Odnos tumorske neoangiogeneze i vaskularnog
endotelnog cimbenika rasta, te njihov znacaj u
bolesnika s neuroblastomom

Jakovljevi¢, Gordana

Doctoral thesis / Disertacija
2010

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, School of Medicine / SveuciliSte u Zagrebu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urm.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:241407

Rights / Prava: In copyright /Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-02

Repository / Repozitorij:

Dr Med - University of Zagreb School of Medicine
Digital Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:241407
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/mef:5712
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mef:5712

SVEUCILISTE U ZAGREBU

MEDICINSKI FAKULTET

Gordana Jakovljevié

Odnos tumorske neoangiogeneze i
vaskularnog endotelnog cimbenika rasta,
te njihov znac¢aj u bolesnika s
neuroblastomom

DISERTACIJA

Zagreb, 2010.



SVEUCILISTE U ZAGREBU

MEDICINSKI FAKULTET

Gordana Jakovljevic¢

Odnos tumorske neoangiogeneze i
vaskularnog endotelnog cimbenika rasta,
te njihov znac¢aj u bolesnika s
neuroblastomom

DISERTACIJA

Zagreb, 2010.



Rad je izraden u Klinici za djecje bolesti Zagreb i Zavodu za patologiju

Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Voditelj rada: prof.dr.sc.Srdana Culi¢

Rad sadrzi: 136 stranica, 48 slika i 19 tablica



Zahvaljujem se Rolegama i o0soblju Onkoloskog odjela Klinike za djecje
bolesti Zagreb, Zavoda za patologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu i Centra za transplantaciju Rostane srZi KBC Rebro Zagreb. Posebno

se zahvaljujem prof-dr.sc. Srdani Culié i prof.dr.sc. Svenu Seiwerthu.



SADRZAJ:

POPIS 0ZNAKA | KFALICA. ... .c.vviiiiiieiecie ettt sttt e ae e sae e I-111
POPIS SITKA. ...t -V
L0 O] SR 7= o] ot OSSR VI
. Uvod
1.1 NEUIODIASTOM.....coeiiiieiece bbbt 1
1.2, ANQIOUENEZA. ....ecuveieieiteeieeste et e sttt e st e s e te st e s te et e s beesaeesaesaeesteeseeaseesteannesreenreeneeareenrens 10
1.2.1. VEGF i VEGF receptori u tumorskoj angiogenezi...........cccevveverrereenennniennns 14
1.2.2. ,Tie-2-angiopoetin® signalni PUL............ceoiriiiieiiiiieneeseeeee e 18
1.2.3. , Notch—Delta like Ligand 4% signalni PUL..........ccccoviviiniininnenene e 19
1.2.4. Angiogeneza i cirkuliraju¢e derivirane stanice iz koStane StZi........................ 19
1.2.5. VEGF kao meta antiangiogenog lijecenja..........ccouevueevveeeenreeeeeiesieere e 20
1.2.6. Rezistencija na antiangiogene [JEKOVE...........covvviiiiiiniiiieceee e 21
1.2.7. Angiogeneza i tumorske mati€ne StaNICE..........ccevvriiireiiiineneee e 22
1.3. Neuroblastom i @NQIOGENEZA. .........cceeiveiieieeie ettt sae e 22
1.4. Dileme i ogranicenja u istrazivanju tumorske angiogeneze............cccooevervrveriennennn. 27

. Hipoteza i ciljevi istrazivanja

2.1, HIPOTEZA. ...ttt bbbt bbb 29
2.2, GlAVNI CllJuuevicie e et 29
2.3, SPECIICNT CHJBVI....viitiiiieiieieie et ne e 29

Ispitanici, materijal i metode

SLLLISPITANICH. ...ttt bbbt bbbttt n bbb 30
B2 MALEITJALL ...t 30
BLBUMEBLOUE. ... bt bbbt b ns 30

3.3 LKIAEITJI AHAGNOZE. .....vievie ettt aeeaneas 30

BLBL2.POSTUPCH. ..ttt 31

3.3.3.StatiStICKT POSTUPCI..uviiriiieiiiiieiiee ettt 35
3.4.050DINE DOIESNIKAL ......coivieiiiii e 35
Rezultati

ALNVEGF-A. .o 39



4.1.1.Odredivanje imunohistokemijske ekspresije VEGF-A semikvantitativnom
metodom na patohistoloskim uzorcima tumorskog tkiva bolesnika kod
postavljanja dijagnoze neuroblastoma...........ccccovveviiiiiicie s, 39

4.1.2.Usporedba rezultata VEGF-A analize s relevantnim klini¢kim i laboratorijskim
nalazima kao $to su dob, spol, mjesto ishodiSta tumora, stupanj prosirenosti
bolesti i patohistoloski podtip tumora kod bolesnika s  neuroblastomom

4.1.3.Procjena utjecaja VEGF-A i ostalih klinickih i laboratorijskih ¢imbenik rizika na
prezivljenje bolesnika s neuroblastomom............ccocvoeiiiiiiinien 46

4.1.4.Usporedba utjecaja VEGF-A i ostalih klinickih i laboratorijskih ~ ¢imbenika na
rezultate  provedenih  terapijskih  postupaka kod  visoko  rizi¢nih
DOIESNIKA. ... 54

4.2.TUMOISKA BNGIOGENEZA. .....veveiietiiiieieeie ettt sttt n bbb 57

4.2.1.Morfometrijska analiza tumorskih vaskularnih parametara na patohistoloskim
uzorcima tumorskog tkiva bolesnika kod postavljanja dijagnoze neuroblastoma
............................................................................................................................ 57

4.2.2.Usporedba rezultata analize morfometrijskin vaskularnih parametara s
relevantnim klini¢ckim i laboratorijskim nalazima kao sto su dob, spol, mjesto
ishodista tumora, stupanj prosirenosti bolesti i1 patohistoloski podtip
EUIMNOTA. ¢ttt ettt e e et e nin e e nbe e nneeneas 61

4.2.3.Usporedba rezultata analize morfometrijskih vaskularnih parametara i ekspresije
N E G- A e aaa e 64

4.2.4. Angiogeneza 1 PreZiVljavanj........cccueiiieeiieriirieseere et 66

4.2.5.Procjena utjecaja parametara tumorske angiogeneze na  rezultate terapijskih
postupaka kod visoko rizi¢nih tumorskih bolesnika...........ccccccooviiiiiiiiiniinnns 80

4.3.Usporedba tumorske angiogeneze i VEGF-A.......ccccoviiieiiiiiie e 93

4.3.1.0dnos izmedu parametara tumorske angiogeneze i ekspresije VEGF-A
............................................................................................................................ 93

4.3.2.0dnos tumorske angiogeneze i ekspresije VEGF-A obzirom na
PTEZIVIJEITC. ...iiiieeiiieeiie ettt ettt ettt ettt e bbb e e e e nneeenee 93

5. Rasprava
DL LLVEGR-A . ettt e b e ra et e 103

5.2.TUMOISKA ANGIOGENEZA. .. .evviveeiieiieeieesieeie sttt sttt bbbt sneesbeeeesne e 107
5.3.Usporedba tumorske angiogeneze i VEGF-A........ccco oo 112



0. ZAKIJUCCIL......ooivvoiicc s 115

0 SAZEEAK oottt 117
8. SUMIMANY ... 118
O, LIERIALUI AL ..., 120

10, ZIVOTOPIS...orootoeseeeseceeessees et eess ettt 136



POPIS OZNAKA | KRATICA:

Akt = serin- treonin kinaza (engl. serine-threonine kinase)

Ang-1 = angiopoetin 1 (engl. Angiopoietin-1)

Ang 2 = angiopoetin 2 (engl. Angiopoietin 2)

Anova = analiza varijance

AS = aritmeticka sredina

BDNF = neurotrofi¢ni ¢imbenik deriviran iz mozga (engl. Brain-derived neurotrophic
factor)

bFGF = bazi¢ni ¢imbenik rasta fibroblasta (eng. basic fibroblast growth factor),
bFGF/FGF-2 = bazi¢ni fibroblastni ¢imbenik rasta/fibroblastni ¢cimbenik rasta-2 (engl. Basic
fibroblast growth factor/ fibroblast growth factor-2)

CI = Interval pouzdanosti ( engl. Confidence interval)

COG = Djecja onkoloska skupina (engl. Children's Oncology Group)

CXCR4 = CXC kemokin receptor 4

DAB = diaminobenzidin

DII1 = delta-like 1 (Drosophila)

DII3 = delta-like 3 (Drosophila)

DIl4 = delta-like 4 (Drosophila)

EGF = epidermalni ¢imbenik rasta (engl. Epidermal growth factor)

EGFR = receptor epidermalnog ¢imbenika rasta (engl. epidermal growth factor receptor)
erbB-2/HER2 = receptor 2 humanog epidermalnog ¢imbenika rasta (engl. Human Epidermal
growth factor Receptor 2)

Epo = eritropoetin (engl. Erythropoietin)

EGF = epidermalni ¢imbenik rasta (engl. Epidermal growth factor)

EPC = endotelna progenitorska stanica (engl. endothelial progenitor cell)

F = veli¢ina uc¢inka (engl. effect size)

FGF = fibroblastni ¢imbenik rasta (engl. Fibroblast growth factor)

FGF-3 = fibroblastni ¢imbenik rasta-3 (engl. fibroblast growth factor-3)

FISH = fluorescentna in situ hibridizacija (engl. Fluoresence In Situ Hybridization)
flk-1/KDR = VEGF receptor

flt-1 = fms povezana tirozin kinaza 1 (engl. fms-related tyrosine kinase 1)

flt-4 = fms povezana tirozin kinaza 4 ( engl. Fms-related tyrosine kinase 4)

G-CSF = ¢imbenik stimulacije granulocitnih kolonija, engl.granulocyte colony stimulating
factor

GM-CSF = granulocitno makrofagnih kolonija stimuliraju¢i ¢cimbenik (engl. Granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor)

HER-2 = receptor 2 humanog epidermalnog ¢imbenika rasta (engl. human epidermal growth
factor receptor 2)

HGF = hepatocitni ¢imbenik rasta (engl. Hepatocyte growth factor)

HIF-1a = hipoksija induciraju¢i transkripcijski faktor 1a (engl. Hypoxia-inducible factor-1
a)

HIF-2a = hipoksija induciraju¢i transkripcijski faktor 2a (engl. Hypoxia-inducible factor-2
a)

IGF-1 = inzulinu slican ¢imbenik rasta 1 o (engl. Insulin-like-growth factor 1 @)

IL-6 = Interleukin-6

IL-8 = interleukin-8


http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?key=Epidermal%20growth%20factor

jagged 1 = ligand Notch receptora 1

jagged 2 = ligand Notch receptora 2

MAPK = mitogen aktivirana protein kinaza (engl. mitogen-activated protein kinase)
MEK = MAPK kinaza

MIBG = metajodobenzilgvanidin

MIBGT = metajodobenzilgvanidinska terapija

MKI = indeks mitoze i kariorekse (engl. mitosis-karyorrhexis index)

MMP = matriks metaloproteinaze (engl. Matrix metaloproteinase)

MVD = mikrovaskularna gusto¢a (engl. microvascular density)

MYCN onkogen = v-myc mijelocitomatoza virusni onkogen, deriviran iz neuroblastoma
(engl. v-myc myelocytomatosis viral related oncogene, neuroblastoma derived)

Notch 1 = notch homolog 1 (Drosophila)

Notch 4 = notch homolog 4 (Drosophila)

NRP-1 = neuropilin 1

NRP-2 = neuropilin 2

OR = Omjer mogucnosti (engl. Odds ratio)

P = vjerojatnost (engl. probability)

PBS = fosfatna puferirana otopina (engl. Phosphate Buffered Saline)

PDGF = trombocitni derivirani ¢imbenik rasta (engl. platelet derived growth factor)
PDGF = ¢imbenik rasta deriviran iz trombocita (engl. platelet derived growth factor),
PD-ECGF/TP = iz trombocita derivirani ¢imbenik rasta endotelijalne stanice / timidin
fosforilaza (engl. platelet-derived endothelial cell growth factor/thymidine phosphorylase)
PEDF = pigmentni epitelni derivirani ¢imbenik (engl. pigment epithelium-derived factor) i
PKC = protein kinaza C (engl. Protein kinase C)

PI3K = fosfoinozitid 3 kinaza (engl. Phosphoinositide-3 kinase)

PIGF = placentalni ¢imbenik rasta (engl. Placental Growth Factor)

PLCY = fosfolipaza CY (engl. phospholipase CY)

PTEN = fosfataza i tenzin homolog (engl.phosphatase and tensin homolog)

r = Pearsonov koeficijent korelacije

raf = ¢lan obitelji gena protein kinaze

ras = obitelj gena ukljucena u stani¢nu signalnu transdukciju

rho = Spearmanov koeficijent korelacije

ROC curve = operativna karakteristi¢na krivulja (engl. receiver operating characteristic
curve)

SD = standardna devijacija

SDF-1 = ¢imbenik 1 deriviran iz stromalne stanice (engl. Stromal cell-derived factor—1)
SDF-1 = iz stromalne stanice derivirani ¢imbenik , engl.Stromal cell-derived factor-1
SPARC = sekretorni kiseli protein bogat cisteinom (engl. secreted protein acidic and rich in
cysteine)

src = proto-onkogen tirozin-protein kinaze Src (engl. Proto-oncogene tyrosine-protein kinase
Src)

TGF-p = transformirajuci ¢imbenik rasta 3 (engl. Transforming growth factor-5)

tie-2 = tirozin kinaza s imunoglobulin i EGF homolognim domenama ( engl. tyrosine kinase
with immunoglobulin and EGF homology domains)

TIMP-2 = tkivni inhibitor metaloproteinaze-2 (engl. tissue inhibitor of metaloproteinase-2 )
TKMS = transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica

TNF-a = tumor nekroza ¢imbenik a (engl. Tumor necrosis factor-a )
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Tp53 = tumor protein p53

UPA = urokinaza-tip plazminogen aktivator (engl. Urokinase-type plasminogen activator)
VEGF/VPF = vaskularni endotelni ¢imbenik rasta / vaskularni ¢imbenik permeabilnosti
(engl. Vascular endothelial growth factor/vascular permeability factor)

VEGFR-1 = VEGF receptor 1

VEGFR-2 = VEGF receptor 2

VEGFR-3 = VEGF receptor 3

VE-cadherin = vaskularni endotelijalni kaderin (engl. Vascular Endothelial Cadherin)
VHL onkogen = Von Hippel-Lindau onkogen

Z = statisti¢ki test velikog uzorka (engl. Large sample test statistic)

¥? test = y kvadrat test (engl. Chi-Square test)

POPIS SLIKA

Slika 1. Histoloski podtipovi neuroblastoma (str.2.)

Slika2. Prikaz razliCitih patohistoloskih podtipova neuroblastoma obzirom na stupanj
diferencijacije i razvoj strome (str.3.)

Slika 3. Shematski prikaz tumorskih stadija kod neuroblastoma (str. 5.)

Slika 4. Stanice neuroblastoma pokazuju MYCN amplifikaciju (str. 6.)

Slika 5. Visestupnjevani proces nastanka kostanih metastaza kod neuroblastoma (str.9.)

Slika 6. Kirurg Judah Folkman (str.10.)

Slika 7. Shematski prikaz tumorske angiogeneze i VEGF-A (str. 11.)

Slika 8. Razli¢iti mehanizmi tumorske vaskularizacije (str.12.)

Slika 9. Mehanizam tumorske angiogeneze (str. 13.)

Slika 10.Obitelj molekula i receptora VEGF-a, njihova indukcija i ucinak (str. 16.)

Slika 11.Djelovanje obitelji VEGF-a i njihovih receptora u tumorskoj angiogenezi (str. 17.)

Slika 12. Dako Autostainer (str. 32.)

Slika 13. Kompjuterski konvertirana slika tumorske angiogeneze (str. 34.)
Slikal4.lmunohistokemijsko bojenje  VEGF-A u razli¢itim patohistoloskim uzorcima
neuroblastomskog tkiva (str. 41.)

Slika 15. Histogram distribucije intenziteta imunoreaktivnosti (zbira bodova) VEGF-A (str.
42.)

Slika 16. Odnos visoke / niske ekspresije VEGF-A i visokog / niskog stadija (str.44.)

Slika 17 A. Korelacija intenziteta ekspresije VEGF-A i stadija. Dob <18 mjeseci (str. 45.)
Slika 17 B. Korelacija ekspresije VEGF-A i stadija. Dob >18 mjeseci (str. 46.)

Slika 18A-D. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja obzirom na: dob >/< 18 mjeseci (A);
povoljnu i nepovoljnu histologiju (B); visok/nizak stadij (C); ishodiste tumora u abdomenu /
izvan abdomena (D) (str. 48.)

Slika 18E. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja obzirom na visoku i nisku ekspresiju
VEGF-A (str.49.)

Slika 19. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja s visokom i niskom ekspresijom VEGF-A u
dobi < 18 mj (A); u dobi >18 mjeseci (B) (str. 50.)

Slika 20. Visoka i niska Ekspresija VEGF-A i prezivljenje u dobi < 18 mjeseci (A); u dobi >
18 mjeseci (B) (str.51.)

Slika 21. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja obzirom na rizik (str. 52.)



Slika 22. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja za visoko rizi¢ne bolesnike s visokom
ekspresijom VEGF-A obzirom na transplantaciju krvotvornih mati¢nih stanica. (str. 56.)
Slika 23. Slika tumorske angiogeneze iz uzorka neuroblastomskog tkiva prikazana
imunohistokemijskim bojenjem pomocu anti-CD34 protutijela kao endotelnog biljega. (str.
57.)

Slika 24. Histogrami raspodjele srednjih vrijednosti vaskularnih parametara. (str. 59.)

Slika 25. Korelacija izmedu prosjecnog vaskularnog opsega i prosjecne vaskularne povrsine
(str. 61.)

Slika 26. Odnos izmedu prosje¢nog minimalnog vaskularnog promjera i dobi >/< 18 mjeseci
(str. 64.)

Slika 27. Odnos izmedu prosjeénog minimalnog vaskularnog promjera i visoke /niske
ekspresije VEGF-A (str. 65.)

Slika 28 A. Razlika izmedu prosje¢ne vrijednosti vaskularne povrsine kod umrlih i prezivjelih
bolesnika prikazana T-testom za nezavisne uzorke (str. 66.)

Slika 28 B. Razlika izmedu prosjecne vrijednosti vaskularne volumne frakcije kod umrlih i
prezivjelih bolesnika prikazana Mann-Whitney testom (str. 67.)

Slika 28 C. Razlika izmedu prosjeéne vrijednosti vaskularnog opsega kod umrlih i
prezivjelih bolesnika prikazana T-testom za nezavisne uzorke (str. 68.)

Slika 28 D. Razlika izmedu prosjeéne vrijednosti minimalnog vaskularnog promjera kod
umrlih i preZivjelih bolesnika prikazana T-testom za nezavisne uzorke (str. 69.)

Slika 28 E. Razlika izmedu prosje¢ne udaljenosti izmedu krvnih zila kod umrlih i prezivjelih
bolesnika prikazana Mann-Whitney testom (str. 70.)

Slika 29. Analiza pomoc¢u operativne karakteristi¢ne krivulje i grani¢ne definirane vrijednosti
prezivljenja za: vaskularnu povrSinu (A); vaskularnu volumnu frakciju (B); vaskularni opseg
(C); minimalni vaskularni promjer (D); udaljenost izmedu krvnih zila (E) (str. 72.)

Slika 30A-B. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja obzirom na definirane grani¢ne
vrijednosti: vaskularna povrsina >/< 120,8um? (A); vaskularna volumna frakcija >/<1,213 um
(B) (str.73.)

Slika 30C-D. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja obzirom na definirane grani¢ne
vrijednosti: vaskularni opseg >/< 51,4um? (C); minimalni vaskularni promjer >/<5,41 pm (D)
(str. 74.)

Slika 30 E. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja obzirom na definirane  grani¢ne
vrijednosti: udaljenost izmedu krvnih zila >/<29,06um (E) (str. 75.)

Slika 31. Analiza pomocu operativne karakteristiéne krivulje i definirane grani¢ne vrijednosti
vaskularnih parametara kod visokorizicnih bolesnika obzirom na preZivljenje: vaskularni
opseg (A); vaskularna povrsina (B); minimalni vaskularni promjer (C); vaskularna volumna
frakcija (D); udaljenost izmedu krvnih Zzila (E). (str.77.)

Slika 32. Kaplan-Meierove krivulje prezivljenja visoko rizicnih bolesnika obzirom na
vaskularne parametre i izraCunate grani¢ne vrijednosti: minimalni vaskularni promjer (A);
vaskularni opseg (B); vaskularnu povrsinu (C); vaskularnu volumnu frakciju (D); udaljenost
izmedu krvnih zila (E). (str. 78.)

Slika 33A-B. Kaplan-Meierova krivulja prezivljavanja visoko rizi¢nih bolesnika obzirom na
provedenu transplantaciju kod: prosje¢nog vaskularnog opsega: >51,4um (A); <51,4um (B).
(str. 82.)

Slika 34A-B. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja visoko rizi¢nih bolesnika obzirom na
provedenu transplantaciju kod: prosjecne vaskularne povrsine: >120,8 pm? (A); <120,8pum?
(B). (str.83.)



Slika 35A-B. Kaplan-Meier krivulja prezivljenja visoko riziénih bolesnika obzirom na
provedenu transplantaciju kod: prosje¢nog minimalnog vaskularnog promjera: >5,41 um (A);
<5,41 um (B). (str. 84.)

Slika 36A-B. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja visoko rizi¢nih bolesnika obzirom na
provedenu transplantaciju kod: prosje¢ne vaskularne volumne frakcije: >1,63% (A); <1,63 %
(B). (str. 85.)

Slika 37A-B. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja visoko rizi¢nih bolesnika obzirom na
provedenu transplantaciju kod: prosjecne udaljenosti izmedu krvnih Zila: >29,06 pm (A);
<29,06 um (B). (str. 86.)

Slika 38A-B. Analiza pomocu operativne karakteristiéne krivulje i definirana grani¢na
vrijednost vaskularne povrSine obzirom na prezivljenje kod transplantiranih bolesnika (A);
Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja transplantiranih bolesnika obzirom na vaskularnu
povrsinu (B). (str. 88.)

Slika 39A-B. Analiza pomocéu operativne karakteristicne krivulje i definirana grani¢na
vrijednost vaskularnog opsega obzirom na prezivljenje kod transplantiranih bolesnika (A);
Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja transplantiranih bolesnika obzirom na vaskularni opseg
(B). (str.89.)

Slika 40A-B. Analiza pomocéu operativne karakteristicne krivulje i definirana grani¢na
vrijednost minimalnog vaskularnog promjera obzirom na prezivljenje kod transplantiranih
bolesnika (A); Kaplan-Meier krivulja prezivljenja transplantiranih bolesnika obzirom na
minimalni vaskularni promjer (B). (str. 90.)

Slika 41A-B. Analiza pomocu operativne karakteristicne krivulje i definirana grani¢na
vrijednost vaskularne volumne frakcije obzirom na preZzivljenje kod transplantiranih bolesnika
(A); Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja transplantiranih bolesnika obzirom na vaskularnu
volumnu frakciju (B). (str. 91.)

Slika 42A-B. Analiza pomocu operativne karakteristicne krivulje i definirana grani¢na
vrijednost udaljenosti izmedu krvnih Zila obzirom na preZivljenje kod transplantiranih
bolesnika (A); Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja transplantiranih bolesnika obzirom na
udaljenost izmedu krvnih zila (B). (str. 92.)

Slika 43A-B. Pearsonov test korelacije ekspresije VEGF-A i prosje¢ne vaskularne povrsine
kod: zivih bolesnika (A); umrlih bolesnika (B). (str. 94.)

Slika 44A-B. Spearmanov test korelacije ekspresije VEGF-A i prosjecne vaskularne
volumne frakcije kod: zivih bolesnika (A); umrlih bolesnika (B). (str. 95.)

Slika 45A-B. Pearsonov test korelacije ekspresije VEGF-A i prosje¢nog vaskularnog opsega
kod: zivih bolesnika (A); umrlih bolesnika (B). (str. 96.)

Slika 46A-B. Pearsonov test korelacije ekspresije VEGF-A i prosjecnog minimalnog
vaskularnog promjera kod: zivih bolesnika (A); umrlih bolesnika (B). (str. 97.)

Slika 47A-B. Spearmanov test korelacija ekspresije VEGF-A i prosje¢ne udaljenosti izmedu
krvnih zila kod: Zivih bolesnika (A); umrlih bolesnika (B). (str. 98.)

Slika 48A-E. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja kod visoke ekspresije VEGF-A i :
vaskularne povrsine>/< 120,8 um? (A); vaskularne volumne frakcije >/< 1,213 % (B);
vaskularnog opsega >/<51,4 um (C); minimalnog vaskularnog promjera (D); udaljenosti
izmedu krvnih zila (E). (str. 100-101.)



POPIS TABLICA

Tablica 1. Internacionalni neuroblastomski sustav odredivanja stadija (engl. International
Neuroblastoma Staging System - INSS) (str. 4.)

Tablica 2. Proangiogeni ¢imbenici rasta (str. 14.)

Tablica 3. Osobine bolesnika (str. 37.)

Tablica 4. Osobine pojedina¢nih bolesnika (str. 38.)

Tablica 5. Imunoreaktivnost VEGF-A i broj bolesnika (str. 40.)

Tablica 6. Ekspresija VEGF-A i ostali klinickopatoloski ¢imbenici (str. 43.)

Tablica 7. Postotak sveukupnog prezivljenja i univarijantna analiza prezivljenja kod
bolesnika s neuroblastomom obzirom na klini¢kopatoloske ¢imbenike (str. 47.)

Tablica 8. Coxova regresijska procjena relativnog rizika za sveukupno prezivljenje bolesnika
s neuroblastomom (str. 53.)

Tablica 9. Coxova regresijska procjena relativnog rizika za sveukupno prezivljenje bolesnika
s neuroblastomom (str. 54.)

Tablica 10. Utjecaj ekspresije VEGF-A i drugih klini¢kopatoloskih ¢imbenika na rezultate
transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica u odnosu na konvencionalno lijecenje kod visoko
rizi¢nih bolesnika (str. 55.)

Tablica 11. Prosje¢ne morfometrijske vrijednosti vaskularnih parametara u analiziranim
uzorcima tumorskog tkiva (str. 58.)

Tablica 12. Korelacije izmedu pojedinih vaskularnih varijabli (str. 60.)

Tablica 13A.Odnos izmedu prosjecnih vrijednosti parametara tumorske angiogeneze i
klinickih i laboratorijskih nalaza (str. 62.)

Tablica 13B. Odnos izmedu prosjeénih vrijednosti parametara tumorske angiogeneze i
klinicko laboratorijskih nalaza (str. 63.)

Tablica 14. Grani¢ne definirane vrijednosti vaskularnih parametara i prezivljenje (str. 71.)
Tablica 15. Razlike u vrijednostima parametara tumorske angiogeneze izmedu prezivjelih i
umrlih bolesnika u skupinama visoko i nisko rizi¢nih bolesnika (str. 76.)

Tablica 16. Grani¢ne vrijednosti vaskularnih parametara i prezivljenje kod visoko rizi¢nih
bolesnika (str. 79.)

Tablica 17. Coxova regresijska procjena relativnog rizika (engl. Cox proportional-hazards
regression model) za sveukupno prezivljenje visokorizi¢nih bolesnika s neuroblastomom
obzirom na parametre tumorske angiogeneze — unatrag (engl. backward) analiza (str. 80.)
Tablica 18. Utjecaj transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica na preZzivljenje u odnosu na
konvencionalno lijeCenje kod visoko rizi¢nih bolesnika obzirom na  vrijednosti vaskularnih
parametara (str. 81.)

Tablica 19. Univarijantna analiza prezivljenja bolesnika s visokom ekspresijom VEGF-A
obzirom na visoke/niske vrijednosti vaskularnih parametara (str. 102.)

\



1.UvOD

Unato¢ znacajnom poboljSanju lijecenja onkoloskih bolesnika zadnjih desetak godina, i
dalje lose prezivljavaju bolesnici s visoko rizi¢nim tumorima. Tu spada i neuroblastom, kod
kojeg je potrebno primijeniti nove metode lijeenja. Preduvjet za to je bolje razumijevanje

slozene tumorske patofiziologije u kojoj tumorska angiogeneza ima vaznu ulogu.

1.1. Neuroblastom

dijagnosticirana tumorska bolest novorodenacke i dojenacke dobi. To je embrionalni tumor
koji potjece od primitivnih neuroepitelijalnih stanica neuralnog grebena, a zastupljen je u vise
od 7% malignih tumora kod osoba mladih od 15 godina. Uzrokuje 15% od ukupne smrtnosti u
pedijatrijskoj onkologiji (1). Tumor se moze razviti bilo gdje u simpatiCkom nervnom
sustavu. Vecina primarnih tumora (65%) javlja se u abdomenu, a od toga pola nastaje iz
adrenalne medule. Ostala Cesta mjesta javljanja bolesti ukljuc¢uju vrat, grudni kos i zdjelicu
(2).

Neuroblastom je bioloski i klini¢ki heterogena bolest. Prisutni znakovi i simptomi jako
su varijabilni i ovisni 0 mjestu primarnog tumora, kao i o prisutnosti metastatske bolesti, te
paraneoplastickog sindroma. Klini¢ki se manifestira u 3 glavna oblika: kao lokalizirani tumor
(40%), metastatska bolest ( 55%), te 4S bolest (dojencad s malim primarnim tumorom uz
prisutnu tumorsku diseminaciju) (5%). Dva glavna paraneoplasti¢ka sindroma su proljev uz
nemoguénost napredovanja, te opsoklonus-mioklonus sindrom. Histopatoloska slika
neuroblastoma varira od nediferenciranih  neuroblastoma preko mnogo zrelijih
ganglioneuroblastoma, do potpuno diferenciranih i benignih ganglioneuroma. Klini¢ki tijek
neuroblastoma je veoma S$irokog spektra (3,4). Unato€¢ znacajnom napretku zadnja 3
desetljeca, on je i dalje veliki izazov klini¢arima i bazi¢nim znanstvenicima. Kod polovice
bolesnika, starijih od godinu dana, s uznapredovalim stadijem bolesti, tumor ¢e progredirati
unato¢ intenzivnom multimodalnom lijeenju, uz prezivljenje <40%. Kod drugih bolesnika,
narocito dojencadi tumor moze regredirati spontano, a kod nekih nakon minimalne terapije

moze se diferencirati u benigni ganglioneurom (5,6).



Do sada su uc¢injeni mnogi pokusaji razumijevanja slozene biologije neuroblastoma. To
se u prvom redu odnosi na patohistolosku klasifikaciju koja ukljucuje prognosticki rizik, a
postavili su je Shimada 1 sur., a na osnovi toga naknadno se razvila medunarodna
patohistoloska klasifikacija neuroblastoma (engl. International Neuroblastoma Pathology

Classification — INPC) (7,8,9). Na slici 1 i 2 prikazani su patohistoloski podtipovi
neuroblastoma.

Slika 1. Patohistoloski podtipovi neuroblastoma. Neuroblastom: monotona populacija
hiperkromatskih stanica s oskudnom citoplazmom (A); Ganglioneuroblastom: naglasena je
Schwannova stroma (B); Ganglioneurom: zrele ganglijske stanice sa Schwannovom stromom

(©).

Adaptirano iz: http://emedicine.medscape.com/article/988284-overview
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Slika 2. Prikaz razli¢itih patohistoloskih podtipova neuroblastoma obzirom na stupanj
diferencijacije i razvoj strome.

Adaptirano iz: Clinical Image Analysis Lab, http://bmi.osu.edu/~cialab/neuroblastoma.php

Tumori se prema Shimada klasifikaciji svrstavaju u povoljnu i nepovoljnu histologiju
ovisno o stupnju diferencijacije neuroblasta, koli¢ini Schwannove strome, indeksu mitoze /
kariorekse, te dobi kod postavljanja dijagnoze. Povoljnu prognosti¢u skupinu saéinjava:
povoljna —stroma siromasna (engl. favorable - stroma poor) podskupina; dobro diferencirana
- stroma bogata (engl. well differentiated — stroma rich) podskupina i izmjesana — stroma
bogata (engl. intermixed — stroma rich) podskupina. Nepovoljnu prognosti¢ku skupinu Cine:
nepovoljna — stroma siromasna (engl. unfavorable - stroma poor) i nodularna - stroma
bogata (engl. nodular — stroma rich) podskupina (5,7). Zivotna dob < 18 mjeseci praéena je
dobrom prognozom, a dob > 5 godina veoma loSom prognozom, §to je uvrsteno u Shimadinu

histopatolosku klasifikaciju povezanu s godinama (engl. age linked) (2,5,7,10).


http://bmi.osu.edu/~cialab/neuroblastoma.php

Osim patohistoloske slike 1 dobi, za procjenu prognosti¢kog rizika, vazni su i stupanj
proSirenosti bolesti, te amplifikacija MYCN onkogena (5). Stupanj pro$irenosti bolesti
definiran je s medunarodnim neuroblastomskim sustavom odredivanja stadija (engl.
Internation Neuroblastoma Staging System - INSS) $to je prikazano na tablici 1 i slici 3
(5,11).

Tablica 1. Medunarodni neuroblastomski sustav odredivanja stadija (engl. International
Neuroblastoma Staging System - INSS)

Stadij 1 Lokalizirani tumor s kompletnim kirurS§kim odstranjenjem tumora, sa ili bez
mikroskopski prisutne bolesti, ipsilateralni limfni ¢vorovi mikroskopski bez tumorskih
stanica.

Stadij 2A Lokalizirani tumor koji je nekompletno kirurski odstranjen, ipsilateralni limfni
¢vorovi mikroskopski bez tumorskih stanica.

Stadij 2B  Lokalizirani tumor koji je ili nije kompletno kirur$ki odstranjen, s tumorskim
stanicama mikroskopski prisutnim u ipsilateralnim limfnim ¢vorovima. Povecani
kontralateralni limfni ¢vorovi moraju mikroskopski biti negativni.

Stadij 3  Kirurski neodstranjen unilateralni tumor koji prelazi sredi$nju medijalnu liniju, sa
ili bez zahvacenih regionalnih limfnih ¢vorova; ili lokalizirani unilateralni tumor sa
zahvacenim kontralateralnim limfnim ¢vorovima; ili tumor u podruc¢ju srediSnje medijalne
linije , s obostranim Sirenjem i infiltracijom ili zahva¢enim limfnim ¢vorovima.

Stadij 4 Bilo koji primarni tumor sa $irenjem u udaljene limfne ¢vorove, kosti, kostanu srz,
jetru, kozu ili druge organe (osim onog definiranog za Stadij 4S).

Stadij 4S  Lokalizirani primarni tumor kod djece mlade od 1 godinu (kao $to je definirano
za Stadij 1, 2A, ili 2B), sa Sirenjem u kozu, jetru ili koStanu srz (<10% malignih stanica)

Adaptirano prema: Maris JM i sur. (5)



Slika 3. Shematski prikaz tumorskih stadija kod neuroblastoma

Adaptirano iz: www.nant.org/.../neuroblastoma.php

Za neuroblastom je znacajan MYCN onkogen (engl. v-myc myelocytomatosis viral
related oncogene, neuroblastoma derived ) koji je smjeSten na kromosomu 2p24. Oko 20% -
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25% neuroblastoma posjeduje MYCN amplifikaciju (12). Pozitivha amplifikacija MYCN
onkogena spada u loSe prognosticke biljege (slika 4) (13).

Slika 4.Stanice neuroblastoma pokazuju MYCN amplifikaciju ( zeleni FISH signal) u vecini
svojih stanica. To je definirano viskom ciljnih signala u odnosu na referentni signal na istom
kromosomu ( crveni FISH signal) za vise od 4 X (13).

Adaptirano iz: Ambros J i sur. (13)

MYCN onkogeni transkripcijski faktor regulira proliferaciju, diferencijaciju,
transformaciju i apoptozu stanica (14,15). Neuroblastomi s pozitivnom MYCN amplifikacijom
imaju preteZno stroma siromasni - nediferencirani histopatoloski fenotip 1 visok indeks mitoze
I kariorekse (MKI). Oni koreliraju s uznapredovalim stadijem bolesti i neuspjeSnim
lijeCenjem (5). Takoder se smatra da je MYCN amplifikacija povezana s pojatanom

tumorskom angiogenezom (16).

Delecija kratkog kraka kromosoma 1 (1p) moze se identificirati u 25%-35%

neuroblastoma. Ona takoder korelira s MYCN amplifikacijom i uznapredovalim tumorskim



stadijem. Takoder postoje i druge kromosomske aberacije koje prati loSija prognoza ( gubitak
11q, dobitak 17q) (5).

DNA indeks je prognosticki biljeg kod bolesnika mladih od 2 godine koji imaju
uznapredovalu bolest (17,18). Manje agresivni neuroblastomi imaju triploidiju, a agresivni
diploidiju. To se objasnjava spoznajom da manje agresivni neuroblastomi imaju poremecaj
mitoza, a agresivni neuroblastomi imaju poremecaje stabilnosti genoma. Pretpostavlja se da je
neuroblastom karakteriziran kompleksnim genetskim poremecajem kod kojeg je za tumorski

razvoj potrebna interakcija multiplih genetskih ostecenja (5).

Neurotrofinski receptori TrkA 1 TrkB, vazni su regulatori prezivljavanja, rasta i
diferencijacije neuralnih stanica (19). Visoka TrkA ekspresija vidi se kod neuroblastoma s
dobrom prognozom, za razliku od TrkB koji je obi¢no izrazen kod bioloski nepovoljnih

neuroblastoma, odnosno neuroblastoma s pozitivnom MYCN amplifikacijom (20,21).

Nakon identificiranih bioloskih i genetskih karakteristika, te njihovog dodavanja
klasi€énom klinickom stadiju 1 dobi, postavljeni su medunarodni kriteriji riziénih skupina za
neuroblastom (engl. International Neuroblastoma Risk Groups - INRG ) za planiranje
intenziteta lijeCenja (22). Podjela u nisku, srednju 1 visoko rizi€nu skupinu zasniva se na
stadiju, dobi, patohistoloSkom podtipu, stupnju tumorske diferencijacije, MYCN statusu, 11q-
aberaciji i DNA ploidiji (5).

Lije¢enje se znacajno razlikuje obzirom na rizi¢ne skupine. Nisko rizi€ni bolesnici
mogu se pratiti bez lijecenja ili se lijeCe samo kirurSkim zahvatom. Srednje rizi¢ni bolesnici
lijeCe se kirurS§kim zahvatom i kemoterapijom. NajceS¢e koriSteni kemoterapeutici su:
cisplatin, etopozid, doksorubicin, ciklofosfamid i vinkristin (23). Kombinacija topotekana i
ciklofosfamida koja se koristila u slucajevima relapsa, uvrstena je u agresivno indukcijsko
lijeCenje visoko rizi€nih neuroblastoma (24). Visoko rizi€ni bolesnici osim kirurSkim
zahvatom, lijjee se intenzivnom kemoterapijom, radioterapijom, metajodobenzilgvanidin
(MIBG) terapijom, transplantacijom krvotvornih mati¢nih stanica i bioloSkom terapijom 13-
cis-retinoi¢nom kiselinom (5,25). ldeja o eliminaciji rezistentnih tumorskih klonova pomocu
supraletalne kemoterapije potjece joS od 1980.g. To je sada ve¢ rutinsko lijeCenje visoko

rizi¢nih neuroblastoma, a sastoji se od megadozazne kemoterapije, kao konsolidacije remisije,



nakon koje slijedi spasavanje autolognim krvotvornim mati¢nim stanicama (26). Unato¢ ovoj
terapiji koja je relativno uspjeSna, mogué je relaps. Zbog toga se nakon transplantacije
minimalna ostatna tumorska bolest tretira s retinoidima. To dovodi do sazrijevanja tumorskih

stanica, a lijeCenje retinoidima povezano je i s inhibicijom tumorske angiogeneze (27).

Navedene klasifikacije doprinijele su poboljsanju lijecenja bolesnika s neuroblastomom,
ali unato¢ tome ostaju losi rezultati prezivljavanja bolesnika s visoko invazivnim, agresivnim
oblikom bolesti koji zahtijevaju uvodenje novih nacina lije¢enja. Eksperimentalni protokoli
lijeCenja visoko rizi¢nih neuroblastoma uklju¢uju primjenu antigangliozid-GD2 protutijela u

kombinaciji s interleukinom-2 (5).

Mehanizam invazije neuroblastoma u fazi je aktivnog istraZivanja. Sposobnost
neuroblastomskih stanica da koloniziraju udaljene organe kao §to su koStana srz i kost,
rezultat je bliske intereakcije izmedu tumorskih stanica i mikrookolisa. Opcenito se moze reci
da kostani mikrookoli§ posjeduje jedinstvene bioloske osobine koje omogucuju cirkuliraju¢im
tumorskim stanicama naseljavanje, prezivljavanje, proliferaciju i kostanu destrukciju. Proces
stvaranja koStanih metastaza kod neuroblastoma prikazan je na slici 5. Smatra se da
prevencija naseljavanja tumorskih stanica u koStanu srz davanjem bisfosfonata moze biti
dobar terapijski pristup bolesnicima koji su kod postavljanja dijagnoze ve¢ imali metastaze u

koStanoj srzi (28,29).



Visestupnjevani proces stvaranja kostanih metastaza kod neuroblastoma
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Slika 5. ViSestupnjevani proces nastanka koStanih metastaza kod neuroblastoma. Unutar
primarnog tumora neke neuroblastomske stanice doZive genetske i epigenetske promjene, te
dobiju metastatski fenotip. Da bi migrirale, tumorske stanice gube medustani¢nu adheziju,
smanjuju ekspresiju a5B1 integrina, a povecavaju ekspresiju avf3 integrina. One izlucuju
MMP i uPA da bi mogle penetrirati kroz bazalnu membranu, nakon ¢ega ulaze u cirkulaciju i
stvaraju tumorske emboluse. SDF-1 kemijski privlaci cirkulirajuc¢e tumorske stanice u kostanu
srz. Unutar mikrookoli$a koStane srzi, neuroblastomske stanice reagiraju sa stanicama strome,
osteoblastima i upalnim stanicama. Pomo¢u BDNF, IGF-1, IL-6, IL-6, TNF-a, neuroblastomske
stanice rastu, izmicu apoptozi i poti¢u sazrijevanje osteoklasta. Tako potaknuto razaranje kosti
uzrokuje oslobadanje ¢imbenika rasta koji su potrebni za daljnji tumorski invazivni proces.

Skraéenice: MMP (matriks metaloproteinaze); uPA (urokinaza-tip plazminogen aktivator);
SDF-1 (¢imbenik 1 deriviran iz stromalnih stanica); BDNF (neurotrofi¢ni ¢cimbenik deriviran iz
mozga); IGF-I (inzulinu slican ¢imbenik rasta 1 a); IL-6 (interleukin-6); TNF-a (tumorski
¢imbenik nekroze o)

Adaptirano iz : Ara T i sur. (28)



Tumorska angiogeneza blisko je vezana s procesom metastaziranja. Ona je uklju¢ena u
proces metastaziranja na mjestima ulaska tumorskih stanica u krvne zile, te na mjestima
metastatskog rasta. Za uspjesSno stvaranje metastaza potrebni su: 1) angiogeneza u primarnom
tumoru; 2) poremecaj kohezivnih molekula tumorskih krvnih zila; 3) embolizacija tumorskih
stanica; 4) zaustavljanje i vezanje za kapilare udaljenih organa; 5) ekstravazacija i
proliferacija u parenhimu tih organa; 6) ponovno uspostavljanje angiogeneze kada je

tumorska metastaza ve¢a od 1-2 mm® (30).

1.2. Angiogeneza

Prve spoznaje o stvaranju tumorskih krvnih zila objavio je Judah Folkman 1962.¢.
(slika 6). Proces tumorske angiogeneze opisao je kao “pupanje* novih krvnih Zila iz ranije

postojecih procesom migracije i proliferacije endotelnih stanica, te stvaranjem tubula (31).

Slika 6. Kirurg Judah Folkman objavio je 1962. god. prve spoznaje o stvaranju tumorskih krvnih Zila.

Danas je Siroko prihvacena ¢injenica da solidni tumori trebaju neovaskularizaciju za rast
veéi od 2-3 mm? 1 za metastatsko Sirenje. Iznad kriti€nog volumena, dostupnost hranjivih
tvari 1 kisika u tumoru je ogranicena zbog kompeticije izmedu aktivnih proliferirajucih
tumorskih stanica, te zbog visokog intersticijskog tlaka i oteZane difuzije metabolita. (32).
Posljedica toga je angiogeni ,,swich®. Tumorske stanice stvaraju novi sustav opskrbe krvlju iz

ranije postojece vaskulature (slika 7).
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Slika 7. Shematski prikaz tumorske angiogeneze i vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta
(VEGF-a). Stvaranje novih krvnih zila iz ranije postojec¢ih pod utjecajem VEGF-a

Adaptirano iz: www.ResearchVEGF.com

Razvoj tumorskih krvnih zila dovodi do prelaska iz stanja hiperplazije u neoplaziju, te
iz stanja stani¢ne multiplikacije u nekontroliranu proliferaciju. Neovaskularizacija potice

diseminaciju tumora i $irenje metastaza (33).

Za sada znamo da tumor moze stec¢i svoje krvne zile ,,pupanjem* endotelnih stanica;
uporabom ve¢ postoje¢ih krvnih zila (vaskularna koopcija); intususceptivnim
mikrovaskularnim  rastom  (stvaranjem transluminarnih  formacija);  postnatalnom
vaskulogenezom (koriste¢i endotelne progenitorske stanice); glomeruloidnom angiogenezom
(tumorske vaskularne formacije podsje¢aju na glomerule bubrega); te vaskulogenom
mimikrijom (tumorske stanice imitiraju aktivnost endotelnih stanica i sudjeluju u procesu
neovaskularizacije) (34-47). Na slici 8 prikazani su razli¢iti mehanizmi tumorske angiogeneze
(48).
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Slika 8. Razli¢iti mehanizmi tumorske vaskularizacije. Prikazano je Sest razli¢itih tipova
vaskularizacije kod solidnih tumora: angiogeneza nastala procesom pupanja, intususceptivna
angiogeneza, regrutiranje endotelnih progenitorskih stanica, koopcija krvnih zila, vaskulogena
mimikrija i limfangiogeneza.

Adaptirano prema: Hillen F i sur. (48)

Svi ovi mehanizmi su medusobno povezani i zajednicki sudjeluju u tumorskoj angiogenezi.
Tumorska angiogeneza zapoc€inje proliferacijom 1 migracijom endotelnih stanica, nakon cega
slijedi ,,prekrivanje” endotelnih stanica pericitima, te stvaranje tubula. Periciti su
adventicijske stanice lokalizirane unutar bazalne membrane kapilara. To su kontraktilne
stanice koje stabiliziraju zid krvnih Zila 1 sudjeluju u regulaciji protoka krvi kroz
mikrocirkulaciju (34). Karakteristika tumorskih krvnih Zila je tanak zid, tortuotian izgled, u
pojedinim dijelovima nedostatak pericita 1 varijacije u promjeru. Izmedu endotelnih stanica
nalazi se bezbroj praznina. Zid krvne Zile je mozai¢an i moze se sastojati od endotelnih 1

tumorskih stanica (slika 9A). Na slici 9B prikazan je model tumorske angiogeneze (49).
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Slika 9. Mehanizam tumorske angiogeneze. A: shematski prikaz tumorske krvne zile (zeleno
»hormalne* tumorske stanice; crno nekrotiéne tumorske stanice). Zapaza se tanak zid,
tortuotican izgled, nedostatak pericita 1 varijacije u promjeru. Izmedu endotelni stanica nalazi
se bezbroj praznina. Zid krvne zile je mozaican i moze se sastojati od endotelnih i tumorskih
stanica. B: model tumorski inducirane neovaskularizacije. Na i, pocetni avaskularni tumor
raste sve dok unutra$njost tumora ne postane hipoksi¢na i dok ne pocne stimulirati stvaranje
angiogenih ¢imbenika kao $to su VEGF, FGF i IL-8. Na ii, tumor raste na postojecoj krvnoj
zili. Uskoro tumor inducira Ang2 ekspresiju na postojecoj krvnoj Zili i ona regredira. Tumor
postaje avaskularan, te stimuliranjem angiogenih ¢imenika kao na i, poti¢e stvaranje novih
krvnih zila (49).

Skraéenice: VEGF ( vaskularni endotelni ¢imbenik rasta); FGF ( fibroblastni ¢imbenik rasta);
IL-8 (interleukin-8); Ang 2 (angiopoetin 2).

Adaptirano prema: Papetti M i sur. (49)
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Proces angiogeneze reguliran je stimuliraju¢im i inhibiraju¢im molekulama koje
stvaraju tumorske stanice, stromalne stanice, kao i organ specificni okolis. Na tablici 2

prikazani su najvazniji ¢cimbenici rasta koji stimuliraju angiogenezu (16).

Tablica 2. Proangiogeni ¢imbenici rasta

Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (engl. Vascular endothelial growth factor — VEGF) /
Vaskularni ¢cimbenik permeabilnosti (engl. Vascular permeability factor - VPF)
Placentalni ¢imbenik rasta (engl. Placenta growth factor - PIGF)

Bazi¢ni fibroblastni ¢imbenik rasta/fibroblastni ¢imbenik rasta-2 (engl. Basic fibroblast
growth factor / Fibroblast growth factor-2 - bFGF/FGF-2)

Fibroblastni ¢imbenik rasta-3 (engl. Fibroblast growth factor-3 - FGF-3)
Transformirajuci ¢cimbenik rasta-f (engl. Transforming growth factor-ff - TGF-3)
Epidermalni ¢imbenik rasta (engl. Epidermal growth factor - EGF)

Hepatocitni ¢cimbenik rasta (engl. Hepatocyte growth factor - HGF)

Trombocitni derivirani ¢imbenik rasta (engl. Platelet Derived Growth Factor - PDGF)
Angiopoetin-1 (Ang-1)

Granulocitno makrofagnih kolonija stimulirajuci ¢imbenik (engl. Granulocyte-Macrophage
Colony Stimulating Factor - GM-CSF)

Eritropoetin (Epo)

Interleukin-8 (IL-8)

Adaptirano prema: Ribatti D i sur. (16)

Osim c¢imbenika koji stimuliraju angiogenezu, postoje 1 ¢imbenici koji inhibiraju

angiogenezu. Izmedu ostalog, tu spadaju trombospondin, angiostatin i endostatin (16).
1.2.1. VEGF i VEGF receptori u tumorskoj angiogenezi

Velika paznja je usmjerena na obitelj VEGF-a i receptore tirozin kinaza preko kojih
VEGF ostvaruje svoje proangiogeno djelovanje (Slika 10). VEGF ligandi i receptori su
kljuéni regulatori vaskulogeneze, limfangiogeneze i vaskularne permeabilnosti kod svih
vertebrata. To je skupina strukturalno slicnih molekula koja ukljucuje: VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D i PIGF. Najvazniji medijator tumorske angiogeneze je VEGF-A, Kkoji je
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sinonim za VEGF. VEGF pretezno djeluje preko VEGF receptora 2 (VEGFR-2), koji je
povisen na endotelnim stanicama koje su ukljucene u angiogenezu, kao i na cirkulirajué¢im
endotelnim progenitorskim stanicama koje potjecu iz kostane srzi (50). VEGF cirkulirajuce
izoforme (VEGF 121 i VEGF 165) preko VEGFR-2 signaliziraju proces ,,pupanja zila“ (engl.
sprouting angiogenesis). VEGF je izrazen u mnogim vrstama ljudskih tumora, a njegova
povecéana ekspresija je najce$ée povezana s loSom prognozom. Indukcija povecane ekspresije
VEGF-a moze biti uzrokovana velikim brojem epigenetskih ¢imbenika kao $to su hipoksija,
nizak pH, inflamatorni citokini (npr. interleukin-6), ¢imbenici rasta kao §to je bFGF, spolni
hormoni i kemokini (npr. ¢imbenik 1 deriviran iz stromalnih stanica, engl. stromal-cell-
derived factor 1 — SCDF 1). Ostali ¢imbenici ukljuCuju genetske promjene kao §to su
aktivacija onkogena i inaktivacija / gubitak tumor supresorskih gena (slika 10) (51).
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Slika 10. Obitelj molekula i receptora VEGF-a, njihova indukcija i u¢inak

Skracenice: VHL - Von Hippel-Lindau; PTEN — fosfataza i tenzin homolog (engl.
phosphatase and tensin homolog); EGFR — receptor epidermalnog ¢imbenika rasta (engl.
epidermal growth factor receptor); HER2 —receptor 2 humanog epidermalnog ¢imbenika
rasta (engl. Human Epidermal growth factor Receptor 2); NRP - neuropilin-1; MAPK-
mitogen-aktivirana protein kinaza (engl. mitogen-activated protein kinase); PKC - protein
kinaza C; PLCy - fosfolipaza Cy

Adaptirano prema: Kerbel R, Folkman J. (51)

Mehanizam djelovanja obitelji VEGF-a i njihovih receptora u tumorskoj angiogenezi prikazan
jeinaslici 11 (52).
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Slika 11. Djelovanje obitelji VEGF-a i njihovih receptora u tumorskoj angiogenezi. VEGF
stimulira VEGFR-1 i VEGFR-2 na endotelnim stanicama, te uzrokuje proliferaciju endotela,
migraciju, prezivljavanje i vaskularnu permeabilnost. Sve to dovodi do razvoja tumorske
angiogeneze. VEGF takoder privlac¢i endotelne progenitorske stanice i VEGFR 1+ mijeloidne
stanice na mjesto tumorske neovaskularizacije. VEGF-C i VEGF-D reagiraju s VEGFR-3 na

povrsini limfatickih endotelnih stanica dovodeci do razvoja tumorske limfangiogeneze.
Skracenice:VEGFR-1 ( VEGF receptor-1); VEGFR-2 (VEGF receptor-2); EPC (endotelna
progenitorska stanica).

Adaptirano prema: Hicklin DJ, Ellis LM. J (52)

Kao $to je ve¢ navedeno, hipoksija, svojstvena solidnim tumorima , inducira stvaranje
VEGF-a. To se ostvaruje pomocu transkripcijskog hipoksija induciraju¢eg ¢imbenika la
(engl. hypoxia-inducible factor-/a - HIF-1a) 1 transkripcijskog hipoksija inducirajuceg
¢imbenika 2a (engl. hypoxia-inducible factor-2a - HIF-2a). HIF-1a aktivira transkripciju
gena koji su ukljuceni u krucijalne aspekte tumorske biologije, ukljuujuéi angiogenezu,
stani€no preZivljavanje, metabolizam glukoze i invaziju. U pretklinickom istraZivanju
inhibicija HIF-1 aktivnosti znacajno utjece na tumorski rast. Identifikacija HIF-1 inhibitora

mogla bi pridonijeti poboljSanju lijeCenja tumora (53).

Vezanje VEGF-a za VEGFR-2 uzrokuje kaskadu razli¢itih signalnih puteva (50). To
rezultira poremecajem regulacije gena ukljucenih u proliferaciju i migraciju endotelnih

stanica, njihovo prezivljavanje i vaskularnu permeabilnost. VEGF receptori su lokalizirani na
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povrsini endotelnih stanica. Takoder mogu biti prisutni i intracelularni (intrakrini) VEGF
receptori (VEGFR-2) koji induciraju prezivljavanje endotelnih stanica. Vezanje VEGF-C za
VEGFR-3 potice razvoj limfangiogeneze. VEGF 165 moze se vezati za neuropilinske (NRP)
receptore koji mogu djelovati kao koreceptori sa VEGFR-2 (slika 10 i 11) (54).

Utjecaj VEGF-a na tumorski rast objasnjavao se parakrinim mehanizmom, odnosno
posljedicom aktiviranja angiogeneze. Smatralo se da tumorske stanice proizvode VEGF, ali
ne mogu na njega odgovoriti direktno zato Sto nemaju VEGF receptore na povrsini svojih
stanica. Suprotno tome, endotelne stanice uklju¢ene u angiogenezu imaju velik broj VEGF
receptora, ali uglavnom ne stvaraju VEGF. Ipak, naknadno je otkriveno je da stanice mnogih
tumorskih tipova mogu imati izrazen VEGF receptor, tako da VEGF moze nekad djelovati i
kao direktni autokrini ¢imbenik tumorskog rasta. Ponekad VEGF receptor moze biti prisutan
c¢ak unutar tumorskih stanica gdje promovira stani¢no prezivljavanje intrakrinim
mehanizmom  $to je dokazano kod tumora dojke. Takoder je otkrivena uloga NRP u
tumorskoj angiogenezi (slika 10) (55). Ovi transmembranski receptori vezu VEGF 165
(varijanta VEGF-A), te tako moduliraju angiogenezu. Takoder mogu djelovati kao

koreceptori VEGFR-2. Zbog toga su potencijalni ciljevi nove antiangiogene terapije (56).

Cirkuliraju¢i VEGF 1 solubilni oblik VEGFR-2 upotrebljavaju se kao surogat biljezi
antiangiogene aktivnosti lijekova. (57,58). Mjerenje ovih molekula u krvi upotrebljava se kod
odredivanja optimalne bioloske doze lijeka koji djeluje ciljano na VEGFR-2 (57).
Odredivanje cirkuliraju¢eg VEGF u kompleksu s VEGF antagonistom pod nazivom VEGF
zamka (engl. VEGF trap), pokazao se takoder kao dobar nain predvidanja blokade

angiogeneze (59).
1.2.2. ,,Tie-2-angiopoetin“ signalni put

Drugi signalni put receptora tirozin kinaze provodi se pomocu tie-2, receptora tirozin
kinaze izraZzenog na vaskularnom endotelu. Angiopoietin-1 ( ang-1) i angiopoietin-2 (ang-2)
su dva glavna liganda za tie-2. (60,61). Ang-1 djeluje kao agonist, a ang-2 djeluje kao
antagonist.  Ipak, ang-2 moze promovirati angiogenezu u suradnji s VEGF-om. Ovi

angiopoetini zajedno s VEGF-om sudjeluju u stabilizaciji i sazrijevanju novih kapilara (51).
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1.2.3. ,,Notch—Delta like Ligand 4“ signalni put

To je novootkriveni signalni put angiogeneze na kojeg je zbog njegove vaznosti
usmjerena velika paznja (62-66). Notch stani¢ni receptori su izrazeni na razli¢itim stanicama,
te su ukljuCeni u prezivljavanje stanica, diferencijaciju i proliferaciju. Oni reagiraju s
transmembranskim ligandima. Vaskularne endotelne stanice posjeduju Notch 1 i Notch 4
receptore i ligande DII1, DIl4, DII3, jagged 1, jagged2 (63-67). Indukcija DIl4-notch signala
djeluje ,,prigusujuce na angiogenezu s ciljem prevencije ekscesivnog stvaranja krvnih Zila i
omogucéavanja pravilnog razvoja novih krvnih zila. Blokiranje DIl4-notch signala uzrokuje
pojacanu tumorsku angiogenezu, a vecina tako novoformiranih krvnih Zila je abnormalna i
afunkcionalna u smislu drastiénog smanjenja priljeva krvi. To povecava hipoksiju i
onemogucava progresiju tumora. Kombinirana uporaba anti-VEGF i anti-DIl4 protutijela
moze biti efikasnija nego pojedinacna, a tumori rezistentni na anti-VEGF lijekove mogu se

lijeciti s lijekovima koji neutraliziraju DII4 signalni mehanizam (68).

1.2.4. Angiogeneza i cirkulirajuce derivirane stanice iz koStane srzi

Mnogi tipovi stanica mogu se mobilizirati iz koStane srZi, te ,,udomiti* na mjestima
novostvorenih krvnih zila gdje pojacavaju angiogeni proces (slika 11). Tu spadaju razlicite
krvotvorne stani¢ne populacije (CD45+), a vecina njih su monocitoidne i mijeloidne stanice
koje posjeduju endotelne stani¢ne biljege kao Sto su VE-cadherin, VEGFR-1, VEGFR-2 i tie-
2 (69-73). One takoder posjeduju receptore za kemokine kao §to je CXC kemokin receptor 4
(engl. CXC chemokine Receptor - CXCR4), koji veze ¢imbenik 1 deriviran iz stromalnih
stanica (engl. stroma derived factor 1 - SDF-1, zove se takoder CXCL12). To je kemokin
koji privla¢i limfocite i druge tipove stanica. Neutrofili i makrofazi imaju takoder
proangiogena svojstva. Na kraju, postoje i nekrvotvorne stanice (CD45-) u kostanoj srzi. To
su cirkuliraju¢e endotelne progenitorske stanice. One se vezu za zid novostvorenih ,,aktivnih*
krvnih zila gdje se diferenciraju u endotelne stanice (74). Ugradnja endotelnih progenitorskih
stanica u novoformirane tumorske Zzile utjeCe na progresiju tumora, odnosno stvaranje
tumorskih metastaza (75). Kemoterapija ciklofosfamidom u maksimalnim toleriraju¢im

dozama moze mobilizirati cirkuliraju¢e endotelne progenitorske stanice iz koStane srzi, te
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pridonijeti porastu tumora. Suprotno tome, redovito davanje manje toksi¢nih doza
kemoterapije prevenira mobilizaciju cirkuliraju¢ih edotelnih progenitorskih stanica, a moze
djelovati ne samo protiv endotelnih progenitora, nego i protiv diferenciranih endotelnih
stanica tumorske vaskulature (76,77). Poznato je da izrazito male, necitotoksi¢ne doze
kemoterapije kao S§to su vinblastin, topotekan, kamptotekan 1 paklitaksel u obliku

metromonicne terapije mogu blokirati tumorsku angiogenezu (16).

Kod bolesnika koji su primili visoko dozaznu kemoterapiju treba biti kriti¢an kod
odluke o davanju krvotvornih ¢imbenika rasta zato Sto Cimbenik stimulacije kolonija
granulocita (engl. granulocyte colony stimulating factor - G-CSF) moze mobilizirati
endotelne progenitorske stanice i  CD11b+ pozitivne i Grl+ pozitivne mijeloidne

supresorske stanice koje mogu potaknuti tumorsku angiogenezu (78,79).

1.2.5. VEGF kao meta antiangiogenog lije¢enja

Opcenito, sve je vise evidentno da spojevi koji sprje€avaju stvaranje krvnih Zila
takoder zaustavljaju i tumorski rast (80). Ve¢ vise od 15 godina VEGF se istrazuje kao meta
antitumorskog lijeCenja, a rane studije su pokazale da blokiranje VEGF liganda
monoklonskim protutijelom moze rezultirati jakom supresijom tumorskog rasta (81).
Razli¢ita predklini¢ka istrazivanja su pokazala uspjesnu blokadu u smislu redukcije
»pupanja“ tumorskih krvnih Zila, te normalizacije aberantnih tumorskih krvnih Zila (82).
Redukcija tumorske angiogeneze dovela je do smanjenja tumorskog rasta kod velikog broja
razli¢itith tumora. VEGF je opisan kao nezavisan prognosticki ¢imbenik kod raznih tumora
odrasle dobi kod kojih su postignuti i prvi uspjesni terapijski rezultati primjene bevacizumaba
(83-90). Bevacizumab je monoklonsko protutijelo koje neutralizira VEGF, te sprjecava
njegovo vezanje za receptore VEGFR-1 i VEGFR-2 (91). Pretklini¢ki rezultati su potvrdeni
uspjeSnim fazama 3 klinickih pokusa s anti —~VEGF agensima u razli¢itim tipovima tumota
odrasle dobi ukljucujuci kolorektalni karcinom, karcinom bubrega i karcinom dojke (83-90).
Bevacizumab je prvi inhibitor angiogeneze odobren od FDA (Food and Drug Administration,
SAD) za lijecenje uznapredovalog kolorektalnog karcinoma. Kasnije je odobren i za lijeCenje
metastatskog karcinoma dojke (HER-2-negativan), te karcinoma pluc¢a. Primjenjuje se u
obliku monoterapije ili u kombinaciji s polikemoterapijom. Najée$¢e nuspojave kod odraslih

bolesnika su hipertenzija 1 proteinurija, a znatno rjede su pluéna hemoragija i1
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gastrointestinalne fistule (91). Za razliku od tumora odrasle dobi, FDA jo$ nije odobrila
uporabu bevacizumaba u pedijatrijskoj onkologiji, $to je posljedica sporijeg napredovanja
klinickih istrazivanja u pedijatriji. Ali ipak, ve¢ postoje ohrabrujuéi rezultati prvih klinickih

istrazivanja bevacizumaba kod refraktornih solidnih tumora djecje dobi (92).

Inhibitori tirozin kinaze su monoklonska protutijela koja se mogu vezati za VEGFR-2.
Osim toga oni djeluju inhibirajuce i na tirozin kinazu receptora za PDGF, EGF, FGF. U

djecjoj onkologiji inhibitori tirozin kinaze su takoder u fazi klini¢kih istrazivanja (5).
1.2.6. Rezistencija na antiangiogene lijekove

Rezultati lijecenja inhibitorima angiogeneze u adultnoj onkologiji upuéuju na problem
rezistencije koji se razvija tijekom lije¢enja. Ovdje su navedena zapaZanja kod tumora odrasle
dobi. Za razliku od pedijatrijske onkologije, kod njih se otislo relativno daleko u spoznajama
o lijeCenju inhibitorima tumorske angiogeneze. Intrinzicka i steCena rezistencija na
antiangiogene lijekove moze biti znacajan problem. Intrinzicka rezistencija nastaje kada
tumori za opskrbu krvlju koriste od ranije postojeée krvne zile u organima bogatim
vaskulaturom ili ako na mjestima metastatskog rasta ne postoje VEGF i VEGF receptori (93,
94). Stecena rezistencija na anti-VEGFR-2 protutijela moze biti uzrokovana poveéanim
izlu€ivanjem stimulatora angiogeneze. Kao primjer za to je porast angiogenog stimulatora
bFGF unutar tumora nakon lijeCenja s anti-VEGFR-2 protutijelima. Taj porast najvjerojatnije
nastaje zbog povecanja terapijom uzrokovane hipoksije  (95). Takoder lijeCenje
bevacizunabom dovodi do porasta cirkuliraju¢eg PIGF, §to moZe uzrokovati rezistenciju na
lijekove (96). Primjena sunitiniba moze uzrokovati visoku razinu cirkuliraju¢eg PIGF, a
VEGF se vraéa na normalnu razinu za vrijeme pauze od lijedenja (97). Cak je moguée da dva
ili viSe tako induciranih ¢imbenika rasta djeluju sinergisticki u promoviranju tumorske
angiogeneze (98). SteCena rezistencija moze nastati i zbog selekcije tumorskih stanica s
genskim mutacijama kao $to je Tp53 koje mogu uzrokovati relativnu otpornost na hipoksiju.
Takve tumorske stanice mogu biti manje ovisne o opskrbi kisikom pomocu novoformiranih
krvnih Zila nego tumorske stanice bez mutacije (99). Jo$ jedan razlog rezistencije moze biti
brzo remodeliranje tumorskih krvnih zila kao posljedica antiangiogene terapije. Zrele
remodelirane krvne Zile su otporne na antiangiogene lijekove koji obicno djeluju na nezrele

krvne zile (100).
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1.2.7. Angiogeneza i tumorske mati¢ne stanice

U tumorima su otkrivene male populacije tumorskih mati¢nih stanica (101-103). One
utjeCu na rast tumora 1 uzrokuju rezistenciju na lijeCenje. Pretpostavlja se da konvencionalna
kemoterapija i drugi oblici lijeCenja ne utjeCu na tumorske mati¢ne stanice (103). One imaju
jaka tumorogena svojstva i pretpostavlja se da djeluju proangiogenetski. Smjestene su u
vaskularnim ,nisama“ (engl. vascular niche) veoma blizu krvnih Zzila. Pretklinicka
istrazivanja dokazala su da anti VEGF protutijela uniStavaju vaskularne ,,nise” i ciljaju
populaciju tumorskih mati¢nih stanica. Te stanice posjeduju visoku razinu VEGF-a, te se

pretpostavlja da su osjetljive na anti-VEGF terapiju (104).

1.3. Neuroblastom i angiogeneza

Razli¢iti angiogeni signalni putevi djeluju na razvoj angiogeneze kod neuroblastoma
(105). Kod neuroblastoma priroda angiogene ravnoteze je vrlo sloZena, sa spektrom
angiogenih stimulatora kao §to su VEGF, bFGF, PDGF, Ang-1, Ang-2 (106). Takoder su kod
neuroblastoma otkriveni i inhibitori angiogeneze poput tkivnog inhibitora metaloproteinaze-2
(engl. tissue inhibitor of metaloproteinase-2 - TIMP-2), pigmentnog epitelnog deriviranog
¢imbenika (engl. pigment epithelium-derived factor - PEDF) i sekretornog kiselog proteina
bogatog cisteinom (engl. secreted protein acidic and rich in cysteine — SPARC) koje izlu¢uju
Schwannove stanice (107). Navedeni ¢imbenici u neuroblastomskim stanicama utje¢u na
formiranje tumorskog fenotipa (106,107). Eggert i sur (2002) dokazali su u eksperimentalnom
modelu neuroblastoma s pozitivnom TrkA ekspresijom smanjenu ekspresiju angiogenih
¢imbenika kao 1 smanjenu tumorsku vaskularizaciju, te zakljucili da TrkA ekspresija inhibira

angiogenezu i tumorski rast (108).

Ribatti i sur. otkrili su da uznapredovali tumorski stadij neuroblastoma prati velika
mikrovaskularna gusto¢a, odnosno velika tumorska angiogeneza (109). Pretpostavlja se da je
proangiogeni fenotip prisutan kod visoko rizi¢nih neuroblastoma, a antiangiogeni fenotip kod
nisko rizi€nih oblika (110). Eggert 1 sur (2000) nasli su visoku ekspresiju proangiogenih
¢imbenika: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, bFGF, PDGF, Ang-2 u uznapredovalim
neuroblastomima (stadij 11 i 1V) za razliku od njihove niske ekspresije u lokaliziranom

obliku neuroblastoma (Stadij 1 i Il) (110). Pretpostavlja se da je aktivnost MYCN onkogena
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povezana sa visokom tumorskom vaskularnoscu, $to je posljedica inhibicije aktivina A koji je
inhibitor tumorske angiogeneze kod neuroblastoma (105). Langer | i sur (2000) zapazili su da
osim djelovanja na angiogenezu, VEGF moze djelovati na neuroblastomske stanice kao
autokrini ¢imbenik rasta (111). Sli¢no tome, Beierle i sur. (2002) dokazali su da VEGF kod
neuroblastoma ne sluzi samo za stimuliranje tumorske angiogeneze ve¢ i1 za inhibiciju
programirane stani¢ne smrti (apoptoze) (112). Wassberg i sur (1999) su u svom radu zapazili
da inhibicija tumorske angiogeneze inducira kromafinu diferencijaciju i apoptozu kod
neuroblastoma (113). Schwannove stanice kod nisko riziénih tumora stvaraju
antiproliferativne ¢imbenike, te ¢imbenike koji induciraju neuronalnu diferencijaciju. One
takoder mogu stvarati inhibitore tumorske angiogeneze kao S$to su tkivni inhibitor
metaloproteinaze-2 (engl. Tissue inhibitor of metalloproteinases-2 - TIMP2), PEDF i SPARC
(107). Peddinti R i sur. (2007) potvrdili su da angiogeneza igra vaznu ulogu u patogenezi
neuroblastoma, te da je proces drugacije reguliran u neuroblastomima siromasnim stromom u
odnos na one bogate stromom (114). Isti autori su nasSli znaajnu glomeruloidnu
mikrovaskularnu proliferaciju u neuroblastomima siroma$nim stromom. Interesantno je
zapazanje Noguera 1 sur. (2009) da su HIF-lo 1 HIF-2a razli¢ito regulirani kod
neuroblastoma. Visoka razina HIF-1a korelirala je s niskim stadijem i dobrim prezivljenjem u
odnosu na visoku razinu HIF-2a kojeg prati lose prezivljenje i slabija angiogeneza. HIF-1a

stimulira stvaranje VEGF-a kod akutne hipoksije, a HIF-2a kod kroni¢ne hipoksije (115).

Obzirom da prema vefem broju autora visoko rizi¢na bolest korelira s velikom
tumorskom vaskularno$éu, za pretpostaviti je da primjena inhibitora angiogeneze kod
neuroblastoma moze biti koristan dodatak sada$njim istraZzivackim programima lije¢enja. Iako
pretklinicka istraZivanja sugeriraju da antiangiogeno lijeCenje moze biti efikasno kod
neuroblastoma, preostaje procjena da li inhibicija angiogeneze predstavlja realan nacin

inhibicije tumorske diseminacije i stvaranja neuroblastomskih metastaza (116).

U prilog uspjesnosti anti VEGF lijjecenja govore rezultati | faze klini€kog istraZivanja
Djecje onkoloske skupine (engl. Children's Oncology Group study - COG study), gdje je
primjena humanog anti-VEGF protutijela kod pedijatrijskih refrakternih solidnih tumora dala
obecavajuce rezultate (93). Kao Sto je navedeno, zadnjih desetak godina objavljeno je vise

radova o vezi izmedu tumorske progresije i angiogeneze kod neuroblastoma u
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eksperimentalnim modelima in vitro i in vivo. Rezultati sugeriraju pozitivhu korelaciju

izmedu agresivnog tumorskog rasta i aktivne angiogeneze (27,117,112,113).

Za razliku od eksperimentalnih modela, rezultati klini¢kih studija o angiogenezi i
VEGF-u kod neuroblastoma nisu u potpunosti usaglaseni (115). Pocetna istrazivanja
pokazala su da je angiogeneza kod neuroblastoma glavni regulator tumorskog rasta i
metastaziranja, te vazan prognosticki ¢imbenik. Eggert i sur (2000) otkrili su da visoka
ekspresija proangiogenih ¢imbenika korelira s visokim tumorskim stadijem (110). Sli¢no
tome i1 Fakhari M i sur (2002) nasli su povezanost izmedu pozitivne ekspresije VEGF
receptora i loSijeg prezivljenja (118). Komuro i sur (2001) zapazili su da je samo VEGF-A
povezan s agresivnim neuroblastomom, za razliku od VEGF-C, bFGF ili trombocitnog
deriviranog endotelnog ¢imbenika rasta /  timidin fosforilaze (engl. platelet-derived
endothelial cell growth factor/thymidine phosphorylase - PD-ECGF/TP) kod kojih to nije
registrirano (119). Meitar i sur. (1996) u svom istrazivanju su dokazali da je tumorska
angiogeneza kod neuroblastoma korelirala s metastatskom boles¢u, MYCN amplifikacijom i
losim prezivljavanjem, a prognostic¢ki losa tumorska angiogeneza okarakterizirana je visokim
vaskularnim indeksom ( broj krvnih zila/mm?) i ,,disorganiziranom* vaskulaturom (120).
Fukuzawa M i sur. (2002) su zapazili da angiogeneza djeluje na progresiju neuroblastoma
parakrinim i autokrinim mehanizmom, te da ekspresija VEGF korelira s prognozom (121). Za
razliku od navedenog, Canete i suradnici (2000) koji su analizirali morfometrijske vaskularne
parametre kompjuterskim sustavom, nisu pronasli statisti¢ki znacajnu povezanost parametara
tumorske angiogeneze s vaznim pokazateljima kao Sto su stadij bolesti, histopatoloska slika,
MYCN amplifikacija, tumorska progresija i prezivljenje (122). Ootsuka i sur (2007) nisu nasli
signifikantnu povezanost izmedu vrijednosti VEGF-A, tumorskog stadija i prezivljenja (123).
Suprotno vec¢ini drugih istrazivaca, lzycka-Swieszewska i sur. (2007) pronasli su losije
prezivljavanje bolesnika s neuroblastomom koji su imali manju vaskularnost (124). Noguere i
sur (2009) u novijem istrazivanju nisu pronasli korelaciju ekspresije VEGF-a i tumorskog
stadija, kao niti vezu izmedu stupnja angiogeneze i tumorskog stadija, odnosno sveukupnog

prezivljenja (115).

Razli¢iti rezultati klini¢kih istrazivanja prognostickog znaCaja tumorske angiogeneze

kod neuroblastoma su djelomi¢no posljedica razli¢itih metodologija istrazivanja i relativno
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malih skupina ispitanika. Medutim, rezultati ovih radova uklapaju se u rezultate istrazivanja
tumorske angiogeneze kod drugih tumora. Naime, unato¢ velikom broju pocetnih potvrdnih
rezultata, i kod tumora odrasle dobi bilo je istrazivanja koja nisu registrirala povezanost
izmedu povecane tumorske vaskularnosti i loSeg prezivljenja (125-128). U nekim novijim
radovima zapazeno je da slabija tumorska vaskularnost prati loSije prezivljenje, a sitne,
nefunkcionalne tumorske krvne zile u sklopu velike tumorske mikrovaskularnosti mogu
otezati tumorski rast, te biti praéene boljim prezivljenjem (129). Ovo baca novo svjetlo na
tumorsku angiogenezu i govori da je problem tumorske angiogeneze mnogo kompleksniji
nego $to se u pocetku mislilo. To s punim pravom vrijedi za neuroblastom kod kojeg postoji
kompleksno regulirana neovaskularizacija. Zbog toga kao i zbog dobro poznate heterogenosti,
embrionalnog porijekla, te nekada nepredvidivog klinickog tijeka, istrazivanje tumorske
neoangiogeneze, njenih stimulatora 1 inhibitora kod neuroblastoma zahtijeva posebnu paznju
(33,130). Bolje razumijevanje znaenja ekspresije tumorske angiogeneze i VEGF-a, te
istrazivanje njihovog medusobnog odnosa kod razli¢itih skupina bolesnika s neuroblastomom,
moglo bi pridonijeti boljoj procjeni visoko rizi¢nih bolesnika s neuroblastomom, kao i

njihovom adekvatnijem lijecenju.

Antiangiogeno lijecenje kod neuroblastoma

Retinoidi

To je skupina ljekova koja po strukturi odgovara vitaminu A. Oni sudjeluju u kontroli
stani¢ne proliferacije, diferencijacije i fetalnog razvoja. Sintetski retinoid N-(4-hidroksifenil)
retinamid (fenretinid) umjereno je toksi¢an i u stanicama ljudskog neuroblastoma inducira
apoptozu. ViSe istraZzivanja je potvrdilo njegovo djelovanje mehanizmom inhibicije
angiogeneze, S§to se manifestira smanjenjem tumorske mikrovaskularnosti, smanjenjem
izlu¢ivanja VEGF-a i matriks metalo-proteinaze-2 (MMP-2) iz tumorskih stanica, kao i

smanjenjem proliferacije endotelnih vaskularnih stanica i VEGFR-2 ekspresije (27).

TNP-470

To je sintetski derivat fumagilina koji inhibira metionin-aminopeptidazu-2,
citoplazmatski enzim endotelnih stanica, stani¢nu proliferaciju i migraciju, te angiogenezu
(131). U wviSe predklinickih studija dokazana je njegova uspjeSnost u inhibiciji

neuroblastomskog rasta. Inhibicijom tumorske angiogeneze, TPN-470 putem metabolickog
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stresa uzrokuje kromafinu diferencijaciju i apoptozu kod neuroblastoma. Pretpostavlja se da
bi ga bilo koristno upotrijebiti izmedu ciklusa indukcijske terapije ili na kraju citostatske
terapije, kao adjuvantnu terapiju kod bolesnika s visoko rizi¢nim neuroblastomom, naro¢ito

na razini minimalne ostatne tumorske bolesti (27).
Talidomid

Talidomid je prije viSe od 40 godina koriSten kao sedativ. Zbog teratogenih efekata
izbacen je iz uporabe, da bi se nakon dugo vremena ponovo poceo koristiti, ali ovaj put za
lijeGenje refraktornih multiplih mijeloma kao inhibitor tumorske angiogeneze (132). U
pretklinickim istrazivanjima neuroblastoma, talidomid je inhibirao angiogenezu, ali uz

neznacajno smanjenje tumorskog rasta (27).
Anti-VEGF i anti-VEGFR-2 protutijela

Kao $to je ve¢ re¢eno,VEGF je glavni medijator tumorske vaskularizacije, te postoje
protutijela koja direktno djeluju na VEGF i ona koja djeluju na njegove receptore. No,
djeluju¢i na VEGF, moguca je pojava rezistencije, te izluCivanje alternativnih ¢imbenika rasta
koji stimuliraju tumorsku neovaskularizaciju. U eksperimentalnim modelima neuroblastoma
dokazano je da anti-VEGF protutijela djelomi¢no suprimiraju tumorski rast (133). Na istom
modelu je dokazano da topotekan sa ili bez anti-VEGF protutijela znacajno suprimira
neuroblastomski rast. Kombinacija topotekana s anti-VEGF protutijelom znacajno vise
sprjeCava ponovni tumorski rast nego samo anti-VEGF protutijelo. Takoder neke dosadasnje
studije upucuju da bi antiangiogeno lijeCenje bevacizumabom i nekim drugim inhibitorima
angiogeneze bilo korisno izmedu ciklusa intenzivne kemoterapije (105). U eksperimentalnom
modelu neuroblastoma kontinuirano davanje malih doza vinblastina u kombinaciji s
monoklonalnim anti-VEGFR-2 protutijelom dovelo je do znacajne regresije i nestanka
tumorske vaskulature. Navedeno lijecenje nije bilo pra¢eno toksi¢noscu i nije dovelo do

pojave rezistencije unato¢ dugotrajnoj primjeni koja je trajala vise od 6 mjeseci (134).
Endostatin

Endostatin, fragment dobiven iz C-terminalne regije kolagena XVIII, inhibira
proliferaciju endotelnih stanica in vitro i angiogenezu in vivo (135). Efikasnost endostatina u
eksperimentalnom neuroblastomu bila je samo djelomi¢na, odnosno rast tumora bio je samo

usporen (136).
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1.4. Dileme i ogranicenja u istraZivanju tumorske angiogeneze

Moguénost uporabe tumorske angiogeneze kao prognostickog biljega limitirana je
metodologijom istrazivanja. Oc¢ito je da na rezultate analize tumorske angiogeneze utjece
tehnika koja je upotrebljena za identifikaciju i kvantifikaciju kapilara ukljucujuéi izbor

endotelnog protutijela.

Za imunohistokemijsko bojenje endotela krvnih zila moze se upotrijebiti vise razlicitih
protutijela, a svaki od njih osim prednosti ima i mane. Anti—-CD31 prepoznaje vecinu kapilara
I pomoc¢u njega moze se pouzdano uciniti imunohistokemijsko bojenje tkiva koje je fiksirano
u formalinu i uklopljeno u parafin. Lo$a osobina mu je da reagira s plazma stanicama §to
moze otezati identifikaciju vaskularnog endotela kod tumora koji imaju u podlozi jaku
plazmacelularnu upalu (137). Upotrebom CD31 protutijela kao endotelnog biljega, podrucja
tumora s jakom upalnom infiltracijom mogu se na malom povecanju mikrosopa prikazati
slicno kao jaka vaskularna podruéja ( vruce to¢ke). Druga losa osobina CD31 protutijela je
gubitak antigena $to je uzrokovano fiksativom koji sadrzi octenu kiselinu (129). Protutijelo
prema Faktor VIII srodnom antigenu identificira samo odredenu proporciju vaskularnog
endotela, tako da nije pogodno za procjenu sveukupne tumorske vaskularnosti. CD34
protutijelo pokazalo se kao dobar endotelni biljeg koji dobro boji novoformirane krvne Zile, a
veoma slabo pozadinu (122,138). Ipak, CD34 protutijelo osim vaskularnog endotela boji i
perivaskularne stanice strome, te je zapazeno da boji veliki broj stromalnih neoplazmi
(139,140). Vazno je istaknuti da niti jedan od navedenih endotelnih biljega ne moze
razlikovati ,, mirni* vaskularni endotel u odnosu na aktivirani / proliferiraju¢i endotel. Za
razliku od njih, anti-CD105 protutijelo ( endoglin) ¢ini se sposobno razlikovati ,,mirni
endotel u odnosu na aktivni, proliferiraju¢i endotel. CD105, protein induciran hipoksijom, te
povezan s proliferacijom, izraZen je na aktiviranom endotelu koji sudjeluje u angiogenezi,
narocito kod tumora, a slabo je prisutan u krvnim zilama normalnog tkiva (141-144). Ipak,
najveéi broj autora koji su istrazivali tumorsku angiogenezu koristilo je CD34 protutijelo
(145-153). U radu Toninija i suradnika 2003, komparacijom CD31, CD34 i CD105
protutijela s preZivljenjem kod karcinoma pluéa, jedino je CD34 protutijelo pokazalo

prognosti¢ku vrijednost (154).
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Analiza tumorske angiogeneze ovisna je i o topografiji, odnosno podru¢ju tumorskog
tkiva koje se analizira. Razlikuju se tumorske krvne Zzile koje opskrbljuju rub tumorske
invazije (zone interakcije tumora i normalnog tkiva), u odnosu na one koje opskrbljuju
unutrasnjost tumora. Podrucje periferije tumora sastoji se od kapilara s endotelnim stanicama
koje potjecu od krvnih zila koje su postojale 1 prije pojave tumora. Suprotno tome, srediSnje
podrudje tumora sadrzi endotelne strukture izgleda ,,tubusa®, kao i ,,pseudovaskularne kanale*
koji se sastoje od tumorskih stanica, a ne od endotelnih stanica. Razvoj tih formacija poznatih
kao vaskulogena mimikrija induciran je direktno tumorskim stanicama, a ne ekspresijom
endogenih c¢imbenika (put neovisan o angiogenezi). lako se ,vruée tocke“ vide i u
unutrasnjosti tumora, one su ipak najvise prisutne na rubovima tumora. Vaskularna gustoca je
visoka u rubnim podru¢jima tumora, a smanjuje se prema unutraSnjosti tumora, a to

smanjenje vaskularne gustoce ovisi i o vrsti tumora (129).

Na rezultate analize tumorske angiogeneze utjece i izbor vaskularnih parametara; da li
je analiza tumorskih vaskularnih parametara ué¢injena kompjuterskom slikovnom analizom ili
vizualnom analizom patologa; da li je analiza u€injena ciljano u ,,vrué¢im tockama* (engl. hot
spots) tumorske angiogeneze ili na ,random poljima“, odnosno na cijelom
imunohistokemijskom preparatu (120,122,138) Vazne su grani¢ne definirane (engl. cut- off)
vrijednosti koje se upotrebljavaju u korelacijskoj analizi s klinic¢kopatoloSkim varijablama 1

prezivljenjem (138).

Kao §to je ve¢ navedeno, iako postoji opc¢i stav da tumori s ve¢om gustocom kapilara,
(engl. microvessel density — MVD), odnosno izrazenijom angiogenezom imaju agresivniji
klini¢ki tok, postoje istrazivanja koja nisu dokazala da je veca tumorska vaskularnost pracena
loSim prezivljavanjem. Takoder ima radova koji dokazuju povezanost slabije vaskularnosti i
loSijeg prezivljenja (114,115,120,122,124). Ova odstupanja ne mogu se opravdati samo
razli¢itim metodologijama istraZivanja. Problem tumorske angiogeneze nakon dugogodi$njih
studija na sve veéem broju ispitanika, pokazao se mnogo kompleksnijim nego Sto se u
pocetku pretpostavljalo. To nameée potrebu provodenja sveobuhvatnijih multicentricnih
istrazivanja tumorske angiogeneze koja bi osim §to veceg broja ispitanika, ukljucivala Sto veci

broj analiziranih ¢imbenika uz optimalno definirane metodoloske kriterije.
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2. HIPOTEZA | CILJEVI ISTRAZIVANJA

2.1. Hipoteza

Ekspresija VEGF-A i tumorska vaskularnost su prognosticki ¢imbenici rizika kod
bolesnika s neuroblastomom i predstavljaju bioloSke markere visoko rizi¢nih bolesnika.
Visoka ekspresija VEGF-A korelira s visoko izrazenom tumorskom vaskularnos¢u, a njihov

medusobni odnos bitan je za procjenu agresivnosti tumorskog fenotipa.
2.2. Glavni cilj

Cilj ovog istrazivanja je objektivizirati znacenje vaskularnih parametara i ekspresije
VEGF-A za prognozu bolesnika s neuroblastomom na uzorcima tumorskog tkiva kod

postavljanja dijagnoze.
2.3. Specifi¢ni ciljevi

1. Odrediti imunohistokemijsku ekspresiju VEGF-A semikvantitativnom metodom na
patohistoloskim uzorcima tumorskog  tkiva bolesnika kod postavljanja dijagnoze

neuroblastoma.

2. Analizirati tumorsku neoangiogenezu (prosjecnu vaskularnu povrsinu, prosjecni vaskularni
opseg, prosjecni najmanji vaskularni promjer, prosje¢nu udaljenost izmedu krvnih zila,

prosje¢nu vaskularnu volumnu frakciju) na istim uzorcima tumorskog tkiva.

3. Istraziti postojanje povezanosti izmedu parametara tumorske neoangiogeneze i ekspresije
VEGF-A.

4. Usporediti rezultate analize s relevantnim klini¢kim i laboratorijskim nalazima kao sto su

dob, mjesto ishodista tumora, stupanj prosirenosti bolesti i patohistoloski podtip tumora.
5. Usporediti promatrane ¢imbenike s rezultatima provedenih terapijskih postupaka.

6. Procijenili utjecaj tumorske neoangiogeneze i VEGF-A na tijek bolesti, odnosno

prezivljenje bolesnika.
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3. ISPITANICI, MATERIJAL | METODE

3.1. Ispitanici

Analizirano je 56 bolesnika s postavljenom dijagnozom neuroblastoma lije¢enih na
Klinici za djecje bolesti Zagreb od pocetka 1995.g. do kraja 2008.9., a koji nisu izgubljeni iz
pracenja. Bolesnici s patohistoloskim uzorcima koji su bili nedostatni za analizu, odnosno kod
kojih predvidenim imunohistokemijskim metodama nisu dobiveni jasni i pouzdani rezultati
nisu ukljuceni u istrazivanje. Uvrsteni su samo bolesnici koji su imali dovoljno klinickih i
laboratorijskih podataka. Prezivljenje bolesnika definirano je vremenom (u mjesecima) od
datuma postavljanja dijagnoze do zadnje kontrole na Klinici, odnosno do trenutka letalnog

ishoda. Vrijeme pracenja sveukupnog prezivljenja iznosilo je 60 mjeseci.
3.2. Materijal

Koristeni su patohistoloski preparati i uzorci tumorskog tkiva uzeti tijekom standardne
dijagnostic¢ke obrade kod postavljanja dijagnoze, a bili su pohranjeni na Zavodu za patologiju
Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu u obliku parafinskih kocki. U¢injena je ponovna

reevaluacija i dodatna imunohistokemijska obrada.
3.3. Metode

Analizirana je tumorska neoangiogeneza i ekspresija VEGF-A iz tumorskog tkiva
bolesnika kod postavljanja dijagnoze neuroblastoma imunohistokemijskim metodama uz
pomo¢ odgovarajuc¢ih monoklonskih protutijela. Za obradu su prikupljeni sljedeci podaci: dob
bolesnika kod postavljanja dijagnoze, spol, stupanj proSirenosti bolesti, mjesto ishodista

tumora, patohistoloski podtip tumorske bolesti, primjenjeno lijecenje 1 prezivljenje.
3.3.1. Kriteriji dijagnoze

Bolesnici su svrstani u skupine s obzirom na razli¢ite dijagnosticke patohistoloSke
podtipove prema Shimada klasifikaciji: Stroma siromasan - nediferencirani (engl. Stroma
poor - undifferentiated) podtip; Stroma siromasan - diferenciraju¢i (engl. Stroma poor -

differentiating) podtip; Stroma bogat - izmijesani (engl.Stroma rich - intermixed) podtip;
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Stroma bogat - dobro diferencirani (engl.Stroma rich - well differentiated) podtip; Stroma
bogat - fokalno nodularni (engl.Stroma rich - focal nodular) podtip (7,9). Bolesnici su takoder
podijeljeni u skupine prema Shimada Kklasifikaciji vezanoj za dob (engl. age-linked
classification of Shimada) na prognosticki povoljnu skupinu i prognosti¢ki nepovoljnu

skupinu (7).

Obzirom na stupanj proSirenosti tumora bolesnici su svrstani prema medunarodnom
sistemu odredivanja stadija za neuroblastom (engl. International Neuroblastoma Staging
System - INSS) u 1., 2., 3., 4.1 4. S stadij bolesti (5,11).

Bolesnike smo podijelili na one koji jesu i one koji nisu bili visoko rizi¢ni prema
kriterijima medunarodnih neuroblastomskih rizi¢nih skupina (engl. International
Neuroblastoma Risk Groups - INRG) (22,5). Visoko rizi¢ni su bili bolesnici s 4. stadijem
bolesti stariji od 1 godinu, te bolesnici s 3. stadijem i MYCN amplifikacijom. U skupinu koja
nije bila visoko rizi¢na spadali su: bolesnici s 1., 2. i 3. stadijem bez MYCN amplifikacije, kao

i dojencad s 4. i 4.S stadijem bez MYCN amplifikacije.

VEGF-A i tumorska neoangiogeneza istrazeni su u svakoj od navedenih skupina, kao i
kod razli¢itih dobnih skupina, skupina s obzirom na spol, skupina s razli¢itim mjestima
ishodista tumora, skupina kod kojih je i kod kojih nije provedena visokodozazna kemoterapija
s transplantacijom krvotvornih mati¢nih stanica, te je ispitan utjecaj njihovih razlika na

prezivljenje.
3.3.2. Postupci

Od identificiranih parafinskih blokova u kojima se nalazilo tumorsko tkivo fiksirano u
4% formalinu, ucinjeni su rezovi debljine 4 um za VEGF-A imunohistokemijsku analizu i
analizu tumorske neoangiogeneze CD34 monoklonskim protutijelom. Nakon deparafinizacije
1 rehidracije histoloSki rezovi za imunohistokemijsku analizu obradeni su metodom
razotkrivanja antigena. Proces se sastojao od kuhanja preparata u mikrovalnoj pec¢i snage
750W na temperaturi od 110°C u citratnom puferu u trajanju od 5 min. Nakon
deparafinizacije 1 razotkrivanja antigena, ohladeni rezovi su oprani u destiliranoj vodi i

fizioloskoj otopini puferiranoj fosforom (PBS). Nakon toga slijedilo je bojenje na Dako
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Autostaineru, automatiziranom stroju za imunohistokemijsko bojenje standardnom
imunohistokemijskom metodom (slika 12). Da bi se ponistila aktivnost endogene peroksidaze,

uzorci su prvo inkubirani s 3% vodikovim peroksidom u trajanju od 5 minuta.

Slika 12. Dako Autostainer
I1z: www2.kumc.edu/siddrc/histology/

VEGF-A imunohistokemijsko bojenje

Kao primarno protutijelo posluzilo je VEGF-A monoklonsko misje protutijelo (Dako,
M7273, Glostrup, Denmark ), u razrjedenju 1:25, a inkubacija je provedena %2 h na sobnoj
temperaturi. Mjesto vezivanja primarnog protutijela vizualizirano je streptavidin-biotin
tehnikom u kojoj je biotinizirano sekundarno protutijelo reagiralo s peroksidaza konjugiranim
streptavidinom (LSAB-+kit, Dako, K0690, Glostrup, Denmark ). Bojenje je zavrSeno nakon
inkubacije s diaminobenzidin (DAB) kromogenom otopinom (155). Prisustvo smedeg
precipitata smatralo se pozitivnim nalazom VEGF-A protutijela.

CD34 imunohistokemijsko bojenje

Kao primarno protutijelo upotrijebljeno je CD34 mis§je monoklonsko protutijelo (Dako,

M7168, Glostrup, Denmark) u razrjedenju 1:50 uz inkubaciju od 2 h na sobnoj temperaturi, a
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kao vizualizacijski sustav posluzio je EnVision-Detection System koji sadrzi proksidaza
konjugirani polimer koji je vezan sa sekundarnim protutijelom na miSje i zecje
imunoglobuline (Dako, K5007, Glostrup, Denmark). Nakon inkubacije s primarnim
protutijelom u Dako Autostaineru, slijedila je inkubacija s ozna¢enim polimerom. Bojenje je
zavrseno nakon inkubacije s DAB kromogenom otopinom, §to je rezultiralo smede obojenim

precipitatom na mjestu antigena.

Da bi se iskljucilo nespecifi¢no, lazno pozitivno bojenje, kao kontrola upotrijebljeno je
samo sekundarno protutijelo, odnosno zamijenjeno je primarno protutijelo nereaktivnim

serumom.
Analiza preparata

Imunohistokemijski preparati oznaeni VEGF-A monoklonskim protutijelom
analizirani su u tri vidna polja (x 200 povecanje). Mjesta vidljive nekroze 1 kalcifikacije
iskljuCena su iz analize. Analiza se temeljila na intenzitetu (I) bojenja, te postotku (P)
obojenih stanica koriste¢i univerzalnu score metodu: Slabi intenzitet = 1; srednji intenzitet =
2; jaki intenzitet = 3; Neobojeno = 0; Obojeno <25% stanica = 1; >25%-50% stanica = 2;
>50%-75% stanica = 3; >75%-100% stanica = 4. Ukupni score Ekspresije VEGF-A = P+l.

Provedena je ciljana analiza angiogeneze pomo¢u CD34 protutijela u najbogatijim
vaskularnim podruc¢jima tj. ,,vru¢im tockama* imunohistokemijskih preparata, kao §to je na
tkivu neuroblastoma wucinio 1 Canete 1 sur. (122). Analizu mikrovaskulature u
najvaskularnijim podru¢jima tumora uveo je Weidner i sur. 1991.godine (156). Odluka o
analizi angiogeneze u najvaskularnijim podru¢jima imunohistokemijskog preparata donesena
je na temelju pretpostavke o bioloskoj vaznosti angiogenih podru¢ja kod neuroblastoma.
Obzirom da tumori imaju ograni¢en broj ,vruéih tocki®, te da bi se one ,razrijedile
brojenjem veceg broja tumorskih polja, odluéili smo se za analizu u 3 ,,vruce tocke* svakog
imunohistokemijskog uzorka koje su prethodno odredene na malom mikroskopskom
povecanju (x10). Mjesta vidljive nekroze i kalcifikacije nisu analizirana. Slike su snimljene
pomoc¢u Olimpus BX mikroskopa i Sony 3 chip video kamere, te analizirane na velikom

povecanju. Originalne slike u boji imunohistokemijskih preparata s CD34 protutijelom kao

33



endotelnim biljegom, kompjuterski su konvertirane u sive varijante. Krvne zile su prikazane

kao tamne sive linije koje je kompjuter generirao kao binarnu sliku (slika 13).

. -
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Slikal3. Kompjuterski konvertirana slika tumorske angiogeneze (siva varijanta). Volumna
vaskularna frakcija mjeri se automatski kao postotak obojene endotelne povrSine (engl.
vascular area) u odnosu na cijelu analiziranu povrsinu (engl. image area). Analizirana
povrsina iznosila je 1,75 mm?.

Za morfometrijsku analizu tumorske neoangiogeneze koristio se elektronic¢ki automatski
sustav mjerenja (engl. Electronic Automated Measurement User System - EAMUS(tm)),
DiagnomX GmbH, Germany (157,158). Navedeni elektronicki sustav je analizom prostornih
odnosa, odnosno analizom sintakti¢kih struktura, izraCunao prosje¢nu vaskularnu povrsinu,
prosjecni vaskularni opseg, prosjecni minimalni vaskularni promjer, prosjecnu udaljenost
izmedu krvih zila, te prosjecnu vaskularnu volumnu frakciju za svaku analiziranu sliku.

Vrijednosti vaskularne povrSine prikazane su u pum? Vrijednosti vaskularnog opsega,
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minimalnog vaskularnog promjera i udaljenosti izmedu krvnih zila prikazane su u pum.
Vaskularna volumna frakcija definirana je: 100 x vaskularna povrsina / povrsina slike, te je
prikazana u postotku (%). Vaskularna volumna frakcija odgovarala je mikrovaskularnoj

gusto¢i (engl. microvascular density — MVD) krvnih Zila.
3.3.3. Statisticki postupci

Za opis podataka koriStena je deskriptivna statistika i 95% interval pouzdanosti.
Distribucija podataka analizirana je pomoc¢u Smirnov-Kolmogorov testa (159). Ovisno o tipu
distribucije  upotrijebljeni su odgovaraju¢i  parametrijski, odnosno ekvivalentni
neparametrijski testovi. Grani¢ne vrijednosti za procjenu niske i visoke ekspresije VEGF-A,
te visokih i niskih parametara tumorske angiogeneze odredene su pomocu analize operativne
karakteristi¢ne krivulje (engl. receiver operating characteristic — ROC curve analysis) (160).
Za odredivanje znacajnosti razlika izmedu srednjih vrijednosti pojedinih skupina posluZzio je
Mann-Whitney U-test, Student T-test i analiza varijance. Za usporedbu proporcija koriSten je
Fisher egzaktni test. Korelacija morfometrijskih kao i nekih drugih kvantitativnih podataka

ucinjena je Spearmanovim i Pearsonovim testom korelacije.

Analiza vjerojatnosti prezivljenja temeljena je na podacima o pracenju bolesnika od
dana postavljanja dijagnoze do smrti zbog tumorske bolesti ili prestanka istraZivanja.
Prezivljenje je analizirano Kaplan-Meierovom krivuljom prezivljenja (161). Krivulje
pojedinih skupina komparirane su Log-rank testom. Multivarijantna analiza prezivljenja
uéinjena je Coxovom regresijskom procjenom relativnog rizika (engl. Cox proportional-
hazards regression model) (164). Sva prethodno navedena statisticka analiza uCinjena je
pomo¢u MedCalc verzija 104 (MedCalc Software bvba, Mariakerke, Belgium)

kompjuterskog programa. Statisticki znacajna razlika definirana je s p <0,05.
3.4. Osobine bolesnika

Osobine bolesnika su prikazane u tablici 3 i 4. Medijan pracenja bolesnika iznosio je 27
mjeseci (od 1,0 do 180 mj). Sveukupno prezivljenje je iznosilo 62,5%. Bolesnici su imali
medijan dobi 35,5 mjeseci (od 2mj do 12 god). Mladih (<) od 18 mj bilo je 20 (35,7%)
bolesnika, a 36 (64,3%) bolesnika bilo je starijih od 18 mj. Bilo je 35 (62,5%) djecaka i 21

(37,5%) djevojéica. Obzirom na stadij bolesti bolesnici su podijeljeni u 2 skupine: nizak
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stadij (stadij 1. 1 2.) i visok stadij (stadij 3. i 4.). Visoki stadij bolesti imalo je 37 bolesnika,
dok je 18 bolesnika imalo nizak stadij. Jedan bolesnik imao je 4.S stadij. Povoljnu histologiju
imalo je 23 bolesnika, dok je nepovoljnu histologiju imalo 33 bolesnika. Patohistoloski
stroma bogat podtip prema Shimada klasifikaciji imalo je 16 bolesnika, dok je njih 40 imalo

stroma siromasan podtip.

Nije postojala statisticki znakovita veza izmedu godina ( >/< 18mjeseci) 1 stadija
bolesti (niski/visoki) (P= 0,24), te izmedu stadija i histologije (povoljna/nepovoljna) (P=0,75)
§to je procijenjeno Fisherovim testom. Takoder nije registrirana znakovita veza izmedu
povoljne/nepovoljne histologije i godina (>/< 18 myj) (P= 0,20 Fisher test). Postojala je
povezanost izmedu stroma siromasne/stroma bogate patohistologije i godina (>/< 18 mj) (P=
0,01 Fisher test). Vise bolesnika sa stroma siromasnom patohistologijom bilo je u dobi od <

18 mjeseci.

Bolesnici sa stadijem bolesti 1., 2. 1 4.S (19 bolesnika) lije€eni su samo kirurski ili
kirurSki u kombinaciji s umjerenom kemoterapijom. Bolesnici sa stadijem 3. i 4. (37
bolesnika) lijeCeni su kirurski u kombinaciji s intenzivnom polikemoterapijom s ili bez
primjene MIBG-a i/ili zracenja. Megaterapiju (mijeloablativnu kemoterapiju) nakon koje je
slijedila autologna ili alogeni¢na transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica primilo je 17 od
ukupno 34 visoko rizi¢na bolesnika. Obzirom da je transplantacija krvotvornih mati¢nih
stanica za visoko rizi¢ne bolesnike s neuroblastomom pocela 1999.god., u ovom istrazivanju
su postojale dvije skupine visoko rizi€nih bolesnika: oni koji jesu 1 oni koji nisu ljjeceni

transplantacijom krvotvornih mati¢nih stanica.
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Tablica 3. Osobine bolesnika

Osobine Broj bolesnika
Ukupan broj 56
Spol
Djecaci 35
Djevojcice 21
Dob
Medijan 35.5 mjeseci
Raspon 2 mjeseca— 12 godina
Dob >18 mj 36
Dob <18 mj 20
Histoloski podtipovi
Stroma-bogat
Dobro diferencirani 3
Izmijesani 10
Fokalno nodularni 3
Stroma-siromasan
Nediferencirani 30
Diferencirajudi 10
Histologija
Povoljna 23
Nepovoljna 33
Stadij
1. 3
2. 15
3. 20
4, 17
4S* 1
Lije€enje
K 3
K /KT 32
K / KT/ MIBGT 2
K/ KT/ RT 2
K / KT/ TKS 14
K/ KT/ MIBGT / TKMS 2
K/KT/TKS/RT 1
Prezivljavanje
Zivi 35
Mrtvi 21

Kratice: 4.S *, kod dojencadi s malim primarnim tumorom i metastatskom boles¢u koja
zahvaca kozu, jetru, s ograni¢enom infiltracijom u koStanoj srzi, te moze spontano
regredirati; K, kirur§ka operacija; KT, kemoterapija; MIBGT, metajodobenzilgvanidinska
terapija; TKMS, transplantacija krvotvornih matiénih stanica; RT, radioterapija
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Tablica 4. Osobine pojedina¢nih bolesnika

/ Bolesnik br./ Tumorski stadij | Histoloski | Klasifikacija vezana | VEGF % VEGF intenzititet VEGF zbir Ishod
/spol/dob(mj.)/ | £ podtip t | uzdob * § q bodova @ bolesti @
1/m/18 2 la N 1 2 3 z
2/m/36 2 4 N 1 1 2 7
3/m/18 2 1b P 2 2 4 z
4/m/18 2 1a N 2 2 4 7
5/%/37 2 2 P 1 1 2 7
6/m/10 3 1b P 1 1 2 z
7/3/34 2 3 P 1 1 2 7
8/m/12 2 3 P 2 2 4 7
9/m/71 3 3 P 1 2 3 M*
10/m/3 1 la P 3 2 5 z
11/3/3 4s 1a N 1 1 2 7
12/7/33 2 1a N 1 2 3 7
13/m/48 3 1a N 4 3 7 7
14/m/53 3 2 p 1 2 3 7
15/m/18 3 1a N 0 0 0 7
16/7/46 2 2 P 2 3 5 7
17/3/2 2 1b p 4 3 7 7
18/m/78 2 2 p 1 1 2 z
19/m/4 3 1b P 2 3 5 7
20/m/2 2 1a P 1 2 3 7
21/m/2 2 1a N 0 0 0 7
22/7/18 3 1b p 1 2 3 7
23/3/14 2 1b P 1 1 2 7
24/m/72 3 2 P 3 3 6 7
25/m/144 4 1a N 2 3 5 M
26/7/24 4 1a N 2 3 5 M
27/m/120 4 1a N 2 3 5 M
28/m/38 3 2 P 2 2 4 M
29/m/120 4 1a N 1 2 3 M
30/m/35 4 1a N 1 2 3 M
31/7/61 4 1a N 2 2 4 M
32/m/97 2 1a N 1 2 3 M
33/m/84 3 1b N 3 2 5 M
34/37/23 4 1b N 2 2 4 M
35/7/42 4 1a N 4 3 7 M
36/7/5 4 1a N 2 3 5 M
37/m/36 3 1a N 3 2 5 M
38/1/48 4 1a N 4 3 7 M
39/m/10 4 1a N 1 2 3 M
40/3/122 2 1a N 1 1 2 7
41/m/38 4 1a N 3 3 6 7
42/%/35 3 2 p 1 3 4 7
43/m/30 1 2 N 1 1 2 7
44/m/3 4 1b P 2 2 4 7
45/3/12 4 1b P 2 3 5 7
46/3/17 3 1a N 2 3 5 7
47/m/18 4 1a N 2 3 5 A
48/m/36 3 2 P 1 1 2 7
49/m/66 4 1b N 1 2 3 7
50/m/12 4 1a P 2 3 5 7
51/m/36 4 2 P 3 2 5 7
52/7/35 3 4 N 1 2 4 M
53//54 4 1a N 1 2 3 M
54/m/54 4 4 N 2 3 5 M
55/m/60 3 1a N 3 1 4 M
56/7/56 4 1b N 1 2 3 M

£ Tumorski stadij kod postavljanja dijagnoze prema INSS®; + Shimada histopatoloska klasifikacija’ 1a: Stroma siromagan, nediferencirani; 1b:

Stroma siromasan, diferencirajuci; 2: Stroma bogat, izmijeSani; 3: Stroma bogat, dobro diferencirani; 4: Stroma bogat, fokalni nodularni;

Prognosti¢ke skupine obzirom na Shimada klasifikaciju povezanu s dobi P: povoljna; N: nepovoljna; § VEGF % (postotak pozitivnih VEGF

stanica) 0 bodova : bez pozitivnih stanica; 1 bod: <25% pozitivnih stanica; 2 boda : 26-50% pozitivnih stanica; 3 boda : 51-75% pozitivnih

stanica; 4 boda: 76-100% pozitivnih stanica ; § VEGF intenzitet (intenzitet bojenja) 1: slabi; 2: umjeren; 3: jak; ® VEGF zbir bodova:
bodovi intenziteta bojenja zbrajaju se s postotkom pozitivnih stanica; @ Z: Zivi, M: mrtvi, M*: jedan bolesnik umro zbog relapsa tumora 5,5
godina nakon postavljanja dijagnoze
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4. REZULTATI

4.1. VEGF-A

4.1.1. Odredivanje imunohistokemijske ekspresije VEGF-A semikvantitativhom
metodom na patohistoloskim uzorcima tumorskog tkiva bolesnika kod

postavljanja dijagnoze neuroblastoma

VEGF-A imunoreaktivnost obzirom na broj bolesnika prikazana je na tablici 5.
Pozitivno VEGF-A bojenje pronadeno je u 54 od ukupno 56 tumora (96,4%), a samo 2
tumora (3,6%) imala su negativnu VEGF-A imunoreaktivnost. Veéina uzoraka imala je
umjereni do jaki intenzitet bojenja (78,6%). Analizirali smo postotak i intenzitet bojenja
tumorskih stanica, te uzorke podijelili u 2 skupine obzirom na ukupni bodovni zbir. Pomoc¢u
analize operativne karakteristi¢ne krivulje, te postavljene definirane grani¢ne vrijednosti koja
je iznosila > 2,5 ( osjetljivost 100%, specificnost 56,25%), tumori su podijeljeni na visoku (3-
7) i nisku (0-2) ekspresiju VEGF-A. Niska ekspresija otkrivena je u 12 neuroblastoma (NB)
(21,4%), a visoka ekspresija u 44 NB (78,6%). Slika 14 pokazuje VEGF-A
imunohistokemijsko bojenje u razli¢itim NB patohistoloSkim preparatima, a slika 15
prikazuje histogram distribucije intenziteta imunoreaktivnosti VEGF-A (zbir bodova).
Kolmogorov-Smirnov testom dokazana je normalnost raspodjele vrijednosti intenziteta
imunoreaktivnosti VEGF-A (P=0,185).
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Tablica5. Imunoreaktivnost VEGF-A i broj bolesnika

Kategorija Broj bolesnika (%) Zivi/mrtvi

Postotak pozitivnih
tumorskih stanica (P)

0% 2 (3.6%) 2/0
<25% 25 (44.6%) 17/8
26-50% 18 (32.1%) 10/8
51-75% 7 (12.5%) 4/3
76-100% 4  (7.1%) 2/2
Intenzitet bojenja (l)
Negativno 2 (3.6%) 2/0
Slabo 11 (19.6%) 10/1
Umjereno 24 (42.9%) 12/12
Jako 19 (33.9%) 11/8
Zbir bodova imunoreaktivnosti (P+l)
Nizak (0-2) 12 (21.4%) 12/0

Visok (3-7) 44 (78.6%) 23/21




Slikal4. Imunohistokemijsko bojenje VEGF-A u razli¢itim patohistoloskim uzorcima
neuroblastomskog tkiva. Nizak ekspresijski zbir bodova VEGF-A s niskim intenzitetom i
<25% pozitivnih tumorskih stanica (A); visoki ekspresijski zbir bodova VEGF-A s visokim
intenzitetom i >25-50% pozitivnih tumorskih stanica (B); visoki ekspresijski zbir bodova s
umjerenim intenzitetom i >75-100% pozitivnih tumorskih stanica (C). Objektiv=40X
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Slika 15. Histogram distribucije intenziteta imunoreaktivnosti (zbira bodova) VEGF-A.
Kolmogorov-Smirnov test prihvac¢a normalnost raspodjele (P=0,185)

4.1.2.Usporedba rezultata analize VEGF-A s relevantnim klini¢kim i
laboratorijskim nalazima kao $to su dob, spol, mjesto ishodista tumora,
stupanj prosirenosti bolesti i patohistoloski podtip tumora kod bolesnika s

neuroblastomom

Na tablici 6 prikazan je odnos ekspresije VEGF-A i klinickih i laboratorijskih
¢imbenika $to je analizirano Fisherovim egzaktnim testom. Nije dokazana veza izmedu
ekspresije VEGF-A i spola (P=0,74); dobi >/ < 18 mjeseci (P=0,27); povoljne / nepovoljne
histologije (P=0,27); stroma bogate / stroma siromasne patohistologije (P=0,15); ishodista
tumora u abdomenu / izvan abdomena (P=0,44). Takoder nije postojala znakovita razlika

ekspresije VEGF-A izmedu transplantiranih i netransplantiranih bolesnika (P=0,73).
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Tablica 6. Ekspresija VEGF-A i ostali klinicki i patoloski ¢imbenici

Karakteristike Ekspresija VEGF-A
Niska Visoka
Broj bolesnika

Ukupan broj 12 44
Spol
Djecaci 7 28
Djevojcice 5 16
Starost
Dob >18 mjeseci 4 32
Dob <18 mjeseci 8 12
Histoloski podtip
Stroma bogat
Dobro diferencirani 1 2
IzmijeSani 3 7
Fokalni nodularni 1 2
Stroma siromasan
Nediferencirani 6 24
Diferencirajuci 1 9
Histologija
Povoljna 5 18
Nepovoljna 7 26
Ishodiste
Abdomen 8 35
Izvan abdomena 4 9
Stadij
1. 1 2
2. 7 8
3. 3 17
4. 0 17
4s. 1 0
Transplantirani
Ne 9 30
Da 3 14
Prezivljavanje
Zivi 12 23
Mrtvi 0 21

Postojala je znakovita veza izmedu uznapredovalog stadija bolesti i visoke ekspresije VEGF-

A utvrdena Fisherovim egzaktnim testom (P=0,001), kao i korelacija izmedu visoke

43



ekspresije VEGF-A (zbira bodova) i visokog tumorskog stadija dokazana Spermanovim
testom korelacije (rho=0,45; P=0,0005); (slika 16).

35
30 -
S 25 -
—
ézo i stadij
g = niski
'6‘15 - | VisoKi
@0
Fisherov test
5 - P=0,001
N
niska visoka
Ekspresija VEGF-A

Slika 16. Odnos visoke / niske ekspresije VEGF-A i visokog / niskog stadija.

Interesantno, u skupini djece u dobi < 18 mjeseci nije postojala korelacija izmedu ekspresije
VEGF-A i tumorskog stadija (Spermanov rank koeficijent rho= 0,17; P=0,46). Suprotno
tome, u skupini djece starije 0od18 mj, postojala je jako znakovita korelacija izmedu ekspresije
VEGF-A i stadija bolesti (rho=0,63; P<0,0001); slika 17A i 17B.
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Slika 17A. Korelacija intenziteta ekspresije VEGF-A i stadija. Dob <18 mjeseci
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Slika 17B. Korelacija intenziteta ekspresije VEGF-A i stadija. Dob >18 mjeseci

4.1.3. Procjena utjecaja VEGF-A i ostalih klini¢kih i laboratorijskih ¢imbenika

rizika na prezivljenje bolesnika s neuroblastomom

Prezivljavanje bolesnika procijenjeno je Log rank testom (tablica 7). Univarijantnom
analizom dokazana je statisticki znacajna razlika u prezivljenju kod djece u dobi >/ < 18
mjeseci ( P=0,006); kod ishodista tumora u abdomenu / izvan abdomena (P=0,023); kod
povoljne / nepovoljne histologije (P<0,0001); kod visokog / niskog stadija bolesti (P=0,0006);
kod visoke / niske ekspresije VEGF-A (P=0,005).
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Tablica 7. Postotak sveukupnog prezivljenja i univarijantna analiza preZivljenja kod

bolesnika s neuroblastomom obzirom na klinic¢ke i laboratorijske cimbenike

Cimbenik broj bolesnika postotak sveukupnog prezivljenja Log-rank Test
Spol
djecaci 35 68.6% P=0.4497
djevoijcice 21 57.1%
Dob
<18 mj 20 90% P=0.0069
> 18 mj 36 50%
Ishodiste
abdomen 43 55,8% P=0,0232
izvan abdomena 13 92,3%
Stadij
visok 37 50.0% P=0.0006
nizak 18 94.4%
Histologija
stroma siromasan 40 57,5% P=0,0977
stroma bogat 16 81,5%
Histologija
povoljna 23 95.7% P=0.0091
nepovoljna 33 42.4%
Ekspresija VEGF-A
visoka 44 54.5% P=0.0053
niska 12 100.0%
Visoka ekspresija VEGF-A
i visok stadij bolesti
DA* 34 44.1% P=0.0001
NE** 22 95.5%

Kratice:*visoka ekspresija VEGF-A (zbir bodova 3-7) zajedno s visokim stadijem bolesti (Stadij lll, 1V);

**gsvi ostali bolesnici

47



Na slikama 18A, B, C, D, E prikazane su Kaplan-Meierove krivulje prezivljenja kod

navedenih skupina bolesnika, ukljucujuci i bolesnike s visokom i niskom ekspresijom VEGF-

A. Bolesnici s visokom ekspresijom VEGF-A imali su kra¢e prezivljenje ( medijan 30 mj) od

bolesnika s niskom ekspresijom VEGF-A (medijan nedefiniran).
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Slika 18A-D. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja obzirom na: dob >/< 18 mjeseci (A);
povoljnu i nepovoljnu histologiju (B); visok/nizak stadij (C); ishodiste tumora u abdomenu /
izvan abdomena (D)
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Slika 18E. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja obzirom na visoku i nisku ekspresiju
VEGF-A

Fisherovim testom (P<0,0001) takoder je dokazana znakovita povezanost visoke
ekspresije VEGF-A i visoko riziénih bolesnika definiranih prema kriterijima medunarodnih
neuroblastomskih riziénih skupina (22). Ekspresijski zbir bodova VEGF-A bio je znakovito
veci u skupini umrlih bolesnika u odnosu na skupinu bolesnika koji su zivi > 5 godina S$to je
dokazano Mann-Whitney testom (P < 0,0001). Svi bolesnici s niskom ekspresijom VEGF-A

su prezivjeli.

Zapazena je razlika u prezivljenju izmedu bolesnika s visokom i niskom ekspresijom
VEGF-A u skupini bolesnika starijih od 18 mjeseci u odnosu na bolesnike mlade (<) od 18
mjeseci. Kod bolesnika starijih od 18 mj postojala je znakovita korelacija izmedu
ekspresijskog zbira bodova VEGF-A i prezivljenja (korelacijski koeficijent r=-0,54;
P=0,00006), za razliku od onih u dobi od <18 mj, kod kojih ta korelacija nije postojala
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(korelacijski koeficijent r=-0,32; P=0,16). Bolesnici stariji od 18 mjeseci i s visokom
imunoreaktivno$¢éu VEGF-A znacajno su losije prezivljavali od onih s niskom ekspresijom
VEGF-A (Log rank test P=0,0056); (slika 19B). Za razliku od njih, kod mladih (<) od 18 mj
nije bila izrazena znakovita razlika u prezivljenju (Log rank test P=0,35); (slika 19A). To je

prikazano i Fisherovim egzaktnim testom (slika 20).
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Slika 19. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja s visokom i niskom ekspresijom VEGF- A u
dobi < 18 mj (A); u dobi >18 mjeseci (B).
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Slika 20. Visoka i niska ekspresija VEGF-A i prezivljenje u dobi < 18 mjeseci (A); u dobi >

18 mjeseci (B).
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Bolesnici s visokom ekspresijom VEGF-A i visokim stadijem

Bolesnici s istovremenim prisustvom visoke ekspresije VEGF-A (zbir bodova 3-7) i
visokim stadijem bolesti (stadij 3, 4) imali su najkrace prezivljenje (medijan 24 mj), odnosno

znakovito loSije prezivljenje od svih ostalih bolesnika (P=0,0001; tablica 7, slika 21).

100 7=
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60 ~ NS
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Slika 21 . Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja obzirom na ekspresiju VEGF-A i stadij kao
kompleksnu varijablu.

Multivarijantna analiza preZivljenja

Pomoc¢u Coxove regresijske procjene relativnog rizika procijenjeni su svi klinicki i
laboratorijski ¢imbenici ukljucujuci i ekspresiju VEGF-A. Model je ukljucio sve prediktore,

uz statisticku znakovitost (P<0,001), te je tako dokazao sposobnost procjene prezivljenje /
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neprezivljenje. Kao §to je vidljivo u tablici 8, Cetiri prediktorske varijable znakovito su

utjecale na model: dob >/<18 mj, nepovoljna/povoljna histologija, visoki/niski stadij bolesti,

transplantacija da/ne.

Tablica 8. Coxova regresijska procjena relativnog rizika za sveukupno prezivljenje bolesnika

s neuroblastomom

Kovarijanta P OR** 95% CI***of OR
Abdomen 0.3977 2.8248 0.2578 do 30.9580
Visok stadij 0.02999 15.8164 1.3234 do 189.0271
ekspresijski

zbir bodova VEGF-A 0.9329 0.9810 0.6286 do 1.5307
Nepovoljna histologija 0.0075 36.9950 2.6495 do 516.5623
Stroma siromasan 0,1444 0,2589 0.0426 do 1.5748
Dob>18mj 0.02274 6.0484 1.2956 do 28.2355
Bez transplantacije 0.01856 4.3697 1.2882 to 14.8229
*Sveukupna podobnost modela  y*=42.073 P<0.0001

Kratice: **Omjer moguénosti (engl. Odds ratio); *** Interval pouzdanosti ( engl. Confidence

interval)

lako multivarijantnom analizom nije dokazana uloga ekspresije VEGF-A kao nezavisnog

¢imbenika rizika, kombinacija visokog stadija i visoke ekspresije VEGF-A kao jedna

kompleksna varijabla, bila je najja¢i prediktor smrtnosti pomoc¢u Coxove regresijske procjene
relativnog rizika za sveukupno prezivljenje (OR=28,3676, 95% CI= 2,9898 do 269,1530,

P=0,0037); (tablica 9). Ovi rezultati pokazuju da se prognosticko predvidanje moze povecati

uzimajuéi u analizu zajedno ekspresiju VEGF-A i stadij bolesti.
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Tablica 9. Coxova regresijska procjena relativnog rizika za sveukupno prezivljenje bolesnika
s neuroblastomom

Kovarijanta P OR** 95% CI***of OR
Visoka ekspresija VEGF-A i 0.003742 28,3679 2.9898 do 269.1530
visok stadij ( kompleksna varijabla)

Nepovoljna histologija 0.00689 39.3722 2.7797 do 557.6684
Stroma siromasan 0.1703 0.2833 0.0471 do 1.7027
Dob>18m)j 0.0337 5.1585 1.1435 to 23.2702
Bez transplantacije 0.01407 4.3784 1.3552 to 14.1458

*Sveukupna podobnost modela  y*>=42.279 P<0.0001
Kratice: **Omjer moguénostl; *** Interval pouzdanosti

4.1.4.Usporedba utjecaja VEGF-A i ostalih klinickih i laboratorijskih ¢imbenika

na rezultate provedenih terapijskih postupaka kod visoko rizi¢nih bolesnika

34 visoko rizicna bolesnika definirana su prema Kriterijima medunarodnih
neuroblastomskih rizi¢nih skupina (22). Kod tih bolesnika prikazan je utjecaj relevantnih
klinickih i laboratorijskih nalaza, kao i ekspresije VEGF-A na rezultate lijecenja
transplantacijom krvotvornih mati¢nih stanica u odnosu na konvencionalnu terapiju pomocu
Fisherovog egzaktnog testa (tablica 10). Postojalo je znakovito bolje prezivljenje kod
bolesnika s nepovoljnom histologijom (P=0,02), stroma siromasSnom patohistologijom
(P=0,003), ishodistem tumora u abdomenu (P=0,02), visokim stadijem bolesti (P=0,04), te
visokom ekspresijom VEGF-A (P=0,03) koji su lijeCeni megaterapijom uz transplantaciju u

odnosu na one koji su lije¢eni konvencionalno.

54



Tablica 10. Utjecaj ekspresije VEGF-A i drugih klini¢kih i laboratorijskih ¢imbenika na
rezultate transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica u odnosu na konvencionalno lijeCenje
kod visoko rizi¢nih bolesnika

visoko riziéni bolesnici

varijabla TRANSPLANTACIA Fisherov test
DA NE
broj bolesnika i % prezZivljenja

<18mj 5 (100%) 4 (50%) P=0,16
dob
> 18 mj 12 (58,3) 16 (25%) P= 0,12
muski 10 (80,0%) 13 (38,4%) P= 0,09
spol
Zenski 7 (57,1%) 7 (14,2%) P= 0,26
povoljna 6 (100%) 6 (83,3%) P=1,0
histologija
nepovoljna 11 (54,5%) 14 (7,1%) P=0,02
stroma bogata 6 (66,6%) 5 (80%) P=1,0
histologija
stroma siromasna 11 (72,7%) 15 (13,3%) P=0,003
da 14 (66,6%) 16 (22,2%) P=0,02
ishodiste
abdomen
ne 3 (66,6%) 4 (100%) P=0,42
niski 2 (100%) / /
stadij
visoki 15 (66,6) 20 (30%) P=0,04
niski 3 (100%) / /
VEGF
visoki 14 (64,2%) 20 (25%) P=0,03
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Slika 22 prikazala je Kaplan-Meierovu krivulju prezivljenja visoko rizi¢nih bolesnika
s visokom ekspresijom VEGF-A obzirom na transplantaciju. Transplantirani visokorizi¢ni
bolesnici imali su viSu krivulju preZivljenja od netransplantiranih visoko rizi¢nih bolesnika
(P=0,02), te su znacano bolje prezivljavali (nedefiniran medijan sveukupnog preZzivljenja),

nego visokorizi¢ni bolesnici koji nisu lije¢eni transplantacijom (medijanl3 mj).
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Slika 22. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja za visoko rizi¢ne bolesnike s visokom
ekspresijom VEGF-A obzirom na transplantaciju krvotvornih mati¢nih stanica.
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4.2. TUMORSKA ANGIOGENEZA

4.2.1.Morfometrijska analiza tumorskih vaskularnih parametara na
patohistoloskim uzorcima tumorskog tkiva bolesnika kod postavljanja

dijagnoze neuroblastoma

Slika 23 prikazuje vaskularnost neuroblastomskog tkiva imunohistokemijskom metodom
pomocu anti-CD34 protutijela kao biljega vaskularnog endotela.

Slika 23. Slika tumorske angiogeneze iz uzorka neuroblastomskog tkiva prikazana
imunohistokemijskim bojenjem pomocu anti-CD34 protutijela kao endotelnog biljega.
Objektiv=4x (A); Objektiv=10x (B)
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Tablica 11 prikazuje prosjecne morfometrijske vrijednosti vaskularnih parametara na
uzorcima tumorskog tkiva, te analizu raspodjele vaskularnih parametara ucinjenu

Kolmogorov Smirnovim testom.

Tablica 11. Prosjecne morfometrijske vrijednosti vaskularnih parametara u analiziranim
uzorcima tumorskog tkiva

varijabla aritmeticka sredina medijan distribucija normalna*
+ standardna devijacija da /ne

vaskularna povrsina 123,11 £ 66,18 um 113,1 um da P=0,128

vaskularni opseg 48,79 £ 13,66 um 47,85 um da P=0,748

minimalni vaskularni 4,91+1,20 um 4,87 um da P=0,675

promjer

udaljenost izmedu 37,58 + 58,53 um 27,25 pm ne P<0,001

krvnih Zila

vaskularna volumna 3,30+2,88% 2,51% ne P=0,040

frakcija

*Analiza raspodjele Kolmogorov-Smirnovim testom

Dijagrami raspodjele vrijednosti pojedinac¢nih vaskularnih parametara prikazani su na
slici 24 A-E. Normalnu raspodjelu imali su prosje¢na vaskularna povrSina, prosjecni
vaskularni opseg i prosjecni najmanji vaskularni promjer. Kriterije normalne raspodjele nisu
zadovoljili prosjecna vaskularna volumna frakcija i prosje¢na udaljenost izmedu krvnih Zila.

Prosjecna analizirana povrsina (engl.,.image area“) iznosila je 2,04 mm?.

58



A 25: D 50+
20 40 -
15 S 30-
m [+]
:g §
2 10 x 20/
H g
g :
5 10
0 _. ) . | | — . 0 é"u i | : |-|-- h T T —
8 -10 0 100 200 300 400 -150 50 5 150 250 350 450
vaskularna povrsina (um?2) udaljenost izmedu krvnih Zila (pm)
25
20 E apL
@ 15 25+
g
(7]
% 10! 20
= & 15
; :
z 10
0 —! =i~ &
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 S
C vaskulami opseg (um) 0 el

6 4 2 0 2 4 6 8 10 12 14

20+
volumna vaskulama frakcija (%)

frekvencija

1 2 3 4 5 6 7 8 9
najmanji vaskulami promjer (um})

Slika 24 A-E. Histogrami raspodjele srednjih vrijednosti vaskularnih parametara. Vaskularna
povrsina (A); vaskularni opseg (B); najmanji vaskularni promjer (C); udaljenost izmedu
krvnih zila (D); vaskularna volumna frakcija (E)

Tablica 12 prikazuje korelacije vrijednosti vaskularnih varijabli. Izmedu vecine

varijabli postojala je znakovita korelacija: povrSina/opseg P<0,001; povrSina/min.promjer
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P<0,0001; povrsina/volumna frakcija P<0,0001; povrSina/udaljenost P=0,04; opseg/volumna
frakcija  P=0,01; minimalni  promjer/volumna  frakcija  P<0,0001;  minimalni
promjer/udaljenost P=0,0002. Na slici 25 prikazana je statisticki znacajna korelacija izmedu
prosjecnog vaskularnog opsega i prosjecne vaskularne povrsine. Jedino korelacija izmedu
vaskularnog opsega i udaljenosti izmedu krvnih zila, kao i vaskularnog opsega i najmanjeg

promjera nije bila znakovita.

Tablica 12. Korelacije izmedu pojedinih vaskularnih varijabli

vaskularna  vaskularni min.vaskularni  vaskularna udaljenost
povrsina opseg promjer volumna frakcija  izmedu krv. zila

vaskularna * P<0,0001 *P<0,0001 *P<0,0001 **P=0,04

povrsina r=0,76 r=0,57 r=0,57 rho=-0,27

vaskularni *P=0,08 *P=0,01 **P=0,86
opseg r=0,23 r=0,31 rho=-0,02
vaskularni *P<0,0001  **P=0,0002
promjer r=0,66 rho=-0,49
vaskularna **P<(,0001
volumna frakcija rho=-0,89

Opaska:*Pearsonov test korelacije; r=koeficijent korelacije
**Spearmanov test rank korelacije; rho=koeficijent korelacije
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Slika 25. Korelacija izmedu prosje¢nog vaskularnog opsega i prosjeéne vaskularne povrsine

4.2.2. Usporedba rezultata analize morfometrijskih vaskularnih parametara
s relevantnim klini¢kim i laboratorijskim nalazima kao $to su dob, spol,
mjesto ishodista tumora, stupanj prosirenosti bolesti i patohistoloski

podtip tumora

Na tablici 13 A-B prikazan je odnos izmedu prosjecnih vrijednosti parametara
tumorske angiogeneze i klinickih i laboratorijskih nalaza. Nije dokazana statisticki znakovita
razlika 1izmedu prosje¢ne vaskularne povrSine, prosjecne udaljenosti izmedu krvnih Zila,
prosjecne vaskularne volumne frakcije, te prosje¢nog opsega u odnosu na bilo koji od

navedenih nalaza.
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Tablica 13A. Odnos izmedu prosjecnih vrijednosti parametara tumorske angiogeneze i
klinickih i laboratorijskih nalaza

varijable vaskularna vasularni minimalni vaskul.
povrsina (um?) opseg (um) promjer (um)
AS*  SD**  T-test AS*  SD**  T-test AS*  SD** T-test
<18mj 132,96+83,33 52,33114,89 5,40%1,24
dob P=0,41 P=0,14 P=0,02
>18mj 117,64+55,02 t=-0,82 46,82+12,72 t=-1,46 4,64+1,11 t=-2,32
muski 126,34+62,78 50,34+13,57 4,89+1,28
spol P=0,78 P=0,51 P=0,92
Zenski 121,18+68,96 t=-0,28 47,85+13,82 t=-0,65 4,92+1,17 t=0,09
abdomen 119,58+66,13 49,01+14,56 4,84+1,21
ishodiste P=0,47 P=0,82 P=0,43
izvan abd. 134,80+67,62 t=0,72 48,06+10,62 t=-0,21 5,14+1,17 t=0,78
visoki 124,23+69,09 46,52+13,85 5,04+1,10
stadij P=0,86 P=0,08 P=0,28
niski 120,95+61,87 t=-0,17 53,21+ 12,45 t=1,76 4,67+1,37 t=-1,07
stroma
bogata 130,98+60,91 51,67+ 11,44 4,59+11,26
histologija P=0,65 P=0,41 P=0,27
stroma 121,46+69,87 t=-0,45 48,12+14,60 t=-0,82 5,01+ 1,20 t=1,10
siromasna
povoljna 135,32+55,13 51,8119,78 4,71 £1,25
histologija P=0,40 P=0,32 P=0,44
nepovolj. 118,65+69,87 t=-0,83 47,68+ 14,78 t=-1,0 4,99+ 1,19 t=0,77
DA 126,15¢71,80 46,70+14,41 5,03£1,12
visoko rizicni P=0,67 P=0,15 P=0,38
NE 118,44+57,73 t=-0,42 52,01+12,03 t=1,43 4,74+1,34 t=-0,88
niska 100,23 +47,78 50,09+14,40 4,28+1,25
Eksp. VEGF-A P=0,11 P=0,71 P=0,03
visoka 129,36+69,51 t=1,56 48,43+13,60 t=-0,36 5,09+1,14 t=2,12
Zivi 134,67+73,79 52,01+£13,85 5,07+£1,30
prezivljenje P=0,07 P=0,01 P=0,18
mrtvi 102,31+44,02 t=-1,78 42,99+ 11,47 t=-2,47 4,6210,96 t=-1,34

Kratice: *aritmeticka sredina
**standardna devijacija

62



Tablica 13B. Odnos izmedu prosje¢nih vrijednosti parametara tumorske angiogeneze i
klinic¢ko laboratorijskih nalaza

varijable vasularna volumna frakcija (%) udaljenost izmedu krvnih Zila (um)
medijan Mann-Whitney test medijan Mann-Whitney test
<18mj 4,21 24,05
dob P=0,20 7=1,27 P=0,15 7=-1,43
>18mj 1,56 29,27
muski 3,01 24,56
spol P=0,47 Z=0,71 P=0,29 Z=-1,05
Zenski 2,36 27,30
abdomen 2,63 26,60
ishodiste P=0,51 Z=0,65 P=0,47 Z=-0,70
izvan abd. 2,39 27,30
visoki 2,63 26,00
stadij P=0,43 Z=-0,78 P=0,26 Z=1,11
niski 1,50 30,50
stroma
bogata 1,93 28,62
histologija P=0,83 Z=-0,20 P=0,89 Z=0,13
stroma 2,51 26,90
siromasna
povoljna 2,63 24,57
histologija P=0,54 Z7=0,60 P=0,27 Z7=-1,08
nepovolj. 2,39 28,18
DA 2,71 25,70
visoko rizi¢ni P=0,46 Z=-0,73 P=0,43 Z=0,79
NE 1,48 28,83
niska 1,19 30,65
Eksp. VEGF-A P=0,10 Z=-1,60 P=0,25 Z=1,13
visoka 2,89 24,98
Zivi 2,83 25,70
prezivljenje P=0,05 Z=-1,90 P=0,12 Z=1,53

mrtvi 1,19 31,63




Jedino su djeca u dobi od < 18 mjeseci imala su statisticki znakovito veéi prosjecni minimalni
vaskularni promjer u odnosu na stariju djecu Sto je prikazano i na slici 26 ( T-test za

nezavisne uzorke P=0,02).
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Slika 26. Odnos izmedu prosje¢nog minimalnog vaskularnog promjera i dobi >/< 18 mjeseci

Iako su visoko rizi¢ni bolesnici imali neSto vise vrijednosti vecine vaskularnih
varijabli, odnosno vecu tumorsku vaskularnost u odnosu na nisko rizi¢ne bolesnike, izmedu

njih nije zapaZena statisticki znacajna razlika (tablica 13A,B).
4.2.3. Usporedba rezultata analize morfometrijskih vaskularnih parametara i
ekspresije VEGF-A

Na tablici 13A-B usporedene su vrijednosti visoke i niske ekspresije VEGF-A s
morfometrijskim vrijenostima svih vaskularnih parametara (T-test). Nadena je statisticki

znakovita povezanost izmedu ekspresije VEGF-A i prosjecnog minimalnog vaskularnog
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promjera (P=0,03), $to je vidljivo i na slici 27. Visoka ekspresija VEGF-A bila je povezana s
ve¢im minimalnim vaskularnim promjerom. Sve ostale vaskularne varijable (vaskularna
povrsina, vaskularni opseg, vaskularna volumna frakcija i udaljenost izmedu krvnih zila) nisu

pokazale povezanost s ekspresijom VEGF-A.
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Slika 27. Odnos izmedu prosje¢nog minimalnog vaskularnog promjera i visoke /niske
ekspresije VEGF-A

65



4.2.4. Angiogeneza i prezivljavanje
Procijena utjecaja parametara tumorske angiogeneze na prezivljenje bolesnika

Procijenjene su prosjecne vrijednosti tumorskih vaskularnih parametara kod umrlih 1
prezivjelih bolesnika, te je analizirano da li izmedu njih postoji znakovita razlika. Na tablici
13A-B, te slikama 28A-E vidljivo je da je znakovita razlika u prezivljenju postojala samo
obzirom na razli¢ite vrijednosti prosje¢nog vaskularnog opsega (T-test, P=0,01). Sve ostale

vaskularne varijable nisu pokazivale statisticke znacajne razlike kod umrlih i zivih bolesnika.

50 -ll;:g,s(;c7 t=1,78
40

30
20
10
00
90
80

vaskularna povrSina (um?)

mrtvi Zivi

Slika 28A. Razlika izmedu prosje¢ne vrijednosti vaskularne povrsine kod umrlih i prezivjelih
bolesnika prikazana T-testom za nezavisne uzorke
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Mann-Whitney test
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Slika 28B. Razlika izmedu prosjeéne vrijednosti vaskularne volumne frakcije kod umrlih i
prezivjelih bolesnika prikazana Mann-Whitney testom
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Slika 28C. Razlika izmedu prosjecne vrijednosti vaskularnog opsega kod umrlih i prezivjelih
bolesnika prikazana T-testom za nezavisne uzorke
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Slika 28D. Razlika izmedu prosje¢ne vrijednosti minimalnog vaskularnog promjera kod
umrlih i prezivjelih bolesnika prikazana T-testom za nezavisne uzorke
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Slika 28E. Razlika izmedu prosje¢ne udaljenosti izmedu krvnih Zila kod umrlih i prezivjelih
bolesnika prikazana Mann-Whitney testom

Analiza pomo¢u operativne karakteristi¢ne krivulje i prezivljenje

Analizom operativne karakteristi¢ne krivulje izraCunata je grani¢na (engl. cut-off)
vrijednost za svaku od vaskularnih varijabli obzirom na prezivljenje (tablica 14, slika 29).
Grani¢na vrijednost za prosje¢ni minimalni vaskularni promjer bila je >/< 5,41 pm; prosjecni
vaskularni opseg >/< 51,4 pm; prosjecnu vaskularnu povrSinu >/< 120,8 pm?; prosjecnu
udaljenost izmedu krvnih zila >/< 29,06 pum; prosjecnu vaskularnu volumnu frakciju >/<

1,213 %.
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Tablica 14. Grani¢ne definirane vrijednosti vaskularnih parametara i prezivljenje

Varijabla grani¢na vrijednost  Zivi Log rank test X? test
<=1,213 % 47,6%
vaskularna P=0,04 3,85
volumna frakcija
>1,213 % 74,28%
<120,8 um 51,5%
vaskularna P=0,02 4,96
povrsina
>120,8 um 82,6%
<51,4 um 54,0%
vaskularni P=0,01 5,74
opseg
>51,4 um 84,2%
<5,41 um 51,3%
vaskularni P=0,01 5,96
promjer
>5,41 um 89,5%
<29,06 um 75,7%
udaljenost P=0,05 3,64
izmedu krvnih Zila
>29,06 um 47,8%
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Slika 29. Analiza pomoc¢u operativne karakteristi¢ne krivulje i grani¢ne definirane vrijednosti
prezivljenja za: vaskularnu povrsinu (A); vaskularnu volumnu frakciju (B); vaskularni opseg

(C); minimalni vaskularni promjer (D); udaljenost izmedu krvnih Zila (E)
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Univarijantna analiza i Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja

Nakon definiranih grani¢nih vrijednosti za svaku varijablu, u¢injena je univarijantna
analiza prezivljenja Log rank testom, a preZivljenje prikazano graficki Kaplan-Meierovom
krivuljom (slika 30A-E).
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Slika 30A-B. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja obzirom na definirane grani¢ne
vrijednosti: vaskularna povrsina >/< 120,8um? (A); vaskularna volumna frakcija >/<1,213 %

(B)

73



jal

100

90+
80
opseg <51,4 um
70+ — ne
---- da

6or 1 emmee=ee==

| Log rank test
P=0,01 X?=5,74

20 |

vierojatnost preZivijenja (%)

4[] Lo [ [ 1 PR PR PR
0 10 20 30 40 50 60
vnjeme (mjeseci)

D

100 1ﬂ_|
o L
s 90 ; min. promjer <5,41 pm
m L}
_ L ne
C

S

8 80 S
= ]
3t 3
o [0 .
a !__1 I Log rank test I
W 60f L | P=0,01 X=596 |
o [ | [
E I- - 4
.E. 5[} B I ----------
2
o
= 40L

0 10 20 30 40 50 60
vhjeme (mjeseci)

Slika 30 C-D. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja obzirom na definirane grani¢ne
vrijednosti: vaskularni opseg >/< 51,4um? (C); minimalni vaskularni promjer >/<5,41 um (D)
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Slika 30 E. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja obzirom na definirane  grani¢ne
vrijednosti: udaljenost izmedu krvnih zila >/< 29,06um (E)

Dokazana je razlika u prezivljavanju kod visokih i niskih vrijednosti: vaskularne povrsine
(P=0,02); vaskularne volumne frakcije (P=0,04); vaskularnog opsega (P=0,01); minimalnog
vaskularnog promjera (P=0,01). Jedino je udaljenost krvnih Zila bila na granici znakovitosti
(P=0,05). U¢injena analiza pokazuje da su statisticki znakovito loSije preZivljavali bolesnici s
vaskularnim parametrima nizim od definiranih grani¢nih vrijednosti vaskularne povrSine,
vaskularnog opsega, min.vaskularnog promjera i vaskularne volumne frakcije. Na granici
znakovitosti loSije su prezivljavali bolesnici s vi§im vrijednostima udaljenosti izmedu krvnih

zila obzirom na definiranu grani¢nu vrijednost.
Angiogeneza i prezivljavanje visoko rizi¢nih bolesnika

Procijena utjecaja parametara tumorske angiogeneze na prezivljenje visoko

rizi¢nih bolesnika

Na tablici 15 analizom varijance usporedeni su zivi i umrli bolesnici obzirom na rizik i

vrijednosti vaskularnih parametara. U skupini visoko rizi¢nih bolesnika vidljiva je znakovita
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razlika u prezivljenju kod visokih i niskih vrijednosti vaskularne povrsine (P=0,02),
vaskularnog opsega (P=0,03), i vaskularne volumne frakcije (P=0,01). Vrijednosti
minimalnog vaskularnog promjera bile su na granici znakovitosti (P=0,06). U skupini
bolesnika koji nisu bili visoko rizi¢ni nije bilo statisti¢kih razlika izmedu Zivih i umrlih

bolesnika obzirom na navedene parametre.

Tablica 15. Razlike u vrijednostima parametara tumorske angiogeneze izmedu prezivjelih i
umrlih bolesnika u skupinama bolesnika obzirom na rizik

visoko rizi¢ni bolesnici

DA NE

varijabla AS* Anova** AS* Anova**
vaskularni Zivi 52,54 P=0,03 51,63 P=0,51
opseg

um mrtvi 42,10 F=4,92 60,00 F=0,44
vaskularna Zivi 157,54 P=0,02 118,34 P=0,97
povrsina

um? mrtvi 101,35 F=5,89 120,50 F=0,001
minimalni Zivi 5,43 P=0,06 4,82 P=0,19
vaskularni
promjer (um) mrtvi 471 F=3,8 3,02 F=1,78
vaskularna Zivi 479 P=0,01 3,22 P=0,40
volumna
frakcija mrtvi 2,36 F=7,54 0,55 F=0,72
udaljenost Zivi 24,61 P=0,27 32,11 P=0,31
izmedu
krvnih zila  mrtvi 53,04 F=1,25 53,15 F=1,07

Kratice: * aritmeticka sredina; ** jednosmjerna analiza varijance

Analiza angiogeneze pomocu operativne karakteristi¢ne krivulje i preZivljenje

visoko rizi¢nih bolesnika

Na slici 31 A-E prikazana je analiza pomocu operativne karakteristicne krivulje i
definirane grani¢ne vrijednosti vaskularnih parametara kod visokorizi¢nih bolesnika obzirom

na prezivljenje.
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Slika 31. Analiza pomocu operativne karakteristicne krivulje i definirane grani¢ne vrijednosti
vaskularnih parametara kod visokorizi¢nih bolesnika obzirom na preZivljenje: vaskularni

opseg (A); vaskularna povrsina (B); minimalni vaskularni promjer (C); vaskularna volumna
frakcija (D); udaljenost izmedu krvnih Zila (E).
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Univarijantna analiza i Kaplan-Meierova krivulja preZivljenja kod visoko rizi¢nih

bolesnika obzirom na vaskularne parametre

Na osnovi tako odredenih grani¢nih vrijednosti vaskularnih parametara, u¢injena je
univarijantna analiza s Kaplan-Meierovim krivuljama prezivljenja visoko rizi¢nih bolesnika
(slika 32 A-E) .
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Slika 32. Kaplan-Meierove krivulje prezivljenja visoko rizi¢nih bolesnika obzirom na
vaskularne parametre i izracunate grani¢ne vrijednosti: minimalni vaskularni promjer (A);
vaskularni opseg (B); vaskularnu povrsinu (C); vaskularnu volumnu frakciju (D); udaljenost
izmedu krvnih zila (E).
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Vidljivo je da su visoko rizi¢ni bolesnici s manjom tumorskom vaskularno$éu znacajno losije
prezivljavali. To je statisticki znakovito dokazano za minimalni vaskularni promjer
(P=0,035), vaskularni opseg (P=0,049), vaskularnu volumnu frakciju (P=0,007) i udaljenost
izmedu krvnih zila (P=0,007), a vaskularna povrs$ina je bila na granici znakovitosti (P=0,055).

Navedene vrijednosti dobivene univarijantnom analizom prikazane su i na tablici 16.

Tablica 16. Grani¢ne vrijednosti vaskularnih parametara i prezivljenje kod visoko riziénih
bolesnika

Varijabla granic¢na vrijednost Zivi Log rank test X2 test

<=1,63 % 29,16%
vaskularna P=0,007 7,27
volumna frakcija

>1,63 % 80,0%

<120,8 pm 14,2%
vaskularna P=0,055 3,68
povrsina

>120,8 um 65,0%

<51,4 um 34,6%
vaskularni P=0,049 3,86
opseg

>51,4 um 75,0%

<5,41 pm 29,16%
vaskularni P=0,035 4,41
promjer

>5,41 pm 80,0%

<27,45 uym 61,9%
udaljenost P=0,007 7,27
izmedu krvnih Zila

>27,45 um 15,38%
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Multivarijantna analiza preZivljenja visoko rizi¢nih bolesnika obzirom na

analizirane vaskularne parametre

Pomoc¢u Coxove regresijske procjene relativnog rizika analizirane su vaskularne
varijable. Ucinjena je unatrag (engl. , backward®) analiza, uz statisticku znakovitost
P=0,0023. Model je ukljucio 2 varijable: vaskularni opseg (P=0,05) i1 vaskularnu volumnu
frakciju (P=0,005), te dokazao znakovitost vaskularne volumne frakcije kao nezavisnog
prognostickog c¢imbenika kod visoko rizi¢nih bolesnika u odnosu na sve analizirane

vaskularne varijable. Vaskularni opseg bio je na granici znakovitosti (tablica 17).

Tablica 17. Coxova regresijska procjena relativnog rizika* (engl. Cox proportional-hazards
regression model) za sveukupno prezivljenje visokorizi¢nih bolesnika s neuroblastomom
obzirom na parametre tumorske angiogeneze — unatrag (engl. backward) analiza

kovarijanta P OR ** 95%CI*** od OR
prosjecni

vasularni opseg 0,05225 4,3784 0,9932 do 19,3014
<51,40 um

prosjecna

vaskularna volumna 0,005892 4,0332 1,5024 do 10,8275

frakcija <1,213 %

*Sveukupna podobnost modela X?=12,137  P=0,0023
Kratice ** Omjer mogucnosti
*** Interval pouzdanosti

4.2.5.Procjena utjecaja parametara tumorske angiogeneze na rezultate terapijskih

postupaka kod visoko rizi¢nih tumorskih bolesnika

Transplantirani vrs. netransplantirani visokorizi¢ni bolesnici i rezultati

lije¢enja obzirom na vaskularne parametre

Tablica 18 prikazuje rezultate univarijantne analize preZivljavanja transplantiranih
visoko rizi¢nih bolesnika i netransplantiranih visoko rizi¢nih bolesnika obzirom na visoke 1

niske parametre tumorske angiogeneze. Postojala je statisticki znakovita razlika u prezivljenju
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izmedu transplantiranih 1 netransplantiranih visoko rizi¢nih bolesnika kod vaskularne
povrsine >120,8 um? (P=0,02); te kod minimalnog vaskularnog promjera >5,41 um (P=0,02).
Na granici znakovitosti bili su vaskularni opseg >51,4 um (P=0,05); vaskularna volumna
frakcija >1,63% (P=0,05); te udaljenost izmedu krvnih zila < 29,06 um (P=0,05).

Tablica 18. Utjecaj transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica na prezivljenje u odnosu na
konvencionalno lije¢enje kod visoko rizi¢nih bolesnika obzirom na vrijednosti vaskularnih
parametara

VISOKORIZICNI BOLESNICI
TRANSPLANTACIJA vrs. KONVENCIONALNO LIJECENJE

Log rank test

vaskularna <120,8 P=0,78 X2=0,07

povrsina >120,8 P=0,02 X2=484
(nm?)

vaskularni <514 P=0,20 X2=1,59

opseg >514 P=0,05 X2=3,65
(pm)

min. vaskularni <541 P=0,35 X2=0,86

promjer >541 P=0,02 X?=4,89
(pum)

vaskularna <1,63 P=0,09 X2=2,79

volumna frakcija > 1,63 P=0,05 X?=3,75
(%)

udaljenost <29,06 P=0,05 X2=3,75

izmedu krv. zila >29,06 P=0,08 X2=3,01
(pm)
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To je prikazano i Kaplan-Meierovom krivuljom prezivljenja za vaskularni opseg na slici 33A-
B; za vaskularnu povrsinu na slici 34A-B; za minimalni vaskularni promjer na slici 35A-B;
za vaskularnu volumnu frakciju na slici 36A-B; te za udaljenost izmedu krvnih Zila na slici
37A-B.

A

2 100
o 90
[5 30| visoko riziéni bolesnici
=
N 70 transplantacija
a —ne
% 00 -=== da
2 50}
E Log rank test

40+
.“E_’, . P=0,06 X*=355
= 3[} [l L 1 L 1 L L 1 L 1

10 20 30 40 50 60
vrijeme (mjeseci)
vaskulamiopseg *51,4um

B

a”g,_“ 100

; 90 . — —

C I visoko nziéni bolesnici

& 80

E 70| transplantacija

g 60 —ne

B 50 ~-—-da

& 40

E 3 Log rank test

S 30

= I P=020 ¥=1,59
2[} L1

0 10 20 30 40 50 60
vhnjeme (mjeseci)

vaskularni opseg < 51,4

Slika33A-B.Kaplan-Meierova krivulja prezivljavanja visoko rizi¢nih bolesnika obzirom na
provedenu transplantaciju kod: prosje¢nog vaskularnog opsega: >51,4um (A); <51,4um (B).
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Slika 34A-B. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja visoko rizi¢nih bolesnika obzirom na
provedenu transplantaciju kod: prosje¢ne vaskularne povrsine: >120,8 um? (A); <120,8um?

(B).
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Slika 35 A-B.Kaplan-Meier krivulja prezivljenja visoko rizi¢nih bolesnika obzirom na
provedenu transplantaciju kod: prosje¢nog minimalnog vaskularnog promjera: >5,41 um (A);
<5,41 um (B).
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Slika 36A-B. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja visoko rizi¢nih bolesnika obzirom na
provedenu transplantaciju kod: prosjec¢ne vaskularne volumne frakcije: >1,63% (A); <1,63 %

(B).
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Slika 37A-B. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja visoko rizi¢nih bolesnika obzirom na
provedenu transplantaciju kod: prosje¢ne udaljenosti izmedu krvnih zila: >29,06 um (A);
<29,06 um (B).
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Iako se radilo o malom broju transplantiranih bolesnika, $to je moglo umanjiti
statisticku znakovitost, opcenito se moze re¢i da su kod vece tumorske vaskularnosti
transplantirani visoko rizi¢ni bolesnici imali bolje rezultate od netransplantiranih visoko
rizicnih bolesnika. To je za neke vaskularne parametre (vaskularna povrSina i minimalni
vaskularni promjer) bilo u razini statistiCke znakovitosti, a za druge na granici statisticke
znakovitosti (vaskularni opseg, vaskularna volumna frakcija, udaljenost izmedu krvnih zila).

Povecanjem broja ispitanika ova znakovitost bi se vjerojatno povecala.

Razlike u rezultatima lijeenja medu transplantiranim bolesnicima obzirom na

vaskularne parametre

Da bi se procijenilo da 1i na razlike u rezultatima lijeCenja medu transplatiranim
bolesnicima utjeCu razlike u vrijednostima vaskularnih parametara, ponovo je posluzila
analiza pomoc¢u operativne karakteristicne krivulje. Pomocu nje su odredene grani¢ne ,,cut-
off” vrijednosti za svaki vaskularni parametar obzirom na preZivljenje kod transplantiranih
bolesnika. Nakon toga, ucinjena je univarijantna analiza s Kaplan-Meierovom krivuljom
prezivljenja za pojedine vaskularne parametre (slika 38A-B; slika 39A-B; slika 40A-B; slika
41A-B; slika 42A-B). Medu transplantiranim bolesnicima dokazana je statisti¢ki znakovita
razlika u prezivljenju kod minimalnog vaskularnog promjera>/< 5,41 pm (P=0,021) (slika
40B); vaskularne volumne frakcije >/< 1,63% (P=0,02) (slika 41B); udaljenosti izmedu
krvnih Zila >/< 31,0 um (P=0,026) (slika 42B). Iznad razine statisticke znakovitosti bili su
vaskularna povrSina >/<120,8 pm? (P=0,07) (slika 25B); te vaskularni opseg >/< 51,4 um
(P=0,07) (Slika 39B).
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Slika 38A-B. Analiza pomocu operativne karakteristi¢ne krivulje i definirana grani¢na
vrijednost vaskularne povrsine obzirom na prezivljenje kod transplantiranih bolesnika (A);
Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja transplantiranih bolesnika obzirom na vaskularnu
povrsinu (B).
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Slika 39A-B. Analiza pomocu operativne karakteristicne krivulje i definirana grani¢na
vrijednost vaskularnog opsega obzirom na prezivljenje kod transplantiranih bolesnika (A);
Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja transplantiranih bolesnika obzirom na vaskularni opseg

(B).
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Slika 40A-B. Analiza pomocu operativne karakteristicne krivulje i definirana grani¢na
vrijednost minimalnog vaskularnog promjera obzirom na prezivljenje kod transplantiranih

bolesnika (A); Kaplan-Meier krivulja prezivljenja transplantiranih bolesnika obzirom na
minimalni vaskularni promjer (B).
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Slika 41A-B. Analiza pomocu operativne karakteristicne krivulje i definirana grani¢na
vrijednost vaskularne volumne frakcije obzirom na preZivljenje kod transplantiranih bolesnika
(A); Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja transplantiranih bolesnika obzirom na vaskularnu
volumnu frakciju (B).
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Slika 42A-B. Analiza pomocu operativne karakteristicne krivulje i definirana grani¢na
vrijednost udaljenosti izmedu krvnih Zila obzirom na prezivljenje kod transplantiranih
bolesnika (A); Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja transplantiranih bolesnika obzirom na
udaljenost izmedu krvnih zila (B).
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4.3. USPOREDBA TUMORSKE ANGIOGENEZE | VEGF-A
4.3.1. Odnos izmedu parametara tumorske angiogeneze i ekspresije VEGF-A

Na tablici 13A-B usporedene su vrijednosti visoke i niske ekspresije VEGF-A s
morfometrijskim vrijednostima svih vaskularnih parametara (T-test). Nadena je statisti¢ki
znakovita povezanost izmedu ekspresije VEGF-A i prosje¢nog minimalnog vaskularnog
promjera (slika 27; P=0,03). Visoka ekspresija VEGF-A bila je povezana s ve¢im minimalnim
vaskularnim promjerom. Sve ostale vaskularne varijable (vaskularna povrsina, vaskularni
opseg, vaskularna volumna frakcija 1 udaljenost izmedu krvnih zila) nisu pokazale povezanost

s ekspresijom VEGF-A.
4.3.2. Odnos tumorske angiogeneze i ekspresije VEGF-A obzirom na preZivljenje

Vrijednosti parametara tumorske angiogeneze kod zivih i umrlih bolesnika usporedene
su sa zbirom bodova ekspresije VEGF-A. To je prikazano na slikama 43A-B, 44A-B, 45A-B,
46A-B i 47A-B. Kod zivih bolesnika zapazeno je postojanje korelacije izmedu vecine
vaskularnih parametara i zbira bodova ekspresije VEGF-A: vaskularne povrsine (slika 31A;
P=0,005); vaskularne volumne frakcije (slika 32A; P=0,003); minimalnog vaskularnog
promjera (slika 34A; P=0,0017); udaljenosti izmedu krvnih zila (slika 35A; P=0,02). Jedino
kod vaskularnog opsega zivih bolesnika nije dokazana statisticka korelacija sa zbirom bodova
ekspresije VEGF-A (slika 33A; P=0,30). Za razliku od ziivih, kod umrlih bolesnika nije
zapazena korelacija izmedu veli¢ine vaskularnih parametara i zbira bodova ekspresije VEGF-
A (slike 30B, 31B, 32B, 33B i 34B).
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povrsine (um?) kod: Zivih bolesnika (A); umrlih bolesnika (B).
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Svi bolesnici s niskom ekspresijom VEGF-A su prezivjeli, te su zato iskljuceni iz

daljnje analize odnosa tumorske angiogeneze i ekspresije VEGF-A obzirom na prezivljenje.

Pomocu ranije definiranih grani¢nih vrijednosti vaskularnih parametara (tablica 14; slika
29), odredena je razlika u prezivljenju bolesnika s visokom ekspresijom VEGF-A |
visokim/niskim vaskularnim parametrima (slika 48A-E). Prikazana je Kaplan-Meierova
krivulja prezivljenja kod visoke ekspresije VEGF-A i vaskularne povrsine>/< 120,8 um? (A);
vaskularne volumne frakcije >/< 1,213 % (B); vaskularnog opsega >/<51,4 um (C);
minimalnog vaskularnog promjera >/<5,41um (D); udaljenosti izmedu krvnih zila >/<29,06
um (E). U svim slucajevima zapazena je statistiCcki znakovita razlika u prezivljenju
(vaskularna povrSina P=0,009; vaskularna volumna frakcija P=0,004; vaskularni opseg
P=0,009; minimalni vaskularni promjer P=0,007; udaljenost izmedu krvnih zila P=0,004). To
je prikazano i u tablici 19. 1z navedenog je vidljivo da su bolesnici s manjim vaskularnim
parametrima i visokom ekspresijom VEGF-A imali lo$ije prezivljenje od onih s visokim

vaskularnim parametrima i visokom ekspresijom VEGF-A.
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Tablica 19. Univarijantna analiza prezivljenja bolesnika s visokom ekspresijom VEGF-A
obzirom na visoke/niske vrijednosti vaskularnih parametara

vaskularna

varijabla prezivljenje% Log rank test

vaskularna >120,8 78,9%

povrSina P=0,009 X?=6,77
(um?3) <120,8 36,0%

vaskularni >51,4 78,5%

opseg P=0,009 X?=5 51
(um) <51,4 43,3%

min. vaskularni >5,41 86,7%

promjer P=0,007 X2=7,06
(um) <5,41 37,9%

vaskularna >1,213 68,9%

volumna frakcija P=0,004 xX2=7,97
(%) <1,213 26,6%

udaljenost >29,06 25,0%

izmedu krv. Zila P=0,004 X2=8,30
(um) <29,06 71,4%
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5.RASPRAVA

Bolesnici s uznapredovalim neuroblastomom lose prezivljavaju unato¢ intenzivnoj
multimodalnoj terapiji. lako angiogeneza opcenito igra vaznu ulogu u progresiji tumora, te
utjece na ishod lije¢enja, zbog nedovoljno jasnih rezultata kod bolesnika s neuroblastomom
do sada joS$ nisu donijeti definitivni zakljucci koji bi bili primjenjivi u praksi. To se u prvom
redu odnosi na kontradiktorne podatke o znaCenju parametara tumorske angiogeneze za
prognozu tih bolesnika, §to je jednim dijelom posljedica razli¢itih metodologija, a takoder i
¢injenice da do sada nije bilo dovoljno klini¢kih istrazivanja koja su sustavno analizirali
angiogenezu neuroblastoma u kombinaciji sa stimulatorima, odnosno inhibitorima
angiogeneze. Ova disertacija procjenjuje angiogenezu neurobastoma u kontekstu ekspresije
VEGF-A, §to je doprinijelo boljem uvidu u patogenezu tumorske angiogeneze kod
neuroblastoma, te potvrdilo prognosticku vaznost VEGF-A i tumorske vaskularnosti za

prezivljenje.

5.1.VEGF-A

Ovo istrazivanje dokazalo je da je VEGF-A prisutan u velikom postotku i intenzitetu u
neuroblastomskim stanicama (tablica 5, slika 14). Pozitivno imunohistokemijsko bojenje
VEGF-A otkriveno je u 96,4% od svih testiranih uzoraka, a ve¢ina uzoraka imala je umjereni
do jaki intenzitet bojenja (78,6%). Visoku ekspresiju VEGF-A imalo je 78,6% bolesnika, a
nisku 21,4% bolesnika. Semikvantitativni zbir bodova ekspresije VEGF-A u ovom
istrazivanju je uspostavljen s ciljem procjene dijagnosti¢ke vaznosti ekspresije VEGF-A u
rutinskoj klinickoj praksi, kao i procjene znacaja ekspresije VEGF-A za prezivljenje. Prema
naS§im spoznajama, ovo je jedno od prvih sustavnih istrazivanja semikvantitativne
imunohistokemijske ekspresije VEGF-A kod bolesnika s neuroblastomom. Unato¢ nekim
razlikama u nacinima procjene intenziteta ekspresije, postotak VEGF-A pozitivnih tumora u
ovom radu bio je veci nego u istrazivanjima tumora odrasle dobi (83,85,86,87). To se moze
objasniti znaCajnom tumorskom hipoksijom 1 specificnom biologijom neuroblastoma

(31,163,164).

Nije nadena korelacija izmedu ekspresije VEGF-A i dobi, spola, patohistoloskog

podtipa tumora (stroma bogat / stroma siromaSan; povoljan / nepovoljan) ili mjesta ishodiSta
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tumora (tablica 6). Nadena je povezanost, odnosno znakovita pozitivna korelacija izmedu

visoke ekspresije VEGF-A i visokog stadija (slika 16).

Ovi rezultati podrzavaju hipotezu dvostruke uloge VEGF-A u tumorskom rastu. Osim
utjecaja na angiogenezu, VEGF-A moze direktno utjecati na rast stanica neuroblastoma,
odnosno moze biti autokrini ¢cimbenik rasta (111). Osim stimuliranja angiogeneze, VEGF-A
na tumorski rast utjeCe 1 neuroprotektivnim djelovanjem, odnosno podrzavanjem
prezivljavanja tumorskih stanica porastom ekspresije Bcl-2, pro-caspase 3 i survivina
(165,166). Druga istrazivanja su takoder potvrdila pozitivnu korelaciju ekspresije VEGF-A i
stadija neuroblastoma (110,111,167,168). Razine VEGF-A u serumima bolesnika s
metastatskim neuroblastomom, te drugim pedijatrijskim solidnim tumorima vise su nego U
nemetastatskim tumorima (169). Drugi autori nisu nasli korelaciju izmedu ekspresije VEGF-
A i stadija bolesti, ali su otkrili povezanost izmedu visoke ekspresije VEGF-A i nepovoljne
histologije (121). RazliCiti rezultati mogu se objasniti malim skupinama ispitanika, te
razli¢itim metodama analize VEGF-A. Za dobivanje reproducibilnijih rezultata potrebna su
veca multicentri¢na istrazivanja. Takoder i dalje postoji potreba za novim eksperimentalnim
modelima istraZivanja angiogenog i invazivnog potencijala neuroblastomskih stanica s ciljem

analize progresije tumora i otkrivanja antiangiogenih spojeva (130,170).

Korelacija ekspresije VEGF-A i stadija i$la je na racun bolesnika starijih od 18 mj.
Kod tih bolesnika visoka ekspresija VEGF-A bila je pracena visokim tumorskim stadijem. Za
razliku od njih, kod bolesnika u dobi od < 18 mj navedena korelacija nije postojala. To je
mozda posljedica tendencije sazrijevanja neuroblastomskih stanica kod bolesnika mladih (<)

od 18 mjeseci, ¢ime se smanjuje njihov agresivni potencijal (slike 17A, 17B) (171).

Sukladno s ranijim istrazivanjima, dob > 18 myjeseci, ishodiSte tumora u abdomenu,
visok tumorski stadij i nepovoljna histologija bili su praceni losijom prognozom (2,10),
(tablica 7, slike 18 A,B,C,D). Pomoc¢u univarijantne analize visoka / niska imunoreaktivnost
VEGF-A bila je takoder znakovit ¢imbenik rizika za sveukupno prezivljenje. Svi bolesnici s
niskom ekspresijom VEGF-A su prezivjeli, za razliku od bolesnika s visokom ekspresijom
VEGF-A koji su imali losiju prognozu i krace prezivljenje (tablica 7, slika 18E ). Sukladno sa
znakovitom povezanoséu Vvisoke ekspresije VEGF-A i visoko rizi¢nih bolesnika, bolesnici
koji su prezivjeli >5 godina imali su znacajno nizu ekspresiju VEGF-A u odnosu na umrle
bolesnike (P<0,0001).
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Interesantna je korelacija VEGF scora i duzine prezivljenja kod bolesnika starijih od
18 mjeseci u odnosu na bolesnike u dobi od < 18mj. Kod bolesnika starijih od 18 mjeseci
postojala je znakovita korelacija ekspresije VEGF-A i duzine prezivljenja, za razliku od
made djece kod kojih navedena korelacija nije postojala, sli¢no kao i kod korelacije ekspresije
VEGF-A i stadija bolesti (slika 19 i 20). Mlada djeca (dob <18 mj) imala su dobru prognozu
I kod njih se moglo dogoditi sazrijevanje / regresija tumora zbog povoljnih autokrinih i
parakrinih interakcija medu tumorskim stanicama. Za pretpostaviti je da se ucinak VEGF-A
kod njih mozda mogao inhibirati stimulatorima tumorskog sazrijevanja, ali prije donoSenja
konac¢nih zaklju€aka potrebna su opseznija prospektivna istrazivanja tumorske angiogeneze
/ antiangiogeneze. Mozda je jedan od tih stimulatora PEDF koji je inhibitor angiogeneze i
induktor neuralne diferencijacije. Poznato je da je sekrecija tumorskih stanica
nediferenciranog neuroblastoma angiogena prvenstveno zbog VEGF-A, a sekrecija
Schwannovih stanica  antiangiogena zbog PEDF-a (40). Takoder se pretpostavlja da
komunikacija (engl. cross-talk) izmedu Schwann-ovih stanica i stanica neuroblastoma utjece
na biologiju neuroblastoma u smislu tumorske diferencijacije (171). PEDF je ,,in vitro*
najvazniji ¢imbenik koji je odgovoran za indukciju tumorske diferencijacije pomocu
Schwannovih stanica. Rekombinantni PEDF ima istu sposobnost ,,in vivo* i ,,in vitro*. Zbog
toga bi mozda PEDF mogao posluziti kao multifunkcionalni antitumorski agens za lijecenje

neuroblastoma (172).

U ovom istrazivanju kombinacijom ekspresije VEGF-A i tumorskog stadija, povecala
se prognosticka vaznost za preZivljenje. Bolesnici s visokom ekspresijom VEGF-A i
uznapredovalim (visokim) tumorskim stadijem imali su kratak medijan sveukupnog
prezivljenja (24 mjeseca) (tablica 7, slika 21). Iako pomocu multivarijantne analize nije
dokazana uloga ekspresije VEGF-A kao nezavisnog prognostickog ¢imbenika, kombinacija
visokog tumorskog stadija i visoke ekspresije VEGF-A kao kompleksna varijabla, imala je
najjacu prediktivnu vaznost za prezivljenje (tablica 8 1 9) Koriste¢i ovu kompleksnu varijablu
moze se povecati prognosticka vrijednost za prezivljenje, odnosno poboljsati otkrivanje

visoko rizi¢nih bolesnika.

Obzirom da tumorska angiogeneza korelira sa metastatskom boles¢u, MYCN
amplifikacijom i lo$im ishodom, te neka istrazivanja upu¢uju da MYCN jednim dijelom

funkcionira poticu¢i angiogenezu pomo¢u VEGF-A, bilo bi dobro usporediti ekspresiju
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VEGF-A sa MYCN amplifikacijom (120,130). No, neovisno od toga, ovi rezultati upucuju da
VEGEF, bitan regulator tumorske angiogeneze moze posluziti kao vazan prognosticki bioloski
biljeg, te da se moZze upotrijebiti za identifikaciju visokorizi¢nih bolesnika s neuroblastomom
u kombinaciji sa tumorskim stadijem i drugim relevantnim ¢imbenicima rizika. Mislim da
ekspresiju VEGF-A treba uvrstiti u rutinsku dijagnosti¢ku obradu djece s neuroblastomom,

narocito onih starijih od 18 mjeseci i s uznapredovalim tumorskim stadijem.

Analiziran je utjecaj VEGF-A i ostalih klini¢kih i laboratorijskih ¢imbenika na
prezivljenje visoko rizi¢nih bolesnika obzirom na provedenu transplantaciju (tablica 10).
Postojala je statisticki znakovita razlika u rezultatima transplantacije u odnosu na
konvencionalno lije¢enje obzirom na prezivljenje kod visoko rizi¢nih bolesnika s visokom
ekspresijom VEGF-A, nepovoljnom histologijom, stroma-siromasnom histologijom, visokim
stadijem bolesti i ishodiStem tumora u abdomenu. Kod bolesnika koji su imali i visok stadij
bolesti i visoku ekspresiju VEGF-A, megaterapija s transplantacijom krvotvornih mati¢nih
stanica dala je znacajno bolje rezultate nego konvencionalno lije¢enje bez transplantacije. To
se manifestiralo znakovitom razlikom u sveukupnom prezivljenju izmedu transplantiranih

(medijan nedefiniran) i netransplantiranih bolesnika (medijan 13 mjeseci) (slika 22).

Ekspresija VEGF-A, te njen utjecaj na prezivljenje transplantiranih bolesnika s visoko
rizicnim neuroblastomom u odnosu na one podvrgnute konvencionalnom lije¢enju do sada
nije objavljena u literaturi. Ovo ispitivanje upucuje da multimodalna terapija koja ukljucuje
megaterapiju s transplantacijom krvotvornih mati¢nih stanica znafajno poboljSava
prezivljenje visokorizi¢nih bolesnika s visokom ekspresijom VEGF-A. Mozda bi se postotak
prezivljenja mogao joS viSe povecati dodatkom bevacizumaba uz intenzivnu kemoterapiju
prije transplantacije jer on uz antiangiogena i proapoptotska svojstva moze privremeno
,hormalizirati abnormalnu strukturu i1 funkciju tumorskih krvnih zila, te ih uciniti
ucinkovitijim za dotok kisika i lijekova (173). Ako bevacizumab suprimira progresiju
neuroblastoma na razini minimalne ostatne tumorske bolesti, mogao bi biti dobra terapijska
opcija nakon transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica za visoko rizicne bolesnike s

visokom ekspresijom VEGF-A (174).

Iz navedenih rezultata zakljucujem da bi analiza ekspresije VEGF-A mogla biti

koristna 1 kod donoSenja odluke o transplantaciji krvotvornih mati¢nih stanica 1 kod
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odredivanja nacina pracenja bolesnika. Takoder bi se mogla koristiti kod provodenja
antiangiogenih terapijskih istrazivanja obzirom da postoji potreba za daljnjim istraZzivanjima
angiogenog i invazivnog potencijala neuroblastomskih stanica s ciljem analize progresije

tumora i otkrivanja antiangiogenih spojeva.

5.2. TUMORSKA ANGIOGENEZA

Obzirom na vrlo neuskladene metode analiza tumorske vaskularnosti kod razli¢itih
istrazivanja, teSko je usporediti intenzitet vaskularnosti u ovom radu s analizama drugih
autora (175). Ipak, moze se re¢i da se u ovom radu prosjecne vrijednosti vaskularnih
parametara donekle razlikuju od rezultata Canete i sur. koji su rabili slicnu metodu analize.
Ovom analizom nadena je neSto viSa vrijednost prosjecne vaskularne povrsine u odnosu na
rezultate spomenutih istrazivaca: prosje¢na vrijednost vaskularne povrSine 123,11 um? vrs.
49,8 um?; vaskularnog opsega 48,79 um? vrs. 41 um; vaskularni promjer 4,91 um vrs. 6 um
(slika 23, tablica 11). Mozda je u ovom istrazivanju na viSu vrijednosti prosjecne vaskularne
povrsine utjecala drukéija proporcija visoko riziénih bolesnika, a mozda i veéa prosjecna
analizirana povrSina preparata tumorskog tkiva (engl. image area) nego u Canetinom
istrazivanju ( 2,04 vrs 0,59 mm?) (122).

Vaskularna povrSina, vaskularni opseg 1 najmanji vaskularni promjer imali su
normalnu raspodjelu vrijednosti, a udaljenost izmedu krvnih Zila i vaskularna volumna
frakcija nisu. Otvoreno je pitanje zaSto je veliki broj bolesnika imao relativno malu
vaskularnu volumnu frakciju, te da li je to u ovom slu¢aju odraz agresivnog fenotipa (slika

24E).

Da bi se dobio bolji uvid u medusobne odnose izmedu pojedinih varijabli, te tako bolje
prikazala tumorska angiogeneza, ucinjena je korelacija morfometrijskih vrijednosti pojedinih
vaskularnih parametara, §to je prikazano na tablici 12 i slici 25. Kao §to je bilo 1 za ocekivati,
izmedu vecine varijabli postojala je znakovita korelacija, osim izmedu vaskularnog opsega i
udaljenosti izmedu krvnih Zila, kao i vaskularnog opsega i najmanjeg vaskularnog promjera.
Iz navedenog se ne moze zakljuciti da li je to specifi¢nost tumorske angiogeneze. MoZzda bi
se komparacijom odnosa vaskularnih parametara izmedu zdravog i tumorskog tkiva doslo do

pouzdanijih zakljucaka.
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Svaki je od navedenih parametara analiziran obzirom na dob, spol, mjesto ishodista
tumora, stadij bolesti, stroma bogatu/stroma siromasnu histologiju, povoljnu/nepovoljnu
histologiju. (tablica 13A-B). Nije dokazana statisti¢ki znakovita razlika izmedu prosje¢ne
vaskularne povrsine, prosjecne udaljenosti izmedu krvnih zila i prosjecne vaskularne volumne
frakcije u odnosu na bilo koji od navedenih klinic¢kih i laboratorijskih parametara: dob, spol,
ishodiste (lokalizacija) tumora, tumorski stadij i povoljnu/nepovoljnu histologiju, S§to

vjerojatno nije od bitne vaznosti za daljnje istrazivanje.

Obzirom da postoje spoznaje o drugacijoj regulaciji angiogeneze kod stroma bogatih u
odnosu na stroma siromaSne tumore u smislu postojanja razli¢ite mikroproliferacije
vaskularnih endotelnih stanica, analizirali smo odnos pojedinih vaskularnih parametara
obzirom na ta dva navedena patohistoloska podtipa neuroblastoma (114). Nismo nasli
znakovitu povezanost stroma siromasnih i stroma bogatih tumora u odnosu na bilo koji od
morfometrijskih parametara tumorske angiogeneze. Razlog tome moze biti 1 u ¢injenici da se
ucinjenim kompjuterskim mjerenjima nije mogla indirektno prepoznati glomeruloidna
mikrovaskularna proliferacija koju su zapazili Peddinti i sur. pomoc¢u mikroskopske analize

imunohistokemijskih preparata (114).

Jedino je zapaZena statistiCki znakovita razlika izmedu prosjecnog minimalnog
vaskularnog promjera i dobi. Naime, postojala je razlika u veli¢ini minimalnog vaskularnog
promjera kod djece u dobi < 18 mjeseci u odnosu na djecu stariju od 18 mjeseci. Djeca mlada
(<) od 18 mjeseci imala su veci prosje¢ni minimalni vaskularni promjer u odnosu na stariju

djecu, $to je mogucéa posljedica u¢inka VEGF-A (tablica 13A ; slika 26).

Pronadena je statisticki znakovita razlika u prezivljenju kod bolesnika s razli¢itim
vaskularnim opsezima, vaskularna volumna frakcija bila je na granici statistiCke znacajnosti
za prezivljenje, dok ostale vaskularne varijable nisu imale statisticku znakovitost (slike 28A-
E; tablice 13A-B). Prezivjeli bolesnici imali su statisticki znacajno veci prosjecni vaskularni
opseg u odnosu na umrle bolesnike. Iako se ne radi o istim metodama istrazivanja, niti o
analizi u potpunosti istih parametara angiogeneze, rezultat je sukladan rezultatu lzycka-
Swieszewske kod koje je patoloski tip angiogeneze i manja vaskularnost povezana s loSijim
prezivljenjem, a u suprotnosti s rezultatima Ribatti 1 sur, te Meritar i1 sur. koji su nasli
povezanost izmedu visoke tumorske vaskularnosti 1 kratkog prezivljenja (27,120,124). 1z

dostupne literature je vidljivo da su do sada samo Canete i sur. koristili sli¢cnu metodologiju
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kao 1 u ovom istrazivanju. Oni nisu naSli statisticku povezanost analiziranih parametara s
prezivljenjem. Ali, vrijedno je spomenuti da su kod diseminiranog relapsa pronasli manju
vaskularnu povrSinu, manji opseg i manji minimalni promjer novoformiranih krvnih zila,

iako bez statisticke znakovitosti (122).

TeSko je objasniti zasto je od svih analiziranih vaskularnih parametara, dokazana
statisticki znakovita povezanost jedino izmedu prosjecnog vaskularnog opsega i prezivljenja,
te grani¢no znakovita povezanost (P=0,05) izmedu prosjecne vaskularne volumne frakcije i
prezivljenja. Mozda bi i rezultati mjerenja ostalih analiziranih vaskularnih parametara na jo§
vecem broju ispitanika dosegli statisticku znakovitost. Ipak su i oni (vaskularna volumna
frakcija, vaskularna povrSina, minimalni vaskularni promjer i udaljenost izmedu krvnih zila),
iako bez statisticke znakovitosti, upucivali na trend da je loSije prezivljenje praceno slabijom
vaskularno$¢u, odnosno manjom vaskularnom volumnom frakcijom, manjom vaskularnom

povrSinom, manjim minimalnim vaskularnim promjerom, te vecom udaljeno$¢u izmedu

krvnih zila (slike 28A-E; tablice 13A-B).

U namjeri da se upotpuni statisticka znakovitost navedenih opazanja, upotrijebljena
je analiza operativne karakteristicne krivulje, te su za svaki od navedenih vaskularnih
parametara odredene granicne vrijednosti za prezivljenje. (tablica 14; slika 29). Vrijedno je
napomenuti da su grani¢ne vrijednosti za sve vaskularne parametre dobivene analizom
operativne karakteristi¢ne krivulje bile vise od medijana vrijednosti istih parametara. Pomocu
univarijantne analize dokazane su znacajne razlike u prezivljenju za veéinu analiziranih
vaskularnih parametara (vaskularna povrs$ina, vaskularni opseg, vaskularna volumna frakcija 1
minimalni vaskularni promjer) obzirom na izraCunate grani¢ne vrijednosti, a udaljenost
izmedu krvnih Zila bila je na granici statisticke znakovitosti (tablica 14). Statisti¢ki znakovito
losije su prezivjeli bolesnici €iji su vaskularni parametri bili manji od definiranih grani¢nih
vrijednosti, a bolesnici s udaljenostima izmedu krvnih zila ve¢im od navedenih vrijednosti
imali su loSije prezivljenje na granici statisticke znacajnosti. To je prikazano i1 pomocu
Kaplan-Meierove krivulje prezivljenja za svaku od navedenih vaskularnih varijabli (slike
30A-E). Na ovaj nacin je potvrdeno zapazanje da je u ovom istrazivanju slabija tumorska
vaskularnost  definirana s viSe vaskularnih parametara, pra¢ena loSijim preZivljenjem.
Vrijedno je spomenuti da je do navedene spoznaje moguée do¢i jedino kompjuterskom

morfometrijskom analizom koja je rijetko rabljena kod neuroblastoma, jer je veéina
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istrazivaca analizu tumorske angiogeneze procijenila brojenjem krvnih zila u vidnom polju
analiziranog tumorskog preparata (122). Neki istrazivaéi koji su za grani¢ne vrijednosti
prezivljenja koristili medijane vaskularnih varijabli nisu uspijeli dokazati prognosticki znacaj
tumorske vaskularnosti za prezivljenje. Interesantno bi bilo znati kakvi bi bili njihovi rezultati
da je upotrijebljena analiza operativne karakteristi¢ne krivulje. Takoder i kod razli¢itih drugih
tumora postoje radovi koji povezuju slabiju tumorsku vaskularnost s losijim prezivljenjem

(176,177,178,179,180).

Vazno je naglasiti da je znakovitost razlike izmedu zivih i mrtvih obzirom na
vrijednosti vaskularnih parametara isla na ra¢un skupine visoko rizi¢nih bolesnika. Mrtvi
visokorizi¢ni bolesnici imali su statistiCki znacajno nizu prosjeénu vaskularnu povrsSinu,
prosjecni vaskularni opseg, te prosjecnu vaskularnu volumnu frakciju u odnosu na zive
visokorizicne bolesnike. Prosje¢ni minimalni vaskularni promjer im je bio na granici
znakovitosti. Za razliku od njih u skupini koja nije bila visoko rizi¢na, nije postojala statisticki
znacajna razlika u vrijednostima vaskularnih parametara izmedu zivih 1 mrtvih bolesnika
(tablica 15). 1z ovog proizlazi da bi u istrazivanjima razliite proporcije visoko rizi¢nih i
nisko rizicnih bolesnika mogle utjecati na rezultate procjene znakovitosti tumorske
vakularnosti za prezivljenje. To je moZzda na odreden nacin doprinijelo neujednacenim

rezultatima analize tumorske angiogeneze kod neuroblastoma.

U namjeri da se upotpuni statisticka znakovitost navedenih opazanja kod visoko
rizi¢nih bolesnika, ponovo je upotrijebljena analiza operativne karakteristicne krivulje, te su
za svaki od navedenih vaskularnih parametara odredene grani¢ne vrijednosti (slika 31).
Pomocu univarijantne analize dokazane su znacajne razlike u prezivljenju za vecéinu
analiziranih vaskularnih parametara (vaskularni opseg, vaskularna volumna frakcija,
minimalni vaskularni promjer i udaljenost izmedu krvnih Zila) obzirom na izraunate granicne
vrijednosti, a vaskularna povrSina bila je na granici statisticke znakovitosti (tablica 16).
StatistiCki znakovito loSije su prezivjeli visoko rizi¢ni bolesnici €iji su vaskularni parametri
bili manji od definiranih grani¢nih vrijednosti. To je prikazano i pomoc¢u Kaplan-Meierove

krivulje prezivljenja za svaku od navedenih vaskularnih varijabli (slike 32A-E).

Iz svega navedenog proizlazi da postoji znacajan utjecaj tumorske angiogeneze na

prezivljenje bolesnika s neuroblastomom, a narocito je izrazen kod visoko rizi¢nih bolesnika
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gdje niska vaskularnost mjerena razli¢itim morfometrijskim parametrima prati krace
prezivljenje.

U ovom je radu kod visoko rizi¢nih bolesnika multivarijantnom analizom dokazano
da je prosjecna vaskularna volumna frakcija bila nezavisan prognosticki ¢imbenik rizika u
odnosu na sve ostale vaskularne varijable. Prosjecni vaskularni opseg bio je na granici
znakovitosti kao nezavisan prognostic¢ki ¢imbenik rizika (tablica 17). Obzirom da je u ovom
istrazivanju mikrovaskularna gusto¢a (MVD) prikazana u obliku vaskularne volumne frakcije,
to upucuje da bi niska MVD mogla biti nezavisan ¢imbenik rizika u odnosu na sve ostale

vaskularne varijable kod visoko rizi¢nih bolesnika s neuroblastomom.

Usporedene su vrijednosti vaskularnih parametara s prezivljenjem kod visoko
rizi¢nih bolesnika koji su lijeceni transplantacijom krvotvornih macnih stanica u odnosu na
one lijeCene konvencionalnom terapijom (tablica 18; slike 33 A-B, 34A-B, 35A-B, 36A-B,
37A-B). Postojale su razlike u prezivljenju izmedu transplantiranih visoko rizi¢nih bolesnika
i visoko rizi¢nih bolesnika lijeCenih konvencionalnom kemoterapijom koji su imali visoke
vaskularne parametre (minimalni vaskularni promjer i vaskularnu povrSinu vecu od
definiranih grani¢nih vrijednosti). Transplantirani bolesnici s navedenim visokim vaskularnim
parametrima bolje su prezivjeli od bolesnika podvrgnutih konvencionalnom lijecenju. lako su
ostali analizirani vaskularni parametri bili samo na granici znakovitosti, takoder je 1 kod
njihovih viSih vrijednosti bila vidljiva tendencija boljem prezivljavanju transplantiranih
bolesnika u odnosu na one koji su konvencionalno lijeceni. Za razliku od toga, nacin lijeenja
nije utjecao na prezivljenje visoko rizi€nih bolesnika s niskim vaskularnim parametrima. Iz
ovog proizlazi naznaka da bi visoka tumorska vaskularnost mogla biti indikacija za

transplantaciju visoko rizi¢nih bolesnika.

Ista analiza ucinjena je i1 posebno kod transplantiranih bolesnika (slike 38A-B, 39A-B,
40A-B, 41A-B, 42A-B). Ponovo se ocituje isto zapazanje da i medu transplantiranim
bolesnicima loSije prezivljavaju bolesnici s nizom tumorskom vaskularnos¢u. Bolesnici s
nizim 1 vi§im vrijednostima minimalnog vaskularnog promjera, vaskularne volumne frakcije i

udaljenosti izmedu krvnih zila pokazali su statisticki znakovitu razliku u prezivljenju.

Sveukupni rezultati ove disertacije upucuju na Cinjenicu da je slabija tumorska

vaskularnost pracena loSijim prezivljenjem, Sto je prvenstveno izrazeno kod visoko rizi¢nih
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bolesnika. Kao $to je ve¢ prethodno istaknuto, to nije u skladu s op¢im stavom da su izraZzena
tumorska angiogeneza i velika mikrovaskularna gustoéa prognosticki losi ¢imbenici rizika,
iako postoje radovi koji slabiju tumorsku vaskularnost povezuju s loSijim prognozom, a

takoder u nekim radovima angiogeneza se nije pokazala prognostickim ¢imbenikom rizika

(114,120,122,124,176,177,178,179,180).

Da bih pokusala objasniti ove rezultate, kao i zato $to mislim da je angiogenezu
neuroblastoma neophodno analizirati u kontekstu sa stimulatorima, odnosno inhibitorima

angiogeneze, usporedila sam parametre tumorske vaskularnosti s ekspresijom VEGF-A.

5.3. USPOREDBA TUMORSKE ANGIOGENEZE | VEGF-A

lako se vec¢ina parametara tumorske angiogeneze (vaskularna volumna frakcija,
vaskularna povrSina, vaskularni opseg i udaljenost izmedu krvnih Zzila) nisu statisti¢ki
znacajno razlikovali u odnosu na visoku i nisku ekspresiju VEGF-A, vidljivo je da visoku
ekspresiju VEGF-A prate neSto viSe vrijednosti vecine vaskularnih varijabli, te manja
udaljenost izmedu krvnih zila (tablice 13A-B). To bi se moglo objasniti posljedicom
djelovanja VEGF-A, kao glavnog stimulatora angiogeneze. Tumori s niskom i visokom
ekspresijom VEGF-A statisticki su se znakovito razlikovali obzirom na prosjecni minimalni
vaskularni promjer. Tumori s visokom ekspresijom VEGF-A imali su veci prosjecni
minimalni vaskularni promjer, a tumori s niskom ekspresijom VEGF-A manji, $to ogovara
istrazivanju Nakatsu 1 sur, 2003 (184). Navedeni rezultat je u skladu sa spoznajom da VEGF
regulira veli¢inu dijametra krvnih Zila preko VEGF receptora 2 (VEGFR-2), te da visSa
koncentracija VEGF-A povecava dijametar krvnih Zila (181).

Losije su prezivjeli bolesnici s visokom ekspresijom VEGF-A i niskim vaskularnim
parametrima u odnosu na bolesnike s visokom ekspresijom VEGF-A i visokim vaskularnim
parametrima (tablica 19, slike 48A-E). U skladu s tim postoji jasna razlika u korelaciji
vrijednosti ve¢ine vaskularnih parametara i1 ekspresije VEGF-A u skupini zivih bolesnika u
odnosu na skupinu umrlih bolesnika (slike 43A-B, 44A-B, 45A-B, 46A-B, 47A-B). Ovaj
rezultat namece intrigantnu hipotezu o tome zasto za razliku od Zivih bolesnika, vrijednosti
vaskularnih parametara ne koreliraju s ekspresijom VEGF-A u skupini umrlih bolesnika.
Moguce je da kod rezistentnih neuroblastoma tumorska angiogeneza na odreden nacin izmice

kontroli VEGF-A zbog djelovanja drugih ¢imbenika. Mozda VEGF nema bitnijeg utjecaja na
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formiranje angiogenog fenotipa tih tumora. Stoga mislim da o pojmu, odnosno znacenju

tumorske angiogeneze treba razmisljati na sveobuhvatniji nacin.

Tumorska hipoksija, naj¢esce rezultat slabe perfuzije i anemije, jedan je od klju¢nih
¢imbenika koji uzrokuju razvoj klonova tumorskih stanica unutar tumora koji reagiraju na
hipoksi¢ni stres adaptivnim procesima putem mehanizma modifikacije ekspresije gena, s
posljedi¢nim razvojem tumorskog agresivnog fenotipa (182). Upitno je do koje mjere
tumorska vaskularnost, odnosno mikrovaskularna gusto¢a odrazava stanje hipoksije i
cjelokupne angiogene aktivnosti tumora. Ona oznacava gustocu kapilara u vidnom polju
mikroskopa, te kao takva odrazava udaljenost izmedu krvnih Zila. Udaljenost medu
kapilarama na lokalnoj razini je odredena balansom izmedu angiogenih ¢imbenika koji
stimuliraju i inhibiraju rast krvnih Zila u svakoj mikroregiji, kao i neangiogenih ¢imbenika
kao §to su brzina potros$nje kisika i glukoze od strane tumorskih stanica (129,183). West i sur.
(2001) nisu nasli vezu izmedu hipoksije i angiogeneze u uznapredovalim karcinomima . Isti
autori smatraju da se mjerenje parametara i biljega angiogeneze ne moze upotrijebiti kao
surogat mjera tumorske hipoksije (184). Drugi autori smatraju da je tumorska
mikrovaskularnost velikim dijelom odraz metabolickog fenotipa (185). Rezistentne tumorske
stanice €iji metabolicki fenotip svoje energetske potrebe zadovoljava glikoliti¢kim procesima

nisu ovisne o kisiku (129,185).

Moguce je da za proliferaciju takvih rezistentnih tumorskih stanica nije potrebno
poja¢ano stvaranje tumorske vaskularnosti unato¢ povecanoj ekspresiji VEGF-A kao
posljedici hipoksijom uzrokovane HIF-1 aktivacije.Time bi se mogli objasniti rezultati ovog
rada koji upucuju na najlosiju prognozu bolesnika ¢iji tumori imaju visoku ekspresiju VEGF-
A uz ,neproporcionalno* malu tumorsku vaskularnost, odnosno ¢iji vaskularni parametri ne
koreliraju s ekspresijom VEGF-A. Mozda se ovi rezultati i ova hipoteza mogu na neki nacin
prikloniti spoznaji o specificnosti karcinoma pankreasa §to je opisao u svom radu Akakura 1
sur. (2001) (186). Hipovaskularnost je poznata karakteristika karcinoma pankreasa, a vidljiva
je 1 na slikovnoj dijagnostici, $to upucuje na lo§ dotok krvi u tumorsko tkivo. Unato¢ loSem
dotoku krvi stanice karcinoma pankreasa prezivljavaju i proliferiraju u stanju teSke hipoksije 1
nedostatka hranjivih tvari. Akakura je dokazao da je kod karcinoma pankreasa u stanju
hipoksije 1 nedostatka glukoze, rezistencija na apoptozu uzrokovana konstitucijskom

ekspresijom HIF-1a u tumorskim stanicama. Dokazao je da iste tumorske stanice imaju
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pojacanu ekspresiju gena povezanih s anaerobnim metabolizmom, te da konstitucijska
ekspresija HIF-1a doprinosi prezivljavanju i proliferaciji stanica karcinoma zbog aktivacije

anaerobnog metabolizma u stanju hipoksije i nedostatka glukoze (186).

To nas vraca Warburgovoj hipotezi i Nobelovom laureatu Otto Heinrich Warburgu,
patologu koji je 1924.g. zakljuCio da tumori glavnu energiju stvaraju neoksidativnim
procesom iz glukoze, odnosno procesom glikolize zbog mitohondrijalne disfunkcije
tumorskih stanica, te njihove nemogucnosti provodenja oksidativnih procesa (187).
Metabolicke razlike koje je zapazio Warburg su adaptacija tumorskih stanica na hipoksi¢no
stanje unutar solidnih tumora, te nisu uzrok nego posljedica tumora. Zdravi organizam
uniStava oStecene stanice apoptozom, mehanizmom samodestrukcije u kome sudjeluju i
mitohondriji. Zbog mitohondrijalne disfunkcije tumorskih stanica, proces apoptoze je
poremecen (188). Mozda bi se slicnim mehanizmima mogla objasniti rezistencija
neuroblastoma kod kojeg se zbog stanja hipoksije razvijaju rezistentni klonovi tumorskih
stanica koji za svoje metabolicke potrebe koriste anaerobnu glikolizu, te nisu ovisni o Kisiku.
Zbog toga takav tumor unato¢ visokoj ekspresiji VEGF-A nema proporcionalno visoku
vaskularnost. Za potvrdu ove hipoteze kod neuroblastoma bi bilo potrebno provesti simultano
istraZivanje tumorske angiogeneze i metabolickog fenotipa tumorskih stanica. Takoder bi
istovremeno trebalo istraziti HIF-1 koji je klju¢ni inicijator kompleksne ,,mreze* zbivanja

koja su posljedica stani¢ne hipoksije.

Iz navedenih spoznaja, kao i rezultata ovog rada proizlazi ideja o potrebi provodenja
daljnjih, sveobuhvatnijih istraZivanja u kojima ¢e se tumorska angiogeneza analizirati u
kontekstu tumorskog metabolickog fenotipa. Rezultati buducih radova mozda ¢e potvrditi
istinitost ideje o potrebi simultanog djelovanja na tumorsku angiogenezu i tumorski
metabolic¢ki fenotip kod lijecenja visoko rizi¢nih agresivnih tumora. Dobro kombinirano
lijecenje moglo bi biti primjena inhibitora angiogeneze kojima se tumorske stanice liSavaju
kisika i metabolickih inhibitora kojima se gubi sposobnost prilagodbe tumorskih stanica na

hipoksiju, te tako prevenira razvoj rezistencije.
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6.ZAKLJUCCI

Rezultati ove disertacije potvrdili su znacaj ekspresije VEGF-A i tumorske
angiogeneze za prognozu bolesnika s neuroblastomom. Navedene ¢imbenike treba analizirati

u zajednickom kontekstu jer to daje prognosticki najvrijednije rezultate.

1. Odredivanje imunohistokemijske ekspresije VEGF-A semikvantitativnom metodom
na patohistoloskim uzorcima tumorskog tkiva bolesnika kod postavljanja dijagnoze
neuroblastoma omogucilo je formiranje zbira bodova ekspresije VEGF-A, koji se pokazao
koristan i uéinkovit u daljnjoj analizi, te mislim da bi ga se moglo koristiti u rutinskoj

dijagnostickoj praksi.

2. Nije dokazana povezanost ekspresije VEGF-A i ostalih analiziranih klini¢kih i
laboratorijskih parametara, osim povezanosti ekspresije VEGF-A i tumorskog stadija. Kod
djece starije od 18 mjeseci veca ekspresija VEGF-A bila je pracena veéim tumorskim
stadijem. Kod mlade djece VEGF-A nije utjecao na tumorsku progresiju. Ovaj rezultat
upucuje na drugaciju tumorsku biologiju neuroblastoma kod djece mlade ( <) od 18 mjeseci u

odnosu na djecu stariju od 18 mjeseci.

3. Utvrden je znacajan utjecaj VEGF-A na prezivljenje. Bolesnici s visokom
ekspresijom VEGF-A imali su loSije prezivljenje, a svi bolesnici s niskom ekspresijom
VEGF-A su prezivjeli. Rezultati podrZzavaju ideju o potrebi uvodenja inhibitora tumorske
angiogeneze, odnosno bevacizumaba u lijeCenje  visoko rizi¢nih bolesnika s visokom
ekspresijom VEGF-A. Kombinacija visoke ekspresije VEGF-A i visokog tumorskog stadija
kao kompleksna varijabla, imala je jaku prediktivnu vaznost za prezivljenje. Kod djece u dobi
< 18 mjeseci ekspresija VEGF-A nije utjecala na prezivljenje. To bi se moglo objasniti
prisustvom drugih ¢imbenika koji u zivotnoj dobi < 18 mj neutraliziraju u¢inak VEGF-A na
razvoj tumorske agresivnosti. Njihova identifikacija bi mogla pomo¢i u osmisljavanju novih

terapijskih pristupa u lijecenju neuroblastoma.

4. Analizom tumorske angiogeneze kompjuterskom metodom na istim uzorcima
tumorskog tkiva dokazana je statisticki znakovita korelacija izmedu morfometrijskih

vrijednosti vecine vaskularnih parametara.
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5. Komparacija tumorske angiogeneze i ostalih klinic¢kih i laboratorijskih nalaza govori
da su djeca mlada od 18 mjeseci imala vec¢i minimalni vaskularni promjer od starije djece.
Nije pronadena razlika u vrijednostima ostalih parametara tumorske angiogeneze obzirom na

ostale klinicke i laboratorijske varijable.

6. Analizirani vaskularni parametri nisu bili znakovito povezani s ekspresijom VEGF-

A, osim minimalnog vaskularnog promjera koji je bio veci kod vece ekspresije VEGF-A.

7. Tumorska vaskularnost se takoder pokazala znacajna za prezivljenje, narocito kod
visoko rizi¢nih bolesnika. Kod njih su slabija angiogeneza, odnosno niske vrijednosti veéine

parametara tumorske vaskularnosti bile pra¢ene znakovito nizim prezivljenjem.

8. Lose prezivljenje je otkriveno i kod bolesnika s visokom ekspresijom VEGF-A i
niskim vrijednostima ispitivanih  parametara angiogeneze. Interesanto je zapazanje da
vrijednosti vaskularnih parametara ne koreliraju s ekspresijom VEGF-A u skupini umrlih
bolesnika, za razliku od prezivjelih bolesnika kod kojih postoji jasna korelacija veliine

ekspresije VEGF-A i vaskularnih parametara.

9. U ovom radu je pokazano da transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica, za razliku
od konvencionalnog lijecenja povecava prezivljenje visokorizi¢nih bolesnika s visokom
ekspresijom VEGF-A, kao i visokorizi¢nih bolesnika s velikom tumorskom vaskularno$cu.
Rezultati upuéuju da je kod visokorizi¢nih bolesnika s visokom ekspresijom VEGF-A
indicirana transplantacija, ali na preZivljenje transplantiranih bolesnika utjeCe veliina
tumorske vaskularnosti. Zbog toga bi kod visoko rizi¢nih bolesnika s malom tumorskom

vaskularno$cu trebali razmiSljati o uvodenju novih metoda lijecenja.

10. Navedeni rezultati upucuju na ideju o rezistentnim tumorima koji su karakterizirani
visokom ekspresijom VEGF-A i malom vaskularnos$cu, $to bi moglo biti posljedica njihovog
metaboli¢kog fenotipa. Iz ovog proizlazi potreba provodenja daljnjih, sveobuhvatnijih
istrazivanja u kojima ¢e se tumorska angiogeneza analizirati u kontekstu metabolickog

fenotipa s ciljem pronalazenja novih ucinkovitijih kombinacija lijecenja.
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7. SAZETAK

Uvod: lako je poznato da tumorska angiogeneza korelira s uznapredovalim
tumorskim stadijem 1 igra vaznu ulogu u prezivljenju bolesnika, klinicki podaci 0
prognosti¢kom znacenju angiogeneze kod neuroblastoma su jos nedostatni.

Hipoteza i ciljevi: Ekspresija VEGF-A i tumorska vaskularnost su prognosticki
¢imbenici rizika kod bolesnika s neuroblastomom. Visoka ekspresija VEGF-A korelira s
visoko izrazenom tumorskom vaskularnos$éu, a njihov medusobni odnos bitan je za procjenu
agresivnosti tumorskog fenotipa. Cilj ovog istrazivanja je objektiviziranje  znaéenja
vaskularnih parametara i ekspresije VEGF-A za prognozu bolesnika s neuroblastomom.

Materijali i metode: Analizirano je 56 bolesnika s postavljenom dijagnozom
neuroblastoma. Ekspresija VEGF-A i tumorska angiogeneza analizirane su pomocu anti-
VEGF i anti-CD34 protutijela imunohistokemijskom metodom iz tumorskog tkiva koje je
uzeto kod postavljanja dijagnoze. Ekspresija VEGF-A procijenjena je pomocéu
semikvantitativnog zbira bodova, a parametri tumorske angiogeneze analizirani su pomocu
kompjuterskog mjerenja.

Rezultati: Ekspresija VEGF-A korelirala je sa stadijem bolesti i prezivljenjem.
Bolesnici s visokom ekspresijom VEGF-A imali su losije prezivljenje, a svi bolesnici s
niskom ekspresijom VEGF-A su prezivjeli. Morfometrijske vrijednosti vecine vaskularnih
parametara nisu korelirale s ekspresijom VEGF-A. Tumorska vaskularnost se pokazala
znacajna kod visoko riziénih bolesnika, a slabija angiogeneza bila pracena loSijim
prezivljenjem. LoSe preZivljenje je otkriveno i kod bolesnika s visokom ekspresijom VEGF-A
i slabom angiogenezom. Transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica povecavala je
prezivljenje visokorizi¢nih bolesnika s visokom ekspresijom VEGF-A i velikom tumorskom
vaskularnoscu.

Zakljucak: Ekspresijski zbir bodova VEGF-A pokazao se koristan, te bi ga bilo dobro
upotrebljavati u rutinskoj dijagnostici. Potvrdeno je znacenje VEGF-A i1 tumorske
angiogeneze za prognozu bolesnika s neuroblastomom. Navedene ¢imbenike treba analizirati
u zajedni¢kom kontekstu jer to daje prognostic¢ki najvrijednije rezultate. Oni mogu pridonijeti
procjeni visoko rizi¢nih bolesnika s neuroblastomom, kao i procjeni indikacije za

transplantaciju i uvodenje antiangiogene terapije.
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8. SUMMARY

Relationship between tumor neoangiogenesis and vascular endothelial growth
factor, and their significance as prognostic factors in patients with

neuroblastoma

Background: Although angiogenesis correlates with advanced tumor stage and plays
an important role in determining the tumor response to treatment in general, clinical data on
the prediction significance in neuroblastoma angiogenesis are still insufficient. The aim of
this research was to evaluate the significance of VEGF expression and tumor angiogenesis in
prognosis of neuroblastoma patients.

Hypothesis and Objectives: VEGF-A expression and tumor vascularity are the
prognostic risk factors in patients with neuroblastoma. High VEGF-A expression correlates
with high tumor vascularity, and their relationship is essential for assessing the aggressiveness
of tumor phenotype. The aim of this study was to determine the significance of vascular
parameters and the expression of VEGF-A in survival prediction of neuroblastoma patients.

Materials and Methods: VEGF expression and tumor angiogenesis was determined
by immunohistochemistry using anti-VEGF and anti-CD34 antibody in paraffin embedded
primary tumor tissue from 56 neuroblastoma patients. VEGF expression was estimated using
semiquantitative score. Tumor angiogenesis parameters were analyzed using computer
measurements.

Results: VEGF expression correlated with the stage and survival. Patients with high
VEGF expression had worse survival, and all patients with low VEGF expression have
survived. The morphometric values of the majority of vascular parameters were not
associated with VEGF expression. Tumor vascularity was important for high-risk patients’
survival and poor vascularity was accompanied by short survival. Unfavorable outcome was
also found in patients with high VEGF expression and poor tumor angiogenesis.
Hematopoietic stem cells transplantation increased the survival of high-risk patients with high
VEGF expression, and extensive tumor vascularity.

Conclusions: VEGF score proved to be useful, and could be used in a routine
diagnostic practice. This study confirmed the significance of VEGF expression and tumor

angiogenesis for the prognosis of patients with neuroblastoma. These factors should be
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analyzed in a joint context, because it provides the most valuable prognostic results. They
could contribute to the assessment of high risk neuroblastoma patients, as well as assessing

the indications for transplantation and the introduction of inhibitors of tumor angiogenesis.
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10. ZIVOTOPIS

Rodena sam 21.12.1958.g. Medicinski fakultet u Zagrebu upisala Skolske godine
1977/78, a zavrsila 1982. Nakon toga 5 godina radila sam kao lije¢nik opce prakse. Od
1987.9. do 1989.g. specijalizirala transfuziologiju, a u tom periodu zavrsila Poslijediplomski
studij iz ,,Hematologije* na Medicinskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu, gdje sam obranila
magistarski rad 1994.g. pod naslovom “Prognosti¢ka vrijednost varijabilnosti kromosoma u
djece s akutnom mijeloi¢nom leukemijom”. Nakon polozenog specijalistiCkog ispita iz
transfuziologije 1989.g., radila sam kao specijalist transfuziolog na KBC Rebro u Zagrebu.
1990.g. pocela sam specijalizirati pedijatriju za KBC Salata u Zagrebu. Nakon zavrienog
Poslijediplomskog studija iz ,,Klinicke pedijatrije”, te polozenog specijalistickog ispita iz
pedijatrije 1996.9., radila sam kao lije¢nik specijalist pedijatar na Zavodu za hematologiju i
onkologiju Klinike za pedijatriju KBC Salata u Zagrebu. 2004.g. presla sam raditi na
Onkoloski odjel Klinike za djecje bolesti Zagreb. 2005.g. boravila sam na edukaciji u
Cincinnati Children's Hospital Medical Center, Division of Hematology/Oncology koja je
ukljucivala 1 boravak u Centru za transplantaciju koStane srzi. Nakon toga sudjelovala sam u
osnivanju Jedinice za autolognu transplantaciju mati¢nih stanica periferne krvi u sklopu
OnkoloSkog odjela Klinike za djecje bolesti Zagreb. 2007.g. poloZila sam specijalisticki ispit
iz uze specijalnosti pedijatrije - pedijatrijske hematologije i onkologije, a 2008.g. postala
primarijus. Sudjelovala sam na viSe internacionalnih 1 domacih kongresa, te kao predavac na
poslijediplomskim tecajevima i Poslijediplomskom studiju ,,Zastita majke i djeteta” Med.
fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Od 2004.g. sam ¢lan SIOP-a, a od 2007.9. ¢lan Upravnog
odbora Hrvatskog drustva hematologa i transfuziologa. Objavila sam vise radova u doma¢im i
internacionalnim medicinskim ¢asopisima, izmedu ostalog i rad pod naslovom: ,,Vascular
endothelial growth factor in children with neuroblastoma: a retrospective analysis” koji je
objavljen u Journal of Experimental & Clinical Cancer Research 2009.g. Rad je imao

pozitivan odjek, te je o njemu pisao Reuters Health u prosincu 2009.g.
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