POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 322005 NR 1 (59-76)

NERWIAK ZARODKOWY (NEUROBLASTOMA) —
ZNACZENIE WYNIKOW BADAN CYTOGENETYCZNYCH
I MOLEKULARNYCH W USTALENIU STRATEGII
LECZENIA I ROKOWANIA*

NEUROBLASTOMA — THE SIGNIFICANCE OF CYTOGENETIC
AND MOLECULAR FACTORS IN THE ASSESSMENT
OF THE STRATEGY OF TREATMENT AND PROGNOSIS

Beata Stefania LIPSKA™, Janusz LIMON

Katedra i Zaklad Biologii i Genetyki, Akademia Medyczna w Gdansku

Streszczenie: Praca przedstawia najnowsze poglady z zakresu biologii nerwiaka zarodkowego (neurobla-
stoma) szczegodlng uwage poswigcajac mozliwosciom wykorzystania czynnikéw molekularnych i cyto-
genetycznych w ustalaniu strategii leczenia i rokowania pacjentéw chorych na ten nowotwor. Ponadto
zaprezentowany zostat genetyczny model onkogenezy tego nowotworu oraz jego zastosowanie w pro-
cesie stratyfikacji pacjentow do grup ryzyka nawrotu choroby.

Stowa kluczowe: nerwiak zarodkowy, czynniki rokownicze, aberracje chromosomowe, amplifikacja MYCN,
apoptoza, geny opornosci wielolekowej, telomeraza, receptory dla neurotrofin, geny supresorowe.

Summary: This review discusses recent advances in the understanding of the biology of neuroblastoma,
particular attention is paid to the emerging molecular and cytogenetic factors used to determine the
strategy of treatment and prognosis in patients with this tumour. In addition, the genetic model of
neuroblastoma development and its application in the process of stratification of patients into risk groups
is presented.

Key words: neuroblastoma, prognostic factors, chromosomal aberrations, MYCN amplification, apopto-
sis, multidrug resistance genes, telomerase, neurotrophin receptors, tumour suppressor genes.

*Praca finansowana w ramach projektu KBN nr 6 POSE 09121 oraz czg$ciowo ze $rodkow
Fundacji Bankowej im. L. Kronenberga.**Stichaczka Studium Medycyny Molekularnej przy
Akademii Medycznej w Warszawie.



60 B. S. LIPSKA, J. LIMON

WSTEP

Nerwiak zarodkowy (neuroblastoma) jest najczestszym dziecigcym guzem litym
zlokalizowanym poza osrodkowym uktadem nerwowym, stanowiacym okoto 50%
wszystkich nowotworow rozpoznawanych w wieku niemowlgcym. Nowotwor ten
wyréznia sig nadzwyczaj szerokim spektrum przebiegu klinicznego, od samoistnej regresji
zmian poprzez spontaniczne lub indukowane dojrzewanie w kierunku zwojakonerwiaka
(ganglioneuroma), az do dramatycznej progresji choroby pomimo zastosowanego
agresywnego leczenia. Niemowlgta, nawet w przypadku zaawansowanej choroby, maja
bardzo dobre rokowanie, natomiast u dzieci starszych mimo intensywnych i ztozonych
protokotdw leczniczych weiaz z trudnoscia udaje sig zatrzymac progresjg choroby [1].

Najnowsze doniesienia z zakresu genetyki i biologii nerwiaka zarodkowego sa pomocne
w znajdowaniu nowych czynnikéw prognostycznych, ktore, wprowadzone do codziennej
praktyki klinicznej, utatwityby stratyfikacj¢ pacjentow na grupy niskiego, $redniego lub
wysokiego ryzyka oraz zoptymalizowaty dobor strategii leczenia. Przy ustalaniu rokowania,
oprocz danych klinicznych 1 histopatologicznych, uwzglednia si¢ obecnie profil genetyczny
guza obejmujacy stopien ploidii komdrek guza, obecnos¢ amplifikacji onkogenu MYCN
oraz wystgpowanie charakterystycznych aberracji chromosomowych. Wydaje sig, ze w
najblizszej przysztosci do panelu badan prognostycznych zostanie rowniez wlaczona ocena
parametrow molekularnych, np. ocena stopnia ekspresji genow kodujacych biatka z rodziny
receptoréw dla neurotrofin, pomiar aktywnosci telomerazy czy tez ekspresji genow
opornosci wielolekowej MDR1 i MRP.

Do najwazniejszych klasycznych czynnikow rokowniczych zalicza si¢ klasyfikacje
histologiczna International Neuroblastoma Pathology Classification (INPC) z 1999
roku [47]. Klasyfikacja INPC okresla budowg histologiczna guza jako korzystna lub
niekorzystna w zaleznosci od stopnia zréznicowania komorek oraz obecnosci komorek
podscieliska zgodnie z historyczna klasyfikacja Shimada (w 1984 Shimada jako pierwszy
uznat liczebnos¢ komorek podscieliska (komoérek Schwanna) za gtowny parametr
odzwierciedlajacy stopien zréznicowania guza). Dodatkowo INPC zaleca oceng stopnia
atypii jader komorkowych (MKI: mitosis-karyorrhexis index), indeksu mitotycznego
oraz obecnosci ognisk wapnienia bedacych histologicznymi czynnikami rokowniczymi.
Waznym uzupehieniem histopatologicznej oceny agresywnosci nowotworu sa badania
okreslajace profil genetyczny guza, a ich wspolna analiza moze okazac si¢ nadzwyczaj
uzytecznym narzg¢dziem przy podejmowaniu decyzji o wyborze leczenia. W niniejszej
pracy scharakteryzowane zostang czynniki genetyczne i markery molekularne wykazu-
jace juz udokumentowane, jak i potencjalne znaczenie w ustalaniu rokowania pacjentow
z rozpoznaniem nerwiaka zarodkowego. Ponadto przedstawiony zostanie genetyczny
model tego nowotworu, ktory poprzez ukazanie wzajemnych powiazan pomigdzy roznymi
elementami profilu genetycznego podejmuje probe wyjasnienia procesu onkogenezy
tego nowotworu.

W odréznieniu od nowotworow pochodzenia nablonkowego, zwlaszcza gruczolako-
rakow jelita grubego, dla ktorych zaproponowano szczegdtowy, wieloetapowy model
onkogenezy [11], w przypadku nerwiaka zarodkowego pomimo szczegdtowej charakte-
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rystyki genetycznej, uwzglednianej w procesie terapeutycznym i rokowniczym,
patogeneza procesu nowotworowego pozostaje nadal niejasna. Obserwowane zmiany
w profilu genetycznym sa réznorodne i do dzi$ nie udato si¢ wytypowac tej jednej,
kluczowej dla inicjacji procesu nowotworowego.

Predyspozycja genetyczna

U dzieci chorych na nerwiaka zarodkowego nie stwierdza sig charakterystycznych cech
dysmorficznych ani czgstszego wystepowania wad wrodzonych [60]. Niewielki odsetek
(1-2%) rodzin pacjentow wykazuje autosomalny dominujacy charakter predyspozycji
genetycznej zachorowania na ten nowotwor o wysokiej penetracji (MIM 256700) [60]. W
rodzinach tych srednia wieku w momencie rozpoznania jest znaczaco nizsza w porownaniu
z przypadkami wystegpujacymi sporadycznie: 14 miesiac zycia wobec 23 miesigcy. Ponadto
pierwotnie wieloogniskowa lokalizacje choroby spotyka si¢ w 25% przypadkow dziedzicznego
nerwiaka zarodkowego. Pacjentéw z rodzinnie wystgpujacym nowotworem charakteryzuje
ta sama roznorodno$¢ przebiegu klinicznego co pacjentow ze sporadycznym guzem:
obserwuje si¢ zarowno przypadki spontanicznej regres;ji, jak i wysokiej agresywnosci
nowotworu w obrebie cztonkow tej samej rodziny [36].

W historycznej pracy z 1972 roku Knudson i Strong oszacowali, iz do 22%
przypadkoéw nerwiaka zarodkowego moze by¢ wynikiem mutacji generatywnej
nieznanego genu supresorowego [30]. Pomimo iz od ogloszenia wynikoéw analizy
statystycznej potwierdzajacych zgodno$¢ mechanizmu onkogenezy nerwiaka zarodko-
wego z hipoteza dwuuderzeniowej mutacji Knudsona uptyneto juz ponad 30 lat,
dotychczas nie udalo si¢ zidentyfikowac¢ zadnego genu supresorowego, ktorego mutacja
odpowiadalby za inicjacje transformacji nowotworowe;j. Na podstawie analizy sprz¢zen
w obrebie rodzin z dziedziczna postacia nerwiaka zarodkowego wykluczono lokalizacje
tego genu w regionie chromosomu 1p36, ktory ulega czg¢stym rearanzacjom w guzach
(35% przypadkoéw sporadycznych) [33]. Najnowsze doniesienia wskazuja na region
chromosomu 16p12-13 jako potencjalny locus tego genu [36].

CYTOGENETYKA

Znaczaca wigkszo$¢ przypadkow nerwiaka zarodkowego wystgpuje sporadycznie.
W ich patogenezie kluczowa rolg odgrywaja somatyczne zmiany genetyczne na poziomie
gendw, jak i chromosomow, bedac obszarem zainteresowania zarowno cytogenetyki,
jakibiologii molekularne;.

Ploidia DNA

Zawarto$s¢ DNA w komorkach nowotworowych jest w praktyce klinicznej jednym
z najszerzej stosowanych wskaznikéw cytogenetycznych dla okreslenia prawdo-
podobienstwa przezycia pacjentow z rozpoznaniem nerwiaka zarodkowego. Klasyczna
analiza cytogenetyczna aberracji chromosomowych udaje si¢ tylko w 20—30% pierwot-
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nych guzow [32], dlatego tez do oceny zawartosci DNA w komoérkach najczesciej
wykorzystuje si¢ potautomatyczna metode cytometrii przeptywowej, ktora jednak nie
pozwala oceni¢ ewentualnych zmian w strukturze chromosoméw.

W przypadku niemowlat stwierdzenie triploidalnej (~3n) liczby chromosoméw oznacza
istotnie lepsze rokowanie w poroéwnaniu z pacjentami tej samej grupy wiekowej z
diploidalna (~2n) lub tetraploidalng (~4n) ich liczba [31]. Niestety, w przypadku starszych
dzieci, ploidia DNA traci moc prognostyczna. Prawdopodobnie zwiazane jest to z
powstawaniem dodatkowych zmian genetycznych w komorce polegajacych na
wystgpowaniu aberracji strukturalnych, przede wszystkim dotyczacych chromosomu
1p oraz obecnosci czgsto licznych acentrycznych, podwdjnych, malutkich chromosoméw
— double minutes (dmin) [27].

Aberracje chromosomowe

W przeciwienstwie do innych nowotwordéw wieku dziecigcego, trudno jest wskazac
charakterystyczng aberracje chromosomowa czy mutacj¢ genowa, ktora mogtaby by¢
czynnikiem wywotujacym kaskade zdarzen na poziomie molekularnym prowadzacych
do niepohamowanego rozrostu komoérek nowotworowych. Poszukiwanie analogii do
innych guzow litych, jak np. migsak Ewinga, gdzie opisywane aberracje strukturalne
swoiscie dotycza translokacji chromosomu 11 i chromosomu 22 t(11;22)(q24;q12)
formujac gen fuzyjny EWS/FLI, nie przyniosto konstruktywnych wynikow. Najczgsciej
spotykane w komorkach nerwiaka zarodkowego aberracje chromosomowe to
dodatkowa kopia chromosomu 17q [4,5] oraz delecje chromosoméw 1p[37]111q[17].
Zmiany te pojawiaja si¢ na réznych etapach onkogenezy i zadna z nich nie moze by¢
uwazana za zmiang o charakterze pierwotnym, inicjujacym proces nowotworowy.

Amplifikacja onkogenu MYCN

Charakterystyka cytogenetyczna niektorych guzéw wykazala obecnos¢
acentrycznych chromosomow (dmin) — ktére moga wbudowac si¢ do innych
chromosomdw tworzac regiony o zatartej strukturze prazkowej HSRs (homogeneously
staining regions). Dmin 1 HSRs sa cytogenetycznymi wyktadnikami amplifikacji genu,
ktorego sekwencje zidentyfikowano jako nalezaca do rodziny onkogenow MYC [50].

Prawidlowa lokalizacja protoonkogenu MYCN jest chromosom 2p24, jednak w
przypadku komorek wykazujacych jego amplifikacjg, sekwencje MYCN hybrydyzuja
rowniez do dmin i HSRs. W poszczegolnych przypadkach procesowi amplifikacji podlega
duzy fragment krotkiego ramienia chromosomu drugiego, niezmiennie jednak obejmujacy
locus MYCN, a takze, w pewnej liczbie przypadkéw, inne geny, w tym oddalony o
400kb od MYCN gen DEAD box (DDXI) [45]. Produkt biatkowy genu DDXI,
koamplifikowanego z MYCN w 50-70% przypadkoéw, ma wptyw na strukturg
drugorzegdowa RNA warunkujac stabilnos¢ mRNA, czym uzupetnia i wzmacnia efekt
regulacji ekspresji gendw przez czynnik transkrypcyjny, jakim jest MYCN.

Amplifikacja MYCN wystepuje w ~25% przypadkoéw nerwiaka zarodkowego, a jej
obecnos¢ silnie koreluje z zaawansowanym stopniem choroby, szybka progresja guza,
oporno$cia na chemioterapig oraz ztym rokowaniem niezaleznie od stopnia zaawan-
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sowania klinicznego i wieku pacjenta [6]. Wplyw statusu MYCN na przezycie pacjentow
najwyrazniej obrazuja wyniki uzyskane w grupie dzieci <1 r.z. z [V stopniem zaawan-
sowania klinicznego choroby (ryc. 1) [48]. Dla niemowlat bez stwierdzonej amplifikacji
MYCN w guzie 3-letnie przezycie (event-free survival) wynosito 93% w poréwnaniu
z zaledwie 10% w grupie z amplifikacja tego onkogenu.

Wciaz niewiele wiadomo o mechanizmie, w ktorym amplifikacja onkogenu MYCN
prowadzi do powstania agresywnego fenotypu. Istnieje silna korelacja pomigdzy liczba
kopii tego genu w komorce a poziomem ekspresji jego produktu, tj. biatka MYCN.
Ot6z w guzach z amplifikacja stwierdza si¢ znaczaco wigksze ilosci biatka, a pod
wzgledem klinicznym guzy te maja bardzo ztosliwy przebieg. Nierozstrzygnigte pozostaje
jednak znaczenie okre$lania poziomu ekspresji biatka MY CN jako niezaleznego czynnika
rokowniczego, zwlaszcza w grupie guzow bez amplifikacji, gdyz dotychczas uzyskane
wyniki sg sprzeczne [6]. Bialko MYCN jest czynnikiem transkrypcyjnym kontrolujacym
przejscie komorek w faze G1 cyklu komérkowego. Razem z biatkiem MAX tworzy
heterodimer petiacy funkcjg aktywatora transkrypcji. Jezeli jednak ekspresja biatka
MYCN jest niska, biatko MAX tworzy homodimer, ktory petni rolg antagonistyczna —
inhibitora transkrypcji, uniemozliwiajac komérkom rozpoczgcie cyklu podziatu
komorkowego [49]. Dotychczas poznano zaledwie kilka gendéw regulowanych
bezposrednio przez uklad biateck MYCN/MAX: geny MCM?7 odpowiedzialny za
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utrzymanie euplodii DNA podczas podziatu komoérkowego [51] oraz MRP kodujacy
oporno$¢ wielolekowa (opis ponizej) [18].

Status amplifikacji onkogenu MYCN uwzgledniany jest w protokotach leczniczych
na catym $wiecie, bedac jednym z czynnikéw kwalifikujacych pacjentéw do grupy
wymagajacej najbardziej agresywnego postgpowania terapeutycznego.

Dodatkowa kopia chromosomu 17q

Metoda poréwnawczej hybrydyzacji genomowej (CGH) wykorzystana dla analizy
cytogenetycznej pierwotnych guzow wykazata, iz nieprawidtowosci chromosomu 17
sq najczgstsza zmiang chromosomowa w nerwiaku zarodkowym. Dodatkowa kopig
dhugiego ramienia chromosomu 17 stwierdza si¢ w 2/3 przypadkow, a jej obecnosé
silnie koreluje z zaawansowanym stadium choroby, wiekiem pacjentow powyzej 1 r.z.,
a takze wspotwystgpowaniem amplifikacji MYCN oraz delecji ramion p chromosomu
1 [5]. Najczgsciej zjawisko to pojawia si¢ w przypadku translokacji ramion 17q na
ramiona p chromosomu 1 i ma charakter translokacji niezrownowazonej, co wyjasnia
czeste ich wspotwystepowanie [4].

W obrebie chromosomu 17q zlokalizowano gen kodujacy biatko — surwiwing, bedace
silnym inhibitorem procesu apoptozy. Nadmierna ekspresja tego biatka wywotana
istnieniem nadliczbowych kopii genu prowadzi do zahamowania wewnatrzpochodnego
szlaku apoptozy zaleznego od kaspazy 9, ktdrej swoistym inhibitorem jest wtasnie
surwiwina [42]. Obserwacja kliniczna przypadkow potwierdzita, iz pacjenci, ktorych
guzy wykazuja wysoka ekspresje tego biatka, maja znacznie gorsze rokowanie [26].
Obecno$¢ dodatkowej kopii chromosomu 17q w komorce jest silnym niezaleznym
czynnikiem prognostycznym, jej wykrycie w komorkach guza umozliwia zaszeregowanie
pacjentow do grupy o niepomys$lnym rokowaniu [5].

Delecja 1 utrata heterozygotycznosci (LOH) chromosomu 1p

W poréwnaniu z konstytucyjnym genotypem, w tkance guza dos¢ czgsto stwierdza
si¢ utrat¢ heterozygotycznosci (LOH) niektérych markeréw mikrosatelitarnych w
obrebie ramion p chromosomu 1 [35]. Wystegpuje ona w ok. 35% przypadkow nerwiaka
zarodkowego [4, 6] 1 dotychczas nie udato sie wykry¢ genu w tym rejonie, ktory mogtby
peti¢ funkcje genu supresorowego (TSG), a ktorego utrata prowadzitaby do
transformacji nowotworowe;j. Jak juz wspomniano powyzej, w nerwiaku zarodkowym
czesto dochodzi do niezrownowazonej translokacji ramion 17q na ramiona p chromosomu
1 prowadzacej do delecji dystalnego fragmentu tych ramion. Na podstawie analizy
porownawczej udato si¢ zawezi¢ kluczowy region tej delecji do fragmentu 1p35-36, w
obrebie ktorego postuluje sig istnienie dwoch niezaleznych loci dla genéw TSG, w tym
jednego podlegajacego zjawisku pigtna genomowego (genomic imprinting) [8].

Istnieje silna korelacja wspotwystgpowania amplifikacji MYCN i LOH ramion p
chromosomu 1. Grupa pacjentow, u ktorych w guzach stwierdza si¢ rownoczesne
wystepowanie obu tych markerow, charakteryzuje si¢ najbardziej ztosliwym przebiegiem
choroby. Znaczenie LOH 1p jako niezaleznego czynnika rokowniczego jest wciaz
kontrowersyjne. Jej wystgpowanie pozwala na podzial pacjentow pod wzgledem
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agresywnosci przebiegu choroby i ryzyka progresji, nie ma jednak wplywu na ostateczne
prawdopodobienstwo przezycia [35]. Natomiast wspotwystgpowanie z amplifikacja
MYCN lub dodatkowa kopia chromosomu 17q jest silnie zwiazane z niepomys$lnym
rokowaniem [4].

Analiza pierwotnych guzow przy pomocy poréwnawczej hybrydyzacji genomowej (CGH)
wykazata istnienie w obrgbie genomu jeszcze kilku innych miejsc, w ktorych dochodzi do
delecji, jednak ich rola w patomechanizmie transformacji nowotworowej nerwiaka
zarodkowego ani ewentualne znaczenie prognostyczne nie zostaty dotychczas ustalone [4].

MARKERY MOLEKULARNE

W ostatnich latach mozliwos$ci analizy profilu genetycznego znacznie wzbogacity
si¢ dzigki zastosowaniu metod opartych o najnowsze osiagnigcia z dziedziny biologii
molekularnej. Obecnie, na poziomie molekularnym, diagnostyka nerwiaka zarodkowego
obejmuje zaro6wno analiz¢ materiatu genetycznego: poszukiwanie mutacji i polimor-
fizmoéw w obrebie gendw, oceng utraty heterozygotycznosci (LOH) jak rowniez analize
zjawisk epigenetycznych. Upowszechnienie badan molekularnych znacznie poszerzyto
panel informacji o biologii nerwiaka zarodkowego oraz dostarczyto nowych czynnikéw
rokowniczych o silnym znaczeniu prognostycznym. Ponizej scharakteryzowane zostang
dotychczas poznane markery molekularne, przedstawione ich mechanizmy dziatania
oraz nakres$lone kierunki dalszych badan nad profilem genetycznym tego nowotworu.

LOH chromosomoéw 11q 1 14q

Oprocz przedstawionej powyzej utraty materialu genetycznego z chromosomu 1p
LOH zaobserwowano takze w innych regionach genomu komoérek nerwiaka zarod-
kowego, w szczegolnosci w chromosomach 11q (43% guzow) [17] 1 14q (23%) [56].
Interesujacy jest fakt, ze w wigkszosci wypadkow stwierdzenie powyzszych anomalii
genetycznych wykluczato obecno$¢ amplifikacji MYCN 1 LOH chromosomu 1p.
Rokowanie pacjentow z LOH chromosomu 11q byto niepomyslne, pomimo iz komorki
guza mialy prawidlowa liczbg kopii MYCN — jest to bardzo istotne spostrzezenie, jako
ze jest to najczesciej spotykane miejsce utraty heterozygotycznosci w nerwiaku zarod-
kowym. Natomiast dla LOH 14q, ktora najcze$ciej wspotwystepuje w guzach z LOH
11q, do tej pory nie wykazano zadnej korelacji z przebiegiem klinicznym i dtugoletnim
przezyciem.

Geny supresorowe : TP53, TP73, NF1

Geny supresorowe (TSG) poprzez sprawowanie kontroli nad proliferacja komorek
zapobiegaja procesom nowotworzenia. W trakcie onkogenezy, w wigkszo$ci nowo-
tworow cztowieka dochodzi do zaburzen ich funkcjonowania i w nastgpstwie do utraty
kontroli nad cyklem komérkowym. Moze si¢ to dokona¢ w wyniku wielorakich procesow:
mutacji somatycznej, utraty heterozygotycznosci fragmentu chromosomu, a takze
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poprzez mechanizmy epigenetyczne, np. metylacj¢ regiondéw promotorowych czy
acetylacj¢ histonow [10]. W trakcie badan nad profilem genetycznym nerwiaka
zarodkowego zostat przeanalizowany stopien ekspresji wigkszosci znanych TSG, jednak
dotychczasowe wyniki nie przyniosty jednoznacznych rozstrzygnie¢ co do roli, jaka
odgrywac¢ moga one w onkogenezie tego nowotworu. Ponizej przedstawione zostana
wyniki badan, ktore podejmuja probe cho¢ czgsciowego wyjasnienia ich udzialu w
procesie nowotworzenia nerwiaka zarodkowego.

Gen TP53 kodujacy biatko p53, ktory petni kluczowa rolg w procesie stabilizacji
materiatu genetycznego komorki, jest jednym z genow supresorowych najczesciej
podlegajacych mutacjom w wigkszosci nowotwordéw cztowieka. Intrygujace jest wiec
spostrzezenie, iz mutacje tego genu sg rzadkoscia w nerwiaku zarodkowym [25, 58].
Wykazano jednak, iz w wypadku guzow o znaczacym stopniu niezroznicowania dochodzi
do zaburzenia prawidtowego funkcjonowania biatka p53 poprzez zaburzenie jego
transportu do jadra komodrkowego [57]. Niewyjasnione dotychczas mechanizmy
epigenetyczne uniemozliwiaja transport biatka do jadra komérkowego paralizujac petnienie
przez nie funkcji ochronnej genomu. Obserwacja ta wiazana jest z utarta zdolnosci
neuroblastow do réznicowania w kierunku zmian o tagodnym charakterze.

W regionie chromosomu 1p36.33, najczgsciej wystepujacej w nerwiaku zarodkowym
delecji, znajduje si¢ gen TP73 wykazujacy duze podobienstwo do 7P53 zar6wno pod
wzgledem organizacji genu, jak i sekwencji [52]. Gen TP73 nie speinia jednak
klasycznych kryteriow Knudsona dla genu supresorowego [46] — wyjatkowo rzadko
dochodzi do mutacji w jego obrebie, ponadto model zwierzecy nie cechuje si¢ czestym
wystgpowaniem nowotworow. U myszy pozbawionej ekspresji biatka p73 w trakcie
rozwoju embrionalnego dochodzi do roznorakich zaburzen ontogenezy, nie wykazuje
ona jednak zwigkszonej sktonnosci do chorob nowotworowych [59]. Biatko p73 petni
natomiast kluczowa rolg w réznicowaniu tkanki nerwowej [38]. W przeciwienstwie do
swego homologu TP53, gen TP73 dzigki dwom alternatywnym promotorom oraz
niejednolitemu sktadaniu potranskrypcyjnemu (differential splicing) koduje wiele
izoform biatka p73. Niedawno stwierdzono wystgpowanie w tkance nerwiaka
zarodkowego izoform biatka p73 pozbawionych fragmentu N-koncowego (ANp73),
wykazujacych wlasciwosci proonkogenne. W odréznieniu od wariantow biatka p73
prawidlowej dtugosci, ktore, tak jak p53, sa silnymi induktorami apoptozy, ANp73 silnie
hamuje proapoptyczne dziatanie zarowno p53, jak i p73 [46]. Stwierdzenie ekspresji
ANp73 w nerwiaku zarodkowym jest niezaleznym negatywnym czynnikiem rokow-
niczym [9]. Uniemozliwienie przez nie prawidtowego funkcjonowania biatka p53 oraz
zahamowanie procesu réznicowania neuronalnego poprzez szlak zalezny od p73 jest
jednym z mechanizmow epigenetycznych odgrywajacych rolg w onkogenezie nerwiaka
zarodkowego.

Jedynym genem supresorowym, w obrebie ktorego udato sig stwierdzi¢ wystgpo-
wanie mutacji w dwoch liniach komérkowych nerwiaka zarodkowego, jest NF1. Niestety
obserwacje te nie zostaty potwierdzone na materiale guzéw pierwotnych [55]. Ponadto
nie udato si¢ wykazac zwigkszonej czgsto$ci wystepowania nerwiaka zarodkowego u
pacjentow chorych na nerwiakowtokniakowatos¢ typu 1 (NF-1), u ktérych wystepuje
germinalna mutacja tego genu.
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Na koniec nalezy wspomnie¢, iz rowniez zaden ze znanych gendow supresorowych
zrodziny inhibitorow CDK: CDKN2A-C kodujacych zalezne od cyklin inhibitory kinaz
(pl6, p21, p18), wyjatkowo czgsto podlegajacych mutacjom w innych nowotworach,
nie odgrywa znaczacej roli w procesie onkogenezy nerwiaka zarodkowego [42],
potwierdzajac unikatowos¢ tego nowotworu.

Telomeraza

Telomeraza jest biatkiem z rodziny odwrotnych transkryptaz odpowiedzialnym za
dtugos¢ telomerdw — struktur znajdujacych si¢ na koncach chromosomoéw i zapewnia-
jacych ich integralnos$¢ strukturalng. Wzmozona aktywno$¢ telomerazy jest cecha
wspolng dla wielu nowotworow, bedac per se w wigkszosci wypadkow jedynie
niespecyficzna zmiang wtorng utatwiajaca rozrost tkanki nowotworowej niz kluczowym
etapem onkogenezy. Tylko skrajne (wysoki lub nieoznaczalny) poziomy ekspres;ji biatka
moga mie¢ bezposrednie znaczenie rokownicze, co niestety dotyczy jedynie niewielkiej
subpopulacji nerwiakow zarodkowych. Hiyama [22] stwierdzit brak aktywnosci
telomerazy oraz rownoczasowe skracanie si¢ telomerow w guzach o stopniu zaawan-
sowania 4-S wg INSS (International Neuroblastoma Staging System), ktore ulegty
spontanicznej regresji. Z drugiej strony, guzy ze stwierdzona amplifikacja MYCN
wykazywaly nadzwyczaj wysoka ekspresj¢ bialka, a ich przebieg kliniczny byt
niepomyslny. Obserwacje te zostaty potwierdzone w kolejnych badaniach [21, 44], co
pozwala uzna¢ brak ekspresji telomerazy w tkance guza za wskaznik dobry progno-
stycznie, natomiast wybitnie wysoka aktywno$¢ oraz jej wspotwystgpowanie z
amplifikacja MYCN za bardzo niekorzystny czynnik rokowniczy [23].

Markery procesu apoptozy

Indukcja apoptozy jest podstawowym mechanizmem wykorzystywanym podczas
tworzenia sig sieci neuronalnej w trakcie embriogenezy. Zaburzenie procesu eliminacji
komorek, ktdre nie wyksztalcity wystarczajacej liczby potaczen interneuronalnych, moze
prowadzi¢ ostatecznie do odwrocenia tego procesu i inicjacji nowotworzenia.

Do aktywacji procesu programowanej $mierci komoérki dochodzi pod wptywem
roznorodnych bodzcow, np. obecnosci lub braku zewnatrzkomorkowego ligandu dla
receptoréw z rodziny TNFR (CD95, p75), uszkodzenia DNA lub wzrostu przepusz-
czalno$ci bton mitochondrialnych — w tym przypadku za przesylanie sygnatu
apoptycznego odpowiedzialna jest rodzina mitochondrialnych biatek btonowych Bcl.
W nerwiaku zarodkowym bardzo czgsto stwierdza si¢ wysoka ekspresje¢ antyapo-
ptycznego biatka Bcl-2, a jej poziom jest odwrotnie proporcjonalny do procentu komorek
podlegajacych apoptozie oraz do stopnia ich zréznicowania [15].

Niezaleznie od czynnika inicjujacego, ostatecznie w komorce ulegaja aktywacji biatka
efektorowe: kaspazy, ktore uruchamiaja sekwencjg zdarzen prowadzacych do apoptozy
i $mierci komorki [41]. W przypadku nerwiaka zarodkowego stwierdzenie wysokiej
ekspresji biatek z rodziny kaspaz w tkance guza jest, zgodnie z oczekiwaniem, zwiazane
z dobrym rokowaniem. Zjawisko apoptozy jest rowniez kluczowym procesem odpowiedzi
tkanki guza na chemioterapi¢. Cisplatyna, doksorubicyna oraz etopozyd indukuja szlak
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CD95/CD95L-kaspaza8 [16]. Jednak w grupie guzow z amplifikacja MYCN gen
kodujacy kaspaze-8 jest hamowany poprzez metylacje jego promotora [54],
uniemozliwiajac ekspresj¢ tego biatka, co przejawia si¢ opornoscia tych guzow na
stosowane obecnie leczenie. Natomiast komorki wrazliwe na chemioterapi¢ wykazuja
wysoka ekspresje biatek z rodziny kaspaz [15]. Nastepuje to poprzez indukcj¢ biatka
transbtonowego p75, bedacego receptorem o niskim powinowactwie do NGF (nerve
growth factor). Ekspresja wspomnianego juz antyapoptycznego biatka bcl2 jest
natomiast wiazana z procesami nabytej odpornosci na chemioterapig [12].

Na podstawie powyzszych obserwacji mozna uznac iz nerwiak zarodkowy, ktorego
profil genetyczny sugeruje podatnos¢ na procesy apoptozy, ze wzgledu na wysoka
ekspresje wspomnianych genow, o wiele czgsciej podlega zjawisku spontanicznej regres;ji
oraz dobrze odpowiada na stosowane leczenie cytotoksyczne. Nalezy jednak rowniez
wspomniec, iz analiza procesu spontanicznej regresji w przebiegu nerwiaka zarodkowego
przyniosta pierwsze dowody potwierdzajace przypuszczenia iz, obok apoptozy, istnieja
inne procesy zaprogramowanej Smierci komorek, niezalezne od kaspaz [29].

Dzi$ mozna stwierdzi¢, iz w patomechanizmie zjawiska spontanicznej regresji w
przebiegu nerwiaka zarodkowego odgrywa rolg kilka niezaleznych szlakow prowadza-
cych do $mierci komoérki. W komorkach guza podlegajacych regresji tylko w czgsci
przypadkow stwierdzono obecno$¢ wyktadnikow procesu apoptozy [28]. W preparatach
nerwiaka zarodkowego analizowanych z wykorzystaniem technik mikroskopii elekt-
ronowej nie zawsze stwierdzano wystegpowanie cial apoptycznych, zamiast ktorych
czesto obserwowano nagromadzenie zmian o charakterze degeneracyjnym, charakte-
rystycznych dla procesu degeneracji autofagalnej [29].

Geny opornosci wielolekowej

Pojawienie si¢ opornosci na wiele chemioterapeutykdw nalezacych do niezaleznych
grup cytostatykow jest zjawiskiem obserwowanym w przebiegu klinicznym nerwiaka
zarodkowego, za ktdre odpowiedzialna jest przede wszystkim nadmierna ekspresja
biatek z rodziny transporteréw kasetowych wiazacych ATP (ATP-binding casette
transporters). Glownymi przedstawicielami tej rodziny sa: glikoproteina P —kodowana
przez gen MDRI1 (multi-drug resistance gene 1) oraz bialko MRP (multi-drug
resistance-related protein) kodowane przez gen o tej samej nazwie. Sterowany przez
nie proces usuwania cytostatykow z komorki dokonuje sig z wykorzystaniem aktywnego,
zaleznego od ATP, transportu przezbtonowego [20]. Najnowsze doniesienia sugeruja,
iz onkogen MYCN wplywa na stopien odpowiedzi guza na stosowana chemioterapie
poprzez regulacje ekspresji genu MRP [18] — obserwacja ta stanowi ogniwo laczace
fenotyp guza o wysokiej ztosliwosci z fenotypem lekoopornym. Juz wczeséniej
stwierdzono, iz wysoki stopien ekspresji genu MRP w nerwiaku zarodkowym jest
niezaleznym negatywnym czynnikiem rokowniczym [43]. Rowniez ekspresja genu
MDRI, ktory w odroznieniu od MRP nie wykazuje wspotzaleznosci z wystgpowaniem
amplifikacji MYCN, w niektérych grupach pacjentéw: populacji dzieci starszych (>1
1.Z.) oraz w grupie guzoéw bez amplifikacji MYCN jest markerem zlej prognozy [19].
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Od ponad dekady znane sa substancje farmakologiczne zdolne do odwrdcenia efektu
lekoopornosci zaleznego od P-glikoproteiny (verapamil, cyklosporyna), jednak ich
stosowanie nasila toksycznos$¢ winkrystyny i doksorubicyny [20]. Konieczne wydaje
sig¢ wigc poszukiwanie bardziej bezpiecznych lekow oraz ich indywidualne stosowanie
w przypadkach nerwiaka zarodkowego o stwierdzonej wysokiej ekspresji genow
opornosci wielolekowe;.

Wigkszos¢ badan nad mechanizmem powstawania wielolekoopornosci i mozliwosci
jej odwrocenia w przebiegu nerwiaka zarodkowego przeprowadzono na liniach
komorkowych w warunkach in vitro, dlatego tez znaczenie kliniczne tych obserwacji
pozostaje wciaz do ostatecznego wyjasnienia.

Rodzina receptoréw dla neurotrofin oraz RAS

Ksztaltowanie si¢ sieci neuronalnej bedace wyrazem dojrzewania tkanki nerwowe;j
jest procesem kontrolowanym zaréwno czasowo, jak i przestrzennie przez uktad
neurotrofin i ich receptorow — transbtonowych biatek z rodziny Trk wykazujacych
aktywnos¢ kinazy tyrozynowej. Najwazniejsi przedstawiciele tej rodziny to: TrkA
bedacy selektywnym receptorem dla NGF (nerve growth factor) oraz NT-3
(neurotrophin 3); TrkB wiazacy BDNF (brain derived nerve factor), jak i NT-4
(neurotrophin 4) oraz biatko p75, ktére wykazuje niskie powinowactwo do wszystkich
neurotrofin. Ekspresja TrkA jest niezaleznym, pozytywnym czynnikiem rokowniczym
[53]. Przeciwnie, obecnos¢ biatka TrkB stwierdzana jest w guzach o agresywnym
przebiegu klinicznym i czgsto wspotwystepuje z amplifikacja MYCN [40].

Podlegajacy Scistej kontroli poziom NGF jest glownym czynnikiem regulujacym proces
ksztattowania si¢ obwodowej sieci neuronalnej uktadu wspoétczulnego. Pod koniec okresu
embrionalnego stwierdza si¢ wysoka ekspresje TrkA i p75 w komarkach dojrzewajacego
uktadu sympatycznego. NGF, bedacy ich swoistym ligandem, promuje proces
réznicowania si¢ neuroblastow. W okresie okotoporodowym nastepuje gwattowny
spadek stgzenia NGF, co powoduje masowa $mier¢ komorek, ktore do tego czasu nie
wyksztalcity wystarczajacej liczby potaczen zardwno aksonalnych, jak i dendrytycznych
[39]. Zgodnie z teoria tropowa zburzenie kruchej réwnowagi pomigdzy stezeniem
neurotrofin a iloscia receptorow prezentowanych na btonie komoérkowej neuronow
prowadzi do niepohamowanego rozrostu komoérek bedac zaczatkiem procesu
nowotworowego. Jednak dalsze etapy réznicowania si¢ tkanki nerwowej obserwowane
w okresie poporodowym moga prowadzi¢ do przywrdcenia rownowagi i stanowic
podstawg obserwowanej klinicznie spontanicznej regresji zmian.

Przytaczenie si¢ NGF do homodimeru TrkA powoduje autofosforylacjg receptora oraz
aktywacjg kaskady bialek przekazujacych sygnat do jadra komorki i regulujacych transkrypcije
specyficznych genow. Eggert wykazata, iz najwazniejszym szlakiem indukowanym przez
NGF w komorkach nerwiaka zarodkowego jest uktad Ras/MAPK [14]. Szlak ten jest
odpowiedzialny nie tylko za indukcj¢ procesdéw roznicowania w kierunku dojrzatych komorek
nerwowych, ale réwniez za indukcje wspomnianej powyzej zaprogramowanej $mierci
komorki o mechanizmie niezaleznym od kaspaz, klinicznie prowadzacej do regresji zmian
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[28]. Dlatego tez wysoka ekspresja biatka Ras jest bardzo dobrym czynnikiem
rokowniczym, a zwlaszcza jej wspotwystepowanie z TrkA [53].

Autokrynny uktad TrkB/BDNF, ktorego aktywacje obserwuje si¢ w nerwiaku
zarodkowym o bardzo agresywnym przebiegu klinicznym, jest czynnikiem odpowiedzial-
nym za opornos¢ tych guzow na stosowana chemioterapig [24] oraz odgrywa role w
promocji angiogenezy [ 13]. Rownoczesénie, na zasadzie sprz¢zenia zwrotnego, jest sam
dla siebie czynnikiem wzrostu napedzajacym rozrost tkanki guza.

Rodzina receptoréw dla neurotrofin sprawuje nadzoér nad procesem roznicowania
si¢ neuroblastow w kierunku dojrzatych komoérek zwojowych oraz decyduje o indukcji
zjawiska spontanicznej regresji. W procesach tych kluczowa rolg odgrywa stezenie
swoistych ligandoéw, zwtaszcza NGF i BDNF w mikrosrodowisku utkania guza. W
Japonii wprowadzono oznaczenie ekspresji biatek z rodziny Trk w komoérkach nerwiaka
zarodkowego do praktyki kliniczne;.

GENETYCZNY MODEL ROZWOJU NERWIAKA
ZARODKOWEGO

Genetyczna heterogeniczno$¢ nerwiaka zarodkowego obserwowana zaré6wno na
poziomie genu, chromosomu, jak i catej komorki §wiadczy, iz zamiast jednolitej choroby
mamy do czynienia ze zbiorem podtypow nowotworu, roznigcych sig¢ przebiegiem
klinicznym: agresywnos$cia wzrostu, oporno$cia na stosowane leczenie czy tez zdolnoscia
do regresji. Dotychczas nie udato si¢ jednoznacznie ustali¢, czy kolejnos¢, w jakiej
akumuluja si¢ obserwowane nieprawidtowosci profilu genetycznego, ma znaczenie
rokownicze. Ponadto, jak dotad nie znaleziono wystarczajaco silnych dowoddw, ktore
potwierdzatyby zdolno$¢ guzow do konwersji w postaci o bardziej agresywnym przebiegu
[6,7].

W roku 2000 opublikowano model onkogenezy nerwiaka zarodkowego oparty na
analizie profilu genetycznego tkanki guza [7]. Nie wykluczajac istnienia potencjalne;j
jednej wspdlnej mutacji, ktéra inicjowalaby proces nowotworzenia i odpowiadata za
nieliczne przypadki rodzinnie wystepujacego nerwiaka zarodkowego, zaproponowano
podziat guzéw na dwa typy, ktory dokonywalby si¢ na wczesnym etapie rozwoju
nowotworu (ryc. 2).

Typ pierwszy, o tagodnym przebiegu klinicznym, w toku ktoérego czgsto moze
dochodzi¢ do spontanicznej regresji zmian i/lub dojrzewania, charakteryzuje si¢
zaburzeniem procesu mitozy. Prowadzi to do powstania komorek o kariotypie
okolotriploidalnym (~3n), przy czym dodatkowe kopie chromosoméw maja zachowana
prawidtowsq strukture. W tkance guza obserwuje si¢ wysoka ekspresjg receptora
btonowego TrkA. Brak jego swoistego ligandu NGF prowadzi do uruchomienia
mechanizméw odpowiedzialnych za spontaniczng regresj¢ (w tym procesu apoptozy),
natomiast obecno$¢ komodrek Schwanna w podscielisku utkania guza stymuluje proces
réznicowania si¢ neuroblastow w kierunku dojrzatego zwojakonerwiaka [2]. Klinicznie,
typ ten wystepuje najczesciej u niemowlat do 1 roku zycia, w przypadkach o niskim
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RYCINA 2. Genetyczny model onkogenezy nerwiaka zarodkowego. Reprodukcja za zgoda autorow [3]:
NGF — nerwowy czynnik wzrostu, LOH — utrata heterozygotycznosci, 2n,3n,4n — stopien ploidii, TrkA
— receptor dla neurotrofin, ganglioneuroblastoma — nerwiak zwojowokomorkowy zarodkowy,
ganglioneuroma — zwojakonerwiak

stopniu zaawansowania (1,2 wg klasyfikacji INSS) oraz w 4-S. Wskaznik 3-letniej
przezywalnosci sigga 90%.

W odréznieniu od niego, typ drugi o bardzo agresywnym przebiegu klinicznym
charakteryzuje si¢ wystepowaniem licznych aberracji strukturalnych chromosomoéw.
Kariotyp komorek guza jest okotodiploidalny (~2n) lub tetraploidalny (~4n). Klinicznie
typ ten dotyczy dzieci starszych, powyzej pierwszego roku zycia, o znacznie zaawan-
sowanym procesie chorobowym (stopien 3,4 wg INSS). W przebiegu klinicznym nie
dochodzi do samoistnej regresji zmian ani do ro6znicowania si¢ tkanki guza. W tkance
guza ekspresja bialka TrkA jest $ladowa, natomiast stwierdzana jest obecnos¢ autokryn-
nego uktadu TrkB-BDNF stymulujacego niepohamowany rozrost guza. Ponadto w
ramach typu drugiego wyr6znia si¢ dwa podtypy. W podtypie II A, o mniej agresywnym
przebiegu, charakteryzujacym sig 3-letnim przezyciem rzgdu 30-50%, czgsto stwierdza
si¢ utratg heterozygotycznosci (LOH) dtugich ramion chromosomow 11 i 14. Podtyp o
najbardziej agresywnym (11 B) przebiegu czg¢sto wykazuje natomiast LOH chromosomu
1p oraz amplifikacj¢ genu MYCN przy wskazniku 3-letniego przezycia ponizej 25%.
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WNIOSKI KONCOWE

Przedstawiony powyzej model zmian genetycznych lezacych u podstaw transformacji
nowotworowej ilustruje ztozony charakter procesow przebiegajacych zaréwno na
poziomie gendw, jak i chromosomow, ktore poprzez zaburzenie dojrzewania obwodowej
tkanki nerwowej ostatecznie prowadza do rozrostu nerwiaka zarodkowego.

Znajomo$¢ profilu genetycznego guza moze by¢ wykorzystana na kazdym etapie
postepowania diagnostycznego i terapeutycznego, zwlaszcza przy ustalaniu strategii
leczenia. Juz dzisiaj w praktyce klinicznej dzigki ocenie ploidii komoérek guza, jak i
poszukiwaniu ewentualnej amplifikacji MYCN udaje si¢ doktadniej przewidzie¢ przebieg
choroby, a wigc zaszeregowac pacjenta do odpowiedniej grupy ryzyka i dostosowac
intensywnos$¢ leczenia, pokonujac w ten sposob niedoskonatos¢ klasycznych czynnikow
prognostycznych, takich jak wiek pacjenta i stopien zaawansowania choroby. W

TABELA 1. Grupy ryzyka w nerwiaku zarodkowym, zmodyfikowane wg [42]

Parametry Ryzyko

niskie posrednie wysokie
KLINICZNE
Wiek <lrz >1rz >1rz
Stopien zaawansowania 1,248 3,4 3,4
S-letnie przezycie 95% 50% 25%
HISTOPATOLOGICZNE
Liczebno$¢ komorek >50% <50% brak lub minimalna
podscieliska (k. Schwanna)
MKI <2% 2-4% >4%
(indeks mitozy / karyorrhexis)
Indeks mitotyczny niski wysoki
Ogniska zwapnien obecne brak
CYTOGENETYCZNE
Ploidia 3n 2n /4n 2n/4n
LOH 1p rzadko rzadko czgsto
LOH 1lq, 14q rzadko czgsto rzadko
Dodatkowa kopia rzadko czgsto czgsto
chromosomu 17q
Status MYCN norma norma amplifikacja
MOLEKULARNE
Ekspresja TrkA wysoka niska niska
Ekspresja TrkB niska niska wysoka
Izoforma p73 p73 ? ANp73
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najblizszej przysztosci do wstgpnej oceny powinna zosta¢ wlaczona rowniez analiza
markerow molekularnych, zwtaszcza ocena ekspresji biatek z rodziny Trk. Kompleksowa
analiza danych klinicznych, histopatologicznych, jak i profilu genetycznego umozliwi
stratyfikacj¢ pacjentow (tab. 1), tak aby dzieciom z grupy najwyzszego ryzyka mozna
byto wdrozy¢ agresywne leczenie, natomiast w grupie o najnizszym ryzyku jak
najbardziej zminimalizowa¢ efekty uboczne terapii. Zrozumienie mechanizmow
molekularnych lezacych u podstaw transformacji nowotworowej, jak rowniez poznanie
mechanizmoéw spontanicznej regresji to wyzwanie przysztosci badan nad nerwiakiem
zarodkowym. Stanowia one drogg dla stworzenia indywidualnych schematow terapii,
ukierunkowanej na bezposrednig ingerencje w procesy transmisji sygnalow wewnatrz-
komorkowych tak, aby przywrdci¢ rownowage migdzy zjawiskami apoptozy i proliferacji
w tkance dojrzewajacego uktadu nerwowego.

PISMIENNICTWO

[1] ADAMKIEWICZ-DROZYNSKA E. Czynniki prognostyczne i nowe mozliwosci leczenia neuroblastoma.
Wspoicz. Onkol. 2000; 4: 72-75.

[2] AMBROS IM, AMBROS PF. The role of Schwann cells in neuroblastoma [w] Brodeur GM, Sawada T,
Tsuchida Y, Voute PA [red.] Neuroblastoma. Amsterdam, Lausanne, New York, Oxford, Shannon, To-
kyo: Elsevier Science B.V 2000: 355-369.

[3] AMBROS PF, AMBROS IM. Neuroblastom Med. Genetik 2002; 2: 119-124.

[4] BOWN N. Neuroblastoma tumour genetics: clinical and biological aspects.J Clin Pathol. 2001; 54: 897—
910.

[5] BOWN N, LASTOWSKA M, COTTERILL S, O'NEILL S, ELLERSHAW C, ROBERTS P, LEWIS I,
PEARSON AD. 17q gain in neuroblastoma predicts adverse clinical outcome. UK Cancer Cytogenetics
Group and the UK Children's Cancer Study Group. Med Pediatr Oncol. 2001; 36: 14—19.

[6] BRODEUR GM. Neuroblastoma: biological insights into a clinical enigma. Nature Rev Cancer 2003; 3:
203-216.

[71 BRODEUR GM, AMBROS PF. Genetic and biological markers of prognosis in neuroblastoma. [w] Brodeur
GM, Sawada T, Tsuchida Y, Voute PA [red.] Neuroblastoma. Amsterdam, Lausanne, New York, Oxford,
Shannon, Tokyo: Elsevier Science B.V 2000: 355-369.

[8] CARON H, SPIEKER N, GODFRIED M, VEENSTRA M, van SLUIS P, de KRAKER J, VOUTE P,
VERSTEEG R. Chromosome bands 1p35-36 contain two distinct neuroblastoma tumor supressor loci, on
of which is imprinted. Genes Chromosom Cancer 2001; 31: 228-239.

[9] CASCIANO I, MAZZOCCO K, BONI L, PAGAN G, BANELLI B, ALLEMANNI G, PONZONI M,
TONINI GP, ROMANI M. Expression of DNp73 is a molecular marker for adverse outcome in neurobla-
stoma patients. Cell Death Differ 2002; 9: 246-251.

[10] COTRAN RS, KUMAR V, COLLINS T. Cancer suppressor genes [w] Cotran RS Kumar V Collins T [red.]
Robbins pathologic basis of disease. Philadelphia, London, New York, St. Louis, Sydney, Toronto. W.B.
Saunders Company 1999. 286-294.

[11] CHO KR, VOGELSTEIN B. Genetic alternations in the adenoma-carcinoma sequence. Cancer 1992; 70:
1727-1731.

[12] DOLE M, NUNEZ G, MERCHANT AK, MAYBAUM J, RODE CK, BLOCH CA, CASTLE. Bcl-2 inhibits
chemioteraphy-induced apoptosis in neuroblastoma. Cancer Res 1994; 51: 6529-6538.

[13] EGGERT A, GROTZER MA, IKEGAKIN, LIU XG, EVANS AE, BRODEUR GM. Expression of neuro-
trophin receptor TrkA inhibits angiogenesis in human neuroblastoma. Med Pediatr Oncol 2000; 35:
569-572

[14] EGGERT A, IKEGAKIN, LIU XG, CHOU TT, LEE VM, TROJANOWSKI JQ, BRODEUR GM. Mole-
cular dissection of Trk-A signal transduction pathways mediating differentiation in human neuroblasto-
ma. Oncogene 2000; 19: 2043-2051.



74 B. S. LIPSKA, J. LIMON

[15] FULDA S, DEBATIN K.M Apoptosis pathways in neuroblastoma therapy. Cancer Lett 2003; 197: 131—
135.

[16] FULDA S, SIEVERTS H, FRIESEN C, HERR I, DEBATIN KM. The CD95 (APO-1/Fas) system mediates
drug-induced apoptosis in neuroblastoma cells. Cancer Res 1997; 57: 3823-3829.

[17] GUO C, WHITE PS, WEISS MJ, HOGARTY MD, THOMPSON PM,STRAM DO, GERBING R, MAT-
THAY KK, SEEGER RC, BRODEUR GM, MARIS JM. Allelic deletion at 11¢23 is common in MYCN
single copy neuroblastoma. Oncogene 1999; 18: 4948-4957.

[18] HABER M, BORDOW SB, GILBERT J, MADAFIGLIO J, KAVALLARIS M, MARSHALL GM, ME-
CHETNER EB, FRUEHAUF JP, TEE L, COHN SL, SALWEN H, SCHMIDT ML, NORRIS MD. Altered
expression of the MYCN oncogene modulates MRP gene expression and response to cytotoxic drugs in
neuroblastoma cells. Oncogene 1999; 18: 2777-2782.

[I19THABER M, BORDOW SB, HABER PS, MARSHALL GM, STEWART BW, NORRIS MD. The prognostic
value of MDR1 gene expression in primary untreated neuroblastoma. Eur J Cancer 1997; 12: 2031-2036.

[20] HABER M, KAVALLARIS M. Multidrug resistance genes in neuroblastoma. [w] Brodeur GM, Sawada T,
Tsuchida Y, Voute PA [red.] Neuroblastoma. Amsterdam, Lausanne, New York, Oxford, Shannon, To-
kyo: Elsevier Science B.V 2000: 207-215.

[21] HIYAMA E, HIYAMA K, OHTSU K, YAMAOKA H, ICHIKAWA T, SHAY JW, YOKOYAMA T.
Telomerase activity in primary neuroblastoma: is it a prognostic indicator of clinical behavior? Eur J
Cancer 1997; 33: 1932-1936.

[22] HIYAMA E, HIYAMA K, YOKOYAMA T, MATASUURA Y, PIATYSZEK MA, SHAY JW. Correlating
telomerase activity levels with human neuroblastoma outcomes. Nat Med 1995; 1: 249-255.

[23] HIYAMA E, REYNOLDS CP. Telomerase as a biological and prognostic marker in neuroblastoma. [w]
Brodeur GM, Sawada T, Tsuchida Y, Voute PA [red.] Neuroblastoma. Amsterdam, Lausanne, New York,
Oxford, Shannon, Tokyo: Elsevier Science B.V 2000: 159-174.

[24] HO R, EGGERT A, HISHIKI T, MINTURN JE, IKEGAKI N, FOSTER P, CAMORATTO AM, EVANS
AE, BRODEUR GM. Resistance to chemiotherapy mediated by TrkB in neuroblastoma. Cancer Res
2002; 62: 6462—6476.

[25] HOSOI G, HARA J, OKAMURA T, OSUGI Y, ISHIHARA S, FUKUZAWA M, OKADA A, OKADA S
TAWA A. Low frequency of the pS3 gene mutations in neuroblastoma. Cancer 1994; 73: 3087-3093.

[26] ISLAM A, KAGEYAMA H, TAKADA N, KAWAMOTO T, TAKAYASU H, ISOGAI E, OHIRA M,
HASHIZUME K, KOBAYASHI H, KANEKO Y, NAKAGAWARA A. High expression of Survivin,
mapped to 17q25, is significantly associated with poor prognostic factors and promotes cell survival in
human neuroblastoma. Oncogene 2000; 19: 617-623.

[27] KANEKO Y, KNUDSON A. Mechanism and relevance of ploidy in neuroblastoma. Genes Chromosom
Cancer 2000; 29: 89-95.

[28] KITANAKA C, KATO K, IJIRI R, SAKURADA K, TOMIYAMA A, NOGUCHI K, NAGASHIMA Y,
NAKAGAWARA A, MOMOI T, TOYODA' Y, KIGASAWA H, NISHI T, SHIROUZU M, YOKOYAMA
S, TANAKA Y, KUCHINO Y. Increased Ras expression and caspase-independent neuroblastoma cell
death: possible mechanism of spontaneous neuroblastoma regression. J Natl Cancer Inst 2002; 94;
358-368.

[29] KITANAKA C, KUCHINIO Y. Caspase independent programmed cell death with necrotic morphology.
Cell Death Differ 1999; 6: 508-515.

[30] KNUDSON A, STRONG L. Mutation and cancer. Neuroblastoma and pheochromocytoma 4m J Hum
Genet 1972; 24: 514-522.

[311LOOK AT, HAYES FA, SHUSTER JJ, DOUGLASS EC, CASTLEBERRY RP, BOWMAN LC, SMITH EI,
BRODEUR GM. Clinical relevance of tumor cell ploidy and N-myc amplification in childhood neurobla-
stoma. A Pediatric Oncology Group Study. J Clin Oncol 1991; 9: 581-591.

[32] LASTOWSKA M. Analiza materiatu genetycznego w zwojaku zarodkowym przy pomocy metod cytoge-
netyki molekularnej — znaczenie kliniczne wykrytych zmian genetycznych. Praca habilitacyjna, AM
Poznan 1999.

[33] MARIS JM, KYEMBA SM, REBBECK TR, WHITE PS, SULMAN EP, JENSEN SJ, ALLEN C, BIEGEL
JA, YANOFSKY RA, FELDMAN GL, BRODEUR GM. Familial predisposition to neuroblastoma does
not map to chromosome band 1p36 Cancer Res 1996; 56: 3421-3425.

[34] MARIS JM, TONINI GP. Genetics of familiar neuroblastoma [w] Brodeur GM, Sawada T, Tsuchida Y,
Voute PA [red.] Neuroblastoma. Amsterdam, Lausanne, New York, Oxford, Shannon, Tokyo: Elsevier
Science B.V 2000: 125-135.



NEUROBLASTOMA — CZYNNIKI ROKOWNICZE 75

[351MARIS JM, WEISS MJ, GUO C, GERBING RB, STRAM DO, WHITE PS, HOGARTY MD, SULMAN
EP, THOMPSON PM, LUKENS JN, MATTHAY KK, SEEGER RC, BRODEUR GM. Loss of hetero-
zygosity at 1p36 independently predicts for disease progression but not decreased overall survival
probability in neuroblastoma patients. A Children’s Cancer Group study. J. Clin Oncol 2000; 18:
1888-1899

[36] MARIS JM, WEISS MJ, MOSSE Y, HII G, GUO C, WHITE PS, HOGARTY MD, MIRENSKY T,
BRODEUR GM, REBBECK TR, URBANEK M, SHUSTERMAN S. Evidence for a hereditary predispo-
sition locus at chromosome 16p12-13 Cancer Res 2002; 62: 6651-6658.

[37] MARTINSSON T, SJOBERG RM, HEDBORG F, KOGNER P. Deletion of chromosome 1p loci and
microsatelite instability in neuroblastomas analyzed with short-tandem repeat polymorphisms. Cancer
Res 1995; 55: 5681-5686.

[38] MELINO G, DeLAURENZI V, VOUSDEN K. p73: friend or foe in tumorigenesis. Nat Rev Cancer2002;
2: 605-614.

[39] NAKAGAWARA A. The NGF story and neuroblastoma. Med Pediatr Oncol 1998; 31: 113-115.

[40]NAKAGAWARA A, AZAR CG, SCAVARDA NJ, BRODEUR GM. Expression and function of TRK-B and
BDNF in human neuroblastomas. Mol Cell Biol 1994; 14: 759-767.

[41]1 NALEPA G, ZUKOWSKA-SZCZECHOWSKA E. Kaspazy i apoptoza: umrzyj i pozwol zyé. Wiad Lek
2002; 55: 100-106.

[42] Van NOESEL MM, VERSTEEG R. Pediatric neuroblastomas. Genetic and epigenetic ,Danse Macabre’
Gene 2004; 325: 1-15.

[43] NORRIS MD, BORDOW SB, MARSHALL GM, HABER PS, COHN SL, HABER M. Expression of the
gene for multidrug-resistance-associated protein and outcome in patients with neuroblastoma. New Engl
J Med 1996; 334: 231-238.

[44] POREMBA C, HERO B, HEINE B, SCHEEL C, SCHAEFER KL, CHRISTIANSEN H, BERTHOLD F,
KNEIF S, STEIN H, JUERGENS H, BOECKER W, DOCKHORN-DWORNICZAK B. Telomerase is a
strong indicator for assessing the proneness to progression in neuroblastomas Med Pediatr Oncol. 2000;
35: 651-655.

[45] REITER J, BRODEUR GM. MYCN is the only highly expressed gene from the core amplified domain in
human neuroblastomas Genes Chromosom Cancer 1998; 23: 134-140.

[46] ROMANI M, TONINI GP, BANELLI B, ALLEMANI G, MAZZOCCO K, SCARUFFI P, BONI L
PONZONIM, PAGNAN G, RAFFAGHELLO L, FERRINI S, CROCE M, CASCIANO I. Biological and
clinical role of p73 in neuroblastoma. Cancer Lett 2003; 197:111-117.

[47]. SCHIMADA H, AMBROS IM. DEHNER LP. HATA J. JOSHI V. BROGHILD R. Terminology and
morphologic criteria of neuroblastic tumors. Recommendations by the International Neuroblastoma
Pathology Committee. Cancer 1999; 86(2): 349-362.

[48] SCHMIDT ML, LUKENS JN, SEEGER RC, BRODEUR GM, SHIMADA H, GERBING RB, STRAM DO,
PEREZ C, HASSE GM, MATTHAY KK. Biologic factors determine prognosis in infants with stage [V
neuroblastoma: a prospective Children’s Cancer Group study. J. Clin. Oncol. 2000; 18: 1260—1268.

[49] SCHWAB M. MY CN amplification in neuroblastoma. [w] Brodeur GM, Sawada T, Tsuchida Y, Voute PA
[red.] Neuroblastoma. Amsterdam, Lausanne, New York, Oxford, Shannon, Tokyo: Elsevier Science B.V
2000: 75-83.

[50] SCHWAB M, ALITALO K, KLEMPNAUER KH, VARMUS HE, BISHOP JM, GILBERT F, BRODEUR
GM, GOLDSTEIN M, TRENT J. Amplified DNA with limited homology to myc cellular oncogene is
shared by human neuroblastoma cell lines and a neuroblastoma tumour. Nature 1983; 305: 245-248.

[51]SHOHET J, HICKS MJ, PLON SE, BURLINGAME SM, STUART S, CHEN SY, BRENNER MK, NUCH-
TERN JG. Minichromosome maintenance protein MCM7 is a direct target of the MYCN transcription
factor in neuroblastoma. Cancer Res 2002; 62: 1123-1128.

[52] TANAKA T, BERNARD J. Expression of Ha-ras, TP53 and TP73 in neuroblastoma. [w] Brodeur GM,
Sawada T, Tsuchida Y, Voute PA [red.] Neuroblastoma. Amsterdam, Lausanne, New York, Oxford,
Shannon, Tokyo: Elsevier Science B.V 2000: 175-182.

[53] TANAKA T, SUGIMOTO T, SAWADA T. Prognostic discrimination among neuroblastomas according
to Ha-ras/ Trk A gene expression. Cancer 1998; 83: 1626—1633.

[54] TEITZ T, LAHTI JM, KIDD VIJ. Aggressive childhood neuroblastomas do not express caspase-8: an
important component of programmed cell death. J Mol Med 2001; 79: 428-436.

[55] THE I, MURTHY AE, HANNIGAN GE, JACOBY LB, MENON AG, GUSELLA JF, BERNARDS A.
Neurofibromatosis type 1 gene mutations in neuroblastoma. Nature Genet 1993; 3: 62—66.



76 B. S. LIPSKA, J. LIMON

[56] THOMPSON PM, SEIFRIED BA, KYEMBA SK, JENSEN SJ, GUO C, MARIS JM, BRODEUR GM,
STRAM DO, SEEGER RC, GERBING R, MATTHAY KK, MATISE TC, WHITE PS. Loss of heterozy-
gosity for chromosome 14q in neuroblastoma. Cancer Res 2001; 61: 6185-6193

[57) TWEDDLE DA, PEARSON ADJ, HABER M, NORRIS MD, XUE X, FLEMMING C, LUNEC J. The p53
pathway and its inactivation in neuroblastoma. Cancer Lett 2003; 197: 93-98.

[58] VOGAN K, BERNSTEIN M, LECLERC JM, BRISSON L, BROSSARD J, BRODEUR GM, PELLETIER
J, GROS P. Absence of p53 gene mutations in primary neuroblastomas Cancer Res 1993; 53: 5269-5273.

[59] YANG A, WALKER N, BRONSON R, KAGHAD M, OOSTERWEGEL M, BONNIN J, VAGNER C,
BONNET H, DIKKES P, SHARPE A, McKEON F, CAPUT D. p73-deficient mice have neurological,
pheromonal and inflammatory defects but lack spontaneous tumours. Nature 2000; 404: 99—103.

[60] Neuroblastoma [w] Online Mendelian Inheritance in Man, OMIM. Johns Hopkins University, Baltimore,
MD. MIM Number: {256700}: {aktualizacja z dnia: 03.06.2004}: World Wide Web URL: http://

www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/

Redaktor prowadzqcy — Jan Zeromski

Otrzymano: 25.10.2004 r.
Przyjeto: 17.11.2004 r.

ul. Debinki 1, 80-211 Gdansk
e-mail:katgen@amg.gda.pl



