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INDEKS SKROTOW

1p | Krotkie ramie chromosomu 1
11q | Dhugie ramie chromosomu 11
13-cis-RA | Kwas 13-cis retinowy
17q | Dtugie ramie chromosomu 17
2N | Diploidalny Indeks DNA
4N | Tetraploidalny Indeks DNA
Bax | Biatko z rodziny bcl
Bcl-2 | Nazwa biatka
BDNF Neurotropowy Czynnik Pochodzenia Nerwowego (Brain-Derived Neurotrophic
Factor)
CADO | Akronim schematu chemioterapii (cyklofosfamid, adriamycyna, winkrystyna)
CCRI | Children’s Cancer Research Institute
CDK | Kinaza zalezna od cyklin (Cyklin Dependent Kinase)
CGH Metoda komparatywnej hybrydyzacji genowej (Comparative Genomic
Hybrydyzation)
COJEC | Chemioterapia indukcyjna w protokole HR-NBL-1-ESIOP
DAPI | Barwnik jadra stosowany w immunofluorescenciji
DDX1 | Nazwa genu
DFS | Przezycia wolne od choroby (Disease Free Survival)
DNA | Kwas dezoksyrybonukleinowy (Deoxyribonucleic Amid)
EFS | Przezycia wolne od niekorzystnych zdarzen (Event Free Survival)
Fas | Biatko przezbtonowe
FISH Immunofluorescencyjna hybrydyzacja in situ (Immunofluorescence in situ
Hybrydyzation)
GD2 | Disialogangliozyd obecny na komérkach neuroblastoma
HE | Hematoksylina - eozyna
HLH | Struktura helisa — petla — helisa (Helix-Loop-Helix)

HR-NBL-1-ESIOP

Akronim pierwszego europejskiego protokotu leczenia neuroblastoma

wysokiego ryzyka




HVA | Kwas homowanilinowy (Homovanilic Acid)
Id | Nazwa biatka (Inhibitor of Differentiation/DNA binding)
INPC Miedzynarodowa Klasyfikacja Patologiczna Neuroblastoma (International
Neuroblastoma Pathological Criteria)
INSS Miedzynarodowa Klasyfikacja Oceny Stopnia Zaawansowania Neuroblastoma
(International Neuroblastoma Staging System)
LDH | Dehydrogenaza mleczanowa (Lactate dehydrogenaze)
LOH | Utrata heterozygotycznosci (Loss of heterozygosity)
Max | Nazwa biatka
MDM2 | Nazwa genu
MIBG Metoksyjodobenzyloguanidyna; substancja znakowana jodem radioaktywnym
uywana w diagnostyce i leczeniu neuroblastoma
MKI | Indeks kariomitotyczny (Mitosis-Karyorrhexis Index)
MR | Odpowiedz mieszana (Mixed Response)
mRNA | Informacyjny kwas rybonukleinowy (Messenger Rybonucleic Acid)
MRP | Biatko opornosci wielolekowej (Multidrug Resistance Protein)
MYCN | Nazwa onkogenu
MycN | Biatko kodowane przez gen MYCN
NaSCN | Cjanek sodu
NBL | Zwojak zarodkowy wspotczulny, neuroblastoma
NGF | Nerwowy czynnik wzrostu (Nerve Growth Factor)
NMA | Amplifikacja MYCN (N-MYC Amplification)
NR | Brak odpowiedzi na leczenie (No Response)
NSE | Enolaza neurospecyficzna (Neuron-specific Enolase)
NT3 | Neurotropina 3
OS | Przezycie catkowite (Overall Survival)
p | Symbol krétkiego ramienia chromosomu
p53 | Nazwa biatka (protein 53)
PD | Progresja choroby (Progressive Disease)
PR | Czesciowa remisja (Partial Response)




pRb | Biatko Rb (Rb protein)
g | Symbol diugiego ramienia chromosomu
RB | Gen kodujacy biatko pRb
RBL | Retinoblastoma
RC | Remisja catkowita (Complete Response)
SKNSH | Linia komorkowa NBL
SH-SY5Y | Linia komdrkowa NBL
TNF | Czynnik martwicy nowotwordw (Tumor Necrosis Factor)
TNFR | Receptor dla TNF
TOKIO | Schemat chemioterapii
TP53 | Gen kodujacy biatko p53
TRAIL | Receptor (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligano)
TRK | Gen receptora dla neurtropin
Trk | Receptor dla neurotropin (tyrosine kinase receptor)

TVD | Akronim schematu chemioterapii (topotekan, winkrystyna, doksorubicyna)
VEGF | Czynnik wzrostu srodbtonkow (Vascular Endothelial Growth Factor)
VGPR | Bardzo dobra odpowiedz czesciowa (Very Good Partial Response)

VIP | Wazoaktywny peptyd jelitowy (Vasoactive Intenstinal Peptide)

VMA | Kwas wanilinomigdatowy (Vanillymandelic Acid)

VP-Carbo | Akronim schematu chemioterapii (etopozyd, karboplatyna)




1. Wstep

Zwojak zarodkowy wspoiczulny (neuroblastoma, NBL) jest nowotworem nalezacym do grupy
nowotworow embrionalnych. Komorka prekursorowg NBL jest niezréznicowana komérka pochodzaca
z embrionalnej cewy nerwowej, z ktérej w warunkach fizjologicznych powstaje rdzeh nadnerczy

i sympatyczny uktad nerwowy. [4,5,13]

1.1. Charakterystyka nowotworu i przebieg kliniczny

Neuroblastoma stanowi 6% - 10% nowotworéw wieku dzieciecego. Czestos¢ wystepowania wynosi
8 przypadkow na 1 milion dzieci ponizej 15. r.z. U 95% pacjentow diagnoza zostaje postawiona przed
ukonczeniem 5. r.z. Mediana wieku w momencie rozpoznania wynosi 22 miesigce, a 97 - 99%
przypadkow zdiagnozowanych jest przed ukonczeniem 10. r.z. Przebieg kliniczny NBL charakteryzuje
sie duzg zmiennoscig, m. in. w zaleznosci od wieku dziecka, obecnosci przerzutow, lokalizacji i cech
biologicznych guza. Nowotwér ten czesto jest klasyfikowany do grupy guzéw neuroblastycznych
(obejmujacych neuroblastoma, ganglioneuroblastoma i ganglioneuroma), o réznej etiologii
genetycznej. [4, 5,13,18,55,67]

U pacjentow powyzej 1. r.z. w ponad 75% przypadkow wystepuje postac rozsiana (stopien 4 wg INSS
- Tabela 1); wtedy guzy czesto majg agresywny charakter i sg oporne na chemioterapie. Ocenia sie,
ze NBL jest przyczyng 15% zgondw spowodowanych chorobg nowotworowg u dzieci. U niemowlat
stwierdza sie nizsze stopnie zaawansowania NBL (1., 2. i 4s.), z reguly wrazliwe na chemioterapie
i w tej grupie dzieci duza liczba guzéw wykazuje spontaniczng regresje. Natomiast u dzieci starszych
w przypadku korzystnej charakterystyki biologicznej NBL dojrzewa do ganglioneuroma. Pacjenci
z chorobg zlokalizowang z reguty majg dobre rokowanie, chociaz u czesci z nich rowniez wystepuje
wznowa i zgon z powodu NBL. Regresja, uwazana za charakterystyczny obraz choroby w stopniu 4s.,
nie wystepuje w kazdym przypadku i takze w tym stopniu zaawansowania moze wystapi¢ progresja
choroby. NBL w stadiach zaawansowanych z reguty zwigzana jest ze ztg prognoza. Progresja moze
by¢ gwattowna, powodujgca szybki zgon albo powolna, trwajgca nawet wiele lat. Obecnie uwaza sie,
ze niezbednymi czynnikami genetycznymi umozliwiajgcymi spontaniczne dojrzewanie NBL sg triplodia
i brak zaburzeh krétkiego ramienia chromosomu 1. [4,5,8,16,55,67]

1.2. Charakterystyka kliniczna

Guz pierwotny w NBL moze byé umiejscowiony wszedzie tam, gdzie w trakcie rozwoju embrionalnego
znajdujg sie komorki autonomicznego uktadu nerwowego. Wiekszos¢ zmian pierwotnych lokalizuje sie
w jamie brzusznej (65%), czestos¢ wystepowania guzow nadnercza jest nieco wyzsza u dzieci
starszych (40%) niz u niemowlat (25%). U pacjentdow ponizej 1. r.z. czesciej stwierdza sie guzy
o lokalizacji pierwotnej w klatce piersiowej i na szyi. U okoto 1% przypadkéw NBL nie udaje sie

znalez¢ guza pierwotnego. [4,5,8,13,18,55]

Przerzuty szerzg sie drogg naczyn limfatycznych i krwionosnych. U okoto 35% dzieci z guzami

zlokalizowanymi stwierdza sie zmiany NBL w okolicznych weztach chtonnych. Przerzuty do weztéw



chtonnych poza okolice, w ktérej wystepuje guz kwalifikuje sie do 4. stopnia zaawansowania, ale jesli
nie ma zadnych innych odlegtych zmian, to pacjenci mogg mie¢ dobre rokowanie. Na drodze
hematogennej powstajg przerzuty do szpiku kostnego, kosci, watroby i skéry. Rzadko rozpoznaje sie
pierwotne zmiany w ptucach i osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN), ktére czesto wystepujg jako
manifestacja wznowy lub choroby terminalnej. [4,5,8,13,18,55]

Objawy przedmiotowe i podmiotowe NBL zalezg od lokalizacji guza pierwotnego i przerzutow. Guz
w jamie brzusznej manifestuje sie uczuciem petnosci, dyskomfortu. W badaniu fizykalnym stwierdza
sie twardy, nieprzesuwalny op6r w jamie brzusznej. Gdy guz wywodzi sie z narzadu Zuckerlandla,
moga by¢ obecne objawy ze strony pecherza moczowego i jelit, jako wynik ucisku masy guza.
Rozlegte zajecie watroby, czeste zwiaszcza u niemowlgt w stopniu 4s., objawia sie niekiedy
niewydolnoscia oddechowg. Czasem moga wystepowaé objawy zaburzen drenazu zylnego
i imfatycznego, w postaci obrzekéw konczyn dolnych, moszny lub warg sromowych. Rzadko
wystepuje nadcisnienie spowodowane wrostem stezenia reniny, bedace wynikiem ucisku naczyn
nerkowych. Sporadycznie uwalniana jest epinefryna, co prowadzi do nadcisnienia tetniczego,
tachykardii, napadowych zaczerwienien i pocenia. Moga wystapi¢ spontaniczne krwawienia do guza,
co powoduje nagte jego powiekszenie i bdl brzucha. Guzy zlokalizowane w tylnym $rédpiersiu
zazwyczaj sg diagnozowane przypadkowo w badaniu radiologicznym wykonanym z innych przyczyn.
Natomiast zmiany zlokalizowane w srodpiersiu géornym i na szyi moga objawia¢ sie zespotem Hornera.
W NBL duze guzy w srodpiersiu rzadko sg przyczyng zespotu zyly gtdwnej gérnej. Guz zlokalizowany
w okolicy okotokregostupowej moze penetrowa¢ do kanatu kregowego i powodowaé neurologiczne
objawy uciskowe. [4,5,8,13,18,55]

Czesto stwierdza sie objawy zalezne od miejsca wystepowania przerzutéw. Wytrzeszcz gatki oczne;j
i podbiegniecia krwawe wokdt oczu wynikajg z infiltracji kosci oczodotu. Zmiany w kosciach i szpiku
kostnym powodujg bdl, utykanie i wzmozong drazliwo$¢ u dzieci miodszych. Dodatkowo mogg
wystgpi¢ objawy niewydolnosci szpiku kostnego, manifestujgce sie niedokrwistoscia, leukopenia
i matoptytkowoscia. Zajecie skéry obserwuje sie prawie wylgcznie u niemowlat i objawia sie

wystepowaniem niebolesnych, niebieskawych podskérnych guzkow. [4,5,8,13,18,55]

Objawy ogodlne obejmujg gtéwnie zte samopoczucie, drazliwos¢, zaburzenia wzrostu, bdle oraz

goraczke, ktéra wystepuje gtéwnie przy przerzutach do kosci. [4,5,8,13,18,55]

Z NBL zwigzane sa rowniez zespoty paraneoplastyczne, w tym obserwowany u okoto 4% pacjentow
zespot opsoklonii — mioklonii. Dzieci z tym zespotem majg dobre rokowanie pod wzgledem NBL, jezeli
tylko nie stwierdza sie obecnosci amplifikacji genu MYCN. Jednakze u wiekszosci tych pacjentow
pozostajg deficyty neurologiczne, zwigzane z obecnoscig przeciwciat reagujacych z tkankg nerwowa.
[4,5,8,13,18,55]

U dzieci z NBL moze wystepowaé rowniez oporna na leczenie biegunka sekrecyjna prowadzaca do
hipokaliemii i odwodnienia, zwigzana z wydzielaniem wazoaktywnego peptydu jelitowego (VIP).
Wiekszos¢ guzdéw wydzielajagcych VIP jest dojrzata histologicznie (ganglioneuroblastoma Ilub

ganglioneuroma), rokowanie w tej grupie pacjentéw jest zazwyczaj dobre. [4,5,8,13,18,55]



Do klinicznych czynnikéw prognostycznych naleza;

Wiek
Stopien zaawansowania
Lokalizacja guza pierwotnego

Lokalizacja przerzutow. [4,5,8,13,18,55,66]

Ocene stopnia zaawansowania po raz pierwszy zaproponowata prof. A. Evans w 1974. Wstepnie

opracowane przez nig kryteria podlegajg systematycznej modyfikacji. [26] Obecnie stosowang

klasyfikacje stopnia zaawansowania NBL wedlug miedzynarodowych kryteriow INSS przedstawiono

ponizej. (Tabela 1)

Tabela 1. Stopien zaawansowania neuroblastoma wedtug kryteriow INSS [18]

Stopien

Opis

Guz zlokalizowany, makroskopowo catkowicie usuniety, z lub bez rezydualnej
choroby mikroskopowej; reprezentatywne wezty chionne z tej samej strony
negatywne mikroskopowo (wezty przylegajace do guza i usuniete wraz z nim

mogg by¢ pozytywne)

2A

Guz zlokalizowany z niecatkowitg resekcjg makroskopowa; reprezentatywne wezlty
chtonne z tej samej strony nieprzylegajace do guza negatywne mikroskopowo

2B

Guz zlokalizowany z lub bez radykalnej resekcji makroskopowej, reprezentatywne
wezly chtonne z tej samej strony nieprzylegajagce do guza pozytywne
mikroskopowo. Powiekszone wezly chtonne po stronie przeciwnej negatywne
mikroskopowo

Nieresekcyjny jednostronny guz przekraczajacy linie srodkowg ciata z lub bez
zajecia regionalnych weztéw chtonnych lub zlokalizowany guz jednostronny
z zajeciem przeciwlegtych weztéw chfonnych lub guz linii Srodkowej szerzacy sie
w obu kierunkach poprzez infiltracje (nieresekcyjny) lub zajecie weztéw chtonnych

Kazdy guz pierwotny z zajeciem odlegtych weztéw chtonnych, ko$ci, szpiku
kostnego, watroby, skéry lub innych narzadéw (z wyjatkiem zdefiniowanego jako
48S)

4s

Zlokalizowany guz pierwotny (tak jak zdefiniowano dla stopni 1., 2A i 2B)
z rozsiewem ograniczonym do skory, watroby lub szpiku kostnego (naciek
stanowigcy ponizej 10% komorek mononuklearnych), u dzieci do 1. r.z.

Obecnie opracowywane sg nowe kryteria diagnostyczne oparte na przedoperacyjnej ocenie stopnia

zaawansowania nowotworu, ktére mogg by¢ zastosowane réwniez u pacjentéw nie wymagajacych

leczenia chirurgicznego. W oparciu o te kryteria oraz obecno$¢ czynnikdw biologicznych i wiek,

pacjenci przypisywani bedg do okreslonych grup ryzyka (od bardzo niskiego do wysokiego). [5]
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1.3. Kryteria diagnostyczne

Diagnoza NBL moze zosta¢ postawiona, jesli:

. sq jednoznaczne wyniki badania histopatologicznego w mikroskopie swietinym z lub bez
potwierdzenia w badaniu immunohistochemicznym z Iub bez zwiekszonego stezenia

metabolitow katecholamin w moczu lub surowicy krwi
lub

. w biopsji albo trepanobiopsji szpiku kostnego obecne sg komodrki NBL oraz stwierdza sie

zwiekszone stezenie metabolitéw katecholamin w moczu lub surowicy krwi.

Podwyzszone stezenie katecholamin i ich metabolitdw w moczu przy zastosowaniu wystarczajgco
czutych metod moze by¢ wykryte u 90-95% pacjentéw. Badanie to pozwala na potwierdzenie diagnozy
i monitorowanie leczenia. Ocenione muszg by¢ zawsze co najmniej dwa metabolity katecholamin. Za
diagnostycznie podwyzszone uznaje sie stezenie przekraczajace trzykrotnie norme dla wieku.
W przypadku niejednoznacznego obrazu patologicznego, o rozpoznaniu decyduje wynik badania
genetycznego. Pomimo tego, ze zdiagnozowanie NBL jest mozliwe bez pobrania tkanki guza
w przypadku stwierdzenia komérek NBL w szpiku kostnym i podwyzszonego stezenia katecholamin,
pobranie materiatu z guza pierwotnego jest niezbedne ze wzgledu na znaczenie rokownicze typu

histopatologicznego NBL i mozliwos¢ petnej oceny biologicznej guza. [4,8,13,18,55]

W jednej z ostatnio zaproponowanych klasyfikacji wyodrebniono 3 grupy prognostyczne na podstawie
obecnosci nieprawidiowosci 1p i amplifikacji MYCN oraz ploidii. [17] W Tabeli 2 przedstawiono

charakterystyke poszczegdlnych grup pacjentéw (Tabela 2):
e Grupa niskiego ryzyka.

Zdecydowana wiekszos¢ pacjentéw moze byé wyleczona tylko chirurgicznie i/lub obserwowana,
bez konieczno$ci zastosowania leczenia skojarzonego. Do grupy tej zaliczane sg niemowleta
ponizej 12. miesigca zycia (w nowej klasyfikacji granica wieku ma zosta¢ przesunieta do
18. miesigca zycia), u ktérych guz jest zlokalizowany lub stwierdza sie stopien 4s., jezeli nie
wystepuje amplifikacja onkogenu MYCN i kliniczne objawy wynikajace z ucisku guza na narzady.
Guzy niskiego ryzyka charakteryzujg sie ponadto triploidalng zawartoscig DNA i brakiem zaburzen

krotkiego ramienia chromosomu 1.
e Grupa posredniego ryzyka.

Grupa nie jest do konca dobrze zdefiniowana, obejmuje m.in. dzieci z duzymi guzami w jamie
brzusznej, bez obecnosci przerzutow. Wiekszos¢ pacjentdw moze zostaé wyleczona przy
zastosowaniu chemioterapii i zabiegu operacyjnego. Guzy te charakteryzujg sie diploidalng lub
tetraploidalng ilosciag DNA, ale nie majg amplifikacji MYCN, moze natomiast wystepowaé

delecja 1p.
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o Grupa wysokiego ryzyka.

Pacjenci najczesciej zdiagnozowani po ukonczeniu 1. r.z. Zazwyczaj stwierdza sie przerzuty,

u wiekszosci wystepuje wczesna progresja lub wznowa choroby pomimo intensywnego leczenia.

Guzy sg z reguly diploidalne, obecna delecja krétkiego ramienia chromosomu 1. i amplifikacja

genu MYCN. Do grupy tej zaliczane sg rowniez niemowleta z obecnoscig amplifikacji genu MYCN.

[13,17].

Tabela 2. Charakterystyka grup ryzyka w neuroblastoma [17]

c Typ 1 — grupa Typ 2 — grupa Typ 3 - grupa
echa v X - .
niskiego ryzyka posredniego ryzyka wysokiego ryzyka
MYCN Prawidtowe Prawidtowe Amplifikacja
- Hiperdiplodia Blisko diploidia Blisko diploidia
HElE LS Blisko triploidia Blisko tetraploidia Blisko tetraploidia
17q gain Rzadko Czesto Czesto
11q, 14q LOH Rzadko Czesto Rzadko
1p LOH Rzadko Rzadko Czesto
Ekspresja TRKA Wysoka Niska lub brak Niska lub brak
Ekspresja TRKB Niepetna forma Niska lub brak Wysoka (petna forma
receptora receptora)
Ekspresja TRAC Wysoka Niska lub brak Niska lub brak
Wiek Zazv_vyczaj ponizej Zazv_vyczaj ponizej Zazwyczaj 1.-5. 1.2,
1.rz 1.rz
Stopien . . .
zaawansowania Zazwyczaj 1., 2., 4s Zazwyczaj 3., 4. Zazwyczaj 3., 4.
3-letnie przezycie (%) | 95 Okoto 50 Okoto 25

1.4. Metody leczenia

Leczenie NBL zalezy od stopnia zaawansowania choroby, wieku dziecka i czynnikéw biologicznych.

Zreguty w guzach zlokalizowanych, przy braku niekorzystnych markeréw biologicznych,

wystarczajgce jest chirurgiczne usuniecie zmiany. W przypadku guzéw zlokalizowanych
nieoperacyjnych u dzieci powyzej 1. r.z. oraz u niemowlat z chorobg zlokalizowang lub rozsiana, ale
bez obecnosci amplifikacji onkogenu MYCN, z reguly stosuje sie chemioterapie systemows,
a nastepnie resekcje guza pierwotnego. U dzieci powyzej 1. r.z. w 4. stopniu zaawansowania oraz
niemowlat z amplifikacja genu MYCN i pacjentéw z guzami zlokalizowanymi w stopniu 2. i 3.
z amplifikacjag MYCN stosuje sie leczenie skojarzone, obejmujace intensywng chemioterapie
indukcyjng, resekcje guza pierwotnego, megachemioterapie z autologicznym przeszczepieniem

obwodowych komoérek krwiotworczych, radioterapie okolicy guza pierwotnego oraz kwas
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13-cis-retinowy, jako terapie minimalnej choroby resztkowej. Z powodu niesatysfakcjonujgcych
wynikow leczenia pacjentéw z NBL grupy wysokiego ryzyka, do protokotdw leczniczych wprowadza
sie dodatkowe komponenty, takie jak MIBG-terapia przerzutéw w przypadku braku ich regresji po
chemioterapii indukcyjnej, terapia wysokimi dawkami MIBG (z lub bez chemioterapii) z autologicznym
lub

przeszczepieniem komoérek krwiotwdrczych oraz

interleukina 2). [4,8,13,18,55,94]

immunoterapia (przeciwciata anty-GD2

Kryteria odpowiedzi na leczenie sg réznie definiowane; kryteria przyjete w Europie przedstawiono

w tabeli (Tabela 3).

Tabela 3. Kryteria odpowiedzi na leczenie [94]

Odpowiedz Guz pierwotny Przerzuty Markery
Odpowiedz Bez quza Bez quza HVA/VMA
catkowita (CR) 9 9 prawidtowe

Bez guza (jak wyzej, z wyjatkiem HVA/VMA obnizone
Bardzo dobra Redukcja kosci); bez nowych zmian w 0>90% w
odpowiedz >90% ale kosciach, regresja wszystkich odniesieniu do
czesciowa (VGPR) | <100% istniejacych ognisk kostnych wartosci
wyjsciowych
Bez nowych zmian; 50-90% HVA/VVMA obnizone
: . : o/_0No
BEaN e Redukcja :T?gzlii(\/‘\:/]ac:zzyzﬂ(;h _og r-“?ko nisk w ggrfi’ei?eﬁit\:v do
czesciowa (PR) 50-90% IWych do oceny, U - 1 0gnisk 1
szpiku z komérkami guza; regresja | wartosci
zmian kostnych wg kryteriébw VGPR | wyjsciowych
Bez nowych zmian; >50% redukcja
e jednej ze zmian mierzalnych (guz
n01?|epsozvg:lead(zM R) pierwotny i przerzuty) z <50%
redukcja innych; <25% wzrost
dowolnej zmiany mierzalnej
Lo Bez nowych zmian; <50% redukcja,
:BNr;I)( CelpeCe lub <25% wzrost dowolnej
istniejacej zmiany
Jakakolwiek nowa zmiana; wzrost
jednej z istniejagcych zmian o >25%;
Progresja choroby obecnos$¢ komorek nowotworowych
(PD) w poprzednio negatywnym szpiku
kostnym; bez uprzedniego
uzyskania CR
Pojawienie sie jakiejkolwiek nowej
zmiany lub komérek
Wznowa choroby :
nowotworowych w szpiku kostnym
u pacjenta, ktoéry uzyskat CR
1.5. Budowa histopatologiczna guza
NBL prawdopodobnie wywodzi sie z prymitywnej, pluripotencjalnej komorki sympatycznej

(sympatogonia), ktéra pochodzi z cewy nerwowej. Histologiczne podtypy tego nowotworu wydajg sie

korelowa¢ z prawidtowym réznicowaniem sympatycznego uktadu nerwowego. [4,18]
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Spektrum  rdéznicowania odzwierciedlajg 3 podtypy histologiczne NBL: neuroblastoma,
ganglioneuroblastoma oraz ganglioneuroma. Typowy NBL sktada sie z matych jednakowej wielkoSci
komoérek zawierajacych geste, hyperchromatyczne jadro i niewielkg ilos¢ cytoplazmy. Obecnos¢
wyrostkéw nerwowych lub neuropili jest patognomoniczna dla wszystkich NBL, z wyjatkiem postaci
najbardziej prymitywnych. Pseudorozety Homera-Wrighta obecne sg w 15-50% przypadkéw; sktadajg

sie z neuroblastow otoczonych eozynofilowymi neuropilami.

W pehni zr6znicowang i tagodng postacig NBL jest ganglioneuroma. Sktada sie z dojrzatych komérek
zwojowych, neuropili i komérek Schwanna. Ganglioneuroblastoma jest postacia heterogenna,
zobrazem histologicznym  zawierajgcym  wszystkie typy roznicowania pomiedzy NBL
a ganglioneuroma. Obraz histopatologiczny ganglioneuroblastoma jest zréznicowany. W guzie
dominowa¢ mogq elementy neuroblastyczne, z nielicznymi komdérkami dojrzewajacymi, jak rowniez
guz moze sklada¢ sie gtdbwnie z ganglioneuroma z niewielkimi ogniskami neuroblastow.
Ganglioneuroblastoma moze mie¢ budowe guzkowa lub mieszang (intermixed). Posta¢ mieszana
zwigzana jest z mniej agresywnym przebiegiem klinicznym. Guzy zawierajace mniej niz 50%
dojrzewajacych lub dojrzatych komérek zwojowych okresla sie terminem dojrzewajacy NBL, zas guzy
bardziej dojrzate ganglioneuroblastoma. W badaniu histopatologicznym powinno badac¢ sie wycinki

z réznych okolic ze wzgledu na czestg heterogenng budowe guza.

W celu odréznienia NBL od innych nowotworow z grupy nowotworow o matych, niebieskich, okragtych
komérkach, czesto oprocz barwienia HE konieczne sg barwienia immunohistochemiczne. NBL barwi
sie przy uzyciu przeciwciat monoklonalnych taczacych sie z biatkami neurofilamentéw, synaptofizyny
i NSE. Najczesciej obecnie stosowana klasyfikacja histopatologiczna opracowana przez Shimade,
oparta jest na ocenie obecnosci lub braku zrebu zbudowanego z komdrek Schwanna, stopnia
zroznicowania oraz indeksu kariomitotycznego (MKI). Budowa histopatologiczna, analizowana
w zalezno$ci od wieku pacjenta, jest waznym czynnikiem rokowniczym, zwlaszcza u niemowlat. Na
podstawie klasyfikacji Shimady, z uwzglednieniem obecnosci zwapnien, stworzono miedzynarodowg
klasyfikacje patologiczng INPC (International Neurobastoma Pathological Classifiacation) (Tabela 4).
[20,78,79]

Tabela 4. Klasyfikacja histopatologiczna guzéw neuroblastycznych wg INPC [20,79]

Grupa prognostyczna
INPC

Grupa wiekowa Charakterystyka

Neuroblastoma

Ubogi w zrab z komérek Schwanna

Korzystna

Guz stabo zréznicowany lub rdéznicujacy sie,

<1,5.r.z niski lub posredni indeks MKI

Korzystna

1,5.-5. r.z. Guz réznicujacy sie i niski MKI

Niekorzystna
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<1,5.r.z. Guz niezréznicowany, wysoki MKI

Guz niezréznicowany lub stabo .
1,5.-5. r.z. zréznicowany Niekorzystna
Wysoki lub posredni MKI

>5. r.z. Wszystkie guzy

Ganglioneuroblastoma, nodular

Sktada sie z czesci bogatych w zrab z
komodrek Schwanna / z dominujgcym
zrebem z komoérek Schwanna z guzkami
ubogimi w zrgb z komdérek Schwanna

Niezaleznie od wieku Niekorzystna

Ganglioneuroblastoma intermixed

Niezaleznie od wieku | Bogaty w zrab komoérek Schwanna | Korzystna

Ganglioneuroma dojrzewajacy, dojrzaty

Niezaleznie od wieku | Dominujacy zrab z komérek Schwanna | Korzystna

1.6. Zaburzenia genetyczne

Charakterystyczng cechg NBL jest wystepowanie réznorodnych zaburzeh genetycznych nabytych
przez komorki guza, z ktérych czes¢ stanowi wazny czynnik prognostyczny, niezalezny od cech
klinicznych choroby. Obecnos¢ zaburzeh genetycznych, zwlaszcza amplifikacji onkogenu MYCN, jest

obecnie podstawg do stratyfikacji pacjentéw do grup ryzyka. [3]

Chociaz w NBL obserwuje sie wiele réznych, heterogennych zaburzen genetycznych, zdarzenie
inicjujgce powstanie tego nowotworu jest nieznane. Wydaje sie, Ze istniejg, co najmniej dwie Sciezki
rozwoju NBL, zalezne miedzy innymi od czasu, w ktérym dochodzi do rozpoczecia onkogenezy.
Jednakze, pomimo intensywnych badan, znaczenie opisywanych zaburzen w inicjacji i progresji NBL

pozostaje nieznane. [4,8,13,18,55]

Model rozwoju réznych postaci NBL przedstawiono na rysunku (Rysunek 1). [3,18] Zgodnie z tym
modelem, we wszystkich postaciach NBL wystepuje ta sama komérka prekursorowa, ktéra moze
wykazywa¢ mutacje wspdlng dla wszystkich typow NBL. Pierwszy typ rozwoju nowotworu
charakteryzuje sie wystepowaniem dysfunkcji mitozy, co prowadzi do powstania kariotypu
hyperdiploidalnego lub prawie ftriploidalnego, z zaburzeniami w postaci nadmiaru catych
chromosoméw, ale z nielicznymi lub bez rearanzacji cytogenetycznych. Zazwyczaj guzy te wykazujg
duzg ekspresje receptora TrkA. Dzieki obecnosci tego receptora komérki NBL sg wrazliwe na
dziatanie neurotropowego czynnika wzrostu (NGF) i w zaleznosci od jego obecnosci podlegajg
apoptozie lub réznicowaniu. W pierwszym typie rozwoju NBL nie ma z reguty zaburzen genetycznych,
specyficznych dla NBL, jak np. amplifikacia MYCN. Do tej kategorii nalezy wiekszos¢ guzow
rozpoznawanych u niemowlgt w ramach biochemicznych badan przesiewowych. Drugi typ
charakteryzuje sie generalnie blisko diploidalng lub tetraploidalng liczbg chromosomoéw, ale wystepuje
w nim wiele aberracji chromosowych. W tym modelu rozwoju guza nie stwierdzono do tej pory statego
zaburzenia genetycznego. Stosunkowo czesto wystepuje nadmiar materiatlu genetycznego dtugiego

ramienia chromosomu 17. W drugim typie rozwoju NBL opisywane sg 2 podtypy, z szybko lub wolno
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postepujacg choroba, z reguty doprowadzajgca do zgonu pacjenta. Prawdopodobnie nie istnieje
wzajemna konwersja poszczegolnych typow. [4,8,13,17,18,22,55]

Rysunek 1. Model sekwencji zaburzen genetycznych prowadzacych do rozwoju réznych

postaci NBL [3,18]

Dysfunkcja mitozy Aberracje chromosomalne
3N +TRKA 2N 17q+ 2N/4N 11q- 149-

1+TRKB +BDNF

+NGF -NGF 2N/4N 1p-
réznicowanie apoptoza 2N/4N 1p- NMA

W wielu innych nowotworach (np rak jelita grubego) znany jest mechanizm onkogenezy, w ktérym
nastepuje stopniowa progresja od zmian przednowotworowych do nowotworowych zmian zto$liwych
poprzez kumulacje zmian genetycznych. Identyfikacja zmian przednowotworowych (NBL in situ)
w nadnerczach ptodu, tgcznie z wysokim odsetkiem wystepowania klinicznie niemych postaci NBL,
wykrywanych w czasie przesiewowych badan biochemicznych, sugeruje, ze podobny proces moze
mie¢ miejsce w NBL. W kilku badaniach wykazano, ze mikroskopowe guzki neuroblastyczne znajdujg
sie w nadnerczach wszystkich badanych ptodow, szczegdlnie miedzy 17. a 20. tygodniem cigzy,
a nastepnie ulegajg powolnej regresji do momentu urodzenia. Powyzsze zmiany byty réwniez
stwierdzane u niemowlat do 3. m.z. w badaniu post mortem. Prawdopodobnie neuroblastyczne guzki
sg pozostatoscig prawidtowego rozwoju nadnerczy. Zmiany te w wiekszosci przypadkéw nie dajg
objawow klinicznych. Zdolnos¢ do regresji spontanicznej potwierdzajg rowniez badania przesiewowe
prowadzone u niemowlat. Delecja 14q moze mie¢ kluczowe znaczenie w przemianach do zlosliwej
postaci NBL. Zaburzenie to czesto jest zwigzane z zaawansowang chorobg, ale nie ma istotnego
niezaleznego znaczenia rokowniczego. Kolejnym etapem prowadzacym do wzrostu inwazyjnosci guza
moze by¢ delecja 11q. [13,17,18,55,67]
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1.6.1. Zawartos¢ DNA w guzie
Indeks DNA jest czynnikiem prognostycznym, zwtaszcza w grupie pacjentéw ponizej 1. r.z.

Wystepowanie diploidii i tetraploidii zazwyczaj zwigzane jest z wiekiem (czesciej u pacjentéw powyzej
1. r.z.), zaawansowanym stopniem Kklinicznym i innymi niekorzystnymi czynnikami, takimi jak
amplifikacja MYCN, delecja 1p, podwyzszone stezenie NSE, ferrytyny i LDH. Szacuje sie, ze 30-40%
guzow NBL to guzy diploidalne. [8,53]

W guzach diploidalnych, badz tetraploidalnych mutacje pojawiajg sie na réznym etapie rozwoju ukfadu
nerwowego. Charakterystyczne dla tego typu guzoéw sg zaburzenia dtugiego ramienia chromosomu
17. i ekspresja TRKB. W grupie tej mozna wyrdznié¢ grupe posredniego ryzyka bez amplifikacji MYCN
(czesto zaburzenia 11q) oraz grupe wysokiego ryzyka z amplifikacjg MYCN. [13,17,53,55,77]

W analizie jednoczynnikowej uwzgledniajgcej wytacznie czynniki genetyczne diploidia i tetraploidia
byly najwazniejszym czynnikiem prognostycznym w analizie przezy¢ wolnych od niekorzystnych
zdarzen (EFS). [42]

Guzy hyperdiploidalne wykazujg tendencje do ekspresji TRKA i brak innych aberracji
chromosomalnych. Zazwyczaj ulegajg one spontanicznej regresji lub réznicowaniu. Choroba
zazwyczaj wystepuje w 1. lub 4s. stopniu zaawansowania. U niemowlat z diploidalnym DNA wystepuje
z reguly choroba bardziej agresywna. U dzieci ponizej 1. r.z. hyperdiploidia zazwyczaj zwigzana jest
z nadmiarem catych chromosomow, podczas gdy u dzieci starszych czesciej stwierdza sie zmiany
strukturalne. [18,58,91]

Triploidalna zawarto$¢ DNA w guzie charakterystyczna jest gtéwnie dla niemowlat, nizszych stadiéw
zaawansowania choroby i stanowi korzystny czynnik rokowniczy, o ile nie wystepujg inne

zdefiniowane niekorzystne czynniki prognostyczne. [13 53,55,91]

W przypadku triploidii, catkowite przezycie (OS) wynosito 96%, a w przypadku diploidii lub tetraploidii
bez obecnosci innych niekorzystnych czynnikdw prognostycznych - 63%. Obecnos¢ amplifikaciji
MYCN i/lub delecji 1p niwelowata korzystny wptyw trisomii (57% 4-letnich OS); natomiast obecnoé¢
dodatkowych czynnikéw niekorzystnej prognozy, innych niz diploidia i tetraploidia, nie pogarszata

w sposob istotny rokowania. [8,70]

Tetraploidia jest istotnym czynnikiem prognostycznym u niemowlat w stopniach: 1. do 3. i 4s., ale nie
w stopniu 4. W modelu wieloczynnikowym najsilniejszym czynnikiem negatywnym byt poziom NSE,
nastepnie diploidia lub tetraploidia oraz wiek (wptyw na OS). Wplyw tetraploidii na odsetek OS

potwierdzono rowniez w analizie wieloczynnikowej. [8,70]
Nie okreslono gérnych i dolnych limitéw okreslajacych poszczegdlne indeksy DNA. [8]
1.6.2. Zaburzenia chromosomalne

Wystepowanie zaburzen chromosomalnych opisywane jest nawet u 92% pacjentow, przy czym
wiekszos¢ guzéw w nizszych stadiach zaawansowania wykazuje utrate lub wystepowanie

dodatkowych kopii catych chromosomoéw. [13,17,18,55,91]
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Najczesciej obserwowane sg somatycznie nabyte nieprawidtowosci, takie jak: utrata materiatu
genetycznego (1p, 2q, 3p, 4p, 9p, 11q, 14q, 18q i inne) oraz jego nadmiar (MYCN, 17q). Rzadko
natomiast obserwowane sg rearanzacje konstytucjonalne, wystepujace w przypadku zaburzen genow
predysponujacych do powstania innych nowotworéw wieku dzieciecego, jak retinoblastoma lub guz
Wilmsa. [13,17,18,55,91]

Do najczesciej opisywanych zaburzen genetycznych w NBL naleza:
o Delecja 1p36 (19-36% pacjentéw)
o Delecja 11923 (40-45%)
o Delecja 14932 (20-25%)
e Amplifikacja MYCN (20-25%)
o Delecja 3p1 (4-24%)
¢ Delecje (utrata heterozygotycznosci) 4p, 9p, 18q (15-20%). [13,17,18,55,91]

Sporadycznie (3 opisanych pacjentéw) obserwowano delecje konstytucjonalng 1p36.3 u niemowlat

z ciezkimi zaburzeniami rozwojowymi ukfadu nerwowego. [13]

Stwierdzono i opisano wiele innych konstytucjonalnych zbalansowanych translokacji u pacjentow

z NBL, jednakze nie byto wsrdd nich zmian powtarzajacych sie.

Rzadko opisywane sg schorzenia majace zwigzek z wystepowaniem NBL. Zalicza sie do nich chorobe
Hirschprunga, chorobe ,klagtwa Ondyna” (hypowentylacja centralna), prawdopodobnie rowniez zespoty
Turnera i Beckwitha-Wiedemanna. Wystepowanie schorzen wspdtistniejacych z NBL sugeruje, ze
cze$¢ przypadkdw NBL moze by¢ wyjasniona globalnymi zaburzeniami rozwojowymi ukfadu
nerwowego. Jednakze nie stwierdzono statego wystepowania NBL w Zadnej z jednostek
chorobowych. Okredlenie wystepowania ewentualnej statej asocjacji NBL ze schorzeniami
genetycznymi o znanym podiozu, mogtoby przyczynic sie do zidentyfikowania genow
predysponujacych do wystgpienia NBL. [13]

Opisywana jest réwniez dziedziczna posta¢ NBL, chociaz jest ona ekstremalnie rzadka. Dane
francuskie wskazujg na 1,4% nowo zdiagnozowanych pacjentéw z NBL z pozytywnym wywiadem
rodzinnym w kierunku tego nowotworu. [13] W 1972 r. Knudson wykazat, Ze rodzinna posta¢ NBL
moze byé dziedziczona w sposdb autosomalny dominujacy, pacjenci byli diagnozowani wczesnie
i czesto stwierdzano u nich wiele guzéw pierwotnych, co jest charakterystyczng cechg wrodzone;j
predyspozycji do wystepowania nowotworéw. Prawdopodobnie, analogicznie do zaburzeh genu RB
w rodzinnej postaci retinoblastoma (RBL), réwniez w tym przypadku wystepuje mutacja obu alleli genu
odpowiedzialnego za rozwdj nowotworu w mechanizmie ,podwdjnego uderzenia”, jednakze
w odréznieniu od RBL, w przypadku NBL zmutowany gen nie wykazuje catkowitej penetracji. Obecnie
wydaje sie, ze niepetna penetracja genu moze by¢ wynikiem spontanicznej remisji guza, ktory nigdy

nie zostat wykryty klinicznie. Ponadto klinicznie jawny guz NBL, w odréznieniu od RBL, w wiekszosci

18



przypadkow prowadzi do zgonu pacjenta. Z tego powodu ocena modelu dziedziczenia NBL jest

niemozliwa. [13,18]
1.6.2.1 Delecja krotkiego ramienia chromosomu 1. (1p)

Delecja 1p stwierdzana jest w 70-80% guzow diploidalnych. Badania molekularne wykazujg utrate
heterozygotycznosci w tym regionie u 35% pacjentow. Poczatkowo uznawano, ze gen odpowiedzialny
za wystepowanie rodzinnej postaci NBL moze znajdowacé sie na krétkim ramieniu chromosomu 1.
(1p36) ze wzgledu na opisywane zaburzenia konstytucjonalne tej okolicy, ale nie udato sie wykazac
jego statego zwigzku z dziedziczng postaciag NBL, ani Scisle zwigzanych z tym zaburzeniem
fenotypéw. [13,17,18,55,91]

Klasyczne badania nad genami supresorowymi nowotworéw wykazaty, ze chromosom 1. zawiera gen
supresorowy istotny w rozwoju NBL (zlokalizowany od 1p32 do telomeru). Klonowanie tego genu nie
powiodto sie, gdyz prawdopodobnie nie jest to gen klasyczny i moga wystepowaé mutacje w allelach
alternatywnych. Zaburzenie to koreluje z wystepowaniem guzow nieresekcyjnych, obecnoscig
przerzutdéw i innych markeréw niekorzystnej prognozy (m.in. amplifikacja MYCN) i jest zwigzane
z gorszym rokowaniem (istotna statystycznie korelacja z wiekiem powyzej 1. r.z., 4. stopniem
zaawansowania wg INSS, niekorzystng budowg histopatologiczna, podwyzszonym poziomem
ferrytyny i amplifikacja MYCN). Obecnos¢ delecji 1p36 ma wptyw na gorsze wyniki leczenia (obnizenie
odsetka przezy¢ wolnych od niekorzystnych zdarzenn /EFS/), natomiast wptyw na OS nie jest
jednoznaczny. Delecja 1p jest niezaleznym czynnikiem prognostycznym ryzyka wystgpienia wznowy,
zwlaszcza u pacjentdw z nizszych grup ryzyka, bez amplifikacji MYCN. W czesci badan nie wykazano
jednak jego niezaleznego znaczenia prognostycznego, zwlaszcza w grupie pacjentéw wysokiego
ryzyka. [13,55,56,58]

Badanie metodg FISH wykazato, Zze powtarzajgcym sie zaburzeniem zaréwno w liniach komérkowych
NBL, jak i guzach pierwotnych, jest niezrownowazona translokacja der(1)t(1p;17q). Jezeli w guzie
wystepuje zaréwno delecja 1p, jak i nadmiar 17q, wynik leczenia jest réwnie zly jak wtedy, gdy

zaburzenia te wystepujg oddzielnie, badz tacznie, ale nie w wyniku wzajemnej translokacji. [55]

Wprowadzenie prawidtowego krétkiego ramienia chromosomu 1. do linii komoérkowych z delecjg
prowadzi do indukcji réznicowania lub $mierci komorek, co doprowadzito do powstania hipotezy, ze
znajduje sie na nim gen supresorowy NBL, inaktywowany w okoto 1/3 przypadkéw NBL. Jednakze
gen ten nie zostat zidentyfikowany, ze wzgledu na zmienny punkt ztamania i mozliwos¢ istnienia

wiecej niz jednego genu supresorowego. [16,19,58]
1.6.2.2 Delecja dtugiego ramienia chromosomu 11.

Delecja dlugiego ramienia chromosomu 11. moze by¢ zwigzana z monosomig (ubytek catego
chromosomu 11.) lub z utrzymaniem heterozygotycznodci ramienia krétkiego. W wiekszo$ci
przypadkéw nie koreluje z zadnym klinicznie istotnym czynnikiem ryzyka. Stwierdza sie natomiast
silng negatywna korelacje z amplifikacjig MYCN. W NBL niezbalansowana rearanzacja, przynoszaca
rezultat w postaci utraty 11923, ale bez amplifikacji MYCN, definiuje pacjentéw o wyzszym ryzyku

i koreluje pozytywnie z wiekiem powyzej 1. r.z., 4. stopniem zaawansowania i niekorzystng budowg
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histopatologiczng oraz z nizszym odsetkiem EFS i OS, takze u pacjentéw z niezaawansowang
chorobg. Jednakze wyniki badan nad znaczeniem delecji 11q sg sprzeczne, prawdopodobnie ze
wzgledu na uwzglednianie w badaniach nie tylko utraty heterozygotycznosci, ale tez utraty catego
chromosomu 11. w guzach triploidalnych, co moze wyjasnia¢ brak korelacji tego zaburzenia ze
stopniem zaawansowania w czesci badan. Wykazano, ze obecnos¢ delecji 11q jest niezaleznym

czynnikiem predykcyjnym progresji, niezaleznie od stopnia zaawansowania klinicznego. [13,57,67,91]

Wydaje sie, ze utrata heterozygotycznosci dtugiego ramienia chromosomu 11. i amplifikacjia MYCN
moga definiowaé 2 biologicznie rézne grupy pacjentéw, w ktérych powstanie NBL ma inng etiologie
molekularng. Mozliwe jest, ze guzy z delecjg 11q wykazujg bardzo agresywny wzrost, ale z diugim
okresem utajenia klinicznego. Dlatego, jesli sg wykrywane wczesnie, przy prawidtowym leczeniu mogg
mie¢ relatywnie dobre rokowanie. Natomiast amplifikacia MYCN moze od poczatku taczy¢ sie
z gwattownie rozwijajaca sie, agresywng choroba, trudng do wykrycia przed pojawieniem sie
przerzutéw. [57,67]

1.6.2.3 Nadmiar materiatu genetycznego dtugiego ramienia chromosomu 17.
(17q gain)

Nadmiar materiatlu genetycznego dtugiego ramienia chromosomu 17. opisano po raz pierwszy na
podstawie oceny prazkéw G w 1984 r. (Gilbert i wsp.) [31]. W badaniach poréwnawczej hybrydyzacii
genowej (CGH) wykazano, ze jest to najczestsze zaburzenie genetyczne w pierwotnym NBL. W CGH
czestos¢ wystepowania tego zaburzenia wynosi 50-75%. Guzy prawie triploidalne wykazujg czesciej
zwiekszong liczbe kopii catego chromosomu 17. w stosunku do podstawowej liczby chromosomoéw
w komérce (4-5 kopii), podczas gdy niezbalansowany, czesciowy nadmiar dystalnego odcinka 17q
zwigzany jest z wystepowaniem innych markeréw ztej prognozy. Prawie we wszystkich liniach
komérkowych stwierdza sie translokacje obejmujace dtugie ramie chromosomu 17. Translokacje te sg
zwykle niezrobwnowazone i wigzq sie z utratg materiatu genetycznego chromosomu partnerskiego.
Najczesciej partnerem translokacji jest 1p, nastepnie 11q, co moze prowadzi¢, jednoczesnie
z nadmiarem 17q, do utraty funkcji genéw supresorowych na tych chromosomach oraz do powstania
nadmiaru kopii gendéw kontrolujgcych wzrost, réznicowanie lub apopotoze na chromosomie 17. Nie
wiadomo jednak, czy faktycznie nadmiar genéw na 17q odpowiada za agresywny fenotyp guza, czy
tez towarzyszy tylko obecnosci innych czynnikéw rokowniczo niekorzystnych (,innocent bystander”).
W guzach z amplifikacjg MYCN czesto obserwowana jest translokacja t(1;17), podczas gdy w guzach
bez tej amplifikacji czesciej stwierdza sie translokacje z chromosomu 17. na chromosomy 3. i 11.
Dlatego znaczenie prognostyczne 17q moze zalezeé, przynajmniej czesciowo, od chromosomu
zwigzanego z translokacja z chromosomem 17. Cze$¢ autoréw nadmiar dlugiego ramienia
chromosomu 17. uwaza za niezalezny czynnik niekorzystnej prognozy, zwtaszcza w grupie pacjentow
bez delecji 1p i amplifikacji MYCN, ale wyniki badah nie sa jednoznaczne.
[13,15,22,49,55,57,75,77,91]
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1.6.3. Amplifikacja MYCN

Amplifikacja onkogenu MYCN, po raz pierwszy opisana w 1985 r. przez Seeger i wsp. [77], wystepuje
u 20-25% pacjentéw i zwigzana jest z delecjg krétkiego ramienia chromosomu 1. (w wiekszosci
nowotworéw z amplifikacja MYCN stwierdza sie réwniez delecje 1p). Fizjologicznie gen MYCN ulega
ekspresji w komadrkach zwojowych okoto 8,5 tygodnia zycia ptodowego. Obecnosé amplifikacji genu w
NBL wigze sie ze wzrostem poziomu mRNA i biatka MycN w komérce, co moze odgrywac istotng role
w proliferacji komoérek, jednakze nie udowodniono korelacji ekspresji biatka MycN z rokowaniem.
Amplifikacja MYCN stanowi silny niezalezny niekorzystny czynnik prognostyczny. Wigze sie zawsze
z niekorzystnym rokowaniem, zwlaszcza w niskich stopniach zaawansowania, natomiast brak
amplifikacji w stopniach wyzszych, wigzat sie z wyzszym odsetkiem uzyskanych remisji. Amplifikacja
genu MYCN najprawdopodobniej nie wystepuje w przypadku braku delecji 1p, nadmiaru 17q lub obu
tych zaburzen. Moze to sugerowac, ze amplifikacja genu MYCN jest zdarzeniem pdzniejszym
w sekwencji zdarzen, prowadzacych do aberracji genetycznych lezacych u podstaw rozwoju
poszczegoblnych postaci NBL. Jezeli w danym guzie wystepuje amplifikacja genu MYCN, zawsze jest
obecna juz w momencie diagnozy, dlatego to zaburzenie wydaje sie by¢ wiasciwoscig biologiczng
czesci guzéw. [12,13,18,77,86]

MYCN jest jedynym znanym onkogenem aktywowanym w sposob staty w NBL. Przeprowadzone
badania wykazuja, ze nieprawidtowe funkcjonowanie genu MYCN moze by¢ jedng z przyczyn rozwoju
NBL. Liczba kopii genu MYCN (bez wzgledu na to, czy amplifikowana, czy prawidtowa) nie zmienia sie
w trakcie rozwoju guza i jest stata w poszczegdlnych okolicach guza oraz w guzie pierwotnym
i przerzutach, a takze w przypadku wznowy. W przypadku oceny amplifikacji genu MYCN w badaniu
FISH, obserwuje sie heterogennos$¢ amplifikacji MYCN na poziomie komoérek w jednym guzie (tzn.
w tym samym guzie mogg wystepowaé zaréwno komoérki z amplifikacjg, jak i bez amplifikacji tego
genu). W badaniach SB i PCR, gdzie obecno$¢ amplifikacji stwierdza sie na poziomie DNA
wyizolowanego z wielu komarek, nie mozna stwierdzi¢ réznic miedzy komdrkami, a obecnosé lub brak
amplifikacji jest stalg cechg. Prawdopodobnie wynika to z mozliwosci przybierania przez
amplifikowany materiat formy struktur ,double minutes”, ktére jako struktura centryczna, majg
tendencje do znikania w czasie mitozy lub nierébwnomiernego podziatu miedzy komorki potomne.
Wykazany zostat réwniez proces usuwania materiatu genetycznego amplifikowanego onkogenu

z komorek linii komorkowych NBL i guzéw pierwotnych. [13,18,77]

Prawdopodobnie poczatkowo NBL sktada sie z komorek heterogennych, z ktérych w niewielkim
odsetku wystepujg okreslone zaburzenia genetyczne. Czes¢ komodrek ulega apoptozie, natomiast
pozostate mogg tworzy¢ sSrodowisko promujgce amplifikacje MYCN, prowadzac do powstania
populacji komérek opornych na leki, bardziej agresywnych niz wyj$ciowo. Alternatywnie, amplifikacja

przez co komorki guza sag bardziej oporne na indukcje apoptozy. [12,13,18,77,86]

Czestos¢ wystepowania MYCN zalezy od budowy histologicznej guza i stopnia zaawansowania
i w sposob istotny koreluje z odsetkiem OS (Tabela 5).
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Tabela 5. Korelacja obecnosci amplifikacji MYCN ze stopniem zaawansowania i odsetkiem
przezy¢ catkowitych [9]

Odsetek amplifikaciji Odsetek przezyé
Ganglioneuroma 0 100
1. — 2. stopieh zaawansowania wg INSS 4 90
4s stopien zaawansowania wg INSS 8 80
3. — 4. stopien zaawansowania wg INSS 32 . 30
(10 — 20% w stopniu 3)
tacznie 22 50

Biatko kodowane przez onkogen MYCN jest fosfoproteing jadrowg o masie czgsteczkowej 62 kDal,
biatkiem zasadowym o budowie helisa-petla z zamkiem leucynowym. Biatko to jest czynnikiem
transkrypcyjnym, ulegajagcym ekspresji we wczesnej fazie G1 cyklu komoérkowego. Funkcjonuje
w heterodimerach z biatkiem Max. Homodimery Max sa czynnikiem represyjnym transkrypcji,
natomiast heterodimery Max-Myc aktywujg transkrypcje. Dlatego nadmiar biatka MycN prowadzi do
ciagtej aktywacji transkrypcji. Ekspresja genu jest regulowana rozwojowo i wystepuje tylko
w rozwijajacej sie neuroektodermie. Jego funkcja jest wylgczana w momencie narodzin. Z amplifikacjg
moze, ale nie musi, zwigzana by¢ nadmierna ekspresja biatka. Poziom ekspresji MYCN nie jest
istotnie zwigzany z Zzadnym innym znanym czynnikiem prognostycznym, a jego znaczenie jest
kontrowersyjne. Wedtug czesci autoréw wysoki poziom ekspresji, niezaleznie od amplifikacji,
u pacjentéw powyzej 1.r.z. i z wyzszym stopniem zaawansowania koreluje ze zlg prognoza, ale
u czesci pacjentéw bez amplifikajci i ekspresji MYCN prognoza tez jest zta. Wedtug innych autoréw
poziom ekspresji MYCN nie byt zwigzany z rokowaniem. Zaréwno pacjenci z amplifikacja, jak i bez
amplifikacji, wykazujg rézny poziom ekspresji genu MYCN. Nadmierny poziom biatka lub mRNA
w niektérych liniach komoérkowych moze by¢ spowodowany raczej zaburzeniem ich degradacji niz
nadmierng transkrypcjg biatka. Wyniki doniesien nie sg jednak jednoznaczne. [10,17,21,23,84,85]

Amplifikacja genu MYCN dotyczy regionu 500-1000kb. Geny zlokalizowane w okolicy MYCN
teoretycznie moga przyczyniac¢ sie do fenotypu guza. Jednakze zaden z gendw nie jest amplifikowany
z MYCN w sposdb staty i prawdopodobnie tylko MYCN jest odpowiedzialny za ztosliwy przebieg NBL.
W 40-50% koamplifikacji ulega gen DDX1, ktéry moze rowniez przyczynia¢ sie do ztosliwej natury tych

guzow. [17]

Podwyzszona ekspresja MYCN moze zwieksza¢ potencjat wzrostowy komoérek in vitro i in vivo.
Jednakze rodzina onkogendw MYC jest réwniez silnym czynnikiem indukujgcym apoptoze
w warunkach, gdy ich ekspresja ulega deregulacji na sciezce sygnatow mitogennych. Kilku badaczy
stwierdzito korelacje miedzy poziomem MYCN i apoptozy in vitro. MYCN kontroluje ekspresje genéw
kodujacych biatka, ktérych rolg jest proliferacja, regulacja cyklu komérkowego, apoptozy i utrzymanie
stabilno$ci genomu MYCN, hamuje réwniez dziatanie biatka Bcl-2, natomiast aktywuje Bax, przez co

uwrazliwia komoérki na apoptoze poprzez $ciezke wewnetrzng. Jako cel transkrypcyjny MYCN w NBL
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zostat zidentyfikowany rowniez gen MDM2, bedacy negatywnym regulatorem biatka p53. MYCN moze
destabilizowa¢ funkcje p53, przez co podnosi sie prog stymulacji zatrzymania wzrostu i apoptozy.
MYCN prawdopodobnie moze zaburza¢ réwniez prawidtowe roéznicowanie komoérek, takze poprzez
dziatanie na MDM2, promujac progresje cyklu komoérkowego w etapie krytycznym dla réznicowania.
Dlatego MYCN powinien by¢ rozwazany jako potencjalny czynnik odgrywajacy istotng role zaréwno
w proliferacji, jak i w apoptozie komérek NBL in vivo, w zaleznosci od wystepowania innych,
nieznanych jeszcze dzi§ czynnikéow. Jednym z proponowanych mechanizméw niekorzystnego
prognostycznie dziatania amplifikacji MYCN jest defekt w Sciezce apoptozy towarzyszacy amplifikacji
MYCN, odpowiedzialny za zahamowanie apoptozy stymulowanej przez MYCN w warunkach
fizjologicznych. Konieczne sg dalsze badania nad rolg biatek zwigzanych z MYCN w regulacji
proliferacji komérek i spontanicznej regresji w NBL. [13,18,55,81,84]

1.7. Zaburzenia apoptozy

Nieprawidtowosci w regulacji apoptozy odpowiadajg za rozwdj nowotworéw i opornosé na terapie.
Kaspaza 8, biatko o charakterze proteazy cysteinowej, jest kluczowga molekuta w ramieniu
efektorowym apoptozy przebiegajacej na Sciezce sygnalizacji zewnatrzkomoérkowej, aktywowanej
przez TRAIL, bedacy silnym czynnikiem indukujgcym apoptoze i wykazujagcym aktywnosc¢
przeciwnowotworowg in vivo. Zidentyfikowano 2 receptory agonistyczne: TRAIL-R1 (DR4) oraz
TRAIL-R2 (DRS5), uczestniczace w przekazywaniu sygnatéw apoptozy oraz dwa receptory
antagonistyczne nieprzekazujace sygnatdw apoptozy: TRAIL-R3 (DcR1) i TRAIL-R4 (DcR2),
chronigcych prawidtowe komérki przed apoptoza. Inne receptory, ktére indukujg apoptoze przez
kaspaze 8 obejmujg Fas, TNFR1 i DR3.

Kaspaza 8 moze aktywowac transkrypcje; natomiast przy nadmiernej ekspresji moze wprowadzac
komoérke na droge apopoptozy, dzialajac jako czynnik inicjujacy, petni wiec podwdjng funkcje
w komoérce. Dodatkowo stwierdzono interakcje miedzy tg $ciezkg, a odrebng formg apoptozy (zalezng
od mitochondriéw), ktéra angazuje kaspaze 9, Apaf-1 i cytochrom ¢, co prowadzi do powstania ,petli
amplifikacji”.

Gen kodujacy kaspaze 8 zlokalizowany jest na dlugim ramieniu chromosomu 2 (2g23). Jego
homozygotyczna delecja obserwowana jest jedynie w niewielkim odsetku NBL, natomiast
w wiekszo$ci guzéw pierwotnych z amplifikacjg MYCN nastepuje jego dezaktywacja funkcjonalna, tj.
~Wyciszenie” ekspresji przez hipermetylacje. Komorki pozbawione kaspazy 8 sg oporne na apoptoze
indukowang chemioterapig. Badania przeprowadzone na liniach komérkowych NBL (w wiekszosci
z amplifikacjig MYCN) wykazaty brak ekspresji kaspazy 8 w komérkach. W guzach pierwotnych
wykazano korelacje metylacji genu kaspazy 8 z amplifikacjg MYCN. Sugeruje to, ze amplifikacja moze

by¢ zwigzana funkcjonalnie z catkowitg metylacja obu alleli genu kaspazy 8. [24,55,83,86]
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1.8. Inne zaburzenia biologiczne w neuroblastoma

1.8.1. Receptory dla neurotropin

Tabela 6. Znaczenie prognostyczne receptorow neurotropin w neuroblastoma

Receptor Ligand Znaczenie rokownicze
TrkA NGF Korzystne
TrkB BDNF Niekorzystne
TrkC NT3 Korzystne (?)

Jedng z przyczyn ziosliwej transformacji komorek neuroblastycznych moze by¢ zaburzona odpowiedz
na prawidiowe sygnatly, w warunkach fizjologicznych powodujace rdéznicowanie morfologiczne.
Czynniki te nie sg do konca poznane, ale prawdopodobnie obejmujg jedng lub kilka $ciezek
receptorow neurotropowych, w tym dla czynnika wzrostu NGF. Precyzyjna rola receptoréw pozostaje
nieznana. Wiekszos¢ linii komorkowych NBL jest niezalezna od czynnikdw wzrostu in vitro i nie
odpowiada na ich zastosowanie. NGF nalezy do rodziny homologicznych czynnikdéw neurotropowych,
ktére obejmujg BDNF, neurotropine 3 i neurotropine 4/5. Receptorami dla neurotropin jest rodzina Trk,
w tym: TrkA dla NGF, TrkB dla BDNF i TrkC dla neurotropiny 3. Ekspresja TrkA korelowata odwrotnie
z obecnoscig amplifikacji MYCN. Zwigzana byla natomiast z nizszym wiekiem pacjenta, nizszym
stopniem zaawansowania i lepszym rokowaniem. Komorki NBL z wysokg ekspresja TrkA ulegajg
réznicowaniu w obecnosci NGF in vitro, natomiast bez obecnosci NGF komérki ulegajg apoptozie.
Aktywacja tej sciezki moze czesciowo wyjasnia¢ zdolnosé NBL do réznicowania i regresji. Jednakze
opisano rowniez forme TrkA nie odpowiadajgcg na stymulacje NGF w klinicznie agresywnych NBL.

Niepetna posta¢ receptora TrkB (,truncated’), bez aktywnosci kinazy tyrozynowej, ulega ekspresji
gtébwnie w guzach bardziej zréznicowanych, podczas gdy ekspresja catej czasteczki wystepuje
gtébwnie w komodrkach z amplifikacjg MYCN. Dlatego sSciezka ta moze stuzy¢ jako autokrynna lub
parakrynna forma promujaca przezycie komérek w guzach z amplifikacjag MYCN. Funkcja receptorow
bez aktywnosci kinazy tyrozynowej nie jest do kohca jasna. Prawdopodobnie majg one zdolno$¢

sekwestracji BDNF i usuwania go z przestrzeni zewnatrzkomérkowej.

Ekspresja TrkC zazwyczaj towarzyszy ekspresji TrkA i prawdopobnie nie posiada samodzielnego

znaczenia prognostycznego (Tabela 6). [18,76]
1.8.2. Zaburzenia genéw supresorowych

1.8.2.1 Rola genéw supresorowych TP53 i RB1 w rozwoju neuroblastoma

Geny supresorowe TP53 i RB1 czesto podlegajg mutacji w procesie nowotworzenia. Fizjologicznie
biatko p53 chroni przed niestabilnoscia genomowa i ekspresjg onkogendw poprzez indukcje
zatrzymania cyklu komodrkowego. Biatko pRb reguluje apoptoze w procesie rozwoju, a jego

deregulacja prowadzi do zaburzen wzrostu komorek i apoptozy.
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Znane geny supresorowe, jak p16™<*? RB, TP53 i p14""" zazwyczaj nie ulegajg delecji/mutacji

INK4a

w NBL, chociaz opisywane sg zaburzenia lokalizacji jagdrowej p16 i p53 oraz brak regulacji punktu

kontroli G1/S. Dotychczas nie wyizolowano innych genéw supresorowych w NBL.

TP53 ulega deregulacji w okoto 50% wszystkich nowotwordw ludzkich. Gen TP53 odpowiada za punkt
kontrolny wzrostu komérki, ktéry ma na celu ochrone przed rearanzacjami genowymi lub akumulacjg
mutacji i hamuje transformacje komérkowa spowodowang przez aktywacje onkogenéw lub utrate
Sciezek supresji rozwoju nowotwordw. Poziom biatka p53 jest zazwyczaj niski ze wzgledu na kroétki
okres jego péitrwania, jednakze zarédwno wewnatrz-, jak i zewnatrzkomoérkowe czynniki moga
indukowaé jego stabilizacje i aktywacje na drodze réznych mechanizméw. Czynniki uszkadzajace
DNA, jak promieniowanie gamma i chemioterapia, stabilizujg i aktywujg p53 poprzez jego modyfikacje
kowalencyjng. Redukcja stabilizacji i aktywacji p53 moze by¢ powodowana rowniez przez mutacje
czynnikéw aktywujacych p53. Biatko p53 moze byé réwniez stabilizowane i aktywowane poprzez
deregulacje onkogenezy komadrkowej. Nadmierna ekspresja niektérych onkogendw indukuje ekspresje
p14/19°% ktore przez inaktywacje MDM2 blokuje degradacje p53. Aktywowane biatko p53 moze
indukowa¢ zatrzymanie cyklu komérkowego lub apoptoze. Po uszkodzeniu DNA p53 blokuje progresje
cyklu do czasu naprawy DNA; lub jezeli nie jest to mozliwe, prowadzi do apoptozy. Indukcja p53 moze
by¢ zalezna od rodzaju komérki, typu i sity bodzca aktywujgcego. Komorki, w ktérych nastepuje
nadmierna ekspresja onkogenow, lub ktore utracity Sciezki supresorowe, czesto majg wysokag
ekspresje p53, ktéra jednak nie jest wystarczajgca do zatrzymania cyklu komoérkowego. Dlatego
rowniez komoérki nowotworu sg z reguty bardziej wrazliwe na czynniki uszkadzajgce DNA niz tkanki

prawidiowe.

Sciezki obejmujace pRb obejmuja inhibitory kinazy zaleznej od cyklin (CDK) z rodziny INK4, ktére sg
negatywnymi regulatorami proliferacji komoérek oraz pozytywnie dziatajgce cykliny typu D, ktdre tworzg
aktywne kompleksy w zwigzku z CDK4 lub CDK6. CDK prowadzag do fosforylacji biatka pRb, co
ogranicza jego aktywnos$¢. Aktywnosé CDK (a przez to i pRb) jest regulowana przez zewnetrzne
czynniki mitogenne i antymitogenne. Uwaza sie, ze inaktywacja $ciezki pRb jest niezbedna

w tworzeniu nowotworu, ktéra czyni komorki niewrazliwymi na sygnaty antymitogenne.

Zarodkowe mutacje RB1 sg zwigzane z RBL u dzieci i predyspozycjg do osteosarcoma. Somatyczne
mutacje RB1 przyczyniajg sie do rozwoju innych ludzkich nowotworéw, w tym raka ptuc, nerki
i pecherza moczowego. Nie wiadomo jednakze, dlaczego mutacje zarodkowe prowadzg do wezszego
spektrum nowotworéw niz somatyczne. W wiekszosci komérek utrata pRb prowadzi do apoptozy
komérek. Dlatego zazwyczaj wymagane jest wystepowanie innych zmian genetycznych do
zapobiegania apoptozie w komodrkach z brakiem pRb. Komérki siatkowki i osteoblasty mogag
.olerowa¢” utrate genu RB bez innych zmian genetycznych — prawdopodobnie dzieki sygnatom
z otaczajacych je komoérek, jednakze nie zidentyfikowano potencjalnych substancji dziatajacych w tym

mechanizmie.

Istnieje silna korelacja miedzy utratg pRb i brakiem funkcji p53 w guzach ludzkich. Sugeruje sie, ze
utrata pRb przynosi rezultat w postaci apoptozy zaleznej od p53. Jezeli jednak gtéwne czynniki
regulujgce apoptoze i/lub zatrzymanie cyklu komérkowego sa zmutowane (ARF, p53) lub ulegajg
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nadmiernej ekspresji (MDM2), utrata funkcji genu RB przynosi wynik w postaci nadmiernej proliferacii
komérek. W przypadku braku takich zmian, utrata pRb przynosi wynik w postaci zatrzymania wzrostu

komorek i/lub apoptozy. [18,38,55,86] Innym biatkiem zwigzanym z genem RB jest biatko 1d2.

1.9. Rola biatka Id2 w neuroblastoma

Biatka Id (inhibitory wigzania DNA i/lub réznicowania) sg to biatka wystepujace fizjologicznie w okresie
rozwoju. Ich rola polega na fizycznym oddziatywaniu z innymi biatkami o budowie helisa-petla-helisa
(HLH), dziatajgcymi jako czynniki regulujgce réznicowanie komorek.

W sktad rodziny Id nalezg 4 biatka: |d1 — Id4. W procesie powstawania nowotworéw mogg one petnic
wiele istotnych rél, jak zahamowanie rdznicowania, zwiekszenie proliferacji, inwazyjnosci
i angiogenezy. Petnienie tych funkcji mozliwe jest poprzez plejotropowy efekt dziatania tych biatek,
angazujacy dziatanie wielu réznych Sciezek molekularnych. Jako jedyne z tej rodziny, biatko 1d2,
oprécz dobrze udowodnionej zdolnosci wigzania biatek bHLH, posiada réwniez zdolnosé fizycznej
interakcji z biatkiem Rb i regulacji jego aktywnosci poprzez wigzanie go w nieaktywne;,
hipofosforylowanej postaci, co zapobiega jego dziataniu antyproliferacyjnemu. Dzieki temu jego
funkcja pozwala na jednoczesne oddziatywanie zaréwno na kontrole réznicowania komorek, jak i na
progresje cyklu komorkowego. Jednoczasowa kontrola obu tych mechanizméw ma kluczowe
znaczenie w fizjologicznym rozwoju ukfadu nerwowego, a potencjalnie takze w procesie
nowotworzenia. [6,32,48,52,60,93]

Biatka zasadowe o budowie HLH (bHLH) nalezg do grupy czynnikéw transkrypcyjnych regulujacych
ekspresje wielu gendéw, odpowiadajgcych za réznicowanie komoérek oraz nabywanie przez nie funkc;ji
specyficznych dla danej tkanki. Ekspresja biatek bHLH klasy Il jest specyficzna dla danych tkanek.
Tworzg one dimery z innymi, powszechnie wystepujacymi w komorkach czynnikami transkrypcji, tak
zwanymi biatkami E, zaliczanymi do biatek HLH klasy I. Do biatek E nalezg E12 i E47, bedace dwoma
wariantami splicingu genu E2A, HEB i E2-2. [7,46,51,59]

Heterodimery, w skitad ktérych wchodzg biatka E z biatkiem specyficznym dla tkanki, wigza sie
z kanonicznymi sekwencjami DNA (tzw. E-box) w genach docelowych, zawierajgcych sekwencje
CANNTG. Prowadzi to do aktywacji gendw specyficznych dla tkanek i roznicowania komoérek. Aby
biatko mogto przytaczy¢ sie do DNA, w strukturze biatka konieczna jest obecnos¢ czynnej domeny
HLH. [46,51,59]

Aktywnosc¢ biatek bHLH jest regulowana w sposob negatywny poprzez strukturalne wigzanie
z biatkami z rodziny Id. Biatka Id posiadajg domene o budowie helisa-petla-helisa, poprzez ktére mogag
tworzyé dimery z innymi biatkami zawierajacymi te strukture, brak im natomiast domeny zasadowej,
koniecznej dla zwigzania sie z DNA. W efekcie zablokowane jest tworzenie funkcjonalnych dimeréw
biatek E (regulatorow transkrypcji) ze specyficznymi dla tkanek biatkami bHLH (regulujacych
réznicowanie), prowadzac do zahamowania réznicowania komorek i wejscia komérek w faze S cyklu
komdrkowego. Same biatka Id nie wigzg sie bezposrednio z DNA, a ich wplyw na ekspresje genow
polega na zablokowaniu czynnikéw transkrypcyjnych. [6,39,40,46,51,64,93]
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W oparciu o eksperymenty in vivo i in vitro, zaproponowano 2 ré6zne mechanizmy, poprzez ktére biatka

Id moga przyczyniac sie do progresji cyklu komdorkowego. [51]

Jednym z proponowanych mechanizméw jest obnizenie ekspresji zaleznego od cyklin inhibitora kinaz
na poziomie transkrypcji. Wedtug tej teorii, biatka Id wchodzg w interakcje z biatkami bHLH
regulujacymi ekspresje p16™“2, p27°°" i p21°¥". [11,32,44,46,51,88]

Drugim proponowanym mechanizmem jest interakcja biatka 1d2 (lecz nie innych biatek z tej rodziny)
z biatkiem supresorowym nowotwordéw pRb. Jego wigzanie z biatkiem pRb fizjologicznie jest zalezne
od fazy cyklu komodrkowego. Dziatanie biatek pRb i 1d2 w komérce odbywa sie na zasadzie
antagonizmu funkcjonalnego, natomiast ich wzajemne oddziatywanie polega na bezposredniej
fizycznej interakcji. Wykazano, ze biatko 1d2 wigze sie z niefosforylowang postacia biatka pRb poprzez
zwigzanie regionu HLH biatka 1d2 z domeng ,kieszonkowq” biatka pRb, przez co moze zapobiegac¢
jego aktywnosci hamujacej wzrost. W warunkach prawidlowych, hypofosforylowana postaé¢ biatka pRb
znajduje sie w duzym nadmiarze w stosunku do biatka 1d2 i hamuje jego dziatanie. W przypadku
znacznego stechiometrycznego nadmiaru biatka 1d2 w stosunku do biatka pRb, funkcja
antyproliferacyjna pRb zostaje zahamowana. Do zatrzymania cyklu komoérkowego na $ciezce
dziatania biatka pRb konieczne sa rowniez liczne inne biatka (bHLH, Ets, Pax i inne), ktorych

aktywnos$¢ takze jest hamowana przez aktywnosc biatek 1d. [32,46,51,88]

Model wyjasniajacy role biatka 1d2 w fizjologicznej progresji cyklu komoérkowego zostat po raz pierwszy
zaproponowany przez Lasorella i wsp. [44,46] W badaniach in vitro wykazano zdolno$¢ biatka 1d2 do
wigzania sie z biatkami zwigzanymi z pRb, p107 i p130. Sa to biatka supresorowe, charakteryzujace
sie wystepowaniem wspolnej sekwencji homologicznej, do ktérej wigza sie miedzy innymi biatko E2F
i cykliny, biatka regulujace przebieg cyklu komérkowego. Interakcja miedzy tymi biatkami a rodzing
biatek pRb przynosi rezultat w postaci czasowej ekspresji gendéw kodujgcych czynniki transkrypciji,
konieczne, w zaleznosci od okolicznosci, do progresji cyklu komoérkowego Ilub rozpoczecia
réznicowania. Aktywacja cyklin zaleznych od kinaz powoduje fosforylacje biatka pRb i inaktywacje
jego funkcji. Ponadto, zwiekszenie fosforylacji biatka pRb powoduje uwolnienie zwigzanych z nim
biatek 1d2, wigzacych sie wylgcznie z postacig hypofosforylowana. W wyniku tych zdarzen, nastepuje
stymulacja ekspresji genu cykliny E i zahamowana zostaje represja biatka E2F. Niezaleznie od
fosforylacji, przez wigzanie i inaktywacje biatka pRb, takze biatko 1d2 moze zwieksza¢ transkrypcje
E2F poprzez zniesienie wptywu hamujgacego pRb i zahamowanie sygnatéw antyprolifreacyjnych, co

pozwala na progresje cyklu komoérkowego. [11,44]

Funkcja biatka 1d2 moze by¢ wymagana do sekwencyjnej inaktywacji roznych biatek biorgcych udziat
w kontroli cyklu komoérkowego na Sciezce pRb, ktére w postaci aktywnej powodujg zatrzymanie cyklu
komérkowego poprzez regulowang czasowo asocjacje z czynnikami transkrypcji EZ2F.
W prezentowanym modelu, pierwszy wykrywalny wzrost ekspresji biatka |d2 przynosit rezultat w
postaci asocjacji miedzy p130 a E2F, co powodowato usuniecie bloku utrzymujacego komorke w fazie
GO0. Ponowny wzrost ekspresji biatka 1d2 obserwowano w fazie G1, dzieki czemu nastepowato
uwolnienie biatka E2F z asocjacji z biatkami rodziny pRb i dalszg progresje cyklu komdérkowego. Na

podstawie zaproponowanego modelu wynika, ze proliferacja komérek wymaga wygaszenia
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aktywnosci pRb przez cykliny zalezne od kinaz na drodze fosforylacji. Zaproponowano model, w
ktérym Id2 i pRb, ulegajac jednoczasowej ekspresiji, prowadzg do sytuacji, w ktérej niefosforylowana,
aktywna forma pRb jest funkcjonalnie inaktywowana poprzez fizyczng asocjacje z Id2. Zatozono, ze w
warunkach podwyzszonej ekspresji 1d2 (po stymulacji czynnikami wzrostu komérek zatrzymanych w
fazie GO-G1 lub w komérkach guza) zwiekszona ilo$¢ niefosforylowanego biatka pRb, wynikajaca z
aktywnosci cyklin, bedzie niewystarczajgca do zatrzymania cyklu komérkowego z powodu catkowitego
zablokowania pRb przez Id2. Inaktywacja cyklin takze bedzie niewystarczajagca do przetamania tego

bloku, poniewaz réwniez one sg zablokowane przez Id2. [11,44]

Zwigzki w komorce miedzy pRb i 1d2 oraz pRb i E2F sg jednak stabo poznane. Mozliwe, ze 1d2 i E2F
wigzane sg w tym samym czasie przez biatka pRb. W modelu tym 1d2 i E2F zaangazowane mogtyby
by¢ w r6zne mechanizmy kontroli cyklu komoérkowego, kontrolowane przez pRb. Nadmiar biatka pRb
bytby tutaj gtdbwnym mechanizmem zabezpieczajgcym prawidtowg kontrole cyklu komodrkowego.
Przemawia za tym duza ilo§¢ komplekséw hypofosforylowanego pRb z 1d2 stwierdzana w czasie
fazy S. Drugim mozliwym rozwigzaniem jest konkurencja 1d2 i E2F o wigzanie z pRb, wtedy czes¢
efektu wynikataby z aktywnosci E2F. Modele te nie wykluczajg sie nawzajem. Stechiometryczny
nadmiar biatka 1d2 w stosunku do pRb przynositby wynik zarébwno w postaci powstania sygnatow
antyproliferacyjnych, jak i uwolnienia hamowania biatka E2F przez pRb. Dodatkowo, biatka Id hamujg

dziatanie pRb poprzez zahamowanie p16™

. Innym proponowanym mechanizmem jest fosforylacja
biatek Id, zwiekszajagca ich aktywnos¢ i umozliwiajgca progresje cyklu komodrkowego.
[38,46,48,51,61,95]

Opisano réwniez hamowanie przez biatko 1d2 aktywacji biatka p57"P

poprzez wigzanie biatka E47.
Biatko p57"*? jest inhibitorem kinaz zaleznym od cyklin, niezbednym w czasie prawidtowego rozwoju.
Jego ekspresja powoduje ostateczne wyjscie neurondéw z cyklu komérkowego. Jest to kolejny dowdd
zarébwno na istnienie regulacji biatek bHLH przez biatka Id, jak i wptywu na progresje cyklu
komorkowego przez regulacje biatek z nim zwigzanych. [73] Chociaz rodzaj, ilos¢ i dziatanie cyklin jest
poréwnywalne we wszystkich komérkach, to jednak sg one regulowane w rézny sposob w zaleznosci
od fenotypu komorki i rodzaju dziatajgcego bodzca, co znacznie utrudnia jednoznaczng interpretacije
dostepnych wynikéw badan, a takze wyciggniecie wnioskéw prawdziwych dla wszystkich komérek we

wszystkich okolicznosciach. [44]

Na wspotdziatanie biatka pRb i Id2 w prawidtiowej embriogenezie wskazujg eksperymenty polegajace
na wyeliminowaniu genéw kodujacych oba biatka w zarodkach mysich. Podwéjna delecja RB/RB’
w czasie embriogenezy u myszy jest letalna. Dodatkowa utrata obu alleli genu ID2 wptywa na
obnizenie $miertelnosci tych embrionéw w sposéb zalezny od dawki. Efekt ten wskazuje na Sciste
wspotdziatanie obu biatek w warunkach fizjologicznego rozwoju, a takze istnienie mozliwosci ominiecia
punktu kontroli progresji cyklu komoérkowego regulowanego przez pRb przy wysokim poziomie biatka
Id2. Zaréwno utrata funkcji biatka pRb, jak i nadmierna aktywno$¢ biatka Id2 przynosza taki sam
rezultat w postaci nadmiernej proliferacji komoérek, utraty réznicowania i apoptozy. [46] Posrednio
w inaktywacji biatka pRb uczestniczg réwniez biatka 1d1 i 1d3. Powodujg one obnizenie ekspresiji

inhibitorow kinaz zaleznych od cyklin, np. p16, prowadzac do nadmiernej fosforylacji biatka pRb
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i zahamowania jego funkcji. Hyperfosforylacja powoduje rowniez zahamowanie sekwestracji biatka 1d2
przez pRb. [71] Innymi biatkami, ktérych poziom moze by¢ regulowany przez biatka |d sg MIDA1,
Pax2, Pax5, Pax 8, i Elk-1. [96]

Na wczesnych etapach rozwoju embrionalnego, wszystkie biatka z rodziny Id ulegajg ekspresji w wielu
tkankach i narzadach. Czas i poziom ekspresji zalezny jest od narzadu/tkanki i od stopnia ich rozwoju.
[96] Ekspresja biatka 1d2 stwierdzana jest gtdéwnie w okresie prenatalnym. W okresie postnatalnym
ekspresja biatka 1d2 opisywana jest w niektérych postmitotycznych neuronach centralnego systemu
nerwowego oraz w jadrze meskim (w komorkach Sertoliego). W centralnym uktadzie nerwowym
w okresie postnatalnym ekspresja biatka Id2 stwierdzana jest w neuronach postmitotycznych w strefie
posredniej, komodrkach Purkinjego w mézdzku oraz w korze mdzgu w strefach II/lll i V. [88,96].
Ekspresja 1d2, podobnie jak MYCN, nie jest stwierdzana w prawidlowym nadnerczu w okresie
postnatalnym. [43] Mozliwos¢ takiej ekspresji zostata opisana tylko w jednym z badan i nie zostata
potwierdzona. [44,47,74] Istnieje jednak teoria, ze biatko 1d2 i inne biatka z tej rodziny sg obecne
rowniez w komérkach zréznicowanych, ale ich poziom jest ponizej poziomu detekcji standardowymi

metodami, gdyz podlegajg one Scistej negatywnej regulaciji. [48]

Biatka Id konieczne sg do utrzymania niedojrzatosci komorek progenitorowych i kontynuowania ich
proliferacji do osiggniecia konkretnego, ustalonego punktu w rozwoju. W przypadku ich braku, biatka
bHLH rozpoczynajg przedwczesnie swoje dziatanie i koncowe réznicowanie komdrek ma miejsce
wczesniej niz powinno. Regulacja taka ma miejsce m.in. w przypadku rozwoju uktadu nerwowego.
W uktadzie immunologicznym biatka Id regulujg powstanie danego typu komorki, jednoczesnie
hamujac tworzenie innych z tego samego prekursora (biatka bHLH powodujg réznicowanie w kierunku
limfocyta T, zahamowanie ich aktywnosci przez biatka |d — w kierunku komérki NK). Tak wiec nawet
w przypadku tej samej komorki progenitorowej biatko Id moze byé zaréwno inhibitorem, jak
i stymulatorem réznicowania. Z drugiej strony, w przypadku komérek Sertoliego, ekspresja biatka Id

jest niezbedna do zapewnienia przetrwania komorki juz po zakonczeniu podziatow. [48,89,95,96]

W badaniach prowadzonych na liniach komérkowych fibroblastéw wykazano, ze niski poziom Id1 i 1d2
ulega zwiekszeniu w odpowiedzi na dziatanie czynnikow mitogennych. Kiedy odpowiedz ta jest
zablokowana poprzez oligonukleotydy antysensowne skierowane przeciw Id1 i Id2, komorki nie
wchodzg w faze S cyklu komérkowego. Jednakze sam wzrost ekspresji biatek Id nie byt wystarczajacy
do zapobiegania apoptozie. Generalnie badania in vitro wskazuja, ze w proliferujacych liniach

komodrkowych zawsze dochodzi do zwiekszenia ekspresji minimum jednego z biatek Id. [37,62,63]

Sposrod wszystkich biatek Id, w rozwoju ukladu nerwowego najwazniejszg funkcje petni biatko 1d2.
Jego ekspresja w ektodermie jest niezbedna dla prawidlowego rozwoju komorki progenitorowej
w kierunku uktadu nerwowego i zahamowania dojrzewania komorek w kierunku epidermalnym. Wptyw
Id1 i 1d3 na neurogeneze polega jedynie na wptywie posrednim poprzez hamowanie angiogenezy.
Biatko 1d4 petni wazng funkcje w rozwoju oligodendrocytéw. Ponadto biatka 1d1 i 1d3 biorg udziat
w miogenezie i adipogenezie. Sg one réwniez odpowiedzialne za determinacje komoérek
nabtonkowych w kierunku naczyniowym. Id1 i 1d2 uczestniczg w rozwoju limfocytoéw T i B. Opisano

rbwniez znaczenie biatek z rodziny Id w kontroli réznicowania innych komorek uktadu
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immunologicznego (komorki NK, tworzenie kepek Peyera), gruczotu sutkowego (Id2 bierze réwniez

udziat w prawidtowym dojrzewaniu sutka w okresie cigzy) i spermatogenezie. [7,25,29,35,47,48,88,96]

Biatko pRb petni rowniez wazng role w rozwoju uktadu nerwowego. W tworzeniu zréznicowanych
komoérek uktadu nerwowego kluczowym elementem kontroli réznicowania jest fakt, ze rozpoczecie
réznicowania komorek zwigzane jest z ostatecznym zakonczeniem proliferacji komoérek
i nieodwracalnym zahamowaniem progresji cyklu komérkowego. Udowodniono, ze ekspresja genéw
odpowiedzialnych za réznicowanie komorek w kierunku uktadu nerwowego zalezna jest od obecno$ci
biatek bHLH. W przypadku hamowania ich aktywnosci transkrypcyjnej poprzez wigzanie przez biatko
Id2, geny te nie ulegajq transkrypcji w komérce progenitorowej. W warunkach fizjologicznych, przy
zachowaniu prawidtowego stosunku biatka |d2 i pRb oraz prawdopodobnie réwniez ich prawidtowe;j
dla danego etapu dojrzewania fosforylacji, nadmierna ekspresja Id2 i zahamowanie réznicowania
komérki progenitorowej prowadzi do apoptozy poprzez dziatanie biatka pRb. Prawidtowe
funkcjonowanie biatka pRb jest niezbedne dla zahamowania aktywnosci biatka 1d2 w odpowiednim
momencie rozwoju, w celu zapobiegania ekotopowej proliferacji i apoptozie prawidtowych komorek
oraz zapewnienia prawidlowego réznicowania. Gdy komédrka progenitorowa osiggnie stadium
postmitotycznej komorki nerwowej, biatko 1d2 przestaje hamowac ekspresje genéw specyficznych dla
komorki, co potwierdza fakt, ze ten mechanizm regulacji jest kluczowy w okreslonym punkcie
czasowym. [27,32,38,46,47,50,51,88]

W czasie rozwoju uktadu nerwowego, biatko pRb nie jest wymagane do indukcji réznicowania
neurondéw ani do migracji progenitoréw komaérek nerwowych ze strefy komorowej do postmitotycznych
okolic moézgu, jest jednak niezbedne do wyjscia komoérek z cyklu komérkowego i unikniecia apoptozy.
W przypadku braku pRb w komodrce lub jego nieprawidtowej funkcji, neurony ulegajg ektopicznej
proliferacji i apoptozie. Efekt ten moze byé zniesiony przez ablacje genu ID2 in vivo i ponownie
uruchomiony przez ponowne wprowadzenie genu i wzrost ekspresji biatka 1d2 w komorkach
progenitorowych. Zaktada sie, ze utrata biatka Id2 z proliferujacych okolic CSN, ktéra ma miejsce na
wczesnym etapie neurogenezy, inicjuje ekspresje gendw neuronalnych i réznicowanie komorki
progenitorowej. Biatko pRb w embriogenezie jest niezbedne dla kontrolowania funkcji I1d2, wycofania
w odpowiednim czasie komérki z cyklu komérkowego, zapewnienia prawidtowego réznicowania
komérek w kierunku uktadu nerwowego i ich bezpiecznego przezycia po wyjsciu z cyklu

komodrkowego. [43]

Na kontrole poziomu biatka 1d2 w czasie réznicowania uktadu nerwowego wptywa réwniez biatko
ENH, ktére powoduje sekwestracje 1d2 i przemieszczenie go z jadra komorkowego do cytoplazmy,
prowadzac do jego dezaktywacji. Jednoczasowa ekspresje 1d2 i ENH wykazano w komérkach
zwojowych ganglioneuroblastoma, co moze $wiadczy¢ o zwiekszeniu mozliwosci réznicowania

komoérek w przypadku zablokowania funkcji 1d2. [45]

Wptyw biatek o budowie HLH na dojrzewanie komérek neuroblastoma poprzez regulacje ekspresii
biatka p21 udowodniono w eksperymentach przeprowadzanych na liniach komérkowych

z zastosowaniem kwasu 13-cis-retinowego (13-cis-RA).
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Kwas retinowy odgrywa istotng role w rozwoju uktadu nerwowego poprzez indukcje mechanizmow
promujgcych zatrzymanie cyklu komoérkowego i roznicowanie komoérek. Komoérki linii komorkowej
neuroblastoma SH-SY5Y poddane dziataniu 13-cis-RA przechodzg proces réznicowania
neuronalnego. Komorki zostajg zatrzymane w fazie G1, nastepuje akumulacja hypofosforylowanego
biatka pRb, zwiekszona zostaje ekspresja receptora neurotropin TrkB i innych markeréw neuronalnych
oraz nasila sie proces tworzenia wypustek nerwowych. Akumulacja hypofosforylowanej postaci biatka
pRb przy niezmienionym poziomie cyklin C i D wskazuje na mozliwo$¢ bezposredniego zahamowania
kompleksu kinaz z cyklinami zaleznymi od kinaz C i D, poprzez zwiekszenie ekspresiji biatka p21Cip1,
dziatajgcego jako inhibitor cyklu komérkowego, zatrzymujacy go w fazie G1. Jego zwiekszona
ekspresja odpowiada za funkcjonalng aktywacje biatka p53, z kolei biatko p53 stabilizuje mRNA p21.
W aktywaciji transkrypcji p21 posredniczg natomiast biatka HLH poprzez interakcje z sekwencjg E-box
promotora genu kodujacego biatko p21. Jednoczes$nie ze wzrostem ekspresji p21 rosnie ekspresja
genu kodujgcego receptor TrkB, ktérego promotor réwniez zawiera sekwencje E-box. Tak wiec biatka
HLH, poprzez wptyw na poziom biatka p21 i receptora TrkB odgrywajq istotng role w koordynacji

miedzy zatrzymaniem cyklu komorkowego i réznicowaniem neuronalnym. [11,51]

13-cis-RA powoduje réwniez gwattowne obnizenie sie poziomu biatek Myc w komérkach SH-SY5Y.
Biatka Myc zaangazowane sg w mechanizm transkrypcyjnej aktywacji biatka 1d2, tak wiec
zablokowanie ich ekspresji prowadzi do obnizenia sie ilosci biatka 1d2 w komérce w odpowiedzi na
dziatanie 13-cis-RA. W ten sposdéb biatka Id2 tworzg Sciezke taczaca sygnaty inicjujgce réznicowanie
aktywowane przez 13-cis-RA z aktywnoscig biatek bHLH, uczestniczacych w réznicowaniu komérek,
a ponadto obnizenie ich zawarto$ci w komdrce umozliwia prawidtowe dziatanie biatka pRb. Nadmierna
ekspresja 1d2 w komodrkach SH-SY5Y leczonych RA zapobiegata aktywacji promotora p21

i powodowata nieprawidtowe wejscie komérki w faze S cyklu komdrkowego. [51]

Proces ten w linii komorkowej NBL prowadzi to do powstanie homogennej populacji zréznicowanych
komorek, ktérych przezycie zalezne jest od obecnosci czynnika wzrostu (BDNF). Na podstawie
przedstawionego mechanizmu mozna wnioskowaé, ze zablokowanie funkcji biatka 1d2 w odpowiednim
etapie rozwoju ma wazne znaczenie dla prawidtowego dojrzewania komérek. Biatko Id2 dziata na
drodze dwdch réznych mechanizmow, co pozwala na skoordynowang w czasie kontrole zahamowania
progresji cyklu komoérkowego i rozpoczecie réznicowania, co ma kluczowe znaczenie dla

prawidtowego rozwoju komérek nerwowych. [51,88]

W warunkach fizjologicznych tworzenie neuronéw zalezy Scisle od etapu rozwoju, na ktérym zadziata
13-cis-RA i uruchomione zostang zwigzane z tym mechanizmy komoérkowe. Sugeruje to, ze sygnaty

réznicowania sg specyficznie interpretowane jako funkcja czasu w okresie rozwoju. [51]

W innym badaniu wykazano réwniez obnizenie ekspresiji i obnizenie poziomu biatek 1d1, 1d2 i Id3
podczas roznicowania linii komdrkowej NBL przez kwas retinowy. Poziom biatek obnizat sie
réwnolegle z zahamowaniem ekspresji genéw. RA miat rowniez wptyw na ekspresje innych biatek
z rodziny HLH — powodowat zahamowanie ekspres;ji biatek specyficznych dla neuroblastéw, natomiast

wzrost ekspres;ji biatek promujgcych réznicowanie. Wynika stad, ze réznicowanie indukowane przez
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kwas 13-cis-retinowy moze polega¢ na wptywie na regulacje ekspresji réznych biatek o budowie HLH.
[54]

Role biatek 1d2 w dojrzewaniu NBL, takze indukowanym pochodnymi kwasu retinowego, udowodniono
réwniez w badaniu Gumireddy i wsp. Linie komérkowe NBL zostaty poddane dziataniu pochodnych
witaminy D3, co prowadzito do obnizenia ekspresiji biatek Mycn i 1d2, zwiekszenia ekspresji receptora

Cip1

dla kwasu retinowego i p21~" . Obserwowano réwniez zmniejszenie ekspresji cykliny D1, co z kolei

przynosito rezultat w postaci zwiekszenia ilosci aktywnego, hypofosforylowanego biatka pRb. [34]

Deregulacja dziatania biatek 1d2 i zwigzany z tym plejotropowy efekt na wiele sciezek molekularnych
moze prowadzi¢ do nowotworowej transformaciji komorki. Istniejg dwie fundamentalne funkcje biatek
Id, dzieki ktérym mozliwe jest ich dziatanie jako czynnikdw onkogennych. Po pierwsze, interakcja
biatka 1d2 z biatkiem pRb, petniacym kluczowa role w regulacji progresji cyklu komorkowego. Po
drugie, biatka Id1 i |d3 biorg udziat w angiogenezie, przez co réwniez mogq przyczyniaé sie do

rozwoju nowotworow. [48,63]

Deregulacja biatka |d2 pozwala teoretycznie zaréwno na zahamowanie réznicowania, jak i statg
aktywacje proliferacji, niezalezng od obecnosci czynnikédw wzrostu. Istniejg réwniez doniesienia
wskazujgce, ze biatka Id moga petni¢ pewne funkcje biatek ,immortalizujgacych”, ale takie dziatanie
opisano dotychczas tylko dla I1d1 i 1d3. Dla genéw ID1 i ID3 kodujacych te biatka opisano odpowiednie
mutacje wystepujace w komérkach czerniaka i raka ptuc. Dotychczas nie przeprowadzono badan
potwierdzajacych lub negujacych role genu ID2 jako onkogenu. Zgodnie z definicja, onkogen jest
bowiem genem, w ktérym muszg zaj$¢ zmiany umozliwiajgce transformacje komoérek prawidtowych do
nowotworowych. Biatko 1d2 nie moze wiec na dzien dzisiejszy by¢ traktowane jako produkt
klasycznego onkogenu, gdyz zmiany gendw kodujacych te biatka nie zostaty do tej pory opisane
w nowotworach. Ich udziat w onkogenezie wigze sie natomiast z ich regulacjg przez inne onkogeny,
np. Myc i wtérnym wzrostem biatek Id w komoérce. W przypadku catkowitego braku biatek 1d2
w komoérce nastepuje znaczne obnizenie ich zdolnosci proliferacyjnej. Prawdopodobne jest, ze istnieje
krytyczny prog poziomu Id2, ktory okresla mozliwos¢ proliferacji komorek. Nadmierna ekspresja
sprawia, ze komorki stajg sie niewrazliwe na zewnatrzkomorkowe sygnaty antymitogenne, jak np.
pozbawienie surowicy komoérek w hodowli oraz na zahamowanie kontaktowe, co znacznie zwigeksza
ich potencjat onkogenny. [43,47,48,62,63,71]

W jednym z badan wykazano rowniez pozytywny wptyw ekspresji biatka 1d2 na ekspresje czynnika
wzrostu $rodbtonka naczyn (VEGF), co zwieksza waskularyzacje nowotworu i przyczynia sie do jego
bardziej agresywnego przebiegu. Zwiekszony poziom VEGF miatby dziata¢ na komérki nabtonkowe

réznicujgce sie w kierunku naczyniowym dzieki dziataniu biatek 1d1 i 1d3. [7,47]

Teoretycznie wiec, obok mutacji genetycznych i epigenetycznego blokowania ekspresji gendéw
poprzez metylacje DNA, nadmierna ekspresja biatek Id mogtaby prowadzi¢ do dziedzicznej inaktywac;ji
genodw na drodze zmian epigenetycznych. Zjawisko to nazwano ,mimikrg onkogenng”, gdyz biatka Id
wigzg sie z biatkami E, ktoére w przypadku klasycznej onkogenezy sg blokowane przez onkogeny. [71]
Biatko 1d2 mogtoby wiec uczestniczyé w trzech kluczowych etapach onkogenezy: inicjacji, proliferacji

komorek guza i angiogenezie (Rysunek 2). [47]
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Rysunek 2. Potencjalny udziat biatka Id2 w onkogenezie [42]
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Oprocz biatka I1d2 w NBL, oceniano takze funkcje biatka Id1 w raku trzustki i raku sutka. We
wszystkich przypadkach, zastosowanie oligonukleotydéw blokujacych dziatanie tych biatek przynosito
rezultat w postaci zahamowania proliferacji komérek. Doprowadzito to do powstania hipotezy, ze
proliferacja komérek nowotworowych, przynajmniej w czesci, zalezna jest od obecnosci biatek Id.
Innymi nowotworami, w ktérych rézne biatka Id ulegajg deregulacji, to rak prostaty, sutka, jajnika, jelita
grubego, watroby, endometrium, tarczycy, przetyku, jamy ustnej, czerniak, guz Ewinga i nasieniak.
[41,48,69,71]

Interesujacy teorig jest rowniez potencjalna rola biatek Id w utrzymaniu fenotypu pierwotnych komérek
nowotworowych (komoérek pnia, fumor stem cells), ktérych istnienie jest ostatnio postulowane.
Wykazano, ze wzmozona ekspresja biatka Id w osteoblastach jest niezbedna do zapewnienia
odnawialnosci puli komérkowej i zachowania ich pluripotencjalnego charakteru. Udziat biatek Id moze
by¢ réwniez konieczny do zachowania pluripotencjalnego charakteru embrionalnych komérek pnia.
Doswiadczenia wskazujg na mozliwo$¢ przywrécenia komérek nowotworowych do stadium komoérki
pnia przez biatka Id, umozliwiajac dtugoterminowy wzrost lub progresje guza. W takim przypadku,
wystepowanie |d nawet w pojedynczych komoérkach guza mogtoby potwierdzac¢ ich kluczowg role

W rozwoju nowotworéw. [2,28]

W badaniach linii komorkowych NBL stwierdzono wystepowanie wysokich poziomoéw biatka [d2
w komoérkach z amplifikacjg MYCN. Prowadzi to do epigenetycznego mechanizmu ominiecia
supresorowej funkcji pRb przy jednoczesnym braku zmian genetycznych biatka pRb. Cechy
charakterystyczne dla komérek z nadmierng aktywnoscig biatek z rodziny Myc, zdolno$é do wejscia

komérki w cykl komdrkowy bez obecnosci czynnikéw wzrostu oraz zdolno$é kooperacji z biatkiem Ras
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w celu transformacji nowotworowej komoérek wydajg sie byé zalezne od funkcji biatka Id2. Badania nad
korelacjg ekspresiji biatek Mycn i Id2 przeprowadzono takze u zarodkéw mysich w 15. dniu trwania
cigzy, kiedy dla dalszego prawidlowego rozwoju ukfadu nerwowego konieczna jest prawidlowa funkcja
pRb. Wykazano, ze Mycn i 1d2 ulegaty ekspresji w tych samych komérkach, natomiast pRb zmieniato

forme z hiperfosforylowanej w 10. dniu trwania cigzy na hipofosforylowang w dniu 15. [43,46]

Stwierdzono, ze MYC wplywa réwniez na poziom ekspresiji Id1 i 1d3. Wykazano indukcje ekspresji 1d1
przez MYC w liniach komérkowych raka sutka oraz 1d3 w modelu zwierzecym rozwoju uktadu
nerwowego u bezkregowcow. Aktywacje wielu biatek z rodziny Id przez MYC moze wyja$niac,

dlaczego ekspresja biatka 1d2 nie zawsze towarzyszy wzrostowi poziomu MYC. [71]

W NBL opisywana jest rowniez nadmierna ekspresja biatek |d1 i 1d3 w naczyniach krwionosnych,
odgrywajacych fizjologicznie role w angiogenezie, zwlaszcza w zakresie centralnego systemu
nerwowego. W przypadku zablokowania biatek Id, naczynia traca zdolnos¢ tworzenia rozgatezien.
W przypadku nowotwordw, Id1 i 1d3 ulegajg ekspresji w naczyniach krwionosnych guzéw
i odpowiadajg za przeksztatcenie naczyniowe komérek nabtonkowych. Ich obecnos¢ stwierdza sie
gtdwnie w guzach najbardziej ztosliwych. [7,47,48] W liniach komérkowych NBL, zahamowanie
wzrostu jest indukowane przez ekspresje biatka E. 1d2, czesto ulegajace nadmiernej ekspresji
w komorkach NBL, dziata jako naturalny inhibitor biatek E. W eksperymentach na linii komoérkowej
SK-N-SH, nadmierna ekspresja 1d2 byta wydarzeniem wystarczajagcym do wejscia komoérek w faze S
cyklu komérkowego. [46]

Wykazano réwniez, ze w liniach komérkowych NBL progresja komérek do fazy S jest promowana
przez biatko 1d2, a hamowana przez E47. Biatko E47 dziata poprzez aktywacje kinazy zaleznej od

Kip2

cyklin, p57™", niezbednej do prawidtowego rozwoju embrionalnego. Wprowadzenie biatka E47 do
komdrek NBL powodowato gwaltowny wzrost ekspresiji p57°"% 3 nastepnie zatrzymanie cyklu
komérkowego poprzez zablokowanie wejscia w faze S oraz powstanie genotypowych
i biochemicznych cech rdznicowania neuronalnego. Zahamowanie zaleznej od biatka E47 ekspresii
p57"? przez nieprawidiowe biatko 1d2 moze przyczyniaé sie do rozwoju nowotworéw uktadu

nerwowego. [73]

Lasorella i wsp. stwierdzili, ze nadmierna ekspresja |d2 w komodrkach NBL odpowiada za
transformacje nowotworowg komérek prekursorowych, a jego stata ekspresja jest wymagana dla
utrzymania ztosliwego charakteru komérek NBL. Oddziatywanie biatka 1d2 na biatko pRb mogtoby
ttumaczy¢ brak zaburzen pRb w NBL i ominiecie bloku progresji cyklu komdrkowego. Warunkiem
prawidtowego funkcjonowania pRb in vitro jest negatywna regulacja biatka 1d2. Ponadto, opisywany
wptyw biatek produktéw onkogendéw z rodziny MYC na ekspresje biatek 1d2, wigzacych sie
bezposrednio i aktywujgcych promotor 1d2, mogitby odpowiada¢ za wzmozong ekspresje biatka 1d2
w korelacji ze zwiekszong ekspresjg MYCN w NBL (Rysunek 3). [43]
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Rysunek 3. Potencjalna zaleznosé pomiedzy biatkami Myc, 1d2 i Rb w regulacji cyklu
komérkowego [42]
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Istnieje hipoteza, ze do rozwoju nowotworu konieczne jest zahamowanie dziatania biatka Rb. Dlatego
pRb, w takich jak NBL, nalezy wzig¢ pod uwage mozliwos¢ ominiecia proapoptotycznego dziatania
biatka pRb, co umozliwia miedzy innymi nadmierna ekspresja biatka 1d2. Ponadto, w zwigzku z tym,
ze prawidtowa ekspresja biatka 1d2 jest niezbedna dla regulacji proliferacji i réznicowania ukfadu
nerwowego wydaje sie, ze komérki nowotworéw wywodzacych sie z uktadu nerwowego moga byc¢
szczegolnie wrazliwe na nieprawidtowg ekspresje biatka 1d2. W NBL stosunkowo czesto obserwowang
zmiang jest amplifikacja onkogenu MYCN, ktéra mogtaby odpowiadac za zwiekszong ekspresje biatka
Id2, gdyz opisano wptyw aktywacji biatek Myc na poziom 1d2. [32,46,51,88] Wykazano, ze w liniach
komérkowych NBL obecna jest nadmierna ekspresja biatka 1d2, zwlaszcza w przypadku obecnosci
amplifikacji MYCN. [44,46,47]
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Ze wzgledu na wielokierunkowe dziatanie 1d2 w rozwoju i utrzymaniu ztosliwego fenotypu nowotworu
powstaje pytanie, czy to biatko moze by¢ nowym czynnikiem prognostycznym w NBL. Dlatego podjeto

badania w tym temacie.

1.10. Biatko opornosci wielolekowej

Ekspresja biatka opornosci wielolekowej (Multidrug Resistance Protein,MRP) na komoérkach NBL
koreluje z obecnoscig ekspresji i amplifikacji MYCN. Oporno$é wielolekowa definiowana jest jako
krzyzowa opornos$¢ na wiele lekéw, niezwigzanych strukturalnie i farmakologicznie. Czesto zwigzana
jest z nadmierng ekspresjg jednego lub wiecej biatek transportowych, do ktérych zaliczane jest MRP.

Stanowi czynnik rokowniczy niezalezny od MYCN, w sposob istotny wptywajac na EFS i OS. [68]

1.11. Inne markery o potencjalnym znaczeniu prognostycznym

e Chromogranina A jest kwasnym biatkiem, ktére znajduje sie w neurosekrecyjnych
ziarnisto$ciach komérek neuroendokrynnych, a jego zawartos¢ jest regulowana rozwojowo.
Obecne jest w surowicy pacjentéw z NBL, dlatego moze stuzy¢ jako czuty wskaznik aktywnosci

choroby i odpowiedzi na leczenie. [18]

e Neuropeptyd Y jest biatkiem neurosekrecyjnym, ktérego ekspresja jest regulowana rozwojowo

i ograniczona do komaérek nerwowych. [18]

e Innymi hormonami peptydowymi sga SS i wazoaktywny peptyd jelitowy (VIP). Ekspresja
receptorow SS na komodrkach NBL jest zwigzana z bardziej zrdéznicowang budowg
histologiczng, nizszym stopniem zaawansowania i lepszymi wynikami leczenia. VIP zwigzany
jest z wystepowaniem zespotéw paraneoplastycznych w NBL, ale takze z wigekszym

zréznicowaniem komorek. [18]

e (CD44 - glikoproteina powierzchniowa zaangazowana w adhezje komoérek. Nie ma korelacji ze
stopniem zawansowania, ale stwierdza sie lepsze rokowanie w przypadku ekspresji CD44,

niezaleznie od stopnia zaawansowania. [77]
e NME1 - biatko powodujgce supresje powstawania przerzutéw. [13]

e Telomeraza — wysoki poziom telomerazy tgczy sie z niekorzystnymi czynnikami klinicznymi,

genetycznymi i ztg prognoza. [13]

e Nm23 — gen zlokalizowany na dtugim ramieniu chromosomu 17. W NBL ekspresja tego genu

jest zwiekszona w guzach agresywnych. [13]

e Survivina — gen tego biatka zlokalizowany jest na 17q25. Podwyzszone stezenie biatka koreluje
z niekorzystnymi czynnikami klinicznymi. Survivina odpowiada za zahamowanie apoptozy

w liniach komdrkowych w odpowiedzi na kwas retinowy. [13]
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1.12. Biochemiczne czynniki prognostyczne

1.12.1. Enolaza neurospecyficzna

Enolaza neurospecyficzna (NSE) jest jednym z 5 izoenzyméw enzymu glikolitycznego, enolazy.
Enzym ten jest uwalniany do ptynu mézgowo — rdzeniowego w przypadku uszkodzenia tkanki
nerwowej. Nowotwory wywodzace sie z tkanki nerwowej lub neuroendokrynnej mogg uwalnia¢ NSE

do krwi.

Uwaza sie, ze NSE jest markerem prognostycznym u pacjentéw zaréwno w stadiach zlokalizowanych,
jak i rozsianych, przy czym wyzszy poziom markera wskazuje na gorsze rokowanie, zwlaszcza
w postaciach rozsianych. PodwyZszone stezenie NSE w trakcie leczenia badz po jego zakonczeniu

moze swiadczy¢ o progresji choroby. [8,18]
1.12.2. Ferrytyna

Ferrytyna w warunkach fizjologicznych jest biatkiem wigzacym zelazo. W nieco zmienionej postaci

moze by¢ czynnie uwalniana przez tkanki NBL.

Podwyzszone stezenie ferrytyny swiadczy o aktywnie rosngcym NBL, jest powszechnie uznawane za

niekorzystny czynnik prognostyczny. [36]
1.12.3. Dehydrogenaza mleczanowa

Dehydrogenaza mleczanowa (LDH) jest enzymem powszechnie wystepujgcym w organizmie, a wzrost

jej poziomu swiadczy o zwiekszonej destrukcji tkanek.

Stezenie dehydrogenazy mleczanowej jest markerem niespecyficznym, charakterystycznym dla
szybkiego wzrostu i rozpadu komoérek. Podwyzszenie stezenia LDH w surowicy swiadczy o duzej

masie guza i jest rowniez czynnikiem niekorzystnej prognozy. [18,80]
1.12.4. Poziom katecholamin i ich metabolitéw w surowicy

Aminokwasami, z ktérych powstajg katecholaminy sg fenyloalanina i tyrozyna, a ich prekursorem jest
dopamina. W komérkach NBL stwierdza sie brak enzymu konwertujgcego norepinefryne do
epinefryny, ktéry jest obecny w komérkach chromatofilnych nadnerczy i feochromocytoma; dopamina
jest wiec przeksztatcana gtéwnie w kwas homowanilinowy, a norepinefryna i epinefryna w kwas
wanilinomigdatowy. Oznaczenie stezenia katecholamin pozwala na ocene aktywnosci guza
i monitorowanie leczenia. Podwyzszone stezenie katecholamin nie stanowi niezaleznego czynnika

prognostycznego. [13,17,18]
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2. Celiuzasadnienie pracy

2.1. Cel pracy

Celem pracy jest:

1. ocena ekspresji biatka Id2 w komérkach neuroblastoma pochodzacych z guzéw

przechowywanych w bloczkach parafinowych pobranych od pacjenta
2. ocena znaczenia prognostycznego ekspresiji biatka 1d2

3. retrospektywna ocena czesto$ci wystepowania znanych czynnikow prognostycznych
i markeréw choroby u pacjentéw leczonych z powodu neuroblastoma w Klinice Onkologii
i Hematologii Dzieciecej PAIP w Krakowie w latach 1991-2005:

e biochemicznych: ferrytyna, LDH i NSE w osoczu, stezenie amin katecholowych i ich

metabolitbw w moczu
e genetycznych: amplifikacja MYCN, delecja 1p, gain 17q
¢ histopatologicznych

e wieku dziecka w momencie zachorowania

stopnia zaawansowania choroby
4. ocena wptywu badanych czynnikdéw na wyniki leczenia

5. ocena korelacji ekspresiji biatka Id2 z innymi czynnikami prognostycznymi.

2.2. Uzasadnienie pracy

Zwojak zarodkowy wspotczulny jest jednym z najczestszych oraz najbardziej intensywnie badanych
nowotwordw i chociaz znanych jest juz wiele czynnikbw prognostycznych, precyzyjne okreslenie
rokowania w tej chorobie nadal nie jest mozliwe. Pomimo intensywnego leczenia, wyleczalnosgé,
zwlaszcza w grupie wysokiego ryzyka, pozostaje bardzo niska (ok. 30%), nieleznie od prob

wprowadzania nowych, eksperymentalnych metod terapii.

Specyficzne zachowanie NBL, od spontanicznej regresji do bardzo ztosliwego przebiegu, a takze
wystepowanie zwtaszcza u nastolatkdéw progresji o powolnym przebiegu sprawia, ze ten nowotwor

wydaje sie by¢ dobrym modelem do poznania ogélnych mechanizmdéw onkogenezy.

Ocena ekspresiji biatka I[d2 moze pozwoli¢ na ustalenie nowych, istotnych czynnikéw prognostycznych,
a takze, ze wzgledu na jego specyficzng wielokierunkowg funkcje w komérce, przyczyni¢ sie do
poznania mechanizmdéw odpowiadajacych za powstanie i progresje NBL. Ponadto, ze wzgledu na
kluczowg role biatka Id2 w proliferacji i réznicowaniu komoérek, zahamowanie funkcji 1d2 moze
stanowi¢ potencjalny cel terapeutyczny, pozwalajacy na jednoczesny wptyw na kilka istotnych

mechanizmoéw odpowiadajacych za utrzymanie ztosliwego fenotypu nowotworu.
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3. Pacjencii metody

3.1. Charakterystyka pacjentéw

Badaniem objeto 60 sposrdéd 100 pacjentéw leczonych w Klinice Onkologii i Hematologii Dzieciece;j
Polsko-Amerykanskiego Instytutu Pediatrii Collegium Medicum UJ w Krakowie w latach 1991-2005, u
ktérych byt zachowany materiat guza, utrwalony w parafinie. Dane kliniczne opracowano na podstawie
dostepnej dokumentacji medycznej. U wszystkich analizowanych dzieci diagnoza zostata postawiona
na podstawie badania histopatologicznego tkanki guza lub oceny cytologicznej przerzutow NBL w
szpiku kostnym oraz stwierdzenia podwyzszonego poziomu katecholamin i/lub ich metabolitow w
moczu. W celu oceny rozlegtosci choroby u wszystkich pacjentow wykonano badania obrazowe
(tomografia komputerowa, USG) okolicy guza pierwotnego i okolic, w ktdérych potencjalnie moga
wystepowac przerzuty oraz biopsje itrepanobiopsje szpiku kostnego. W celu oceny zajecia kosci
wykonywano scyntygrafie z uzyciem technetu lub scyntygrafie catego ciata z zastosowaniem MIBG.
Charakterystyke pacjentéw przedstawiono w tabeli (Tabela 7).

W catej badanej grupie byto 34 chiopcéw (57%) i 26 dziewczat (43%). Wiek pacjentdow w chwili
rozpoznania choroby wahat sie od 10 dni do 14 lat (mediana 24,5 miesigca). W grupie wiekowej do
1.r.z. i powyzej 10. r.z. byto odpowiednio: 19 (31,7%) i 41 (68,3%) dzieci. W zadnym przypadku nie
stwierdzono 1. stopnia zaawansowania choroby. Najliczniejszg grupe — 31 (51,7%) stanowili pacjenci
w 4. stopniu zaawansowania. U wszystkich dzieci wykonano (prospektywnie lub retrospektywnie)
badania cytogenetyczne w kierunku amplfikacji genu MYCN, delecji 1p i nadmiaru 17q. Amplifikacje
genu MYCN stwierdzono tacznie u 12 (20%) dzieci. W dwdch przypadkach nie uzyskano wyniku.
Delecje 1p i nadmiar 17q stwierdzono odpowiednio u: 14 (23,3%) i 15 (25%) pacjentéw, a wynikéw nie
uzyskano odpowiednio w: 29 (48,4%) i 38 (63,3%) przypadkach.W guzach 4 chorych stwierdzono
réownoczesne wystepowanie zarowno amplifikacji genu MYCN, jak i delecji 1p i nadmiaru 17q.
U wszystkich dzieci (prospektywnie lub retrospektywnie) podjeto prébe oceny budowy
histopatologicznej guza. Korzystng i niekorzystng budowe histopatologiczng wykazano odpowiednio u:
13 (26,7%) i 36 (60%). W 8 przypadkach ocena nie byta mozliwa. W catej badanej grupie LDH
oznaczono u 56 pacjentéw. Zakres stezenia tego markera wynosit 207-22 5000 ($rednia 2581) UI/l.
U 26 dzieci stezenie LDH przekraczato wartos¢ 3 x norma dla wieku. Ferrytyne w czasie
diagnozowania oznaczono u 32 chorych (zakres 13,9-1558, srednia 253,5 pg/l), w tym u 29 (48,3%)
stezenie przekraczato wartos¢ 3 x norma dla wieku. NSE oznaczono wstepnie tylko u 11 pacjentéw
(zakres 12,0-380,7, srednia 376,4 ng/ml), w tym u 7 (11,7%) stezenie byto wyzsze od wartosci
3x norma dla wieku. Dopamina byta zbadana u 40 chorych, w tym 16 miato warto$¢ przekraczajaca
3x norma dla wieku. VMA i HVA oznaczono odpowiednio u: 49 i 41 pacjentow, w tym stezenie

powyzej 3 x horma dla wieku byto przekroczone odpowiednio w: 33 i 26 przypadkach.

39



Tabela 7. Charakterystyka pacjentéw z neuroblastoma (n=60)

Badany parametr

Liczba pacjentéow (%)
lub
wartos¢ badanego parametru

Chtopcy 34 (57,0)
Pteé
Dziewczeta 26 (43,0)
Zakres 0,3-169
Mediana 24,5
Wiek (miesiace) Liczba pacjentéw powyzej 1. r.z. 41 (68,3)
Liczba pacjentéw ponizej 1. r.z. 19 (31,7)
Liczba pacjentéw ponizej 2. r.z. 30 (50)
1 0 (0,0)
2 6 (10,0)
Stopien
zaawansowania . 17(28,3)
4 31 (51,7)
4s 6 (10,0)
e 8 (13,3)
iagnozie
Obecna
Ocena
retrospektywna 4(6.7)
Amplifikacja Ocena brz
MYCN ~ena przy 22 (36,7)
diagnozie
Nieobecna
Ocena
retrospektywna 24 (40,0)
Brak wyniku 2 (3,3)
Obecna 14 (23,3)
Delecja 1p Nieobecna 17 (28,3)
Brak wyniku 29 (48,4)
Obecny 15 (25,0)
Nadmiar 17q Nieobecny 7(11,7)
Brak wyniku 38 (63,3)
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SR 3(5,0)
iagnozie
Korzystna
Ocena
retrospektywna 13(21.7)
Budowa
histologiczna wg Ocena przy 11 (18,3)
klasyfikacji INPC diagnozie ’
Niekorzystna
Ocena
retrospektywna 25 (41.7)
Brak wyniku 8 (13,3)
Zakres (U/l) 207,0 - 22 500
Srednia (U/l) 2581,0
Podwyzs;one 42 (73.7)
stezenie
LDH .. . .
Oznaczono stezenie LDH powyzej 3x 26 (45.,6)
n=57 (95%) norma dla wieku ’
Prawidiowe
stezenie 15(26,3)
Nie oceniono 3 (5,0)
Zakres (ugl/l) 13,9 - 1558
Srednia (pg/l) 253,5
Podwyzszone
stezenie 30 (71.4)
Ferrytyna A Ferrytyna
Oznac_zono s‘t)ezenle powyZe] 3x 29 (69,0)
n=42 (70%) .
norma dla wieku
Praw_ldio.we 12 (28,6)
stezenie
Nie oceniono 18 (30)
NSE Zakres (ng/ml) 12,0 - 380,7
Srednia (ng/ml) 376,4
Oznaczono stezenie Podwyzszone 9(81,8)
n=11 (18,3%) stezenie ’
NSE powyzej 3x 8 (72,7)

norma dla wieku
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Praw_ldiqwe 2 (18.2)
stezenie
Nie oceniono 49 (81,7)
Podwyzs;one 33 (82,5)
stezenie
. Dopamina
Oznafzono stigzenle powyzej 3x 16 (40,0)
. n=40 (82,5%) .
Dopamina norma dla wieku
Praw_ldiqwe 7 (17.5)
stezenie
Nie oceniono 20 (33,3)
Podwyzszone
stezenie 40(81.6)
Oznaczono stezenie | VMA powyzej 3x 33 (67.3)
= 9 i ’
VMA n=49 (81,7%) norma dla wieku
Prawidtowe
stezenie 9(18.4)
Nie oceniono 11 (18,3)
Podwyzszone
stezenie 33 (80.9)
Oznaczono stezenie | HVA powyzej 3x 26 (63,4)
= 0 i !
HVA n=41 (68,3%) norma dla wieku
Prawidtowe
stezenie 8(19.5)
Nie oceniono 19 (31,7)

3.2. Leczenie
Intensywnosc¢ terapii w NBL zalezy od wieku dziecka, stopnia zaawansowania i cech biologicznych
choroby. [4,5,94]

e Dzieci ponizej 1. r.z.

Postepowanie terapeutyczne u noworodkéw i niemowlgt zalezy od stopnia zaawansowania choroby,

mozliwosci leczenia chirurgicznego oraz od tego, czy jest obecna amplifikacja genu MYCN.

W 1. stopniu zaawansowania choroby bez i z amplifikacjg genu MYCN zaleca sie usuniecie guza jako
jedyng metode leczenia. W przypadku bezobjawowego guza nadnercza stwierdzonego prenatalnie lub
u niemowlecia do 90. dnia zycia, zaleca sie postepowanie ograniczone do obserwacji uwzgledniajacej

réwniez kontrolne badania obrazowe i biochemiczne. Jezeli wystapig niepokojace objawy (np.
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zwiekszenie objetosci guza, zwiekszenie stezenia katecholamin) lub guz utrzymuje sie jeszcze po
ukohczeniu 2. r.z., to rekomenduje sie leczenie chirurgiczne.

U niemowlat w 2. i 3. stopniu zaawansowania, u ktérych stwierdzi sie operacyjny guz bez obecnosci
amplifikacji genu MYCN, chirurgiczne usuniecie zmiany zwykle jest wystarczajace dla skutecznej
kontroli choroby. W przypadku nieoperacyjnego guza w 2. lub 3. stopniu zaawansowania zaleca sie
dwulekowg chemioterapie CO (cyklofosfamid, winkrystyna). Gdy po 2 cyklach uzyska sie dobrg lub
zadowalajgca odpowiedz na leczenie, to wykonuje sie resekcje guza, a potem ewentualnie kontynuuje
sie te samg chemioterapie. Natomiast w przypadku niezadowalajgcej odpowiedzi na zastosowang
terapie lub progresji choroby, nalezy wprowadzi¢ bardziej intensywng chemioterapie VP-Carbo
(etopozyd, karboplatyna) lub CADO (cyklofosfamid, doksorubicyna, winkrystyna) i dopiero pdzniej

podjac prébe usuniecia pozostatosci guza.

W 4s. i w 4. stopniu zaawansowania z nieobecng amplifikacjg genu MYCN bez zajecia kosci, optucnej,
ptuc lub OUN sposob leczenia niemowlat zalezy od stopnia wydolnosci funkcji narzaddéw takich, jak:
ptuca, nerki, przewdd pokarmowy, watroba oraz droznosci zyty préznej dolnej (punktowa skala
Philadelphia). W przypadku braku dysfunkcji narzadéw i amplifikacji genu MYCN zaleca sie wylgcznie
obserwacje, a wigczenie leczenia dopiero w przypadku progresji choroby. U niemowlat z NBL
w 4. stopniu zaawansowania z zajeciem kosci, OUN, ptuc lub optucnej, leczenie rozpoczyna sie od
chemioterapii VP -Carbo. Ocene odpowiedzi na leczenie przeprowadza sie po drugim cyklu. Dalsze

postepowanie zalezy od uzyskanych wynikow.

W przypadku guza klepsydrowatego, powodujacego ucisk na rdzen kregowy i korzonki nerwowe,
nalezy niezwtocznie wigczy¢ chemioterapie z lub bez radioterapii. Chemioterapia powoduje regresje
guza bez ryzyka wystapienia powiktan po chirurgicznej interwencji. Laminektomia u niemowlat taczy sie
z ryzykiem wystgpienia deformacji kregostupa i powinna by¢ wykonywana tylko u dzieci, u ktorych
wystgpity nagte objawy neurologiczne.

U niemowlat z NBL w 1. stopniu zaawansowania z obecng amplifikacja genu MYCN, zaleca sie
wylgcznie zabieg chirurgiczny. Natomiast od 2006 r. europejski program leczenia dzieci z NBL zaktada
wigczenie niemowlat w 2.-4. stopniu zaawansowania ze stwierdzong amplifikacjg MYCN do protokotu

dla grupy wysokiego ryzyka stosowanego u dzieci powyzej 1. r.z.

Do 2002 r. nie byto w Polsce opracowanego protokotu do leczenia niemowlat z NBL. W zwigzku z tym
stosowano leczenie w oparciu o dostepne dane z literatury, dostosowane do stopnia zaawansowania
i stanu klinicznego, modyfikowane w zalezno$ci od odpowiedzi na leczenie. Od 2002 r. wszystkie
niemowleta z grupy standardowego ryzyka leczone sg wedtug europejskiego protokotu Infant-NBL-99,
natomiast od 2006 r. niemowleta z grupy wysokiego ryzyka (4. stopien zaawansowania z amplifikacjg
MYCN) wedtug protokotu HR-NBL-1/ESIOP.

o Dzieci powyzej 1r.z.

Leczenie dzieci powyzej 1. r.z. jest takze zréznicowane. W 1. stopniu zaawansowania planuje sie
wytgcznie leczenie chirurgiczne. Postepowanie terapeutyczne w 2. i 3. stopniu zaawansowania zalezy

od tego, czy guz jest operacyjny oraz od obecnosci amplifikacji genu MYCN. Jezeli guz jest operacyjny
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i nie stwierdzono amplifikacji genu MYCN, mozna po catkowitym usunieciu guza zakonczy¢ leczenie,

a chemioterapie wprowadzi¢ w przypadku wznowy choroby.

W grupie pacjentdw z guzem nieoperacyjnym rekomenduje sie stosowanie naprzemiennych cykli
chemioterapii CADO i VP-Carbo. Jezeli po 2 cyklach chemioterapii nie uzyska sie poprawy lub wystgpi
progresja guza, to nalezy zmieni¢ rodzaj chemioterapii. W przypadku zadowalajgcej odpowiedzi
przeprowadza sie kolejne dwa cykle chemioterapii, a nastepnie ponownie ocenia sie stan choroby
i weryfikuje kwalifikacje do zabiegu operacyjnego. Po resekcji guza i zastosowaniu 2 kolejnych cykli

chemioterapii, przeprowadza sie kontrolne badania w celu podjecia decyzji o zakonczeniu leczenia.
Do grupy NBL o wysokim stopniu ryzyka kwalifikuje sie dzieci powyzej 1. r.z. wtedy, gdy wystepuje:
e rozsiana choroba (4. stopien zaawansowania, 40-50% wszystkich pacjentow)

lub

e 2.lub 3. stopienh zaawansowania z amplifikacjg onkogenu MYCN (okoto 3% wszystkich NBL).

Obecnie zalecany w Europie protokét leczenia dzieci z NBL wysokiego ryzyka sktada sie z kilku
etapéw: krotko trwajacej intensywnej chemioterapii indukcyjnej, pobrania macierzystych komérek
krwiotworczych z krwi obwodowej (PBSC), proby catkowitej resekcji guza pierwotnego, terapii
mieloablacyjnej z nastepowym przetoczeniem komoérek krwiotworczych (SCT), a potem
napromieniania miejsca, w ktérym byt zlokalizowany guz pierwotny, a nastepnie przeprowadzenia tzw.
terapii choroby resztkowej samg izotretynoing (pochodna witaminy A, kwas all-trans-retinowy, 13-cis
RA) lub w pofaczeniu z immunoterapig (przeciwciata anty-GD2). Chemioterapia indukcyjna COJEC

skfada sie z powtarzanych co 10 dni o$miu jedno- i dwudobowych cykli A, Bi C:

Cykl A - winkrystyna 1,5 mg/m2 (dawka maksymalna 2 mg), karboplatyna (1 x 750 mg/mz) i etopozyd

(2x175 mg/mz) — stosowany dwukrotnie

Cykl B - winkrystyna (1x1,5 mg/mz) i cisplatyna (80 mg/m2 w 24-godzinnym wlewie i.v) — stosowany

czterokrotnie

Cykl C - winkrystyna (1x1,5 mg/m?), etopozyd (2x175 mg/m?) i cyklofosfamid (2x1050 mg/m?) —

stosowany czterokrotnie

W przypadku niezadowalajgcej odpowiedzi na leczenie indukcyjne zaleca sie przed pobraniem
komodrek krwiotwoérczych i zabiegiem operacyjnym przeprowadzenie chemioterapii TVD (topotekan,

winkrystyna i daunorubicyna).

Celem zabiegu jest mozliwie catkowite usuniecie guza pierwotnego. Proba resekcji powinna byc¢
wykonana po skonczeniu chemioterapii indukcyjnej, o ile nie ma progresji guza lub badania obrazowe
nie wykazuja, ze catkowite wyciecie prawdopodobnie bedzie zwigzane z ryzykiem zgonu lub ze

znacznym okaleczeniem.
Komorki krwiotwdrcze podawane sg dozylnie w warunkach okreslonych protokotem mieloablacyjnym.

U wszystkich pacjentéw po megachemioterapii i przeszczepieniu komoérek krwiotwérczych, a przed

leczeniem eliminujgcym chorobe resztkowg, powinno sie przeprowadzac¢ napromienianie. Catkowita
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dawka 21 Gy podawana jest na obszar odpowiadajgcy przedoperacyjnej rozlegtosci guza
pierwotnego. Nie planuje sie rutynowego napromieniania odlegtych przerzutow i podawania
dodatkowych dawek napromieniania (,boost’) na przetrwate zmiany chorobowe po zastosowaniu

chemioterapii z uzyciem wysokich dawek lekow.

W leczeniu choroby resztkowej stosowana jest terapia powodujgca réznicowanie komodrek NBL
i immunoterapia. Wszyscy pacjenci otrzymujg sze$¢ cykli 13-cis RA. Lek ten, podawany doustnie,
powinien byé stosowany w dawce 160 mg/mZ/don przez 14 dni, co 4 tygodnie, po zakonczeniu
napromieniania, w okoto 90. dniu po przeszczepieniu komérek krwiotwérczych. 13-cis RA dziata

bezposrednio na komorki NBL indukujac ich roznicowanie lub Smier¢ na drodze apoptozy.

Skojarzone leczenie 13-cis RA i przeciwciat anty-GD2 prawdopodobnie dziata synergistycznie i moze
bardziej skutecznie zniszczy¢ pozostate komaorki NBL. W naszym kraju dotad nie prowadzono leczenia
Z uzyciem przeciwciat anty-GD2. [4,5,94]

W naszym osrodku do 2002 r. dzieci powyzej 1. r.z. z grupy wysokiego ryzyka leczone byly zgodnie
z protokotem japonskim (tzw. chemioterapia ,TOKIO”) [5], a pézniej w tej grupie chorych stosowano
terapie wg protokotu HR-NBL-1/ESIOP [94]. Dzieci ze zlokalizowanym guzem nieoperacyjnym, bez
amplifikacji genu MYCN poczatkowo leczone byly wg protokotu japonskiego, a od 2002 r. rozpoczeto
stosowanie programoéw europejskich. Po zmniejszeniu sie guza przeprowadzano zabieg operacyjny
i/lub radioterapie.

3.3. Retrospektywna ocena parametréow biochemicznych

W analizie uwzgledniono wyniki badan biochemicznych wykonanych w Zaktadzie Biochemii
Uniwersyteckiego Szpitala Dzieciecego w Krakowie (stezenie dehydrogenazy mleczanowej i ferrytyny
w surowicy, stezenie amin katecholowych i ich pochodnych w moczu) oraz Centrum Onkologii —
Instytucie im. Marii Sktodowskiej-Curie, Oddziat w Krakowie (poziom enolazy neurospecyficznej
w surowicy). W przypadku LDH, ferrytyny i NSE analizowano zaréwno $rednie stezenie tych
parametréw, jak i liczbe pacjentéw z wartosciami przekraczajgcymi trzykrotnie wartos¢ normy (ogélnie
przyjete kryterium wskazujace na znamienne podwyzszenie stezenia markeréw). W przypadku
katecholamin i ich metabolitbw w moczu analizowano wytgcznie liczbe pacjentéw z trzykrotnym
podwyzszeniem stezenia. Ze wzgledu na zmiany metody i sposobu prezentacji wynikow

w analizowanym okresie poréwnanie $rednich stezen katecholamin nie byto mozliwe.

3.4. Ocena histopatologiczna

Wszystkie wycinki guza ponownie poddano weryfikacji histopatologicznej i oceniono wediug
Miedzynarodowej Klasyfikacji Patologicznej Neuroblastoma (INPC). Weryfikacja zostata
przeprowadzona przez dr med. Przemystawa Kluge z Zaktadu Patologii Centrum Zdrowia Dziecka
w Warszawie (Rozdziat 12.1). Zgodnie z klasyfikacjg INPC, pacjentéw podzielono na grupy
o korzystnej i niekorzystnej budowie histopatologicznej guza. W 8 przypadkach ocena klasyfikaciji

INPC byta niemozliwa za wzgledu na zltg jako$¢ materiatu.
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3.5. Ocena ekspresji biatka 1d2

Ocene ekspresji biatka 1d2 wykonano metoda immunohistochemiczng w Zaktadzie Patomorfologii

Uniwersyteckiego Szpitala Dzieciecego w Krakowie.

Barwienia wykonano z zastosowaniem kroliczych przeciwciat anty-ld2 firmy Zymed Laboratories Inc.
(przeznaczonych do stosowania w parafinie) na szkietkach silanizowanych. Zgodnie z zaleceniami
producenta, doswiadczalnie ustalono optymalne rozcienczenie przeciwciata pierwotnego na 1:100,
aczas inkubacji na 45 minut. Zastosowano system detekcji oparty na peroksydazie
EnVision+System-HRP® firmy DakoCytomation do stosowania z podstawowymi przeciwciatami
kréliczymi do oceny w mikroskopie swietinym tkanek zatopionych w parafinie. Procedure barwienia

przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producentow.

Jako kontrole pozytywng wykorzystano linie komérkowag neuroblastoma SKNSH o znanej wysokiej
ekspresji 1d2. Linie komdrkowa otrzymano dzieki uprzejmosci dr Katrien Swerts, Ghent University,
Belgia. Jako druga kontrole pozytywng zastosowano tkanke prawidtowego jadra meskiego zatopiong
w parafinie. Podwdjny system kontroli podyktowany byt zapewnieniem Kkontroli ekspresji biatka
w warunkach identycznych z ocenianymi (tkanka jadra, w odréznieniu od linii komérkowej, podlegata
identycznym procedurom deparafinizaji i odblokowania antygenu jak tkanka guza). W kontroli

negatywnej nie dodawano przeciwciata pierwotnego.

Ekspresje biatka Id2 oceniano w materiale guza uznanym za reprezentatywny, pobranym w czasie
zabiegu operacyjnego (resekcja lub biopsja otwarta). Badano poziom ekspresji biatka 1d2 na
podstawie odniesienia do poziomu ekspresji biatka w kontroli. Ekspresje mniej intensywng niz
w kontroli uznano za stabg, a ekspresje minimum na poziomie kontroli — za silng. Ponadto obliczono
odsetek komédrek NBL z obecng ekspresjg biatka 1d2 w reprezentatywnym obszarze preparatu.
Zaleznie od tego, czy ekspresja biatka 1d2 byta jednolita w catym preparacie, czy tez heterogenna,
odsetek pozytywnych komorek wyliczano w 3—10 polach widzenia, z uwzglednieniem co najmniej 100
komoérek NBL. Ekspresja biatka I1d2 byta oceniana w mikroskopie swietinym, (powiekszenie 10x, 20x
i 40x).

3.6. Retrospektywne badanie cytogenetyczne metoda

immunofluorescencyjnej hybrydyzaciji in situ

U wszystkich pacjentow, ktérzy nie mieli wstepnie badan genetycznych, zwtaszcza oceny amplifikacji
MYCN, wykonano badania metoda immunofluorescencyjnej hybrydyzacji in situ na materiale guza
utrwalonego w parafinie. Oprocz badania w kierunku amplifikacji genu MYCN podjeto rowniez prébe

oceny delecji 1p36 i nadmiaru materiatu genetycznego 17q.

Do barwien immunofluorescencyjnych wykorzystano komercyjnie dostepne sondy firmy Qbiogene,

przeznaczone réwniez do badan genetycznych w tkance zatopionej w parafinie:
. N-myc/Alpha Satellite 2 (2p24) dla amplifikacji MYCN

. 1p26 Midi-Satellite (D1Z2) wraz z sonda referencyjng 1q dla delecji 1p36
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. HER-2/neu (ERBB2)/Alpha Satellite dla nadmiaru 17q.

Metoda zaproponowana przez producenta pomimo mozliwosci zastosowania sond komercyjnych na
materiale utrwalonym w parafinie, wymagata pewnych modyfikacji. Wprowadzone zmiany metody
wykonano w laboratorium Children’s Cancer Research Institute (CCRI) w Wiedniu, Austria, pod
kierunkiem prof. Petera Ambrosa (europejskie laboratorium referencyjne dla badah genetycznych
w NBL u dzieci).

Metodyka oznaczen po wprowadzonych modyfikacjach:

. Deparafinizacja: 30 minut w temperaturze 56°C na ptycie, nastepnie ksylen — 30 minut i ptukanie

w metanolu (od 100% do 70%), nastepnie ponowne przediuzone odwadnianie w metanolu
. Trawienie w NaSCN w 80°C

. Ocena w mikroskopie swietlnym, trawienie pepsyng do uzyskania stopnia wytrawienia tkanek

umozliwiajgcego zatozenie sondy
. Dalsza procedura zgodna z zaleceniami producenta.

Wszystkie sondy znakowane byly fitocjaning (pobudzenie 495 nm, emisja 520 nm, kolor zielony) lub
rodaming (pobudzenie 565 nm, emisja 590 nm, kolor czerwony). Jadra komdrkowe barwione byty
DAPI.

Ocene zaburzeh genetycznych wykonano w mikroskopie immunofluorescencyjnym firmy Zeiss.

Analize komputerowg wykonano za pomocg oprogramowania Metasystems Isis®.

Zdjecia wykonano za pomoca Metasystems Isis®, umozliwiajgce umieszczenie na fotografii

wszystkich sygnatéw z catego przekroju komoérki (6 zdje¢ co 0,1 um).

Retrospektywng ocene amplifikacji genu MYCN na materiale z bloczka parafinowego wykonano
u 30 pacjentéw. Uzyskanie wynikédw nie byto mozliwe w 2 przypadkach ze wzgledu na znaczny
stopien martwicy materiatu. Retrospektywne badania w kierunku delecji 1p i nadmiaru materiatu
genetycznego 17q przeprowadzono odpowiednio u: 29 i 38 dzieci. Jednakze ze wzgledu na trudnosci
interpretacyjne wynikow badan wykonywanych na materiale utrwalonym w parafinie, obarczonych
ryzykiem utraty sygnatéw zwigzanych z mozliwym przecieciem jadra komoérkowego (ocena
pojedynczych sygnatéw na przekroju komorki, nie w catej komoérce), w analizie uwzgledniono

wytgcznie wyniki badan wstepnie wykonanych w CCRI.

U wiekszosci pacjentéw nie byta mozliwa ocena ploidii z powodu braku dostatecznej ilosci materiatu
do wykonania retrospektywnych badan przy uzyciu cytometrii przeptywowej. Badanie to nie byto

réwniez standardowo wykonywane w trakcie rutynowej diagnostyki.
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3.7. Analiza statystyczna

3.71. Metoda statystyczna

Obliczenia statystyczne przeprowadzono za pomoca pakietu Statistica®.

Badane cechy poddano wstepnej analizie statystycznej. Do analiz  poréwnawczych
jednoczynnikowych wykorzystano testy: U Manna Whitneya, Chi-kwadrat i doktadny test Fishera.
Zastosowano rowniez wieloczynnikowe analizy statystyczne. Do wyodrebnienia czynnikow istotnie
wptywajacych na wystepowanie niepowodzeh leczenia uzyto regresji logistycznej. Natomiast do
analizy wptywu badanych cech na przezycie (catkowite, wolne od progresji i wznowy choroby)

zastosowano model regresyjny Coxa (model proporcjonalnego hazardu Coxa).

Obliczenia przeprowadzane byty przez wprowadzenie danych w postaci cech ciggtych lub dyskretnych
(kodowane przedziaty). Zastosowano metode krokowg wtgczania zmiennych do modelu regresyjnego.
Dodatkowe analizy przeprowadzano dla parametrow, ktére miaty istotny wptyw na czas przezycia
i wystepowanie  niepowodzen leczenia. W poszukiwaniu punktu najwiekszej  zmiany
w prawdopodobienstwie wystgpienia niepowodzenia terapii postuzono sie krzywg logistyczna.

Krzywe przezycia oszacowano metodg Kaplana—Meiera. Rd&znice miedzy krzywymi oceniano

z zastosowaniem testu log-rank.

Jako poziom istotnosci przyjeto wartos¢ p=0,05. W przypadku réznic stwierdzanych przy wartosci p
miedzy 0,05-0,1 wyniki interpretowano jako istnienie trendu w kierunku wzrostu lub obnizenia ryzyka

wystgpiemia ocenianego wydarzenia.
3.7.2. Charakterystyka przeprowadzonych analiz

Analizowano nastepujace punkty koncowe:

. Czas przezycia catkowitego (OS, overall survival) obliczano od daty rozpoczecia leczenia do
daty zakonczenia obserwacji lub zgonu. W analizie uwzgledniono wytacznie zgony
bezposrednio spowodowane NBL.

. Czas przezycia wolnego od zdarzen niekorzystnych (EFS, event free survival) obliczano od daty
rozpoczecia leczenia do daty zakonczenia obserwacji lub wystgpienia niekorzystnego zdarzenia

(wstepna progresja, wznowa, zgon z powodu NBL lub z powiktan)

. Czas przezycia wolnego od choroby (DFS, disease free survival) obliczano od daty rozpoczecia
leczenia do daty zakonczenia obserwacji lub wystgpienia wznowy (u pacjentow, ktérzy uzyskali

wczesniej remisje catkowitg) lub progresiji choroby (u pacjentéw bez remisji choroby).

Ze wzgledu na czesto wystepujace trudnosci z precyzyjnym ustaleniem czasu uzyskania remis;ji
catkowitej (RC) nie analizowano czasu przezycia wolnego od wznowy choroby (RFS, relapse free

survival).
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Kryteria oceny odpowiedzi na leczenie przedstawiono w tabeli (Tabela 3) (Rozdziat 1.4).

Oproécz analiz czasdéw przezycia w odniesieniu do intensywnosci ekspresji biatka 1d2 i odsetka
komédrek z obecng ekspresjg tego biatka, wykonano analizy przezycia dla catej grupy pacjentow

i w zaleznosci od nastepujacych uznanych czynnikéw rokowniczych:

. Wiek

Stopien zaawansowania choroby

. Obecnos¢ amplifikacji MYCN

. Obecnos¢ delecji 1p36

. Obecnos¢ nadmiaru dtugiego ramienia chromosomu 17
. Budowa histopatologiczna.

W celu zwiekszenia wiarygodnosci oceny, preparaty tkanek guza umieszczone byty na szkietkach

zakodowanych za pomocg humerow.

Obserwacje zakonczono 31.03.2008 r.
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4. Wyniki

4.1. Wyniki wlasnych badan laboratoryjnych

Ekspresje biatka Id2 wykazano we wszystkich 60 analizowanych guzach. Intensywnos¢ ekspres;i
okreslono jako wysokg lub niskg odpowiednio u: 50 i 10 pacjentéw na podstawie nasilenia reakgc;ji
w odniesieniu do kontroli (Rysunek 53, Rysunek 54). Ponadto obliczano odsetek komdérek NBL
z obecng ekspresjg biatka 1d2. Przyjeto, ze wynik pozytywny oznacza kazdg ekspresje biatka 1d2, bez
wzgledu na odsetek komérek NBL z obecng ekspresja. Uwzgledniajgc wyniki badan Lasorella i wsp.
zaplanowano rowniez analizy z punktem odciecia na poziomie 25% komorek pozytywnych, ale ze
wzgledu na bardzo niskg liczbe pacjentow z ekspresjg biatka 1d2, obecng w mniej niz 25% komorek
(n=5), nie wykonano analiz poréwnawczych. Odsetek komérek NBL z obecng ekspresjg biatka 1d2
w analizowanych preparatach wahat sie od 1-100% ($rednia: 77,7%, mediana: 85%). Liczbe
przypadkéw w odpowiednich podgrupach przedstawiono na rysunku (Rysunek 4). Najliczniejszg
podgrupe - 27 (45%) pacjentéw stanowili chorzy, u ktérych stwierdzono ekspresje biatka |d2 w ponad
90% komorek NBL. Natomiast grupy dotyczace nizszych odsetkéw pozytywnych komorek NBL,
obejmowaty 1-8 dzieci, z tym, ze w przedziale 16-39% nie byto zadnego pacjenta. Reprezentatywng

dokumentacje zdjeciowg preparatow wraz z opisem przedstawiono w Rozdziale 12.3.

Rysunek 4. Odsetek komérek z obecng ekspresja biatka I1d2 w calej grupie pacjentéw

Liczba
25 _ pacjentow

20
15

10

1 5§ 10 15 40 50 70 80 85 90 95 100 Komérki(%)

U 30 pacjentdow wykonano retrospektywnie ocene amplifikacji onkogenu MYCN metodg FISH na
materiale z bloczka parafinowego. U 4 pacjentéow stwierdzono obecnosé¢ amplifikacji MYCN,
u 24 pacjentow nie stwierdzono tej nieprawidtowosci. Uzyskanie wynikéw nie byto mozliwe
w 2 przypadkach ze wzgledu na znaczny stopien martwicy materiatu (Tabela 7). Wszystkie wyniki
zweryfikowano w CCRI. Reprezentatywng dokumentacje zdjeciowag preparatdw wraz z opisem

przedstawiono w Rozdziale 12.2.

Retrospektywne badania w kierunku delecji 1p i nadmiaru materialu genetycznego 17q
przeprowadzono odpowiednio u: 29 i 38 dzieci. Jednakze ze wzgledu na trudnosci interpretacyjne

wynikéw badah wykonywanych na materiale utrwalonym w parafinie, obarczonych ryzykiem utraty
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sygnatow zwigzanych z mozliwym przecieciem jadra komoérkowego (ocena pojedynczych sygnatéw na
przekroju komorki, nie w catej komoérce), w analizie uwzgledniono wytacznie wyniki badan wstepnie
wykonanych w CCRI. Analiza wykonywana na przekrojach jader komérkowych utrudnia jednoznaczng

ocene delecji i pojedynczych kopii dodatkowych ramion chromosomow.
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4.2. Analiza wplywu wybranych czynnikéw prognostycznych na
wystepowanie zgondéw i niepowodzen leczenia oraz na czas

przezycia catkowitego i przezycia wolnego od choroby

1. Wiek pacjenta

Przedstawiono wyniki badan nad czestoscig wystepowania zgondw i niepowodzeh terapii (wstepne
progresje i wznowy choroby) oraz analizy odpowiednich krzywych przezycia dla pacjentéw powyzej
i ponizej 1. r.z.

Ocenie poddano 60 pacjentéw, w tym 19 dzieci ponizej 1. r.z. i 41 dzieci powyzej 1 r.z.

. Zgony i przezycie catkowite

W badanej grupie zmarto facznie 29 pacjentow (Rysunek 5), w tym 23 z powodu NBL

W analizie z zastosowaniem regresji logistycznej (Tabela 8) wiek w sposob istotny statystycznie
wplywal na wystepowanie zgonéw spowodowanych bezposrednio NBL (p=0,01). Na podstawie
analizy krzywej regresji (Rysunek 73) nie udato sie jednoznacznie ustali¢ wieku granicznego, przy
ktérym w sposéb znamienny wzrastatoby ryzyko wystgpienia zgonu w badanej grupie. Dlatego na
podstawie danych z literatury przyjeto 12 miesiecy jako wiek, w ktorym w sposéb znamienny wzrasta
ryzyko zgonu spowodowanego NBL [8,17,25,32].

Przy uzyciu testu chi’ z poprawkg Fishera wykazano statystycznie znamienne czestsze wystepowanie
zgondéw spowodowanych NBL u pacjentéw powyzej 1. r.z. (p=0,01).

W grupie 19 dzieci ponizej 1. r.z. stwierdzono 4 zgony, w tym 3 (15,8%) z powodu NBL. W przypadku
wystgpienia zgonu z powodu NBL czas przezycia wynosit 2,5-9,5 (mediana 7,2) miesigca. Jedno
dziecko (5,3%) zmarto z powodu drugiego nowotworu, ostrej biataczki szpikowe;j (), 22,4 miesigca od
rozpoznania NBL. Zyje 15 pacjentéw 28,4-177,3 (mediana 91,5) miesigca od rozpoznania. Czas
obserwacji dla catej grupy dzieci ponizej 1. r.z. wynosit 2,5-177,3 (mediana 89,4) miesigca. Krzywa OS
dla zgondéw z powodu NBL (Rysunek 6) osiaggneta plateau po 22 miesigcach od rozpoznania NBL.

W grupie 41 pacjentow powyzej 1. r.z. bylo 25 zgonéw, w tym 20 (48,8%) z powodu NBL. Czas
przezycia dla dzieci zmartych z powodu NBL wynosit 8,4-63,9 (mediana 20,8) miesigca. Piecioro
(12,2%) chorych zmarto z powodu powiktan w czasie 5,1-133 (mediana 21,4) miesiecy od rozpoznania
choroby (Tabela 9). Zyje 16 pacjentéw 31,4-149,8 (mediana 73,93) miesigca od rozpoznania. Czas
obserwacji dla catej grupy dzieci powyzej 1. r.z. wynosit 5,0-133,2 (mediana 40,2) miesigca. Krzywa
OS dla zgonéw z powodu NBL (Rysunek 6) osiaggneta plateau po 62 miesigcach.
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Tabela 9. Przyczyny zgonéw z powiktan u pacjentéw ponizej i powyzej 1. r.z.

Badany Liczba Stopien BT T 2 Cz_as .
o Przyczyna zgonu - (NBL) w przezycia
parametr | dzieci zaawansowania . .
czasie zgonu (miesiace)
LUl | remisja
p1onr|ziej 1 Drugi nowotwor (AML) 4s catkowita 22,4
Krwawienie do OUN 4 | remisja 5,1
czesciowa
Zakagenle (ospa 4 I remisja 27.9
wietrzna) czesciowa
Niewydolnos¢ | remisia
Wiek wielonarzgdowa w 3 oz écio{/va 10,3
powyzej 5 przebiegu chemioterapii ¢
1.rz
Niewydolnos¢ | remisia
wielonarzgdowa w 4 oz éciofNa 21,4
przebiegu chemioterapii €
Niewydolnos¢ Il remisia
wielonarzadowa jako 2 >MIS) 133,2
X X . czesciowa
powiktanie zabiegu

Rysunek 6. Krzywe przezycia catkowitego (zgony z powodu NBL) u dzieci NBL w zaleznosci od

wieku pacjentéw (ponizej i powyzej 1. r.z.)
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o Niepowodzenia leczenia i przezycie wolne od choroby

Niepowodzenie leczenia, wstepna progresje (n=12) lub wznowe (n=20) choroby obserwowano tacznie

u 31 pacjentow.

W analizie regresji logistycznej (Tabela 10) wiek w sposéb istotny statystycznie wptywat na
wystepowanie niepowodzenia leczenia (p=0,00008) Na podstawie analizy krzywej regresji (Rysunek
74) nie udato sie jednoznacznie w badanej grupie ustali¢ wieku granicznego, przy ktérym w sposoéb
znamienny wzrastatoby ryzyko wystgpienia wznowy lub progresji choroby. Dlatego na podstawie
danych z literatury [8,17,25,32] przyjeto 12 miesiecy jako wiek, w ktérym w sposéb znamienny wzrasta

ryzyko wystapienia niepowodzenia leczenia.

Przy uzyciu testu chi? z poprawkg Fishera wykazano statystycznie znamienne czestsze wystepowanie

niepowodzenia leczenia u pacjentéw powyzej 1 r.z. (p=0,001).

W grupie 19 dzieci ponizej 1. r.z. stwierdzono 4 niepowodzenia leczenia (w tym wznowe u 1). Czas do
wystgpienia wznowy lub progresji wynosit 0,5—7 (mediana 3,6) miesiecy. Niepowodzenie leczenia nie
wystgpito u 15 pacjentéw (czas obserwacji 22,4-122,3 /mediana 90,4/ miesigca), przy czym jeden
pacjent zmart z powodu drugiego nowotworu 22 miesigce od rozpoczecia leczenia NBL. Czas
obserwacji dla catej grupy dzieci ponizej 1. r.z. wynosit 0,5-122,3 (mediana 89,4) miesigca. Krzywa

DFS (Rysunek 7) osiggneta plateau po 7 miesigcach od rozpoznania NBL.

W grupie 41 pacjentdow powyzej 1. r.z. niepowodzenia leczenia wystapity u 27 pacjentéw (w tym
wznowy u 19). Czas do wystgpienia wznowy lub progresji wynosit 5,5-97,5 (mediana 20,3) miesigca.
Wznowa ani progresja nie wystapita u 14 pacjentéw (czas obserwacji 5-124 /mediana 71,7/ miesiecy),
ale 4 pacjentow zmarto z powodu powiktann 5-28 (mediana 10,9) miesiecy od rozpoczecia leczenia
NBL (Tabela 9). Czas obserwaciji dla catej grupy dzieci powyzej 1. r.z. wynosit 5,0-124 (mediana 27,9)
miesiecy. Krzywa DFS (Rysunek 7) osiagneta plateau po 99 miesigcach od rozpoczecie leczenia.

Tabela 10. Wystepowanie niepowodzenia leczenia w zaleznosci od wieku pacjenta

EEEETY Beta SE (beta) Chi? p
parametr
Wiek -0,06 0,02 11,3 0,00008

Prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego DFS dla niemowlat wynosito 0,78, a dla pacjentéw
powyzej 1. r.z. odpowiednio 0,46 i 0,38 (Rysunek 7). Réznica miedzy grupami byla znamienna

statystycznie (p=0,006).
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Rysunek 7. Krzywe przezycia wolnego od choroby u dzieci z NBL w zaleznosci od wieku
pacjentéw (ponizej i powyzej 1. r.z.)
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2. Stopien zaawansowania choroby

Przedstawiono wyniki badan nad czestoscig wystepowania zgondéw i niepowodzen terapii (wstepne
progresje i wznowy choroby) oraz analizy odpowiednich krzywych przezycia oddzielnie dla kazdego
stopnia zaawansowania oraz poréwnawczo dla stopnia 4. i pozostatych stopni zaawansowania (2., 3.
i 4s).

Ocenie poddano 60 pacjentéw, w tym 6, 17, 31 i 6, odpowiednio: w 2., 3., 4. i 4s stopniu

Zaawansowania.
. Zgony i przezycia catkowite

tacznie stwierdzono 29 zgondéw, w tym 1, 5, 1 i 22 odpowiednio w: 2., 3., 4s i 4. stopniu
zaawansowania. U pacjentéw w 2. i 4s stopniu zaawansowania nie stwierdzono zgondéw z powodu
NBL, a w grupie dzieci w 3. i 4. stopniu zaawansowania z powodu NBL zmarto odpowiednio: 4 i 19

dzieci.

Przy uzyciu testu chi? z poprawkg Fishera wykazano statystycznie znamienne czestsze wystepowanie
zgonéw spowodowanych NBL u pacjentéw w 4. stopniu zaawansowania (p=0,00001) w poréwnaniu
Z nizszymi stopniami zaawansowania choroby.

W grupie 31 pacjentéw w 4. stopniu zaawansowania byty 22 zgony, w tym 19 (61,3%) z powodu NBL.
Czas przezycia dla dzieci zmartych z powodu NBL wynosit 2,5-63,9 (mediana 16,8) miesigca. Troje
(9,7%) dzieci zmarto z powodu powiktan w czasie 5,1-27,9 (mediana 21,4) miesigca od rozpoznania
choroby (Tabela 9). Zyje 9 pacjentéw 31,4-130,1 (mediana 61,4) miesigca. Czas obserwacji dla catej
grupy w 4. stopniu zaawansowania wynosit 2,5-130,1 (mediana 24,2) miesigca. Krzywa OS dla
zgondéw z powodu NBL (Rysunek 9) osiagneta plateau po 64 miesigcach od rozpoznania NBL.

W grupie 29 pacjentéw w innym niz 4. stopniu zaawansowania (2., 3. i 4s) byto 7 zgondéw, w tym
4 (13,8%) z powodu NBL. Czas przezycia dla dzieci zmartych z powodu NBL wynosit 9,1-50,2
(mediana 20,8) miesigca. Troje (10,3%) dzieci zmarto z powodu powiklan w czasie 10,2-133,2
(mediana 22,4) miesigca od rozpoznania choroby (Tabela 9). Zyje 22 pacjentéw 28,4-177,3 (mediana
90,5) miesigca. Czas obserwacji dla catej grupy w 4. stopniu zaawansowania wynosit 9,1-177,3
(mediana 84,9) miesigca. Krzywa OS (Rysunek 9) osiggneta plateau po 50 miesigcach od

rozpoznania NBL.

W grupie pacjentdéw w 2. i 4s stopniu zaawansowania nie stwierdzono zgonéw z powodu NBL.
W analizie zgonéw z powodu NBL dla stopni zaawansowania 3. i 4. wykazano, ze ponad 3-letnie
i 5-letnie OS wynosito odpowiednio: 0,81 i 0,74 oraz 0,46 i 0,32. Rdéznice miedzy grupami byty
znamienne statystycznie (p=0,004) (Rysunek 8). Prawdopodobiefstwo ponad 3-letniego i 5-letniego
OS (Rysunek 9) dla pacjentdw w innym niz 4. stopniu zaawansowania (2, 3 i 4s) wynosito
odpowiednio: 0,88 i 0,84, a dla dzieci w 4. stopniu zaawansowania: 0,46 i 0,32. Rdéznica miedzy

grupami byta znamienna statystycznie (p=0,00007).

W przypadku zgonéw z powodu NBL, prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego OS dla

pacjentow powyzej 1. r.z w 4. stopniu zaawansowania (n=25, w tym 17 zgonéw z powodu NBL)
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wynosito odpowiednio: 0,48 i 0,32, a krzywa OS osiagneta plateau po 50 miesigcach. Natomiast dla
dzieci w 2. (n=2, bez zgonéw z powodu NBL) i 3. (n=9, w tym 3 zgony z powodu NBL) stopniu
zaawansowania prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego OS wynosito odpowiednio: 0,82
i 0,73, a krzywa OS osiagneta plateau po 64 miesigcach (Rysunek 85). R6znica miedzy grupami byty
znamienna statystycznie (p=0,01). Przy zastosowaniu testu chi® z poprawka Fishera wykazano
statystycznie znamienne réznice w czesto$ci wystepowania zgonéw u pacjentéw powyzej 1. r.z.
w zaleznos$ci od stopnia zaawansowania (p=0,03). W analizie nie uwzgledniono zgonéw z powodu

powiktan (n=>5).

Ws$&rdéd 3 dzieci ponizej 1. r.z. w 4. stopniu zaawansowania, dwoje zmarto z powodu NBL. Przy
zastosowaniu testu chi’ z poprawka Fishera wykazano istnienie trendu w kierunku wzrostu czestosci
wystepowania zgonéw z NBL u pacjentéw ponizej 1. r.z. w 4. stopniu zaawansowania w porownaniu
do stopnia 2., 3. i 4s (p=0,06). W analizie nie uwzgledniono zgonéw z powodu powikian (n=1). Ze
wzgledu na matg liczebnos¢ grup pacjentow w 4. i 2. stopniu zaawansowania ponizej 1 r.z. nie

wykreslono krzywych przezycia i nie oszacowano OS.

Rysunek 8. Krzywe przezycia catkowitego w NBL dla wszystkich pacjentéw w 3. i 4. stopniu
zaawansowania
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Rysunek 9. Krzywe przezycia catkowitego (zgony z powodu NBL) dla wszystkich pacjentéw
w zaleznosci od stopnia zaawansowania choroby (stopien 4. vs pozostate)

Prawdopodobienstwo przezy¢ catkowitych (OS) w zaleznosci od stopnia zaawansowania - zgony z
powodu NBL
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. Niepowodzenia leczenia i przezycia wolne od choroby

Wsrod 60 analizowanych pacjentdw niepowodzenia leczenia (wstepna progresja lub wznowa)

wystapity u 32, w tym w 2., 3., 4s i 4. stopniu zaawansowania odpowiednio u: 2, 5, 0 i 24 pacjentow.

Przy zastosowaniu testu chi® wykazano statystycznie znamienne czestsze wystepowanie
niepowodzenia leczenia u pacjentow w 4. stopniu zaawansowania niz w innych stopniach

zaawansowania (chi’ 17,0, p=0,00004).

W grupie 31 pacjentéw w 4. stopniu zaawansowania obserwowano 24 niepowodzenia leczenia (w tym
16 wznow). Czas do wystgpienia wznowy lub progresji wynosit 0,5-84,7 (mediana 15,4) miesigca.
Wznowy ani progresji nie stwierdzono u 7 pacjentéw (czas obserwacji 5-124 miesigce, mediana 62
miesigce). Czas obserwacji dla catej grupy dzieci w 4. stopniu zaawansowania wynosit 0,5-124
(mediana 57,6) miesigce. Krzywa DFS (Rysunek 10) osiggneta wstepne plateau po 39 miesigcach od

rozpoznania NBL, ale p6zniej stwierdzono jeszcze 1 wznowe po 85 miesigcach.

W grupie 29 pacjentéw w innym niz 4. stopniu zaawansowania (2., 3. i 4s) niepowodzenie leczenia
wystapito u 7 pacjentéow (w tym 1 wznowa u pacjenta w 2. stopniu i 2 wznowy u pacjentéw
w 3. stopniu zaawansowania choroby). Czas do wystgpienia niepowodzenia leczenia wynosit 4,9-97,6
(mediana 19,2) miesigca. Bez wystgpienia niepowodzenia leczenia zyje 22 dzieci (10,3—177 /mediana
95,9/ miesiecy). Czas obserwacji dla catej grupy dzieci w innym niz 4. stopniu zaawansowania wynosit
4,9-177,3 (mediana 84,9) miesigca. Krzywa DFS (Rysunek 10) osiagneta wstepnie plateau po
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38 miesigcach od rozpoznania NBL, jednakze odnotowano jeszcze dwie pdzne wznowy, odpowiednio

w: 88 i 97 miesiagcu.

Ponad 3-letnie i 5-letnie DFS dla 2., 3., i 4. stopnia zaawansowania wynosito odpowiednio: 0,83, 0,82
i0,77 oraz 0,27 i 0,16. (Rysunek 10) Roéznice miedzy grupami byly znamienne statystycznie
(p=0,004). U pacjentow w stopniu 4s nie stwierdzono Zzadnego niepowodzenia leczenia,

prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego DFS wynosito 1.

Prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego DFS dla pacjentéw w innym niz 4. stopniu
zaawansowania wynosito odpowiednio 0,82 i 0,79, a dla pacjentéw w 4. stopniu zaawansowania: 0,28
i 0,19 (Rysunek 11). Réznica miedzy grupami byta znamienna statystycznie (p=0,0001).

W przypadku wznow lub progresji choroby u pacjentéw powyzej 1. r.z. w 4. stopniu zaawansowania
(n=28, w tym 21 niepowodzen leczenia), prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego DFS
wynosito odpowiednio: 0,26 i 0,17, a krzywa DFS osiaggneta wstepne plateau po 38 miesigcach,
jednakze odnotowano jeszcze jedng pézng wznowe w 85 miesigcu. Natomiast dla dzieci w 2. (n=3,
w tym 1 niepowodzenie leczenia) i 3. (n=10, w tym 4 niepowodzenia leczenia) stopniu zaawansowania
prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego DFS wynosito odpowiednio: 0,8 4 i 0,75, a krzywa
osiggneta wstepne plateau po 38 miesigcach, jednakze odnotowano jeszcze dwie pdzne wznowy,
odpowiednio w: 88 i 97 miesigcu (Rysunek 86). Réznice miedzy grupami byly znamienne statystycznie
(p=0,001). Przy uzyciu testu chi® wykazano znamienny statystycznie wzrost ryzyka wystgpienia
niepowodzenia leczenia w 4. stopniu zaawansowania dla pacjentow powyzej 1. r.z. (chi2=4,04,
p=0,04).

Wsrod 3 dzieci ponizej 1. r.z. w 4. stopniu zaawansowania, u 2 wystapita progresja NBL. Przy uzyciu
testu chi? z poprawkg Fishera wykazano istnienie trendu w kierunku wzrostu czestosci wznéw i
progresji u pacjentéw ponizej 1. r.z. w 4. stopniu zaawansowania w poréwnaniu z pacjentami w
stopniu 2., 3. i 4s (p=0,097). Ze wzgledu na matg liczebnos¢ grup pacjentéw w 4. i 2. stopniu

zaawansowania ponizej 1 r.z. nie wykreslono krzywych przezycia i nie oszacowano OS.
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Rysunek 10. Krzywe przezycia wolnego od choroby dla wszystkich dzieci w zaleznosci od
stopnia zaawansowania
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Rysunek 11. Krzywe przezycia wolnego od choroby dla wszystkich dzieci NBL w zaleznosci od
stopnia zaawansowania (stopien 4. vs pozostate)
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3. Amplifikacja onkogenu MYCN

Przedstawiono wyniki badan dotyczace wystepowania zgondéw i niepowodzen terapii (wstepna
progresja lub wznowa) i analize odpowiednich krzywych przezycia u pacjentdw z obecng i nieobecng
amplifikacjag genu MYCN. Ocenie poddano 58 pacjentow, w tym 46 bez amplifikacji MYCN
i 12 z amplifikacjg MYCN.

. Zgony i przezycia catkowite

Wsréd 58 analizowanych pacjentéw zgony stwierdzono u 28, w tym 24 spowodowanych bezposrednio
NBL. Przy uzyciu testu chi’ z poprawka Fishera u pacjentdéw z obecng amplifikacjg onkogenu MYCN

wykazano statystycznie znamienne czestsze wystepowanie zgonéw spowodowanych NBL (p=0,03).

W grupie 46 pacjentéow bez amplifikacji genu MYCN byto 19 zgonow, w tym 14 (30,0%) z powodu
NBL. Czas do wystgpienia zgonu z dowolnej przyczyny wynosit 7-133 (mediana 21,4) miesiecy, czas
do wystgpienia zgonu z NBL 7-58,6 (mediana 18,8) miesigca. Zyje 27 dzieci (28—-177 /mediana 89,4/
miesiecy). Czas obserwacji dla catej grupy dzieci bez amplifikacji MYCN wynosit 7-177 (mediana 58)
miesiecy. Krzywa OS (Rysunek 12) osiggneta plateau po 58 miesigcach od rozpoznania NBL.

W grupie 12 pacjentéw z obecng amplifikacja onkogenu MYCN byto 9 zgondéw, w tym 8 (67,7%)
zpowodu NBL. Czas do wystgpienia zgonu z dowolnej przyczyny wynosit 2,5-21 (mediana 12,4)
miesigca, czas do wystgpienia zgonu z powodu NBL 2,5-21 miesiecy (mediana 13,4). Zyje 3 dzieci,
wszystkie z chorobg zlokalizowang w stopniu 3. (79,7-107 miesiecy, mediana 85 miesiecy). Czas
obserwacji dla catej grupy dzieci z amplifikacjg genu MYCN wynosit 5-109 (mediana 17,7) miesiecy.
Krzywa OS (Rysunek 12) osiggneta plateau po 21 miesigcach od rozpoznania NBL.
Prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego przezycia dla pacjentow bez amplifikacji genu
MYCN wynosito odpowiednio: 0,75 i 0,63, a dla pacjentéow z amplifikacja MYCN: 0,27 (Rysunek 12).

Rdéznica miedzy grupami byta znamienna statystycznie (p=0,01).

W przypadku zgonéw z powodu NBL, prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego OS dla
pacjentow powyzej 1 r.z bez amplifikacji genu MYCN (n=24, w tym 12 zgonéw z powodu NBL)
wynosito odpowiednio 0,66 i 0,46, a krzywa OS osiggneta plateau po 59 miesigcach. Natomiast dla
dzieci z amplifikacjg genu MYCN (n=10, w tym 7 zgonéw z powodu NBL) prawdopodobienstwo ponad
3-letniego i 5-letniego przezycia wynosito 0,30, a krzywa osiggneta plateau po 21 miesigcach
(Rysunek 13). Zyje 3 dzieci, wszystkie w 3. stopniu zaawansowania choroby. Réznice miedzy grupami
nie byty znamienne statystycznie (p=0,15). Przy uzyciu testu chi® z poprawka Fishera nie wykazano
istnienia statystycznie znamiennych réznic w wystepowaniu zgondéw z powodu NBL u pacjentow
powyzej 1. r.z. z obecng amplifikacjg genu MYCN w poréwnaniu z pacjentami bez tej nieprawidtowosci
(p=0,54). W analizie nie uwzgledniono zgonéw z powodu powiktan (n=5).

Wsréd 19 pacjentdw ponizej 1. r.z. amplifikacje genu MYCN stwierdzono tylko u 1 dziecka (pacjent
zmart w wyniku gwaltownej progresji choroby opornej na leczenie). W grupie 18 pacjentéw bez
amplifikacji MYCN zmarto 2 z powodu NBL i 1 z powodu powiktan. Nie przeprowadzono analiz

poréwnawczych.
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Rysunek 12. Krzywe przezycia catkowitego (zgony z powodu NBL) dla wszystkich dzieci z NBL
w zaleznosci od obecnosci amplifikacji genu MYCN
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Rysunek 13. Krzywe przezycia catkowitego (zgony z powodu NBL) dla dzieci z NBL powyzej
1. r.z. w zaleznosci od obecnosci amplifikacji genu MYCN
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. Niepowodzenia leczenia i przezycia wolne od choroby

Wsrod 58 analizowanych pacjentdw, u ktorych znane byly wyniki oznaczenia amplifikacji genu MYCN,

niepowodzenia leczenia (wstepng progresje lub wznowe) obserwowano u 31 pacjentow.

Przy zastosowaniu testu chi® z poprawkg Fishera nie wykazano statystycznie istotnej roznicy
w wystepowaniu wznow lub progresji u pacjentdéw z obecng i nieobecng amplifikacjg onkogenu MYCN
(p=0,2).

W grupie 46 pacjentow bez amplifikacji genu MYCN obserwowano 23 niepowodzenia leczenia (w tym
14 wzndw). Czas do wystapienia niepowodzenia leczenia wynosit 2,2-97,5 /mediana 20,8/ miesigca.
Wznowa, ani progresja NBL nie wystgpita u 24 dzieci (czas obserwacji 21,4-177 (mediana 73,9)
miesiecy). Czas obserwacji dla catej grupy dzieci bez amplifikacji MYCN wynosit 2,2-177 (mediana
38,7) miesiecy. Krzywa DFS (Rysunek 14) osiagneta wstepne plateau po 38 miesigcach od
rozpoznania NBL, jednakze w wyniku wystgpienia 3 péznych wznéw ulegta obnizeniu i krzywa

uzyskata kolejne plateau po 98 miesigcach od rozpoznania.

W grupie 12 pacjentéw z obecng amplifikacjg onkogenu MYCN byto 8 niepowodzen leczenia (w tym
4 wznowy). Czas do wystgpienia niepowodzenia leczenia wynosit 0,5-21 (mediana 6,6) miesiecy. Bez
wznowy lub progresji zyje 3 dzieci, wszystkie z chorobg zlokalizowang w 3. stopniu zaawansowania
(79,7-107 miesiecy, mediana 85 miesiecy). Jedno dziecko zmarto z powiklan 5 miesiecy od
rozpoczecia leczenia. Czas obserwacji dla catej grupy dzieci z amplifikacjig MYCN wynosit 0,5-109
(mediana 8,8) miesiecy. Krzywa DFS (Rysunek 14) osiggneta plateau po 21 miesigcach od

rozpoznania NBL.

Prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego DFS dla pacjentow bez amplifikacji genu MYCN
wynosito odpowiednio: 0,64 i 0,56, a dla pacjentéw z amplifikacja genu MYCN: 0,28 (Rysunek 14).

Rdéznice miedzy grupami (test log-rank) byly znamienne statystycznie (p=0,047).

Dla pacjentow powyzej 1 r.z. z amplifikacja genu MYCN (n=11, w tym 7 niepowodzen leczenia)
krzywa DFS osiagneta plateau po 21 miesigcach, a prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego
DFS wynosito 0,3, natomiast dla dzieci bez amplifikacji genu MYCN (n=28, w tym 18 niepowodzen
leczenia) krzywa DFS nie osiggnetg plateau az do 98 miesigca, a prawdopodobienstow 3-letniego
i 5-letniego DFS wyniosto odpowiednio: 0,5 i 0,37. Rdznice miedzy grupami nie byly znamienne
statystycznie (p=0,4) (Rysunek 15). Przy uzyciu testu chi? z poprawkg Fishera nie wykazano
statystycznie znamiennych réznic w wystepowaniu wznéw i progresji choroby u pacjentéw powyzej

1. r.z. z obecng amplifikacjg genu MYCN w poréwnaniu z pacjentami bez tej amplifikacji (p=0,25).

Wsrod 19 pacjentédw ponizej 1. r.z. amplifikacje genu MYCN stwierdzono tylko u 1 dziecka (zgon

w wyniku gwattownej progresji choroby opornej na leczenie).
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Rysunek 14. Krzywe przezycia wolnego od choroby dla wszystkich dzieci z NBL w zaleznosci
od obecnosci amplifikacji MYCN
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Rysunek 15. Krzywe przezycia wolnego od choroby dla dzieci z NBL powyzej 1. r.z.
w zaleznosci od obecnosci amplifikacji MYCN
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4. Delecja 1p36

Przedstawiono wyniki badan dotyczace wystepowania zgondw i niepowodzen terapii (wstepna
progresja lub wznowa) i analize odpowiednich krzywych przezycia u pacjentéw z obecng i nieobecng

delecjg krotkiego ramienia chromosomu 1.

Ocenie poddano 31 pacjentdw (17 bez delecji 1p36 i 14 z delecja 1p36), u ktérych badania
cytogenetyczne byty wstepnie wykonane w CCRI. Nie wilgczono do analizy pozostatych chorych,
u ktérych wykonano retrospektywng wtasng ocene delecji 1p ze wzgledu na trudnosci z jednoznaczng

interpretacjg wynikow badania FISH (Rozdziat 3.1).

U 8 dzieci obecna byta izolowana (bez amplifikacji MYCN) delecja 1p36, a u 6 pacjentéw oprocz
delecji stwierdzono amplifikacie genu MYCN. Zadnego z tych dwoch zaburzen genetycznych nie
stwierdzono u 15 chorych, a 2 pacjentow miato wytacznie amplifikacje genu MYCN (w tym

1 z towarzyszacym nadmiarem dlugiego ramienia chromosomu 17).
o Zgony i przezycia catkowite

Wsréd 31 analizowanych pacjentéw, u ktérych byta wykonana wstepnie ocena w kierunku delec;ji

1p36, zgony stwierdzono u 13, w tym 9 z powodu NBL.

Przy uzyciu testu chi’ z poprawka Fishera wykazano trend w kierunku wyzszego ryzyka zgonu z NBL

u pacjentéw z obecng delecjg 1p (p=0,07).

W grupie 17 pacjentéw bez delecji 1p36 byto 5 zgondéw, w tym 3 z powodu NBL (17,6%). Czas
przezycia dzieci zmartych z powodu NBL wynosit 12,4-24,2 (mediana 16,8) miesiecy, a dla wszystkich
zmartych 10,3-27,9 (mediana 16,8) miesiecy. Zyje 12 dzieci (czas obserwacji 28,4-117 /mediana 64,4/
miesiecy). Czas obserwaciji dla catej grupy dzieci bez delecji 1p36 wynosit 10,3—117 (mediana 64,4)
miesiecy. Krzywa OS (Rysunek 16) osiggneta plateau po 24 miesigcach od rozpoznania NBL.

W grupie 14 pacjentéw z obecng delecjg 1p36 byto 8 zgondéw, w tym 6 z powodu NBL (42,9%). Czas
przezycia dzieci zmartych z powodu NBL wynosit 8,4-50,0 (mediana 13) miesiecy, zmartych
z dowolnej przyczyny 5,0-50,0 (mediana 10,6) miesiecy. Zyje 6 dzieci (czas obserwacji 39,5-100
miesiecy, mediana 67,7 miesigca). Czas obserwacji dla catej grupy dzieci z delecjg 1p36 wynosit
5,0-50,0 (mediana 39,5) miesiecy. Krzywa OS (Rysunek 16) osiagneta wstepne plateau po 22
miesigcach od rozpoznania NBL, nastepnie ulegta obnizeniu po wystapieniu 1 zgonu w 50. miesigcu

od rozpoczecia leczenia.

Przy uwzglednieniu wytacznie zgonéw z powodu NBL prawdopodobienstwo ponad 3-letniego
i 5-letniego przezycia dla pacjentéw bez delecji 1p36 wynosito 0,8, a dla pacjentéw z delecjg 1p36
odpowiednio: 0,53 i 0,43 (Rysunek 16). Roznice miedzy grupami w tescie log-rank byly na granicy
istotnosci statystycznej (p=0,055).

W przypadku pacjentéw powyzej 1. r.z. z obecng delecjg 1p36 (n=10, w tym 6 zgonéw z NBL),
prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego OS wynosito odpowiednio: 0,5 i 0,35, a krzywa OS

osiggneta plateau po 50 miesigcach. Natomiast dla dzieci bez delecji 1p36 (n=10, w tym 3 zgony
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z NBL) prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego OS wynosito 0,7, a krzywa osiggneta
plateau po 25 miesigcach (Rysunek 87). Réznice miedzy grupami nie byty znamienne statystycznie
(p=0,17). Przy uzyciu testu chi® z poprawkg Fishera nie wykazano statystycznie znamiennego
wiekszego ryzyka wystgpienia zgonu z NBL u pacjentéw powyzej 1. r.z. z obecng delecjg 1p (p=0,18).

W analizie nie uwzgledniono zgonéw z powodu powiktan (n=3).

U dzieci ponizej 1. r.z. ze wzgledu na niskg liczebno$é ocenianych podgrup nie przeprowadzono
analiz poréwnawczych. Badania w kierunku obecno$ci delecji 1p wykonano u 8 chorych, w tym
u 3 wynik byt pozytywny. Jedno z dzieci z obecng delecjg 1p zmarto z powodu progresji choroby,
pozostate zyja w pierwszej remisji. W grupie pacjentow bez delecji 1p36 nie byto zgondw.

Rysunek 16. Krzywe przezycia catkowitego dla 31 dzieci z (zgony z powodu NBL) w zaleznosci
od obecnosci delecji 1p36

Praw dopodobienstw o przezy¢ catkow itych (OS) w zaleznos$ci od obecnosci deleciji 1p - zgony z pow odu
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. Niepowodzenia leczenia i przezycia wolne od choroby

Wsréd 31 analizowanych pacjentéw, u ktérych byta wykonana wstepnie ocena w kierunku delec;ji
1p36, wystgpienie niepowodzenia leczenia (wznowe lub pierwotng progresje choroby) obserwowano

u 15 pacjentéw.

Przy zastosowaniu testu chi® z poprawkg Fishera nie wykazano statystycznie istotnej réznicy

w wystepowaniu niepowodzen leczenia u pacjentéw z i bez obecnosci delecji 1p (p=0,3).

W grupie 17 pacjentow bez delecji 1p36 bylo 7 niepowodzen leczenia (w tym 5 wznoéw). Czas do
wystgpienia niepowodzenia leczenia wynosit 4,9-84,7 /mediana 15,4/ miesiecy. Wznowy ani progres;ji
nie obserwowano u 10 pacjentéw (czas obserwacji 27,9-117 (mediana 63,5) miesiecy). Czas

obserwacji dla catej grupy dzieci bez delecji 1p36 wynosit 4,9-117 (mediana 57,6) miesiecy. Krzywa
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DFS (Rysunek 17) osiagneta wstepne plateau po 39 miesigcach od rozpoznania NBL, w 85 miesigcu
odnotowano jedng p6zng wznowe.

W grupie 14 pacjentéw z obecng delecjg 1p36 byto 8 niepowodzen leczenia (w tym 4 wznowy). Czas
do wystgpienia wznowy lub progresji wynosit 5,0-22,3 (mediana 10,2) miesiaca. Bez wystgpienia
niepowodzenia leczenia zyje 5 dzieci (czas obserwacji 39,5-100 miesiecy, mediana 66,9 miesigca).
Czas obserwacji dla catej grupy dzieci z delecjg 1p36 wynosit 4,9-100,0 (mediana 57,6) miesiecy.
Krzywa DFS (Rysunek 17) osiagneta plateau po 39 miesiacach od rozpoznania NBL.

Prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego DFS dla pacjentéw bez delecji 1p36 wynosito 0,69
i 0,62, a dla pacjentéw z delecjg 1p36 odpowiednio 0,43 i 0,39 (Rysunek 17). Réznice miedzy grupami

w tescie log-rank nie byty znamienne statystycznie (p=0,29).

W przypadku pacjentéw powyzej 1. r.z., prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego DFS dla
pacjentdow z obecng delecjg 1p36 (n=11, w tym 7 niepowodzen leczenia) wynosito odpowiednio: 0,4
i 0,3, a krzywa DFS osiggneta plateau po 35 miesigcach. Natomiast dla dzieci bez delecji 1p36 (n=12,
w tym 6 niepowodzen leczenia) prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego DFS wynosito
odpowiednio: 0,64 i 0,53, a krzywa osiggneta wstepne plateau po 38 miesigcach, jednakze
odnotowano jeszcze jedng pdzng wznowe, w 85 miesigcu (Rysunek 88). Rdznice miedzy grupami nie
byly znamienne statystycznie (p=0,32). Przy zastosowaniu testu chi®* z poprawka Fishera nie
stwierdzono statystycznie znamiennych réznic w czestosci wystepowania niepowodzen leczenia
pomiedzy pacjentami powyzej 1. r.z. z obecng i nieobecng delecjg 1p36 (p=0,26).

U dzieci ponizej 1. r.z. ze wzgledu na niskg liczebno$é ocenianych podgrup nie przeprowadzono
analiz poréwnawczych. Badania w kierunku obecno$ci delecji 1p wykonano u 8 chorych, w tym
u 3 wynik byt pozytywny. Jedno z dzieci z obecng delecjg 1p zmarto z powodu progresji choroby,
pozostate zyjg w pierwszej remisji. W grupie pacjentéw bez delecji 1p36 dwoje dzieci zyje po wznowie

w 2 remisji, u pozostatych nie obserwowano niepowodzen leczenia.
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Rysunek 17. Krzywe przezycia wolnego od choroby dla 31 dzieci z NBL w zaleznosci od
obecnosci delecji 1p36

Praw dopodobienstw o przezy¢ bez progresiji lub w znow y (DFS) w zalezno$ci od obecnosci delecji 1p
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5. Nadmiar materiatu genetycznego 17q

Przedstawiono wyniki badan dotyczacych wystepowania zgondw i niepowodzen terapii (wstepna
progresja lub wznowa) i analize krzywych przezycia u pacjentéw z obecnym i nieobecnym nadmiarem

dtugiego ramienia chromosomu 17.

Ocenie poddano 22 pacjentéw (7 bez nadmiaru materialu genetycznego 17q i 15 z obecnym
nadmiarem materiatu genetycznego 17q), u ktérych badania cytogenetyczne byly wstepnie wykonane
w CCRI. Nie wigczono do analizy pozostatych 38 chorych, u ktérych wykonano wtasng retrospektywna
ocene w kierunku nadmiaru materiatlu genetycznego 17q ze wzgledu na trudnosci z jednoznaczng

interpretacjg wynikow badania FISH (Rozdziat 3.1).

U 10 dzieci obecny byt izolowany (bez amplifikacji MYCN) nadmiar 17q, a u 5 pacjentéw oprocz
delecji stwierdzono amplifikacie genu MYCN. Zadnego z tych dwoch zaburzen genetycznych nie
stwierdzono u 5 chorych, a 2 pacjentéw mialo wylgcznie amplifikacje genu MYCN (w tym

1 z towarzyszaca delecjg krétkiego ramienia chromosomu 1).
o Zgony i przezycia catkowite

Wsrod 22 analizowanych pacjentéw, u ktérych wstepnie wykonano badania w kierunku nadmiaru

materiatu genetycznego 17q byto 11 zgonéw, w tym 8 z powodu NBL.

Przy uzyciu testu chi® z poprawka Fishera nie wykazano statystycznie istotnej réznicy w wystepowaniu
zgonow spowodowanych bezposrednio NBL u pacjentow z i bez obecnosci nadmiaru materiatu

genetycznego 17q (p=0,15).

W grupie 7 pacjentdw bez nadmiaru materiatu genetycznego 17q byly 2 zgony, w tym 1 z powodu
NBL (28,6%). Czas do wystgpienia zgonu z dowolnej przyczyny wynosit 5 i 24 miesigce, zgonu
zpowodu NBL 24 miesigce. Zyje 5 dzieci (czas obserwacji 28,4-71,7 miesiecy, mediana 61,7
miesigca). Czas obserwacji dla catej grupy dzieci bez nadmiaru materiatu genetycznego 17q wynosit
5,0-71,7 (mediana 42) miesiecy. Krzywa OS (Rysunek 18) osiagneta plateau po 24 miesigcach od

rozpoznania NBL.

W grupie 15 pacjentdow z obecnym nadmiarem materiatu genetycznego 17q byto 9 zgondéw, w tym
7 z powodu NBL (46,7%). Czas do wystgpienia wszystkich zgonéw wynosit 9,1-50,2 (mediana 13)
miesiecy, a zgonu z powodu NBL 9,1-50,2 /mediana 13/ miesiecy. Zyje 6 dzieci (czas obserwagii
31,4-88,4 (mediana 68,3) miesiecy). Czas obserwacji dla catej grupy dzieci z obecnym nadmiarem
materiatu genetycznego 17q wynosit 9,1-88,4 /mediana 27,9/ miesiecy. Krzywa OS (Rysunek 18)

osiggneta plateau po 50 miesigcach od rozpoznania NBL.

W przypadku analizy zgonéw spowodowanych bezposrednio NBL, prawdopodobienstwo ponad
3-letniego i 5-letniego przezycia catkowitego dla pacjentéw bez nadmiaru materiatu genetycznego 17q
wynosito 0,83, a dla pacjentdow z obecnym nadmiarem materiatu genetycznego 17q odpowiednio 0,53
i 0,43 (Rysunek 18). Réznice miedzy grupami w tescie log-rank nie byty znamienne statystycznie
(p=0,1).
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Sposrod 15 pacjentow powyzej 1. r.z., u ktérych wykonano badania w kierunku obecnosci nadmiaru
17q, w 3 przypadkach wynik byt negatywny, w tym 1 dziecko zmarto NBL. Z 12 pacjentéw z obecnym
nadmiarem 17q z pozwodu NBL zmarto 6. Ze wzgledu na niskg liczebnos$¢ podgrupy (n=3) bez
nadmiaru 17q nie przeprowadzono analiz poréwnawczych. W badaniu nie uwzgledniono dzieci, ktére
zmarty z powodu powikfan (n=3).

W przypadku pacjentéw ponizej 1. r.z. nadmiar 17q oznaczono wstepnie tylko u 4 pacjentéw, w tym
1 z pozytywnym wynikiem zmart z powodu progresji NBL. Troje dzieci bez obecnosci nadmiaru 17q

zyje.

Rysunek 18. Krzywe przezycia catkowitego (zgony z powodu NBL) dla 19 dzieci z NBL
w zaleznosci od obecnosci nadmiaru 17q
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. Niepowodzenia leczenia i przezycie wolne od choroby

Ws$8rdod 22 analizowanych pacjentéw, u ktorych wstepnie wykonano badania w kierunku nadmiaru
materiatu genetycznego 17q niepowodzenie leczenia (wznowa lub progresja pierwotna) obserwowano

u 12 pacjentéw.

Przy uzyciu testu chi’ z poprawka Fishera nie wykazano statystycznie istotnej réznicy w wystepowaniu

niepowodzen leczenia u pacjentéw z i bez obecnosci nadmiaru materiatu genetycznego 17q (p=0,11).

W grupie 7 pacjentéw bez nadmiaru materialu genetycznego 17q byly 2 niepowodzenia leczenia
(wznowy choroby 5 i 12 miesiecy od rozpoczecia leczenia NBL). Niepowodzenia leczenia nie
stwierdzono u 5 dzieci (czas obserwacji 5,0-71,7 (mediana 61,1) miesiaca), ale jedno dziecko zmarto

z powikfan 5 miesiecy po rozpoczeciu leczenia. Czas obserwacji dla catej grupy dzieci bez nadmiaru
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materiatu genetycznego 17q wynosit 4,9-71,7 (mediana 57,6) miesiecy. Krzywa DFS (Rysunek 19)

osiggneta plateau po 12 miesigcach od rozpoznania NBL.

W grupie 15 pacjentow z obecnym nadmiarem materiatu genetycznego 17q byto 10 niepowodzen
leczenia (w tym 5 wznéw). Czas do wystgpienia wznowy lub progresji wynosit 5,5-84,7 (mediana 11,3)
miesiecy. Niepowodzenie leczenia nie stwierdzono u 5 dzieci (czas obserwacji 10,3-85,1 miesiaca,
mediana 62,5 miesigca), przy czym dwoje dzieci zmarto z powiktan 10 i 28 miesiecy po rozpoczeciu
leczenia NBL. Czas obserwaciji dla catej grupy dzieci z obecnym nadmiarem materiatu genetycznego
17q wynosit 5,5-85,1 (mediana 23,3) miesiecy. Krzywa DFS (Rysunek 19) osiggneta wstepnie plateau
po 38 miesigcach od rozpoznania NBL; po 75 miesigcach wystgpito zdarzenie niepozgdane

u 1 pacjenta.

Prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego DFS dla pacjentéw bez nadmiaru materiatu
genetycznego 17q wynosito 0,69, a dla pacjentow z obecnym nadmiarem materiatu genetycznego 17q
odpowiednio 0,5 i 0,34 (Rysunek 19). Réznice miedzy grupami w tescie log-rank nie byty znamienne
statystycznie (p=0,31).

W przypadku pacjentéw powyzej 1. r.z. z obecnym nadmiarem 17q (n=14, w tym 11 niepowodzen
leczenia), prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego DFS wynosito odpowiednio: 0,55 i 0,37,
a krzywa DFS osiagneta wstepne plateau po 38 miesigcach; jednakze po 85 stwierdzono jedng p6zng
wznowe. Natomiast dla dzieci bez nadmiaru 17q (n=4, w tym 2 niepowodzenia leczenia)
prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego DFS wynosito 0,67, a krzywa osiggneta wstepne
plateau po 12 miesigcach. Réznice miedzy grupami nie byty znamienne statystycznie (p=0,44). Przy
zastosowaniu testu chi’® z poprawka Fishera nie stwierdzono statystycznie znamiennych réznic
w czestodci wystepowania niepowodzen leczenia pomiedzy pacjentami powyzej 1.r.z. z obecnym

i nieobecnym nadmiarem 17q (p=0,62).

W przypadku pacjentéow ponizej 1. r.z. badania w kierunku obecnos$ci nadmiaru 17q wykonano tylko
u 4 pacjentéw, w tym troje z wynikiem negatywnym Zzyje (2 bez niepowodzenia leczenia, 1 w drugiej
remisji). Jedno dziecko z obecnym nadmiarem 17q zmarto z powodu progresji choroby. Ze wzgledu na

niskg liczebnos$¢ ocenianych podgrup nie przeprowadzono analiz porownawczych.
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Rysunek 19. Krzywe przezycia wolnego od choroby dla 22 dzieci z NBL w zaleznosci od
obecnosci nadmiaru 17q
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6. Budowa histopatologiczna

Przedstawiono wyniki badan dotyczace wystepowania zgondéw i niepowodzen terapii (wstepna
progresja lub wznowa) i analize odpowiednich krzywych przezycia u pacjentéw z guzem o korzystnej

i niekorzystnej budowie histologicznej wedtug klasyfikacji INPC.

Ocenie poddano 52 pacjentéw, w tym 16 z guzem o korzystnej budowie histologicznej i 36 pacjentow
z guzem o niekorzystnej budowie histologicznej wedtug INPC. Do badan nie wtaczono 8 dzieci ze

wzgledu na brak mozliwosci dokonania jednoznacznej klasyfikacji do grupy rokowniczej wedtug INPC.
. Zgony i przezycia catkowite
Sposrod 52 analizowanych pacjentéw zmarto 22, w tym 17 z powodu NBL.

Przy zastosowaniu testu chi® z poprawkg Fishera nie wykazano statystycznie istotnej roznicy
w wystepowaniu zgonéw spowodowanych bezposrednio NBL u pacjentow w zaleznosci od budowy
histopatologicznej guza (p=0,1).

W grupie 16 pacjentow z guzem o korzystnej budowie histologicznej byty 4 zgony, w tym 3 zwigzane
NBL (18,7%). Czas do wystgpienia wszystkich zgonéw wynosit 9,1-133,7 (mediana 13,8) miesiecy,
zgonu z powodu NBL 9,10-17,03 (mediana 10,57) miesigca. Zyje 12 dzieci (czas obserwacji
28,4-177,3 (mediana 120,5) miesigca). Czas obserwacji dla catej grupy dzieci z guzem o korzystnej
budowie histologicznej wynosit 9,1-177,3 (mediana 104,2) miesiecy. Krzywa OS dla zgonéw z NBL
(Rysunek 20) osiagneta plateau po 17 miesigcach od rozpoznania NBL.

W grupie 36 pacjentéw z guzem o niekorzystnej budowie histologicznej byto 18 zgondw, w tym 14 z
powodu NBL. Czas do wystgpienia wszystkich zgonéw wynosit 5,0-58 (mediana 20,1) miesiecy, z
powodu NBL 7,2-58 (mediana 20,1) miesiecy. Zyje 18 dzieci (czas obserwacji 39,5-149 /mediana
71,7/ miesiecy). Czas obserwacji dla catej grupy dzieci z guzem o niekorzystnej budowie
histologicznej wynosit 5,0-149 (mediana 42,8) miesiecy. Krzywa OS dla zgonéw z NBL (Rysunek 20)
osiggneta plateau po 58 miesigcach od rozpoznania NBL.

Przy uwzglednieniu wytacznie zgondéw spowodowanych bezposrednio NBL, prawdopodobiehAstwo
ponad 3-letniego i 5-letniego OS dla pacjentéw z guzem o korzystnej budowie histologicznej wynosito
0,80, a dla pacjentow z guzem o niekorzystnej budowie histologicznej odpowiednio: 0,7 i 0,52

(Rysunek 20). Roznice miedzy grupami w tescie log-rank nie bylty znamienne statystycznie (p=0,15).

Dla pacjentéw powyzej 1. r.z. z niekorzystng budowa histopatologiczng guza (n=24, w tym 13 zgondw
z NBL), prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego OS wynosito odpowiednio: 0,62 i 0,42,
a krzywa OS osiggneta plateau po 58 miesigcach. Natomiast dla dzieci z korzystng budowg
histopatologiczng (n=7, w tym 2 zgony z NBL) prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego OS
wynosito 0,71, a krzywa osiggneta plateau po 18 miesigcach (Rysunek 89). Roéznice miedzy grupami
nie byly znamienne statystycznie (p=0,28). Przy uzyciu testu chi® z poprawka Fishera nie wykazano
znamiennych statystycznie roznic w wystepowaniu zgonéw miedzy pacjentami z korzystng
i niekorzystng budowg histopatologiczng guza dla pacjentéw powyzej 1. r.z. (p=0,22). W analizie nie

uwzgledniono zgondw z powodu powiktan (n=4).
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Ws$8rdd pacjentéw ponizej 1. r.z. nie stwierdzono réznic miedzy grupami z korzystng i niekorzystng
budowg histopatologiczna guza. W obu analizowanych grupach o jednakowej liczebnosci (n=8)
stwierdzono po 1 zgonie z powodu NBL. W badaniu nie uwzgledniono zgondéw z powodu powikfan
(n=1).

Rysunek 20. Krzywe przezycia catkowitego (zgony z powodu NBL) dla wszystkich dzieci z NBL

w zaleznosci od budowy histologicznej guza (FU - budowa guza korzystna, UH - budowa guza
niekorzystna)
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Sposrod 52 analizowanych pacjentow wystgpienie niepowodzenia leczenia (wznowy i pierwotne

progresje) obserwowano u 25.

Przy zastosowaniu testu chi® z poprawkg Fishera nie wykazano statystycznie istotnej roznicy
w wystepowaniu niepowodzenia leczenia u pacjentow w zaleznosci od budowy histopatologicznej
guza (chi’*=1,04, p=0,3).

W grupie 16 pacjentéw z guzem o korzystnej budowie histologicznej byto 6 niepowodzen leczenia
(wtym 2 wznowy). Czas do wystgpienia wznowy, badz progresji wynosit 4,9-88,6 (mediana 10,7)
miesiecy. Wznowy, ani progresji nie obserwowano u 10 dzieci (czas obserwacji 64,4-160 (mediana
120,5) miesiecy), wszystkie dzieci zyjg. Czas obserwaciji dla catej grupy dzieci z guzem o korzystnej
budowie histologicznej wedtug klasyfikacji INPC wynosit 4,9-160 (mediana 81,2) miesiecy. Krzywa
DFS (Rysunek 21) osiagneta wstepne plateau po 17 miesigcach od rozpoznania NBL, ale

w 97 miesigcu od rozpoczecia leczenia wystgpita jedna pdzna wznowa.
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W grupie 36 pacjentéw z guzem o niekorzystnej budowie histologicznej byto 19 niepowodzen leczenia
(w tym 12 wzndéw). Czas do wystgpienia niepowodzenia leczenia wynosit 2,2--97,6 (mediana 19,2)
miesiaca. Bez wznowy lub progresji zyje 17 dzieci (czas obserwacji 5,1-136 /mediana 74/ miesiecy).
Czas obserwacji dla catej grupy dzieci z guzem o niekorzystnej budowie histologicznej wynosit 5,0-109
(mediana 33,8) miesiecy. Krzywa DFS (Rysunek 21) osiagneta wstepne plateau po 38 miesigcach od

rozpoznania NBL, po 85 i 97 miesigcach odnotowano jeszcze dwie pdzne wznowy.

Prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego DFS dla pacjentéw z guzem o korzystnej budowie
wynosito 0,69, a dla pacjentéw z guzem o niekorzystnej budowie histologicznej odpowiednio: 0,58
i 0,49 (Rysunek 21). Réznice miedzy grupami w tescie log-rank nie byly znamienne statystycznie
(p=0,097), ale mozna przypuszcza¢ istnienienie trendu do uzyskania lepszych wynikéw w przypadku

stwierdzenia korzystnej budowy histopatologiczne;.

Dla pacjentéw powyzej 1. r.z. zniekorzystng budowg histopatologiczng guza (n=27, w tym
16 niepowodzen leczenia), prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego DFS wynosito
odpowiednio: 0,48 i 0,35, a krzywa DFS osiggneta wstepne plateau po 35 miesigcach; jednakze po 83
i 87 miesigcach obserwowano dwie p6zne wznowy. Natomiast dla dzieci z korzystng budowg
histopatologiczng (n=8, w tym 4 niepowodzenia leczenia) prawdopodobienstwo ponad 3-letniego
i 5-letniego DFS wynosito 0,62, a krzywa osiagneta wstepne plateau po 15 miesigcach; po 84
miesigcach obserwowano jedng pdzng wznowe (Rysunek 90). Réznice miedzy grupami nie byty
znamienne statystycznie (p=0,22). Przy uzyciu testu chi® z poprawka Fishera nie wykazano
znamiennych statystycznie réznic w wystepowaniu wznéw lub progresji choroby miedzy pacjentami

powyzej 1. r.z. z korzystng i niekorzystng budowa histopatologiczng guza (p=0,25).

Wsréd pacjentdw ponizej 1. r.z. z niekorzystng budowg histopatologiczng guza prawdopodobienstwo
ponad 3-letniego i 5-lethiego DFS dla pacjentéw wynosito 0,75 (n=9, w tym 2 niepowodzenia
leczenia), a krzywa DFS osiagneta plateau po 10 miesigcach. Natomiast dla dzieci z korzystng
budowg histopatologiczng (n=8, w tym 2 niepowodzenia leczenia) prawdopodobienstwo ponad
3-letniego i 5-letniego przezycia wynosito 0,87, a krzywa osiggneta plateau po 2 miesigcach (Rysunek
91). Roéznice miedzy grupami nie byty znamienne statystycznie (p=0,51). Przy uzyciu testu chi®
z poprawka Fishera nie wykazano istnienia znamiennych statystycznie réznic w czestosci wznéw

i progresji u pacjentéw z korzystnag i niekorzystng budowa histopatologiczng (p=0,45).
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Rysunek 21. Krzywe przezycia wolnego od choroby w zaleznosci budowy histologicznej guza
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7. Rodzaj stosowanego leczenia
Przedstawiono wyniki badan dotyczace wystepowania zgonéw, niekorzystnych zdarzen i niepowodzen
leczenia (wstepna progresja i wznowy) oraz analize odpowiednich czasdéw przezycia w zaleznosci od

zastosowanej metody leczenia, odrebnie dla pacjentéw ponizej i powyzej 1. r.z.
e Dzieci ponizej 1.r.z.

Badaniu poddano tacznie 19 niemowlat. Sposréd trzech pacjentéw w 2. stopniu zaawansowania,
w jednym przypadku, w ktéorym wstepnie przeprowadzono tylko radykalny zabieg usunigcia guza,
a pozniej, po 5 miesigcach, z powodu wznowy choroby, zastosowano chemioterapie wedtug programu
europejskiego dla nieoperacyjnych guzéw zlokalizowanych bez amplifikacji genu MYCN, utrzymuje sie
wieloletnia 1l RC. U dwojga innych dzieci, ktére zaraz po rozpoznaniu NBL, otrzymaty chemioterapie

z zastosowaniem etopozydu, karboplatyny, winkrystyny i cyklofosfamidu, utrzymuje sie | RC.

Sposrod 7 niemowlat w 3. stopniu zaawansowania, czworo leczono wedtug protokotu europejskiego
dla nieoperacyjnych guzoéw zlokalizowanych bez amplifikacji genu MYCN. Troje dzieci zyje, a jedno
zmarto z powodu progresji choroby. U innego pacjenta stosowano chemioterapie z uzyciem
winkrystyny i cyklofosfamidu, a u kolejnego etopozyd i karboplatyne, a nastepnie CADO (4). Dzieci te
zyja w | RC. W jednym przypadku w 3. stopniu zaawansowania wykonano wytgcznie zabieg
chirurgiczny, pacjent zyje w | RC. Sposréd 7 niemowlat w 3. stopniu zaawansowania, leczonych
réznymi sposobami, 6 zyje w | RC. W jednym przypadku wystapit zgon spowodowany progresjg NBL.

Sposrod 6 pacjentdw w 4s stopniu zaawansowania, 5 zyje w | RC, a jeden zgon byt spowodowany
progresja drugiego nowotworu. U wszystkich 6 dzieci przeprowadzono chemioterapie

z zastosowaniem co najmniej 4 réznych schematow, co przedstawiono ponizej:

e U 3 niemowlat stosowano etopzyd i karboplatyne, w tym u jednego, ze wzgledu na niedostateczng
odpowiedz na leczenie, wprowadzono pdzniej chemioterapie wedtug protokotu TOKIO). Wszystkie

dzieci zyjgw | RC
e W jednym przypadku po terapii z uzyciem cyklofosfamidu i winkrystyny utrzymuje sie | RC

e Jedno dziecko otrzymato chemioterapie skiadajacg sie z cyklofosfamidu, winkrystyny

i doksorubicyny; pacjent zmart z powodu progresji drugiego nowotworu, ostrej biataczki szpikowej.

e U jednego pacjenta, u ktérego zastosowano etopozyd i karboplatyne oraz cyklofosfamid
i doksorubicyne, utrzymuje sie | RC

Sposrod trojga dzieci w 4. stopniu zaawansowania, dwoje (w tym 1 z amplifikacjg MYCN) leczonych
wedtug protokotu TOKIO, zmarto w wyniku progresji choroby. Trzeci pacjent, leczony wedtug protokotu

europejskiego, zyje w | RC.

Podsumowujac, sposréd 19 niemowlat zyje 15, w tym 14 w | RC. Zmarto czworo dzieci, dwoje
z powodu progresji NBL, a jedno z powodu drugiego nowotworu. Szczegoétowe wyniki leczenia
uzyskane w grupie niemowlat przedstawiono w Rozdziale 4.2 (pkt 1.). Z powodu malej liczebnosci
podgrup niemowlat, réznigcych sie sposobami leczenia w poszczegdélnych stopniach zaawansowania,

nie przeprowadzono analiz porownawczych.
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e Dzieci powyzej 1.r.z.

Troje dzieci w 2. stopniu zaawansowania otrzymato chemioterapie dla nieoperacyjnych guzéw
lokalnych bez amplfikacji genu MYCN (cyklofosfamid, etopozyd i cisplatyna), w tym u dwojga
zastosowano dodatkowo chemioterapie CADO (karboplatyna, adriamycyna, winkrystyna) z powodu
niezadowalajgcej odpowiedzi na wstepne leczenie. Dwoje chorych zyje w | RC, w trzecim przypadku
wystgpita pdzna wznowa choroby i dziecko zmarto w drugiej czeSciowej remisji z powodu powiktan

okotooperacyjnych.

Sposrod 10 chorych w 3. stopniu zaawansowania, 8 (w tym 3 z amplifikacjg MYCN) byto leczonych
wedtug protokotu TOKIO. Troje dzieci zmarto z powodu NBL (w tym 1 z amplifikacja MYCN), a jedno
z powodu powiktan. Troje pacjentow zyje w | RC (w tym 2 z amplifikacjg MYCN), a jedno w Il RC. Inne
dziecko w 3. stopniu zaawansowania z obecng amplifikacjig MYCN, leczone wedtug protokotu
europejskiego dla grupy wysokiego ryzyka (HR-NBL-1/SIOPEN) zyje w | RC. W jednym przypadku
stosowano chemioterapie z udziatem etopozydu i karboplatyny, chory zyje w | RC. Podsumowujac,
sposrod 10 dzieci powyzej 1 r.z. w 3. stopniu zaawansowania choroby, zyje 6, w tym 5 w | RC. Zmarto

czworo dzieci, troje z powodu progresji NBL, a jedno z powiktan.

Szczegotowe wyniki leczenia dzieci powyzej 1 r.z. w 2. i 3. stopniu zaawansowania przedstawiono
w Rozdziale 4.2 (pkt 1.). Z powodu matej liczebnosci podgrup réznigcych sie sposobami leczenia tych

pacjentow, nie przeprowadzono analiz poréwnawczych.

Dzieci powyzej 1 r.z. w 4. stopniu zaawansowania w analizowanym okresie czasu byly leczone
dwoma réznymi programami. W 2002 r. zmieniono protokét leczenia pacjentéow z NBL grupy
wysokiego ryzyka z protokotu japonskiego (,TOKIO”) na protokét europejski (HR-NBL-1/SIOPEN),
réznigcy sie rodzajem chemioterapii indukcyjnej, a takze zaktadajacy u wszystkich pacjentow
przeprowadzenie radioterapii, megachemioterapii i autologicznego przeszczepienia komodrek
macierzystych oraz leczenia minimalnej choroby resztkowej kwasem 13-cis-retinowym (Rozdziat 3.2).
Dlatego poréwnano wyniki terapii uzyskane przez dzieci powyzej 1. r.z. w 4. stopniu zaawansowania,

leczone dwoma odmiennymi protokotami.

W grupie 16 chorych w 4. stopniu zaawansowania powyzej 1. r.z. leczonych wedlug programu
,TOKIO” i 12 wedtug protokotu HR-NBL-1/SIOPEN, zmarto odpowiednio: 15 i 7 (w tym z powodu
powiktan odpowiednio: 1 i 2 chorych). Przy zastosowaniu testu chi’ z poprawka Fishera nie wykazano
statystycznie znamiennych réznic w czestosci wystepowania zgonéw z powodu NBL pomiedzy grupg
pacjentdow leczonych programem japonskim i europejskim (p=0,13). Prawdopodobienstwo ponad
3-letniego i 5-letniego OS dla pacjentéw leczonych wedtug protokotu TOKIO wynosito odpowiednio:
0,47 i 0,27, a wedtug protokotu HR-NBL-1/SIOPEN: 0,5. Krzywa OS dla terapii HR-NBL-1/SIOPEN
osiggneta plataeu po 38 miesigcach, a dla protokolu TOKIO wstepnie po 37 miesigcach, ale po
85 miesigcach odnotowano jedno pdzne zdarzenie niekorzystne (Rysunek 22) Prawdopodobienstwo
ponad 5-letnich OS dla dzieci leczonych wedtug programu europejskiego bylo wyzsze niz dla
leczonych programem japonskim, ale réznica miedzy grupami nie bytla znamienna statystycznie
(p=0,67).
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W grupie 16 chorych leczonych wedtug programu , TOKIO” i 12 wedtug protokotu HR-NBL-1/SIOPEN
niekorzystne wydarzenia stwierdzono odpowiednio u: 15 i 10 (w tym zgony z powodu powiktan
odpowiednio u: 1 i 2 chorych). Przy zastosowaniu testu chi® z poprawkg Fishera nie wykazano
statystycznie znamiennych réznic w czestosci wystepowania niekorzystnych zdarzeh pomiedzy grupg
pacjentéw leczonych programem japoriskim i europejskim (p=0,39). Prawdopodobienstwo ponad
3-letniego i 5-letniego EFS dla pacjentéw leczonych wedtug protokotu TOKIO wynosito odpowiednio:
0,17 i 0,11, wedilug protokotu HR-NBL-1/SIOPEN odpowiednio: 0,25 i 0,17. Krzywa OS dla terapii
HR-NBL-1/SIOPEN osiggnefa plataeu po 22 miesigcach, dla protokotu TOKIO po 62 miesigcach

(Rysunek 23). Rdznica miedzy grupami nie byta znamienna statystycznie (p=0,94).

W grupie 16 chorych leczonych wedtug programu , TOKIO” i 12 wedtug protokotu HR-NBL-1/SIOPEN
niepowodzenia leczenia (wczene progresje i wznowy choroby) stwierdzono odpowiednio w: 14 i 8
przypadkach (w tym wznowy odpowiednio u: 11 i 5 chorych). Przy zastosowaniu testu chi’ z poprawka
Fishera nie wykazano statystycznie znamiennych réznic pomiedzy grupa pacjentéw leczonych
programem japonskim ieuropejskim w czestosci wystepowania niepowodzen leczenia (p=0,19).
Prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego DFS dla pacjentéw leczonych wedtug protokotu
TOKIO wynosito odpowiednio: 0,34 i 0,21, wedilug protokotu HR-NBL-1/SIOPEN odpowiednio: 0,42
i 0,31. Krzywa DFS dla terapii HR-NBL-1/SIOPEN osiggneta plataeu po 38 miesigcach, dla protokotu
TOKIO wstepnie po 42 miesigcach, ale po 82 i 88 miesigcach odnotowano jeszcze 2 pézne wznowy
(Rysunek 24). Prawdopodobienstwo ponad 5-letnich DFS dla dzieci leczonych wedtug programu
europejskiego byto wyzsze niz dla leczonych programem japonskim, ale réznica miedzy grupami nie

byta znamienna statystycznie (p=0,88).
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Rysunek 22. Krzywe przezycia catkowitego dla pacjentéw z NBL w 4. stopniu zaawansowania
powyzej 1 r.z. w zaleznosci od sposobu leczenia.
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Rysunek 23. Krzywe przezycia wolnego od niekorzystnych zdarzen dla pacjentow z NBL
w 4. stopniu zaawansowania powyzej 1. r.z. w zaleznosci od sposobu leczenia.

Praw dopodobienstw o przezycia w olnego od niekorzystnych zdarzen dla pacjentéw > 1.r.z. w 4. stopniu
zaaw ansow ania w zaleznos$ci od sposobu leczenia
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Rysunek 24. Krzywe przezycia wolnego od niepowodzenia leczenia dla pacjentéw z NBL
w 4. stopniu zaawansowania powyzej 1. r.z. w zaleznosci od sposobu leczenia

Prawdopodobienstwo przezycia wolnego od niepowodzenia leczenia dia pacjentéw > 1 r.z. w4 stopniu zaawansowania w
zaleznosci od sposobu leczenia
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Uzyskane wyniki leczenia dla catej analizowanej w tej pracy grupy pacjentow z NBL przedstawiono
zbiorczo w tabeli (Tabela 11). Ze wzgledu na to, ze badano tylko te dzieci, dla ktérych byt dostepny
materiat do badar immunohistochemicznych, co stanowito 60% wszystkich dzieci z NBL objetych
terapia w Klinice w analizowanym okresie, przedstawione rezultaty mogg nie odzwierciedlaé

rzeczywiscie uzyskanych wynikéw leczenia.
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Tabela 11 Wyniki leczenia 60 dzieci z neuroblastoma

Oceniany parametr

Liczba pacjentéw (%)

Uzyskane | remisje catkowite 43 (71,6)
Uzyskane | remisje czesciowe 7(11,7)
Bez uzyskanej remisji 10 (16,7)
Progresja choroby przed uzyskaniem remisji 12 (20,0)
Wznowy 19 (31,7)
Uzyskane Il remisje 3(5,0)
W trakcie leczenia wznowy/progresji 4 (6,7)
_ w | remisji 24 (40)
Zyjacy
po wznowie 7 (11,7)
Wszystkie 29 (48,3)
z powodu NBL 23 (38,3)
Zgony w | remisji 1(1,7)
z powodu
powikian przec! 6(10,0)
uzyskaniem 5(8,3)
remisji
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8. Stezenie dehydrogenazy mleczanowej

Przedstawiono wyniki badan dotyczace wystepowania zgondw oraz niepowodzen terapii (wstepna
progresja lub wznowa) i analize odpowiednich krzywych przezycia u pacjentéw ze stezeniem LDH
przy diagnozie powyzej i ponizej 3-krotnej wartosci normy dla wieku.

Ocenie poddano 56 pacjentéw, w tym 30 z poziomem LDH przekraczajagcym 3-krotnie norme dla
wieku i 26 z poziomem LDH ponizej 3-krotnej wartosci normy dla wieku. Do badan nie wtaczono

4 dzieci ze wzgledu na brak wstepnej (przed rozpoczeciem leczenia) oceny stezenia LDH w surowicy.

Srednia warto$é stezenia LDH w catej grupie pacjentéw (Tabela 7) wynosita 2624,1 U/l, mediana
1534 U/l (zakres 209,1-22 500 U/I).

. Zgony i przezycia catkowite

Sposréd 56 analizowanych pacjentéw zmarto 27, w tym 22 z powodu NBL. Srednie stezenie LDH
u pacjentow zyjacych wynosito 1726 U/l, mediana 1243 U/l (zakres 207-9026 U/l). Dla pacjentow
zmartych z powodu NBL wartosci te wynosity odpowiednio: 4281 U/l i 2250 U/l (zakres 264-6961 U/).

Przy zastosowaniu testu chi® nie wykazano statystycznie istotnej réznicy w wystepowaniu zgondw
spowodowanych bezposrednio NBL u pacjentéw w zaleznosci od stezenia LDH ponizej i powyzej

3-krotnej wartosci normy dla wieku (chi2=1 .8, p=0,18).

W grupie 30 pacjentéw ze stezeniem LDH nieprzekraczajgcym 3-krotnej wartosci normy byto
12 zgondéw, w tym 10 zwigzanych NBL (17,8%). Czas do wystgpienia zgonu z dowolnej przyczyny
wynosit 16,8-58,6 (mediana 23,7) miesiaca, zgonu z powodu NBL 17,0-58,6 (mediana 28,0) miesigca.
Zyje 18 dzieci (czas obserwaciji 28,4-177,3 /mediana 120,5/ miesigca). Czas obserwaciji dla cate;
grupy dzieci ze stezeniem LDH nieprzekraczajagcym 3-krotnej granicy normy dla wieku wynosit
28,4-177,3 (mediana 100,3) miesiecy. Krzywa OS dla zgonéw z NBL (Rysunek 25) osiagneta plateau

po 59 miesigcach od rozpoznania NBL.

W grupie 26 pacjentow ze stezeniem LDH podwyzszonym wyj$ciowo powyzej 3-krotnej wartoSci
normy dla wieku byto 15 zgondéw, w tym 12 z powodu NBL. Czas do wystgpienia zgonu z dowolnej
przyczyny wynosit 2,5-27,9 (mediana 12,4) miesiecy, z powodu NBL 2,5-22,4 (mediana 12,7)
miesiecy. Zyje 11 dzieci (czas obserwacji 31,4-124,1 /mediana 71,7/ miesiecy). Czas obserwacji dla
catej grupy dzieci z podwyzszonym ponad 3-krotnie stezeniem LDH powyzej normy dla wieku wynosit
2,5-124,1 (mediana 21,8) miesiecy. Krzywa OS dla zgonoéw z NBL (Rysunek 25) osiggneta plateau po

22 miesigcach od rozpoznania NBL.

Przy uwzglednieniu wytacznie zgondéw spowodowanych bezposrednio NBL, prawdopodobienstwo
ponad 3-letniego i 5-letniego OS dla pacjentéw z poziomem LDH ponizej 3-krotnej wartosci normy dla
wieku wynosito 0,78 i 0,65, a dla pacjentéw z poziomem LDH powyzej 3-krotnej wartosci normy dla
wieku 0,48 (Rysunek 25). Roéznice miedzy grupami (test log-rank) byty na granicy istotnosci
statystycznej (p=0,05).
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Rysunek 25. Krzywe przezycia catkowitego dla calej grupy pacjentow (zgony z NBL)
w zaleznosci od wyjsciowego stezenia LDH ponizej i powyzej 3-krotnej wartosci normy dla
wieku
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. Niepowodzenia leczenia i przezycie wolne od niepowodzenia leczenia

Sposrod 56 analizowanych pacjentéw niepowodzenie leczenia obserwowano w 29 przypadkach,

w tym 18 wzndw.

Srednie stezenie LDH u pacjentéw zyjacych bez niepowodzenie leczenia wynosito 2404 U/l, mediana
1153 U/l (zakres 264-22 500 U/l). Dla pacjentéw, u ktérych wystapita wznowa lub progresja wartosci te
wynosity odpowiednio: 2747 U/l i 2250 U/l (zakres 207-9026 U/I).

Przy zastosowaniu testu chi® nie wykazano statystycznie istotnej roznicy w wystepowaniu wznowy lub
progresji choroby u pacjentéw w zaleznosci od stezenia LDH ponizej i powyzej 3-krotnej wartosci
normy dla wieku (chi’=3,6, p=0,058).

W grupie 30 pacjentéw ze stezeniem LDH nieprzekraczajgcym 3-krotnej wartosci normy byto
12 niepowodzen leczenia, w tym 9 wznow. Czas do wystapienia wznowy lub progresji choroby wynosit
4,9-97,6 (mediana 24,9) miesigca. Niepowodzenie leczenia nie wystgpito u 18 dzieci (czas obserwac;ji
21,4-177,3 /mediana 88,2/ miesigca). Czas obserwacji dla catej grupy dzieci z poziomem LDH
nieprzekraczajgcym 3-krotnej granicy normy dla wieku wynosit 4,9-177,3 (mediana 59,3) miesiecy.
Krzywa DFS (Rysunek 26) osiggneta wstepne plateau po 39 miesigcach od rozpoznania NBL, po

97 miesigcach wystgpita jedna p6ézna wznowa.

W grupie 26 pacjentow ze stezeniem LDH podwyzszonym wyj$ciowo powyzej 3-krotnej wartoSci

normy dla wieku byto 17 niepowodzen leczenia, w tym 9 wznéw. Czas do wystgpienia wznowy lub
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progresji wynosit 0,5-84,4 (mediana 10,4) miesigca. Niepowodzenie leczenia nie wystgpito u 9 dzieci
(czas obserwacji 5,1-124,1 /mediana 62,50/ miesiecy). Czas obserwacji dla catej grupy dzieci
z podwyzszonym stezeniem LDH ponad 3-krotnie powyzej normy dla wieku wynosit 0,5-124,1
(mediana 13,2) miesiecy. Krzywa DFS (Rysunek 26) osiggneta wstepne plateau po 38 miesigcach od

rozpoznania NBL, po 84 miesigcach wystgpita jedna pézna wznowa.

Prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-lethiego DFS dla pacjentéw z poziomem LDH ponizej
3-krotnej warto$ci normy dla wieku wynosito 0,69 i 0,62, a dla pacjentéw z poziomem LDH powyzej
3-krotnej wartosci normy dla wieku 0,38 i 0,33 (Rysunek 26). R6znice miedzy grupami (test log-rank)
byly istotne statystycznie (p=0,007).

Rysunek 26. Krzywe przezycia wolnego od niepowodzenia leczenia dla catej grupy dzieci
w zaleznosci od stezenia LDH ponizej i powyzej 3-krotnej wartosci normy dla wieku

Prawdopodobienstwo przezycia wolnego od niepowodzenia leczenia w
zaleznosci od poziomu LDH
o wznowa lub progresja + obserwacje uciete

1,05+
s
0,9' Oé_
&

0,8 I % q—_é

0,7} 31 0‘5‘5

0.6} &J e 4 s s sl
o 0’5 %ﬁ bmm e = = opmrmm = = ===t
a Y9y

0,3} A—
---- LDH < 3x norma

0,2
—— LDH > 3x norma
0.1r p=0,007
0,0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Czas (miesiace)

86



9. Stezenie enolazy neurospecyficznej

Przedstawiono wyniki badan dotyczace wystepowania zgondéw i niepowodzen terapii (wstepna
progresja lub wznowa) i analize odpowiednich krzywych przezycia u pacjentéw ze stezeniem NSE
przy diagnozie powyzej i ponizej 3-krotnej wartosci normy dla wieku.

Ocenie poddano 11 pacjentéw, w tym 3 z poziomem NSE nieprzekraczajgcym 3-krotnie normy dla
wieku i 8 z poziomem NSE powyzej 3-krotnej wartosci normy dla wieku. Do badan nie wtaczono

49 dzieci ze wzgledu na brak wstepnej (przed rozpoczeciem leczenia) oceny stezenia NSE w surowicy

Srednia warto$¢ stezenia NSE w catej grupie pacjentéw wynosita 253,5 ng/ml, mediana 226 ng/ml
(zakres 12,0-277 ng/ml).

. Zgony i przezycia catkowite
Sposrod 11 analizowanych pacjentéw zmarto 4, wszyscy z powodu NBL.

Srednie stezenie NSE u pacjentéw zyjacych wynosito 152 ng/ml, mediana 172 ng/ml (zakres
12-316 ng/ml). Dla pacjentéw zmartych z powodu NBL wartosci te wynosity odpowiednio 430 ng/ml
i 376 ng/ml (zakres 171-777 ng/ml).

Przy zastosowaniu testu chi® z poprawkg Fishera nie wykazano statystycznie istotnej rdznicy
w wystepowaniu zgondéw spowodowanych bezposdrednio NBL u pacjentéw w zaleznosci od stezenia

NSE ponizej i powyzej 3-krotnej wartosci normy dla wieku (p=0,21).

W grupie 3 pacjentéw ze stezeniem NSE nieprzekraczajgcym 3-krotnej wartosci normy nie byto

zgonodw. Czas obserwacji wynosit 12,0-67,2 (mediana 39,6) miesigca.

W grupie 8 pacjentéw ze stezeniem NSE podwyzszonym wyjsciowo powyzej 3-krotnej wartosci normy
dla wieku byly 4 zgony, wszystkie z powodu NBL. Czas do wystgpienia zgonu wynosit 10,6-24,2
(mediana 17,4) miesigca. W grupie pacjentéw zyjacych czas obserwacji wynosit 31,4-84,5 (mediana
40,8) miesigca. Czas obserwaciji dla catej grupy pacjentéow ze stezeniem NSE podwyzszonym powyzej

3-krotnej granicy normy dla wieku wynosit 10,6-84,5 (mediana 27,8) miesigca.

Ze wzgledu na matg liczebnos¢ ocenianych podgrup nie wykonano analiz porownawczych.

. Niepowodzenia leczenia i przezycia wolne od niepowodzenia leczenia

Sposrod 11 analizowanych pacjentéw obserwowano 8 niepowodzen leczenia, w tym 5 wznow.

Srednie stezenie NSE u pacjentéw zyjacych bez niepowodzenia leczenia wynosito 92,5 ng/ml,
mediana 67,2 ng/ml (zakres 40-172 ng/ml). Dla pacjentéw, u ktorych wystgpita wznowa lub progresja
wartosci te wynosity odpowiednio 314 ng/ml i 275 ng/ml (zakres 12-777 ng/ml).Przy zastosowaniu
testu chi” z poprawka Fishera nie wykazano statystycznie istotnej réznicy w wystepowaniu wznowy lub

progresji choroby u pacjentéw w zaleznosci od stezenia NSE przy diagnozie (p=0,15).

Wsréd 3 pacjentéw ze stezeniem NSE nieprzekraczajacym 3-krotnej wartosci normy obserwowano

1 wznowe 4,9 miesigca od rozpoczecia leczenia.
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W grupie 8 pacjentéw ze stezeniem NSE podwyzszonym wyjsciowo powyzej 3-krotnej wartosci normy
dla wieku byto 7 niepowodzenh leczenia, w tym 4 wznowy. Czas do wystgpienia niepowodzenia
leczenia wynosit 10,6-24,2 (mediana 17,4) miesigca. W grupie pacjentéw bez niepowodzenia leczenia
czas obserwacji wynosit 31,4-84,5 (mediana 40,8) miesigca. Czas obserwacji dla catej grupy
pacjentow ze stezeniem NSE podwyzszonym powyzej 3-krotnej granicy normy dla wieku wynosit
10,6-84,5 (mediana 27,8) miesigca.

Prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego DFS dla pacjentéw z poziomem NSE ponizej
3-krotnej warto$ci normy dla wieku wynosito 0,69 i 0,62, a dla pacjentow z poziomem NSE powyze;j
3-krotnej wartosci normy dla wieku 0,25 i 0,12 (Rysunek 27). Réznice miedzy grupami (test log-rank)
nie byly istotne statystycznie (p=0,23).

Rysunek 27. Krzywe przezycia wolnego od niepowodzenia leczenia w zaleznosci od stezenia
NSE ponizej i powyzej 3-krotnej wartosci normy dla wieku
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10.Stezenie ferrytyny

Przedstawiono wyniki badan dotyczace wystepowania zgondéw i niepowodzen terapii (wstepna
progresja lub wznowa) i analize odpowiednich krzywych przezycia u pacjentéw ze stezeniem ferrytyny

przy diagnozie powyzej i ponizej 3-krotnej wartosci normy dla wieku.

Ocenie poddano 42 pacjentéw, w tym 12 z poziomem ferrytyny nieprzekraczajacym 3-krotnie norme
dla wieku i 30 z poziomem NSE powyzej 3-krotnej wartosci normy dla wieku. Do badan nie wigczono
8 dzieci ze wzgledu na brak wstepnej (przed rozpoczeciem leczenia) oceny stezenia ferrytyny

W surowicy.

Srednia warto$¢ stezenia ferrytyny w catej grupie pacjentéw wynosita 510,4 ug/l, mediana 204,9 ug/l
(zakres 13,1-1558,0 ug/l).

. Zgony i przezycia catkowite
Sposrod 42 analizowanych pacjentéw zmarto 24, w tym 19 z powodu NBL.

Srednie stezenie ferrytyny u pacjentéw zyjacych wynosito 300 pg/l, mediana 192 pg/l (zakres
14-1342 ug/l). Dla pacjentow zmartych z powodu NBL wartosci te wynosity odpowiednio: 795 pug/l
i 268 pg/l (zakres 32-1558 pgl/l).

Przy zastosowaniu testu chi® z poprawkg Fishera nie wykazano statystycznie istotnej réznicy
w wystepowaniu zgondéw spowodowanych bezposdrednio NBL u pacjentéw w zaleznosci od stezenia

ferrytyny ponizej i powyzej 3-krotnej wartosci normy dla wieku (p=0,32).

W grupie 12 pacjentéw ze stezeniem ferrytyny nieprzekraczajgcym 3-krotnej wartosci normy byto
6 zgonow, w tym 4 spowodowane bezposrednio NBL (9,5%). Czas do wystgpienia zgonu z dowolne;j
przyczyny wynosit 2,6-27,9 (mediana 15,7) miesigca, zgonu z powodu NBL 2,5-14,2 /mediana 12,4/
miesigca. Zyje 6 dzieci (czas obserwacji 57,6-149,8 (mediana 101,0) miesigca). Czas obserwacji dla
catej grupy dzieci z poziomem ferrytyny nieprzekraczajgcym 3-krotnej granicy normy dla wieku wynosit
2,6-149,8 (mediana 42,7) miesiecy. Krzywa OS dla zgonoéw z NBL (Rysunek 28) osiggneta plateau po

14 miesigcach od rozpoznania NBL.

W grupie 30 pacjentow ze stezeniem ferrytyny podwyzszonym wyjsciowo powyzej 3-krotnej wartosci
normy dla wieku byto 18 zgondéw, w tym 15 z powodu NBL. Czas do wystgpienia zgonu z dowolnej
przyczyny wynosit 5,1-58,6 (mediana 20,8) miesigca, zgonu z powodu NBL 7,2-58,6 (mediana 21,3)
miesigca. Zyje 12 dzieci (czas obserwacji 57,6-149,8 /mediana 101,0/ miesigca). Czas obserwacji dla
catej grupy dzieci z poziomem ferrytyny przekraczajagcym 3-krotnie granice normy dla wieku wynosit
5,1-177,3 (mediana 21,3) miesiecy. Krzywa OS dla zgondéw z NBL (Rysunek 28) osiggneta plateau po

59 miesigcach od rozpoznania NBL.

Prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego OS dla pacjentéw z poziomem ferrytyny ponizej
3-krotnej wartosci normy dla wieku wynosito 0,6, a dla pacjentéw z poziomem ferrytyny powyzej
3-krotnej wartosci normy dla wieku 0,55 i 0,38 (Rysunek 28). Réznice miedzy grupami (test log-rank)

nie byly istotne statystycznie (p=0,53).
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Rysunek 28. Krzywe przezycia catkowitego dla wszystkich dzieci z NBL w zaleznosci od
stezenia ferrytyny ponizej i powyzej 3-krotnej wartosci normy dla wieku
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. Niepowodzenia leczenia i przezycia wolne od niepowodzenia leczenia

Sposrod 42 analizowanych pacjentéw niepowodzenia leczenia obserwowano u 25, w tym 15 wznéw.

Srednie stezenie ferrytyny u pacjentéw zyjacych bez niepowodzenia leczenia wynosito 279 ugl/l,
mediana 176 ug/l (zakres 14-1342 pg/l). Dla pacjentéw, u ktérych wystgpita wznowa lub progresja
choroby wartosci te wynosity odpowiednio 442 ug/l i 318 pg/l (zakres 18-1558 pg/l).

Przy zastosowaniu testu chi® nie wykazano statystycznie istotnej roznicy w wystepowaniu wznowy lub
progresji choroby u pacjentéw w zaleznosci od stezenia ferrytyny ponizej i powyzej 3-krotnej wartosci
normy dla wieku (chi’=2,2, p=0,14).

W grupie 12 pacjentéw ze stezeniem ferrytyny nieprzekraczajgcym 3-krotnej wartosci normy byto
5 niepowodzen leczenia, w tym 3 wznowy. Czas do wystgpienia wznowy lub progresji choroby wynosit
0,5-97,6 (mediana 12,2) miesigca. Niepowodzenia leczenie nie obserwowano u 7 dzieci (czas
obserwacji 22,4-128,5 /mediana 69,5/ miesigca). Czas obserwacji dla catej grupy dzieci z poziomem
ferrytyny nieprzekraczajgcym 3-krotnej granicy normy dla wieku wynosit 0,5-128,5 (mediana 57,6)
miesiecy. Krzywa DFS (Rysunek 29) osiagneta wstepne plateau po 17 miesigcach od rozpoznania

NBL, po 97 miesigcach obserwowano 1 p6Zzng wznowe.

W grupie 30 pacjentow ze stezeniem ferrytyny podwyzszonym wyjsciowo powyzej 3-krotnej wartosci
normy dla wieku byto 20 niepowodzen leczenia, w tym 12 wznéw. Czas do wystapienia wznowy lub
progresji wynosit 4,9-37,9 (mediana 12,5) miesigca. Niepowodzenie leczenia nie wystapito u 10 dzieci

(czas obserwacji 5,1-177,3 /mediana 61,9/ miesigca). Czas obserwacji dla catej grupy dzieci
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z poziomem ferrytyny przekraczajgcym 3-krotnie granice normy dla wieku wynosit 5,1-177,3 (mediana
21,4) miesiecy. Krzywa DFS (Rysunek 29) osiagneta plateau po 38 miesigcach od rozpoznania NBL.

Prawdopodobienstwo ponad 3-letniego i 5-letniego DFS dla pacjentéw z poziomem ferrytyny ponizej
3-krotnej wartosci normy dla wieku wynosito 0,67, a dla pacjentéw z poziomem ferrytyny powyzej
3-krotnej wartosci normy dla wieku 0,39 i 0,27 (Rysunek 29). Réznice miedzy grupami (test log-rank)
nie byty istotne statystycznie (p=0,33).

Rysunek 29. Krzywe przezycia wolnego od niepowodzenia leczenia dla wszystkich dzieci z NBL

w zaleznosci od wyjsciowego stezenia ferrytyny ponizej i powyzej 3-krotnej wartosci normy dla
wieku
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4.3. Analiza wptywu intensywnosci ekspresji biatka 1d2 i odsetka
komoérek NBL z obecng amplifikacja biatka 1d2 na wystepowanie
zgondow oraz niepowodzen leczenia iprzezycie -catkowite,

oraz przezycie wolne od choroby

Analize wptywu intensywnosci ekspresji biatka 1d2 wykonano zaréwno dla catej grupy, jak
i w podgrupach, ktére wyodrebniono na podstawie wybranych czynnikéw prognostycznych, tj, wieku,
stopnia zaawansowania i obecnosci amplifikacji genu MYCN. Badano réwniez wplyw odsetka
komérek NBL z obecng ekspresjg biatka 1d2 na uzyskiwane wyniki leczenia.

1. Cata grupa pacjentow

Przedstawiono wyniki badan dotyczace wystepowania zgondéw, niekorzystnych zdarzen i niepowodzen
terapii (wstepna progresja lub wznowa) i analize krzywych przezycia u pacjentéw z wysokg i niska
ekspresjg biatka 1d2, oceniang w odniesieniu do kontroli (Rozdziat 12.3). Badano réwniez wptyw

odsetka komorek NBL z obecng ekspresja biatka |d2 na uzyskiwane wyniki leczenia.

Ocenie poddano 60 pacjentow, w tym 50 z wysokg i 10 z niskg ekspresjg biatka Id2. Rozktad
odsetkdw komoérek z obecng ekspresjg biatka 1d2 dla catej grupy pacjentéw przedstawiono na rysunku
(Rysunek 4).

. Zgony i przezycia catkowite

WS$8rdd ocenianych 60 pacjentow, tacznie zmarto 29, w tym z powodu NBL 23. Zgony z NBL wystapity
u 20 sposréd 50 i u 3 sposrod 10 chorych odpowiednio w grupie z wysoka i niskg ekspresjq biatka 1d2.

Przy zastosowaniu testu chi® z poprawka Fishera nie wykazano statystystycznie znamiennej roznicy
pomiedzy grupg pacjentéw z wysoka i niskg ekspresjg biatka 1d2 w czestosci wystepowania zgonéw
spowodowanych NBL (p=0,3). Ponad 3-letnie i 5-letnie OS dla pacjentéw z wysoka i niskg ekspresja
biatka 1d2 wynosito odpowiednio 0,66 i 0,55 oraz 0,7 (Rysunek 75). Réznica pomiedzy grupami nie

byta znamienna statystycznie (p=0,3).

W analizie z zastosowaniem regresji logistycznej (Rysunek 59) nie wykazano wptywu odsetka
komérek NBL z obecng ekspresjg biatka 1d2 na czesto$¢ wystepowania zgonéw z powodu NBL
(p=0,29).

. Niepowodzenia leczenia i przezycia wolne od choroby

Wsrdd ocenianych 60 pacjentéw, niepowodzenia leczenia (wznowy lub pierwotne progresje) wystapity
tacznie u 32. Wérdd 50 dzieci z wysokim i 10 z niskim poziomem ekspresji biatka [d2 w komérkach
NBL niepowodzenia leczenia wystapity odpowiednio u: 27 i 4 chorych.

92



Przy zastosowaniu testu chi? z poprawka Fishera nie wykazano statystycznie znamiennej réznicy

w czestosci wystepowania wznow lub progresji choroby (p=0,32) pomiedzy grupg pacjentéw z wysokg

i niskg ekspresjq biatka 1d2.

Ponad 3-letnie i 5-letnie DFS dla pacjentéw z wysokim poziomem ekspresji biatka 1d2 wynosito

odpowiednio 0,54 i 0,46, a z niskim poziomem ekspresji 0,7 (Rysunek 76) Réznica pomiedzy grupami

nie byta znamienna statystycznie (p=0,17).

Przy uzyciu regresji logistycznej nie wykazano wptywu odsetka komérek NBL z obecng ekspresjg

biatka Id2 na wystepowanie niepowodzenia leczenia, ale ze wzgledu na wartos¢ p=0,07 mozna

przypuszczac istnienie trendu w kierunku wzrostu prawdopodobiehnstwa wystgpienia niepowodzenia

leczenia ze wzrostem odsetka komorek z obecng ekspresjg biatka 1d2 (Tabela 12).

Tabela 12 Wplyw liczby komérek z obecng ekspresja biatka Id2 na wystepowanie niepowodzen

leczenia
Badany parametr Beta SE (beta) chi? p
Odsetek komérek NBL z -0,02 0,01 3,25 0,07

obecng ekspresja 1d2
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2. Grupa pacjentéw powyzej 1. r.z.

Przedstawiono wyniki badan nad wystepowaniem zgondw i niepowodzen terapii (wstepna progresja
lub wznowa) i analize odpowiednich krzywych przezycia u pacjentéw z wysoka i niskg ekspresjg biatka
Id2, oceniang w odniesieniu do kontroli. Badano rowniez wptyw odsetka komérek NBL z obecng
ekspresja biatka |[d2 na uzyskiwane wyniki leczenia.

U 41 badanych pacjentéw odsetek komoérek NBL z obecnhg ekspresjg biatka Id2 w analizowanych
preparatach wahat sie od 1-100% (Srednia: 73,7%, mediana: 85%). Liczbe przypadkow
w odpowiednich podgrupach przedstawiono na rysunku (Rysunek 30). Najliczniejszg grupe 17
(41,5%) pacjentéw stanowili chorzy, u ktérych stwierdzono ekspresje biatka Id2 w ponad 90%
komérek NBL. Natomiast grupy dotyczgace nizszych odsetkédw pozytywnych komdrek NBL,

obejmowaty 1-8 dzieci, z tym, ze w przedziale 16-39% nie byto Zadnego pacjenta.
Rysunek 30. Odsetek komérek NBL z obecna ekspresja biatka 1d2 u dzieci powyzej 1. r.z

Liczba

14 pacjentow

13

1 5 10 15 40 50 70 80 85 90 95 100 Komorki (%)

Wykonano réwniez test chi’ z poprawka Fishera w celu poréwnania czestosci wystepowania bardziej
intensywnej ekspresji biatka Id2 w grupie pacjentéw powyzej i ponizej 1. r.z. Nie wykazano
znamiennych statystycznie réznic w poziomie ekspresji biatka 1d2 pomiedzy pacjentami ponizej
i powyzej 1. r.z. (p=0,39).

W analizie z zastosowaniem testu U Manna-Whitneya nie wykazano statystycznie znamiennych réznic
w odsetku komérek NBL z obecng ekspresjq biatka 1d2 pomiedzy pacjentami ponizej i powyzej 1. r.z.
(p=0,27).

. Zgony i przezycia catkowite

Ocenie poddano 41 pacjentow, w tym 35 z wysokg i 6 z niskg ekspresjg biatka 1d2. Wsréd badanych
41 pacjentéw, zgony wystapity tacznie u 25, w tym u 20 z powodu NBL. W$rdd 35 dzieci z wysokim
i 6 z niskim poziomem ekspresji biatka 1d2 w komérkach NBL zgony z NBL wystapity odpowiednio
w 17 i 3 przypadkach.

Przy zastosowaniu testu chi® z poprawka Fishera nie wykazano statystycznie znamiennej roznicy
pomiedzy grupg pacjentéw z wysoka i niskg ekspresjq biatka 1d2 w czestosci wystepowania zgonéw
spowodowanych NBL (p=0,63). Ponad 3-letnie i 5-letnie przezycie catkowite dla pacjentéw z wysokg
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i niskg ekspresjg biatka Id2 wynosito odpowiednio 0,65 i 0,55 oraz 0,7 (Rysunek 77). Roéznica

pomiedzy grupami nie byta znamienna statystycznie (p=0,31).

W analizie z uzyciem regresji logistycznej nie wykazano wptywu odsetka komoérek NBL z obecng

ekspresja biatka I1d2 na wystepowanie zgonéw z powodu NBL (p=0,62) (Rysunek 61).
. Niepowodzenia leczenia i przezycia wolne od choroby

Wsréd 35 ocenianych dzieci z wysokim i 6 z niskim poziomem ekspres;ji biatka |d2 w komdrkach NBL

niepowodzenia leczenia stwierdzono odpowiednio w: 23 i 4 przypadkach.

Przy zastosowaniu testu chi? z poprawka Fishera nie wykazano statystycznie znamiennej réznicy
w czestosci wystepowania niepowodzen leczenia (p=0,67) pomiedzy grupg pacjentdw z wysokg
i niskg ekspresjg biatka Id2. Ponad 3-letnie i 5-letnie DFS dla pacjentéw z wysoka i niskg ekspresja
biatka 1d2 wynosito odpowiednio 0,4 i 0,29, a z niskg eskpresjg 0,5 (Rysunek 78). Réznica pomiedzy

grupami nie byta znamienna statystycznie (p=0,41).

W analizie z zastosowaniem regresji logistycznej nie wykazano wplywu odsetka komoérek NBL

z obecng ekspresjq biatka 1d2 i wystepowaniem wznowy lub progresji choroby (p=0,17).
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3. Grupa pacjentoéw ponizej 1. r.z.

Przedstawiono wyniki badan dotyczace wystepowania zgonéw, niekorzystnych zdarzen i niepowodzen
terapii (wstepna progresja lub wznowa) i analize odpowiednich krzywych przezycia u pacjentow
z wysokg i niska ekspresjg biatka 1d2, oceniang w odniesieniu do kontroli. Badano réowniez wptyw

odsetka komorek NBL z obecng amplifikacjag biatka I1d2 na uzyskiwane wyniki leczenia.

Ocenie poddano 19 pacjentéow, w tym 16 z wysoka i 3 z niskg ekspresja biatka 1d2.

U 19 badanych pacjentéw odsetek komoérek NBL z obecnhg ekspresjg biatka Id2 w analizowanych
preparatach wahat sie od 50-100% (Srednia: 86%, mediana: 90%). Liczbe przypadkow
w odpowiednich grupach przedstawiono na rysunku (Rysunek 31). Najliczniejsza grupe 9 (47,4%)
pacjentéw stanowili chorzy, u ktérych stwierdzono ekspresje biatka Id2 w ponad 90% komodrek NBL.

Natomiast grupy dotyczace nizszych odsetkéw pozytywnych komorek NBL, obejmowaty 1-4 dzieci.

Rysunek 31. Odsetek komérek NBL z obecna ekspresja biatka 1d2 u dzieci ponizej 1. r.z.

Liczba
pacjentow

50 70 80 85 90 95 100  Komorki (%)

. Zgony i przezycia catkowite

Wsréd ocenianych 19 pacjentéw, zgony wystapity facznie u 4 (w tym 3 z powodu NBL). Wszystkie
zgony wystapity u chorych z wysokg ekspresja biatka 1d2.

Przy zastosowaniu testu chi? z poprawka Fishera nie wykazano statystycznie znamiennej réznicy
pomiedzy grupa pacjentow z wysokq i niskg ekspresjg biatka Id2 w czestosci wystepowania zgondéw
z powodu NBL (p=0,57).

Prawdopodobienstwo ponad 3-letnich i 5-letnich OS dla grupy pacjentéw z wysokg i niskg ekspresja
biatka Id2 wynosito odpowiednio 0,78 i 1,0. Dla pacjentéw z wysokg ekspresjq biatka 1d2 krzywa OS
osiggneta plateau po 10 miesigcach od rozpoczecia leczenia (Rysunek 79). Réznica miedzy grupami

nie byta znamienna statystycznie (p=0,32).

W analizie z zastosowaniem regresji logistycznej nie wykazano wptywu odsetka komoérek NBL

z obecng ekspresjg biatka 1d2 na wystepowanie zgonéw z powodu NBL (p=0,81) (Rysunek 63).
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. Niepowodzenia leczenia i przezycia wolne od choroby

Wsréd ocenianych 19 pacjentdéw, niepowodzenia leczenia (wznowy lub progresje) wystapity u 3,

wszystkie u chorych z wysokg ekspresjq biatka 1d2.

Przy zastosowaniu testu chi® z poprawkag Fishera nie wykazano statystycznie znamiennej réznicy
pomiedzy grupg pacjentdw z wysokg i niskg ekspresjg biatka Id2 w czestosci wystepowania

niepowodzen leczenia (p=0,35).

Ponad 3-letnie i 5-letnie przezycie wolne od choroby dla pacjentéw z wysokg i niskg ekspresjg biatka
Id2 wynosito odpowiednio 0,79 oraz 1,0 (Rysunek 80). Réznica pomiedzy grupami nie byta znamienna

statystycznie (p=0,32).

W analizie z zastosowaniem regresji logistycznej nie wykazano wptywu odsetka komoérek NBL

z obecng ekspresjg biatka 1d2 na wystepowanie wznowy lub progresji choroby (p=0,86) (Rysunek 65).
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4. Grupa pacjentéw z amplifikacja genu MYCN

Wsréd 12 pacjentdw z NBL z obecng amplifikacjg genu MYCN tylko u 1 stwierdzono niski poziom
ekspresji biatka 1d2. Z tego wzgledu nie wykonano analiz poréwnawczych dotyczacych czestosci
wystepowania zgondw i niepowodzeh terapii, oraz wptywu wysokiego i niskiego poziomu ekspresiji

biatka Id2 na OS i DFS w obrebie pacjentéw z obecng amplifikacjg genu MYCN.

U 12 badanych pacjentéw odsetek komérek NBL z obecng ekspresjg biatka 1d2 w analizowanych
preparatach wahat sie od 40-100% (Srednia: 81,2%, mediana: 97,5%). Liczbe przypadkow
w odpowiednich grupach przedstawiono na rysunku (Rysunek 32).

W analizie z zastosowaniem regresji logistycznej nie wykazano wptywu odsetka komoérek NBL
z obecng ekspresjg biatka 1d2 zaréwno na wystepowanie zgonéw z powodu NBL (p=0,75), jak i na
wystepowanie niepowodzenia leczenia (p=0,51) (Rysunek 67).

Rysunek 32. Odsetek komoérek NBL z obecng ekspresjg biatka Id2 u dzieci z obecnag
amplifikacjg genu MYCN

Liczba
pacjentow

40 50 90 95 100 Kom érki (%)

5. Grupa pacjentéow bez amplifikacji MYCN

U 46 badanych pacjentéw odsetek komoérek NBL z obecnhg ekspresjg biatka Id2 w analizowanych
preparatach wahat sie od 1-100% ($rednia: 81,2%, mediana: 97,5%). Liczbe przypadkow
w odpowiednich grupach przedstawiono na rysunku (Rysunek 33). Najliczniejsza grupe 19 (41,3%)
pacjentéw stanowili chorzy, u ktérych stwierdzono ekspresje biatka Id2 w ponad 90% komodrek NBL.
Natomiast grupy dotyczace nizszych odsetkdw pozytywnych komérek NBL, obejmowaty 1-6 dzieci, z
tym, ze w przedziale 16-49% nie byto zadnego pacjenta.
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Rysunek 33. Odsetek komérek NBL z obecna ekspresja biatka Id2 u dzieci bez amplifikacji
genu MYCN

Liczba
14 - pacjentéw 13

1 5 10 15 50 70 80 85 90 95 100 Komo6rki (%)

Wykonano réwniez test chi’ z poprawka Fishera w celu poréwnania czestosci wystepowania bardziej
intensywnej ekspres;ji biatka 1d2 w grupie pacjentéw z i bez amplifikacji genu MYCN. Nie wykazano
znamiennych statystycznie réznic w poziomie ekspresji biatka Id2 pomiedzy pacjentami z obecng
i nieobecng amplifikacjg genu MYCN (p=0,33).

Wyniki analiz dotyczacych poréwnania srednich odsetkow komorek NBL z obecng ekspresjg biatka
Id2 w zaleznosci od amplifikacji fenu MYCN w poszczegolinych podgrupach pacjentéw przedstawiono
w rozdziale 4.5.3.

e Zgony i przezycia catkowite

Ocenie poddano 46 pacjentéw, w tym 37 z wysokg i 9 z niskg ekspresjg biatka 1d2. Wsrdd ocenianych
46 pacjentéw, zgony wystapity facznie u 19 (w tym 14 z powodu NBL). W grupie 37 dzieci z wysokg
i 9 z niskg ekspresjg biatka 1d2 zgony z powodu NBL wystapity odpowiednio w: 12 i 2 przypadkach.

Przy zastosowaniu testu chi? z poprawka Fishera nie wykazano statystycznie znamiennej réznicy
pomiedzy grupg pacjentéw z wysoka i niskg ekspresjg biatka 1d2 w czestosci wystepowania zgonéw
spowodowanych NBL (p=0,33). Ponad 3-letnie i 5-letnie przezycie catkowite dla pacjentéw z wysokg
i niskg ekspresja biatka 1d2 wynosito odpowiednio 0,75 i 0,59 oraz 0,78 (Rysunek 81). Réznica
pomiedzy grupami nie byta znamienna statystycznie (p=0,3).

W analizie z zastosowaniem regresji logistycznej nie wykazano wptywu odsetka komoérek NBL

z obecng ekspresjg biatka 1d2 na wystepowanie zgonéw z powodu NBL (p=0,24) (Rysunek 65).
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. Niepowodzenia leczenia i przezycie wolne od wznowy lub progresji

Wsréd ocenianych 46 pacjentéw, niepowodzenie leczenia (wznowa lub progresja pierwotna) wystgpito
tacznie u 22. W grupie 37 dzieci z wysoka i 9 z niskg ekspresjq biatka Id2 niepowodzenie leczenia
stwierdzono odpowiednio w: 19 i 3 przypadkach.

Przy zastosowaniu testu chi® z poprawka Fishera nie wykazano statystycznie znamiennej réznicy
pomiedzy grupg pacjentéw z wysokg i niskg ekspresjg biatka 1d2 w czestosci wystepowania wznowy
lub progresiji choroby (p=0,28). Ponad 3-letnie i 5-letnie DFS dla pacjentéw z wysoka i niskg ekspresja
biatka 1d2 wynosito odpowiednio: 0,6 i 0,5 oraz 0,78 (Rysunek 82). Rdéznica pomiedzy grupami nie
byta istotna statystycznie (p=0,12).

W analizie z uzyciem regresji logistycznej (Tabela 13) wptyw odsetka komérek NBL z obecng
ekspresjg biatka 1d2 na wystepowanie wzndéw lub progresji choroby byt na granicy istotnoéci
statystycznej (p=0,05).

Tabela 13. Wplyw odsetka komoérek z ekspresja biatka 1d2 na wystepowanie wznowy lub
progresji choroby u pacjentéw bez amplifikacji MYCN

Badany parametr Beta SE (beta) Chi? p
Odsetek komérek NBLz
obecna ekspresja biatka -0,03 0,16 0,5 0,05
Id2
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6. Pacjenci w 4. stopniu zaawansowania choroby
Ocenie poddano 31 pacjentéw, w tym 29 z wysoka i 2 z niskg ekspresja biatka 1d2.

Ze wzgledu na bardzo matg liczbe pacjentdow w grupie z niskg ekspresja biatka 1d2 w komdrkach guza

(n=2) nie przeprowadzono analiz porownawczych.

U 31 badanych pacjentéw odsetek komoérek NBL z obecnhg ekspresjg biatka Id2 w analizowanych
preparatach wahat sie od 1-100% ($rednia: 74%, mediana: 85%). Liczbe przypadkéw w odpowiednich
grupach przedstawiono na rysunku (Rysunek 34). Najliczniejszg grupe 12 (38,7%) pacjentéw stanowili
chorzy, u ktérych stwierdzono ekspresje biatka 1d2 w ponad 90% komodrek NBL. Natomiast grupy
dotyczace nizszych odsetkédw pozytywnych komoérek NBL, obejmowaty 1-5 dzieci, z tym, ze w
przedziale 16-39% nie byto Zadnego pacjenta.

Rysunek 34. Odsetek komorek NBL z obecnag ekspresja biatka Id2 u dzieci w 4. stopniu
zaawansowania choroby
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Wykonano réwniez test chi’ z poprawka Fishera w celu poréwnania czestosci wystepowania bardziej
intensywnej ekspresji biatka 1d2 w grupie pacjentow w 4. i innymi niz 4. stopniu zaawansowania.
Wykazano znamienne statystycznie czestsze wystepowanie silnej ekspresji biatka 1d2 u pacjentéw

w 4. stopniu zaawansowania w poréwnaniu z innymi stopniami (p=0,03) (Rysunek 35).
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Rysunek 35. Poréwnanie czestosci wystepowania silnej ekspresji biatka 1d2 u pacjentéow
w 4. i innym niz 4. stopniu zaawansowania.
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W analizie z zastosowaniem testu U Manna-Whitneya nie wykazano statystycznie znamiennych réznic
w odsetku komérek NBL z obecnag ekspresjg biatka 1d2 pomiedzy pacjentami w 4. stopniu

zaawansowania w poréwnaniu z innymi stopniami (p=0,46).
. Zgony i przezycia catkowite

Wsréd ocenianych 31 pacjentéw, zgony wystapity tgcznie u 21, w tym 18 spowodowanych byto NBL.
W grupie 29 dzieci z wysokg i 2 z niskg ekspresja biatka 1d2, zgony z NBL wystapity odpowiednio

u: 19 i u obu chorych.

W analizie z zastosowaniem regresji logistycznej nie wykazano wptywu odsetka komoérek NBL

z obecng ekspresjg biatka 1d2 na wystepowanie zgonéw z powodu NBL (p=0,61) ().
. Niepowodzenia leczenia i przezycie wolne od choroby

Wsréd ocenianych 31 pacjentéw, niepowodzemia leczenia wystapity tacznie u 24, w tym u 22 z 29

chorych z wysoka i obu chorych z niskg ekspresja biatka 1d2.

W analizie z zastosowaniem regresji logistycznej nie wykazano wptywu odsetka komoérek NBL

z obecng ekspresjg biatka 1d2 na wystepowanie wznowy lub progresji choroby (p=0,51) (Rysunek 72).
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7. Grupa pacjentéw w 2., 3. i 4s stopniu zaawansowania klinicznego

Przedstawiono wyniki badan nad wystepowaniem zgondw, niekorzystnych zdarzen i niepowodzen
terapii (wstepna progresja lub wznowa) i analize krzywych przezycia u pacjentéw z wysokg i niska
ekspresjg biatka 1d2, oceniang w odniesieniu do kontroli.

U 29 badanych pacjentéw odsetek komoérek NBL z obecnhg ekspresjg biatka Id2 w analizowanych
preparatach wahat sie od 1-100% (Srednia: 81,7%, mediana: 90%). Liczbe przypadkow
w odpowiednich grupach przedstawiono na rysunku (Rysunek 36). Najliczniejsza grupe 14 (48,3%)
pacjentéow stanowili chorzy, u ktérych stwierdzono ekspresje biatka Id2 w ponad 90% komodrek NBL.
Natomiast grupy dotyczace nizszych odsetkdw pozytywnych komérek NBL, obejmowaty 1-5 dzieci, z
tym, ze w przedziale 5-49% nie byto zadnego pacjenta.

Rysunek 36. Odsetek komérek NBL z obecng ekspresja biatka Id2 u dzieci w 2.,3. i 4s stopniu
zaawansowania
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Ocenie poddano 29 pacjentéw, w tym 21 z wysoka i 8 z niskg ekspresja biatka 1d2.

. Zgony z NBL i przezycie catkowite

Wsréd ocenianych 29 pacjentéw, zgony wystapity tacznie u 7 (w tym 4 z powodu NBL). W grupie 21
dzieci z wysoka i 8 z niskg ekspresjg biatka |1d2 zgony z NBL wystgpity odpowiednio u: 3 i 1 pacjenta.

Przy zastosowaniu testu chi? z poprawka Fishera nie wykazano statystycznie znamiennej réznicy
pomiedzy grupg pacjentéw z wysoka i niskg ekspresjq biatka 1d2 w czestosci wystepowania zgonéw
spowodowanych bezposrednio NBL (p=0,71). Ponad 3-letnie i 5-letnie OS w grupie pacjentéow
z wysokg i niska ekspresjg biatka 1d2 wynosito odpowiednio: 0,85 oraz 0,94 i 0,88 (Rysunek 83).
Rdéznica miedzy grupami nie byta istotna statystycznie (p=0,81).

W analizie z uzyciem regresji logistycznej nie wykazano wptywu odsetka komoérek NBL z obecng

ekspresja biatka I1d2 na wystepowanie zgondéw z powodu NBL (p=0,9) (Rysunek 69).
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. Niepowodzenia leczenia i przezycia wolne od choroby

Ws$rdéd ocenianych 29 pacjentéw w stopniu zaawansowania 2., 3. i 4s, niepowodzenia leczenia
(wznowa lub pierwotna progresja) wystapity tgcznie u 7. W grupie 21 dzieci z wysokg i 8 z niska

ekspresja biatka Id2 niepowodzenia leczenia stwierdzono odpowiednio w: 5 i 2 przypadkach.

Przy zastosowaniu testu chi® z poprawka Fishera nie wykazano statystycznie znamiennej roznicy
pomiedzy grupg pacjentdw z wysokg i niskg ekspresjg biatka 1d2 w czestosci wystepowania wznow
lub progresiji (p=0,56).

Ponad 3-letnie i 5-letnie DFS dla pacjentow z wysoka i niskg ekspresjg biatka 1d2 wynosito
odpowiednio 0,87 oraz 0,8 (Rysunek 84). Réznica pomiedzy grupami nie byla znamienna
statystycznie (p=0,82).

W analizie z zastosowaniem regresji logistycznej (Rysunek 70) nie wykazano wplywu odsetka

komédrek NBL z obecng ekspresja biatka I1d2 na wystepowanie niepowodzen leczenia (p=0,12).
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4.4. Analiza korelacji odsetka komoérek z obecng ekspresja biatka
Id2 z czasem przezy¢ catkowitych i czasem wolnym od
niepowodzenia leczenia oraz wybranymi czynnikami

prognostycznymi i markerami choroby

1. Czas przezycia catkowitego

W badaniu catej grupy pacjentdw z wytgczeniem dzieci zmartych z powodu powikfan (n=54),
analizujgc wspotczynnik korelacji Pearsona nie stwierdzono statystycznie znamiennej korelaciji
pomiedzy odsetkiem komdrek NBL, w ktérych stwierdzono ekspresje biatka 1d2, a czasem przezycia
catkowitego (r=-0,04, p=0,74) (Rysunek 92).

Korelacji takiej nie wykazano réwniez dla:

. 36 pacjentéw powyzej 1. r.z. (r=-0,18, p=0,29)

. 18 niemowlat (r=-0,6, p=0,8)

. 29 pacjentéw w 4. stopniu zaawansowania klinicznego (r=-0,23, p=0,25)
. 25 pacjentéw w stopniach zaawansowania 2., 3. i 4s (r=-0,16, p=0,43)

. 41 pacjentéw bez amplifikacji MYCN (r=-0,03, p=0,83)

. 11 pacjentéw z amplifikacjg MYCN (r=-0,1, p=0,77)

2. Czas przezycia wolnego od choroby

W badaniu catej grupy (n=60), analizujac wspotczynnik korelacji Pearsona nie stwierdzono
statystycznie znamiennej korelacji pomiedzy odsetkiem komorek, w ktorych stwierdzono ekspresje
biatka I1d2, a czasem do wystapienia progresiji lub wznowy choroby (r=0,15, p=0,26) (Rysunek 93).

Korelacji takiej nie zaobserwowano réwniez dla:

. 41 pacjentéw powyzej 1. roku zycia (r=-0,15, p=0,26),

. 19 niemowlat (r=0,07, p=0,77)

. 31 pacjentéw w 4. stopniu zaawansowania klinicznego (r=0,21, p=0,27)
. 29 pacjentéw w stopniach zaawansowania 2., 3. i 4s (r=0,07, p=0,71)

. 46 pacjentéw bez amplifikacji MYCN (r=0,2, p=0,18)

. 12 pacjentéw z amplifikacjg MYCN (r=-0,003, p=0,99)

3. Stezenie dehydrogenazy mleczanowej (LDH)

W badaniu catej grupy (n=56), analizujagc wspotczynnik korelacji Pearsona nie stwierdzono

statystycznie znamiennej korelacji pomiedzy odsetkiem komorek, w ktorych stwierdzono ekspresje
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biatka 1d2, a oznaczanym stezeniem LDH w osoczu w momencie diagnozy (r=0,03, p=0,81) (Rysunek
94).

Korelacji takiej nie zaobserwowano réwniez dla:

. 39 pacjentéw powyzej 1. r.z. (r=-0,09, p=0,57),

. 17 niemowlat (r=0,09, p=0,74)

. 30 pacjentéw w 4. stopniu zaawansowania klinicznego (r=0,21, p=0,27)
. 26 pacjentéw w stopniach zaawansowania 2., 3. i 4s (r=0,09, p=0,65)

. 12 pacjentéw z amplifikacjg MYCN (r=0,28, p=0,4)

. 43 pacjentéw bez amplifikacji MYCN (r=-0,21, p=0,19)

4. Stezenie ferrytyny w osoczu

W badaniu catej grupy pacjentow (n=42), analizujgc wspotczynnik korelacji Pearsona (Rysunek 95)
nie stwierdzono statystycznie znamiennej korelacji pomiedzy odsetkiem komérek, w ktérych
stwierdzono ekspresje biatka 1d2, a stezeniem ferrytyny w osoczu oznaczonej w momencie diagnozy
(r=0,02, p=0,89).

Korelacji takiej nie zaobserwowano réwniez dla:

. 32 pacjentéw powyzej 1. roku zycia (r=0,02, p=0,89),

. 11 niemowlat (r=0,08, p=0,82)

. 26 pacjentéw w 4. stopniu zaawansowania klinicznego (r=0,02, p=0,93)
. 16 pacjentéw w stopniach zaawansowania 2., 3. i 4s (r=0,16, p=0,55)

. 11 pacjentéw z amplifikacjg MYCN (r=0,17, p=0,64)

. 30 pacjentéw bez amplifikacji MYCN (r=0,006, p=0,97)

5. Stezenie enolazy neurospecyficznej (NSE) w osoczu

W badaniu grupy pacjentéow z oznaczonym wstepnie stezeniem NSE w osoczu, analizujac
wspotczynnik korelacji Pearsona stwierdzono statystycznie znamienng negatywna korelacje pomiedzy
odsetkiem komoérek, w ktérych stwierdzono ekspresje biatka 1d2, a stezeniem NSE w osoczu

w momencie diagnozy dla:
. 11 wszystkich pacjentéw (Rysunek 37) - (r=-0,73, p=0,017) oraz
. 7 pacjentéw powyzej 1. r.z. (Rysunek 38) - (r=-0,73, p=0,017).

W przypadku 7 pacjentow w 4. stopniu zaawansowania stwierdzono istnienie trendu negatywnej
korelacji pomiedzy odsetkiem komadrek z obecng ekspresje biatka 1d2 (r=-0,76, p=0,079), a stezeniem
NSE.
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Jednakze ze wzgledu na matg liczbe pacjentéw, u ktdérych dostepne byty dane dotyczace stezenia

NSE, wyniki nalezy traktowa¢ z duzg ostroznoscia.

Korelacji nie zaobserwowano dla:

. 4 niemowlat (r=0,58, p=0,42)

. 4 pacjentéw w stopniach zaawansowania 2., 3. i 4s (r=0,58, p=0,42)

. 7 pacjentéw bez amplifikacji MYCN (r=-0,09, p=0,83)

. dla 3 pacjentéw z amplifikacjig MYCN nie wykonano analizy ze wzgledu na zbyt niskg liczbe
przypadkow

Rysunek 37. Korelacja stezenia enolazy neurospecyficznej w momencie diagnozy i odsetka
komorek z ekspresja 1d2 dla catej grupy

Korelacja poziomu enolazy neurospecyficznej z odsetkiem komérek z obecnoscig ekspresiji 1d2

2 S

Rysunek 38. Korelacja stezenia enolazy neurospecyficznej w momencie diagnozy i odsetka
komorek z ekspresja Id2 dla pacjentow powyzej 1 r.z

oAy
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4.5. Analiza réznic w wystepowaniu zgonéw z NBL, wznowy lub
progresji choroby w zaleznosci od odsetka komérek z obecna

ekspresja biatka 1d2 i intensywnosci ekspresji tego biatka

4.51. Ocena wptywu odsetka komérek z obecng ekspresja biatka 1d2

na zgony i hiepowodzenia leczenia

1. Wystapienie zgonu z NBL

W badaniu catej grupy pacjentow (po wytaczeniu zgondw z powiktan) przy uzyciu testu U Manna-
Whitneya nie wykazano (Rysunek 39) statystycznie znamiennej réznicy w odsetku komérek z obecng
ekspresjg 1d2 miedzy pacjentami, u ktérych wystapit zgon i ktérzy zyjg (p=0,64). Nie stwierdzono
réwniez znamiennych statystycznie r6znic w analizowanych podgrupach (Tabela 14).

Tabela 14. Wplyw odsetka komoérek z obecng ekspresja biatka Id2 na wystepowanie zgonéw
z powodu NBL

Zgony Pacjenci zyjacy
Grupa oceniana (liczba 5 . 4 . Wartos¢
pacjentow) Liczba ST o Liczba L LIL T P
T pozytywnych .. | pozytywnych
dzieci dzieci
komoérek komoérek
Cata grupa (54) 23 92 31 90 0,64
Pacjenci powyzej 1. r.z. (36) 20 85 16 83 0,84
Pacjenci ponizej 1. r.z. (18) 3 95 15 90 1,0
4. stopien zaawansowania (28) 19 90 9 85 0,83
2,3.i4ds stoplen 4 95 22 20 1,0
zaawansowania (26)
Bez amplifikacji MYCN (41) 14 90 27 80 0,61
Z amplifikacjg MYCN (11) 8 95 3 93 1,0
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Rysunek 39. Srednia odsetka komérek NBL z obecna ekspresja biatka 1d2, a wystepowanie
zgonéw z NBL
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2. Wystapienie niepowodzenia leczenia (wznowy lub progresji choroby)

W badaniu catej grupy (n=60) z zastosowaniem testu U Manna-Whitneya (Rysunek 40) nie wykazano
statystycznie znamiennej réznicy w odsetku komorek z obecng ekspresjg |d2 miedzy pacjentami,
u ktérych wystapito niepowodzenie leczenia i pacjentami bez wznowy lub progresji choroby (p=0,18).
Nie stwierdzono réwniez znamiennych statystycznie réznic w analizach wykonanych dla

poszczegoblnych podgrup (Tabela 15).

Tabela 15. Wplyw odsetka komoérek z obecna ekspresjg biatka Id2 na wystepowanie
niepowodzenia leczenia

Bez niepowodzenia Niepowodzenie
leczenia leczenia
Grupa oceniana (liczba pacjentéw) 5 R BRI
. Srednia % . Srednia % o]
Liczba Liczba
.. | pozytywnych .. | pozytywnych
dzieci . dzieci .
komoérek komérek
Cata grupa (60) 28 78 32 80 0,18
Pacjenci powyzej 1. r.z. (41) 13 85 28 85 0,38
Pacjenci ponizej 1. r.z. (19) 15 95 4 85 0,8
4. stopien zaawansowania (31) 7 25 24 25 0,84
2., 3. i 4s stopien zaawansowania 22 95 7 80 0,23
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(29)

Z amplifikacja MYCN (12) 8 93 4 100 0,37

Bez amplifikacji MYCN (46) 24 80 22 90 0,13

Rysunek 40. Srednia odsetka komérek z obecna ekspresja biatka Id2, a niepowodzenia leczenia
(cata grupa, n=60)
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4.5.2. Czas catkowitego przezycia i czas wolny od niepowodzen

leczenia, a intensywnos¢ ekspresji biatka 1d2

Wykonano rowniez analizy z zastosowaniem testu U Manna-Whitneya, w ktérym jako zmienng
kategoryzujaca potraktowano nasilenie ekspresiji biatka Id2, a jako zmienng ciggtg analizowano czas
do wystgpienia poszczegolnych wydarzen (zgonu, niekorzystnych zdarzen, badz progresji lub wznowy
choroby) dla catej grupy pacjentdw oraz w podgrupach wyodrebnionych na postawie obecnosci
wybranych czynnikow prognostycznych. Analiza w grupie pacjentéw z amplifikacjig MYCN nie byla

mozliwa ze wzgledu na to, ze tylko u jednego dziecka stwierdzono niskg ekspresje biatka 1d2.
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1. Calkowity czas przezycia

Przy zastosowaniu testu U Manna-Whitneya wykazano istnienie trendu do pogorszenia OS (Rysunek
42) dla pacjentow bez amplifikacji MYCN (n=46) w przypadku obecnosci komérek NBL z silng
ekspresja biatka 1d2 (p=0,08). W analizach wykonanych dla catej grupy pacjentéw (Rysunek 41) oraz

dla pozostatych podgrup nie wykazano statystycznie istotnych zaleznosci (Tabela 16)

Tabela 16. Czas przezycia catkowitego (zgony z NBL), a intensywnos$¢ ekspresji biatka 1d2

Silna ekspresja Id2 Slaba ekspresja 1d2
Grupa oceniana
(liczba Liczba Liczba Srednia Liczba Liczba Srednia P
pacjentéw) ZaoNow dzieci czasu ZaoNow dzieci czasu
g zyjacych przezycia g zyjacych przezycia
Cata grupa (54) 20 24 52 3 7 78 0,11
Pacjenci powyzej
1.r.2. (36) 17 13 40 3 3 60 0,53
Pacjenci ponizej
1.rz. (18) 3 12 78 0 3 115 0,24
4. stopien
Zaawansowania 16 10 40 2 0 60 0,53
(28)
2., 3. i 4s stopien
Zaawansowania 3 15 85 1 7 130 0,34
(26)
Bez amplifikacji
genu MYCN (41) 12 20 58 2 7 80 0,08
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Rysunek 41. Srednia przezycia catkowitego (zgony z NBL), a intensywno$¢ ekspresji biatka 1d2
(cata grupa pacjentéw, n=54)
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Rysunek 42. Srednia przezycia catkowitego (zgony z NBL), a intensywno$¢ ekspresiji biatka 1d2
dla pacjentow bez amplifikacji MYCN (n=41)
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e Czas przezycia wolny od choroby

Przy zastosowaniu testu U Manna-Whitneya wykazano statystycznie znamienne obnizenie DFS

u pacjentow z wysokag ekspresjg biatka Id2 w komorkach guza:

. dla catej grupy pacjentéw (n=60): p=0,041 (Rysunek 43)

o dla pacjentéw bez amplifikacji MYCN (n=46): p=0,047 (Rysunek 44).

Dla pozostatych podgrup nie wykazano statystycznie istotnych zaleznosci (Tabela 17).

Tabela 17. Czas przezycia wolnego od choroby a intensywnosé ekspresji biatka 1d2

Silna ekspresja 1d2

Staba ekspresja 1d2

Grupa oceniana ; Liczba dzieci ; Liczba dzieci
(liczba dzieci) . L'CZb: , < banZIecl Srednia . L'CZb: , i banZIGCI Srednia P
nlelpowo_zen niepowodzen DFS niepowoaczen niepowodzen DFS
eczenia leczenia e leczenia
Catla grupa (60) 27 13 30 4 6 80 0,041
Pacjenci
powyzej 1. r.z. 23 12 25 4 2 45 0,37
(41)
Pacjenci
ponizej 1. r.z. 4 12 110 0 3 70 0,22
(19)
4. stopien
zaawansowania 22 7 20 2 0 20 0,97
(31)
2,3.i4s
stopien
zaawansowania 5 16 85 2 6 90 0.5
(29)
Bez amplifikacji
MYCN (46) 19 18 40 3 6 90 0,047
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Rysunek 43. Srednia czasu do wystapienia wznowy lub progresji choroby w zaleznosci od
poziomu ekspresji biatka Id2 (catla grupa, n=60)
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Rysunek 44. Srednia czasu do wystapienia wznowy lub progresji choroby w zaleznosci od
poziomu ekspresji biatka Id2 dla pacjentéw bez amplifikacji MYCN (n=46)
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4.5.3. Odsetek komérek NBL z obecng ekspresjq biatka 1d2, a obecna

amplifikacja genu MYCN

Test U Manna-Whitneya zastosowano rowniez w celu poréwnania odsetka komérek NBL z obecng

ekspresja biatka Id2 pomiedzy pacjentami z obecng i nieobecng amplifikacjg genu MYCN (Tabela 18).

Nie wykazano statystycznie znamiennych réznic w odsetku komorek z ekspresjg 1d2 w grupie

pacjentow z i bez amplifikacji MYCN zaréwno dla wszystkich pacjentéw (Rysunek 45), jak i w zadnej

z analizowanych podgrup.

W podgrupie pacjentéw ponizej 1. r.z. ze wzgledu na to, ze tylko w jednym przypadku stwierdzono

amplifikacje genu MYCN nie przeprowadzono analizy poréwnawczej.

Tabela 18. Odsetek komérek NBL z obecna ekspresja biatka 1d2, a obecna amplifikacja genu

MYCN

Pacjenci bez

amplifikacji MYCN

Pacjenci z
amplifikacja MYCN

Wartos¢
Grupa oceniana (liczba pacjentéw) Srednia % $rednia %
Liczba Liczba P
pozytywnych pozytywnych
dzieci dzieci
komoérek komorek
Catla grupa (58) 46 90 12 98 0,18
Pacjenci powyzej 1. r.z. (39) 13 83 11 95 0,38
Pacjenci ponizej 1. r.z. (19) 18 90 1 100 0,8
4. stopien zaawansowania (29) 20 80 9 98 0,84
2., 3. i 4s stopien zaawansowania
26 90 3 75 0,23

(29)
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Rysunek 45. Sredni odsetek komérek z obecna ekspresja biatka Id2 w zaleznosci od obecnosci
amplifikacji genu MYCN.
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4.6 Model regresiji proporcjonalnego hazardu Coxa

Przeprowadzono jednoczynnikowg i wieloczynnikowg analize z zastosowaniem modelu regresji
proporcjonalnego hazardu Coxa w celu wyodrebnienia czynnikdéw istotnie wptywajacych na OS i DFS
dla catej grupy i odrebnie dla poszczegdlnych podgrup pacjentéw. W jednoczynnikowej analizie
uwzgledniono wszystkie dotad badane z zastosowaniem innych metod parametry, takie jak: wiek
(powyzej i ponizej 1. r.z. oraz jako zmienng cigglg), stopieh zaawansowania (stopien 4. i inne oraz
kazdy stopien odrebnie), obecnos¢ amplifikacji MYCN, delecji 1p oraz nadmiaru 17q, a takze rodzaj
budowy histopatologicznej guza oraz parametry biochemiczne (LDH, ferrytyne i NSE zaréwno
wartosci $rednie, jak i liczbe pacjentéw z poziomem powyzej i ponizej 3x norma dla wieku) oraz
intensywnos¢ ekspresji biatka 1d2 i odsetek komérek NBL z obecnhg ekspresjg biatka 1d2.
Poszczegdlny czynnik nie byt uwzgledniany w badaniach, gdy liczebno$¢ wyodrebnionej na jego
podstawie podgrupy byta mniejsza niz 5. Do analizy wieloczynnikowej wybierano tylko te parametry,
dla ktérych w analizie jednoczynnikowej wykazano istotny statystycznie lub na pograniczu istono$ci
wptyw na OS lub DFS. W przypadku istotnego wptywu czynnikéw analizowanych zaréwno jako
zmienne ciagte, jak i zmienne dyskretne (kodowane przedziaty), do wieloczynnikowej analizy
witgczano ceche o wyzszej istotnosci. Jezeli w wyniku analizy jednoczynnikowej wykazano tylko jeden
czynnik istotnie wptywajacy na przezycie, to nie wykonywano analizy wieloczynnikowej. W przypadku
tylko dwoéch cech wigczonych do analizy wieloczynnikowej, nie wykonywano badan metodg regres;i
krokowej. Analize regresji krokowej kontynuowano do momentu, w ktérym wszystkie wtgczone cechy
uzyskiwaly znamiennos¢ statystyczng lub gdy pozostawaty tylko 2 cechy, bez wzgledu na ich

istotnos¢.
1. Wszyscy pacjenci

. Catkowity czas przezycia

Wyniki analizy jednoczynnikowej przedstawiono w tabeli (Tabela 19). W analizie z uzyciem
jednoczynnikowego modelu regresyjnego Coxa, najsilniejszym czynnikiem niekorzystnie wptywajgcym
na OS byt 4. stopien zaawansowania choroby (wspétczynnik ryzyka: 7,2, p=0,0004).

Tabela 19. Wyniki jednoczynnikowej analizy regresji proporcjonalnego hazardu Coxa w ocenie
wplywu poszczegdélnych parametrow na catkowite przezycie dla catej grupy pacjentéw (n=54)

Oceniany parametr w analizie Blad
jednoczynnikowej [liczba Beta stan da?' dow Chi? Wartos¢ p
pacjentow] y
Wiek powyzej [36] i ponizej [18] 124 062 402 0.04
1.rz ’ ’ ’ ’
Wiek (zmienna ciagta) 0,01 0,004 5,2 0,02
Stopien zaawansowania (4. [28] vs
2., 3. i 4s [26]) 1,98 0,56 12,6 0,0004
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Stopien zaawansowania (stopnie
2.-4.) 1,62 0,5 10,45 0,001
Obecna [11] i nieobecna [41]
amplifikacja genu MYCN 1,02 0,44 5,28 0,02
Obecna [14] i nieobecna [17] 114 059 371 0.051
delecja 1p ’ ’ ’ ’
Obecny [14] i nieobecny [5] 155 098 253 011
nadmiar 17q ’ ’ ’ ’
Stezenie LDH (zmienna ciagta) 0,0003 0,00009 9,48 0,002
Stezenie LDH powyzej [23] i
ponizej [29] 3x norma dla wieku 0,88 0.44 3.9 0,05
Stezenie NSE (zmienna ciagta) 0,003 0,001 4,03 0,04
Stezenie ferrytyny (zmienna
ciagta) 0,0006 0,0005 1,47 0,22
Stezenie ferrytyny powyzej [26] i
ponizej [11] 3x norma dla wieku 0,49 0.68 0,53 0.47
Niekorzystna [33] i korzystna [15]
budowa histopatologiczna guza 0,73 0,54 1,83 0.17
Odsetek komérek NBL z obecng
ekspresja biatka Id2 (zmienna -0,006 0,98 0,97 0,32
ciagta)
Silna [44] i staba [10]
intensywnos¢ ekspresji biatka 1d2 0.6 0,62 0.89 0,34

W analizie wieloczynnikowej wykazano (Tabela 20) statystycznie znamienny niekorzystny wptyw na
OS 4. stopnia zaawansowania (wspétczynnik ryzyka 7,4; p=0,002).
Tabela 20. Wyniki analizy wieloczynnikowej proporcjonalnego hazardu Coxa z uwzglednieniem

parametréw istotnie statystycznie wplywajacych na przezycie catkowite w analizie
jednoczynnikowej dla catej grupy (n=54)

Oceniany parametr w analizie Biad .2 25
wieloczynnikowej e standardowy el BB D

Stopien zaawansowania (4. vs

pozostale) 2,01 0,65 9,39 0,002

Wiek (zmienna ciagta) 0,004 0,007 0,29 0,59
Obecna i nieobecna amplifikacja

genu MYCN 0,92 0,57 2,59 0,11
Obecna i nieobecna delecja 1p 1,03 0,63 2,64 0,1
Stezenie LDH (zmienna ciagta) 0,0001 0,0001 1,59 0,21
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Stezenie NSE (zmienna ciagta) -0,001 0,002 0,61 0,43

Przeprowadzono réwniez analize z zastosowaniem metody regresji krokowej (Tabela 21). Wykazano
statystycznie znamienny niekorzystny wptyw 4. stopnia zaawansowania i obecnosci amplifikacji MYCN
na OS.

Tabela 21. Parametry istotnie wplywajace na przezycie catkowite po zastosowaniu
wieloczynnikowej analizy proporcjonalnego hazardu Coxa metoda regresji krokowej dla catej

grupy (n=54)

Ocenlar!y parame_tr w apalme Beta Biad Chi? Wartosé p
wieloczynnikowej standardowy
Stopien zaawansowania (4. vs 217 0,57 14,34 0,0001
pozostate)
Obecna i nieobecna amplifikacja
genu MYCN 1,31 0,46 7,91 0,005
. Czas wolny od choroby

W przypadku badan dotyczacych DFS wyniki analizy jednoczynnikowej przedstawiono w tabeli
(Tabela 20). W jednoczynnikowym modelu regresyjnym Coxa, najsilniejszym parametrem
zwiekszajgcym ryzyko zgonu z powodu NBL byt stopien zaawansowania (wspotczynnik ryzyka: 6,8,
p=0,00001).

Tabela 22. Wyniki jednoczynnikowej analizy regresji proporcjonalnego hazardu Coxa w ocenie
wplywu czynnikéw na czas wolny od choroby dla catej gupy pacjentéow (n=60)

Oceniany parametr w Biad
analizie jednoczynnikowej Beta stan d:r dow Chi? Wartos¢ p
[liczba pacjentéw] y
Wiek powyzej [41] i ponizej 15 054 75 0.006
[19] 1. r.z. ’ ’ ' ’
Wiek (zmienna ciagta) 0,01 0,004 8,5 0,003
Stopien zaawansowania (4.
[31] vs 2., 3. i 4s [29]) 1,91 0,45 17,7 0,00001
Stopien zaawansowania 129 034 1434 0.0001
(stopnie 2.-4.) ’ ’ ’ ’
Obecna [12] lub nieobecnha
[46] amplifikacja genu 0,82 0,42 3,8 0,05
MYCN
Obecna [14] lub nieobecnha
[17] delecja 1p 0,59 0,53 1,24 0,26
Obecny [15] lub nieobecny
[7] nadmiar 17q 1,2 0,87 1,93 0,16
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Stezenie LDH (zmienna

: 0,0001 0,00005 6,3 0,01
ciagta)
Stezenie LDH powyzej [26]
i ponizej [31] 3x norma dla 1,1 0,39 7,9 0,004
wieku
Stezenie NSE (zmienna 0006 0.002 75 0.006
ciagta) ’ ’ ' ’
SR AT 0,0008 0,0005 2,49 0,11
(zmienna ciagta) ’ ’ ’ ’
Stezenie ferrytyny powyzej
[29] i ponizej [13] 3x norma 0,92 0,6 2,34 0,12

dla wieku

Korzystna [16] i
niekorzystna [36] budowa 0,51 0,44 1,3 0,2
histopatologiczna guza

Odsetek komoérek z obecng
ekspresjq biatka 1d2 -0,009 0,005 2,67 0,1
(zmienna ciagta)

Staba [10] lub silna [50]
intensywnos¢é ekspresji 0,65 0,54 1,46 0,23
biatka 1d2

W analizie wieloczynnikowej wykazano (Tabela 23) statystycznie znamienny wptyw na DFS 4. stopnia
zaawansowania (wspétczynnik ryzyka 6,0, p=0,0005).
Tabela 23 Wyniki analizy wieloczynnikowej proporcjonalnego hazardu Coxa z uwzglednieniem

parametréw istotnie statystycznie wplywajacych na przezycia wolne od choroby w analizie
jednoczynnikowej dla catej grupy (n=60)

Oceniany parametr w analizie Beta Biad Chi? Wartosé
jednoczynnikowej standardowy P
Wiek (zmienna ciagta) -0,002 0,006 0,15 0,69
Stopien zaawansowania (4. vs 196 057 1202 0.0005
2,3.i4s) ’ , , ;
Obecna i nieobecna
amplifikacja MYCN 1,35 0.5 7,24 0,007
Stezenie LDH powyzej i ponizej
3x norma dla wieku) 0,001 0,44 0,00001 0,99
Stezenie NSE (zmienna ciagta) -0,0008 0,002 0,23 0,63

Przeprowadzono réwniez analize z zastosowaniem metody regresji krokowej (Tabela 24).
Stwierdzono statystycznie znamienny niekorzystny wptyw 4. stopnia zaawansowania oraz obecnosci
amplifikacji genu MYCN na DFS.
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Tabela 24. Parametry istotnie wplywajace na czas wolny od choroby po zastosowaniu
wieloczynnikowej analizy proporcjonalnego hazardu Coxa metoda regresji krokowej dla catej
grupy (n=60)

Ocenl_any parame.tr w apalme Beta Btad Chi? Wartosé p
jednoczynnikowej standardowy
Stopien zaawansowania 183 0,48 14.62 0,0001
(stopnie 2-4)
Obecna i nieobecna
amplifikacja MYCN 1,21 042 8,23 0,004

2. Pacjenci powyzej 1.r.z.
. Catkowity czas przezycia

Wyniki analizy jednoczynnikowej przedstawiono w tabeli (Tabela 25). W analizie z uzyciem
jednoczynnikowego modelu regresyjnego Coxa, najsilniejszym czynnikiem zwiekszajagcym ryzyko
zgonu z powodu NBL byt stopien zaawansowania (wspoétczynnik ryzyka: 4,05, p=0,03).

Tabela 25. Wyniki jednoczynnikowej analizy regresji proporcjonalnego hazardu Coxa w ocenie

wplywu czynnikéw na czas catkowitego przezycia dla pacjentéw powyzej 1. r.z. (n=36)

Oceniany parametr w analizie Blad
jednoczynnikowej [liczba Beta <tan d:‘r dow Chi? Wartosé p
pacjentéow] y
Stopien zaawansowania (4.[26] vs
2., 3.1 4s [10]) 1,4 0,63 4,89 0,03
Stopien zaawansowania (stopnie
2.-4.) 1,31 0,59 4,93 0,03
Obecna [10] i nieobecna [24]
amplifikacja genu MYCN 0,55 0.45 1.45 023
Obecna [10] i nieobecna [10]
delecja 1p 0,89 0,63 1,98 0,16
Stezenie LDH (zmienna ciagta) -0,14 0,47 0,08 0,77
Stezenie LDH powyzej [20] i
ponizej [13] 3x norma dla wieku 0,88 0.44 3.9 0.5
Stezenie NSE (zmienna ciagta) 0,002 0,002 0,83 0,36
Stezenie ferrytyny (zmienna |, 43400g 0,0006 0,0002 0,99
ciqg*a) ’ ) ’ ’
Stezenie ferrytyny powyzej [20] i
ponizej [10] 3x norma dla wieku 0,19 0.7 0,07 0.78
Niekorzystna [24] i korzystna [8]
budowa histopatologiczna guza 0.71 0,66 1,14 029
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Odsetek komoérek NBL z obecng

ekspresja biatka Id2 (zmienna -0,002 0,007 0,14 0,71
ciagta)
Silna [25] i staba [7] intensywnos¢é 0,08 0,56 0,02 0.88

ekspresiji biatka 1d2

Ze wzgledu na fakt, ze jedynym czynnikiem w sposéb istotny wptywajacym na OS u pacjentow

powyzej 1. r.z. byt stopien zaawansowania, nie wykonano analizy wieloczynnikowe;.

o Przezycie wolne od choroby

Wyniki analizy jednoczynnikowej przedstawiono w tabeli (Tabela 26). W analizie z uzyciem

jednoczynnikowego modelu regresyjnego Coxa, najsilniejszym czynnikiem zwiekszajagcym ryzyko

niepowodzenia leczenia byt 4. stopieh zaawansowania (wspoétczynnik ryzyka: 4,35, p=0,004).

Tabela 26. Wyniki jednoczynnikowej analizy regresji proporcjonalnego hazardu Coxa w ocenie
wplywu czynnikéw na czas przezycia wolnego od choroby dla pacjentéw powyzej 1. r.z. (n=41)

Oceniany parametr w analizie Blad
jednoczynnikowej [liczba Beta <tan da? dow Chi? Wartosé p
pacjentow] y
Stopien zaawansowania (4.[28] vs
2., 3.1 4s [13]) 1,46 0,51 8,1 0,004
Stopien zaawazn_s:;fvama (stopnie 114 0,43 0,57 0,008
Obecna [11] i nieobecna [28]
amplifikacja genu MYCN 03 0,43 0,49 0,48
Obecna [12] i nieobecna [11]
delecja 1p 0,59 0,56 1,13 0,29
Stezenie LDH (zmienna ciagta) 0,3 0,42 0,5 0,45
Stezenie LDH powyzej [23] i
ponizej [14] 3x norma dla wieku 0,88 0.44 3.9 0.5
Stezenie NSE (zmienna ciggta) 0,006 0,005 1,53 0,21
Stezenie fer.rytyny (zmienna 0,0003 0,0005 0,29 0.59
ciagta)
Steigpi? ferrytyny powyzej .[23] i 0,67 0,61 1,21 0.27
ponizej [7] 3x norma dla wieku
Niekorzys!na [27] i ko.rzystna [8] 0.6 0,53 1,29 0.26
budowa histopatologiczna guza
Odsetek komérek NBL z obecna
ekspresja biatka I1d2 (zmienna -0,005 0,006 0,76 0,38
ciagta)
Silna [34] i staba [7] intensywnosé
ekspres;ji biatka 1d2 0,39 0,55 0,51 0.47
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Ze wzgledu na fakt, ze jedynym czynnikiem w sposoéb istotny wptywajgcym na DFS u pacjentow
powyzej 1. r.z. byt stopien zaawansowania, nie wykonano analizy wieloczynnikowe;.

3. Pacjenci ponizej 1. r.z.

. Catkowity czas przezycia

Wyniki analizy jednoczynnikowej przedstawiono w tabeli (Tabela 27). W analizie z uzyciem
jednoczynnikowego modelu regresyjnego Coxa, najsilniejszym czynnikiem niekorzystnie wptywajgcym
na OS byto wzrastajgce stezenie LDH (wspodtczynnik ryzyka: 1,001, p=0,01).

Tabela 27. Wyniki jednoczynnikowej analizy regresji proporcjonalnego hazardu Coxa w ocenie
wplywu czynnikéw na catkowity czas przezycia dla pacjentow ponizej 1. r.z. (n=18)

Oceniany parametr w analizie Blad
jednoczynnikowej [liczba Beta - daqr dow Chi? Wartosé p
pacjentéow] y
Stopien zaawansowania 011 052 005 083
(stopnie 2.-4.) ’ ’ ’ ’
Stezenie LDH (zmienna ciagta) 0,001 0,0005 6,07 0,01
Stezenie ferrytyny (zmienna 0003 0002 477 0.03
cia’gia) il H H H
Niekorzystna [8] i korzystna [8] 004 12 0.001 097
budowa histopatologiczna guza ’ ’ ’ ’
Odsetek komoérek NBL z obecng
ekspresjq biatka Id2 (zmienna 0,01 0,05 0,08 0,77
ciagta)

W analizie wieloczynnikowej wykazano (Tabela 28) trend w kierunku pogorszenia przezy¢ catkowitych

u pacjentéw ponizej 1. r.z. z wyzszym stezeniem LDH (p=0,07).

Tabela 28. Wyniki analizy wieloczynnikowej proporcjonalnego hazardu Coxa z uwzglednieniem
parametrow istotnie statystycznie wptywajacych na calkowite przezycie w analizie
jednoczynnikowej dla dzieci ponizej 1. r.z. (n=18)

Oceniany parametr w analizie Beta Btad Chi? Wartosé
wieloczynnikowej standardowy P
Stezenie LDH (zmienna ciagta) 0,002 0,001 3,22 0,07
Stezenie fer!'ytyny (zmienna -0,002 0,004 0,46 0,49
ciagta)

Ze wzgledu na to, ze do analizy wieloczynnikowej wytoniono tylko 2 parametry, nie wykonano badanh z

zastosowaniem metody regresji krokowe;.
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o Przezycie wolne od choroby

Wyniki analizy jednoczynnikowej przedstawiono w tabeli (Tabela 29). W analizie z uzyciem
jednoczynnikowego modelu regresyjnego Coxa, najsilniejszym czynnikiem niekorzystnie wptywajgcym

na DFS byto wyzsze stezenie LDH (wspétczynnik ryzyka: 1,0009, p=0,003).

Tabela 29. Wyniki jednoczynnikowej analizy regresji proporcjonalnego hazardu Coxa w ocenie

wplywu czynnikéw na czas przezycia wolny od choroby dla pacjentow ponizej 1. r.z. (n=19)

Oceniany parametr w analizie Blad
jednoczynnikowej [liczba Beta <tan d:‘r dow Chi? Wartosé p
pacjentéow] y
Stopien zaawansowania 1,21 0,69 3,05 0,08
(stopnie 2.-4.)
Stezenie LDH (zmienna ciagta) 0,0009 0,0003 7,26 0,003
Stezenie ferrytyny (zmienna 0003 0.001 593 0.02
ciqgia) il il H H
Stezenie ferrytyny powyzej i 175 164 113 0.29
ponizej 3x norma dla wieku ’ ’ ’ ’
Niekorzystna [9] i korzystna [8] )
budowa histopatologiczna guza 0,62 1,07 0,33 0,56
Odsetek komérek NBL z obecng
ekspresja biatka Id2 (zmienna 0,008 0,03 0,05 0,82
ciagta)

W analizie wieloczynnikowej wykazano (Tabela 30) statystycznie znamienny wpltyw wyzszego

stezenia LDH na DFS.

Tabela 30. Wyniki analizy wieloczynnikowej proporcjonalnego hazardu Coxa z uwzglednieniem
parametrow istotnie statystycznie wptywajacych na przezycie wolne od choroby w analizie
jednoczynnikowej dla dzieci ponizej 1. r.z. (n=19)

Oceniany parametr w analizie Beta Btad Chi? Wartosé
wieloczynnikowej standardowy P
Stezenie LDH (zmienna ciagta) 0,002 2,68 3,99 0,04
Stezenie fer!'ytyny (zmienna -0,006 0,004 23 0,13
ciagta)

Ze wzgledu na to, ze do analizy wieloczynnikowej wytoniono tylko 2 parametry, nie wykonano analiz z

zastosowaniem metody regresji krokowe;.
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4. Pacjenci w 4. stopniu zaawansowania

. Catkowity czas przezycia

Wyniki analizy jednoczynnikowej przedstawiono w tabeli (Tabela 31). Wykazano, ze statystycznie
znamienny wplyw na OS miata tylko obecno$é amplifikacji genu MYCN (wspétczynnik ryzyka 4,93,
p=0,003).

Tabela 31. Wyniki jednoczynnikowej analizy metoda proporcjonalnego hazardu Coxa w ocenie

wpltywu czynnikéw na calkowity czas przezycia dla pacjentéw w 4. stopniu zaawansowania
(n=28)

Oceniany parametr w analizie Blad
jednoczynnikowej [liczba Beta stan da?' dow Chi? Wartos¢ p
pacjentow] y
Wiek (zmienna ciagta) -0,0008 0,006 0,02 0,89
Obecna [7] i nieobecna [19]
amplifikacja genu MYCN 1,59 0,54 8,51 0,003
Obecna [7] i nieobecna [8] delecja 11 067 27 01
1p b ki ki b
Stezenie LDH (zmienna ciagta) 0,0001 0,0001 2,05 0,15
Stezenie LDH powyzej [18] i )
ponizej [8] 3x norma dla wieku 0,27 0,51 0,28 0,59
Stezenie NSE (zmienna ciagta) 0,002 0,002 0,64 0,42
Stezenie ferrytyny (zmienna )
ciagta) 0,0002 0,0006 0,1 0,75
Stezenie ferrytyny powyzej [17] i 104 062 087 0.09
ponizej [5] 3x norma dla wieku ’ ’ ’ ’
Odsetek komoérek NBL z obecng
ekspresjq biatka Id2 (zmienna -0,0004 0,007 0,002 0,96
ciagta)

W analizie wieloczynnikowej wykazano (Tabela 32) statystycznie znamienny niekorzystny wptyw na
OS obecnosci amplifikacji MYCN (p=0,005).
Tabela 32. Wyniki wieloczynnikowej analizy metoda proporcjonalnego hazardu Coxa

z uwzglednieniem parametrow istotnie statystycznie wptywajacych na catkowity czas przezycia
w analizie jednoczynikowej dla pacjentéw w 4. stopniu zaawansowania (n=31)

Ocenlar!y parame_tr w apalme Beta Btfad Chi? Wartosé p
wieloczynnikowej standardowy
Obecna amplifikacja genu
MYCN 1,56 0,55 7,95 0,005
Stezenie ferrytyny powyze;j i 2092 061 299 013
ponizej 3x norma dla wieku ’ ’ ’ ’
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Ze wzgledu na to, ze w analizie wieloczynnikowej uwzgledniono tylko 2 parametry, nie
przeprowadzono analizy z zastosowaniem metody regresji krokowe;.

. Czas przezycia wolny od choroby

Wyniki analizy jednoczynnikowej przedstawiono w tabeli (Tabela 33). Wykazano, ze w grupie
pacjentow w 4. stopniu zaawansowania choroby Zzaden z analizowanych parametréw nie miat
statystycznie znamiennego lub na pograniczu istotnosci wptywu na DFS.

Tabela 33. Wyniki jednoczynnikowej analizy metoda proporcjonalnego hazardu Coxa w ocenie

wplywu czynnikéw na czas przezycia wolny od choroby dla pacjentéw w 4. stopniu
zaawansowania (n=31)

Oceniany parametr w analizie Blad
jednoczynnikowej [liczba Beta <tan d:‘r dow Chi? Wartosé p
pacjentéow] y
Wiek (zmienna ciagta) 0,002 0,005 0,11 0,74
Obecna [8] i nieobecna [21]
amplifikacja genu MYCN 0,56 0,45 1,53 022
Obecna [8] i nieobecna [9] delecja
1p 0,58 0,54 1,18 0,28
Stezenie LDH (zmienna ciagta) -0,00005 0,00006 0,77 0,39
Stezenie LDH powyzej [20] i
ponizej [9] 3x norma dla wieku 012 0,46 0,07 0.79
Stezenie NSE (zmienna ciagta) 0,003 0,003 0,82 0,36
Stezenie ferrytyny (zmienna 0.0004 0.0005 0005 094
ciqg*a) ’ ’ ’ ’
Stezenie ferrytyny powyzej [19] i )
ponizej [6] 3x norma dla wieku 029 0,59 0,24 0,62
Odsetek komérek NBL z obecng
ekspresja biatka Id2 (zmienna -0,007 0,007 1,1 0,29
ciagta)

5. Pacjenciw 2., 3. i 4s stopniu zaawansowania

. Catkowity czas przezycia

Wyniki analizy jednoczynnikowej przedstawiono w tabeli (Tabela 34). W analizie z uzyciem
jednoczynnikowego modelu regresyjnego Coxa, najsilniejszym czynnikiem zwiekszajacym ryzyko

wystgpienia zgonu z NBL bylo podwyzszone stezenie ferrytyny (wspoétczynnik ryzyka: 1,003, p=0,03).
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Tabela 34. Wyniki jednoczynnikowej analizy metoda proporcjonalnego hazardu Coxa w ocenie
wplywu czynnikéw na czas catkowitego przezycia dla pacjentéw w stopniu zaawansowania 2.,
3.i4s (n=29)

Oceniany parametr w analizie Blad
jednoczynnikowej [liczba Beta <tan d:‘r dow Chi? Wartosé p
pacjentéow] y
Wiek powyzej [11] i ponizej [15] 139 115 145 023
1.rz ’ ’ ’ ’
Wiek (zmienna ciagta) 0,03 0,02 2,33 0,13
Obecna [8] i nieobecna [9] delecja 24 155 242 012
1p b b b b
Stezenie LDH (zmienna ciagta) 0,0003 0,0002 2,79 0,09
Stezenie LDH powyzej [5] i ponizej
[19] 3x norma dla wieku 1.6 1,02 245 0,12
Stezenie ferrytyny (zmienna 0007 0003 453 0.03
ciqg*a) ’ ’ ’ ’
Niekorzystna [14] i korzystna [11] 088 118 055 046
budowa histopatologiczna guza ’ ’ ’ ’
Odsetek komérek NBL z obecng
ekspresja biatka Id2 (zmienna -0,002 0,02 0,007 0,93
ciagta)
Silna [19] i staba [7] intensywnos¢é
ekspresii biatka 1d2 0.6 0.62 0.89 0,34

W analizie wieloczynnikowej nie wykazano (Tabela 35) statystycznie znamiennego wpitywu na OS dla
zadnego z analizowanych czynnikow.
Tabela 35. Wyniki wieloczynnikowej analizy metoda proporcjonalnego hazardu Coxa

z uwzglednieniem parametréw istotnie statystycznie wptywajacych na catkowity czas przezycia
w analizie jednoczynikowej dla pacjentéow w stopniu zaawansowania 2., 3. i 4s (n=26)

Oceni_any parame_tr w a|_1alizie Beta Biad Chi? Wartosé p
jednoczynnikowej standardowy
Stezenie LDH (zmienna ciagta) 0,0003 0,0002 1,85 0,17
Stezenie fer_rytyny (zmienna 0,001 0,002 0,43 0,51
ciagta)
. Czas przezycia wolny od choroby

Wyniki analizy jednoczynnikowej przedstawiono w tabeli (Tabela 36). W analizie z uzyciem
jednoczynnikowego modelu regresyjnego Coxa, wykazano trend w kierunku wiekszego ryzyka
wystgpienia niepowodzenia leczenia u dzieci starszych (p=0,07) i z wyzszym poziomem LDH
(p=0,098).
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Tabela 36. Wyniki jednoczynnikowej analizy metoda proporcjonalnego hazardu Coxa w ocenie
wplywu czynnikbw na czas przezycia wolnego od choroby dla pacjentéow w stopniu
zaawansowania 2., 3. i 4s (n=29)

Oceniany parametr w analizie Blad
jednoczynnikowej [liczba Beta <tan d:‘r dow Chi? Wartosé p
pacjentéow] y
Wiek powyzej [13] i ponizej [16] 132 084 246 012
1r.z. ’ ’ ’ ’
Wiek (zmienna ciagta) 0,03 0,02 3,34 0,07
Obecna [6] i nieobecna [7] delecja )
1p 0,9 1,17 0,59 0,44
Stezenie LDH (zmienna ciagta) 0,0003 0,0002 24 0,098
Stezenie LDH powyzej [6] i ponizej
[20] 3x norma dla wieku 1,24 0,94 1,74 0,19
Stezenie ferrytyny (zmienna
ciagta) 0,003 0,002 2,37 0,12
Stezenie Ferrytyny powyzej [10] i
ponizej [6] 3x norma dla wieku 2,35 1,51 2.4 0,12
Niekorzystna [16] i korzystna [12]
budowa histopatologiczna guza 0,15 0.79 0,04 0,85
Odsetek komoérek NBL z obecng
ekspresjq biatka Id2 (zmienna -0,01 0,01 1,52 0,22
ciagta)
Silna [21] i staba [8] intensywnos¢é
ekspresii biatka 1d2 0.18 0.84 0.05 0.83

W analizie wieloczynnikowej nie wykazano (Tabela 37) statystycznie znamiennego wptywu na OS dla

zadnego z analizowanych czynnikow.

Tabela 37. Wyniki wieloczynnikowej analizy metoda proporcjonalnego hazardu Coxa
z uwzglednieniem parametréw istotnie statystycznie wplywajacych na czas przezycia wolnego
od choroby w analizie jednoczynikowej dla pacjentéw w stopniu zaawansowania 2., 3. i 4s
(n=29)

Ocenlar!y parame_tr w apalme Beta Biad Chi? Wartosé p
wieloczynnikowej standardowy
Wiek (zmienna ciagta) 0,03 0,02 2,38 0,12
Stezenie LDH (zmienna ciagta) 0,0002 0,0002 1,43 0,23
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6. Pacjenci z obecng amplifikacja genu MYCN

. Catkowity czas przezycia

Wyniki analizy jednoczynnikowej przedstawiono w tabeli (Tabela 38). W analizie jednoczynnikowej
wykazano, ze dla pacjentow z amplifikacjag genu MYCN jedynym czynnikiem istotnie statystycznie
(niekorzystnie) wptywajgcym na OS byt wyzszy stopiern zaawansowania choroby (p=004).

Tabela 38. Wyniki jednoczynnikowej analizy metoda proporcjonalnego hazardu Coxa w ocenie

wplywu czynnikéw na czas catkowitego przezycia dla pacjentéw z amplifikacja genu MYCN
(n=11)

Oceni_any parame_tr w a|_1alizie Beta Biad Chi? Wartosé p
jednoczynnikowej standardowy
Wiek (zmienna ciagta) 0,004 0,01 0,14 0,71
Stopien zaawansowania
(stopnie 2.-4.) 2,21 1,09 4,15 0,04
Stezenie LDH (zmienna ciagta) 0,0001 0,0001 0,88 0,35
Stezenie NSE (zmienna ciagta) -0,002 0,003 0,35 0,55
Stezenie ferrytyny (zmienna -0.00002 0001 0.0003 098
ciqg*a) ’ ’ ’ ’
Odsetek komérek NBL z obecng
ekspresja biatka Id2 (zmienna -0,0008 0,01 0,00003 0,99
ciagta)

Ze wzgledu na fakt, ze jedynym czynnikiem wptywajagcym w sposob znamienny statystycznie na
wystepowanie zgonéw z NBL w grupie pacjentéw z obecng amplifikacjg genu MYCN byt stopien

zaawansowania choroby, nie przeprowadzono analizy wieloczynnikowe;.
. Czas przezycia wolny od choroby

Wyniki analizy jednoczynnikowej przedstawiono w tabeli (Tabela 39). W analizie jednoczynnikowej
wykazano, ze dla pacjentéw z amplifikacjig genu MYCN jedynym czynnikiem wptywajacym
(niekorzystnie) na DFS i to tylko na pograniczu istotno$ci byt wyzszy stopiern zaawansowania choroby.
Tabela 39. Wyniki jednoczynnikowej analizy metoda proporcjonalnego hazardu Coxa w ocenie

wplywu czynnikéw na czas przezycia wolnego od choroby dla pacjentéw z amplifikacja genu
MYCN (n=12)

Ocenl.any parame.tr w apalme Beta Biad Chi? Wartosé p
jednoczynnikowej standardowy
Wiek (zmienna ciagta) -0,003 0,01 0,07 0,79
Stopien zaawansowania 2.04 1,09 3,49 0,06
(stopnie 2.-4.)
Stezenie LDH (zmienna ciagta) 0,00003 0,0001 0,11 0,74
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Stezenie NSE (zmienna ciagta) 0,002 0,004 0,35 0,55

Stezenie ferrytyny (zmienna

. 0,0006 0,0005 1,47 0,22
ciagta)
Odsetek komoérek NBL z obecng
ekspresjq biatka Id2 (zmienna -0,006 0,98 0,97 0,32

ciagta)

Ze wzgledu na fakt, ze jedynym czynnikiem wptywajacym i to tylko na pograniczu istotnosci na DFS
dla pacjentow z amplifikacja MYCN byt stopien zaawansowania choroby, nie przeprowadzono analizy

wieloczynnikowej.
7. Pacjenci bez amplifikacji genu MYCN

. Catkowity czas przezycia

Wyniki analizy jednoczynnikowej przedstawiono w tabeli (Tabela 40). W analizie z uzyciem
jednoczynnikowego modelu regresyjnego Coxa, najsilniejszym czynnikiem wptywajacym niekorzystnie
na OS byt 4. stopierh zaawansowania (p=0,005).

Tabela 40. Wyniki jednoczynnikowej analizy metoda proporcjonalnego hazardu Coxa w ocenie

wplywu czynnikdw na czas catkowitego przezycia dla pacjentéw bez amplifikacji genu MYCN
(n=41)

Oceniany parametr w analizie Blad
jednoczynnikowej [liczba Beta <tan d:‘r dow Chi? Wartosé p
pacjentow] y
Wiek powyzej:1 [2r5z] i ponizej [17] 148 0,76 3,72 0,05
Wiek (zmienna ciagta) 0,12 0,006 4,55 0,03
Stopien zaawansowania (4. [19] vs
2., 3.14s [22]) 1,83 0,66 7,76 0,005
Stopien zaawazn-s:;lvanla (stopnie 145 0,56 6,76 0,009
Obecna [8] i nieobecna [13]
delecja 1p 0,81 0,73 1,24 0,26
Obecny [8] i nieobecny [5]
nadmiar 17q 0,79 1,08 0,53 0,47
Stezenie LDH (zmienna ciagta) 0,0003 0,0001 5,15 0,02
Stezenie LDH powyzej [13] i
ponizej [25] 3x norma dla wieku 0,54 0,58 0.89 0,34
Stezenie NSE (zmienna ciagta) 0,78 1,42 0,3 0,58
Stezenie fer.rytyny (zmienna 0,001 0,0006 227 0.13
ciagta)
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Stezenie ferrytyny powyzej [19] i 178 129 19 017
ponizej [6] 3x norma dla wieku ’ ’ ’ ’
Niekorzystna [27] i korzystna [12] 10 075 178 018

budowa histopatologiczna guza ’ ’ ’ ’
Odsetek komoérek NBL z obecng
ekspresjq biatka Id2 (zmienna -0,008 0,008 1,26 0,26
ciagta)
Silna [32] i staba [9] intensywnos$¢ 073 076 091 034

ekspresji biatka 1d2

W analizie wieloczynnikowej wykazano (Tabela 41) istnienie trendu w kierunku pogorszenia przezy¢

catkowitych u pacjentéw w 4. stopniu zaawansowania (p=0,08).

Tabela 41. Wyniki

wieloczynnikowej analizy metoda proporcjonalnego hazardu Coxa

z uwzglednieniem parametrow istotnie statystycznie wptywajacych na catkowity czas przezycia
w analizie jednoczynikowej dla pacjentéw bez amplifikacji genu MYCN (n=41)

Oceniany parametr w analizie Beta Biad Chi? Wartosé
wieloczynnikowej standardowy P
Wiek (zmienna ciagta) 0,004 0,008 0,31 0,58
Stopien zaawansowania (4. vs
2., 3.14s) 1,36 0,79 2,99 0,08
Stezenie LDH (zmienna ciagta) 0,0001 0,0001 0,94 0,33
Stezenie ferrytyny powyzej i 0,68 112 0,37 0,54

ponizej 3x norma dla wieku

Przeprowadzono réwniez analize z zastosowaniem metody regresji krokowej (Tabela 42). Wykazano

dla pacjentéw bez amplifikacji genu MYCN, statystycznie znamienny niekorzystny wptyw 4. stopnia

zaawansowania na OS (p=0,02).

Tabela 42. Parametry wplywajace na czas calkowitego przezycia po zastosowaniu
wieloczynnikowej analizy proporcjonalnego hazardu Coxa metoda regresji krokowej dla
pacjentéw bez amplifikacji genu MYCN (n=41)

Btad

Ocenlar!y parame_tr w apalme Beta Chi? Wartosé p
wieloczynnikowej standardowy
Stopien zaawansowania (4. vs
2., 3. 4s) 1,66 0,69 5,76 0,02
Stezenie LDH (zmienna ciagta) 0,0001 0,0001 0,77 0,38
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. Czas przezycia wolny od choroby

Wyniki analizy jednoczynnikowej przedstawiono w tabeli (Tabela 43). W analizie z uzyciem
jednoczynnikowego modelu regresyjnego Coxa, najsilniejszym czynnikiem niekorzystnie wptywajgcym
na DFS byt 4. stopieh zaawansowania (p=0,0002).

Tabela 43. Wyniki jednoczynnikowej analizy metodg proporcjonalnego hazardu Coxa w ocenie

wplywu czynnikéw na czas przezycia wolnego od choroby dla pacjentéow bez amplifikacji genu
MYCN (n=46)

Oceniany parametr w analizie Blad
jednoczynnikowej [liczba Beta a Chi? Wartosé p
i standardowy
pacjentéw]
Wiek powyze!I [2r8.z] i ponizej [18] 1,68 0,63 715 0,0007
Wiek (zmienna ciagta) 0,01 0,004 8,47 0,004
Stopien zaawansowania (4.[21] vs
2., 3.1 4s [25]) 2,13 0,58 13,43 0,0002
Stopien zaawazn:s.:;lvanla (stopnie 1,36 0.4 11,53 0,0007
Obecna [8] i nieobecna [15]
delecja 1p 0,23 0,64 0,13 0,72
Obecny [10] i nieobecny [5]
nadmiar 17q 0,6 0,98 0,37 0,54
Stezenie LDH (zmienna ciagta) 0,0003 0,0001 6,39 0,01
Stezenie LDH powyzej [15] i
ponizej [27] 3x norma dla wieku 1,22 0,48 6,52 0,01
Stezenie NSE (zmienna ciagta) 0,007 0,004 2,65 0,1
Stezenie ferrytyny (zmienna
ciagta) 0,001 0,0005 3,17 0,07
Stezenie ferrytyny powyzej [21] i
ponizej [8] 3x norma dla wieku 2,00 0,96 4,39 0,04
Niekorzystna [30] i korzystna [13]
budowa histopatologiczna guza 0,57 0,53 1,13 0,28
Odsetek komoérek NBL z obecng
ekspresja biatka Id2 (zmienna -0,009 0,007 1,79 0,18
ciagta)
Silna [37] i staba [9] intensywnos¢é
ekspresii biatka 1d2 0,84 0.62 1,83 0.17

W analizie wieloczynnikowej wykazano (Tabela 44) istotny niekorzystny wptyw 4. stopnia

zaawansowania na DFS dla pacjentéw bez amplifikacji genu MYCN (p=0,01).
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Tabela 44. Wyniki

wieloczynnikowej analizy metoda proporcjonalnego hazardu Coxa
z uwzglednieniem parametréw istotnie statystycznie wplywajacych na czas przezycia wolnego
od choroby dla pacjentéw w analizie jednoczynnikowej dla pacjentéw bez amplifikacji genu

MYCN (n=46)
Oceniany parametr w analizie Beta Biad Chi? Wartosé
wieloczynnikowej standardowy P
Wiek (zmienna ciagta) 0,004 0,006 0,46 0,5
Stopien zaawansowania (4. vs
2., 3. 4s) 1,66 0,68 6,03 0,01
Stezenie LDH (zmienna ciagta) 0,0001 0,0001 1,19 0,28
Stezenie ferrytyny powyze;j i 118 084 198 016
ponizej 3x norma dla wieku ’ ’ ’ ’

Przeprowadzono réwniez analize z zastosowaniem metody regresji krokowej (Tabela 45). Wykazano
statystycznie znamienny niekorzystny wptyw 4. stopnia zaawansowania na DFS (p=0,0008).
Tabela 45. Parametry wplywajace na czas przezycia wolnego od choroby po zastosowaniu

wieloczynnikowej analizy proporcjonalnego hazardu Coxa metoda regresji krokowej dla
pacjentéw bez amplifikacji genu MYCN (n=46)

Ocenl_any parame.tr w apalme Beta Biad Chi? Wartosé p
jednoczynnikowej standardowy
Stopien zaawansowania (stopien 1,97 0,62 8,78 0,0008
4. vs pozostate)
Stezse_nl.e ferrytyny powyzej i 1,24 0.84 22 0.14
ponizej 3x norma dla wieku

8. Pacjenci z guzem o niekorzystnej budowie histopatologicznej
. Zgony z NBL

Wyniki analizy jednoczynnikowej przedstawiono w tabeli (Tabela 46). W analizie z uzyciem
jednoczynnikowego modelu regresyjnego Coxa, najsilniejszym czynnikiem zwiekszajacym ryzyko
wystgpienia zgonu z NBL byt stopier zaawansowania (p=0,02).

Tabela 46. Wyniki jednoczynnikowej analizy metoda proporcjonalnego hazardu Coxa w ocenie
wplywu czynnikéw na czas catkowitego przezycia dla pacjentéw z guzem o niekorzystnej

budowie histopatologicznej (N=32)

Oceniany parametr w analizie Blad
jednoczynnikowej [liczba Beta tand a g Chi? Wartosé p
pacjentéw] standardowy
Wiek powyzij [rzg] i ponizej [8] 1,67 1,04 258 0.11
Wiek (zmienna ciagta) 0,01 0,01 1,26 0,26
Stopien zaawansowania (4. [18] vs 1,49 0,66 5,12 0,02
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2,3.i4s [14])
Stopien zaawazn:s.:;lvanla (stopnie 0,68 0,38 3,12 0,02
Obecna [5] i nieobecna [27]
amplifikacja genu MYCN 0.55 0.65 0.72 0.4
Obecna [9] i n!eobecna [10] 0,03 0,69 0,02 0.96
delecja 1p
Stezenie LDH (zmienna ciagta) 0,0003 0,0001 5,27 0,02
e Ll pRmra] (I 0,57 0,56 1,03 0,31
ponizej [16] 3x norma dla wieku
Stezenie NSE (zmienna ciagta) 0,003 0,001 3,64 0,06
Stezenie ferrytyny (zmienna
ciagta) 0,0006 0,0006 1,31 0,25
Stezenie ferrytyny powyzej [18] i
ponizej [5] 3x norma dla wieku 1,51 117 1,66 0.2
Odsetek komérek NBL z obecng
ekspresja biatka Id2 (zmienna -0,006 0,98 0,97 0,32
ciagta)
Silna [27] i staba [5] intensywnos$¢
ekspresii biatka Id2 0,01 0,008 1,68 0.19

W analizie wieloczynnikowej wykazano (Tabela 47) istnienie trendu w kierunku pogorszenia OS dla
pacjentdw w 4. stopniu zaawansowania (p=0,07).

Tabela 47. Wyniki wieloczynnikowej analizy metoda proporcjonalnego hazardu Coxa
z uwzglednieniem parametréow istotnie statystycznie wplywajacych na czas catkowitego
przezycia (zgony z NBL) w analizie jednoczynnikowej dla pacjentéw z guzem o niekorzystnej
budowie histopatologicznej (n=32)

Ocenl.any parame.tr w apalme Beta Biad Chi? Wartosé p
jednoczynnikowej standardowy
Stopien zaawansowania (4. vs
2., 3. 4s) 1,23 0,69 3,17 0,07
Stezenie LDH (zmienna ciagta) 0,0002 0,0001 1,33 0,25
Stezenie NSE (zmienna ciagta) 0,001 0,002 0,53 0,47

Przeprowadzono réwniez analize z zastosowaniem metody regresji krokowej (Tabela 48). Wykazano
istnienie trendu w kierunku pogorszenia przezy¢ wolnych od niepowodzenia leczenia u pacjentéw

w 4. stopniu zaawansowania (p=0,06).
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Tabela 48. Parametry wplywajace na czas przezycia catkowitego (zgony z NBL) po
zastosowaniu wieloczynnikowej analizy proporcjonalnego hazardu Coxa metoda regresiji
krokowej dla pacjentéw z guzem o niekorzystnej budowie histopatologicznej zgony z NBL
(n=32)

Ocenl_any parame.tr w apalme Beta Biad Chi? Wartosé p
jednoczynnikowej standardowy
Stopien zaawansowania (4. vs
2., 3. 4s) 1,27 0,68 3,45 0,06
Stezenie LDH (zmienna ciagta) 0,0002 0,0001 2,22 0,13
. Czas przezycia wolny od choroby

Wyniki analizy jednoczynnikowej przedstawiono w tabeli (Tabela 49). W analizie z uzyciem
jednoczynnikowego modelu regresyjnego Coxa, najsilniejszym czynnikiem zwiekszajagcym ryzyko
wystgpienia wznowy lub progresji choroby byt 4. stopien zaawansowania.

Tabela 49. Wyniki jednoczynnikowej analizy metoda proporcjonalnego hazardu Coxa w ocenie

wplywu czynnikéw na czas przezycia wolnego od choroby dla pacjentéw z guzem
o niekorzystnej budowie histopatologicznej (n=36)

Oceniany parametr w analizie Biad )
jednoczynr_nkoyvej [liczba Beta standardowy Chi Wartosé¢ p
pacjentow]
Wiek powyzei [rzi7] i ponizej [9] 2.24 1,03 471 0,03
Wiek (zmienna ciagta) 0,02 0,009 5,08 0,02
Stopien zaawansowania (4 [20] vs
2., 3. i 4s [16]) 1,98 0,65 9,24 0,002
Stopien zaawazn-s:;lvanla (stopnie 0,56 0.3 3,62 0,003
Obecna [6] i nieobecna [30]
amplifikacja genu MYCN 0,37 0.64 0,33 0,56
Obecna [10] i nieobecna delecja 0,27 0,61 0.2 0,66
1p [12]
Stezenie LDH (zmienna ciagta) 0,0001 0,00008 3,1 0,08
Stezenie LDH powyzej [17] i 0,98 0,51 3,76 0,05
ponizej [17] 3x norma dla wieku
Stezenie NSE (zmienna ciagta) 0,008 0,003 7,5 0,006
Stezenie fer!'ytyny (zmienna 0,0007 0,0005 1,65 0.2
ciagta)
Steigpig ferrytyny powyzej .[20] i 1,36 0,83 265 0.1
ponizej [7] 3x norma dla wieku
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Odsetek komoérek NBL z obecng

ekspresjq biatka Id2 (zmienna 0,006 0,98 0,97 0,32
ciagta)
Silna [31] i staba [5] intensywnos¢é -0,007 0,007 1,001 0.32

ekspresiji biatka 1d2

W analizie wieloczynnikowej wykazano (Tabela 50) statystycznie znamienne pogorszenia DFS dla

pacjentow starszych (p=0,03) oraz z wyzszym stezeniem NSE (p=0,02).

Tabela 50. Wyniki wieloczynnikowej analizy metoda proporcjonalnego hazardu Coxa
z uwzglednieniem parametréw istotnie statystycznie wplywajacych na czas przezycia wolnego
od choroby w analizie jednoczynikowej dla pacjentow z guzem o niekorzystnej budowie
histopatologiczne (n=36)

Oceniany parametr w analizie Beta Biad Chi? Wartosé
jednoczynnikowej standardowy P
Wiek (zmienna ciagta) 0,008 0,01 0,68 0,03
Stopien zaawansowania (4. vs
2., 3.14s) 1,62 0,73 4,98 0,41
Stezenie LDH powyzej i ponizej
3x norma dla wieku 0,07 0,54 0,02 0,89
Stezenie NSE (zmienna ciagta) 0,006 0,003 5,05 0,02

Przeprowadzono réowniez analize z zastosowaniem metody regresji krokowej (Tabela 51). Wykazano
statystycznie znamienny niekorzystny wplyw wyzszego wieku (p=0,005) i wyzszego stezenia NSE
(p=0,02) na DFS.

Tabela 51. Parametry wplywajace na czas wolny od choroby po zastosowaniu

wieloczynnikowej analizy proporcjonalnego hazardu Coxa metoda regresji krokowej dla
pacjentéw z guzem o niekorzystnej budowie histopatologicznej (n=36)

Ocenl_any parame_tr w a|_1aI|Z|e Beta Biad Chi? Wartosé p
jednoczynnikowej standardowy
Wiek (zmienna ciagta) 1,84 0,65 7,88 0,005
Stezenie NSE (zmienna ciagta) 0,006 0,003 5,16 0,02
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9. Pacjenci z guzem o korzystnej budowie histopatologicznej
. Zgony z NBL

Wyniki analizy jednoczynnikowej przedstawiono w tabeli (Tabela 52). W grupie pacjentéw z korzystng
budowg patologiczng guza, zaden z analizowanych parametréw nie miat statystycznie znamiennego
lub nawet na pograniczu istotnosci wptywu na OS.

Tabela 52. Wyniki jednoczynnikowej analizy metoda proporcjonalnego hazardu Coxa w ocenie

wplywu czynnikéw na catkowity czas przezycia choroby dla pacjentéw z guzem o korzystnej
budowie histopatologicznej (n=15)

Oceniany parametr w analizie Blad
jednoczynnikowej [liczba Beta stan da?' dow Chi? Wartos¢ p
pacjentow] y
Wiek powyi:j [7_] i ponizej [8] 079 192 041 052
.r.z. ’ ’ ’ ’
Wiek (zmienna ciagta) 0,03 0,04 0,52 0,47
Stopien zaawansowania 012 059 004 083
(stopnie 2.-4.) ’ ’ ’ ’
Stezenie LDH (zmienna ciagta) 0,0003 0,0002 1,35 0,24
Stezenie LDH powyzej [6] i 1.001 1923 111 0.29
ponizej [9] 3x norma dla wieku ' ' ' '
Stezenie ferrytyny (zmienna 0.001 0003 023 063
ciagta) ’ ’ ’ ’
Odsetek komoérek NBL z obecng
ekspresjq biatka Id2 (zmienna -0,01 0,02 0,41 0,52
ciagta)
. Czas przezycia wolny od choroby

Wyniki analizy jednoczynnikowej przedstawiono w tabeli (Tabela 53). W grupie pacjentéw z korzystng
budowg patologiczng guza tylko wyzszy odsetek komérek NBL z obecng amplifikacja genu MYCN
istotnie statystycznie (korzystnie) wptywat DFS.

Tabela 53. Wyniki jednoczynnikowej analizy metoda proporcjonalnego hazardu Coxa w ocenie

wplywu czynnikéw na czas przezycia wolnego od choroby dla pacjentéw z guzem o korzystnej
budowie histopatologicznej (n=16)

Oceni.any parame.tr w apalizie Beta Biad Chi? Wartosé p
jednoczynnikowej standardowy
Wiek powyiﬂ' |['8z]I ponizej [8] 0.69 0,87 0,63 043
Wiek (zmienna ciagta) 0,03 0,02 1,92 0,17
Stopien zaawansowania -0,25 0,5 0,25 0,61

137



(stopnie 2.-4.)

Stezenie LDH (zmienna ciagta) 0,0002 0,0002 0,85 0,36
Stezenie LDH powyzej [7] i 101 088 132 025
ponizej [9] 3x norma dla wieku ' ' ' '
Odsetek komoérek NBL z obecng
ekspresjq biatka Id2 (zmienna -0,02 0,01 4,12 0,04

ciagta)

Ze wzgledu na fakt, ze jedynym czynnikiem wpltywajacym istotnie statystycznie na DFS dla pacjentow
z korzystng budowa histopatologiczng byt odsetek komérek NBL z obecng ekspresjq biatka 1d2, nie

przeprowadzono analizy wieloczynnikowe;.
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5. Omowienie i dyskusja

Nerwiak zarodkowy wspoétczulny jest jednym z najczestszych nowotworéw wieku dzieciecego (7-10%).
Moze rozwijac sie wszedzie tam, gdzie znajdujq sie embrionalne komérki czesci wspotczulnej uktadu
autonomicznego. Rocznie stwierdza sie 6-11 zachorowan na 1 milion dzieci w wieku 0-15 lat, 50%
guzow wystepuje przed 2. r.z., a 90% przed 5. r.z. W Polsce rozpoznaje sie rocznie okoto 60 nowych
zachorowan. [5] Wsrdd 60 pacjentéw analizowanych w obecnej pracy niemowleta i dzieci do 2. r.z.
stanowity odpowiednio: 31,7% i 50% (Tabela 7). W NBL podwyzszone stezenie metabolitow
katecholamin w moczu stwierdza sie u 90% chorych, a w 60-70% przypadkach rozpoznaje sie
4. stopiehh zaawansowania choroby. [5,9,18] W naszym materiale wsréd 60 analizowanych dzieci,
stezenie dopaminy, VMA i HVA w czasie diagnozowania NBL byto oznaczone odpowiednio u: 40, 49
i41 chorych, w tym u ponad 80% pacjentow stezenia tych metabolitow byly podwyzszone.

Najliczniejsza grupe — 31 (51,7%) stanowili pacjenci w 4. stopniu zaawansowania (Tabela 7).

NBL jest nowotworem wieku dzieciecego, w ktérym wystepuje najwiecej nietypowych objawow takich
jak: senno$é, brak taknienia, bdle brzucha, blado$¢, ostabienie i drazliwosé, dlatego upodobnia sie
obrazem klinicznym do wielu chordb, zaréwno nowotworowych, jak i nienowotworowych.
Réznorodnos¢ obrazu klinicznego NBL wynika z réznych pierwotnych umiejscowiehr choroby,
wystepujacych zaburzen metabolicznych, a przede wszystkim z wielu objawéw spowodowanych
przerzutami. Niezwykte cechy biologiczne NBL i wystepowanie postaci skrajnie roéznigcych sie
naturalnym przebiegiem i rokowaniem, od spontanicznej regresji do bardzo szybkiego postepu
choroby, a takze wystepowanie, zwtaszcza u nastolatkéw, progresji o powolnym przebiegu [5,9,18],
sprawiajg, ze ten nowotwor od wielu lat jest w centrum zainteresowania wielu naukowcow i wydaje sie
by¢ dobrym modelem do poznania ogélnych mechanizméw onkogenezy. Przyczyna powstania NBL,
tak jak i innych nowotwordw, jest ciggle niewyjasniona. Chociaz znanych jest juz wiele czynnikéw
prognostycznych w NBL, precyzyjne okreslenie rokowania w tej chorobie nadal nie jest mozliwe.
Pomimo intensywnej terapii, wyleczalnos¢ w grupie wysokiego ryzyka pozostaje bardzo niska (okoto
30%), niezaleznie od prob wprowadzania nowych, eksperymentalnych metod terapii. Na podstawie
dotad poznanych licznych zaburzen genetycznych w komoérkach NBL oraz mechanizméw biorgcych
udziat w transformacji nowotworowej, nadal nie mozna wyjasni¢, dlaczego czes¢ guzéw ulega
samoistnej regresji, a w innych, pomimo intensywnego leczenia dochodzi do progresji choroby i zgonu
pacjenta. [3,36,55,75] Dlatego powinny by¢ kontynuowane badania nad zaburzeniami biorgcymi udziat
w zlozonym procesie nowotworzenia oraz nad istotnymi czynnikami wptywajacymi na przebieg
choroby w celu wyboru odpowiedniej terapii. Okres$lone zaburzenia molekularne mogg réwniez
stanowiC cel terapeutyczny przez wprowadzenie leczenia hamujacego lub korygujacego skutki tych
nieprawidtowosci. [82] W obecnej pracy podjeto badania nad ekspresjq biatka 1d2 w komdrkach NBL,
w tym ocene znaczenia prognostycznego i korelacji tej ekspresji ze znanymi juz czynnikami
rokowniczymi.

Znaczenie biatka 1d2 w fizjologicznej (w okresie prawidtowej embriogenezy) i patologicznej progresiji

cyklu komérkowego oraz mechanizmy jego dziatania, w tym w NBL, przedstawiono we wstepie
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niniejszej pracy. Uzyskane dotad wyniki badaih nad znaczeniem ekspresiji biatka 1d2 w NBL sg ciagle
niejednoznaczne. [1,30,72,90,92]

W badaniu przeprowadzonym przez Lasorelle i wsp. oceniano korelacje poziomu ekspresji biatka |d2
z poziomem ekspresji MYCN w materiale pobranym od 46 pacjentéw z NBL w stopniu 1.-4. Ekspresije
biatka Id2 i Mycn oceniano metodg immunohistochemiczng. Stwierdzono istnienie korelacji miedzy
ekspresjg obu biatek (28 przypadkéw z ekspresjg Mycn i 1d2, 18 przypadkéw bez ekspresji Mycn
i 1d2). Ekspresje biatka Id2 w danym preparacie uznano za pozytywna, jesli byta stwierdzana
w minimum 25% komérek NBL. Tak zdefiniowana obecno$¢ ekspresiji biatka 1d2 w sposdb znamienny
statystycznie wpltywata na OS i EFS i byta niezaleznym czynnikiem prognostycznym. Amplifikacja
MYCN obecna byta u 8 pacjentéw, ale nie analizowano tego parametru. Dla pacjentéw powyzej 1. r. Z.
bez ekspresji biatka Mycn, obecnosc¢ ekspresiji |1d2 nie byla znamiennym prognostycznie czynnikiem
rokowniczym [44]. Wykazano réwniez, ze wysoka intensywnosc¢ ekspres;ji biatka 1d2 wystepuje w tych

samych obszarach guza, w ktérych obserwuje sie podwyzszony poziom ekspresji MYCN. [71]

Vandesompele i wsp. wykonali badania na liniach komérkowych NBL, oceniajac ekspresje gendw 1D2,
MYCN i MYC. [90] Poczatkowo oceniono poziom mRNA w 8 liniach komoérkowych zaréwno
z amplifikacjg, jak i bez amplifikacji MYCN. Badanie Northern blot i ilosciowe RT-PCR nie potwierdzito
istnienia korelacji ani pomiedzy poziomem mRNA ID2 a MYCN, ani pomiedzy poziomem mRNA |D2
a MYC. Potwierdzono natomiast opisang juz wczesniej odwrotng korelacje miedzy poziomem MYCN
a MYC. [14] Dodatkowo analizowano poziom mRNA i biatek Mycn i 1d2 na tych samych 6 liniach
komérkowych ocenianych przez Lasorella i wsp. oraz na innych, wczesniej nie badanych liniach
komodrkowych i guzach pierwotnych. W tym i kolejnych eksperymentach nie potwierdzono istnienia
korelacji poziomu mRNA MYCN z mRNA ID2 ani z biatkiem 1d2. Zaobserwowano natomiast korelacje
poziomu ekspresji mMRNA ID2 i MYC. W celu wykluczenia btedu zwigzanego z warunkami hodowli,
eksperymenty powtérzono dla réznego czasu wzrostu komoérek i zmianie pozywki. Obserwowano
réznice w poziomie mRNA i biatka 1d2, ale nie korelujgce ze zmianami poziomu mMRNA MYCN.
Réwniez w badaniach guzéw pierwotnych nie zaobserwowano korelacji biatka Id2 ani z poziomem
ekspresji genu MYCN, ani z rokowaniem, chociaz u pacjentéw z poziomem Id2 nizszym niz $rednia
dla grupy obserwowano trend w kierunku poprawy rokowania. W badaniu tym oceniano poziom
mRNA, podczas gdy Lasorella i wsp. oceniali poziom ekspres;ji biatka metodg immunohistochemiczna,
co mogto przyczynié¢ sie do uzyskania roznych wynikéw badan. Zaréwno w badaniu Lasorella i wsp.
[43], jak i Vandesompele i wsp. [90] oceniano ekspresje MYCN, a nie jego amplifikacje, ktéra ma
ustalone juz znaczenie prognostyczne. Wyniki analiz Lasorella i wsp. nie zostaty rowniez
potwierdzono w badaniu przeprowadzonym przez Alaminos i wsp. [1] Ocene ekspresji biatka 1d2
przeprowadzono na duzej grupie pacjentdow dwoma metodami - RT-PCR dla mRNA
i immunohistochemiczng w pierwotnych guzach NBL pobranych od 99 pacjentéw i dodatkowo na
12 liniach komérkowych. Nie stwierdzono roznic w ekspresji 1d2 w zaleznosci od poziomu ekspresji
genu MYCN ocenianego poprzez poziom mRNA metodg RT-PCR, ani korelacji pomiedzy poziomem
ekspresji mMRNA MYCN a poziomem ekspresji mRNA |D2. Generalnie w liniach komoérkowych
stwierdzono wyzsza ekspresje ID2 niz w guzach pierwotnych. Wprowadzenie genu MYCN do

niezawierajacych go linii komoérkowych nie wptyneto na poziom ekspresji Id2. Nie stwierdzono réznic
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w rokowaniu pacjentow w zaleznosci od poziomu ekspresji biatka 1d2. W badaniu oceniano
amplifikacje MYCN i jego korelacje z nadmierng ekspresjag mRNA ID2, ale nie oceniano korelacji
mRNA ID2 z obecnoscig amplifikacji MYCN. [1]

Takze badanie Wang i wsp. [92] nie potwierdzito postulowanej korelacji pomiedzy poziomem biatka
Id2 a ekspresjg MYCN i niekorzystnym rokowaniem. Badanie wykonano metodami RT-PCR i Northern
Blot dla oceny mRNA oraz Western Blot i profilu ekspresji oligonukleotydéw dla oceny poziomu
ekspresji biatka na 10 liniach komérkowych i w guzach NBL, pochodzacych od 170 pacjentdw,
u ktérych nie analizowano ekspresji biatka 1d2. Ekspresja genu ID2 wyrazona zaréwno jako poziom
mRNA, jak i poziom biatka Id2, nie korelowata ani z ekspresja, ani z amplifikacjg genu MYCN i obecna
byta we wszystkich badanych liniach i guzach. Nie stwierdzono réwniez korelacji poziomu ekspres;ji
Id2 z kliniczng charakterystyka pacjentéow. Biatko |d2 zarbwno w guzach, jak i w liniach komdrkowych,
ulegato ekspresji niezaleznie od statusu MYCN. Co wiecej, stwierdzono trend w kierunku wyzszej
ekspresji biatka I1d2 w guzach NBL bez amplifikacji MYCN, nie stwierdzono natomiast korelac;ji

ekspresji obu biatek. [92]

Gebauer i wsp. [30] wykazali, ze poziom ekspresji genu ID2 nie odzwierciedlat poziomu biatka 1d2
w komorce, co réwniez moze odpowiadac¢ za réznice wynikdw miedzy poszczegdlnymi badaniami.
Stwierdzono transkrypcje genu ID2 w wiekszosci badanych guzéw, ktéra nie zawsze korelowata
z poziomem biatka 1d2. Ekspresja 1d2 byta niezalezna zaréwno od MYCN, jak i ekspresji ocenianych

genow supresorowych (p27 i p16). [30]

Podobne wyniki analiz uzyskat Raetz i wsp., ktérzy w badaniu metodg mikromacierzy wykazali
zwigzek miedzy amplifikacjag MYCN a nadmierng ekspresjg genu ID2, ale ilosciowe badania RT-PCR
nie wykazaty ani podwyzszonej ilosci mMRNA ID2, ani jego korelacji z MYCN w komdrkach NBL. [72]

Za réznice wynikow badanh uzyskanych w poszczegélnych eksperymentach mogg by¢ odpowiedzialne
m. in. warunki hodowli komodrek. Stwierdzono, ze ekspresja Id2 jest indukowana w liniach
komérkowych w warunkach hipoksji. Moze to czesciowo wyjasnia¢ zarobwno obserwowane wczesniej
odroznicowywanie sie komoérek NBL w wyniku hipoksji, jak i powstawanie klinicznie agresywnych
fenotypdw guza. W zilosliwych guzach litych czesto jest obnizone zaopatrzenie komoérek w tlen ze
wzgledu na wysokie tempo proliferacji komdérek nowotworowych, znacznie przewyzszajace tempo
angiogenezy. Konieczne sg wiec zmiany adaptacyjne guza, pozwalajace na wzrost nawet
w niesprzyjajacych warunkach. Regulacja ekspresji 1d2 przez hipoksje moze miec¢ istotne znaczenie
w progresji cyklu komérkowego w NBL. [52] Opisywano réwniez zaleznos¢ poziomu ekspresji od
warunkow hodowli komorek, takich jak czas przenoszenia komorek i zmiany pozywki. [90]

Nalezy rowniez podkresli¢ fakt, ze w czasie prawidtowej embriogenezy odpowiedni poziom ekspresji
biatka 1d2 ma kluczowe znaczenie w okreslonych fazach rozwoju, a w komérkach postmitotycznych
moze zanikac lub traci¢ swoje znaczenie pomimo utrzymujacej sie ekspresiji, i ze w czasie neogenezy
mozliwe jest takze istnienie analogicznego mechanizmu. Tak wiec dla prawidtowej interpretacji
znaczenia poziomu Id2 w komérkach NBL prawdopodobnie konieczne bytoby okreslenie momentu,

w ktérym ulega ono ekspresiji. [71]
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W obecnie przeprowadzonym badaniu ekspresja biatka 1d2 zostata stwierdzona metodg
immunohistochemiczng we wszystkich 60 preparatach wykonanych z guzéw pobranych od pacjentow
z NBL. W 50 (83,3%) przypadkach intensywnos$¢ ekspresji w odniesieniu do pozytywnej kontroli
okreslono jako wysokg (Rysunek 58). Przyjeto, ze wynik pozytywny oznaczat kazdg ekspresje biatka
Id2, bez wzgledu na odsetek komérek NBL z obecng ekspresja, a nie tylko wtedy, gdy odsetek
komdrek NBL z obecng ekspresjg biatka 1d2 byt wyZzszy niz 25%, jak to zatozyli Lasorella i wsp. [43]
Istniejg doniesienia o obecnosci macierzystych komérek nowotworowych, w ktérych mechanizmy
zwigzane z dziataniem biatka |d2 mogg odgrywaé potencjalng role w powstaniu i utrzymaniu fenotypu
komérki nowotworowej [2], dlatego eliminacja przypadkéw z ekspresjg biatka [1d2 obecng
w pojedynczych komérkach wydaje sie nieuzasadniona. We wilasnym materiale intensywno$c¢
ekspresji biatka 1d2 byta poréwnywalne w grupie dzieci powyzej i ponizej 1. r.z. oraz z i bez amplifikac;ji
MYCN. Natomiast istotnie wiecej dzieci z silng ekspresjg biatka Id2 bylo w grupie pacjentow
w 4. stopniu w poréwnaniu z pozostatymi stopniami zaawansowania (Rysunek 35). Wang i wsp.
stwierdzili trend w kierunku wyzszej ekspres;ji biatka Id2 w guzach NBL bez obecnej amplifikacji genu
MYCN. [92]

Odsetek komérek NBL z obecng ekspresjg biatka 1d2 w analizowanych w obecnym badaniu
preparatach wahat sie od 1-100% ($rednia: 77,7%, mediana: 85%). W 53 przypadkach (88,3%)
ekspresje biatka 1d2 obserwowano w minimum 50%, a w 55 preparatach (93%) w co najmniej 25%
komodrek NBL. Naijliczniejszg grupe - 27 (45%) pacjentow stanowili chorzy, u ktérych stwierdzono
ekspresje biatka 1d2 w ponad 90% komédrek NBL. Natomiast grupy z nizszymi odsetkami pozytywnych
komédrek NBL, obejmowaty 1-8 dzieci, z tym, ze w przedziale 16-39% nie byto zadnego pacjenta
(Rysunek 4). W Zzadnej z analizowanych podgrup nie stwierdzono statystycznie znamiennych réznic
w odsetku komorek z obecng ekspresjg biatka 1d2 (Rysunek 30, Rysunek 31, Rysunek 32, Rysunek
33, Rysunek 34, Rysunek 36) Ze wzgledu na bardzo matg liczbe naszych pacjentéw z ekspresjg
biatka 1d2 obecng w mniej niz 25% komodrek (n=5), nie przeprowadzono analiz poréwnawczych

z punktem odciecia na poziomie 25% obecnych komérek pozytywnych.
Czynniki rokownicze w neuroblastoma

Przed przystgpieniem do badan nad znaczeniem rokowniczym ekspresji biatka 1d2 we wiasnym
materiale oceniono wptyw znanych juz czynnikbw na uzyskiwane wyniki leczenia.
[5,8,9,12,17,18,19,22,42,49,55,57,58,70,79,80,87].

Wiek dziecka w chwili rozpoznania NBL

Pomimo lepszego poznania biologii NBL i wytonienia nowych parametrow prognostycznych oraz
wprowadzania zmian w leczeniu, wiek nadal pozostaje jednym z najwazniejszych czynnikow
rokowniczych w tej chorobie. [5,8,18] W materiale wkasnym, w catej analizowanej grupie w badaniu
z zastosowaniem regresji logistycznej, wiek w sposoéb istotny statystycznie wptywat zaréwno na
wystepowanie zgonéw (Tabela 54) spowodowanych bezposrednio przez NBL (p=0,01), jak
i niepowodzen leczenia (wczesne progresje i wznowy choroby: p=0,00008) - (Tabela 55). Na
podstawie analizy krzywej regresji (Rysunek 75,Rysunek 76) nie udato sie jednoznacznie ustali¢ wieku

granicznego, przy ktorym w sposéb znamienny wzrastatoby ryzyko wystgpienia zgonu lub
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niepowodzenia leczenia. Dlatego zgodnie z danymi z literatury jako wiek, w ktorym w sposéb
znamienny wzrasta ryzyko zgonu spowodowanego NBL, przyjeto 12 miesiecy [5,8,18].
Prawdopodobienstwo ponad 5-letniego OS (Rysunek 6) dla niemowlat i pacjentéw powyzej 1. r.z.
wynosito odpowiednio: 0,82 i 0,47 (p=0,03), a prawdopodobienstwo 5-letniego DFS (Rysunek 7) dla
dzieci ponizej i powyzej 1. r.z. wynosito odpowiednio: 0,78 i 0,38 (p=0,006). W analizie z uzyciem
jednoczynnikowego modelu regresyjnego Coxa dla catej grupy (Tabela 19, Tabela 22) wykazano, ze
wiek miat istotny niekorzystny wplyw zaréwno na OS (p=0,02), jak i na DFS (0,003). Jednakze
w analizie wieloczynnikowej (Tabela 20,Tabela 21,Tabela 23,Tabela 24) nie stwierdzono istotnego
statystycznie wptywu wieku ani na OS (p=0,59), ani na DFS (p=0,69).

Stopien zaawansowania choroby

W wielu dostepnych opracowaniach dotyczacych NBL, podkresla sie, ze zaawansowanie choroby
nadal jest niezaleznym czynnikiem istotnie wptywajacym na uzyskiwane wyniki leczenia bez wzgledu
na zastosowany sposob terapii [5,9,18]. W badaniu wszystkich pacjentéw w materiale wtasnym
stwierdzono znamiennie czestsze wystepowanie zaréwno zgondw spowodowanych przez NBL
(p=0,00001) — (Tabela 54), jak i niepowodzen leczenia (p=0,00004) u pacjentéw w 4. stopniu
w poréwnaniu z nizszymi stopniami zaawansowania choroby (Tabela 55). Wsrod dzieci w 2. i 4s
stopniu zaawansowania nie stwierdzono zgonéw z powodu NBL. Prawdopodobienstwo 5-letniego OS
(Rysunek 9) dla pacjentéw w innym niz 4. stopniu (2., 3. i 4s) i w 4. stopniu zaawansowania wynosito
odpowiednio: 0,84 i 0,32 (p=0,00007). U 6 dzieci w stopniu 4s nie stwierdzono Zzadnego
niepowodzenia leczenia. Prawdopodobienstwo 5-letniego DFS (Rysunek 11) dla pacjentéw w innym
niz 4. stopniu i w 4. stopniu zaawansowania wynosito odpowiednio: 0,79 i 0,19 (p=0,0001). W analizie
z uzyciem jednoczynnikowego modelu regresyjnego Coxa (Tabela 19, Tabela 22) najsilniejszym
czynnikiem niekorzystnie wptywajacym na OS byt 4. stopieh zaawansowania choroby (p=0,0004).
Przeprowadzenie analizy wieloczynnikowej z zastosowaniem metody regresji krokowej (Tabela 20,
Tabela 21, Tabela 23,Tabela 24) wykazato znamiennie niekorzystny niezalezny wptyw 4. stopnia
zaawansowania zaréwno na OS (0,0001) , jak i na DFS (0,0001).

Budowa histopatologiczna guza

NBL jest jednym z kilku dzieciecych nowotworéow, w ktorych stwierdza sie obecnos¢ matych,
okragtych, niebieskich komorek. W odréznieniu od innych guzoéw, komorki NBL wykazujg w roznym
stopniu neuralne zréznicowanie. Klasyfikacja Shimady i wsp. opiera sie na ocenie dojrzatosci
komorek, podscieliska, liczby mitoz, cech rozpadu jagdra komérkowego oraz wieku dziecka. Korzystna
lub niekorzystna budowa histologiczna guza NBL stanowi wazny czynnik rokowniczy. Istnieje wysoka
korelacja miedzy amplifikacjg MYCN i niekorzystng histologig, ale guzy NBL, w ktorych nie stwierdza
sie amplifikacji, ale majg niekorzystng histologie, stanowig réwniez podgrupe o gorszym rokowaniu.
[5,9,18,79]

Ws$&rdéd ocenianych obecnie dzieci, korzystng i niekorzystng budowe histopatologiczng guza NBL
ustalono odpowiednio u: 13 (26,7%) i 36 (60%). W 8 przypadkach ocena nie byta mozliwa. Nie
wykazano statystycznie istotnej roznicy w wystepowaniu zgondéw spowodowanych bezposrednio przez

NBL w zaleznosci od budowy histopatologicznej guza (p=0,1). PrawdopodobiehAstwo ponad 5-letniego

143



OS (Rysunek 24) dla pacjentdéw z guzem o korzystnej i niekorzystnej budowie histopatologicznej
wynosito odpowiednio: 0,80 i 0,52 (p=0,15). Nie wykazano réwniez statystycznie istotnej réznicy
w wystepowaniu niepowodzenia leczenia u chorych w zaleznosci od budowy histopatologicznej guza
(p=0,3). Prawdopodobienstwo ponad 5-letniego DFS dla pacjentdow z guzem o korzystnej
i niekorzystnej budowie histologicznej wynosito odpowiednio: 0,69 i 0,49. Rdznice miedzy grupami
(p=0,097) wskazujg na istnienie trendu do uzyskania lepszych wynikdw w przypadku korzystnej
budowy histopatologicznej (Rysunek 21). W analizie z uzyciem jednoczynnikowego modelu
regresyjnego Coxa nie wykazano statystycznie znamiennego wptywu budowy histopatologicznej guza
ani na OS, ani na DFS (Tabela 19, Tabela 22).

Nieprawidlowosci cytogenetyczne

Réznorodnos$¢ obrazu klinicznego NBL i odmienny przebieg tej choroby, moze mie¢ swoj wyraz
w wielu zaburzeniach cytogenetycznych. Czesta nieprawidlowos¢ cytogenetyczng (19-36%
pacjentéow) stanowi delecja krétkiego ramienia chromosomu 1. Alleliczna utrata krétkiego ramienia
chromosomu 1. jest silnym niekorzystnym czynnikiem prognostycznym, zaréwno w guzach
u niemowlat, jak i u dzieci starszych. Delecja krétkiego ramienia chromosomu 1. jest czesciej
stwierdzana u pacjentéw z zaawansowang chorobg i u tych, u ktérych komoérki guza sg diploidalne.
[16,17,19,22,56,58]

W materiale wtasnym delecje 1p stwierdzono u 14 (23,3%) pacjentow, a wynikow nie uzyskano w 29
(48,4%) przypadkach. Wykazano trend w kierunku wyzszego ryzyka zgonu z powodu NBL
u pacjentéw z obecng delecjg 1p (p=0,07). Prawdopodobieristwo ponad 5-letniego OS (Rysunek 16)
dla pacjentéw bez delecji 1p36 i z delecjg wynosito odpowiednio: 0,8 i 0,43 (p=0,055). Natomiast nie
wykazano statystycznie istotnej réznicy w wystepowaniu niepowodzen leczenia u pacjentéw z i bez
obecnosci delecji 1p (p=0,3). Prawdopodobienstwo ponad 5-letniego DFS ( dla pacjentow bez deleciji
1p36 i z delecjg) wynosito odpowiednio: 0,62 i 0,39 (p=0,29). W analizie z uzyciem
jednoczynnikowego modelu regresyjnego Coxa wykazano niekorzystny, na pograniczu istotnosci
(p=0,055) wptyw obecnej delecji 1p na OS, ale w analizie wieloczynnikowej parametr ten nie miat
istotnego wptywu (Tabela 19, Tabela 23). Réwniez w modelu Coxa nie wykazano istotnego wplywu
delecji 1p na DFS (Tabela 22).

Naddatek dtugiego ramienia chromosomu 17. jest najczestszym zaburzeniem genetycznym
stwierdzanym w pierwotnym NBL i moze tgczy¢ sie réwniez z gorszym rokowaniem.
[9,12,15,19,22,49,55] W materiale wlasnym nadmiar 17q stwierdzono u 15 (25%) pacjentéw,
a wynikow nie uzyskano w 38 (63,3%) przypadkach. Nie wykazano statystycznie istotnej réznicy
w wystepowaniu zaréwno zgondéw spowodowanych przez NBL (p=0,15), jak i niepowodzen leczenia
(p=0,11) u pacjentéw z i bez obecnosci nadmiaru materiatu genetycznego 17q. Prawdopodobienstwo
ponad 5-letniego OS (Rysunek 21) dla chorych bez nadmiaru i z nadmiarem 17q wynosito
odpowiednio: 0,83 i 0,43 (p=0,21). Prawdopodobienstwo ponad 5-letniego DFS (Rysunek 23) dla
pacjentdw bez i z nadmiarem 17q wynosito odpowiednio: 0,69 i 0,34 (p=0,31). W analizie z uzyciem
jednoczynnikowego modelu regresyjnego Coxa nie wykazano statystycznie znamiennego wptywu
nadmiaru 179 ani na OS, ani na DFS (Tabela 19, Tabela 22).
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Wedtug aktualnych doniesien amplifikacja genu MYCN stanowi najsilniejszy marker ziej prognozy.
Zwielokrotnienie tego genu, umiejscowionego na krétkim ramieniu chromosomu 2., taczy sie z szybkg
progresjg guza i ztymi wynikami leczenia, niezaleznie od stopnia zaawansowania i wieku dziecka.
Amplifikacje genu MYCN stwierdza sie w okoto 30% zaawansowanej NBL, a w 1. i 2. stopniu oraz
w 4s., odpowiednio: w 4% i 8%. [9,10,16,21,55,66,77] Wsrod 58 obecnie analizowanych pacjentéw,
u ktérych wykonano badania w kierunku obecnosci amplifikacji MYCN, zaburzenie to stwierdzono
tacznie u 12 (20,7%), i tylko w 3. i 4. stopniu zaawansowania, odpowiednio u: 4 (23,5%) i 8 (25,8%)
dzieci. W dwodch przypadkach nie uzyskano wyniku. Wsrdéd chorych z obecng amplifikacja MYCN
(Tabela 54) wykazano statystycznie znamienne czestsze wystepowanie zgonéw spowodowanych
przez NBL (p=0,03). Prawdopodobienstwo ponad 5-letniego OS (Rysunek 12) dla wszystkich
badanych pacjentéw bez i z amplifikacjg genu MYCN wynosito odpowiednio: 0,63 i 0,27 (p=0,01).
Prawdopodobienstwo ponad 5-letniego OS (Rysunek 13) dla pacjentéw powyzej 1 r.z
bez i z amplifikacjg genu MYCN wynosito odpowiednio: 0,46 i 0,30 (p=0,15). Nie wykazano réwniez
istnienia statystycznie znamiennych réznic w wystepowaniu zgonéw z powodu NBL u pacjentow
powyzej 1. r.z. z obecng amplifikacjig genu MYCN w poréwnaniu z pacjentami bez tej
nieprawidtowosci (p=0,54). Wszyscy zyjacy pacjenci w grupie dzieci z obecng amplifikacja genu
MYCN byli w 3., lepiej rokujacym stopniu zaawansowania choroby.

W materiale wtasnym nie wykazano statystycznie istotnej réznicy w wystepowaniu wznow lub
progresji u pacjentdw z obecng i nieobecng amplifikacja onkogenu MYCN (p=0,2). Natomiast
prawdopodobienstwo ponad 5-letniego DFS (Rysunek 14) dla dzieci bez i z amplifikacja genu MYCN
wynosito odpowiednio: 0,56 i 0,28 i roznica ta byta istotna statystycznie (p=0,047, (Tabela 55).
Wynika to najprawdopodobniej z faktu stwierdzenia péznych wznéw choroby (powyzej 5 lat od
rozpoznania) u pacjentéw w 4. stopniu zaawansowania powyzej 1. r.z. i bez amplifikacji genu MYCN.
Chorzy ci mogg stanowi¢ odrebng biologicznie podgrupe NBL, o rokowaniu niekorzystnym pomimo
braku amplifikacji onkogenu MYCN, w ktdrej obecne sg inne, dotad jeszcze nie zidentyfikowane
czynniki, wptywajace na wystepowanie pdznych niepowodzen. [17,55,67] Dla badanych obecnie
pacjentow powyzej 1 r.z. z i bez amplifikacji genu MYCN prawdopodobienstwo ponad 5-letniego DFS
byto podobne (p=0,4, Rysunek 17).

Amplifikacja MYCN stracita swoje znaczenie prognostyczne u dzieci powyzej 1. r.z., prawdopodobnie
ze wzgledu na duzg liczbe przypadkéw w 4. stopniu, zarébwno w grupie z obecng, jak i nieobecng
amplifikacja genu MYCN oraz silniejszy wptyw stopnia zaawansowania niz amplifikacji genu MYCN
zarowno na OS, jak i na DFS.

Na uwage zastuguje fakt, ze wsréd 19 pacjentéw ponizej 1 r.z. amplifikacje genu MYCN stwierdzono
tylko u jednego (5.2%) dziecka, ktére zmarto w wyniku gwattownej progresji choroby opornej na
leczenie. W analizie z uzyciem jednoczynnikowego modelu regresyjnego Coxa (Tabela 19, Tabela
22), wykonanej dla catej grupy pacjentow, obecnos¢ amplifikacji genu MYCN istotnie niekorzystnie
wptywata zaréwno na OS (p=0,02). jak i na DFS (p=0,05). Przeprowadzenie analizy wieloczynnikowe;j
z zastosowaniem metody regresji krokowej (Tabela 20, Tabela 21, Tabela 23,Tabela 24) wykazato
znamiennie niekorzystny niezalezny wplyw 4. stopnia zaawansowania i amplifikacji genu MYCN
zarowno na OS (0,005), jak i na DFS (0,004).
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Tabela 54. Znane dotad czynniki prognostyczne istotnie statystycznie wplywajace na
wystepowanie zgonéw i na czas catkowitego przezycia (zgony z powodu NBL) dla wszystkich
pacjentéw z NBL— materiat wiasny

Liczba dzieci Wartosé p
Czas
Badany parametr 5 Test Regresja catkowitego
CANETSTAD | AT chi® logistyczna przezycia
test log rank
pon;zzej 1. 3 15
Wiek — ] 0,01 0,01 0,03
powyzej 1. 20 16
r.z
Stopien 4. 19 9
zaawansowania | 2. 3.i4s 4 22 0,00001 i 0,00007
onkogenu 0,03 - 0,01
MYCN nieobecna 14 27

Tabela 55. Znane dotad czynniki prognostyczne istotnie statystycznie wplywajace na
wystepowanie niepowodzen leczenia i na czas przezycia wolnego od choroby dla wszystkich
pacjentéw z NBL — materiat wtasny

Liczba dzieci Wartos¢ p
Czas
Bez przezycia
Badany parametr Niepowodzenie . dzer Test chi? Regresja wolnego
leczenia nlelzgzvetzli:en estchi logistyczna od choroby
test log
rank
ponizej 1. 4 15
Wiek r.2._ 0,001 0,00008 0,006
powyzej 1. o8 13
r.z.
Stopien 4, 24 7
zaawansowania | 2., 3.i4s 7 22 0,00004 ) 0,00001
Amplifikacja obecna 8 4
onkogenu 0,2 - 0,042
MYCN nieobecna 22 24

Biochemiczne czynniki prognostyczne

Wedtug danych z piSmiennictwa stezenie NSE w surowicy w analizie wieloczynnikowej nie
korelowato z wiekiem ani plodig, ale stanowito niezalezny czynnik prognostyczny. Wykazano, ze NSE
jest markerem prognostycznym u pacjentow zaréwno w stadiach zlokalizowanych, jak i rozsianych,
przy czym wyzszy poziom markera wskazuje na gorsze rokowanie zwilaszcza w postaciach
rozsianych. Stezenie NSE jest rowniez podwyzszone w 4s stopniu zaawansowania, ale z reguly

nizsze niz w stopniu 4., a jego podwyzszenie moze swiadczy¢ o progresji choroby. [8,9,19]

Wsrod 60 badanych obecnie dzieci z NBL, stezenie NSE oznaczono tylko u 11 pacjentéw, w tym
u 3 stezenie przekraczajace i nieprzekraczajgce 3-krotnie norme dla wieku stwierdzono odpowiednio
w: 8 i 3 przypadkach. Oznaczanie stezenia NSE w naszym osrodku jest rutynowo wykonywane przy
podejrzeniu NBL dopiero od kilku lat. Sposréd 11 analizowanych pacjentéw zmarto 4, wszyscy
zpowodu NBL. Nie wykazano statystycznie istotnej rdéznicy w wystepowaniu zgondw

spowodowanych NBL u pacjentéw w zaleznosci od stezenia NSE (p=0,21). W grupie 3 pacjentéw ze
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stezeniem NSE nieprzekraczajgcym 3-krotnej wartosci normy nie bylo zgondéw. Sposréd
11 analizowanych pacjentéw obserwowano 8 niepowodzen leczenia, w tym 5 wznéw. Nie wykazano
réwniez statystycznie istotnej réznicy w wystepowaniu wznowy lub progresji choroby u pacjentow
w zaleznosci od stezenia NSE stwierdzanego wstepnie w trakcie ustalania rozpoznania (p=0,15).
Prawdopodobienstwo ponad 5-letniego DFS (Rysunek 27) dla pacjentéw z poziomem NSE ponizej
i powyzej 3-krotnej wartosci normy dla wieku wynosito odpowiednio: 0,62 i 0,12 (p=0,23). W analizie
z uzyciem jednoczynnikowego modelu regresyjnego Coxa (Tabela 19, Tabela 22) wykazano istotnie
niekorzystny wplyw wyzszego stezenia NSE zaréwno na OS (p=0,04), jak i na DFS (p=0,006), ale
w analizie wieloczynnikowej nie potwierdzono istotnego wplywu tego markera (Tabela 20, Tabela 21,
Tabela 23,Tabela 24)

Podwyzszone stezenie ferrytyny swiadczy o aktywnie rosngcym guzie NBL i zwigzane jest z gorszg
prognoza. [9,36]

W materiale wtasnym ocenie poddano 42 pacjentow, w tym 12 z poziomem ferrytyny
nieprzekraczajagcym 3-krotnie normy dla wieku i 30 z poziomem ferrytyny powyzej 3-krotnej warto$ci
normy dla wieku. Nie wykazano statystycznie istotnej rdéznicy w wystepowaniu zgonodw
spowodowanych NBL u pacjentéw w zaleznosci od stezenia ferrytyny (p=0,32). Prawdopodobienstwo
ponad 5-letniego OS (Rysunek 28) dla pacjentéw z poziomem ferrytyny ponizej i powyzej 3-krotnej
wartosci normy dla wieku wynosito odpowiednio:0,6 i 0,38 (p=0,53). Nie wykazano réwniez
statystycznie istotnej roznicy w wystepowaniu wznowy lub progresji choroby u pacjentow
w zaleznosci od stezenia ferrytyny (p=0,14). Prawdopodobienstwo 5-letniego DFS (Rysunek 29) dla
pacjentéw z poziomem ferrytyny ponizej i powyzej 3-krotnej wartosci normy dla wieku wynosito
odpowiednio: 0,67 i 0,27 (p=0,33). W analizie z uzyciem jednoczynnikowego modelu regresyjnego
Coxa nie wykazano statystycznie znamiennego wptywu stezenia ferrytyny ani na OS, ani na DFS
(Tabela 19, Tabela 22).

Stezenie LDH jest markerem niespecyficznym, charakterystycznym dla szybkiego wzrostu i rozpadu
komérek. Podwyzszenie stezenia LDH w surowicy swiadczy o duzej masie guza i jest czynnikiem

niekorzystnym prognostycznie. [5,9,18]

W materiale wtasnym ocenie poddano 56 pacjentéw, w tym 30 z poziomem LDH przekraczajgcym
3-krotnie norme dla wieku i 26 z poziomem LDH ponizej 3-krotnej wartosci normy dla wieku. Sposrod
56 analizowanych pacjentéw zmarto 27, w tym 22 z powodu NBL. Nie wykazano statystycznie istotnej
réznicy w wystepowaniu zgondéw spowodowanych przez NBL u pacjentéw w zaleznosci od stezenia
LDH (p=0,18). Prawdopodobienstwo ponad 5-letniego OS dla pacjentéw z poziomem LDH ponizej
i powyzej 3-krotnej wartosci normy dla wieku wynosito odpowiednio: 0,65 i 0,48 (Rysunek 25).
Réznice miedzy grupami byty na granicy istotnosci statystycznej (p=0,05). Sposrod 56 analizowanych
dzieci niepowodzenie leczenia obserwowano w 29 przypadkach, w tym 18 wznow. Nie wykazano
statystycznie istotnej réznicy w wystepowaniu wznowy Ilub progresji choroby u pacjentéw
w zalezno$ci od stezenia LDH (p=0,058). Prawdopodobienstwo ponad 5-letniego DFS dla pacjentéw
z poziomem LDH ponizej i powyzej 3-krotnej wartosci normy dla wieku wynosito odpowiednio: 0,62
i 0,33 (Rysunek 26). Rdéznice miedzy grupami byty istotne statystycznie (p=0,007). W analizie
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z uzyciem jednoczynnikowego modelu regresyjnego Coxa wykazano statystycznie znamienny wplyw
stezenia LDH zaréwno na OS (p=0,004), jak i na DFS (0,004) (Tabela 19, Tabela 22) Jednakze
zastosowanie wieloczynnikowej analizy nie wykazalo niezaleznego, istotnego znaczenia

rokowniczego tego biochemicznego markera.
Znaczenie biatka 1d2 w neuroblastoma

Na podstawie badania materiatu wtasnego, zaréwno dla catej analizowanej grupy, jak i analiz
dokonanych w podgrupach wyodrebnionych ze wzgledu na wiek pacjentéw, stopierh zaawansowania
klinicznego i obecno$¢ amplifikacji MYCN, nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze poziom ekspres;ji
biatka 1d2 w komoérce NBL ma znaczenie rokownicze. W wigekszosci wykonanych jednoczynnikowych
analiz z uzyciem réznych testow, wykonanych zaréwno dla intensywnosci ekspresji biatka 1d2, jak
i dla odsetka komorek z obecng ekspresjg tego biatka, nie wykazano statystycznie istotnego wptywu
tych parametréw na czestos¢ wystepowania niepowodzen leczenia oraz na OS i DFS (Tabela 56).
Jedynie w analizie z zastosowaniem testu U Manna-Whitneya wykazano statystycznie znamienne
obnizenie DFS u pacjentéw z silng ekspresjg biatka Id2 w komérkach NBL dla catej badanej grupy
pacjentéw (p=0,041) oraz dla 46 pacjentéw bez amplifikacji MYCN (p=0,047) (Tabela 16,Tabela 17).
Ponadto w grupie pacjentéw bez amplifikacji MYCN mozna przypuszczac istnienie trendu w kierunku
obnizenia OS u pacjentdw z wysokg ekspresjg biatka Id2 w komoérkach NBL (p=0,08). Analiza
poréwnawcza krzywych przezycia dla podgrup pacjentow w 4. stopniu zaawansowania lub
z amplifikacjg MYCN pod wzgledem znaczenia rokowniczego intensywnosci ekspresji biatka 1d2 nie
byta mozliwa ze wzgledu na niskg liczbe przypadkdw z niskg intensywnoscig ekspresji 1d2 dla obu
analizowanych podgrup. Moze to posrednio wskazywaé na silniejszg ekspresje biatka Id2 w guzach
o bardziej ztosliwym przebiegu. Nalezy podkreslié, ze zaréwno amplifikacja MYCN, jak i stopien
zaawansowania sg silnymi niezaleznymi czynnikami prognostycznymi, a na podstawie nielicznych
przypadkow trudno jest ocenic role intensywnosci ekspresiji biatka 1d2 jako niezaleznego czynnika
rokowniczego. Nalezy rowniez zwréci¢ uwage na obserwowang w wielu obecnie przeprowadzonych
analizach tendencje do stabilizowania OS i DFS po 3 latach w grupie pacjentéw z niskg ekspresjg 1d2
(Rysunek 78,Rysunek 79) co réwniez moze posrednio swiadczy¢ o zwigzku nizszej intensywnosci
ekspresji tego biatka z mniej agresywnym przebiegiem choroby. Wyzszy odsetek komérek NBL
z obecng ekspresjg biatka 1d2 nie wplywat na wystepowanie niepowodzenia leczenia (Tabela 14,
Tabela 15

Tabela 56. Wplyw intensywnosci ekspresji biatka Id2 i odsetka komérek NBL z obecng

ekspresja 1d2 na czestosé wystepowania niepowodzen leczenia i na czas przezycia wolnego
od choroby

Wartos¢ p
Analizowana grupa 2 . . krzyl:vc;;'g\:v :razr:;i;ycia
Test chi Regresja logistyczna wolnego od choroby
test log-rank
Cata grupa 0,32 0,07 0.17
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Pacjenci bez
amplifikacji genu 0,28 0,05 0,11
MYCN

Pacjenci w stopniu

2.3.i4s 0,56 0,12 0,82

W materiale wtasnym nie stwierdzono statystycznie znamiennych pozytywnych korelacji miedzy
stezeniem biochemicznych markeréw NBL (LDH, ferrytyna, NSE) a odsetkiem komérek NBL
z obecng ekspresja 1d2, jak rowniez odsetkiem pozytywnych komoérek guza a obecng amplifikacjg
MYCN (Rysunek 92, Rysunek 93, Rysunek 94, Rysunek 95)

W jednoczynnikowej analizie regresji hazardu Coxa zaréwno poziom ekspresji biatka 1d2, jak
i odsetek komdrek z obecng ekspresja tego biatka nie miaty niezaleznego znaczenia rokowniczego
(Tabela 19, Tabela 22). Jedynie w grupie 11 pacjentéw z korzystng budowg patologiczng guza,
wyzszy odsetek pozytywnych komoérek NBL istotnie korzystnie wptywal na DFS (Tabela 22).
Jednakze ze wzgledu na matg liczebno$¢ poréwnywanych podgrup uzyskany wynik nalezy bra¢ pod

uwage z duzg ostroznoscia.

Na podstawie uzyskanych wynikéw analiz we wilasnym materiale nie mozna stwierdzi¢, ze
intensywnos$¢ ekspresji biatka 1d2 w sposéb istotny wptywata na prognoze, jednakze godny uwagi
wydaje sie by¢ obecny we wszystkich testach staty trend do poprawy przezy¢ wolnych od zdarzen
niekorzystnych przy nizszej ekspresji biatka 1d2, zwtaszcza przy braku innych silnych markeréw
niekorzystnej prognozy (Tabela 16,Tabela 17,Tabela 56,Rysunek 35). Obecne uzyskane wyniki
analiz sg zgodne z wynikami wiekszosci dotgd przeprowadzonych badah dotyczacych znaczenia
ekspresji biatka ID2 w NBL. [1,30,72,90,92]. Tak jak to juz wczesniej przedstawiono jedynie Lasorella
i wsp. wykazali, ze odsetek komorek NBL z obecng ekspresjg biatka 1d2 wyzszy niz 25% istotnie
statystycznie wptywat zaréwno na OS, jaki na DFS i byt niezaleznym czynnikiem prognostycznym.
[40,43,44,46,47]

Rokowanie w NBL zalezy nie tylko od wieku dziecka, ale takze od innych czynnikéw, przede
wszystkim genetycznych i molekularnych. Obecnie okoto 60% wszystkich dzieci z NBL moze uzyskac
wyleczenie. Wyleczalno$é niemowlgt w 1-3 stopniu zaawansowania bez amplifikacji genu MYCN jest
wyzsza niz 90%, natomiast u dzieci starszych wynosi okoto 70%. U cze$ci niemowlgt obserwuje sie
samoistng regresje choroby. Wyniki leczenia noworodkéw z zaawansowang choroba, z objawami
niewydolnoéci wielonarzadowej sg nadal niezadowalajace. Pomimo stosowania coraz
intensywniejszych programéw chemioterapii, facznie z radykalnymi operacjami i przeszczepieniami
komoérek krwiotwdrczych, rokowanie w grupie wysokiego ryzyka (dzieci powyzej 1. r.z. w 4. stopniu
zaawansowania, w 2. i 3. stopniu z obecnoscig amplifikacji genu N-Myc oraz niemowleta w 2.-4.
stopniu zaawansowania z obecng amplifikacjg genu N-Myc), stanowigcej ponad 50% wszystkich
dzieci z NBL, jest nadal niepomysine. Tylko okoto 1/3 dzieci nalezacych do tej grupy uzyskuje dtugie
przezycia. [4,5,18] Uzyskane w materiale wilasnym wyniki leczenia dzieci w 4. stopniu
zaawansowania sg rowniez bardzo zte. (Rysunek 22,Rysunek 23,Rysunek 24,Tabela 11),

aw analizach z zastosowaniem zaréwno jednoczynnikowego, jak wieloczynnikowego modelu
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regresyjnego Coxa wykazano, ze stopien zaawansowania i amplifikacja genu MYCN sg
najwazniejszymi, niezaleznymi czynnikami rokowniczymi. Obecna amplifikacja MYCN i 4. stopien
zaawansowania choroby istotnie niekorzystnie wplywaty zaréwno na OS, jak i DFS (Tabela 20,
Tabela 21, Tabela 23,Tabela 24).

Mozliwos¢ wyleczenia pacjentéw, u ktérych wystapita wznowa choroby po leczeniu NBL wysokiego
ryzyka jest niewielka, pomimo stosowania réznych metod, z uwzglednieniem nowych lekow
cytotoksycznych, generacji retinoidow i réznych form immunoterapii oraz celowanej radioterapii.
W celu poprawy wynikéw leczenia NBL konieczna jest m.in. weryfikacja czynnikow prognostycznych
i poprawa stratyfikacji pacjentow do odpowiednich grup terapeutycznych. Zastosowanie nowych
metod leczenia, dostosowanego nie tylko intensywnoscig do grupy ryzyka, ale takze specyficznoscig
do charakterystycznych zmian (m.in. cytogetycznych i molekularnych), wystepujacych w danej
postaci NBL oraz udoskonalenie terapii wspomagajgcej, moze przyczyni¢ sie do zwiekszenia
wyleczalnosci, zwtaszcza w grupie wysokiego ryzyka oraz zmniejszenia powiktan terapii i poprawy
jakosci zycia wszystkich dzieci z tym nowotworem. Wielokierunkowe badania nad nowymi
preparatami leczniczymi dla NBL, napawajg optymizmem. [5,33] Istotne jest rowniez wcze$niejsze
rozpoznawanie NBL, co moze przyczyni¢ sie do zmniejszenia czestosci wystepowania Zle rokujacej,

zaawansowanej choroby i réwniez wptyna¢ na poprawe wynikdw leczenia.

Dalsze badania dotyczace znaczenia ekspresji biatka 1d2 w NBL, ze wzgledu na jego specyficzng
wielokierunkowg funkcje w komdrce, moze przyczyni¢ sie do lepszego poznania mechanizmow
odpowiadajgcych za powstanie i progresje tego nowotworu. Ponadto, ze wzgledu na kluczowg role
biatka 1d2 w proliferacji i réznicowaniu komoérek, zahamowanie funkcji Id2 moze stanowi¢ potencjalny
cel terapeutyczny, pozwalajacy na réwnoczesny wplyw na kilka istotnych mechanizméw,

odpowiadajgcych za utrzymanie ztosliwego fenotypu nowotworu.
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Whioski

Ekspresja biatka 1d2 w komorkach neuroblastoma byla stwierdzona w kazdym
z 60 preparatow sporzadzonych z materiatu guza pobranego od pacjentéw z neuroblastoma,
co moze by¢ wykorzystane w uzupetniajgcej diagnostyce tego nowotworu. Obserwowano
rézny odsetek komorek z obecng ekspresjg biatka 1d2 (1-100%) oraz rézng intensywnosé
ekspresji, przy czym znacznie przewazata silna ekspresja i wysoki odsetek komoérek

pozytywnych.

Ekspresja biatka 1d2 w komdrkach neuroblastoma pochodzacych od pacjentdéw, oceniana
zarowno jako intensywnos¢ ekspresji jak i odsetek komoérek z obecng ekspresjg nie miata
istotnego statystycznie wptywu na wystepowanie niepowodzenh leczenia, takich jak: wczesna
progresja oraz wznowa choroby i zgonéw spowodowanych neuroblastoma, nie moze wiec

by¢ traktowana jako czynnik prognostyczny.

Retrospektywna ocena czestosci wystepowania zdefiniowanych czynnikéw prognostycznych
i markerow choroby u pacjentdow 2z neuroblastoma wykazaty zgodno$¢ z danymi
literaturowymi, wskazujac m. in. na wysoki odsetek pacjentéw powyzej 1 roku 2zycia

z rozpoznawang chorobg w 4 stopniu zaawansowania

Zastosowanie wieloczynnikowej analizy pozwolito na wyodrebnienie wsrdd licznych znanych
czynnikdw prognostycznych, ze 4 stopien zaawansowania choroby, wiek pacjenta powyzej
1.r.z. oraz obecno$¢ amplifikacji genu MYCN majg istotny niezalezny wpltyw na
wystepowanie zgonéw spowodowanych NBL oraz niepowodzen leczenia. Rola stopnia

zaawansowania i amplifikacji MYCN zostata potwierdzona w analizie wieloczynnikowe;.

Intensywnos¢ ekspresji biatka 1d2 ani odsetek komoérek z obecng ekspresjg tego biatka nie
wykazuje korelacji nie wigze sie z obecnoscig amplifikacji z amplifikacjg onkogenu MYCN ani

z innymi znanymi czynnikami rokowniczymi

Ze wzgledu na kluczowe znaczenie biatka 1d2 w proliferacji komoérek, ich réznicowaniu,
funkcjonalnym blokowaniu proapoptotycznego dziatania biatka pRb oraz znaczenie
w angiogenezie, mozliwe, ze chociaz Id2 nie ma znaczenia prognostycznego, to jego
deregulacja moze stanowi¢ kluczowe wydarzenie w powstawaniu nowotworu, a przez to, ze
powszechnie wystepuje w komodrkach neuroblastoma, moze w przysztodci stanowic

potencjalny cel terapeutyczny

Kontynuowanie badan dotyczacych zachowania sie biatka 1d2 w komodrkach neuroblastoma
obejmujacych wieksze grupy pacjentéw z zastosowaniem tych samych warunkoéw i metod

oznaczen, moze przyczyni¢ sie do lepszego poznania etiopatogenezy tego nowotworu

i opracowania nowych sposobdw postepowania terapeutycznego.
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7. Streszczenie

Wprowadzenie: Chociaz znanych jest juz wiele czynnikéw prognostycznych w NBL, precyzyjne
okreslenie rokowania w tej chorobie nadal nie jest mozliwe. Na podstawie dotad poznanych licznych
zaburzen genetycznych w komoérkach NBL oraz mechanizméw biorgcych udziat w transformacii
nowotworowej, nadal nie mozna wyjasni¢, dlaczego czes¢ guzoéw ulega samoistnej regresji,
a w innych, pomimo intensywnego leczenia dochodzi do progresji choroby i zgonu pacjenta. Mimo
intensywnej terapii, wyleczalnos¢ w grupie wysokiego ryzyka pozostaje bardzo niska (okoto 30%).
Dlatego w celu wyboru odpowiedniej terapii powinny by¢ kontynuowane badania nad zaburzeniami
bioracymi udziat w zlozonym procesie nowotworzenia oraz nad istotnymi czynnikami wptywajgcymi
na przebieg choroby. Okreslone zaburzenia molekularne moga réwniez stanowic cel terapeutyczny
przez wprowadzenie leczenia hamujacego lub korygujacego skutki tych nieprawidtowosci. W obecnej
pracy podjeto badania nad ekspresjg biatka 1d2 w komérkach NBL, w tym ocene znaczenia
prognostycznego i korelacji tej ekspresji ze znanymi juz czynnikami rokowniczymi u dzieci w NBL.
Dodatkowo, zbadano we wiasnym materiale czestos¢ wystepowania wybranych znanych czynnikéw

prognostycznych i oceniono ich wptyw na OS i DFS.

Metody: Sposréod 100 pacjentéw z NBL leczonych w Kilinice Onkologii i Hematologii Dzieciecej
Polsko-Amerykanskiego Instytutu Pediatrii w latach 1991-2005, u 60 wykonano ocene ekspres;ji
biatka I1d2 metoda immunohistochemiczng na materiale guza utrwalonym w parafinie. Amplifikacje
MYCN oceniono metodg FISH. Badano rowniez wystepowanie delecji 1p i nadmiaru 17q.
Wykorzystano wyniki badan wykonanych na swiezym materiale, a w przypadku ich braku wykonano
badanie retrospektywne. Jednakze ze wzgledu na trudnosci interpretacyjne zwigzane z przekrojami
przez jadro komoérkowe w przypadku oceny 17q i 1p do badan wiaczono wytacznie wyniki oznaczenh
wykonanych wstepnie na Swiezym materiale. Dokonano roéwniez weryfikacji wstepnej oceny
histopatologicznej guzéw zgodnie z klasyfikacjg INPC. Charakterystyke kliniczng pacjentéw, wyniki
leczenia oraz wyniki badan laboratoryjnych opracowano na podstawie dokumentacji medycznej.

Analizy statystyczne wykonano przy zastosowaniu pakietu Statistica®.

Wyniki: W obecnie przeprowadzonym badaniu ekspresja biatka |d2 zostata stwierdzona we
wszystkich 60 preparatach wykonanych z guzéw pobranych od pacjentéw z NBL. Oceniane preparaty
réznity sie intensywnos$cia ekspresji (oszacowanej na podstawie poréwnania z kontrolg) oraz
odsetkiem komoérek NBL z obecng ekspresjg biatka 1d2. Odsetek pozytywnych komérek wahat sie od
1-100% ($rednia: 77,7%, mediana: 85%). Intensywno$¢ ekspresji biatka 1d2 byta poréwnywalna
w grupie dzieci powyzej i ponizej 1. r.z. (p=0,39) oraz z i bez amplifikacji MYCN (p=0,33). Natomiast
istotnie wiecej dzieci z silng ekspresjg biatka Id2 byto w grupie pacjentéw w 4. stopniu w poréwnaniu
z pacjentami w 2., 3. i 4s stopniu zaawansowania (p=0,03). W zadnej z analizowanych podgrup nie
stwierdzono statystycznie znamiennych réznic w odsetku komorek z obecng ekspresjg biatka 1d2. Nie
stwierdzono rowniez istotnych statystycznie korelacji miedzy odsetkiem komdrek NBL z obecng

ekspresjg 1d2 a OS, DFS, ani ze stezeniami biochemicznych markeréw choroby.
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Zaréwno w catej grupie pacjentéw, jak i w podgrupach wyodrebnionych na podstawie obecnosci
wybranych czynnikéw prognostycznych (wiek, stopien zaawansowania, amplifikacja genu MYCN,
delecja 1p, nadmiar 17q, budowa histopatologiczna guza), nie wykazano statystycznie znamiennego
wptywu intensywnosci biatka 1d2 na OS i DFS. W analizie regresji logistycznej nie stwierdzono
wptywu odsetka komoérek z obecng ekspresjg biatka Id2 na czestos¢ wystepowania zgondéw
z powodu NBL, wczesnej progresji i wznoéw choroby. Jednakze w grupie pacjentéw bez amplifikacji
MYCN mozna przypuszczac istnienie trendu w kierunku obnizenia OS u pacjentdw z wysokg
ekspresja biatka [d2 w komérkach NBL (p=0,08), a w catej badanej grupie (p=0,07) oraz u pacjentéw
bez amplifikacji MYCN (p=0,05) obserwowano trend w kierunku wiekszego ryzyka wystapienia
niepowodzen leczenia u dzieci z wyzszg ekspresjg biatka 1d2. Natomiast odsetek komoérek NBL z

obecng ekspresjg biatka 1d2 nie wptywat na wystepowanie niepowodzenia leczenia.

Retrospektywna analiza znanych czynnikbw prognostycznych i markerow choroby wykazata
zgodnos¢ z danymi epidemiologicznymi, wskazujgc na relatywnie wysoki odsetek pacjentéw powyzej
1r.z. (68,3%) i w 4. stopniu zaawansowania (51,7%). Czesto$¢ wystepowania amplifikacji MYCN jest

réwniez zgodna z danymi podawanymi w literaturze (20%).

W jednoczynnikowej analizie Coxa wykazano, ze wiek, stopien zaawansowania, amplifikacja MYCN
i stezenie LDH mialy statystycznie znamienny wplyw zaréwno na OS, jak i DFS. Pozostate
analizowane czynniki (delecja 1p, nadmiar 17q, budowa histopatologiczna guza, stezenie ferrytyny
i NSE) nie wptywaty w sposéb znamienny statystycznie na OS i DFS. Istotne statystycznie
niekorzystne znaczenie 4. stopnia zaawansowania i obecnej amplifikacji MYCN zostato potwierdzone

w wieloczynnikowej analizie proporcjonalnego hazardu Coxa.

Na podstawie uzyskanych wynikéw nie mozna stwierdzi¢, Ze ekspresja biatka 1d2 w istotny sposoéb
wptywata na prognoze, jednakze godny uwagi wydaje sie obecny we wszystkich testach staty trend
do poprawy OS i DFS przy nizszej ekspresji biatka 1d2, zwlaszcza przy braku innych silnych

markerdw niekorzystnej prognozy.

Whnioski: Ekspresja biatka 1d2 w komdrkach NBL pochodzacych od pacjentéw, oceniana zaréwno
jako intensywnos¢ ekspresji jak i odsetek komoérek z obecng ekspresjg nie miata istotnego
statystycznie wptywu na wystepowanie niepowodzen leczenia, takich jak: wczesna progresja
i wznowa choroby oraz zgony spowodowane przez NBL. Wobec tego nie moze by¢ traktowana jako
czynnik prognostyczny. W analizach z zastosowaniem wieloczynnikowego modelu regresyjnego
Coxa wykazano, ze stopien zaawansowania i amplifikacja genu MYCN sg najwazniejszymi,

niezaleznymi czynnikami rokowniczymi.

Kontynuowanie badan dotyczacych zachowania sie biatka 1d2 w komérkach NBL obejmujgcych
wieksze grupy pacjentdow z zastosowaniem tych samych warunkéw i metod oznaczen, moze
przyczyni¢ sie do lepszego poznania etiopatogenezy tego nowotworu i opracowania nowych
sposobdéw postepowania terapeutycznego. Istotne jest rowniez wczesniejsze rozpoznawanie NBL, co
moze przyczyni¢ sie do zmniejszenia czestosci wystepowania Zle rokujacej, zaawansowanej choroby

i rowniez wptyng¢ na poprawe wynikow w uzupetniajgcej diagnostyce tego nowotworu.
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8. Abstract

Background: Although many prognostic factors are known in NBL, there is still no possibility to
precisely predict the prognosis and disease outcome. There is no explanation of spontaneous
regression of NBL without treatment, as well as the rapid progression despite intensive therapy, on the
basis of the current knowledge of genetic aberrations in NBL cells and the mechanisms of neoplastic
transformation. In spite of intensive treatment, only 30% of patients in high risk group can be cured.
For these reasons, it is necessary to continue studies concerning factors taking part in the complex
process of oncogenesis and the crucial factors influencing disease outcome. The aim of this study was
evaluation of the Id2 protein expression in NBL, including its influence on OS and DFS as well as its
correlation with selected known prognostic factors. Additionally, the analysis of selected prognostic

factors and their influence on OS and DFS was performed.

Methods: In the years 1991-2005, among 100 patients treated for NBL in Department of Pediatric
Oncology and Hematology, Polish-American Institute of Pediatrics, 60 were retrospectively evaluated.
Id2 protein expression was examined by immunohistochemistry on paraffin embedded tumor tissue.
MYCN amplification was evaluated with FISH. The material of the patients with missing results of 1p
deletion and 17q gain was also evaluated. Either the results obtained at diagnosis were analyzed or
additional examinations were performed on paraffin embedded tumor sections. Due to the problems
with 1p deletion and 17q gain results interpretation, caused by cell nuclei sections on preparations it
was decided not to include the retrospective evaluation results to analysis. All tumors were re-
evaluated by pathologist according to INPC classification. Clinical and laboratory data were worked
out on the basis of the patients’ medical documentation. Statistical analysis was done using

Statistica® software.

Results: In the presented study, all 60 analyzed tumors showed the presence of Id2 protein
expression. The evaluated tumors differed in the intensity of expression (estimated on the basis on
comparison with positive control) and the percentage of NBL cells with positive Id2 protein expression.
The percentage of positive cells ranged from 1-100% cells (mean: 77,7%, median: 85%). The intensity
of 1d2 protein expression was comparable in children over and under 1 year of age (p=0,39) as well as
with and without MYCN amplification (p=0,33). However, patients in stage 4 NBL had higher intensity
of Id2 protein expression than the patients in stage 2, 3 and 4s (p=0,03) Neither in the whole group of
patients, nor in the selected subgroups, there were any differences in the percentage of cells with
expression of 1d2 protein. There was no statistically significant influence of the percentage of Id2
positive NBL cells on OS, DFS or the level of biochemical disease markers. Neither in the whole group
of patients nor in the subgroups selected on the basis of the known prognostic factors (age, stage,
MYCN amplification, 1p deletion, 17q gain, histopathology) statistically significant influence of Id2
protein intensity on OS and DFS was revealed. In logistic regression analysis, there was no influence
of the percentage of the cells with the 1d2 protein expression on deaths caused by NBL and the
disease progression or relapse. However, in patients without MYCN amplification it can be supposed

that there is a tendency to lower OS in patients with strong 1d2 expression in NBL cells (p=0,08) and in
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the whole group (p=0,07). In the group without MYCN ampilification (p=0,05) there was a tendency to

higher risk of disease relapse or progression in patients with stronger intensity of 1d2 expression.

Retrospective evaluation of the established prognostic markers and risk factors is in concordance with
epidemiological data, showing the relatively high number of the patients over 1 year of age (68,3%),
with stage 4 NBL (51,7%). The presence of MYCN amplification was comparable with the data

described in literature (20%).

In univariable Cox regression model it was shown that age, stage, MYCN amplification and LDH level
had statistically significant influence on OS and DFS. The role of the other analyzed factors was not
statistically significant (17q gain, 1p deletion, histopathology, ferritin and NSE level). The statistically
significant adverse influence of stage and MYCN amplification on OS and DFS was confirmed in the

multivariate Cox regression analysis.

On the basis of presented results it cannot be concluded that Id2 protein expression is a prognostic
factor in NBL, although the constant tendency toward OS and DFS improvement in the patients with
lower intensity of 1d2 protein expression can be observed in all analyses, especially when other

strong negative prognostic markers are not present.

Conclusions: |d2 expression, analyzed both as 1d2 protein expression intensity and percentage of 1d2
positive NBL cells, had no statistically significant influence on disease relapse and progression and

deaths caused by NBL, so it cannot be considered a prognostic factor.

In the multivariate Cox regression analysis it was shown that stage and MYCN amplification are the

most important independent prognostic factors.

Although 1d2 may take part in the pathogenesis of NBL, it probably does not correlate with well
established risk factors and it is not an independent risk factor. Because of the participation of 1d2
protein in cell proliferation and differentiation, its role in functional blocking of pRb and its contribution
to angiogenesis control, its deregulation may play crucial role in the NBL development. As it is

abundantly present in NBL tumors, it might be a potential therapeutic target.

Continuation of studies concerning the role of 1d2 protein in NBL cells including higher number of
patients, with employment of comparable conditions and evaluation methods may contribute to better
knowledge of the NBL etiopathogenesis and discover of new therapeutic options. It is crucial to
improve NBL diagnosis as the early diagnosis can decrease frequency of advanced disease with poor

prognosis and improve treatment results.
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12. Fotografie

12.1. Budowa histopatologiczna

Rysunek 46. Budowa histopatologiczna — nowotwér o typie neuroblastoma

-

Rysunek 47. Budowa histopatologiczna — nowotwér o typie guzkowym (ganglioneuroblastoma
nodulare); widoczny obszar o nizszym zréznicowaniu (budowa neuroblastoma, géra zdjecia)
i bardziej zr6znicowany obszar z przewaga komoérek Schwanna
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Rysunek 48. Budowa histopatologiczna — ganglioneuroblastoma intermixed

Fotografie obrazéw histopatologicznych (materiat wiasny Kiliniki Onkologii i Hematologii Dzieciecej
Polsko-Amerykanskiego Instytutu Pediatrii UJ, Collegium Medicum) pozyskano w czasie weryfikacji

wynikéw, dzieki uprzejmosci Pana doktora Przemystawa Kluge, Centrum Zdrowia Dziecka, Warszawa
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12.2. Ocena amplifikacji onkogenu MYCN metoda fluorescencyjnej

hybrydyzaciji in situ

Rysunek 49. FISH. Amplifikacja onkogenu MYCN. Widoczne liczne jadra komoérkowe
(niebieskie) z licznymi sygnatami MYCN (zielone) i pojedynczymi sygnatami referencyjnymi
(czerwone). Materiat wlasny Kliniki Onkologii i Hematologii Dzieciecej Polsko-Amerykanskiego
Instytutu Pediatrii UJ, Collegium Medicum
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Rysunek 50. FISH. Prawidtowy status chromosomu 2. Widoczne liczne jadra komérkowe
(niebieskie) z podwéjnym sygnatlem MYCN (zielony) i referencji (czerwony). Materiat wtasny
Kliniki Onkologii i Hematologii Dziecigcej Polsko-Amerykanskiego Instytutu Pediatrii UJ,
Collegium Medicum

Rysunek 51. FISH. Widoczne pojedyncze jadro komérkowe (niebieskie) z licznymi sygnatami
MYCN (zielone). Na zdjeciu brak sygnatu dla referencji. Material wtasny Kliniki Onkologii i
Hematologii Dzieciecej Polsko-Amerykanskiego Instytutu Pediatrii UJ, Collegium Medicum
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Rysunek 52. FISH. Widoczne liczne jadra komérkowe (niebieskie), w wiekszosci z trzema
sygnatami z MYCN (zielone) i referencji (czerwone). Materiat wlasny Kliniki Onkologii i
Hematologii Dzieciecej Polsko-Amerykanskiego Instytutu Pediatrii UJ, Collegium Medicum
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12.3. Ocena immunohistochemiczna w kierunku obecnosci
ekspresji biatka 1d2

Rysunek 53. Ocena ekspresji biatka I1d2 — komérki Sertoliego, prawidlowa gonada meska.
Kontrola negatywna. Powiekszenie 40x. Material wiasny Kliniki Onkologii i Hematologii
Dzieciecej Polsko-Amerykanskiego Instytutu Pediatrii UJ, Collegium Medicum
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Rysunek 54. Ocena ekspresji biatka 1d2 — komérki Sertoliego, prawidlowa gonada meska.
Kontrola pozytywna. Powiekszenie 40x. Materiat wlasny Kliniki Onkologii i Hematologii
Dzieciecej Polsko-Amerykanskiego Instytutu Pediatrii UJ, Collegium Medicum

Rysunek 55. Ekspresja biatka 1d2 w komédrkach neuroblastoma. Widoczne liczne komorki o
jednorodnej ekspresji biatka. Powiekszenie 40x. Materiatl wtasny Kliniki Onkologii i Hematologii
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Rysunek 56. Ekspresja biatka 1d2. W wiekszosci komérek widoczna jednorodna, silna ekspresja
biatka Id2. Powiekszenie 10x. Materiat wtasny Kliniki Onkologii i Hematologii Dzieciecej Polsko-
Amerykanskiego Instytutu Pediatrii UJ, Collegium Medicum

L -
i 3 L

Rysunek 57. Ekspresja biatka |d2. Ekspresja w wiekszosci komorek, niejednorodna,
Powiekszenie 10x. Materiat wilasny Kliniki Onkologii i Hematologii Dzieciecej Polsko-
Amerykanskiego Instytutu Pediatrii UJ, Collegium Medicum
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Rysunek 58. Ekspresja biatka 1d2. Widoczne pojedyncze komérki z silng ekspresjﬂw
wiekszosci komérek ekspresja znacznie stabsza, widoczne komérki bez ekspresji d2<.::I
Powiekszenie 40x. Materiat wtasny Kliniki Onkologii i Hematologii Dzieciecej Polsko-
Amerykanskiego Instytutu Pediatrii UJ, Collegium Medicum
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13. Aneks 1. Wyniki analiz statystycznych

Wyniki testu chi? (dla liczebnosci >5) lub chi® z poprawka Fishera (dla

liczebnosci <5)

Tabela 57. Wystepowanie zgonéw z powodu NBL w zaleznosci od wybranych czynnikéw
prognostycznych — cata grupa pacjentéw (n=54)

Liczba dzieci
Badana cecha Wartos¢ p
zyjacych zmarlych
Ponizej 1. r.z. 15 3
Wiek 0,01
Powyzej 1. r.z. 16 20
Stopien 2.,3.i4s 22 4
. 0,00001
zaawansowania 4 9 19
Amplifikacja genu Nieobecna 27 14 0.03
MYCN Obecna 3 8
Nieobecna 15 3
Delecja 1p 0,07
Obecna 6 6
Nieobecny 5 1
Nadmiar 17q 0,15
Obecny 6 7
Budowa Korzystna 12 3 01
histopatologiczna | = \.\orzystna 18 14
Ponizej 3x norma 18 10
Stezenie LDH Powyzej 3x 0,18
12 12
norma
Ponizej 3x norma 3 0
Stezenie NSE Powyzej 3x 0,21
4 4
norma
Ponizej 3x norma 6 4
Stezenie ferrytyny Powyzej 3x 0,32
13 15
norma
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Tabela 58. Wystepowanie niepowodzenia leczenia w zaleznosci od wybranych czynnikéw
prognostycznych — cata grupa pacjentéw (n=60)

Liczba dzieci
Badana cecha Bez 7 Wartosé p
niepowodzenia | niepowodzeniem
Ponizej 1. r.z. 15 4
Wiek 0,001
Powyzej 1. r.z. 14 27
Stopien 2.,3.i4s 22 7
. 0,00004
zaawansowania 4 7 o4
Amplifikacja genu Nieobecna 23 23 0.2
MYCN Obecna 4 8
Nieobecna 10 7
Delecja 1p 0,3
Obecna 6 8
Nieobecny 5 2
Nadmiar 17q 0,11
Obecny 5 10
Budowa Korzystna 10 6 0.3
histopatologiczna Niekorzystna 17 19
Ponizej 3x
18 12
norma
Stezenie LDH 0,058
Powyzej 3x
yzel 19 17
norma
Ponizej 3x
2 1
norma
Stezenie NSE 0,15
Powyzej 3x
yzej 1 7
norma
Ponizej 3x
7 5
Stezenie norma
S 0,14
errytyny Powyzej 3x
10 20
norma
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Tabela 59. Wystepowanie zgonéw z powodu NBL w zaleznosci od wybranych czynnikéw
prognostycznych — pacjenci powyzej 1. r.z. (n=36)

Liczba dzieci
Badana cecha Wartos¢ p
zyjacych zmartych
Stopien 2,3.i4s 7 3
. 0,03
zaawansowania 4. 4 17
Amplifikacja genu Nieobecna 12 12 0.54
MYCN Obecna 3 7
Nieobecna 7 3
Delecja 1p 0,18
Obecna 4 6
Nieobecny 2 1
Nadmiar 17q -
Obecny 6 6
Budowa Korzystna 5 2
histopatologi 022
Istopatologiczna | \iekorzystna 11 13

Tabela 60. Wystepowanie niepowodzenia leczenia w zaleznosci od wybranych czynnikéw
prognostycznych — pacjenci powyzej 1 r.z. (n=41)

Liczba dzieci
Badana cecha Bez z Wartosé p
niepowodzenia | niepowodzeniem

Stopien 2,3.i4s 8 5

. 0,04
zaawansowania 4 7 21

Amplifikacja genu Nieobecna 10 18 0.25
MYCN Obecna 4 7
Nieobecna 6 6

Delecja 1p 0,26
Obecna 4 7
Nieobecny 2 2

Nadmiar 17q 0,62
Obecny 3 11
Budowa Korzystna 4 4

histopatologi 025
Istopatologiczna | \iekorzystna 11 16
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Tabela 61. Wystepowanie zgonéw z powodu NBL w zaleznosci od wybranych czynnikéw
prognostycznych — pacjenci ponizej 1. r.z. (n=18)

Liczba dzieci
Badana cecha Wartos¢ p
zyjacych zmartych

Stopien 2,3.i4s 15 0

. 0,06
zaawansowania 4 1 9
Amplifikacja genu Nieobecna 15 2
MYCN Obecna 0 1
Nieobecna 5 0

Delecja 1p -
Obecna 2 1
Nieobecny 3 0

Nadmiar 17q -
Obecny 0 1
Budowa Korzystna 7 1
histopatologiczna Niekorzystna 7 ’

Tabela 62.Wystepowanie niepowodzenia leczenia w zaleznosci od wybranych czynnikéw
prognostycznych — pacjenci ponizej 1. r.z. (n=19)

Liczba dzieci
Badana cecha Bez 7 Wartosé p
niepowodzenia | niepowodzeniem
Stopien 2,3.i4ds 14 2
. 0,097
zaawansowania 4. 1 5
Amplifikacja genu Nieobecna 15 3
MYCN Obecna 0 1
Nieobecna 3 2
Delecja 1p
Obecna 2 1
Nieobecny 2 1
Nadmiar 17q
Obecny 0 1
Budowa Korzystna 6 2
histopatologi 045
IStopatologiczna Niekorzystna 7 2
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Regresja logistyczna

Tabela 63. Wyniki analiz metoda regresji logistycznej dla wptywu odsetka komérek z obecng
ekspresjq biatka Id2 na wystapienie zgonoéw z powodu NBL i niepowodzen leczenia

SR Beta SE (beta) Chi? p
parametr
Cata grupa pacjentéw
Zgon z NBL 0,01 0,009 1,13 0,29
MO T 0,02 0,01 3,25 0,07
Pacjenci powyzej 1. r.z.
Zgony z NBL 0,05 0,01 0,24 0,62
MO T 0,02 0,01 1,9 0,17
Pacjenci ponizej 1. r.z.
Zgony z NBL -0,01 0,05 0,06 0,81
N'ef’°w°d.ze“a -0,007 0,04 0,03 0,86
eczenia
Pacjenci bez amplifikacji genu MYCN
Zgony z NBL 0,01 0,01 1,34 0,2
N'e'i’°w°d.ze“'a 0,03 0,01 38 0,05
eczenia
Pacjenci z amplifikacjg genu MYCN
Zgony z NBL 0,008 0,03 0,1 0,75
N'e'i’°w°d.ze“'a 0,01 0,02 0,43 0,51
eczenia
Pacjenci w 2., 3. i 4s stopniu zaawansowania
Zgony z NBL 0,002 0,02 0,009 0,92
N'e'i’°w°d.ze“'a 0,03 0,02 2,42 0,12
eczenia
Pacjenci w 4. stopniu zaawansowania
Zgony z NBL 0,01 0,02 0,0008 0,95
Niepowodzenia
leczenia 0,01 0,01 0,43 0,51
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Krzywe regresji logistycznej

Rysunek 59. Krzywa logistyczna okreslajaca ryzyko wystapienia zgonu z powodu NBL
w zaleznosci od odsetka komorek NBL z obecna ekspresja biatka Id2 dla calej grupy pacjentow
(p=NS)
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Rysunek 60. Krzywa logistyczna okreslajaca ryzyko wystapienia niepowodzenia leczenia
w zaleznosci od odsetka komérek NBL z obecna ekspresja biatka Id2 dla catej grupy pacjentéow
(p=0,07)
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Rysunek 61. Krzywa logistyczna okreslajagca ryzyko wystapienia zgonu z powodu NBL
w zaleznosci od odsetka komérek NBL z obecna ekspresja biatka Id2 dla pacjentéw powyzej
1. r.z. (p=NS)
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Rysunek 62. Krzywa logistyczna okreslajaca ryzyko wystapienia niepowodzenia leczenia
w zaleznosci od odsetka komérek NBL z obecna ekspresja biatka Id2 dla pacjentéw powyzej
1. r.z. (p=NS)
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Rysunek 63. Krzywa logistyczna okreslajagca ryzyko wystapienia zgonu z powodu NBL
w zaleznosci od odsetka komérek NBL z obecng ekspresja biatka 1d2 dla pacjentéw ponizej
1. r.z. (p=NS)
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Rysunek 64. Krzywa logistyczna okreslajaca ryzyko wystapienia niepowodzenia leczenia
w zaleznosci od odsetka komoérek NBL z obecng ekspresja biatka 1d2 dla pacjentéw ponizej
1. r.z. (p=NS)
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Rysunek 65. Krzywa logistyczna okreslajagca ryzyko wystapienia zgonu z powodu NBL
w zaleznosci od odsetka komérek NBL z obecna ekspresja biatka Id2 dla pacjentéw bez
amplifikacji genu MYCN (p=NS)
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Rysunek 66. Krzywa logistyczna okreslajaca ryzyko wystapienia niepowodzenia leczenia
w zaleznosci od odsetka komdrek NBL z obecna ekspresjg biatka Id2 dla pacjentéow bez
amplifikacji genu MYCN (p=0,05)
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Rysunek 67 Krzywa logistyczna okreslajaca ryzyko wystapienia zgonu z powodu NBL
w zaleznosci od odsetka komérek NBL z obecna ekspresja biatka 1d2 dla pacjentéw
z amplifikacjg genu MYCN (p=NS)
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Rysunek 68. Krzywa logistyczna okreslajaca ryzyko wystapienia niepowodzenia leczenia
w zaleznosci od odsetka komoérek NBL z obecng ekspresja biatka Id2 dla pacjentow
z amplifikacja genu MYCN (p=NS)
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Rysunek 69. Krzywa logistyczna okreslajagca ryzyko wystapienia zgonu z powodu NBL
w zaleznosci od odsetka komoérek NBL z obecna ekspresja biatka Id2 dla pacjentéw w 2., 3. i 4s
stopniu zaawansowania (p=NS)
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Rysunek 70. Krzywa logistyczna okreslajaca ryzyko wystapienia niepowodzenia leczenia
w zaleznosci od odsetka komorek NBL z obecng ekspresja biatka Id2 dla pacjentow w 2., 3. i 4s
stopniu zaawansowania (p=NS)
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Rysunek 71. Krzywa logistyczna okreslajagca ryzyko wystapienia zgonu z powodu NBL
w zaleznosci od odsetka komérek NBL z obecna ekspresja biatka 1d2 dla pacjentéw
w 4. stopniu zaawansowania (p=NS)
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Rysunek 72. Krzywa logistyczna okreslajaca ryzyko wystapienia niepowodzenia leczenia
w zaleznosci od odsetka komoérek NBL z obecng ekspresja biatka Id2 dla pacjentow
w 4. stopniu zaawansowania (p=NS)
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Rysunek 73. Krzywa logistyczna ryzyko wystapienia zgonu z powodu NBL w zaleznosci od
wieku pacjenta (p=0,01)
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Rysunek 74. Krzywa logistyczna okreslajaca ryzyko wystapienia niepowodzenia leczenia
w zaleznosci od wieku pacjenta (p=0,00008)
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Krzywe przezycia Kaplana-Meiera w zaleznosci od intensywnosci ekspresji
biatka 1d2

Rysunek 75. Krzywe przezycia catkowitego (zgony z NBL) w zaleznosci od intensywnosci
ekspresji biatka 1d2 w catej grupie pacjentow

Praw dopodobienstw o przezy¢ catkow itych w zaleznosci od poziomu ekspresiji Id2 - zgony z pow odu
NBL

© zgon + obserwacje uciete
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Rysunek 76. Krzywe przezycia wolnego od choroby w zaleznosci od intensywnosci ekspresji
biatka 1d2 w calej grupie pacjentéw

Przezycia wolne od choroby (DFS) w zaleznos$ci od poziomu ekspresji biatka 1d2
O progresjalubwznowa + obserw acje uciete
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Rysunek 77. Krzywe przezycia catkowitego w zaleznosci od intensywnosci ekspresji biatka 1d2
dla pacjentow powyzej 1. r.z.

Prawdopodobienstwo przezy¢ catkowitych (zgony z NBL) dla pacjentéw >
1r.z. w zalezno$ci od ekspresiji biatka Id2
o zgon + obserwacje uciete

— wysoka ekspresja 1d2
— niska ekspresja 1d2
p=NS
40 60 80 100 120 140 160 180
Czas (miesigce)

193



Rysunek 78. Krzywe przezycia wolnego od choroby w zaleznosci od intensywnosci ekspresji
biatka Id2 dla pacjentéw powyzej 1. r.z

Praw dopodobienstw o przezy¢ w olnych od choroby (DFS) u pacjentéw > 1 r.z. w zaleznosci od
poziomu ekspresiji Id2
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Rysunek 79. Krzywe przezycia catkowitego w zaleznosci od intensywnosci ekspresji biatka 1d2
dla pacjentow ponizej 1. r.z

Praw dopodobienstw o przezy¢ catkow itych (OS) pacjentéw <1 r.z. w zalezno$ci od poziomu ekspresiji Id2
O zgony + obserw acje uciete
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Rysunek 80. Krzywe przezycia wolnego od niepowodzenia leczenia w zaleznosci od
intensywnosci ekspresji biatka 1d2 dla pacjentéw ponizej 1. r.z

Prawdopodobienstwo przezy¢ wolnych od choroby u pacjentow < 1 r.z. w
zaleznosci od ekspres;ji Id2

° wznowa lub progresja + obserwacje uciete
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Rysunek 81. Krzywe przezycia catkowitego w zaleznosci od intensywnosci ekspresji biatka 1d2
dla pacjentow bez amplifikacji MYCN

Prawdopodobienstwo przezy¢ catkowitych dla pacjentow bez amplifikacji
MYCN - zgon z powodu NBL
° zgon + obserwacje uciete

— wysoka ekspresja 1d2
—— niska ekspresja 1d2
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Rysunek 82. Krzywe przezycia wolnego od choroby w zaleznosci od intensywnosci ekspresji
biatka 1d2 dla pacjentéw bez amplifikacji MYCN

Praw dopodobienstw o przezycia bez w znow y lub progresji choroby (DFS) u pacjentéw bez amplifikaciji
MYCN w zaleznosci od ekspresiji Id2

o wznowa lub progresja + obserw acje uciete
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Rysunek 83. Krzywe przezycia catkowitego w zaleznosci od intensywnosci ekspresji biatka 1d2
u pacjentow w 2.,3. i 4s stopniu zaawansowania klinicznego

Praw dopodobienstw o przezy¢ catkow itych w zaleznosci od poziomu ekspresiji Id2 u pacjentéw w
stopniu 1-3 - zgony z pow odu NBL
o zgony + obserwacje
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Rysunek 84. Krzywe przezycia wolnego od choroby w zaleznosci od intensywnosci ekspresji
biatka 1d2 dla pacjentéw w 2., 3. i 4s stopniu zaawansowania

Prawdopodobienstwo przezy¢ wolnych od choroby dla pacjentow w 2, 3 i
4s stopniu zaawansowania w zaleznosci od ekspresiji biatka 1d2
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Krzywe przezycia Kaplana-Meiera dla znaczenia poszczegdélnych czynnikéw
rokowniczych dla pacjentéw ponizej i powyzej 1. r.z.

Rysunek 85. Krzywe przezycia catkowitego (zgony z NBL) w zaleznosci od stopnia
zaawansowania dla pacjentéw powyzej 1. r.z.

Prawdopodobienstwo przezycia catkowitego dla pacjentow > 1 r.z. w
zaleznosci od stopnia zaawansowania

o zgon + obserwacije uciete
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Rysunek 86. Krzywe przezycia wolnego od niepowodzenia leczenia w zaleznosci od stopnia
zaawansowania dla pacjentéw powyzej 1. r.z.

Prawdopodobienstwo przezycia wolnego od wznowy lub progresji dla
pacjentow > 1 r.z. w zaleznosci od stopnia zaawansowania

o wznowa lub progresja + obserwacje uciete

-
1

— 4 stopien zaawansowania
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Rysunek 87. Krzywe przezycia catkowitego (zgony z NBL) w zaleznosci od obecnosci delecji 1p
dla pacjentéw powyzej 1. r.z.

Prawdopodobienstwo przezyé catkowitych dla pacjentow > 1 r.z. w zalezno$ci
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Rysunek 88. Krzywe przezycia wolnego od niepowodzenia leczenia w zaleznosci od obecnosci
delecji 1p dla pacjentéw powyzej 1. r.z.

Prawdopodobienstwo przezycia woknego od wznowy lub progresji u
pacjentow > 1 r.z. w zaleznosci od delecji 1p
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Rysunek 89. Krzywe przezycia calkowitego (zgony z NBL) w zaleznosci od budowy
histopatologicznej dla pacjentéw powyzej 1. r.z.

Prawdopodobienstwo przezyé catkowitych dla pacjentow > 1 r.z. w zalezno$ci
od budowy histopatologicznej

o zgon + obserwacje uciete
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Rysunek 90. Krzywe przezycia wolnego od niepowodzenia leczenia w zaleznosci od budowy
histopatologcznej dla pacjentéw powyzej 1. r.z.

Prawdopodobienstwo przezycia wolnego od wznowy lub progresji dla
pacjentow > 1 r.z. w zaleznosci od budowy histopatologicznej guza

o wznowa lub progresja + obserwacije uciete
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Rysunek 91. Krzywe przezycia wolnego od niepowodzenia leczenia w zaleznosci od budowy
histopatologicznej dla pacjentéw ponizej 1. r.z.

Prawdopodobienstwo przezycia wolnego od wznowy lub progresiji dla
pacjentéw < 1 r.z. w zaleznosci od budowy histopatologicznej guza

o wznowa lub progresja + obserwacje uciete
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Analiza korelacji odsetka komérek NBL z obecng ekspresjq biatka I1d2 z OS,
DFS i wybranymi markerami biochemicznymi

Rysunek 92. Korelacja czasu przezycia catkowitego z odsetkiem komdrek NBL z obecna
ekspresjq biatka Id2 w catej grupie pacjentow

eOnEnIyny
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Rysunek 93. Korelacja czasu przezycia wolnego od choroby i odsetka komoérek z ekspresja
biatka 1d2 dl catej grupy

Zalezno$¢ czasu przezycia w olnego od choroby od odsetka komérek z ekspresja Id2

Rysunek 94. Korelacja poziomu dehydrogenazy mleczanowej w momencie diagnozy i odsetka
komorek z ekspresja 1d2 dla catej grupy

Korelacja poziomu LDH z odsetkiem komérek z obecnoscig ekspresiji Id2

w3 AR,
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Rysunek 95. Korelacja stezenia ferrytyny w momencie diagnozy i odsetka komérek z ekspresja
Id2 dla catej badanej grupy

Korelacja poziomu ferrytyny z odsetkiem komérek z obecnoscia ekspresiji Id2
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