), a najmanje ih je bilo u grupi sa niskim
rizikom, svega 5.6% (1/18) (tabela 47).
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Tabela 47. Poredenje prisustva i odsustva delecije 1p36.3 sa grupama rizika
Rizik

1p36.3 status Nizak Srednji Visok Ukupno

Ny broj 11 12 9 32

bez delecije

1036.3 % 1p36.3 34.4% 37.5% 28.1% 100.0%

e sa broj 1 2 15 18
delecijom % 1p36.3 5.6% 11.1% 83.3% 100.0%

broj 12 14 24 50

ukupno

% 1p36.3 24.0% 28.0% 48.0% 100.0%

Pokazano je da postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupa NB bolesnika bez 1

sa delecijom 1p36.3 i grupa rizika (p=0.001) (tabela 48).

Tabela 48.
sa grupama

rizika

Rezultat Chi-Square testa pri poredenju prisustva i odsustva delecije 1p36.3

Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 14.167° 2 .001
Likelihood Ratio 15.219 2 .000
Linear-by-Linear Association 12.034 1 .001
N of Valid Cases 50
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4.3.6. Delecija 1p36.3 i ishod bolesti

U grupi NB bolesnika bez delecije 1p36.3, 71.9% (23/32) je zivo, dok je 28.1% (9/32)

umrlo. U grupi NB bolesnika sa delecijom 1p36.3, 33.3% (6/18) je zZivo, a 66.7% (12/18) je
umrlo (tabela 49).

Tabela 49. Poredenje prisustva 1 odsustva delecije 1p36.3 sa ishodom bolesti
Ishod Ukupno
1p36.3 status Ziv Umro
Ny broj 23 9 32
bez delecije
% 1p36.3 71.9% 28.1% 100.0%
1p36.3 i
- broj 6 12 18
sa delecijom
% 1p36.3 33.3% 66.7% 100.0%
broj 29 21 50
ukupno
% 1p36.3 58.0% 42.0% 100.0%

Izmedu grupe NB bolesnika sa delecijom i i grupe bez delecije 1p36.3 postoji

statisticki znacajna razlika u odnosu na ishod bolesti (p=0.008) (tabela 50).

Tabela 50.

Rezultat Chi-Square testa pri poredenju prisustva i odsustva delecije 1p36.3
sa ishodom bolesti

Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. |Exact Sig. (2-|Exact Sig. (1-
(2-sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 7.025° .008
Continuity Correction® | 5.532 019
Likelihood Ratio 7.090 1 .008
Fisher's Exact Test 016 .009
Linear-by-Linear 6.884 1 .009
Association
N of Valid Cases 50
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5. DISKUSIJA

Savremeni pristup lecenja bolesnika sa NB podrazumeva odredivanje klinickih i
bioloskih markera koji su od znacaja za predvidanje pojave relapsa. Detektovanje faktora
rizika i odabir protokola le¢enja na osnovu tih podataka omogucéavaju primenu efektivnije
terapije uz smanjenu toksicnost. Medu ovim faktorima rizika kod NB vaZno mesto imaju:
uzrast bolesnika, stadijum bolesti i odredene geneticke promene kao Sto su MYCN
amplifikacija, del1p36.3, delllq i ploidija.

Prezivljavanje bolesnika sa NB je znacCajno povecano poslednjih godina, i to sa 52%
izmedu 1975. 1 1977. godine, na 74% izmedu 1999. i 2005. godine kod petogodiSnjeg
pracenja bolesnika. Ovi podaci su dostupni na sajtu za pracenje, epidemiologiju i ishod

bolesti [56].

5.1. UTICAJ POJEDINACNIH PARAMETARA NA PREZIVLJAVANIJE
BOLESNIKA SA NB

5.1.1. Analiza uzrasta bolesnika pri postavljanju dijagnoze

U grupi od 72 analizirana NB bolesnika prose¢an uzrast pri postavljanju dijagnoze je
iznosio 30 meseci. Ova grupa bolesnika je bila podeljena na dve starosne grupe, pri cemu je
grani¢ni uzrast iznosio 18 meseci. U grupi ispod 18 meseci je bilo 47.2% NB bolesnika i
njihovo prezivljavanje je bilo znacajno i iznosilo je 79.4%, a srednja duZina prezivljavanja
izraZzena u mesecima je iznosila 138 meseci. U grupi bolesnika sa 18 ili viSe meseci je bilo
52.8% bolesnika 1 prezivljavanje je bilo znatno manje i iznosilo je 39.5%, a srednja duZina
prezivljavanja je bila 62 meseca.

London i saradnici su 2005. godine objavili veliku studiju o uticaju uzrasta NB
bolesnika na prezivljavanje i tada su predloZili da starosna granica izmedu povoljnog i
nepovoljnog uzrasta bude izmedu 15 i 19 meseci [57]. Iz prakti¢nih razloga INRG
klasifikacioni sistem iz 2009. godine je usvojio konsenzusom grani¢ni uzrast od 18 meseci

(547 dana) [33]. Do 2009. godine starosna granica je iznosila 365 dana (12 meseci) na
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osnovu zapazanja Breslowa i McCanna, pre vise od 30 godina, da je stariji uzrast bolesnika
imao i losiji ishod [58].

U studiji Londona i saradnika iz 2005. godine retrospektivno je analiziran uticaj uzrasta
na prezivljavanje kod 3.666 bolesnika sa NB. Kada su za grani¢ni uzrast odredili 365 dana
(12 meseci), dobili su da je 37% bolesnika bilo mlade od godinu dana i imalo je
prezivljavanje od 83%, dok je 64% bilo staro 12 ili viSe meseci i njihovo prezivljavanje je
iznosilo 45%. Kada su kao ,,cut off* odredili 460 dana, dobili su da je 43% bolesnika bilo
mlade od tog uzrasta, a 57% je bilo starije od 460 dana, a prezivljavanje u ove 2 grupe je
ostalo skoro isto, odnosno, za one ispod 460 dana je iznosilo 82%, a za grupu jednako ili
vise od 460 dana 42%. Pomeranjem starosne granice sa 365 na 460 dana dobijeno je da je
5% bolesnika preslo iz grupe sa vi$im rizikom u grupu nizeg rizika.

Terapija bolesnika sa NB jako varira, od hirur§kog odstranjivanja tumora bez dalje
terapije do agresivne terapije sa potencijalno smrtonosnim programom koji ukljucuje
hirurgiju, intenzivhu hemoterapiju, terapiju zracenjem (ukljucujuci zracenje celog tela po
nekim protokolima) i transplantaciju kostane srzi. Ova terapija ima svoje kratkotrajne i
dugotrajne nezeljene posledice. Nizi uzrast, ispod 18 meseci, je veoma povoljan
prognosticki faktor i znacajan je jer umanjuje rizik bolesnika i opredeljuje ga za manje
agresivnu terapiju, Sto je od velike vaznosti kod tako male dece koja su posebno osetljiva
na Stetne efekte terapije [57, 59, 60].

Analizom ROC krive kod naSe grupe bolesnika pokazano je da je uzrast od 19 meseci
mesto na kome se seku osetljivost 1 specificnost, a to zna¢i da u ovom uzorku od 72 NB
bolesnika tacka preseka ( tzv. ,,cut off*) na kojoj se dele starosne grupe iznosi 19, a ne 18

meseci.

5.1.2. Analiza klinickih stadijuma bolesti

Svih 72 NB bolesnika je klasifikovano u odgovarajuéi stadijum bolesti (I, II, III, IV
i 1IV-S) po klasifikaciji Evansa i saradnika iz 1971. godine, s obzirom na to da je ta

klasifikacija joS uvek u najSiroj primeni medu klini¢arima u Srbiji [27].
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U prognosticki povoljnim stadijumima, I i Il, ukupno je bilo svega 15.3% bolesnika
i to, od 72 NB bolesnika, u stadijumu | - 8.3% i u stadijumu Il - 6.9%. Prezivljavanje u
stadijumu | je iznosilo 83.3%, a u stadijumu Il - 100.0%. Skoro 2/3 NB bolesnika je
svrstano u vise, nepovoljne stadijume bolesti (111 i 1V), ukupno njih 50 (69.4%). Od 72
analizirana NB bolesnika, u III stadijumu je bilo 33.3% bolesnika i njihovo prezivljavanje
je iznosilo 66.7%. U 1V stadijumu je bilo 36.1% i prezivljavanje u ovoj grupi bolesnika je
iznosilo 30.8%. U specijalnom, IV-S stadijumu je bilo 15.3% bolesnika i njihovo
prezivljavanje je iznosilo 72.7%. Bernstein i saradnici su 1992. godine objavili studiju na
295 NB bolesnika u Severnoj Americi u kojoj su prvi put izraCunali incidencu,
prezivljavanje i mortalitet, a u studiji je koriS¢ena Evansova klasifikacija u stadijume [61].
Desetogodi$nje prezivljavanje u njihovoj grupi bolesnika sa Evansovim stadijumima I-1V i
IV-S je iznosilo 88%, 90%, 63%, 21%, i 81%. Nasi podaci (I-1V i IV-S: 83.3%, 100.0%,
66.7%, 30.8% 172.7%) su u sli¢nom opsegu, s tim da je u grupi bolesnika u IV stadijumu u
naSoj grupi NB bolesnika vece prezivljavanje (30.8% u odnosu na 21%), ali je zato
prezivljavanje u IV-S stadijumu za toliko nize u odnosu na populaciju Severne Amerike
(72.7% u odnosu na 81%).

Poredenje dobijenih podataka sa savremenim literaturnim podacima je oteZzano zbog
koriS¢enja razli¢itih sistema za klasifikaciju u stadijume. Tako se INSS klasifikacija, koju
su dali Brodeur i saradnici, od Evansove Klasifikacije razlikuje u tome $to je stadijum 2
podeljen na podstadijume 2A i 2B, iako se i Evansova i Brodeurova klasifikacija zasnivaju
na podacima nakon hirurSke intervencije [29]. Medutim, treba naglasiti da INSS
klasifikacija nije sasvim odgovaraju¢a za procenu rizika i svrstavanje u odgovarajuci
stadijum bolesti pre pocetka tretmana i to iz sledeeg razloga: s obzirom da je hirurSko
odstranjivanje primarnog tumora preduslov za klasifikovanje bolesnika u stadijum 1 ili 2 po
INSS, moguce je u nekim situacijama proceniti niZi stadijum tumora nakon hirur§kog
tretmana nego $to on to realno jeste. Upravo iz ovih razloga je 1 predloZen novi sistem za
klasifikaciju NB, tzv. INRGSS, koji je tako dizajniran da omogucava svrstavanje bolesnika
u stadijum pre hirurskog tretmana. Po INRGSS Klasifikaciji lokoregionalni oblik bolesti se
svrstava u dva, a ne u tri stadijuma, kao S$to je inace i bilo u inicijalnoj, Evansovoj podeli.

Vecina kooperativnih grupa za dijagnostiku i le¢enje NB koriste uporedo i INSS 1 INRGSS
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sistem Kklasifikacije. Monclair i saradnici su uporedili prezivljavanje NB bolesnika
klasifikovanih po INSS i po INRGSS sistemu i dobili su slede¢e podatke: ukupno
prezivljavanje bolesnika u stadijumu 1, 2 i 3 (po INSS) je iznosilo respektivno 98%+2%,
95%+3%, 1 84%+4%. Ukupno prezivljavanje bolesnika u L1 stadijumu (po INRGSS) je
iznosilo 96%+2%, a u L2 stadijumu 89%=+3% [30].

5.1.3. Analiza delecije 1p36.3

Kod 50/72 analizirana bolesnika sa NB, uradena je analiza statusa 1p36. Bez
delecije 1p36 je bilo 64% bolesnika i njihovo prezivljavanje je iznosilo 71.9%. Delecija
1p36 je detektovana kod 36% bolesnika i njihovo prezivljavanje je bilo manje — 33.3%.
Sve reprezentativne studije na ve¢em broju NB bolesnika pokazale su da se delecija 1p
detektuje kod oko 35% bolesnika [62-65].

Razlika u prezivljavanju ove dve grupe bolesnika je statisticki znacajna (p=0.002).
Medutim, razli¢ite studije prezivljavanja NB bolesnika sa i1 bez delecije 1p36 su pokazale i
razli¢ite zakljucke [62, 66, 67, 68]. Gehring i saradnici naglasavaju da delecija 1p nije u
asocijaciji sa smanjenim prezivljavanjem, dok su Schleiermacher i saradnici i Caron i
saradnici u svojim studijama istakli da je 1pLOH veoma indikativan prognosti¢ki parametar
loseg ishoda [69-71]. Westermann i saradnici objasnjavaju ove razlike u rezultatima malim
brojem 1 heterogenom populacijom bolesnika u ovim studijama. Takode, isti autori ukazuju
da postoji razlika u poredenju prisutva delecije 1p36 i vrste ishoda. Naime, jedna grupa
autora je racunala vreme do pojave relapsa, a druga grupa autora je racunala vreme do
smrtnog ishoda [36]. Maris i saradnici su 2000. godine objavili rezultate studije na 238
bolesnika sa NB. I u njihovoj grupi bolesnika, kao i u nasem uzorku NB bolesnika, je
delecija 1p36 detektovana u 35% slu¢ajeva. Ova grupa autora je pokazala da delecija 1p36
ima uticaja na smanjeno vreme do pojave relapsa, ali da nema uticaja na ukupno

prezivljavanje [72].
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5.1.4. Analiza MYCN statusa

MYCN status, primenom FISH metode, odreden je prema utvrdenim kriterijumima
kod svih analiziranih NB bolesnika u ovoj studiji, kojih je bilo ukupno 72. Bez MYCN
amplifikacije je bilo 66.7% bolesnika, sa MYCN amplifikacijom 27.8%, a sa viskom MYCN
onkogena bilo je 5.6% NB bolesnika. U veéini studija se amplifikovani MYCN detektuje u
18 do 25% bolesnika, a procenat viska MYCN onkogena se u literaturi krece izmedu 6 i
14% [2, 73-78]. Pokazano je da je MYCN amplifikacija udruzena sa brzom progresijom
tumora i loSom prognozom za NB bolesnike nezvisno od uzrasta i stadijuma bolesti [16,
79-82]. Danas se, Sirom sveta, savremeni pristup leCenja starije dece sa lokoregionalnim i
odojcadi sa regionalnom, ali invazivnom ili diseminovanom boles¢u zasniva na proceni
MYCN statusa [83]. Bolesnici sa tumorom bez MYCN amplifikacije u okviru ovih grupa
bolesnika se tretiraju hirurSki bez, ili sa umerenom hemoterapijom. Mnogo intenzivnija
multi-modalna terapija, koja ukljucuje hirurgiju, agresivnhu hemoterapiju, radioterapiju i
transplantaciju ¢elija koStane srzi, se koristi u tretmanu bolesnika sa MYCN amplifikacijom
u cilju poboljsanja ishoda. Kako su ova dva pristupa leCenju veoma razliita, jasno je od
kolike je vaZznosti precizno i pouzdano odredivanje statusa MYCN onkogena.

PrezZivljavanje u nasem uzorku NB bolesnika, u grupi bez amplifikacije je iznosilo
68.8%, u grupi sa amplifikacijom 35%, a u grupi sa viskom MYCN onkogena 50.0%. Spitz
1 saradnici su 2004. godine objavili rezultate prvog sistematskog istrazivanja na veéem
uzorku NB bolesnika (659) poredeci klinicke karakteristike tumora bez amlifikacije, sa
visSkom i sa amplifikacijom MYCN onkogena 1 izneli su njihov znacaj za prezivljavanje NB
bolesnika [76]. U njihovom uzorku NB bolesnika, amplifikacija je detektovana u 18%
tumora, a 6% je imalo MYCN visak. Ukupno prezivljavanje bolesnika bez amplifikacije je
iznosilo 90%, bolesnika sa viSkom onkogena 76%, a bolesnika sa amplifikacijom 44%.
Period pracenja bolesnika je bio kratak, svega 3 godine. Pokazalo se da je razlika u
prezivljavanju bolesnika bez i sa amplifikacijom statisticki znacajna, dok razlika u
prezivljavanju bolesnika bez amplifikacije 1 sa viskom MYCN onkogena nije statisti¢ki
znacajna. lako je u ovoj studiji primec¢eno da bolesnici sa MYCN viSkom imaju kra¢e vreme

do pojave relapsa, nije potvrden prognosticki znacaj viska MYCN onkogena. Jeison i
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saradnici su 2010. godine u svojoj studiji izneli rezultate na manjem broju NB bolesnika u
odnosu na Spitza i saradnike i u njihovom uzorku (177) je procenat bolesnika bez
amplifikacije iznosio 68%, sa MYCN viskom 14% i sa amplifikacijom 18%, a
prezivljavanje se kretalo u rasponu od 85%+4%, 34%+10% i 51%+14%, respektivno.
Njihovi rezultati prezivljavanja bolesnika u ove tri grupe takode ukazuju na to da je visak
MYCN onkogena u korelaciji sa brzom pojavom relapsa, ali ni ova grupa istrazivaca nije
potvdila postojanje korelacije sa lo$ijim ukupnim prezivljavanjem ovih bolesnika [78].
Souzaki 1 saradnici 2011. godine u svome radu iznose zakljucke po kojima se prognoza NB
bolesnika sa MYCN viskom ne razlikuje znacajno od onih bez MYCN amplifikacije i
sugeriSu da na prognozu bolesnika sa viskom MYCN onkogena verovatno utiCe vise

faktora, koji su udruzeni sa ostalim genetickim aberacijama [84].

5.1.5. Analiza kariotipa

Citogeneticka analiza omogucava da se razlikuju nivoi ploidije kod NB kao §to su
,hear diploidija, ,,near* triploidija, ,,near* tetraploidija 1 ,,near* pentaploidija. Analizom
kariotipa iz ¢elija koStane srzi 59 od ukupno 72 NB bolesnika, kod 27% je naden aberantan
kariotip. NajceS¢i tip aberacija su bile euploidije 1 to upravo ,near” diploidija, ,,near*
triploidija, ,,near* tetraploidija, tetrapoidija i pentaploidija. Od strukturnih aberacija
detektovana je delecija kratkog kraka hromozoma 1 i delecija dugog kraka hromozoma 14.
Takode su nadeni dmin i hsrovi, a detektovana su i tri kompleksna Kkariotipa sa
kombinacijom aneuploidije i strukturnih aberacija.

Prezivljavanje NB bolesnika sa aberantnim kariotipom je veoma nisko u nasem uzorku i
iznosilo je svega 25%. Neophodno je uzeti u obzir ¢injenicu da je citogeneticka analiza
radena iz uzorka koStane srzi NB bolesnika i da postojanje aberantnog kariotipa dokazuje
da su oni bili u nepovoljnom, IV stadijumu bolesti. Takode, svi NB bolesnici sa aberantnim
kariotipom su bili stariji od godinu dana $to je, takode, nepovoljan prognosticki parametar.

Westermann i saradnici su 2002. godine izneli podatke da je kod odojcadi
hiperdiploidija, a posebno ,,near triploidija najéeS¢e u asocijaciji sa niZzim stadijumima

bolesti i dugotrajnim preZivljavanjem, dok je diploidija usko vezana sa uznapredovalim
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stadijumom bolesti i loSim odgovorom na terapiju [36]. ,Near® diploidni i ,near*
tetraploidni tumori su obi¢no detektovani kod bolesnika starijih od 1 godine, u viSim
stadijumima bolesti 1 imali su lo§ prognosti¢ki znacaj. Bolesnici sa ,,near” pentaploidijom
su, slicno onima sa ,near” triploidijom, imali duze prezivljavanje. Janoueix-Lerosey i
saradnici su 2009. godine objavili rad o tzv. segmentalnim aberacijama kod NB u kome su
pokazali da bolesnici kod kojih su detektovane i numericke i strukturne aberacije imaju

lo$iju prognozu, sto su dokazali i Scliermacher i saradnici 2010. godine [85, 86].

5.1.6. Analiza po grupama rizika

Lecenje bolesnika sa NB se sprovodi u zavisnosti od grupe rizika kojoj bolesnik
pripada, a grupa moze biti niskog, srednjeg ili visokog rizika. U nasem uzorku od 72 NB
bolesnika, 26.4% bolesnika je bilo u grupi niskog, 22.2% u grupi srednjeg i 51.4% u grupi
visokog rizika. U literaturi se ne sreCe Cesto egzaktan procenat NB bolesnika u odredenim
grupama rizika, ali Oberthuer i saradnici 2006. u svom radu daju priblizne procente i oni
iznose: za nizak rizik priblizno 50%, za srednji rizik priblizno 10% i za visok rizik priblizno
40% bolesnika [87]. Skoro dva puta veca razlika u procentu NB bolesnika u niskom
stadijumu rizika u njihovom uzorku moze se delimi¢no objasniti postojanjem skrininga na
NB u nekim zemljama (Nemacka, Japan). NB bolesnici koji se detektuju skriningom su
skoro uvek u I stadijumu bolesti i povoljnog uzrasta, Sto ih automatski svrstava u grupu sa
niskim rizikom. S obzirom na to da se u Srbiji ne radi skrining na NB, mi nismo u
mogucnosti da na vreme detektujemo deo populacije koji ¢e nama biti prezentovan tek sa
pojavom simptoma bolesti, a to su obicno 1 visi stadijumi bolesti.

U nasem radu prezivljavanje bolesnika u grupi sa niskim rizikom iznosilo je 94.7%,
u grupi sa srednjim rizikom 87.5% i u grupi sa visokim rizikom svega 27%. Weinstein i
saradnici 2003.godine daju podatke o prezZivljavanju bolesnika u stadijuma I od > 95%, a za
stadijum II, uz povoljne biloske karakteristike koje ih svrstavaju u nizak rizik,
prezivljavanje se kre¢e izmedu 96-98% [88]. Kod bolesnika sa visokim rizikom, viSe od
50% njih ¢e imati relaps, a od vremena postavljanja dijagnoze do pojave relapsa zavisi 1

ukupno prezivljavanje. Dugogodi$nje prezivljavanje NB bolesnika u visokom riziku je
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ispod 40% [89, 90]. Grupu NB bolesnika u srednjem riziku je najteze uporediti sa slicnim
publikovanim rezultatima u savremenoj literaturi, pre svega zbog ¢injenice S§to su za ove
bolesnike koris¢ene razlicite klasifikacije i razli¢iti protokoli lecenja, tako da o njima ne
postoji uniformni zakljuak. Uglavnom su bolesnici iz ove grupe rizika podeljenji na
podgrupe na osnovu kombinacije razli¢itih prognostickih faktora i terapije koju su primili.
Prezivljavanje se, kod ove grupe bolesnika, najées¢e poredi u odnosu na primenjeni

terapijski protokol.

5.2.  POREDENIE UTICAJA MYCN STATUSA I OSTALIH POJEDINACNIH
PARAMETARA NA PREZIVLJAVANJE BOLESNIKA SA NB

5.2.1. MYCN status i uzrast pri postavljanju dijagnoze

U odnosu na uzrast pri postavljanju dijagnoze, procenat NB bolesnika razli¢itog
MYCN statusa je, u nasem radu, bio slede¢i: bez MYCN amplifikacije u grupi ispod 18
meseci je bilo 56.3% bolesnika, a sa 18 ili viSe meseci 43.8%. Sa MYCN amplifikacijom je
u grupi ispod 18 meseci bilo 25%, a u grupi 18 i vise meseci 75% bolesnika. Sa viskom
MYCN onkogena je u obe grupe bilo po 50% bolesnika. Statisticka analiza je pokazala da
razlika u prezivljavanju unutar ove tri grupe nije statisticki znacajna, medutim, kada se
granica povoljnog uzrasta pomeri na 19 meseci, situacija se menja. Pomeranjem uzrastne
granice sa 18 na 19 meseci se menja procenat bolesnika jedino unutar grupe bolesnika bez
amplifikacije 1 to tako Sto procenat bolesnika bez MYCN amplifikacije koji su mladi od 19
meseci raste sa 56.3% na 58.3%. U ovom slucaju razlika u prezivljavanju postaje statisti¢ki
znacajna. Prezivljavanje NB bolesnika mladih od 19 meseci bez MYCN amplifikacije i onih
sa viskom MYCN je znacajno vece u odnosu na bolesnike sa amplifikacijom (grafikon 8). U
uzrastu iznad 19 meseci ova razlika se gubi. Spitz i saradnici su 2004. godine prikazali
rezultate opsezne studije o karakteristikama NB bez MYCN amplifikacije, sa MYCN viskom
i sa MYCN amplifikacijom [76]. Oni su pokazali da je prezivljavanje bolesnika mladeg
uzrasta sa MYCN amplifikacijom neuporedivo bolje u poredenju sa bolesnicima starijeg

uzrasta (njihova uzrastna granica je bila 12 meseci) [76]. Postoje literaturni podaci o

visokom mortalitetu kod odojcadi sa amplifikovanim MYCN onkogenom [91]. Spitz i
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saradnici ovu razliku objaSnjavaju svrstavanjem pomenute grupe bolesnika, po nemackom
protokolu, u stadijum sa visokim rizikom i primenom agresivnije terapije. Ovakav pristup
ima za posledicu poboljsano prezivljavanje, $to je bio slucaj i kod grupe NB bolesnika

analizirane u ovom radu.

5.2.2. MYCN status i stadijumi bolesti

Rezultati dobijeni u ovoj studiji su pokazali da je prisustvo amplifikacije MYCN
onkogena u korelaciji sa viSim stadijjumima bolesti kod analiziranth NB bolesnika. Od
ukupno 20 bolesnika (27.8%) sa MYCN amplifikacijom, 90% je bilo u Il i IV stadijumu
bolesti (18/20). U nasem uzorku od 72 NB bolesnika nijedan bolesnik sa MYCN
amplifikacijom nije bio u stadijumu I i I, iako se taj procenat u literaturi kre¢e oko 4% [2].
Takode, u ovim stadijumima nije detektovan nijedan bolesnik sa viskom MYCN onkogena.
U stadijumima Il i IV je ukupno bilo 36% bolesnika sa amplifikovanim MYCN
onkogenom (18/50), $to je u saglasnosti sa literaturnim podacima - 31%, 30-40% do 30%
samo u IV stadijumu [2, 11, 31]. Procenat bolesnika sa MYCN amplifikacijom u 1V-S
stadijumu u nasem uzorku analiziranih bolesnika je iznosio 18% (2/11) §to je viSe nego §to
je opisano u literaturi — 8%, 5% [2, 31, 76]. Zastupljenost amplifikovanog MYC onkogena u
razlicitim stadijumima bolesti u radu Spitza i saradnika je sledec¢a: stadijum (po INSS) 1:
4%, 2: 5%, 3: 22%, 4: 63%, 4S: 5% [76]. U naSem uzorku bolesnika u stadijumu III je bilo
15% bolesnika, u stadijumu 1V, 75% bolesnika i u 1V-S, 10% bolesnika.

Visak MYCN onkogena je, u analiziranom uzorku bolesnika u ovom radu,
detektovan samo u Ill i IV stadijumu bolesti (po dva bolesnika u svakom navedenom
stadijumu). U radu Spitza i saradnika, medutim, MYCN viSak se srece u svim stadijumima
bolesti (stadijum 1: 11%, stadijum 2: 11%, stadijum 3: 3%, stadijum 4S: 8%), ali je u
najvecem procentu naden u stadijumu 4 (68.%) [76].

Bez MYCN amplifikacije u naSoj grupi ispitanika je bilo 66.7% 1 oni su bili
rasporedeni u stadijume na slede¢i nacin: stadijum I: 12.5%, II: 10.4%, III: 39.6%, IV:

18.8%, IV-S: 18.8%. Ovakva raspodela bolesnika se razlikuje od one koju su publikovali
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Spitz i saradnici: stadijum 1: 32%, stadijum 12: 17%, stadijum 3: 17%, 4: 26%, stadijum
4S: 9% [76].

Prezivljavanje NB bolesnika sa amplifikovanim MYCN onkogenom u nasoj studiji
iznosilo je 35% (tabela 15). S obzirom na to da je amplifikacija u naSem uzorku NB
bolesnika detektovana samo kod bolesnika u 111 i IV stadijumu, kao i u IV-S stadijumu, ova
raspodela prezivljavanja bolesnika se odnosi i na stadijume sa MYCN amplifikacijom.
Schwab i saradnici zaklju¢uju da je MYCN amplifikacija znacajan prediktor loseg ishoda,
pre svega u nizim stadijumima bolesti [11]. Schneiderman i saradnici upravo iznose isti
zaklju¢ak u svom radu: u nizim, prognosticki povoljnim stadijumima je ukupno
sedmogodisnje prezivljavanje bolesnika bez MYCN amplifikacije iznosilo 96%, dok je sa
MYCN amplifikacijomi bilo 59% [92].

5.2.3. MYCN status i delecija 1p36.3

U grupi od 50/72 NB bolesnika ispitivano je prisustvo ili odsustvo delecije u
regionu 1p36.3. U okviru ove grupe 82.9% bolesnika bez amplifikacije MYCN onkogena
nije imalo detektovanu deleciju 1p36.3, dok je 17.1% imalo del1p36.3. Bolesnici sa MYCN
viskom su u 50% slucajeva bili bez dellp36.3, a u 50% slucajeva sa del 1p36.3. Kod
bolesnika sa MYCN amplifikacijom ¢ak 15.4% nije imalo deleciju, a 84.6% bolesnika je uz
amplifikaciju imalo detektovanu i deleciju 1p36.3. Spitz i saradnici u radu iz 2004. godine
iznose svoje rezultate u kojima je 1p aberacija detektovana u 11% bolesnika bez MYCN
amplifikacije, u 33% sa MYCN viskom i u 85% sa MYCN amplifikacijom [76].

MYCN amplifikacija i del 1p su, zasebno, u korelaciji sa visSim stadijumima,
agresivnim tokom 1 lo§im ishodom bolesti [93]. Takode, pokazana je i korelacija izmedu
ova dva geneticka parametra koji, kada su u kombinaciji, predstavljaju geneticki
prepoznatljivo obelezje visoko agresivnih NB [2, 62,]. Vecina bolesnika sa MYCN
amplifikacijom ima i dellp, ali nemaju svi bolesnici sa dellp i MYCN amplifikaciju, $to
moze da ukaze na to da dellp prethodi amplifikaciji MYCN onkogena [2]. Ono §to je takode
interesantno je ¢injenica da je MYCN amplifikacija uvek udruZena ili sa dellp ili sa 17q

viskom [83].
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5.2.4. MYCN status i kariotip

NB bolesnici bez MYCN amplifikacije, u analiziranoj grupi u nasem radu, su u
vec¢ini slucajeva imali normalan kariotip (80.5%), a svega 19.5% je imalo aberantan
kariotip. CitogenetiCka analiza je pokazala prisustvo sledecih aberacija : ,,near* dipoidija,
,hear* tetrapoidija, tetraploidija i kompleksan kariotip. Kod dva od 4 bolesnika sa viskom
MYCN onkogena je uraden kariotip i nalaz je bio normalan, dok je u grupi sa MYCN
amplifikacijom 50% imalo aberaciju u kariotipu, a 50% imalo normalan nalaz kariotipa. Od
detektovanih aberacija u ovoj grupi bolesnika bili su zastupljeni dmin i hsrovi $to je i
ocekivano s obzirom na to da ove aberacije predstavljaju citogeneticku manifestaciju
amplifikacije MYCN onkogena. Takode, u ovoj grupi je detektovana i dellp, ,near*
tetraploidija i tetraploidija, kao i pentaploidija (tabela 8). Westermann i saradnici sugerisu
da je amplifikovani MYCN, uz prisustvo strukturnih aberacija, najée$¢e onih koje ukljucuju
Ip, ¢es¢iu ,,near* diploidnim 1 ,,near* tetraploidnim tumorima i to kod bolesnika starijih od
12 meseci [36].

George i saradnici su 2005. godine objavili rad u kome isti¢u da kod NB bolesnika
sa MYCN amplifikacijom u cetvrtom stadijumu, ploidija nije imala znacaja u
prognostickom smislu, kako u grupi bolesnika ispod 12 meseci, tako i u grupi jednako ili
vise od od 12 meseci [59]. U grupi bolesnika bez MYCN amplifikacije u 4 stadijumu,
uzrasta do 18 meseci, pokazano je da je vreme prezivljavanja do pojave relapsa znatno
bolje kod bolesnika sa hiperdiploidijom u odnosu na one sa diploidnim tumorom. Ploidija

gubi prognosticki znac¢aj kod NB bolesnika starijih od 2 godine.

5.2.5. MYCN status i grupe rizika

Razli¢ite kooperativne grupe za dijagnostiku i leCenje NB imaju razli¢ite kriterijume
za svrstavanje bolesnika u odredenu grupu rizika, ali su to uglavnom tri kategorije i to:
nizak, srednji i visok rizik. Tri prognosticka faktora su od presudnog znaaja u ovoj
klasifikaciji i to su: stadijum bolesti, uzrast bolesnika i MYCN status. Prisustvo MYCN
amplifikacije svrstava bolesnika u grupu visokog rizika bez obzira na ostale prognosticki

povoljne faktore! 1zuzetak je samo stadijum 1 kod koga je prisutan nizak rizik nezavisno od
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MYCN statusa i uzrasta [32]. Shodno tome, u nasoj grupi bolesnika sa amplifikovanim
MYCN onkogenom, 100% bolesnika je bilo svrstano u grupu sa visokim rizikom. U grupi
sa viskom MYCN onkogena, 25% bolesnika je bilo u srednjem riziku, a 75% u visokom
riziku. Grupa bolesnika bez MYCN amplifikacije je bila relativno ravnomerno raspodeljena
u ove tri grupe, ali je procenat ipak opadao sa porastom rizika: 39.6% bolesnika je bilo u
grupi sa niskim rizikom, 31.3% u grupi sa srednjim rizikom i1 29.2% u grupi sa visokim

rizikom.

5.3. POREDENIE UTICAJA DELECIJE 1p36.3 1 OSTALIH POJEDINACNIH
PARAMETARA NA PREZIVLJAVANJE BOLESNIKA SA NB

5.3.1. Delecija 1p36.3 i uzrast pri postavljanju dijagnoze

U grupi od 50/72 NB bolesnika kod kojih je uraden status 1p, bez dellp36.3 je bilo
65.5% (21/32) bolesnika uzrasta ispod 18 meseci 1 34.4% (11/32) uzrasta 18 ili viSe meseci,
dok je odnos u grupi sa dellp36.3 bio obrnut i iznosio je 27.8% (5/18) uzrasta < 18 i
72.2% (13/18) uzrasta > 18 meseci. Ukoliko posmatramo raspodelu ove aberacije u odnosu
na uzrast, u grupi ispod 18 meseci je 19.2% (5/26) imalo del 1p, a u grupi jednako ili vise
od 18 meseci 54.2% (13/24), odnosno kod starijih bolesnika je ova aberacija bila ¢eSce
zastupljena. U radu Marisa i saradnika iz 2001.godine, u grupi ispod12 meseci je bilo 22%
sa del 1p, a 37% u grupi iznad 12 meseci [48]. Mnoge studije su dokumentovale veoma
jasnu korelaciju izmedu del 1p i uzrasta iznad 12 meseci, tumora Sa metastazama i
prisutnom MYCN amplifikacijom [68-71]. Delecija 1p je ¢eS¢e prisutna kod tumora sa
malignijim tokom, ali novija istraZivanja nisu pokazala da ova aberacija ima nezavisan
prognosti¢ki znacaj, odnosno da uti¢e na ukupnu duzinu prezivljavanja. Shodno tome,
vec¢ina radova koja se odnosi na uticaj del 1p i uzrasta bolesnika na prezivljavanje uzima u
obzir i druge, Cesto detektovane aberacije kao $to je MYCN amplifikacija, ili klini¢ke
parametre kao $to je stadijum bolesti.

Kako je kod nasih NB bolesnika starosna granica koja deli povoljan od nepovoljnog

uzrasta bila 19 meseci, nakon statisticke obrade podataka je doSlo do promene samo u grupi
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bolesnika bez delecije 1p u smislu da se broj bolesnika bez dellp ispod 19 meseci sa 65.5%

povecao na 68.8%, dok se broj bolesnika sa 19 i vise meseci smanjio sa 34.4% na 31.3%.

5.3.2. Delecija 1p36.3 i stadijumi bolesti

Delecije 1p36.3 je u analiziranoj grupi NB pacijenata ¢eSc¢e bila prisutna u visim
stadijumima bolesti (u 11l : 5/18, odnosno 27.8% ; u IV stadijumu 10/18, odnosno 55.6%),
dok je u u nizim stadijumima bolesti bila slabije zastupljena (I-5.6%, 11-0.0% i IV-S-
11.1%). Postoje teskoce u poredenju distribucije dellp po stadijumima izmedu razli¢itih
istrazivackih grupa zbog kori§éenja razli¢itih sistema za klasifikaciju. Cesto se stadijumi 1,
2 1 4S (odnosno I, 11 i IV-S) grupi$u u tzv. povoljne stadijume bolesti i kod njih se pojava
del 1p krece izmedu 5 do 27%, dok se kod stadijuma 3 1 4 (III i IV) ovaj procenat krece
izmedu 30 i 50% (del 1p i stages). Mora i saradnci su u svojoj studiji izneli da je u
povoljnim stadijumima bilo 32% bolesnika sa dellp, a u viSim, nepovoljnim, 52%
bolesnika. U nasem radu se u stadijumima I, Il i IV-S nalazilo 19% bolesnika, a u
stadijumima IIT i IV, 44%, Sto se uklapa u dati raspon u literaturi [94]. Nakon statisticke
obrade podataka pokazano je da postoji statisticki znaCajna razlika u prezivljavanju
bolesnika bez dellp i sa dellp u odnosu na stadijume. Medutim, kao i u poredenju statusa
1p sa uzrastom, i u ovom slucaju se ne mogu izvesti zakljucci o uticaju lp statusa na
prezivljavanje bez ukljuCivanja drugih, prognosticki znacajnih faktora (uzrast, MYCN

status).

5.3.3. Delecija 1p36.3 i MYCN status

Rezultati nasih istrazivanja su pokazali da u analiziranom uzorku NB bolesnika
postoji visoka korelacija izmedu MYCN statusa i del1lp36.3 (tabela 43, tabela 29). Kada
posmatramo grupu od 50/72 NB bolesnika kod kojih je uraden status 1p36.3, u grupi
bolesnika bez delecije, u poredenju sa MYCN statusom, smo dobili slede¢i odnos u
procentima: bez MYCN amplifikacije je bilo 90.6%, sa MYCN viskom 3.1% i sa
amplifikovanim MYCN onkogenom 6.3%. U grupi bolesnika sa del1p36.3, pokazano je da
je 33.3% bolesnika bilo bez amplifikacije, 5.6% sa MYCN viskom i 61.1% sa MYCN
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amplifikacijom. Nekoliko studija je pokazalo korelaciju izmedu dellp i amplifikacije
MYCN onkogena [95]. White i saradnici su detektovali amplifikovani MYCN u 78% NB
koji su imali LOH. Takeda i saradnici su svoju grupu NB bolesnika sa dellp podelili na one
sa velikom delecijom i one sa malom, intersticijalnom delecijom. Utvrdeno je da su
bolesnici sa ve¢im delecijama, koje su bile vise proksimalno, imali amplifikovani MYCN
onkogen, dok je kod bolesnika sa distalnom, malom delecijom bio prisutan MYCN u

normalnom broju kopija [96].

5.3.4. Delecija 1p36.3 i kariotip

Kod 41/72 NB bolesnika je uradena i detekcija delecije 1p36.3 i analiza kariotipa. U
ovoj analiziranoj grupi, bez dellp je bilo 65% NB bolesnika, i od njih je 88.9% imalo
normalan kariotip, a 11.1% aberantan Kkariotip. Od aberacija u grupi bez del1p36.3 su bile
zastupljene ,,near” diploidija 1 ,near* triploidija. U 34% bolesnika iz ovog uzorka je
detektovana del 1p36.3, i polovina njih je imala normalan kariotip, a polovina je imala
aberantan kariotip. Kod ove grupe bolesnika je CeS¢e detektovana ,near” tetraploidija i
tetrapliodija, amplifikacija MYCN onkogena u obliku dmin i hsrova, kao i kompleskan
kariotip. Westermann (2002) navodi da su ,,near” diploidni i ,near” tetraploidni tumori
Cesto udruzeni sa strukturnim aberacijama koje obi¢no zahvataju lp, kao i sa MYCN
amplifikacijom 1 uglavnom se sre¢u u uzrastu iznad 12 meseci, S$to je bio slucaj i u nasoj

grupi bolesnika (tabela 8) [36].

5.3.5. Delecija 1p36.3 i grupe rizika

Kao $to je navedeno u rezultatima, zastupljenost NB bolesnika bez delecije 1p36.3 u
grupama sa rizikom oznacenim kao nizak, srednji i visok, je bila uglavnom ravnomerna i
iznosila je 34.4%, 37.5%, i 28.1% respektivno. U grupi NB bolesnika sa delecijom 1p36.3
najzastupljeniji su bili bolesnici iz grupe sa visokim rizikom, 83.3%, zatim sa srednjim
rizikom 11.1%, a najmanje ih je bilo u grupi sa niskim rizikom, svega 5.6% . Ovi rezultati
nedvosmisleno pokazuju da je dellp36.3 najcesée prisutna u tumorima iz grupe visokog

rizika. Maris i saradnici su, takode, utvrdili postojanje korelacije, iako je u njihovoj grupi
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bolesnika sa visokim rizikom 49% imalo 1p36 LOH, dok je svega 15% sa ovom aberacijom
detektovano u grupi srednjeg i niskog rizika. Ista grupa autora je uradila i univarijantnu
analizu radi odredivanja prognostickog znacaja 1p36 unutar grupa rizika. Grupa bolesnika
sa srednjim rizikom nije analizirana zbog izuzetno povoljnog prezivljavanja unutar grupe.
U grupi sa visokim rizikom je vreme do pojave relapsa kao i ukupno prezivljavanje bilo
smanjeno kod bolesnika sa LOH 1p, a takode i u grupi sa niskim rizikom. Medutim, kada je
uradena multivarijantna analiza, u koju su bili uklju¢eni parametri kao S§to su uzrast
bolesnika, histologija tumora i MYCN status, pokazano je da jedino dellp nije nezavisan
prognosticki faktor, odnosno da ima uticaja na smanjeno vreme do pojave relapsa, ali ne

uti¢e na ukupnu duzinu prezivljavanja [65].
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6. ZAKLJUCAK

U dijagnostickoj proceduri NB odredivanje razli¢itih genetickih parametara ima
znacajnu ulogu u postavljanju dijagnoze, odredivanju klinickog stadijuma, odabiru terapije
I prognozi bolesti.

Na osnovu dobijenih i analiziranih rezultata na prikazanoj grupi bolesnika u ovom

radu, mogu se izvesti slede¢i zakljuéci:

6.1. UTICAJ POJEDINACNIH PARAMETARA NA PREZIVLJAVANIJE
BOLESNIKA SA NB

v' Utvrdena je starosna granica kod NB bolesnika izmedu prognosticki
povoljnog 1 nepovoljnog uzrasta i ona iznosi 19 meseci. Prezivljavanje je
bilo bolje u grupi ispod 19 meseci.

v Utvrdena je distribucija NB bolesnika po stadijumima: 1-8.3% , 11-6.9%, IlI-
33.3%, 1V-36.1% i 1V-S-15.3%. Prezivljavanje NB bolesnika je bolje u
nizim stadijumima bolesti, odnosno lo$ije u visSim stadijumima bolesti.

v Utvrdeno je prisustvo dellp36.3 kod 36% NB bolesnika od 50 analiziranih.
Prezivljavanje je loSije kod NB bolesnika sa detektovanom dellp36.3.

v Utvrden je MYCN status kod svih prikazanih NB bolesnika i pokazano je da
je bez MYCN amplifikacije bilo 66.7% bolesnika, sa MYCN amplifikacijom
27.8%, a sa viskom MYCN onkogena 5.6% NB bolesnika. Prezivljavanje je
najbolje u grupi bez amplifikacije dok je najlosije u grupi sa amplifikacijom.
U grupi sa viskom MYCN onkogena prezivljavanje je iznosilo 50%.

v' Aberantan kariotip je utvrden kod 27% NB bolesnika od 59 analiziranih i
njihovo preZivljavanje je loSije u odnosu na grupu sa normalnim kariotipom.

v" Utvrdena je raspodela NB bolesnika po grupama rizika: 26.4% bolesnika je
bilo u grupi niskog, 22.2% u grupi srednjeg i 51.4% u grupi visokog rizika.
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6.2.

Prezivljavanje je bilo najbolje u grupi niskog rizika, a najlosije u grupi

visokog rizika.

POREDENIJE UTICAJA MYCN STATUSA I OSTALIH POJEDINACNIH
PARAMETARA NA PREZIVLJAVANJE BOLESNIKA SA NB

Prezivljavanje NB bolesnika mladih od 19 meseci bez MYCN amplifikacije i
onih sa viskom MYCN je znacajno vece u odnosu na bolesnike sa
amplifikacijom.

Prisustvo MYCN amplifikacije je u korelaciji sa vi§im stadijumima bolesti,
dok se normalan status MYCN onkogena sre¢e u svim stadijumima.
Amplifikacija MYCN onkogena u vi§im stadijumima bolesti ima losu
prognozu, za razliku od normalnog MYCN statusa, koji u nizim stadijumima
bolesti ima dobru prognozu. Visak MYCN onkogena je u asocijaciji sa viSim
stadijumima bolesti, ali ne utice na prezivljavanje.

Amplifikacija MYCN onkogena je u visokom procentu udruZena sa
delecijom 1p36.3 i oba parametra su u korelaciji sa loSim ishodom bolesti.
Visak MYCN onkogena je ravnomerno distribuiran izmedu grupa bolesnika
bez del1p36.3 i sa dellp36.3.

Normalan status MYCN onkogena i visak MYCN onkogena je u visokom
procentu udruzen sa normalnim Kkariotipom u kos$tanoj srzi. MYCN
amplifikacija nije u asocijaciji sa aberantnim kariotipom.

Amplifikovani MYCN onkogen je, kao nezavisan prognosticki faktor, kod
100% bolesnika udruzen sa grupom visokog rizika. Visak MYCN onkogena
je u visokom procentu udruzen sa grupom Visokog rizika, dok je normalan

MYCN status rasporeden relativno ravnomerno u sve tri grupe rizika.
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6.3.

POREDENIJE UTICAJA DELECIJE 1p36.3 1 OSTALIH POJEDINACNIH
PARAMETARA NA PREZIVLJAVANIJE BOLESNIKA SA NB

Delecija 1p36.3 je ces¢a u grupi bolesnika iznad 19 meseci i njihovo
prezivljavanje je losije.

Delecije 1p36.3 je ¢eSée prisutna u visim stadijumima bolesti, |
prezivljavanje ovih bolesnika je loSije u odnosu na bolesnike u nizim
stadijumima bolesti u kojima je delecija 1p36.3 slabije zastupljena.

postoji visoka korelacija izmedu dellp36.3 i MYCN amplifikacije i
prezivljavanje ovih bolesnika je loSije u odnosu na bolesnike bez del1p36.3 1
MYCN amplifikacije.

Delecija 1p36.3 nije udruZena sa aberantnim kariotipom, a odsustvo delecije
1p36.3 je ¢esce udruzeno sa normalnim kariotipom u koStanoj srzi.

Delecija 1p36.3 je najcesSée prisutna u tumorima iz grupe visokog rizika
¢ije je prezivljavanje loSije. Zastupljenost NB bolesnika bez delecije 1p36.3
u grupama sa rizikom oznacenim kao nizak, srednji i visok, je bila uglavnom

ravhomerna.
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Ipuaor 1.
M3jaBa o ayTopcTBy

llotnucanu-a ~ Mapuna M. Pypumuh

Opoj yrnuca

MzjaBmwyjem
712 je JOKTOpCKa AMCEPTANHja IO HACTOBOM

Xereporenoct craryca MYCN onkorena u NPUCYCTBO Jesenuje 1p xox 6ojiecHuKa ca
HeypobaacTomMom y Cpbujn

® PE3YNTAT CONCTBEHOT UCTPAKUBAUKOT paja,

® Jla NpeANoXeHa QUCepTallija ¥ UEIUHY HH y JEIOBUMa HUje OUIa IpeIoKena 3a
mobujame OMIO Koje IMIUIOME IpeMa CTYOMjCKMM TIpOTpaMUMa  JpYIUx
BHCOKOIIKOJICKUX VCTAHOBA,

® [a Cy Pe3ysTaTH KOPEKTHO HABEACHU U

® Jla HrcaMm KpIIKO/1a ayTopcKa NpaBa U KOPHCTHO UHTENEKTYATHY CBOJHHY IPYTUX
JwIa.

HoTmue JOKTOpaHxa

Y beorpany, \Jv’mj{)\/v%b ?%Wmi Ud’\j
l "
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[Ipuaor 2.

3jaBa 0 NCTOBETHOCTM WUTaMMaHe u
EMNeKTPOHCKEe Bep3uje AOKTOPCKOr paja

Wwme v ipesume ayropa: Maprna M. Bypummh

bBpoj ynuca

Crynujexu nporpam: Buosoruja, remeruxa

Hacuos pajia: Xereporenocr craryca MYCN oHKorena u HpHCYCTBO Aeqaenmje 1p xojy
GonecHuka ca Heypobaacromom y Cpbuju

Menrop: mpod ap Mapuja I'yh-IlThexuh,
npod ap Coduja [laskosuh-JIyuuh

Iornucarn: Mapuna M. Bypuimmh

u3jaBbyjeM 1a je ITamIaHa Bep3uja MOT TOKTOPCKOT Daja HCTOBETHA €JIEKTPOHCKO]
BEP3UjU KOJy CaM Ipeao/ia 3a objasbuBame Ha NOpTary JHruTaaHor perno3uToOpHjyMa
Yuugsep3urera y Beorpany.

Jlo3BosbaBam 11a ce o0jaBe MOjH JIHYHH LOAAIM BE3aHH 32 TOOHMjambe AKaIeMCKOT 3Bamba
AOKTOpa HAyKa, Kao WITO Cy HUMe i Ipesume, TOJMHA U MecTo poljera u jaTyM og0paHe
pazna.

OBH IuYHM Momany MOTy ce 06jaBHTH Ha MPEKHAM CTPAHHUIAMA JUTHTATHE GUOTHOTEKE, y
CJIEKTPOHCKOM KaTajory u y mydiukanujama Y Husep3uteta y Beorpany.

IMoTnuc xoxropanna

Y Beorpany. | N
\j\&&\lﬂwm ’:5\3 }) U/LL,\LV({\,//
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Hpuaor 3.

N3jaBa o kopuwhery

Osnawhyjem Vuusepsurercky 6ubmuorexy ~CeeTozap Mapkopuh® na y Jluraramsu
penosutopujyMm VHusepsuteta y Beorpaxy yHece Mojy IOKTOPCKY JECEPTalUjy TI0J
HACJIOBOM:

Xereporenoct craryca MYCN OHKOT€HA H IIPHCYCTBO Aenenje 1p kox Gomecuuka ca
Heypobaacromom y Cpbuju

K0ja je Moje ayTOpCKo Aeo.

Juceprauyjy ca CBUM IPHIO3MMA IPEIA0/TA CAM y @IeKTPOHCKOM dopmMary rorogHoM 3a
TPajHO apXUBUPALLE.

Mojy noxropeky pucepranujy noxpameny y JurutaiHu PETIOSUTOPHjyM YHHUBEp3UTETA Yy
Beorpany mory ma xoprcre cBu xoju momryjy ozpende campikaHe y onabpaHoM THITy
manenne Kpearusre 3ajennune (Creative Commons) 3a kojy cam ce ONTyYHO/Na.

1. AyTopcTBo
2. AyTOpPCTBO - HEKOMEPIHjaTHO
@Ay’ropcmo — HEKOMEPIHMjalHo — 6e3 npepazne
4. AYTOPCTBO —~ HEKOMEDITHAITHO — HENMTH MO HCTHM YCIOBAMA
5. AyTopcTBo — Ge3 npepaze
6. AyTOpCTBO — JENHWTH IO UCTHM YCIIOBHMA
(Monimo fa 3a0KpYXUTe CaMo je[Hy O mecT HOHYHeHuX TuueHTy, KpaTak OIUC JTHLEHIY
JIaT je Ha nojelunu mmcra).

IHoTnuc qokropanga

Y Beorpany.
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