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Streszczenie: Praca przedstawia najnowsze pogl¹dy z zakresu biologii nerwiaka zarodkowego (neurobla-
stoma) szczególn¹ uwagê po�wiêcaj¹c mo¿liwo�ciom wykorzystania czynników molekularnych i cyto-
genetycznych w ustalaniu strategii leczenia i rokowania pacjentów chorych na ten nowotwór. Ponadto
zaprezentowany zosta³ genetyczny model onkogenezy tego nowotworu oraz jego zastosowanie w pro-
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WSTÊP

Nerwiak zarodkowy (neuroblastoma) jest najczêstszym dzieciêcym guzem litym
zlokalizowanym poza o�rodkowym uk³adem nerwowym, stanowi¹cym oko³o 50%
wszystkich nowotworów rozpoznawanych w wieku niemowlêcym. Nowotwór ten
wyró¿nia siê nadzwyczaj szerokim spektrum przebiegu klinicznego, od samoistnej regresji
zmian poprzez spontaniczne lub indukowane dojrzewanie w kierunku zwojakonerwiaka
(ganglioneuroma), a¿ do dramatycznej progresji choroby pomimo zastosowanego
agresywnego leczenia. Niemowlêta, nawet w przypadku zaawansowanej choroby, maj¹
bardzo dobre rokowanie, natomiast u dzieci starszych mimo intensywnych i z³o¿onych
protoko³ów leczniczych wci¹¿ z trudno�ci¹ udaje siê zatrzymaæ progresjê choroby [1].

Najnowsze doniesienia z zakresu genetyki i biologii nerwiaka zarodkowego s¹ pomocne
w znajdowaniu nowych czynników prognostycznych, które, wprowadzone do codziennej
praktyki klinicznej, u³atwi³yby stratyfikacjê pacjentów na grupy niskiego, �redniego lub
wysokiego ryzyka oraz zoptymalizowa³y dobór strategii leczenia. Przy ustalaniu rokowania,
oprócz danych klinicznych i histopatologicznych, uwzglêdnia siê obecnie profil genetyczny
guza obejmuj¹cy stopieñ ploidii komórek guza, obecno�æ amplifikacji onkogenu MYCN
oraz wystêpowanie charakterystycznych aberracji chromosomowych. Wydaje siê, ¿e w
najbli¿szej przysz³o�ci do panelu badañ prognostycznych zostanie równie¿ w³¹czona ocena
parametrów molekularnych, np. ocena stopnia ekspresji genów koduj¹cych bia³ka z rodziny
receptorów dla neurotrofin, pomiar aktywno�ci telomerazy czy te¿ ekspresji genów
oporno�ci wielolekowej MDR1 i MRP.

Do najwa¿niejszych klasycznych czynników rokowniczych zalicza siê klasyfikacjê
histologiczn¹  International Neuroblastoma Pathology Classification (INPC) z 1999
roku [47]. Klasyfikacja INPC okre�la budowê histologiczn¹ guza jako korzystn¹ lub
niekorzystn¹ w zale¿no�ci od stopnia zró¿nicowania komórek oraz obecno�ci komórek
pod�cieliska zgodnie z historyczn¹ klasyfikacj¹ Shimada (w 1984 Shimada jako pierwszy
uzna³ liczebno�æ komórek pod�cieliska (komórek Schwanna) za g³ówny parametr
odzwierciedlaj¹cy stopieñ zró¿nicowania guza). Dodatkowo INPC zaleca ocenê stopnia
atypii j¹der komórkowych (MKI: mitosis-karyorrhexis index), indeksu mitotycznego
oraz obecno�ci ognisk wapnienia bêd¹cych histologicznymi czynnikami rokowniczymi.
Wa¿nym uzupe³nieniem histopatologicznej oceny agresywno�ci nowotworu s¹ badania
okre�laj¹ce profil genetyczny guza, a ich wspólna analiza mo¿e okazaæ siê nadzwyczaj
u¿ytecznym narzêdziem przy podejmowaniu decyzji o wyborze leczenia. W niniejszej
pracy scharakteryzowane zostan¹ czynniki genetyczne i markery molekularne wykazu-
j¹ce ju¿ udokumentowane, jak i potencjalne znaczenie w ustalaniu rokowania pacjentów
z rozpoznaniem nerwiaka zarodkowego. Ponadto przedstawiony zostanie genetyczny
model tego nowotworu, który poprzez ukazanie wzajemnych powi¹zañ pomiêdzy ró¿nymi
elementami profilu genetycznego podejmuje próbê wyja�nienia procesu onkogenezy
tego nowotworu.

W odró¿nieniu od nowotworów pochodzenia nab³onkowego, zw³aszcza gruczolako-
raków jelita grubego, dla których zaproponowano szczegó³owy, wieloetapowy model
onkogenezy [11], w  przypadku nerwiaka zarodkowego pomimo szczegó³owej charakte-
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rystyki genetycznej, uwzglêdnianej w procesie terapeutycznym i rokowniczym,
patogeneza procesu  nowotworowego pozostaje nadal niejasna. Obserwowane zmiany
w profilu genetycznym s¹ ró¿norodne i do dzi� nie uda³o siê wytypowaæ tej jednej,
kluczowej dla inicjacji procesu nowotworowego.

Predyspozycja genetyczna

U dzieci chorych na nerwiaka zarodkowego nie stwierdza siê charakterystycznych cech
dysmorficznych ani czêstszego wystêpowania wad wrodzonych [60]. Niewielki odsetek
(1�2%) rodzin pacjentów wykazuje autosomalny dominuj¹cy charakter predyspozycji
genetycznej zachorowania na ten nowotwór o wysokiej penetracji (MIM 256700) [60]. W
rodzinach tych �rednia wieku w momencie rozpoznania jest znacz¹co ni¿sza w porównaniu
z przypadkami wystêpuj¹cymi sporadycznie: 14 miesi¹c ¿ycia wobec 23 miesiêcy. Ponadto
pierwotnie wieloogniskow¹ lokalizacjê choroby spotyka siê w 25% przypadków dziedzicznego
nerwiaka zarodkowego. Pacjentów z rodzinnie wystêpuj¹cym nowotworem charakteryzuje
ta sama ró¿norodno�æ przebiegu klinicznego co pacjentów ze sporadycznym guzem:
obserwuje siê zarówno przypadki spontanicznej regresji, jak i wysokiej agresywno�ci
nowotworu w obrêbie cz³onków tej samej rodziny [36].

W historycznej pracy z 1972 roku Knudson i Strong oszacowali, i¿ do 22%
przypadków nerwiaka zarodkowego mo¿e byæ wynikiem mutacji generatywnej
nieznanego genu supresorowego [30]. Pomimo i¿ od og³oszenia wyników analizy
statystycznej potwierdzaj¹cych zgodno�æ mechanizmu onkogenezy nerwiaka zarodko-
wego z hipotez¹ dwuuderzeniowej mutacji Knudsona up³ynê³o ju¿ ponad 30 lat,
dotychczas nie uda³o siê zidentyfikowaæ ¿adnego genu supresorowego, którego mutacja
odpowiada³by za inicjacjê transformacji nowotworowej. Na podstawie analizy sprzê¿eñ
w obrêbie rodzin z dziedziczn¹ postaci¹ nerwiaka zarodkowego wykluczono lokalizacjê
tego genu w regionie chromosomu 1p36, który ulega czêstym rearan¿acjom w guzach
(35% przypadków sporadycznych) [33]. Najnowsze doniesienia wskazuj¹ na region
chromosomu 16p12-13 jako potencjalny locus tego genu [36].

 CYTOGENETYKA

Znacz¹ca wiêkszo�æ przypadków nerwiaka zarodkowego wystêpuje sporadycznie.
W ich patogenezie kluczow¹ rolê odgrywaj¹ somatyczne zmiany genetyczne na poziomie
genów, jak i chromosomów, bêd¹c obszarem zainteresowania zarówno cytogenetyki,
jak i biologii molekularnej.

Ploidia DNA

Zawarto�æ DNA w komórkach nowotworowych jest w praktyce klinicznej jednym
z najszerzej stosowanych wska�ników cytogenetycznych dla okre�lenia prawdo-
podobieñstwa prze¿ycia pacjentów z rozpoznaniem nerwiaka zarodkowego. Klasyczna
analiza cytogenetyczna aberracji chromosomowych udaje siê tylko w 20�30% pierwot-
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nych guzów [32], dlatego te¿ do oceny zawarto�ci DNA w komórkach najczê�ciej
wykorzystuje siê pó³automatyczn¹ metodê cytometrii przep³ywowej, która jednak nie
pozwala oceniæ ewentualnych zmian w strukturze chromosomów.

W przypadku niemowl¹t stwierdzenie triploidalnej (~3n) liczby chromosomów oznacza
istotnie lepsze rokowanie w porównaniu z pacjentami tej samej grupy wiekowej z
diploidaln¹ (~2n) lub tetraploidaln¹ (~4n) ich liczb¹ [31]. Niestety, w przypadku starszych
dzieci, ploidia DNA traci moc prognostyczn¹. Prawdopodobnie zwi¹zane jest to z
powstawaniem dodatkowych zmian genetycznych w komórce polegaj¹cych na
wystêpowaniu aberracji strukturalnych, przede wszystkim dotycz¹cych chromosomu
1p oraz obecno�ci czêsto licznych acentrycznych, podwójnych, malutkich chromosomów
�  double minutes (dmin) [27].

Aberracje chromosomowe

W przeciwieñstwie do innych nowotworów wieku dzieciêcego, trudno jest wskazaæ
charakterystyczn¹ aberracjê chromosomow¹ czy mutacjê genow¹, która mog³aby byæ
czynnikiem wywo³uj¹cym kaskadê zdarzeñ na poziomie molekularnym prowadz¹cych
do niepohamowanego rozrostu komórek nowotworowych. Poszukiwanie analogii do
innych guzów litych, jak np. miêsak Ewinga, gdzie opisywane aberracje strukturalne
swoi�cie dotycz¹ translokacji chromosomu 11 i chromosomu 22 t(11;22)(q24;q12)
formuj¹c gen fuzyjny EWS/FLI, nie przynios³o konstruktywnych wyników. Najczê�ciej
spotykane w komórkach nerwiaka zarodkowego aberracje chromosomowe to
dodatkowa kopia chromosomu 17q [4,5] oraz delecje chromosomów 1p[37] i 11q[17].
Zmiany te pojawiaj¹ siê  na ró¿nych etapach onkogenezy i ¿adna z nich nie mo¿e byæ
uwa¿ana za zmianê o charakterze pierwotnym, inicjuj¹cym proces nowotworowy.

Amplifikacja onkogenu MYCN

Charakterystyka cytogenetyczna niektórych guzów wykaza³a obecno�æ
acentrycznych chromosomów (dmin) � które mog¹ wbudowaæ siê do innych
chromosomów tworz¹c regiony o zatartej strukturze pr¹¿kowej HSRs (homogeneously
staining regions). Dmin i HSRs s¹ cytogenetycznymi wyk³adnikami amplifikacji genu,
którego sekwencjê zidentyfikowano jako nale¿¹c¹ do rodziny onkogenów MYC [50].

Prawid³ow¹ lokalizacj¹ protoonkogenu MYCN jest chromosom 2p24, jednak w
przypadku komórek wykazuj¹cych jego amplifikacjê, sekwencje MYCN hybrydyzuj¹
równie¿ do dmin i HSRs. W poszczególnych przypadkach procesowi amplifikacji podlega
du¿y fragment krótkiego ramienia chromosomu drugiego, niezmiennie jednak obejmuj¹cy
locus MYCN, a tak¿e, w pewnej liczbie przypadków, inne geny, w tym oddalony o
400kb od MYCN gen DEAD box (DDX1) [45]. Produkt bia³kowy genu DDX1,
koamplifikowanego z MYCN w 50�70% przypadków, ma wp³yw na strukturê
drugorzêdow¹ RNA warunkuj¹c stabilno�æ mRNA, czym uzupe³nia i wzmacnia efekt
regulacji ekspresji genów przez czynnik transkrypcyjny, jakim jest MYCN.

Amplifikacja MYCN wystêpuje w ~25% przypadków nerwiaka zarodkowego, a jej
obecno�æ silnie koreluje z zaawansowanym stopniem choroby, szybk¹ progresj¹ guza,
oporno�ci¹ na chemioterapiê oraz z³ym rokowaniem niezale¿nie od stopnia zaawan-
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sowania klinicznego i wieku pacjenta [6]. Wp³yw statusu MYCN na prze¿ycie pacjentów
najwyra�niej obrazuj¹ wyniki uzyskane w grupie dzieci <1 r.¿. z IV stopniem zaawan-
sowania klinicznego choroby (ryc. 1) [48]. Dla niemowl¹t bez stwierdzonej amplifikacji
MYCN w guzie 3-letnie prze¿ycie (event-free survival) wynosi³o 93% w porównaniu
z zaledwie 10% w grupie z amplifikacj¹ tego onkogenu.

Wci¹¿ niewiele wiadomo o mechanizmie, w którym amplifikacja onkogenu MYCN
prowadzi do powstania agresywnego fenotypu. Istnieje silna korelacja pomiêdzy liczb¹
kopii tego genu w komórce a poziomem ekspresji jego produktu, tj. bia³ka MYCN.
Otó¿ w guzach z amplifikacj¹ stwierdza siê znacz¹co wiêksze ilo�ci bia³ka, a pod
wzglêdem klinicznym guzy te maj¹ bardzo z³o�liwy przebieg. Nierozstrzygniête pozostaje
jednak znaczenie okre�lania poziomu ekspresji bia³ka MYCN jako niezale¿nego czynnika
rokowniczego, zw³aszcza w grupie guzów bez amplifikacji, gdy¿ dotychczas uzyskane
wyniki s¹ sprzeczne [6]. Bia³ko MYCN jest czynnikiem transkrypcyjnym kontroluj¹cym
przej�cie komórek w fazê G1 cyklu komórkowego. Razem z bia³kiem MAX tworzy
heterodimer pe³ni¹cy funkcjê aktywatora transkrypcji. Je¿eli jednak ekspresja bia³ka
MYCN jest niska, bia³ko MAX tworzy homodimer, który pe³ni rolê antagonistyczn¹ �
inhibitora transkrypcji, uniemo¿liwiaj¹c komórkom rozpoczêcie cyklu podzia³u
komórkowego [49]. Dotychczas poznano zaledwie kilka genów regulowanych
bezpo�rednio przez uk³ad bia³ek MYCN/MAX: geny MCM7 odpowiedzialny za

RYCINA 1. Czas prze¿ycia  niemowl¹t < 1r.¿. z rozsian¹ postaci¹ nerwiaka zarodkowego  na podstawie
statusu MYCN, za [47]
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utrzymanie euplodii DNA podczas podzia³u komórkowego [51] oraz MRP koduj¹cy
oporno�æ wielolekow¹ (opis poni¿ej) [18].

Status amplifikacji onkogenu MYCN uwzglêdniany jest w protoko³ach leczniczych
na ca³ym �wiecie, bêd¹c jednym z czynników kwalifikuj¹cych pacjentów do grupy
wymagaj¹cej najbardziej agresywnego postêpowania terapeutycznego.

Dodatkowa kopia chromosomu 17q

Metoda porównawczej hybrydyzacji genomowej (CGH) wykorzystana dla analizy
cytogenetycznej pierwotnych guzów wykaza³a, i¿ nieprawid³owo�ci chromosomu 17
s¹ najczêstsz¹ zmian¹ chromosomow¹ w nerwiaku zarodkowym. Dodatkow¹ kopiê
d³ugiego ramienia chromosomu 17 stwierdza siê w 2/3 przypadków, a jej obecno�æ
silnie koreluje z zaawansowanym stadium choroby, wiekiem pacjentów powy¿ej 1 r.¿.,
a tak¿e wspó³wystêpowaniem amplifikacji MYCN oraz delecji  ramion p chromosomu
1 [5]. Najczê�ciej zjawisko to pojawia siê w przypadku translokacji ramion 17q na
ramiona p chromosomu 1 i ma charakter translokacji niezrównowa¿onej, co wyja�nia
czêste ich wspó³wystêpowanie  [4].

W obrêbie chromosomu 17q zlokalizowano gen koduj¹cy bia³ko  � surwiwinê, bêd¹ce
silnym inhibitorem procesu apoptozy. Nadmierna ekspresja tego bia³ka wywo³ana
istnieniem nadliczbowych kopii genu prowadzi do zahamowania wewn¹trzpochodnego
szlaku apoptozy zale¿nego od kaspazy 9, której swoistym inhibitorem jest w³a�nie
surwiwina [42]. Obserwacja kliniczna przypadków potwierdzi³a, i¿ pacjenci, których
guzy wykazuj¹ wysok¹ ekspresjê tego bia³ka, maj¹ znacznie gorsze rokowanie [26].
Obecno�æ dodatkowej kopii chromosomu 17q w komórce jest silnym niezale¿nym
czynnikiem prognostycznym, jej wykrycie w komórkach guza umo¿liwia zaszeregowanie
pacjentów do grupy o niepomy�lnym rokowaniu [5].

Delecja i utrata heterozygotyczno�ci (LOH) chromosomu 1p

W porównaniu z konstytucyjnym genotypem, w tkance guza do�æ czêsto stwierdza
siê utratê heterozygotyczno�ci (LOH) niektórych markerów mikrosatelitarnych w
obrêbie ramion p chromosomu 1 [35]. Wystêpuje ona w ok. 35% przypadków nerwiaka
zarodkowego [4, 6] i dotychczas nie uda³o siê wykryæ genu w tym rejonie, który móg³by
pe³niæ funkcjê genu supresorowego (TSG), a którego utrata prowadzi³aby do
transformacji nowotworowej. Jak ju¿ wspomniano powy¿ej, w nerwiaku zarodkowym
czêsto dochodzi do niezrównowa¿onej translokacji ramion 17q na ramiona p chromosomu
1 prowadz¹cej do delecji dystalnego fragmentu tych ramion. Na podstawie analizy
porównawczej uda³o siê zawêziæ kluczowy region tej delecji do fragmentu 1p35-36, w
obrêbie którego postuluje siê istnienie dwóch niezale¿nych loci dla genów TSG, w tym
jednego podlegaj¹cego zjawisku piêtna genomowego (genomic imprinting) [8].

Istnieje silna korelacja wspó³wystêpowania amplifikacji MYCN i LOH ramion p
chromosomu 1. Grupa pacjentów, u których w guzach stwierdza siê równoczesne
wystêpowanie obu tych markerów, charakteryzuje siê najbardziej z³o�liwym przebiegiem
choroby. Znaczenie LOH 1p jako niezale¿nego czynnika rokowniczego jest wci¹¿
kontrowersyjne. Jej wystêpowanie pozwala na podzia³ pacjentów pod wzglêdem
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agresywno�ci przebiegu choroby i ryzyka progresji, nie ma jednak wp³ywu na ostateczne
prawdopodobieñstwo prze¿ycia [35]. Natomiast wspó³wystêpowanie z amplifikacj¹
MYCN lub dodatkow¹ kopi¹ chromosomu 17q jest silnie zwi¹zane z niepomy�lnym
rokowaniem [4].

Analiza pierwotnych guzów przy pomocy porównawczej hybrydyzacji genomowej (CGH)
wykaza³a istnienie w obrêbie genomu jeszcze kilku innych miejsc, w których dochodzi do
delecji, jednak ich rola w patomechanizmie transformacji nowotworowej nerwiaka
zarodkowego ani ewentualne znaczenie prognostyczne nie zosta³y dotychczas ustalone [4].

MARKERY  MOLEKULARNE

W ostatnich latach mo¿liwo�ci analizy profilu genetycznego znacznie wzbogaci³y
siê dziêki zastosowaniu metod opartych o najnowsze osi¹gniêcia z dziedziny biologii
molekularnej. Obecnie, na poziomie molekularnym, diagnostyka nerwiaka zarodkowego
obejmuje zarówno analizê materia³u genetycznego: poszukiwanie mutacji i polimor-
fizmów w obrêbie genów, ocenê utraty heterozygotyczno�ci (LOH) jak równie¿ analizê
zjawisk epigenetycznych. Upowszechnienie badañ molekularnych znacznie poszerzy³o
panel informacji o biologii nerwiaka zarodkowego oraz dostarczy³o nowych czynników
rokowniczych o silnym znaczeniu prognostycznym. Poni¿ej scharakteryzowane zostan¹
dotychczas poznane markery molekularne, przedstawione ich mechanizmy dzia³ania
oraz nakre�lone kierunki dalszych badañ nad profilem genetycznym tego nowotworu.

LOH chromosomów 11q i 14q

Oprócz przedstawionej powy¿ej utraty materia³u genetycznego z chromosomu 1p
LOH zaobserwowano tak¿e w innych regionach genomu komórek nerwiaka zarod-
kowego, w szczególno�ci w chromosomach 11q (43% guzów) [17] i 14q (23%) [56].
Interesuj¹cy jest fakt, ¿e w wiêkszo�ci wypadków stwierdzenie powy¿szych anomalii
genetycznych wyklucza³o obecno�æ amplifikacji MYCN i LOH chromosomu 1p.
Rokowanie pacjentów z LOH chromosomu 11q by³o niepomy�lne, pomimo i¿ komórki
guza mia³y prawid³ow¹ liczbê kopii MYCN � jest to bardzo istotne spostrze¿enie, jako
¿e jest to najczê�ciej spotykane miejsce utraty heterozygotyczno�ci w nerwiaku zarod-
kowym. Natomiast dla LOH 14q, która najczê�ciej wspó³wystêpuje w guzach z LOH
11q, do tej pory nie wykazano ¿adnej korelacji z przebiegiem klinicznym i d³ugoletnim
prze¿yciem.

Geny supresorowe : TP53, TP73, NF1

Geny supresorowe (TSG) poprzez sprawowanie kontroli nad proliferacj¹ komórek
zapobiegaj¹ procesom nowotworzenia. W trakcie onkogenezy, w wiêkszo�ci nowo-
tworów cz³owieka dochodzi do zaburzeñ ich funkcjonowania i w nastêpstwie do utraty
kontroli nad cyklem komórkowym. Mo¿e siê to dokonaæ w wyniku wielorakich procesów:
mutacji somatycznej, utraty heterozygotyczno�ci fragmentu chromosomu, a tak¿e
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poprzez mechanizmy epigenetyczne,  np. metylacjê regionów promotorowych czy
acetylacjê histonów [10]. W trakcie badañ nad profilem genetycznym nerwiaka
zarodkowego zosta³ przeanalizowany stopieñ ekspresji wiêkszo�ci znanych TSG, jednak
dotychczasowe wyniki nie przynios³y jednoznacznych rozstrzygniêæ co do roli, jak¹
odgrywaæ mog¹ one w onkogenezie tego nowotworu. Poni¿ej przedstawione zostan¹
wyniki badañ, które podejmuj¹ próbê choæ czê�ciowego wyja�nienia ich udzia³u w
procesie nowotworzenia nerwiaka zarodkowego.

Gen TP53 koduj¹cy bia³ko p53, który pe³ni kluczow¹ rolê w procesie stabilizacji
materia³u genetycznego komórki, jest jednym z genów supresorowych najczê�ciej
podlegaj¹cych mutacjom w wiêkszo�ci nowotworów cz³owieka. Intryguj¹ce jest wiêc
spostrze¿enie, i¿ mutacje tego genu s¹ rzadko�ci¹ w nerwiaku zarodkowym [25, 58].
Wykazano jednak, i¿ w wypadku guzów o znacz¹cym stopniu niezró¿nicowania dochodzi
do zaburzenia prawid³owego funkcjonowania bia³ka p53 poprzez zaburzenie jego
transportu do j¹dra komórkowego [57]. Niewyja�nione dotychczas mechanizmy
epigenetyczne uniemo¿liwiaj¹ transport bia³ka do j¹dra komórkowego parali¿uj¹c pe³nienie
przez nie funkcji ochronnej genomu. Obserwacja ta wi¹zana jest z utart¹ zdolno�ci
neuroblastów do ró¿nicowania w kierunku zmian o ³agodnym charakterze.

W regionie chromosomu 1p36.33, najczê�ciej wystêpuj¹cej w nerwiaku zarodkowym
delecji, znajduje siê gen TP73 wykazuj¹cy du¿e podobieñstwo do TP53 zarówno pod
wzglêdem organizacji genu, jak i sekwencji [52]. Gen TP73 nie spe³nia jednak
klasycznych kryteriów Knudsona dla genu supresorowego [46] � wyj¹tkowo rzadko
dochodzi do mutacji w jego obrêbie, ponadto model zwierzêcy nie cechuje siê czêstym
wystêpowaniem nowotworów. U myszy pozbawionej ekspresji bia³ka p73 w trakcie
rozwoju embrionalnego dochodzi do ró¿norakich zaburzeñ ontogenezy, nie wykazuje
ona jednak zwiêkszonej sk³onno�ci do chorób nowotworowych [59]. Bia³ko p73 pe³ni
natomiast kluczow¹ rolê w ró¿nicowaniu tkanki nerwowej [38]. W przeciwieñstwie do
swego homologu TP53, gen TP73 dziêki dwóm alternatywnym promotorom oraz
niejednolitemu sk³adaniu potranskrypcyjnemu (differential splicing) koduje wiele
izoform bia³ka p73. Niedawno stwierdzono wystêpowanie w tkance nerwiaka
zarodkowego izoform bia³ka p73 pozbawionych fragmentu N-koñcowego (∆∆∆∆∆Np73),
wykazuj¹cych w³a�ciwo�ci proonkogenne. W odró¿nieniu od wariantów bia³ka p73
prawid³owej d³ugo�ci, które, tak jak p53, s¹ silnymi induktorami apoptozy, ∆Np73 silnie
hamuje proapoptyczne dzia³anie zarówno p53, jak i p73 [46]. Stwierdzenie ekspresji
∆Np73 w nerwiaku zarodkowym jest niezale¿nym negatywnym czynnikiem rokow-
niczym [9]. Uniemo¿liwienie przez nie prawid³owego funkcjonowania bia³ka p53 oraz
zahamowanie procesu ró¿nicowania neuronalnego poprzez szlak zale¿ny od p73 jest
jednym z mechanizmów epigenetycznych odgrywaj¹cych rolê w onkogenezie nerwiaka
zarodkowego.

Jedynym genem supresorowym, w obrêbie którego uda³o siê stwierdziæ wystêpo-
wanie mutacji w dwóch liniach komórkowych nerwiaka zarodkowego, jest NF1. Niestety
obserwacje te nie zosta³y potwierdzone na materiale guzów pierwotnych [55]. Ponadto
nie uda³o siê wykazaæ zwiêkszonej czêsto�ci wystêpowania nerwiaka zarodkowego u
pacjentów chorych na nerwiakow³okniakowato�æ typu 1 (NF-1), u których wystêpuje
germinalna mutacja tego genu.
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Na koniec nale¿y wspomnieæ, i¿ równie¿ ¿aden ze znanych genów supresorowych
z rodziny inhibitorów CDK: CDKN2A-C koduj¹cych zale¿ne od cyklin inhibitory kinaz
(p16, p21, p18), wyj¹tkowo czêsto podlegaj¹cych mutacjom w innych nowotworach,
nie odgrywa znacz¹cej roli w procesie onkogenezy nerwiaka zarodkowego [42],
potwierdzaj¹c unikatowo�æ tego nowotworu.

Telomeraza

Telomeraza jest bia³kiem z rodziny odwrotnych transkryptaz odpowiedzialnym za
d³ugo�æ telomerów � struktur znajduj¹cych siê na koñcach chromosomów i zapewnia-
j¹cych ich integralno�æ strukturaln¹. Wzmo¿ona aktywno�æ telomerazy jest cech¹
wspóln¹ dla wielu nowotworów, bêd¹c per se w wiêkszo�ci wypadków jedynie
niespecyficzn¹ zmian¹ wtórn¹ u³atwiaj¹c¹ rozrost tkanki nowotworowej ni¿ kluczowym
etapem onkogenezy. Tylko skrajne (wysoki lub nieoznaczalny) poziomy ekspresji bia³ka
mog¹ mieæ bezpo�rednie znaczenie rokownicze, co niestety dotyczy jedynie niewielkiej
subpopulacji nerwiaków zarodkowych. Hiyama [22] stwierdzi³ brak aktywno�ci
telomerazy oraz równoczasowe skracanie siê telomerów w guzach o stopniu zaawan-
sowania 4-S wg INSS (International Neuroblastoma Staging System), które uleg³y
spontanicznej regresji. Z drugiej strony, guzy ze stwierdzon¹ amplifikacj¹ MYCN
wykazywa³y nadzwyczaj wysok¹ ekspresjê bia³ka, a ich przebieg kliniczny by³
niepomy�lny. Obserwacje te zosta³y potwierdzone w kolejnych badaniach [21, 44], co
pozwala uznaæ brak ekspresji telomerazy w tkance guza za wska�nik dobry progno-
stycznie, natomiast wybitnie wysok¹ aktywno�æ oraz jej wspó³wystêpowanie z
amplifikacj¹ MYCN za bardzo niekorzystny czynnik rokowniczy [23].

Markery procesu apoptozy

Indukcja apoptozy jest podstawowym mechanizmem wykorzystywanym podczas
tworzenia siê sieci neuronalnej w trakcie embriogenezy. Zaburzenie procesu eliminacji
komórek, które nie wykszta³ci³y wystarczaj¹cej liczby po³¹czeñ interneuronalnych, mo¿e
prowadziæ ostatecznie do odwrócenia tego procesu i inicjacji nowotworzenia.

Do aktywacji procesu programowanej �mierci komórki dochodzi pod wp³ywem
ró¿norodnych bod�ców, np. obecno�ci lub braku zewn¹trzkomórkowego ligandu dla
receptorów z rodziny TNFR (CD95, p75), uszkodzenia DNA lub wzrostu przepusz-
czalno�ci b³on mitochondrialnych � w tym przypadku za przesy³anie sygna³u
apoptycznego odpowiedzialna jest rodzina mitochondrialnych bia³ek b³onowych Bcl.
W nerwiaku zarodkowym bardzo czêsto stwierdza siê wysok¹ ekspresjê antyapo-
ptycznego bia³ka Bcl-2, a jej poziom jest odwrotnie proporcjonalny do procentu komórek
podlegaj¹cych apoptozie oraz do stopnia ich zró¿nicowania [15].

Niezale¿nie od czynnika inicjuj¹cego, ostatecznie w komórce ulegaj¹ aktywacji bia³ka
efektorowe: kaspazy, które uruchamiaj¹ sekwencjê zdarzeñ prowadz¹cych do apoptozy
i �mierci komórki [41]. W przypadku nerwiaka zarodkowego stwierdzenie wysokiej
ekspresji bia³ek z rodziny kaspaz w tkance guza jest, zgodnie z oczekiwaniem, zwi¹zane
z dobrym rokowaniem. Zjawisko apoptozy jest równie¿ kluczowym procesem odpowiedzi
tkanki guza na chemioterapiê. Cisplatyna, doksorubicyna oraz etopozyd indukuj¹ szlak
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CD95/CD95L-kaspaza8 [16]. Jednak w grupie guzów z amplifikacj¹ MYCN gen
koduj¹cy kaspazê-8 jest hamowany poprzez metylacjê jego promotora [54],
uniemo¿liwiaj¹c ekspresjê tego bia³ka, co przejawia siê oporno�ci¹ tych guzów na
stosowane obecnie leczenie. Natomiast komórki wra¿liwe na chemioterapiê wykazuj¹
wysok¹ ekspresjê bia³ek z rodziny kaspaz [15]. Nastêpuje to poprzez indukcjê bia³ka
transb³onowego p75, bêd¹cego receptorem o niskim powinowactwie do NGF (nerve
growth factor). Ekspresja wspomnianego ju¿ antyapoptycznego bia³ka bcl2 jest
natomiast wi¹zana z procesami nabytej odporno�ci na chemioterapiê [12].

Na podstawie powy¿szych obserwacji mo¿na uznaæ i¿ nerwiak zarodkowy, którego
profil genetyczny sugeruje podatno�æ na procesy apoptozy, ze wzglêdu na wysok¹
ekspresjê wspomnianych genów, o wiele czê�ciej podlega zjawisku spontanicznej regresji
oraz dobrze odpowiada na stosowane leczenie cytotoksyczne. Nale¿y jednak równie¿
wspomnieæ, i¿ analiza procesu spontanicznej regresji w przebiegu nerwiaka zarodkowego
przynios³a pierwsze dowody potwierdzaj¹ce przypuszczenia i¿, obok apoptozy, istniej¹
inne procesy zaprogramowanej �mierci komórek, niezale¿ne od kaspaz [29].

Dzi� mo¿na stwierdziæ, i¿ w patomechanizmie zjawiska spontanicznej regresji w
przebiegu nerwiaka zarodkowego odgrywa rolê kilka niezale¿nych szlaków prowadz¹-
cych do �mierci komórki. W komórkach guza podlegaj¹cych regresji tylko w czê�ci
przypadków stwierdzono obecno�æ wyk³adników procesu apoptozy [28]. W preparatach
nerwiaka zarodkowego analizowanych z wykorzystaniem technik mikroskopii elekt-
ronowej nie zawsze stwierdzano wystêpowanie cia³ apoptycznych, zamiast których
czêsto obserwowano nagromadzenie zmian o charakterze degeneracyjnym, charakte-
rystycznych dla procesu degeneracji autofagalnej [29].

Geny oporno�ci wielolekowej

Pojawienie siê oporno�ci na wiele chemioterapeutyków nale¿¹cych do niezale¿nych
grup cytostatyków jest zjawiskiem obserwowanym w przebiegu klinicznym nerwiaka
zarodkowego, za które odpowiedzialna jest przede wszystkim nadmierna ekspresja
bia³ek z rodziny transporterów kasetowych wi¹¿¹cych ATP (ATP-binding casette
transporters). G³ównymi przedstawicielami tej rodziny s¹: glikoproteina P � kodowana
przez gen MDR1 (multi-drug resistance gene 1) oraz bia³ko MRP (multi-drug
resistance-related protein) kodowane przez gen o tej samej nazwie. Sterowany przez
nie proces usuwania cytostatyków z komórki dokonuje siê z wykorzystaniem aktywnego,
zale¿nego od ATP, transportu przezb³onowego [20]. Najnowsze doniesienia sugeruj¹,
i¿ onkogen MYCN wp³ywa na stopieñ odpowiedzi guza na stosowan¹ chemioterapiê
poprzez regulacjê ekspresji genu MRP [18] � obserwacja ta stanowi ogniwo ³¹cz¹ce
fenotyp guza o wysokiej z³o�liwo�ci z fenotypem lekoopornym. Ju¿ wcze�niej
stwierdzono, i¿ wysoki stopieñ ekspresji genu MRP w nerwiaku zarodkowym jest
niezale¿nym negatywnym czynnikiem rokowniczym [43]. Równie¿ ekspresja genu
MDR1, który w odró¿nieniu od MRP nie wykazuje wspó³zale¿no�ci z wystêpowaniem
amplifikacji MYCN,  w niektórych grupach pacjentów: populacji dzieci starszych (>1
r.¿.) oraz w grupie guzów bez amplifikacji MYCN jest markerem z³ej prognozy [19].



                                                          69NEUROBLASTOMA � CZYNNIKI  ROKOWNICZE

Od ponad dekady znane s¹ substancje farmakologiczne zdolne do odwrócenia efektu
lekooporno�ci zale¿nego od P-glikoproteiny (verapamil, cyklosporyna), jednak ich
stosowanie nasila toksyczno�æ winkrystyny i doksorubicyny [20]. Konieczne wydaje
siê wiêc poszukiwanie bardziej bezpiecznych leków oraz ich indywidualne stosowanie
w przypadkach nerwiaka zarodkowego o stwierdzonej wysokiej ekspresji genów
oporno�ci wielolekowej.

Wiêkszo�æ badañ nad mechanizmem powstawania wielolekooporno�ci i mo¿liwo�ci
jej odwrócenia w przebiegu nerwiaka zarodkowego przeprowadzono na liniach
komórkowych w warunkach in vitro, dlatego te¿ znaczenie kliniczne tych obserwacji
pozostaje wci¹¿ do ostatecznego wyja�nienia.

Rodzina receptorów dla neurotrofin oraz RAS

Kszta³towanie siê sieci neuronalnej bêd¹ce wyrazem dojrzewania tkanki nerwowej
jest procesem kontrolowanym zarówno czasowo, jak i przestrzennie przez uk³ad
neurotrofin i ich receptorów � transb³onowych bia³ek z rodziny Trk wykazuj¹cych
aktywno�æ kinazy tyrozynowej. Najwa¿niejsi przedstawiciele tej rodziny to: TrkA
bêd¹cy selektywnym receptorem dla NGF (nerve growth factor) oraz NT-3
(neurotrophin 3); TrkB wi¹¿¹cy BDNF (brain derived nerve factor), jak  i NT-4
(neurotrophin 4) oraz bia³ko p75, które wykazuje niskie powinowactwo do wszystkich
neurotrofin. Ekspresja TrkA jest niezale¿nym, pozytywnym czynnikiem rokowniczym
[53]. Przeciwnie, obecno�æ bia³ka TrkB stwierdzana jest w guzach o agresywnym
przebiegu klinicznym i czêsto wspó³wystêpuje z amplifikacj¹ MYCN [40].

Podlegaj¹cy �cis³ej kontroli poziom NGF jest g³ównym czynnikiem reguluj¹cym proces
kszta³towania siê obwodowej sieci neuronalnej uk³adu wspó³czulnego. Pod koniec okresu
embrionalnego stwierdza siê wysok¹ ekspresjê TrkA i p75 w komórkach dojrzewaj¹cego
uk³adu sympatycznego. NGF, bêd¹cy ich swoistym ligandem, promuje proces
ró¿nicowania siê neuroblastów. W okresie oko³oporodowym nastêpuje gwa³towny
spadek stê¿enia NGF, co powoduje masow¹ �mieræ komórek, które do tego czasu nie
wykszta³ci³y wystarczaj¹cej liczby po³¹czeñ zarówno aksonalnych, jak i dendrytycznych
[39]. Zgodnie z teori¹ tropow¹ zburzenie kruchej równowagi pomiêdzy stê¿eniem
neurotrofin a ilo�ci¹ receptorów prezentowanych na b³onie komórkowej neuronów
prowadzi do niepohamowanego rozrostu komórek bêd¹c zacz¹tkiem procesu
nowotworowego. Jednak dalsze etapy ró¿nicowania siê tkanki nerwowej obserwowane
w okresie poporodowym mog¹ prowadziæ do przywrócenia równowagi i stanowiæ
podstawê obserwowanej klinicznie spontanicznej regresji zmian.

Przy³¹czenie siê NGF do homodimeru TrkA powoduje autofosforylacjê receptora oraz
aktywacjê kaskady bia³ek przekazuj¹cych sygna³ do j¹dra komórki i reguluj¹cych transkrypcjê
specyficznych genów. Eggert wykaza³a, i¿ najwa¿niejszym szlakiem indukowanym przez
NGF w komórkach nerwiaka zarodkowego jest uk³ad Ras/MAPK [14]. Szlak ten jest
odpowiedzialny nie tylko za indukcjê procesów ró¿nicowania w kierunku dojrza³ych komórek
nerwowych, ale równie¿ za indukcjê wspomnianej powy¿ej zaprogramowanej �mierci
komórki o mechanizmie niezale¿nym od kaspaz, klinicznie prowadz¹cej do regresji zmian
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[28]. Dlatego te¿ wysoka ekspresja bia³ka Ras jest bardzo dobrym czynnikiem
rokowniczym, a zw³aszcza jej wspó³wystêpowanie z TrkA [53].

Autokrynny uk³ad TrkB/BDNF, którego aktywacjê obserwuje siê w nerwiaku
zarodkowym o bardzo agresywnym przebiegu klinicznym, jest czynnikiem odpowiedzial-
nym za oporno�æ tych guzów na stosowan¹ chemioterapiê [24] oraz odgrywa rolê w
promocji angiogenezy [13]. Równocze�nie, na zasadzie sprzê¿enia zwrotnego, jest sam
dla siebie czynnikiem wzrostu napêdzaj¹cym rozrost tkanki guza.

Rodzina receptorów dla neurotrofin sprawuje nadzór nad procesem ró¿nicowania
siê neuroblastów w kierunku dojrza³ych komórek zwojowych oraz decyduje o indukcji
zjawiska spontanicznej regresji. W procesach tych kluczow¹ rolê odgrywa stê¿enie
swoistych ligandów, zw³aszcza NGF i BDNF w mikro�rodowisku utkania guza. W
Japonii wprowadzono oznaczenie ekspresji bia³ek z rodziny Trk w komórkach nerwiaka
zarodkowego do praktyki klinicznej.

GENETYCZNY MODEL ROZWOJU NERWIAKA
ZARODKOWEGO

Genetyczna heterogeniczno�æ nerwiaka zarodkowego obserwowana zarówno na
poziomie genu, chromosomu, jak i ca³ej komórki �wiadczy, i¿ zamiast jednolitej choroby
mamy do czynienia ze zbiorem podtypów nowotworu, ró¿ni¹cych siê przebiegiem
klinicznym: agresywno�ci¹ wzrostu, oporno�ci¹ na stosowane leczenie czy te¿ zdolno�ci¹
do regresji. Dotychczas nie uda³o siê jednoznacznie ustaliæ, czy kolejno�æ, w jakiej
akumuluj¹ siê obserwowane nieprawid³owo�ci profilu genetycznego, ma znaczenie
rokownicze. Ponadto, jak dot¹d nie znaleziono wystarczaj¹co silnych dowodów, które
potwierdza³yby zdolno�æ guzów 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 wykluczaj¹c istnienia potencjalnej
jednej wspólnej mutacji, która inicjowa³aby proces nowotworzenia i odpowiada³a za
nieliczne przypadki rodzinnie wystêpuj¹cego nerwiaka zarodkowego, zaproponowano
podzia³ guzów na dwa typy, który dokonywa³by siê na wczesnym etapie rozwoju
nowotworu (ryc. 2).

Typ pierwszy, o ³agodnym przebiegu klinicznym, w toku którego czêsto mo¿e
dochodziæ do spontanicznej regresji zmian i/lub dojrzewania, charakteryzuje siê
zaburzeniem procesu mitozy. Prowadzi to do powstania komórek o kariotypie
oko³otriploidalnym (~3n), przy czym dodatkowe kopie chromosomów maj¹ zachowan¹
prawid³ow¹ strukturê. W tkance guza obserwuje siê wysok¹ ekspresjê receptora
b³onowego TrkA. Brak jego swoistego ligandu NGF prowadzi do uruchomienia
mechanizmów odpowiedzialnych za spontaniczn¹ regresjê (w tym procesu apoptozy),
natomiast obecno�æ komórek Schwanna w pod�cielisku utkania guza stymuluje proces
ró¿nicowania siê neuroblastów w kierunku dojrza³ego zwojakonerwiaka [2]. Klinicznie,
typ ten wystêpuje najczê�ciej u niemowl¹t do 1 roku ¿ycia, w przypadkach o niskim
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stopniu zaawansowania (1,2 wg klasyfikacji INSS) oraz w 4-S. Wska�nik 3-letniej
prze¿ywalno�ci siêga 90%.

W odró¿nieniu od niego, typ drugi o bardzo agresywnym przebiegu klinicznym
charakteryzuje siê wystêpowaniem licznych aberracji strukturalnych chromosomów.
Kariotyp komórek guza jest oko³odiploidalny (~2n) lub tetraploidalny (~4n). Klinicznie
typ ten dotyczy dzieci starszych, powy¿ej pierwszego roku ¿ycia, o znacznie zaawan-
sowanym procesie chorobowym (stopieñ 3,4 wg INSS). W przebiegu klinicznym nie
dochodzi do samoistnej regresji zmian ani do ró¿nicowania siê tkanki guza. W tkance
guza ekspresja bia³ka TrkA jest �ladowa, natomiast stwierdzana jest obecno�æ autokryn-
nego uk³adu TrkB-BDNF stymuluj¹cego niepohamowany rozrost guza. Ponadto w
ramach typu drugiego wyró¿nia siê dwa podtypy. W podtypie II A, o mniej agresywnym
przebiegu, charakteryzuj¹cym siê 3-letnim prze¿yciem rzêdu 30�50%, czêsto stwierdza
siê utratê heterozygotyczno�ci (LOH) d³ugich ramion chromosomów 11 i 14. Podtyp o
najbardziej agresywnym (II B) przebiegu czêsto wykazuje natomiast LOH chromosomu
1p oraz amplifikacjê genu MYCN przy wska�niku 3-letniego prze¿ycia poni¿ej 25%.

RYCINA 2. Genetyczny model onkogenezy nerwiaka zarodkowego.  Reprodukcja za zgod¹ autorów [3]:
NGF � nerwowy czynnik wzrostu, LOH � utrata heterozygotyczno�ci, 2n,3n,4n � stopieñ ploidii,  TrkA
� receptor dla neurotrofin, ganglioneuroblastoma � nerwiak zwojowokomórkowy zarodkowy,
ganglioneuroma � zwojakonerwiak
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WNIOSKI KOÑCOWE

Przedstawiony powy¿ej model zmian genetycznych le¿¹cych u podstaw transformacji
nowotworowej ilustruje z³o¿ony charakter procesów przebiegaj¹cych zarówno na
poziomie genów, jak i chromosomów, które poprzez zaburzenie dojrzewania obwodowej
tkanki nerwowej ostatecznie prowadz¹ do rozrostu nerwiaka zarodkowego.

Znajomo�æ profilu genetycznego guza mo¿e byæ wykorzystana na ka¿dym etapie
postêpowania diagnostycznego i terapeutycznego, zw³aszcza przy ustalaniu strategii
leczenia. Ju¿ dzisiaj w praktyce klinicznej dziêki ocenie ploidii komórek guza, jak i
poszukiwaniu ewentualnej amplifikacji MYCN udaje siê dok³adniej przewidzieæ przebieg
choroby, a wiêc zaszeregowaæ pacjenta do odpowiedniej grupy ryzyka i dostosowaæ
intensywno�æ leczenia, pokonuj¹c w ten sposób niedoskona³o�æ klasycznych czynników
prognostycznych, takich jak wiek pacjenta i stopieñ zaawansowania choroby. W
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najbli¿szej przysz³o�ci do wstêpnej oceny powinna zostaæ w³¹czona równie¿ analiza
markerów molekularnych, zw³aszcza ocena ekspresji bia³ek z rodziny Trk. Kompleksowa
analiza danych klinicznych, histopatologicznych, jak i profilu genetycznego umo¿liwi
stratyfikacjê pacjentów (tab. 1), tak aby dzieciom z grupy najwy¿szego ryzyka mo¿na
by³o wdro¿yæ agresywne leczenie, natomiast w grupie o najni¿szym ryzyku jak
najbardziej zminimalizowaæ efekty uboczne terapii. Zrozumienie mechanizmów
molekularnych le¿¹cych u podstaw transformacji nowotworowej, jak równie¿ poznanie
mechanizmów spontanicznej regresji to wyzwanie przysz³o�ci badañ nad nerwiakiem
zarodkowym. Stanowi¹ one drogê dla stworzenia indywidualnych schematów terapii,
ukierunkowanej na bezpo�redni¹ ingerencjê w procesy transmisji sygna³ów wewn¹trz-
komórkowych tak, aby przywróciæ równowagê miêdzy zjawiskami apoptozy i proliferacji
w tkance dojrzewaj¹cego uk³adu nerwowego.
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