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1. Uvod

Izraz neuroblastom oznacava spektar neuroendokrinih tumora (ukljucujuéi neuroblastome,
ganglioneuroblastome i ganglioneurome) koji nastaju iz primitivnih simpatickih ganglijskih
stanica, te poput paraganglioma i feokromocitoma, imaju sposobnost sintetizirati i luciti
kateholamine (1). Neuroblastomi, koji ¢ine 97% ovih tumora, heterogeni su, razlikuju se po
lokalizaciji, histopatoloskom izgledu i bioloskim karakteristikama. Najznacéajnije obiljezje je
Siroki spektar klini¢kog tijeka bolesti, koji moze varirati od spontane regresije i sazrijevanja do
agresivne bolesti s metastatskom diseminacijom. Klini¢ka raznolikost usko je povezana s
brojnim klinickim i bioloskim ¢imbenicima (ukljucuju¢i dob bolesnika, stadij tumora te
patohistoloske i genetske abnormalnosti). Bliska medunarodna suradnja pedijatrijskih onkologa
dovela je do znacajnih poboljSanja u stopi izljecenja, s dugorocnom ukupnom stopom
prezivljenja oko 80%. Unatoc¢ napretku, neuroblastom ostaje izazovna bolest 1 za klinicare 1 za
istrazivace (2). Suvremeno lijecenje se provodi prema stratifikaciji pacijenata u skupine rizika
temeljem klinickih 1 dijagnostickih obiljezja. Medutim, ¢imbenici za definiranje skupina rizika
nisu usuglaseni, a stalno se otkrivaju nove genetske znacajke. Cilj je ovog rada detaljan pregled
molekularne biologije neuroblastoma te sistematizacija klinickih obiljezja 1 novih

dijagnostickih postupaka, koje pridonose optimalnom lije€enju pacijenata.

2. Svrha rada

Dva su glavna izazova povezana s istrazivanjem neuroblastoma: izostanak prihvatljivog
napretka u stopi izljeCenja za visokorizi¢ne pacijente i potencijalno prekomjerno lijeCenje
drugih pacijenata s povecanim rizikom za kasne komplikacije. Svrha rada je prikazati lijeCenje

pacijenata s genetskim optereCenjem te razjasniti stratifikaciju u skupine rizika (2).



3. Vazni prethodni radovi 1 otkri¢a

Intenzivna suradnja rezultirala je razvojem Medunarodnog sustava za klasifikaciju u grupe
rizika za neuroblastome (INRG). Ovaj sustav olakSava usporedbu klini¢kih rezultata
istrazivanja, koja provode suradnicke skupine lijecnika u razli¢itim dijelovima svijeta.
Temeljna i translacijska istrazivanja rezultirala su pronalaskom novih alata za molekularnu
karakterizaciju tumora, koji ukljuc¢uju usporednu genomsku hibridizaciju (CGH), polimorfizme
jednog nukleotida (SNP) te sekvenciranja sljedece generacije (NGS), mRNA, mikroRNA i
druge nekodiraju¢e RNA, kao i proteine i epigenetske markere. Navedena istrazivanja imaju za
cilj definirati $to precizniju stratifikaciju rizika i opisati temeljnu patogenezu tumora za
identifikaciju novih ciljnih molekula (2). Dosadasnja istrazivanja potvrdila su da aleli s
uobicajenim varijacijama polimorfizma jednog nukleotida unutar gena FLJ22536 na
kromosomskom pojasu 6p22.3 i BARD1 (BRCAl-povezana RING domena 1) na 2g35
znacajno prisutni kod pacijenata u usporedbi s kontrolama. Pokazano je da je relativno
uobicajena varijacija broja kopija na 1q21 povezana s razvojem neuroblastoma. Ova opazanja
upucuju na utjecaj uobicajenih varijacija DNK, §to olakSava razvoj pretpostavljenog genetskog

modela za ovu bolest (2).

4. Neuroblastom: definicija, karakteristike i klasifikacija
4.1. Epidemiologija i u¢estalost
Neuroblastom se gotovo isklju¢ivo pojavljuje u djece. Tre¢a je najceSca pedijatrijska
neoplazma, nakon leukemije i tumora mozga. Najces¢i je solidni ekstrakranijalni tumor u djece
i naj¢es¢a neoplazma u dojencadi. Stope incidencije ovise o dobi. Srednja dob pri postavljanju
dijagnoze je 17,3 mjeseca, a 40% pacijenata se dijagnosticira prije prve godine zivota. Nesto

¢es¢i kod djecaka (3). Neuroblastom €ini priblizno 15% svih smrtnih ishoda od dje¢jeg raka.
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4.2. Patohistoloske 1 morfoloske karakteristike neuroblastoma

Stanice neuroblastoma obi¢no reagiraju s antitijelima koja razlikuju neuralno tkivo (npr.
neuron-specificna enolaza [NSE], sinaptofizin, kromogranin i S100). Dok NSE moze biti
zariSno pozitivan u drugim tumorima (npr. rabdomiosarkom), bojenje u neuroblastomima je
karakteristi¢no difuzno i jako pozitivno. Gusto¢a neuroblasta, brzina mitoze i neuroblasti¢na
diferencijacija mogu varirati izmedu tumora, pa ¢ak i unutar samog tumora (3). Vecina
nediferenciranih neuroblastoma sastoji se gotovo u potpunosti od neuroblasta, s vrlo malo
Schwannovih (stromalnih) stanica (,,stromom siromasni tumori“). Morfoloski nalikuju na druge
tumore malih okruglih plavih stanica (limfom, osteosarkom malih stanica, mezenhimalni
hondrosarkom, obitelj Ewingovog sarkoma, primitivni neuroektodermalni tumor [PNET] i
rabdomiosarkom) (3). Zbog svog podrijetla od stanica neuralnog grebena, neuroblastom se
osim u srzi nadbubrezne Zlijezde moze razviti 1 u ganglijima simpatickog ziv€anog sustava u
podrucju vrata, prsiSta i trbusne Supljine. Mikroskopski prerez otkriva karakteristicne
pseudorozete (Homer-Wrightove pseudorozete), koje se sastoje od srediSnjega eozinofilnog
prostora u kojem se nalaze fibrilarni produZeci neuralnih stanica okruZeni okruglastim

nakupinama tumorskih stanica (4).

4.2.1. Ganglioneuroblastom

Ganglioneuroblastom se naziva "mjeSovitim stromom bogatim" tumorom zbog povecanog
udjela Schwannovih stanica. Neuroblasti imaju zreliji izgled i skupljeni su u Zarista ili gnijezda
okruzena Schwannovim stanicama. Ovi tumori imaju srednji maligni potencijal, izmedu

neuroblastoma i ganglioneuroma (3).

4.2.2. Ganglioneurom

Ganglioneurom se sastoji pretezno od Schwannovih stanica okruzenih sazrijevaju¢im ili
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potpuno zrelim ganglijskim stanicama. Ovi tumori su ¢es$¢i kod starije djece (5-7 godina).
Smatraju se benignima iako mogu metastazirati. Unato¢ tome, prognoza je izvrsna, ¢ak i kada

potpuno uklanjanje tumora nije moguce (3).

4.3. Klinicke karakteristike

Klinicke karakteristike neuroblastoma uvelike ovise o lokalizaciji tumora. Stoga ¢e biti

opisane kroz zasebne lokalizacije (3).

4.3.1. Abdominalni tumori

Otprilike dvije tre¢ine primarnih neuroblastoma nastaje u abdomenu; medu njima dvije tre¢ine
porijeklom su iz nadbubreznih zlijezda. Abdominalni tumori mogu se manifestirati bolovima u
trbuhu ili osje¢ajem nadutosti, vidljivom ili palpabilnom masom u trbuhu, hipertenzijom ili
rijetko crijevnom opstrukcijom. Kada primarni tumor nastane iz Zuckerkandlovih organa (par
embrionalnih organa u blizini bifurkacije aorte koji perzistiraju kratko nakon rodenja), dijete
mozZze imati simptome povezane s kompresijom crijeva ili mokra¢nog mjehura (zatvor, smanjen
kapacitet mjehura, enureza). Veliki abdominalni tumori mogu komprimirati vensku ili limfnu

drenazu, s posljedicnim edemom skrotuma i donjih ekstremiteta (1).

4.3.2. Tumori prsnog kosa

Primarni tumori prsnog koSa mogu se otkriti slu¢ajno na rendgenskim snimkama dobivenim u
procjeni drugih tegoba (npr. respiratorni simptomi, trauma). Medijastinalni tumori mogu
uzrokovati devijaciju ili suzenje traheje s posljedicnim stridorom, a velike torakalne i cervikalne
mase mogu biti povezane s Hornerovim sindromom (ptoza, mioza i anhidroza). Veliki torakalni

tumori su ¢esto povezani s mehani¢kom opstrukcijom i1 sindromom gornje Suplje vene (1).
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4.3.3. Paravertebralni tumori

Budu¢i da neuroblastomi mogu nastati iz paravertebralnih simpatickih ganglija, primarni
tumori, obi¢no u retroperitoneumu ili medijastinumu, mogu prodrijeti u spinalni kanal kroz
neuralne otvore, stvarajuci takozvani tumor "bucice" (eng. Dumbbell tumor). Kompresija ledne
mozdine je onkoloska hitnoc¢a, a moze uzrokovati bol, motoricke ili senzorne deficite te gubitak
kontrole crijeva i/ili mjehura. Suptilan i postupan pocetak neuroloskih simptoma u male djece
moze otezati dijagnozu. Zahvacenost cervikalnog paravertebralnog simpatickog lanca i

inferiornog cervikalnog ganglija moze se manifestirati Hornerovim sindromom (1).

4.4.  lIzlu¢ivanje kateholamina

Tumorske stanice neuroblastoma preuzimaju i metaboliziraju kateholamine, a nastali produkti
razgradnje (dopamin [DA], vanilmandelicna [VMA] 1 homovanilinska kiselina [HVA]) mogu
se otkriti u urinu. Stanice Cesto izrazavaju i gen transportera noradrenalina (NAT) i enzime
potrebne za metabolizam kateholamina (1). Dokazan je znacaj urinarnih kateholamina u
prognozi neuroblastoma. Osjetljivost VMA, HVA i DA je 80,7, 71,9 odnosno 61,3%. Visoke
razine VMA povezane su s povoljnim bioloSkim znacajkama, a visoke razine DA pronadene su
u bioloski nepovoljnim tumorima. Za diseminirani neuroblastom u dojencadi, omjer DA/VMA

pokazao se korisnim za razlikovanje stadija 4 u odnosu na stadij 4s (5).

4.5. Kilasifikacija prema stadiju bolesti
Dvije najc¢esSce klasifikacije su INRGSS (The International Neuroblastoma Risk Group Staging

System) i prethodno koristena INSS (International Neuroblastoma Staging System). Za razliku

od INSS-a, INRGSS koristi samo rezultate slikovnih testova prije operacije. Ne ukljucuje
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kirurSke rezultate ili zahvaéenost limfnih ¢vorova za odredivanje stadija. Za ovaj sustav
stupnjevanje potrebno je znanje o prisutnosti ili odsutnosti ¢imbenika rizika definiranih slikom
(IDRF). U Klasifikaciji INRGSS stadij L1 odnosi se na tumor koji se nalazi samo u ishodistu;
nema IDRF-ova na slikovnim pregledima (CT i/ili MRI). Stadij L2 ¢ini tumor koji se nije
prosirio izvan ishodista i obliznjeg tkiva; IDRF-ovi su prisutni na slikovnim pretragama. Stadij
M odnosi se na tumor koji se prosirio na druge dijelove tijela (osim stadija MS: vidi dalje).
Stadij MS ¢ini tumor koji se prosirio samo na kozu, jetru ili kostanu srz (s manje od 10%

zahvacenosti koStane srzi) u bolesnika mladih od 18 mjeseci (6).

5. Genetska osnova neuroblastoma

Genetska obiljezja neuroblastoma bit ¢e prikazana kroz klasifikacijski sustav fenotipova.
Ovakav pristup ima za cilj stratifikaciju neuroblastoma u grupe rizika temeljenu na genetskim
obiljeZjima tumora, a moZe imati utjecaj na prognozu, odgovor na lijeenje i potencijalne ciljne

terapije.

5.1. Alteracije genoma povezane s neuroblastomom

Kako bi se istrazile molekularne znacajke razli¢itih podtipova neuroblastoma, sekvenciran je
genom 416 pacijenata s dijagnozom neuroblastoma prije lijeCenja. Procijenjeni su mehanizmi
odrzavanja telomera u 208 tumora. Analizom su obuhvadene zariSne amplifikacije,
homozigotne delecije 1 varijante aminokiselina zabiljezene u Katalogu somatskih mutacija raka
(Catalogue of Somatic Mutations in Cancer [CSMC]). Otprilike 1-2% neuroblastoma nasljeduje
se autosomno dominantno. Identificirane su mutacije germinativne linije u genima Paired-Like
Homeobox 2b (PHOX2B) i Anaplastic Lymphoma Kinase (ALK) kao glavnih genetskih

¢imbenika u ovoj podskupini familijarnog neuroblastoma. Genetska osnova sporadi¢nih
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neuroblastoma proucava se kroz veliku genomsku asocijacijsku studiju (GWAS). Pacijenti
imaju loSu prognozu ako se dijagnosticira metastatska bolest u dobi nakon 18 mjeseci ili kod
tumora s genomskom amplifikacijom protoonkogena V-Myc Avian Myelocytomatosis Viral
Related Oncogene, Neuroblastoma Derived (MYCN). Osim amplifikacije MYCN,
preuredivanja lokusa Telomerase Reverse Transcriptase (TERT) i/ili inaktivirajuée mutacije u
Alpha Thalassemia/Mental Retardation Syndrome X-linked (ATRX) pronadene su uglavhom u
visokorizi¢nim tumorima. Mutacije u ATRX-u povezane su s aktivacijom alternativnog
produljenja telomera (ALT). Mutacije signalnih puteva gena Rat Sarcoma Viral Oncogene
Homolog (RAS) i Tumor Protein P53 (p53) otkrivene su u relapsu i snazno su povezane s loSim

ishodom (7).
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Slika 1: Mutacije signalnih puteva RAS i p53 gena u pacijenata oboljelih od neuroblastoma
prije zapocetog lijeCenja.

Opis: (A) Shematski prikaz signalnih puteva RAS 1 p53 koji isticu mutacije pronadene
kombinacijom WES i WGS (n =416). Udio tumora zahvacenih somatskim promjenama broja

kopija (SCNA) naznacen je u prozorci¢ima i izrazen kao postotak kodom u boji. RAS
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predstavlja gene NRAS, HRAS i KRAS.

(B do D) Prezivljenje specifi¢no za bolest svih pacijenata

(B) Prezivljenje pacijenata s visokim rizikom

(C) Prezivljenje pacijenata bez visokog rizika

(D) liste skupine (n = 416) prema odsutnosti (plavo) ili prisutnosti (crveno) mutacija gena

RAS-a ili p53 (5-godisnje prezivljenje specificno za bolest)

5.2.  Mehanizmi odrzavanja telomera u neuroblastomima

Klinicki tijek pacijenata s neuroblastomom i mutacijama RAS ili p53 varira, §to moZe biti
povezano s prisutnoScu ili odsutnoSéu mehanizama odrzavanja telomera. U istrazivanju je
analiziran genomski status MYCN i TERT lokusa te prisutnost promijelocitnih leukemijskih
nuklearnih tijela (APB) u 208 pacijenata. Uocena je amplifikacija MYCN gena u 52 slucaja,
preraspodjela TERT gena u 21 sluc¢aju i APB u 31 slucaju. Ekspresija TERT-a bila je poviSena
u tumorima s TERT preraspodjelom ili MYCN amplifikacijom, ukazujuéi na aktivaciju
telomeraze. U APB-pozitivnim tumorima, ekspresija TERT-a je bila niska. Klini¢ka vaZznost
odrZavanja telomera i promjena puta RAS ili p53 potvrdena je multivarijabilnom analizom,

gdje su obje promjene bile neovisni prediktori nepovoljnog ishoda (7).
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Slika 2: Mehanizmi odrzavanja telomera u neuroblastomima prije lijecenja (7).

Opis: (A) Distribucija mehanizama odrzavanja telomera, mutacija gena puta RAS i p53 i
klini¢kih kovarijabli u 208 neuroblastoma prije lije¢enja (poredanih s lijeva na desno). Crvena
linjja na gorn;joj ploci oznacava prag ekspresije TERT.
(B) Ekspresija TERT mRNA (lijevo) 1 odgovaraju¢a enzimska aktivnost telomeraze (desno) u
52 uzorka neuroblastoma. Okviri predstavljaju prvi i tre¢i kvartil; visoki TERT predstavlja

tumore bez genomskih MYCN ili TERT promjena s ekspresijom TERT iznad praga.

U tumorima koji nisu visokog rizika 1 nose mutacije puta RAS ili p53 (23 od 208 slucajeva),
pronadeni su dokazi aktivacije telomeraze u devet slucajeva. Ishod ovih pacijenata bio je los,
dok su svi pacijenti ¢iji tumori nisu imali mehanizme odrzavanja telomera prezivjeli, a lijeceni

su ograni¢enom citotoksi¢nom terapijom ili su bili bez terapije. Ovo otkrice je vazno za 20 ne-
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visokorizi¢nih pacijenata s mutacijama gena puta RAS koji nisu bili dio poc¢etnih WES i WGS

ili ciljanih kohorti sekvenciranja. Zajedno, mehanizmi odrzavanja telomera tako su jasno

razlikovali klinicke fenotipove koji se javljaju u tumorima bez visokog rizika koji nose mutacije

puta RAS ili p53 (7).
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Slika 3: Mehanizmi odrzavanja telomera razlikuju povoljan i nepovoljan klinicki tijek kod ne-

visokorizi¢nog neuroblastoma s mutacijama puta RAS ili p53 (7).

Opis: Status odrzavanja telomera i klinicke varijable u kohorti kombiniranog otkrivanja i

validacije pacijenata bez visokog rizika ¢iji su tumori nosili mutacije puta RAS ili p53.

Pacijenti su rasporedent s lijeva na desno. Crvena linija na gornjoj ploci oznacava prag

ekspresije TERT.

(B) Prezivljenje bez dogadaja (gore) 1 prezivljenje specificno za bolest (dolje) ne

visokorizi¢nih pacijenata prema odsutnosti (plavo) ili prisutnosti (crveno) mehanizama

odrzavanja telomera (n = 41+ 0,136).

Pretpostavljeno je da bi opca patogenetska hijerarhija odrzavanja telomera i mutacija puta RAS

ili p53 mogla mehanicki definirati razliite klinicke podskupine neuroblastoma. Doista,
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primijeéeno je da je ishod pacijenata Cije tumorske stanice nemaju mogucnost odrzavati
telomere (n = 99) bio izvrstan, bez obzira na prisutnost mutacija puta RAS ili p53; 57 pacijenata
nikada nije primilo kemoterapiju, ukljucujuéi njih 18 s dokumentiranom spontanom regresijom.
Pokazano je da mutacije puta RAS ili p53 nisu dovoljne za malignu transformaciju
neuroblastoma ukoliko ne postoji mehanizam odrzavanja telomera. U skladu s ovim opazanjem,
telomeraza se pokazala klju¢nom za potpunu malignu transformaciju ljudskih stanica koje nose
onkogeni HRAS u eksperimentalnim sustavima, dok se stani¢no starenje javlja kao odgovor na
onkogeni HRAS u odsutnosti telomeraze. Neuroblastomi kojima nedostaje odrZzavanje telomera
uglavnom su bili prisutni u mladih pacijenata. Nasuprot tome, pacijenti ¢iji su tumori sadrzavali
aktivaciju telomeraze bili su uglavnom visokorizi¢ni pacijenti (92 od 109 slucajeva).
Sedamnaest pacijenata klinicki je klasificirano kao niski ili srednji rizik; medutim, njihov je
klini¢ki tijek bio jednako nepovoljan kao i klinicki tijek pacijenata s visokim rizikom, §to
podupire ideju da je odrzavanje telomera glavna determinanta ishoda neuroblastoma. Takoder
nije pronadena znacajna razlika u ishodu pacijenata ¢iji su tumori pokazali amplifikaciju
MYCN gena u usporedbi s onima ¢iji su tumori imali druge mehanizme odrZavanja telomera.
Ishod pacijenata ¢iji su tumori imali sposobnost odrzavanja telomera bio je nepovoljan uz
prisutne dodatne mutacije puta RAS ili p53, dok je prezivljenje bilo znatno bolje u odsutnosti
navedenih mutacija. Takoder, uoceno je da se status odrzavanja telomera nije promijenio u 19
od 20 parnih uzoraka neuroblastoma bioptiranih pri dijagnozi i relapsu ili progresiji. Klini¢ka
vaznost odrzavanja telomera i promjena puta RAS ili p53 potkrijepljena je multivarijabilnom
analizom, u kojoj su obje promjene neovisno predvidale nepovoljan ishod. Dodatni odabir
varijabli unatrag u ovom modelu identificirao je samo odrzavanje telomera i mutacije puta RAS
ili p53 kao neovisne prognostiCke markere, dok utvrdeni markeri (stadij, dob 1 status

kromosoma 1p) nisu uzeti u obzir u konacnom modelu (7).
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Slika 4: Klinicke podskupine neuroblastoma definirane su odrzavanjem telomera i promjenama
RAS i p53 putova (7).

Opis: (A) Prezivljenje pacijenata bez dogadaja (lijevo) 1 specificno za bolest (desno) prema
odsutnosti ili prisutnosti genskih mutacija puta RAS ili p53 i aktivnosti odrzavanja telomera (n
= 208). Navedeni su  statisticki  rezultati  usporedba  parova  grupa.
(B) Multivarijabilna Coxova regresijska analiza za prezivljenje bez dogadaja (n = 201),
uzimajuéi u obzir prognosticke varijable poput; dob u trenutku dijagnoze, stadij, status
kromosoma 1p, mutaciju puta RAS ili p53 1 aktivaciju odrZzavanja telomera. MYCN status nije
razmatran zasebno, budu¢i da su pozitivni slucajevi odrzavanja telomera ukljucivali sve

sluc¢ajeve pojacane MY CN-om po definiciji. Multivarijabilna analiza za prezivljenje specifi¢no
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za bolest nije se mogla izracunati, jer se nije dogodio smrtonosni dogadaj kod pacijenata ¢iji
tumori nisu odrzavali telomere, pa se stoga ne moze izracunati omjer rizika za ovu varijablu.
(C) Shematski prikaz predlozene mehanicke definicije klinickih podskupina neuroblastoma.
Klasifikacija se temelji na prisutnosti ili odsutnosti mehanizama odrzavanja telomera i mutacija

puta RAS ili p53.

Budu¢i da je odrzavanje telomera kljucno za besmrtnu proliferaciju stanica raka, nedostatak
mutacija koje podrzavaju odrzavanje telomera vjerojatno je preduvjet za spontanu regresiju i
diferencijaciju neuroblastoma. Podaci takoder ukazuju da mutacije gena RAS ili p53 signalnih
puteva u tumorima bez odrzavanja telomera ne utjecu na ishod bolesti. Navedena otkri¢a mogu

imati vazne implikacije za dijagnozu i lijeCenje pacijenata s neuroblastomom (7).

6. Dijagnostika neuroblastoma

Molekularna osnova neuroblastoma joS uvijek nije u potpunosti razjasnjena, a klinicka
raznolikost usko je povezana s brojnim klinickim 1 bioloSkim ¢imbenicima, ukljucujuc¢i dob
pacijenta, stadij i histologiju tumora te genetske i kromosomske abnormalnosti.

Svim pacijentima sa sumnjom na neuroblastom treba uzeti detaljnu anamnezu i uciniti

kompletan fizikalni pregled i detaljne laboratorijske pretrage (5).

6.1. Klini¢ka evaluacija pacijenta

Neuroblastomi mogu nastati bilo gdje u simpatickom zZiv€anom sustavu. Nadbubrezna Zlijezda
je najceS¢e primarno mjesto (40%), a zatim slijede abdominalni (25%), torakalni (15%),

cervikalni (5%) 1 zdjeli¢ni simpaticki gangliji (5%). Rjede, tumori nastaju unutar sredi$njeg ili
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autonomnog ziv€anog sustava. U priblizno 1% slucajeva primarno sijelo se ne moze
identificirati. Neuroblastom metastazira u limfne ¢vorove, kostanu srz, kost, duru, orbite, jetru
i kozu, a rjede u plu¢a i mozak. Simptomi odrazavaju mjesto primarnog tumora i prosirenost
bolesti. Bolesnici s lokaliziranim tumorom mogu biti asimptomatski, dok djeca s
uznapredovalom boles¢u obi¢no imaju sustavne simptome. Znakovi i simptomi na koje treba
obratiti paznju prilikom pregleda su abdominalna masa, bol u trbuhu ili zatvor, proptoza,
periorbitalne ekhimoze ("rakunove oc¢i" uzrokovane orbitalnim metastazama), Hornerov
sindrom, znaci kompresije ledne mozdine (slabost donjih ekstremiteta, promjene u refleksima,
uzlazna paraliza), neobjasnjiva bol u ledima, dizurija, potkozni ¢vori¢i, opsoklonus mioklonus
sindrom, sekretorna dijareja (zbog paraneoplasti¢ne proizvodnje vazoaktivnog intestinalnog
polipeptida, VIP), sistemski simptomi (vruéica, gubitak tezine), bol u kostima, anemija,
heterokromija Sarenice, hipertenzija, te dodatni znaci koji upucuju na neuroblastom (npr.

nadbubrezna masa na ultrazvu¢nom pregledu, poviSeni kateholamini u mokraci) (5).

6.2.Laboratorijske pretrage

6.2.1. Biomarkeri

Razumijevanje diferenciranja imunoloSkih stanica u humanom neuroblastomu klju¢no je za
razvoj imunoterapije. ldentificirano je 27 podtipova imunoloskih stanica, ukljucujuéi razli¢ite
subpopulacije mijeloidnih stanica, NK stanica, B- i T stanica. Pokazano je povecanje broja
monocita u usporedbi zdravog 1 tumorskog tkiva, medutim nisu uocene razlike u citotoksicnosti
i iscrpljenosti T stanica, niti razlike u aktivnosti Treg stanica. Analiza interakcija receptora i
liganda otkriva vrlo kompleksnu mreZzu interakcija unutar imunoloSkih populacija te s
tumorskim i stromalnim stanicama u neuroblastomu (8). Uoceno je da je povrSinski receptor
CD24 bio iskljucivo izrazen na tumorskim stanicama i vr$i interakciju sa SIGLEC10 na
makrofagima u imunoloskim stanicama. CD24 je signal "ne jedi me", koji prenosi inhibitorni

odgovor u makrofagima kada se veze na SIGLECI10, sprjeavaju¢i fagocitozu. Predlaze se
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CD24/SIGLEC10 kao cilj za imunoterapiju (8). Tijekom istrazivanja molekularnih
mehanizama neuroblastoma primijenjena je ESTIMATE metoda koja koristi karakteristike
genske ekspresije kako bi zakljucila omjer stromalnih stanica i imunih stanica u uzorku tumora.
Stoga je za razumijevanje molekularne patogeneze neuroblastoma povezane s mikrookoliSem
tumora u radu koristen ESTIMATE algoritam u kombinaciji s viSe kohorti kako bi se istrazili
osnovni genetski faktori u mikrookoli$u tumora i identificirali prognosticki geni. Primjenom
ESTIMATE algoritma i analizom podataka iz ArrayExpress baze podataka te jo§ dvije neovisne
GEO kohorte, identificirano je 14 prognostickih gena (ABCA6, SEPP1, SLAMFS8, GPR171,
ABCA9, ARHGAP15, IL7R, HLA-DPB1, GZMA, GPR183, CCL19, ITK, FGL2 i CD1C) s
kapacitetom za predvidanje prognoze neuroblastoma. Osim navedenog, geni ARHGAPI1S,

ABCA9, CCL19, SLAMFS i CDI1C pokazali su se kao neovisni prognosticki pokazatelji (9).

6.3. Suvremene metode dijagnostike

Tocna procjena stadija bolesti odreduje se uz pomo¢ radioloskih i nuklearno-medicinskih

metoda.

6.3.1. MIBG
Pacijenti se svrstavaju u grupu niskog, srednjeg i visokog rizika ovisno o dobi, stadiju i biologiji

tumora. Klasifikaciju znacajno olaksava dijagnosticki Meta-[1231]iodobenzilguanidin (MIBG),
jer maligni neuroblastomi i diferencirani tumori imaju specijalizirane receptore za
norepinefrinski transporter (NET) koji su prisutni u simpatickom zivéanom sustavu. MIBG je
analog norepinefrina koji se aktivno preuzima putem NET receptora, Sto rezultira njegovim
nakupljanjem u neuroblastomu kao 1 u tkivima koja normalno izrazavaju NET receptor. MIBG
pretraga ima nekoliko nedostataka poput ograni¢ene prostorne rezolucije, ograni¢ene

osjetljivosti kod malih lezija, potrebe za dvije ili viSe sekcija snimanja te vremenskog razmaka
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izmedu pocetka pregleda i dobivanja rezultata. Vecina ovih ograni¢enja moze se prevladati
pomocu pozitronske emisijske tomografije (PET). Nadalje, za planiranje operativnog zahvata

ili biopsije, kombinacija s morfoloskim metodama je neophodna (10).

6.3.2. PET-CT
Meta-[18F]fluorobenzilguanidin ([18FJmFBG) je radiofarmak za pozitronsku emisijsku

tomografiju (PET) koji omogucuje brzu i visoko rezolucijsku snimku tumora koji izrazavaju
NET. U usporedbi sa scintigrafijom i SPECT-CT-om, PET pruza krace vrijeme skeniranja, slike
viSe rezolucije 1 3D PET-CT cijelog tijela, Sto moZe poboljSati otkrivanje i lokalizaciju
tumorskih lezija. PET je prikladniji za kvantificiranje preuzimanja radiofarmaka. Zbog
ograni¢enog iskustva s [I8FmFBG PET-CT u neuroblastomu, dijagnosti¢ka vrijednost,
sigurnost, apsorbirana doza zracenja i optimalno vrijeme za akviziciju [18FJmFBG PET-CT jos

uvijek nisu utvrdeni (11).

7. Prikaz slucaja

Pacijent u dobi od 4 godine zaprimljen je u travnju 2016., u Opc¢u bolnicu Pula zbog
respiratornih simptoma uz lose opce stanje, bljedocu 1 febrilitet do 39°C u trajanju od 10 dana.
Do tada nije teZe bolovao, a od kroni¢nih bolesti imao je koZni ekcem 1 alergije na hranu.

Psihomotorni razvoj bio je primjeren dobi. Obiteljska anamneza bila je negativna.

7.1. Klini¢ki nalaz

Na Kliniku za pedijatriju Klinickog bolni¢kog centra Rijeka zaprimljen je s dijagnozom ,,Druge
1 nespecificirane boli u abdomenu®. Laboratorijski nalazi pokazali su anemiju s hemoglobinom

85 g/L (ref. 110 - 135 g/L) i poviSenu vrijednost CRP-a 128,2 mg/L (ref. <5 mg/L). Pri prijemu
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je bio u antalgi¢nom polozaju, subfebrilan, blijede koze i vidljivih sluznica. Limfni status je bio
uredan. Auskultacijski nalaz nad srcem i plu¢ima je bio bez osobitosti.. Abdomen je bio
meteoristican, mekan, difuzno bolan na dublju palpaciju, a dezurni lije¢nik nije palpirao

abdominalnu masu.

Dijagnosticka obrada

Citoloska analiza razmaza periferne krvi pokazala je anizocitozu i hipokromiju eritrocita, te
povecan broj nezrelih granulocita u diferencijalnom leukogramu.U punktatu koStane srzi
prednjih i straznjih grebena ilijacnih kostiju (4 punktata) nadene su maligne stanice, morfoloski
I imunocitokemijski neuroendokrinog podrijetla, koje su sugerirale neuroblastom. Biopsija
kosti (straznjeg lijevog i desnog grebena) potvrdila je metastaze i slabo diferenciran tumor
pozitivan na NSE i keratin. Citogenetika kostane srzi (KBC Zagreb) metodom I-FISH dokazala
je duplikaciju N-MYC gena u 6% interfaznih jezgara i deleciju 1p36 u 3% interfaznih jezgara.
Imunofenotipizacija kostane srzi (KBC Zagreb) je pokazala 4% stanica nekrvotvornog tkiva
CD45-CD56 imunofenotipa. Na ultrazvuku abdomena opisani su konglomerati uvecanih
limfnih ¢vorova u retroperitoneumu, uz hilus slezene i lijevu renalnu arteriju bubrega te
slobodnu tekucinu u peritonealnoj Supljini. U¢injena je CT vodena biopsija tumora tankom
iglom 16G. Patohistoloski nalaz cilindra sadrzavao je tkivo gradeno od vezivne dobro
vaskularizirane strome i nakupina tumorskih stanica intravaskularno. Tumorske su stanice
sadrzavale polimorfne, hiperkromne jezgre s istaknutim nukleolom uz veliki broj apoptotickih
1 mitotickih oblika. Nalaz se uklapao u dijagnozu neuroblastoma. MR abdomena opisao je
konglomerat solidnih ¢vorova uz lijevu konturu aorte koji se protezao od dijafragme do u
zdjelicu, a zahvatio je renalnu arteriju i bio u kontaktu s aortom u manje od 50% opsega. MRI
mozga je bio uredan, a na MRI cijele kraljeznice bili su vidljivi areali visokog signala u trupu
Th2, The, Th10, L1 i L4 kraljezaka koji su odgovarali sekundarizmima. Scintigrafija skeleta

potvrdila je metastaze u proksimalnom okrajku lijevog humerusa, desnoj skapuli, predjelu
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glenoida, srednjoj tre¢ini korpusa sternuma, uz desni lateralni rub L1 kraljeSka te
sakroilijakalno desno. RTG grudnih organa i zdjelice bio je uredan. Radiogram lijeve nadlaktice

pokazao je manja prosvijetljenja u podrucju proksimalne metadijafize humerusa.

7.2.Konacna dijagnoza

Nakon ucinjene opsezne dijagnosticke obrade postavljena je dijagnoza neuroblastoma IV
stadija sa sekundarizmima u kostanoj srzi i kostima. Citogenetskim nalazom dokazana je ra

duplikacija N-MYC protoonkogena.

7.3.Lijecenje
Nakon implantacije centralnog venskog katetera Port-a-cath, zapoceto je lijeGenje prema NB

2004 protokolu za skupinu visokog rizika. Prvi N8 blok proveden je uz mjere prevencije
sindroma lize tumora (alopurinol, hiperhidracija, forsirana diureza i alkalizacija). U prvom
boravku pacijent je u dva navrata primio transfuziju filtriranih ozracenih eritrocitnih
koncentrata. Zbog produljenog febriliteta provedeno je lijeCenje ceftriaksonom 1
vankomicinom, a zbog arterijske hipertenzije terapija nifedipinom. Dijagnosticki MIBG
(ucinjen je u KBC Sestre milosrdnice iz tehnickih razloga nakon provedenog prvog bloka)
prikazao je nekoliko diskretnih nakupina radioaktivnog joda u podrucju kranijuma, multiple
intenzivne nakupine farmaka u projekciji oba ramena, sternuma, toraksa obostrano, kao i vratne,
torakalne i lumbosakralne kraljeznice, u projekciji svih kostiju zdjelice, duz obje natkoljenice,
u gornjem i srednjem dijelu abdomena te paramedijalno lijevo. Nakon provedenog drugog N8
bloka u€injena je reevaluacija; na MRI abdomena je prikazana stacionarna veli¢ina ekspanzivne
tvorbe lijeve nadbubrezne Zlijezde 1 regresija patoloski promijenjenih limfnih Cvorova
paraaortalno 1 uz lijevu zajednicku ilijacnu arteriju. U kontrolnom punktatu koStane srzi nije
bilo elemenata osnovne bolesti. U daljnjem tijeku lijeCenja pacijent je primio N5-N6-N5-N6

blok te je potom upucen je u Referentni centar za solidne maligne tumore djecje dobi Klinike
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za djecje bolesti Zagreb radi prikupljanja perifernih krvotvornih mati¢nih stanica.Kontrolni
MRI abdomena je potvrdio daljnju regresiju svih poznatih lezija, a lijeva nadbubrezna Zlijezda
uz smanjenje volumena, bitno je promijenila signal. Nakon provedenih 6 blokova kemoterapije
zbog febrilne neutropenije lijeCen je piperacilin/tazobaktamom i flukonazolom, te
transfuzijskom terapijom. Zbog znacajnog gubittka tjelesne mase primao je parenteralnu
prehranu (Oliclinomel N4550E). Indiciran je operativni zahvat koji je po Zelji roditelja u¢injen
u inozemnom centru (Budimpesta) - kompletna ekstirpacija tumora. Postavljena je
patohistoloska dijagnoza ganglioneuroblastoma. Postoperativno lijecenje je nastavljeno N5-
N6-N8 blokom. Kontrolni MRI i MIBG su potvrdili remisiju. U daljnjem je tijeku u Klinici za
djec¢je bolesti Zagreb ucinjena autologna transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica, nakon
koje je zapocCeta terapija odrzavanja cis- retinoi¢nom kiselinom. Na reevaluaciji 3 mjeseca po
provedenoj transplantaciji (u svibnju 2017.) citoloska analiza punktata koStane srzi bila je
uredna. Imunofenotipizacijom koStane srzi utvrdila se prisutnost 0,1% stanica aberantnog
CDA45-CD56+ imunofenotipa, a FISH citogenetikom potvrdena je N-MY C amplifikacija. MRI
kraljeZnice je prikazao patoloski signal u trupovima C6 1 Thl te leziju koja se nalazila
intrapulmonalno desno i prilijegala uz straznju kostalnu pleuru u visini Th5-Th7. Na MRI
toraksa (T2 myjerena slika) su prikazane zone konsolidacije plu¢nog parenhima otvorene
etiologije. CT toraksa je sugerirao upalne promjene, najvjerojatnije fungalne. MRI abdomena i
zdjelice ukazao je na transfuzijsku hemosiderozu koja je zahvacala jetru, slezenu i kostanu srz
u korpusima kraljezaka. Obje nadbubrezne Zlijezde bile su urednog nalaza, aretroperitonealni
limfni ¢vorovi bez patoloskog uvecanja. Na MRI mozga opisana je parcijalna ,,empty sella®, a
preostali morfoloski nalaz bio je uredan. Po provedenoj antifungalnoj terapiji (vorikonazol)
ucinjen je kontrolni CT toraksa koji je opisao potpunu regresiju areala konsolidacije. Kontrolni
scintigram skeleta bio je uredan. U daljnjem tijeku pacijent je imao meningiticki sindrom s

izolatom Staphylococcus hominis u cerebrospinalnom likvoru (terapija ceftriakson),
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desnostrani koksitis (terapija cefepim i analgetika) i herpes zoster desne glutealne regije
(parenteralna i lokalna terapija aciklovirom). Terapija odrzavanja (5 RA ciklusa) provedena je
u Klinici za djecje bolesti Zagreb u periodu od kolovoza 2017. godine do sijecnja 2018. godine,
uz imunoterapiju dinutuksimabom beta (5 ciklusa). Reevaluacija bolesti potvrdila je remisiju.
U svibnju 2018., nakon dvije godine lije¢enja, pacijentu je uklonjen centralni venski kateter. U

daljnjem tijeku se redovito prati u Dnevnoj bolnici Klinike za pedijatriju KBC Rijeka.

8. Terapijski pristupi i moguénosti lijeCenja

Smjernice za lije¢enje neuroblastoma ukljucuju kemoterapiju, kirursku resekceiju, radioterapiju,
visokodozaZznu kemoterapiju s autolognom transplantacijom hematopoetskih mati¢nih stanica,
izotretinoin, te imunoterapiju s anti-GD2 monoklonskim antitijelima. Na temelju navedenih
prognosti¢kih ¢imbenika, pacijenti se stratificiraju u 3 skupine rizika i odreduje se terapija
prilagodena skupinama rizika (12):

1. Skupina niskog rizika: lijeci se kirurSkim zahvatom s ili bez kemoterapije

2. Skupina srednjeg rizika: lije¢i se kirurSkim zahvatom u kombinaciji s kemoterapijom
umjerenog intenziteta.

3. Skupina visokog rizika: lije¢i se kirurSkim zahvatom, kemoterapijom, radioterapijom,

autolognom transplantacijom hematopoetskih mati¢nih stanica i imunoterapijom (12).

8.1.Konvencionalne terapije - kemoterapija i radioterapija

Lijecenje neuroblastoma je prilagodeno grupi rizika i specifi¢nim tumorskim obiljezjima (12).
Kemoterapijski protokoli su razli¢iti ovisno o stadiju bolesti i1 individualnim faktorima, a
ukljucuju kombinacije nekoliko klju¢nih lijekova. U slucaju neuroblastoma niskog rizika,

kemoterapija (4 do 6 ciklusa) se najces¢e primjenjuje nakon ekstirpacije tumora kako bi se
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smanyjio rizik od recidiva. Standardni lijekovi ukljucuju karboplatinu, etoposid, ciklofosfamid i
doksorubicin. U skupini srednjeg rizika provode se intenzivniji ciklusi kemoterapije (4 do 8
ciklusa). Lijekovi ukljucuju: vinkristin, ciklofosfamid, doksorubicin i cisplatin. Visokorizi¢ni
pacijenti zahtijevaju agresivnije lijeCenje koje ukljucuje indukcijsku kemoterapiju (4 do 6
ciklusa), visokodozaznu kemoterapiju s autolognom transplantacijom krvotvornih mati¢nih
stanica, radioterapijom i imunoterapijom. Standardni lijekovi su oni prethodno spomenuti uz
dodatak topotekana (13). Preoperativha kemoterapija smanjuje volumen tumora i rizik
intraoperativnog krvarenja, dok imunoterapija u kombinaciji s kemoterapijom povecava
trogodiSnje prezivljenje. Medutim, iako se primjecuju veée stope remisije s intenzivnim
rezimom indukcijske kemoterapije u kombinaciji s kirurSkim zahvatom ili radioterapijom,
prognoza pacijenata i dugoro¢no prezivljavanje poboljsani su samo kod manje od jedne tre¢ine
pacijenata te ostaju losi u sluc¢ajevima s metastatskim neuroblastomom. Godine 2015. stopa
ukupnog 10-godisnjeg prezivljenja za pacijente s neuroblastomom u stadijima 1-3 iznosila je

91%, dok je za pacijente > 18 mjeseci u stadiju 4 iznosila 38% (13).

8.2.Imunoterapija i ciljana terapija

8.2.1. Aktivna imunost i imunoterapija neuroblastoma
Aktivna imunost potaknuta bivalentnim cjepivom protiv anti-GD2 (disialogangliozid GD2,

onkofetalni antigen koji se izraZzava na tumorima i srediSnjem Ziv€anom sustavu) i anti-GD3
(disialogangliozid GD3) poboljsala je stope prezivljavanja kod pacijenata s relapsnim
neuroblastomom. Medutim, jos uvijek postoje znacajni izazovi u optimizaciji imunoterapije i

prosirenju terapijskih ciljeva (14).

8.2.2. Imunoloski profil niskog rizika
Neuroblastomi niskog rizika imaju karakteristike "toplih tumora”, gdje je spontana regresija ili

sazrijevanje tumora uobicajeno (npr. stadij 4S). Ovi tumori ¢esto izraZzavaju normalne razine
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HLA klase I antigena (humani leukocitni antigen) i imaju snaznu infiltraciju CD3+ T stanica,
sugeriraju¢i prepoznavanje tumorskih stanica od strane T stanica. Pacijenti s ovim tipom
neuroblastoma mogu manifestirati sindrom opsoklonus-mioklonus-ataksija, vezan uz prisutnost

antineuronalnih antitijela. Ovi tumori takoder pokazuju znakove osStec¢enja neurona (14).

8.2.3. Imunoloski profil visokog rizika

Visokorizi¢ni neuroblastomi imaju karakteristike "hladnih tumora", opremljenih mehanizmima
imunosne evazije. Uklopljeni su u imunosupresivnom tumorskom mikrookolisu, cesto
infiltrirani s CD163+ tumor-asociranim makrofagima (TAM). Ovi makrofagi poti¢u apoptozu
T stanica putem interakcije Fas-Fas liganda (FasL, protein koji poti¢e programiranu stani¢nu
smrt) i aktiviraju mijeloidno derivirane supresorske stanice (MDSC) i regulatorne T stanice
(Treg), smanjujuéi aktivni imunosni odgovor. Neuroblastomi smanjuju ekspresiju HLA klase [
antigena i liganda NKG2D (aktiviraju¢i imunoreceptor izrazen na NK stanicama (stanice koje
sadrze Cestice s enzimima koji mogu unistiti tumorske stanice), ¢ine¢i se gotovo nevidljivima

za klasi¢ne T stanice ili NK stanice (14).

8.2.4. Imunoterapija neuroblastoma

8.2.4.1.Disialogangliozid GD2
GD2 je jedan od naj¢esce proucavanih ciljeva za imunoterapiju neuroblastoma. Kao onkofetalni

antigen, GD2 je izraZen tijekom fetalnog razvoja, a nakon rodenja jeizrazavanje ograni¢eno na
sredi$nji Ziv€ani sustav, periferni zivcani sustav i melanocite. GD2 aktivira signalne putove koji
povecéavaju proliferaciju 1 migraciju tumorskih stanica. Monoklonska antitijela (mAb)
usmjerena protiv GD2 i radioimuno-konjugati anti-GD2 pokazali su uspjehe u pretklini¢kim i

klini¢kim studijama (14).
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8.2.4.2.B7-H3
B7-H3 (CD276, tip | transmembranska glikoproteinska molekula koja ima ulogu u regulaciji

imunoloskih odgovora) je homogeno izraZen u primarnim i metastatskim neuroblastomima, kao
i mnogim pedijatrijskim i odraslim solidnim tumorima. Ovaj protein korelira s loSijom
prognozom i pove¢anom sposobnos$¢éu metastaziranja. Trenutno je u klinickim ispitivanjima za

razne solidne tumore, ukljucujuéi neuroblastom (14).

8.2.5. Antitijela bazirana na imunoterapiji za neuroblastom

8.2.5.1.1gG monoklonska antitijela (mAb)

Tehnologija hibridoma omogudila je generaciju brojnih mAb usmjerenih na ljudske
malignome. Anti-GD2 mAb mogu inducirati stani¢énu smrt kroz razli¢ite mehanizme,
ukljucujuéi citotoksi¢nost ovisnu o antitijelima i citotoksi¢nost posredovanu komplementom

(14).

8.2.5.2.0premanje IgG antitijela konjugatima
Poboljsanje funkcija IgG antitijela moZe se posti¢i konjugiranjem s lijekovima, radionuklidima

ili citokinima. Ovi konjugati mogu selektivno dostaviti terapijske agense direktno u tumorske

stanice (14).

8.2.6. Biomarkeri za vodenje lijeCenja
Biomarkeri, poput nedostatka KIR liganda (killer immunoglobulin-like receptor ligand, protein

na NK stanicama koji prepoznaje HLA molekule na ciljanim stanicama), polimorfizmi FcgR2A
(gen za Fc gama receptor 11A) i kvantifikacija minimalne rezidualne bolesti (MRD), mogu biti
prognosticki parametri za prezivljavanje nakon imunoterapije anti-GD2. Koristenje specifi¢nih
DNA markera i cirkuliraju¢ih mikroRNA moze pruziti dodatne uvide u prognozu i odgovore

na lijecenje (14).
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8.2.7. Alternativni ciljevi
Osim GD2, otkriveni su i drugi ciljevi za imunoterapiju neuroblastoma, ukljucujuci receptore

ili ligande povrSine (npr. CD56, LICAM, ALK, polisijalna kiselina), imunokontrolne tocke
(npr. B7-H3) i signalne receptore (npr. glikopani). Multiomski pristupi (analize koje ukljucuju

genomiku, proteomiku i metabolomiku) otkrivaju nove potencijalne terapeutske ciljeve (14).

8.2.8. Inovativne metode lijeCenja

Spojevi koji ometaju signalizaciju aberantnog RAS puta pokazali su obecavajuce antitumorske
ucinke u pretklinickim modelima neuroblastoma, a ALK inhibitori i strategije usmjerene protiv
telomeraze ili ALT puta su u fazi klini¢kih ispitivanja (14). Imunoterapija neuroblastoma
znacajno je poboljsala dugoroCno prezivljavanje pacijenata. Ipak, potrebno je bolje
razumijevanje imunobiologije neuroblastoma i terapije anti-GD2 kako bi se unaprijedile

terapije temeljene na antitijelima (14).

8.3.Kirursko lijecenje i transplantacija koStane srzi

8.3.1. Kirursko lijecenje

KirurSka intervencija ima klju¢nu ulogu u lijjecenju. Rezultati retrospektivnog istrazivanja na
25 pacijenata s neuroblastomom su pokazali da je resekcija ucinjena u 80% pacijenata,
ukljucujuéi one s visokim rizikom. Potpuna resekcija tumora ucinjena je u 88% slucajeva, a
ukupna stopa 3-godisnjeg preZivljenja bila je 84%. Sesnaest pacijenata je primilo
postoperativnu skrb u jedinici intenzivne njege, s prosjecnim boravkom 2,2 dana, $to ukazuje

na brz oporavak nakon kirurSke intervencije.
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8.3.2. Transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica

Randomizirana klini¢ka studija provedena je na 652 pacijenta s neuroblastomom visokog rizika,
od kojih je 355 (medijan dobi 37,2 mjeseca) randomizirano u dvije skupine. Terapijski protokol
je imao tri faze: indukciju (kemoterapija i kirurSka resekcija), konsolidaciju i postkonsolidaciju.
Pacijenti su podijeljeni u dvije skupine: prvu su sacinjavali oni s predvidenom jednom
transplantacijom, a drugu pacijenti s tandemskom transplantacijom. Pacijenti u skupini s jednim
transplantatom primali su karboplatinu, etopozid i melfalan, dok su pacijenti u skupini s
tandemskim transplantatima primali ciklofosfamid/tiotepa i1 reduciranu dozu karboplatine,
etopozida i melfalana. Potom je provedena radioterapija i postkonsolidacijska terapija
izotretinoinom. Primarni ishod bio je “event-free survival” (EFS) od vremena randomizacije do
pojave prvog dogadaja (recidiv, progresija bolesti, sekundarni malignomi ili smrt). Sekundarni
ishodi i post hoc analize ukljuéivali su ukupno prezivljenje (OS), EFS od prijave te EFS i OS
od pocetka postkonsolidacijske imunoterapije. Tandemska transplantacija kod neuroblastoma

visokog rizika rezultirala je znacajno boljim EFS-om od jednog transplantata (16) .

9. Prognoza i pracenje pacijenata

9.1. Pracenja pacijenata tijekom i nakon terapije
Pacijenti se redovito prate nakon svakog bloka terapije, Sto omogucéava procjenu odgovora na
terapiju 1 rano prepoznavanje mogucih komplikacija. Mijelosupresija je najceSca
komplikacija.Transfuzijska terapija se provodi kada hemoglobin padne ispod 8 g/dL, a broj
trombocita ispod 10 000/uL. Lijekovi poput cisplatine i karboplatine utjeCu na bubreznu
funkciju. Nakon zavrSene terapije, pacijenti zahtijevaju nadzor zbog moguceg recidiva bolesti.

Pracenje ukljucuje fizikalni pregled i laboratorijski nadzor NSE, kateholamina, te VMA i HVA
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u urinu. Buduéi da se vedina recidiva dogada tijekom prve dvije godine nakon lijecenja,
protokoli preporucuju intenzivni nadzor u ovom intervalu. Pacijenti koji ne dozive recidiv
bolesti unutar pet godina od pocetka lijeCenja smatraju se izlijeCenima. Medutim, treba imati
na umu da postoje, iako izrazito rijetko, kasni recidivi bolesti. Osim recidiva, pacijente je
potrebno upozoriti na uc¢inke provedene terapije na rast i razvoj te potencijalnu kasnu toksicnost

organa (17) .

10.Buduce perspektive i istrazivacki smjerovi

Za buduce perspektive i istrazivacke pravce presudan je nastavak medunarodne suradnje, koja
je dovela do dugoro¢ne stope preZivljavanja od otprilike 80%. Unato¢ tom napretku,
neuroblastom i dalje predstavlja izazov. Glavni cilj velikog broja istrazivanja je bolja
stratifikacija u skupine rizika na temelju tumorskih molekularnih obiljezja 1 razvoj
personalizirane terapije. Kako bismo optimalno iskoristili nove tehnologije, kljucno je imati
sustavnu 1 detaljnu dokumentaciju svih klini¢kih i molekularnih podataka. Bliska suradnja
izmedu klini¢ara 1 znanstvenika omogucit ¢e bolji pristup kombiniranim klinickim 1
molekularnim podacima. Trenutna istrazivanja prvenstveno obuhvacéaju tumore i krvne uzorke
retrospektivnih skupina pacijenata, a klinicka klasifikacija pacijenata u vezi s prethodnim 1

sadas$njim rizi¢nim skupinama 1 stadijima bolesti klju¢na je za ispravno tumacenje podataka

(1).

11.Rasprava

U ovom radu obraden je niz istrazivackih rezultata kako bi se objedinili molekularni mehanizmi
neuroblastoma, a poseban naglasak je na inovativnim pristupima dijagnozi i lije¢enju. Rezultati
su pokazali da molekularne promjene koje utjeCu na odrzavanje telomera i RAS ili p53

signalnih puteva znacajno odreduju klini¢ki fenotip neuroblastoma. Visokorizi¢ni
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neuroblastomi karakterizirani su aktivacijom mehanizama odrzavanja telomera, koji
omogucuju neograni¢enu proliferaciju tumorskih stanica i ¢ine ih otpornijima na standardne
terapije (18). U skladu s time, tumori koji ne posjeduju ove mehanizme odrZavanja telomera
imaju tendenciju spontane regresije (19). Mutacije u RAS i p53 signalnim putevima dodatno
kompliciraju patogenezu. Tumori koji posjeduju mutacije u ovim genima, uz aktivirane
mehanizme odrzavanja telomera, su najagresivniji i najotporniji na terapiju (20), Sto sugerira
kljuénu ulogu kombinacije ovih molekularnih promjena u prognozi i odgovoru na terapiju.
Inovativne dijagnosticke metode, ukljucujuéi analizu ekspresije TERT i statusa MYCN,
pokazale su se ucinkovite u stratifikaciji pacijenata (21). Precizna molekularna dijagnostika
omogucava personalizirani pristup lijeCenju, prilagodavaju¢i terapiju specificnom
molekularnom profilu tumora. Pacijenti s tumorskim stanicama koje nemaju mehanizme
odrzavanja telomera mogli bi se lijeciti manje agresivnom terapijom, dok pacijenti s aktivnim
mehanizmima odrZavanja telomera 1 mutacijama u RAS ili p53 putovima zahtijevaju
intenzivnijelijeCenje. Ograni¢enja dosadaSnjih istrazivanja ukljucuju relativno mali broj
uzoraka 1 potrebu za dodatnim longitudinalnim istrazivanjima. Personalizirana medicina,
temeljem molekularnih obiljezja tumora, predstavlja skoru buduénost u lijecenju

neuroblastoma.

12.Zakljugak

Ovaj rad iznosi sloZzene molekularne mehanizme koji doprinose nastanku i progresiji
neuroblastoma, s naglaskom na inovativne pristupe dijagnozi i lijecenju. Rezultati ukazuju na
to da su kljuéne molekularne promjene u odrzavanju telomera, kao i mutacije u signalnim

putevima RAS i p53, kriticne za odredivanje klinickog fenotipa i ishoda bolesti. Tumori s
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aktivacijom telomeraze ili alternativnim putem produzenja telomera (ALT) pokazuju
agresivniji klinicki tijek i loSiju prognozu. Inovativne dijagnosticke metode, kao analiza
ekspresije TERT i statusa MYCN te MIBG metoda snimanja, omoguéuju preciznu stratifikaciju
pacijenata u skupine rizika i pracenje uspjesnosti lijecenja. Osim dijagnosticke tocnosti, ove
metode pomazu u personaliziranom terapijskom pristupu, ¢ime povecavaju ucinkovitost
lijeCenja 1 smanjuju nuspojave. Uvodenje novih terapijskih strategija usmjerenih na inhibiciju
telomeraze ili ALT puta predstavlja obecavaju¢i smjer u lijeCenju visokorizi¢nih
neuroblastoma. U kombinaciji s inhibitorima signalnih puteva kao $to su ALK inhibitori
moguce je znacajno poboljsati ishode lijeCenja. Jedan od najnovijih smjerova istrazivanja
ukljucuje razvoj imunoterapija koje ciljaju specificne molekularne promjene u tumorskom
mikrookoliSu. Primjer je CD24 i njegova interakcija sa SIGLEC10 na makrofagima koji
predstavlja potencijalnu novu metu za imunoterapiju, s ciljem poticanja fagocitoze tumorskih
stanica. Nove spoznaje otvaraju vrata za razvo] kombiniranih terapija koje ciljaju vise
onkogenih puteva istovremeno. Personalizirana medicina, temeljena na preciznoj molekularnoj
dijagnostici i1 inovativnim terapijskim strategijama, predstavlja klju¢ni korak u terapiji
neuroblastoma. Buduca istrazivanja trebala bi se usredotociti na integraciju novih pristupa u

klinicku praksu kako bi se osigurala optimalna skrb za pacijente.
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13.Sazetak

Ovaj pregledni rad detaljno razmatra sloZzene molekularne mehanizme nastanka i progresije
neuroblastoma, s posebnim naglaskom na inovativne pristupe dijagnozi i lijeCenju. Analizirane
su kljuéne molekularne promjene ukljucujuéi odrzavanje telomera i mutacije u signalnim
putevima RAS i p53, koje su kriti¢ne za odredivanje klinickog fenotipa i ishoda bolesti. Jedan
od najvaznijih nalaza je vaznost odrzavanja telomera za prezivljavanje tumorskih stanica.
Tumori s aktivacijom telomeraze ili alternativnim putem produzenja telomera (ALT) pokazuju
agresivniji klinicki tijek i loSiju prognozu. Inovativne dijagnosticke metode, kao $to su analiza
ekspresije TERT i statusa MYCN te MIBG metoda snimanja, omogucuju preciznu stratifikaciju
pacijenata u skupine rizika. Ove metode povecavaju dijagnosticku to¢nost i pomazu u
personaliziranom terapijskom pristupu, ¢ime pozitivno utje¢u naucinkovitost lijecenja i
smanjenje nuspojave. U kombinaciji s inhibitorima signalnih puteva, kao $to su ALK inhibitori,
moguce je znacajno poboljsati ishode lijeCenja. Razvoj imunoterapija koje ciljaju specifi¢ne
molekularne promjene u tumorskom mikrookolisu, poput CD24, otvara nove mogucnosti za
terapiju. Ove nove spoznaje omogucuju razvoj kombiniranih terapija koje ciljaju vise
onkogenih puteva istovremeno. Personalizirana medicina predstavlja kljuéni korak u terapiji
neuroblastoma.

Klju¢ne rije¢i: imunoterapija, molekularna biologija, neuroblastom, telomeraze, tumorski

mikrookoli$
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14.Summary

This review paper provides a detailed examination of the complex molecular mechanisms
contributing to the development and progression of neuroblastoma, with a particular emphasis
on innovative approaches to diagnosis and treatment. Key molecular changes are analyzed,
including telomere maintenance and mutations in the RAS and p53 signaling pathways, which
are critical for determining the clinical phenotype and disease outcome. One of the most
significant findings is the importance of telomere maintenance for tumor cell survival. Tumors
with telomerase activation or the alternative lengthening of telomeres (ALT) pathway exhibit a
more aggressive clinical course and poorer prognosis. Innovative diagnostic methods, such as
TERT expression analysis and MYCN status, along with MIBG imaging, enable precise patient
stratification into risk groups. These methods not only increase diagnostic accuracy but also aid
in personalized therapeutic approaches, thereby enhancing treatment efficacy and reducing side
effects. In combination with signaling pathway inhibitors, such as ALK inhibitors already in
clinical trials, it is possible to significantly improve treatment outcomes. The development of
immunotherapies targeting specific molecular changes in the tumor microenvironment, such as
CD24, opens new therapeutic possibilities. These new insights allow for the development of
combined therapies that target multiple oncogenic pathways simultaneously. Personalized
medicine represents a key step in the therapy of neuroblastoma.

Keywords: immunotherapy, molecular biology, neuroblastoma, telomerase, tumor

microenvironment
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