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MOLEKULARNI BIOLOGIE NEUROBLASTOMU
MOLECULAR BIOLOGY OF NEUROBLASTOMA
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Souhrn: Neuroblastom je maligni embryondlni naddor détského véku odvozeny z nezralych a nediferencovanych
bunék neurdlni liSty osidlujicich paravertebrdlni sympatickd ganglia, dfel nadledviny a paraganglii. Je pro néj
charakteristickd znac¢na biologicka variabilita. Nadory nizkého rizika ¢asto samovolné regreduji, ptipadné spon-
tanné Ci pii 16Cbé diferencuji. Vysoce maligni forma se vyznacuje mimofadné agresivnim prabéhem s neovlivni-
telnou progresi, nador rychle roste a Casné metastazuje. Existuji prognostické znaky, které umoZziiuji zarazeni paci-
entl do rizikovych skupin: vék v dobé€ stanoveni diagndzy, histologick4 klasifikace, exprese receptorti trk, DNA
ploidie, amplifikace genu N-myc, delece 1p36 a fada dalSich deleci a zmnoZeni (delece 2q, 3p, 9p, 11q,
13q a 14q a zmnoZeni 17q).

Na modelu neuroblastomu I1ze demonstrovat vyznam predikce prabéhu a pouziti individualizované terapie. Na
druhé strané 1ze ukdzat i provazanost a korelaci fady prognostickych faktort z nichZ pouze nékteré prinasi sku-
te¢né nezavislou informaci. K posouzeni skute¢ného prognostického vyznamu komplexu faktort je proto vzdy
nezbytnd multifaktoridlni analyza Gdaji ziskanych v rdmci rozsahlé multicentrické studie.

Klicova slova: neuroblastom, DNA ploidie, amplifikace genu N-myc, delece 1p36, CGH.

Neuroblastoma is a malignant embryonal childhood tumor originating from immature and undifferentiated neu-
ral crest-derived cells which colonize paravertebral sympathetic ganglia, adrenal medulla and paraganglia. The
clinical hallmark of neuroblastoma is heterogeneity. Low-risk tumors undergo spontaneous regression or spon-
taneous- or therapy-induced differentiation. There is characteristic aggressive progression with fast growth and
early metastases in high-risk tumors. Several parameters have been proposed to predict biological behavior: age
at the time of diagnosis, histological classification, expression of 7k receptors, DNA ploidy, N-myc amplificati-
on, 1p36 deletion and many other deletions and gains (2q, 3p, 9p, 11q, 13q, and 14q deletion and 17q gain).

We can demonstrate the importance of disease course prediction and risk adapted therapy using the neuroblasto-
ma model. On the other hand, it is also possible to show correlations of many prognostic factors from which only
some bring independent information. Multifactorial analyses of data from a large multicentric study are necessa-

ry for evaluation of prognostic significance of a complex of factors.

Key words: neuroblastoma, DNA ploidy, N-myc amplification, 1p36 deletion, CGH

Neuroblastom je maligni embryondlni nddor détského véku
odvozeny z nezralych a nediferencovanych bunék neuralni lis-
ty osidlujicich paravertebrdlni sympatickd ganglia, dfen
nadledviny a paraganglii. Pfi¢ina jeho vzniku neni zndma. Je
to nejCastejsi extrakranidlni solidni nador détského véku s inci-
denci, kterd se uddva v rozmezi 7 - 10%. V Evropé a severni
Americe je nador roné diagnostikovan u 8 - 9 déti na 1 mili-
6n déti mladSich patnécti let. Primérny vék v dobé€ stanoveni
diagndzy se pohybuje kolem dvou let (36% pacientl je mlad-
Sich 1 roku, 79% mladSich 4 let a 97% pacientli onemocni do
10. roku Zivota), velmi vzicné se neuroblastom vyskytne
i u dospélych. Nékteré studie prokazuji bifdzickou distribuci
v zévislosti na véku s prvnim vrcholem do 1 roku a druhym
mezi 2.- 4. rokem Zivota. [1] V&k vzniku onemocnéni je
i vyznamnym prognostickym faktorem. [2] Asi 70 % primar-
nich nddor® vznikd v dutiné bfisni, z nich polovina vychazi
z diené nadledviny a polovina z paraganglii a sympatickych
ganglii v bfiSe, 5 % je lokalizovdno do panevni oblasti a zby-
vajicich 25% vyrusta z ganglii kréni a hrudni oblasti. [1]

Pro neuroblastom je charakteristickd znacnd biologickd vari-
abilita. Nadory nizkého rizika ¢asto samovolné regreduji, pti-
padné se spontanné ¢i pii 1écbé diferencuji v ganglioneurob-
lastom a dokonce i v benigni ganglioneurom. Vysoce maligni
forma se vyznacuje mimoradné agresivnim prib¢hem s neo-
vlivnitelnou progresi, nador rychle roste a Casné metastazuje
- predevsim do kosti, kostni dfené, miznich uzlin a u nejmen-
$ich déti do kiiZe a jater. V dob€ stanoveni diagnézy maji dvé
tretiny pacientll metastazy, které jsou mnohdy prvnim piizna-
kem. [3] Zvlastnosti stagingu tohoto nadoru je klinické stadi-
um IVS charakterizované nevelkym primdrnim nddorem,
metastdzami pouze v kostni dfeni, jatrech a/nebo kiiZi a mani-
festaci se do jednoho roku. Pro stadium IVS je charakteris-
tickd dobrd prognéza (prezivé vice nez 90 —95 % déti) a Casta
regrese nebo vyzravani. [1, 4]

Vzhledem k rozdilnému biologickému chovéani nadoru je ziej-
mé, Ze existuji prognostické znaky, které umoziiuji zatazeni
pacientil do rizikovych skupin. Prognosticky vyznam véku
pacienta v okamZiku stanoveni diagnézy (u kojenct je pfizni-
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vé&jsi pribéh), klinického stadia a tradi¢ni histopatologické kla-
sifikace (ganglioneurom, ganglioneuroblastom a neurobla-
stom) byl zndm jiz v sedmdesatych letech minulého stoleti.
V osmdesatych a devadesatych letech byly identifikovéany dal-
8i prognostické znaky: 1/ markery detekovatelné v periferni
krvi, kostni dfeni nebo v moci: pomér hladiny kyseliny vanil-
mandlové k homovanilové v moci (pomér pod 1 je zndmkou
hors$i progndzy), sérova hladina ferritinu, laktatdehydrogena-
zy a neuronspecifické enoldzy - vysoké hodnoty korespondu-
ji s nepfiznivou prognézou [5], pfitomnost CD10+ bunécné
populace v kostni dfeni je piiznivym prognostickym faktorem
[6], sniZeny pocet lymfocyti v periferni krvi je znamkou méné
priznivé prognézy [7], 2/ histopatologicka klasifikace (stuperi
diferenciace, pfitomnost nebo absence stromatu a kalcifikaci,
pocet mitdz, karyorekticky a vaskuldrni index, exprese CD44
aj.) nejuzivanéjsi jsou hodnoceni podle Shimady nebo Joshi-
ho, které rozliSuji neuroblastom vysokého a nizkého rizika [8,
9, 10], 3/ genetické faktory naddoru: DNA index, pocet kopii
onkogenu N-myc, delece kratkého raménka 1. chromozému,
index prolifera¢niho nukledrniho antigenu (PCNA), exprese
P-glykoproteinu (produkt genu multidrug resistence, vysoka
exprese sniZzuje ucinnost chemoterapie), exprese nékterych
neurotrofnich faktortt (NGF, Nerve Growth Factor) a recep-
tortt pro NGF (trkA, trkB, trkC). [11, 12]

Exprese receptorii

Nedéavno byl rozpoznan vyznam nékolika receptord pro NGF-
trkA, trkB, trkC (geny receptori tyrozin kindzy). Nejvice pro-
zkoumany je trkA. Vysokd exprese se nachdzi u neuroblasto-
mu klinického stadia I, II a IVS bez amplifikace N-myc.
Extrémné nizkad exprese tohoto receptoru byva u nadort
s amplifikaci N-myc. S expresi trkA pozitivné koreluje expre-
se onkogenu H-ras. [13]
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Obr. 1. Hypoteticky vyvoj neuroblastomu.
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Obr. 2. 2,5 leté preziti podle jednotlivych prognostickych znakii. Data
KDHO UK 2.LF a FN Motol, Praha.
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Stupeii exprese trkA pozitivné koreluje s progndzou preZziti.
Pétileté prezivani pacientll s vysokou expresi trkA je 86% ve
srovnani se 14% u pacientt s nizkou expresi. [ 14] Stupeii expre-
se trkA a amplifikace N-myc urCuje nadé€ji na vyléceni. Vyso-
ka exprese trkA je spojena s vybornou prognézou, nizkd expre-
se trkA bez N-myc amplifikace signifikantn€ sniZuje Sanci na
vyléceni. TrkA pfineptfitomnosti NGF, jehoZ zdrojem jsou Sch-
wannovy buiiky pfitomné ve stromatu nidoru, indukuje apo-
ptoézu a pii chybéni tohoto neurotrofniho faktoru vyvolava dife-
renciaci. [15, 16] Pfedpoklada se i antiagiogenni ucinek 7rkA.
Funkce trkB a trkC jsou u neuroblastomu méné prostudované.
PIn€ exprimovana forma trkB koreluje s amplifikaci N-myc
a nezralymi formami neuroblastomu. Naproti tomu vysoka
exprese trkC se nachdzi u nadorid nizkého klinického stadia
aobdobné jako trkA nebyva u nadort s amplifikaci N-myc. [14]
DalSimi markery neurondlni diferenciace jsou chromogranin
A a neuropeptid Y, které mohou slouZit jako ukazatel dife-
renciace a jako senzitivni nddorovy marker. [17, 18] Diskuto-
vanou problematikou ziistdva vyznam exprese receptorQ trk
jako nezdvislych prognostickych faktort. Zda se, Ze pfi zna-
losti dosud uZivanych prognostickych faktorti informace
o expresi téchto receptortt neméni progndzu pacientt. [19]

Amplifikace N-myc

Onkogen N-myc leZi na 2. chromozému (2p23-pter) a obsa-
huje ti'i exony. Jeho produktem je, stejné jako ostatnich gent
rodiny myc, jaderny fosfoprotein s vazebnou afinitou k DNA
ovlivilujici transkripci a replikaci DNA. [20] Gen N-myc hra-
je daleZitou roli béhem vyvoje a diferenciace neuroektoder-
mu. Jeho nadmérna exprese vyrazné prispiva k malignimu
potencidlu butiky. N-myc amplifikuje v asném stadiu vyvoje
nadoru a v dalSim priibéhu onemocnéni se neméni. Prakticky
vzdy je tato amplifikace provdzena deleci 1p nebo zmnoZenim
17q. [21] Vyskytuje se ve dvou formédch: 1/ extrachromozo-
malni acentrické fragmenty (dmin, Double Minute Chromatin
Bodies); 2/ intrachromozomaélni, homogené se barvici oblasti
(HSRs, Homogenously Staining Regions). Mnoho studii potvr-
dilo, Ze amplifikace N-myc genu u neuroblastomu koreluje
s agresivnim rdstem a velmi nepfiznivou progndzou bez ohle-
du na klinické stadium. [22] Amplifikaci prokazujeme u L., II.
a IVS klinického stadia pouze vyjimecné (5 - 10%) a naopak
Casto je zastizena u pokrocilych forem neuroblastomu (III. aI'V.
klinické stadium).

Amplifikovany onkogen N-myc je v neuroblastomovych buii-
kach pritomen zpravidla ve 3 - 300 kopiich. Pfesny pocet neni
z klinického hlediska dtlezity, nebot je jednoznacné ovéfeno,
Ze nadorové buriky, obsahujici vice nez 8 kopii, jsou vZdy agre-
sivni. Zmé&nu poctu kopii genu N-myc rozdélujeme na dvé sku-
piny — gain, zmnoZeni nejvySe o trojnadsobek a amplifikaci
pokud je pocet kopii zmnoZen nejméné o ¢tyinasobek. Gain
se vyskytuje zfidka a jeho vyznam pro prognézu neni zatim
zcela jasny. Predbézné vysledky napovidaji, Ze i nizce ampli-
fikujici nddory maji horSi prognézu. RovnéZz se v posledni dobé
velmi intenzivn€ sleduje fokdlni amplifikace N-myc. Prikaz
tohoto typu amplifikace, kde pouze malé mnozstvi nddorovych
bunék obsahuje amplifikovany gen N-myc, je v poslednich
letech sledovan biologickou skupinou ESIOP Neuroblastoma,
na jejiz ¢innosti aktivné participuje i nase klinika.

U 40 — 60 % neuroblastomut s amplifikaci N-myc je koampli-
fikovan onkogen DDX] a jeSté Castéji gen NAG. Predpoklada
se, Zze koamplifikaci t€chto genli by mohla pfispivat k vysoce
maligni povaze neuroblastomu s amplifikaci N-myc. [23]

Ztrata alely

Vseobecné se uznava, ze 70 - 80% diploidnich neuroblasto-
mt mé deleci kratkého raménka 1. chromozdmu. Tento nélez
je spojen s pokrocilym onemocnénim nepiiznivé prognozy.
[24] I kdyZ jsou delecni zmény ve svém proximdalnim tseku
variabilni, podafilo se technikou polymorfismu délky
restrikénich fragmentii (RFLP, Restriction Fragment Length
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Obr.3 a. CGH z neuroblastomu vysokého
rizika - del 1p, amplifikace N-myc (2p 23-
ter), delece 13q, zmnoZeni 17q, ostatni
zmény jsou pravdépodobné pridatné. Ctyi-
lety chlapec s neuroblastomem retroperi-
tonea 3. klinického stadia (rozsdhly nador
presahujici stfedni ¢aru).
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Obr. 3 b. CGH z neuroblastomu stfedniho
rizika- delece 3p, +7,delece 11q,+17,+18,
ostatni zmény jsou pravdépodobné pfidatné.
Ctyilety chlapec s neuroblastomem pravé
nadledviny 3. klinického stadia (rozséhly
nador presahujici stiedni ¢aru).
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Polymorphism) nalézt podoblast konzistentni

i . Vlastnosti Typ 1 Typ 2 Typ 3
delece 1p36 se ztratou heterozygozity (LOH, Loss — - .
Of Heterozygosity). Tento region zahrnuje jeden N-mye gen Normalni amplifikovany
ci ;’ice SfupfeSOTOVYCh genti g@lzijt}"ch“pro malig- [ karyotyp nebo hyperdiploidni diploidni
ni transformaci a progresi. O fad€ gent se uvazu- . ioloidni bo tetraploidni
jejako o kandidatnich nddorovych supresorech na DNA ploidie nebo triploidni fevo fetaprondn!
1p36, které se uplatiiuji u neuroblastomu s deleci 1p LOH 80-90%

: - .- <5% 20-50%

této oblasti. Jsou to p73, ktery je homologem p53, 14q LOH <5%
CDC2LI, transkripcni faktory HKR3, DNA, py k’ i T ——
PAX7, ID3 a E2F, transkripéni elongacéni faktor Tl exprese Vysoka nizka fizka nebo chy
TCEB3 a dva geny z rodiny receptori TNF- IrkB exprese nizkd nebo chybi vysokd
INF. RVZ a DV R3.[25] . . trkC exprese vysoka nizkd nebo chybi
Je moZné, Ze na patogenezi neuroblastomu a jeho ST e - p— l
malignizaci se podili vice supresorovych genti, pro- ek obvykle 1 ro obvykle> 1 ro obvykle 1 - 5 let.
toZe jsou popsany ztrity alely i na 2q, 3p, 9p, 11q, Klinické stadium obvykle 1,2, 48 obvykle 3, 4
13q a 14q. [25] Ztrzi,ty na 2q jsou lokahzovér,ly na 3 leté prefiti 95% 25-50% l 5%
2q33 aprovézi je ztrata exprese genu pro kaspizu 8.

[26] Delece 31325:3- p14'3_ pOSFthJe &N Tabulka & 1: Klinicko-geneticka klasifikace neuroblastomi. Upraveno podle Bro-
RASSFIA (Ras-associated domain family 1). Ten- deura[11]

to gen inhibuje funkci onkogenni H-ras GTPazy

a kromé delece je téZ Casto inaktivovan hypermeti- Amplifikace Amplifikace

laciu neuroblastomu i fady jinych nadort. [27] Ztra- vice nez 10 kopii méné ne% 10 kopii

ty na 9p jsou zfidka nachazeny u klinicky zjevnych —

nadori, ale pomérné asto u nadort nalezenych pfi “» DNA aneuploidie 15 38

hromadném screeningu. [28]

Zmény na 11q zahrnuji balancované translokace
postihujici 11g21 a 11g22, delece 11g23, inverzi
11g21- 23 a nejcastéji ztratu alely. Ztrata alely je
v 15- 40 % nadort a je nepfimo vazana s amplifikaci N-myc,
ale je presto zndmkou horsi pogndzy. [29] Delece na 3p je aso-
ciovédna s deleci 11q a s nepfitomnosti amplifikace N-myc.
(29]

Podle vétSiny autorti je zmnoZeni 17q, ¢asto vyvolané neba-
lancovanou translokaci s 1p nebo 11q, provédzeno horsi pro-
gnézou. [30] Toto zmnoZeni je nachdzeno az u 80 % neurob-
lastoma. [30] Podle n€kterych autort je nezavisly prognosticky
vyznam zmnoZeni 17q prikazny u nddort bez amplifikace N-
myc a bez delece 1p nebo 11q. [30] Némecti autofi neproka-
zuji vztah prognézy a zmnozeni 17q. [31] Pravdépodobnymi
geny, které se uplatiiuji na nepfiznivém pribéhu u zmnoZeni
17q, jsou nm23-H1, nm23-H2 a/nebo survivin. [32]

DNA analyza

Jiz odroku 1984 je znamé, Ze neuroblastomy s triploidnim nebo
hyperdiploidnim obsahem DNA dobfte reaguji na chemotera-
pii a maji pfiznivou prognézu. Neuroblastomy s diploidnim
nebo skoro diploidnim obsahem DNA (vétSina) maji progné-
zu nepriznivou a zarazuji se do skupiny s vysokym stupném
rizika. [1, 11, 33] Zajimavé je srovndni amplifikace genu N-
myc a DNA ploidie. Z 298 pacientii zafazenych do studie seve-
roamerické skupiny détské onkologie POG mélo 101 pacientl
(34%) diploidni nddorové buiiky, 194 (65%) hyperdiploidni
klondlni abnormality a 3 pacienti (1%) hypodiploidni obsah
DNA. Kojenci s hyperdiploidnim nddorem méli velmi dobrou
progndzou oproti Spatné progndze s neuroblastomy diploidni-
mi a obdobny vysledek byl i ve skupin€ pacientti ve véku 1 -2
let. U pacienti star§ich dvou let, zatazenych do IV. klinického
stadia, nebyl prokdzan vztah mezi ploidii a prognézou. [34]
Tyto poznatky svéd¢i o existenci tfi genetickych podtypt neu-
roblastomu, které maji znaCny prediktivni vyznam a urCuji kli-
nické chovani nddoru. Tyto podtypy se li§i poctem kopii N-myc,
karyotypem, DNA ploidii, abnormalitami 1p, vékem pacienta
a klinickym stadiem onemocnéni. V roce 1997 Brodeur a spol.
navrhli klinicko - genetickou klasifikaci neuroblastomu na zakla-
dé rozsdhlé retrospektivni analyzy dat zejména ze severoame-
rické skupiny détské onkologie CCG. Tuto Brodeurovu klasifi-
kaci ukazuje tabulka ¢.1. Z ni vychazi d€leni do tif rizikovych
skupin zafazenych do 1é¢ebnych protokolt vech svétovych pra-
covisSt coZ umoZiiuje optimalizovat 1é¢ebna schémata. [11] Paci-
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Tabulka €. 2: Vztah mezi DNA aneuplodii a amplifikaci N-myc onkogenu. Vazba
mezi amplifikaci N-myc a DNA ploidii byla statisticky vyznamna na 5 % hladiné
(pocitdno testem 2 s Yatesovou korekci).

enti s nejptiznivéjsi formou neuroblastomu jsou 1éceni pouze
chirurgicky bez adjuvantni chemoterapie a piesto maji nejlepsi
léc¢ebné vysledky. U pacientl s neuroblastomem nejvyssihorizi-
kaje indikovana nejintenzivnéjsi chemoterapie, chirurgickd 16¢-
ba, megachemoterapie s autologni transplantaci hematopoetic-
kych progenitorovych bunék, radioterapie a bioterapie.
Predpokladany vztah jednotlivych genetickych zmén s vyvo-
jem jednotlivych forem neuroblastomu podle Marise a Mat-
haye zobrazuje obrazek 2. [25]

Vysledky vySetfeni 56 pacientl s histologicky verifikovanym
neuroblastomem nebo ganglioneuroblastomem lé¢enych na
naSem pracovisti jsou ve shod¢ s literdrnimi tdaji o prognos-
tickém vyznamu DNA ploidie, amplifikace N-myc a delece
1p36. Preziti 2,5 roku zndzorfiuje obrazek ¢. 1. RovnéZz jsme
potvrdili vazbu mezi jednotlivymi molekuldrné biologickymi
i klinickymi prognostickymi znaky (viz tabulka ¢.2).

V soucasné dobé Ize vétSinu prognostickych znakl u neu-
roblastomu detekovat metodou srovndvaci genomové hyb-
ridizace (CGH z anglického comparative genomic hybridi-
zation), které se stdvd i doporucenym vySetfenim
evropského protokolu ESIOP Neuroblastoma. Normdlni =
kontrolni a vySetfovand DNA jsou kaZzd4 oznacena jinym
fluorochromem (kontrolni Cervené anddorova zelen€) a jsou
soucasné hybridizoviny na normdlni lidské chromozomy
v metafézi. Fluorescence se snimd kamerou a vyhodnocu-
je pocitacem. Pomér intenzit fluorescenci podél jednotli-
vych chromozom ur¢i mista s chybénim nebo nadbytkem
vySetfované DNA. Tato metoda je idedlni ke zjiStovan{ ztra-
ty nebo zmnoZeni chromozomt ¢i jejich ¢asti, nelze ji v§ak
vyuZzit k detekci balancovanych translokaci. [35] Vyhodou
je, Ze k vySetieni se pouziva izolovand DNA a neni nutné
ziskat délici se buniky. DNA lze izolovat i z materidlu fixo-
vaného parafinem. Obrdzky 3a, b a c ukazuji vysledky vySet-
feni CGH u pacientli s neuroblastomy jednotlivych pro-
gnostickych skupin.

Zavérem lze shrnout, Ze neuroblastom je patrné nejvariabil-
néjS$im nadorem a rizné chromozomadlni zmény, nejcastéji
delece ¢i amplifikace, provéazi jednotlivé formy pribéhu.
Detekee téchto zmén ma velky vyznam pro klinickou praxi.
Na modelu neuroblastomu Ize asi nejlépe demonstrovat
vyznam predikce pribéhu a pouZiti tak zvané ,.terapie Sité na



miru“ (risk adapted therapy). Na druhé strané 1ze ukazat i pro-
vazanost a korelaci fady prognostickych faktort z nichz pou-

ze nékteré prinasi skutecné nezavislou informaci. K posou-
zeni skute¢ného prognostického vyznamu komplexu faktort

je proto vZdy nezbytnd multifaktoridlni analyza idajl ziska-
nych v rdmci rozsdhlé multicentrické studie.

Prace vznikla za finan¢ni podpory IGA grant ¢. NC/7441-3.
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