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Badanie znaczenia ekspresji wybranych markerow apoptozy
oraz antygenow proliferacyjnych w guzach z grupy
nerwiaka zarodkowego u dzieci

Katarzyna Taran', Elzbieta Satacifiska-to$?, Jozef Kobos?

Wprowadzenie. Guzy neuroblastyczne nalezg do grupy drobnookragtokomérkowych nowotworéw wieku dziecie-
cego. Biologia tych rozrostéw nie jest w petni poznana ani pod wzgledem réznorodnosci obserwowanych obrazéw
morfologicznych, ani zjawiska spontanicznej regresji. Brak spodziewanych efektéw leczenia w niektérych przypad-
kach wskazuje na istnienie jeszcze nie odkrytych mechanizmoéw proliferacji komoérek guzéw z grupy neuroblastoma.
Celem badan byfa ocena i ujawnienie potencjalnych zaleznosci pomiedzy ekspresja wybranych markeréw apoptozy
i antygenow proliferacyjnych w nowotworach tej grupy o réznym stopniu dojrzatosci histologicznej.

Materiat i metody. Materiat do badan stanowity wycinki z 57 guzéw z grupy nerwiaka zarodkowego utrwalone
w 10% zbuforowanej formalinie i zatopione w bloki parafinowe. Wykonane z nich skrawki parafinowe o grubosci
3-4 mikrometréw postuzyty do sporzadzenia rutynowych preparatéw barwionych hematoksyling i eozyna (HE) oraz
do badarn immunohistochemicznych z uzyciem przeciwciat przeciwko: P53, Ki-67, PCNA, MDM2, P21, BCL2 i RB1. Eks-
presja markeréw byta przedstawiana jako indeks komérek wykazujgcych ekspresje badanego biatka na 1000 komorek
guza. Do analizy statystycznej wykorzystano pakiet SYSTAT for Windows. Przyjeto znamiennos¢ badanych réznic na
poziomie p < 0,05.

Wyniki. Zmniejszaniu sie potencjatu proliferacyjnego nowotworu towarzyszyto nasilenie morfologicznego ,dojrze-
wania’, a wysokim indeksom proliferacyjnym — wzrost liczby cytologicznych wyktadnikéw ztosliwosci nowotworu.
Najwyzsza ekspresja P53 korelowata z obecnoscig mikroskopowych wyktadnikéw ztosliwosci guza i wysokimi indek-
sami proliferacyjnymi. Ponadto ujawniono istnienie licznych statystycznie istotnych zaleznosci pomiedzy badanymi
markerami apoptozy i antygenami proliferacyjnymi.

Whioski. Obserwowana zaleznos¢ pomiedzy ekspresja P53 i MDM2 moze by¢ zwigzana z inaktywacja, dzikiej” formy
biatka P53, a to z koleiz brakiem indukcji genu WAF1/CIP1 i co za tym idzie, nieobecnoscia jego produktu. Analiza ekspre-
sji BCL2 wydaje sie wskazywac na potencjalna role tego biatka w,dojrzewaniu” nowotworéw z grupy neuroblastoma.

Evaluation of expression of chosen proteins connected with apoptosis and proliferation antigens
in neuroblastoma group of tumors in children

Introduction. Neuroblastoma is a common example of small round cell tumors of childhood. However, the biology
of these entities is not fully understood, as well as the variety of morphological pictures, and the phenomenon of
spontaneous regression. Unexpected poor results of treatments indicates, that there still exists some as yet undisco-
vered mechanisms of proliferation of neuroblastoma cells.

The aim of our study was to estimate potential correlation between proliferation and apoptotic markers in neurobla-
stoma types of the different level of histological maturation.

Material and methods. We selected for our study 57 formalin-fixed and paraffin-embedded tumor tissue sections
of neuroblastic tumors. From all these tissues samples paraffin blocks about the thickness 3—-4 of micrometers were
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prepared and stained with hematoxylin and eosin (HE) and they were used for immunohistochemical research with
the use of P53, Ki-67, PCNA and MDM-2, P21, BCL-2 and RB1 markers. The expression of investigated markers were
estimated as the index of the number of cells with a‘positive’ reaction on 1000 tumor cells. The ‘SYSTAT for Windows'
package was used for analysis and the difference was considered statistically significant at p < 0.05.

Results. Our studies showed that the decrease of proliferating potential of neuroblastoma cells was connected with
histological “maturation” and on the other hand that high proliferating indices correlated with morphological featu-
res of malignancy of the neoplasm. We also proved that intense expression of P53 protein was connected with the
presence of morphological features of tumor malignancy and high indices of proliferation markers.

Conclusion. We observed in our studies that correlation between P53 and MDM2 expression was probably connec-
ted with inactivation of a‘wild’form of P53 protein followed by lack of WAF1/CIP1 induction and the absence of that
gene product. The analysis of BCL2 expression seems to point towards the part of that protein in the processes of

maturation in neuroblastoma group of tumors.

Stowa kluczowe: neuroblastoma, apoptoza, markery proliferacji
Key words: neuroblastoma, apoptosis, proliferation markers
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Wprowadzenie

Guzy neuroblastyczne naleza do grupy drobnookra-
gtokomérkowych nowotwordéw wieku dzieciecego. Jest
to grupa rozrostéw neuroblastéw o typowej lokalizacji
w rdzeniu nadnerczy i strukturach wspotczulnego uktadu
nerwowego. Charakterystycznym laboratoryjnym wyrazem
obecnosci nerwiaka zarodkowego jest zwiekszenie poziomu
katecholamin i/lub ich metabolitéow w moczu. To szeroko
uzywane kryterium klinicznej diagnozy musi by¢ zweryfi-
kowane mikroskopowym badaniem guza. Pomimo istnienia
sprawdzonej i powszechnie akceptowanej klasyfikacji histo-
patologicznej nowotworéw pochodzenia neuroblastyczne-
go, przebieg kliniczny choroby w przypadkach guzéw o tej
samej morfologii moze by¢ inny. Takze zjawisko spontanicz-
nej regresji nerwiaka zarodkowego wymaga petnego wy-
jasnienia. Niektdre pytania, zwtaszcza dotyczace zaleznosci
pomiedzy procesami proliferacji i apoptozy, podobnie jak
te dotyczace fenomenu,dojrzewania” komérek guza, nadal
wymagaja odpowiedzi i moga ukazac te intrygujaca grupe
guzéw w nowym Swietle [1-7].

Apoptoza (programowana $mier¢ komorki) jest na-
stepstwem charakterystycznych zdarzen na poziomie
morfologicznym, biochemicznym i czasteczkowym, ktére
w rezultacie prowadza do smierci komorki. Proces ten jest
dynamiczny, charakteryzuje sie wzmozong synteza kwasu
rybonukleinowego i biatek, jak rowniez pobudzeniem enzy-
moéw komoérkowych. Aktywacja nukleaz (NUC 18, DNAzy |,
DNAzy Il) katalizujacych rozerwanie wigzarn wewnatrznu-
kleosomalnych powoduje fragmentacje DNA, co stanowi
prawdopodobnie pierwszy, nieodwracalny etap apoptozy.
Skomplikowany proces programowanej $mierci komorko-
wej podlega wielopoziomowej kontroli, w ktérej biorg udziat
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produkty wielu genéw, dziatajace zaréwno pro-, jak i anty-
apoptotycznie np.: P53, MDM2, WAF1 lub BCL2.

Gen P53 nalezy do grupy genéw supresorowych i odgry-
wa wiodaca role w kontroli integralnosci genomu komarki.
Postacig czynng produktu tego genu, czyli biatka P53 jest
forma tetrameryczna —,dzikie” biatko (niezmutowane). Biat-
ko P53 petni role, straznika molekularnego’, bierze bowiem
udziat w regulacji cyklu komérkowego, kontroluje naprawe
DNA lub inicjuje apoptoze. Mutacje genu P53 s3 najczest-
szym defektem genetycznym stwierdzanym we wszystkich
rodzajach nowotworéw cztowieka. Powstajace czasteczki
zmutowanych form biatka r6znig sie miedzy soba wtasciwo-
$ciami biologicznymi. R6znice te zalezg od rodzaju i miejsca
mutacji. Do zmiany aktywnosci,dzikiego” biatka P53 moze
réwniez dochodzi¢ na skutek jego wigzania sie z produktami
wiruséw onkogennych, zmutowanym biatkiem P53, a tak-
ze w wyniku wzmocnionej ekspresji genu MDM2, ktérego
produkt jest inhibitorem biatka P53. Konsekwencja braku
prawidtowo funkcjonujacego biatka P53 jest zniesienie jego
wpltywu na proces apoptozy, utrata kontroli nad podziatami
komérkii naprawa uszkodzen DNA, prowadzaca do groma-
dzenia aberracji chromosomowych i rozwoju transformacji
nowotworowe;j.

Gen MDM?2 jest onkogenem kodujacym biatko majace
zdolnos¢ specyficznego wiazania sie z biatkiem P53. Two-
rzenie komplekséw P53/MDM2 obniza poziom wolnego
P53 w jadrze komérkowym, a tym samym umozliwia ko-
morce wejscie w kolejna faze cyklu komérkowego (przejscie
z fazy G1 do fazy S). Z drugiej strony, ekspresja MDM?2 jest
indukowana przez nie zmutowane biatko P53, co tworzy
samoregulujacy mechanizm kontroli zwrotnej proliferacji
komorkowej. Amplifikacje MDM2 oraz wysokie stezenie



biatka MDM2 zaobserwowano w wielu nowotworach u lu-
dzi. Stwierdzono, ze sposréd wielu biatek posiadajacych
zdolnos¢ wiazania sie z biatkiem P53 (biatka wiruséw on-
kogennych), biatko MDM?2 jest czynnikiem o najwyzszej
aktywnosci transformacyjnej.

Gen WAF1/CIP1 koduje biatko P21, ktére jest inhibito-
rem kinaz cyklinozaleznych (CDK). Hamuje ono aktywnos¢
wiekszosci komplekséw cyklina/CDK, co ma decydujace
znaczenie dla regulacji cyklu komérkowego. Przypuszcza
sie, ze P21 blokuje proliferacje tylko w przypadku jego ilo-
sciowej dominacji nad kompleksem kinaza/cyklina. Biatko
P21 moze wigzac sie z PCNA (proliferating cell nuclear an-
tigen) bedacym podjednostka polimerazy DNA. Powsta-
nie kompleksu P21/PCNA hamuje replikacyjna synteze
DNA, lecz nie blokuje syntezy reperacyjnej. Tak wiec biatko
P21 ma mozliwo$¢ zablokowania cyklu komérkowego na
drodze dwéch niezaleznych mechanizmoéw. Ekspresje genu
WAF1/CIP1 indukuje,dzika”forma biatka P53, ktéra posiada
takze zdolnos¢ wigzania sie z jego produktem. Przyjmuje sie,
ze biatko P21 jest jednym z efektoréw apoptozy przebiega-
jacej z udziatem P53.

Gen BCL2 nalezy do onkogendw, a jego ekspresja ogra-
nicza sie do komérek, ktére sg juz zréznicowane. Fizjolo-
giczna rola biatka BCL2 polega na hamowaniu apoptozy.
Poczatkowo sadzono, ze lokalizacja mitochondrialna tego
biatka moze sie wigzac z jego ingerencja w procesy fosfory-
lacji oksydacyjnej, jednak dalsze badania tego zwigzku nie
potwierdzity. Sugeruje sie natomiast, iz efekt antyapopto-
tyczny BCL2 osigga poprzez hamowanie produkcji wolnych
rodnikéw i/lub wptyw na redystrybucje jonéw wapniowych
w komorce lub zmiane transportu biatek przez btony jadro-
we i mitochondrialne.

Gen RB1 jest kolejnym przyktadem genu supresoro-
wego. Zasadnicza funkcja biatka RB1 jest regulacja cyklu
komoérkowego. W zaleznosci od stopnia ufosforylowania,
biatko to wptywa stymulujaco lub hamujaco na cykl komor-
kowy w fazie G1. Utrata czynnosci fizjologicznej przez biatko
RB1 moze nastapic na skutek mutacji genu w obydwu alle-
lach, albo tez w wyniku zwigzania sie biatka RB1 z biatkami
wirusowymi lub produktami niektérych protoonkogenéw
np. c-myc, c-abl. O ile funkcja supresorowa genu RB1 i jego
biatkowego produktu jest udowodniona, tak jego bezpo-
sredni zwigzek z apoptoza nie jest w petni potwierdzony.
Mozna przypuszcza¢, iz wptyw biatka RB1 na apoptoze moze
miec¢ miejsce w przypadku konfliktu sygnatéw indukujacych
jednoczesnie podziaty komérkowe (wzrost fosforylacji RB1)
i zatrzymanie cyklu komérkowego (akumulacja biatka P53).

Proces programowanej $mierci komorkowej jest scisle
zwigzany z proliferacja, réznicowaniem i transformacja no-
wotworowg komérek. Dlatego tez celowe jest prowadzenie
badar nad mechanizmami regulacji apoptozy réwnolegle
z oceng aktywnosci proliferacyjnej komorek. Obecnie, obok

innych metod, najczesciej do oceny proliferacji stosowane sa:
badanie ekspresji antygenu Ki-67 (biatko to uwazane jest za
bardzo czuty i swoisty znacznik proliferacji komérek nowo-
tworowych) i jadrowego antygenu komaérek proliferujgcych
— PCNA, czyli kofaktora polimerazy 3 DNA, ktérego stezenie
koreluje z aktywnoscia proliferacyjna komorki [8-13].

Materiat i metody
Badaniom poddano 57 guzéw z grupy nerwiaka zarod-

kowego pochodzacych ze zbioréw Zaktadu Patomorfologii

Wieku Rozwojowego Uniwersytetu Medycznego w todzi

oraz Zaktadu Patomorfologii Instytutu Matki i Dziecka

w Warszawie. Materiat do badan stanowity wycinki guzéw

utrwalone w 10% zbuforowanej formalinie i zatopione

w bloki parafinowe. Wykonane z nich skrawki parafinowe

o grubosci 3-4 mikrometréw postuzyty do sporzadzenia ru-

tynowych preparatéw barwionych hematoksyling i eozyna

(HE) oraz do badan immunohistochemicznych. Wszystkie

guzy zostaty podzielone na podstawie kryteriéw zawartych

w klasyfikacji Joshiego na cztery podgrupy rézniace sie

stopniem ,dojrzatosci” morfologiczne;j.

1. Klasyczna posta¢ nerwiaka zarodkowego (KNB). W utka-
niu guza dominujg niezréznicowane neuroblasty bez
neuropilsni lub z niewielka jej iloscia. Mniej niz 5% ko-
moérek wykazuje tendencje do réznicowania sie w kie-
runku komérek zwojowych. Obecne s rozety Homera
Wrighta. Stwierdza sie réwniez liczne, czesto atypowe
figury podziatu.

2. Nerwiak zarodkowy z dojrzewaniem do nerwiaka za-
rodkowego zwojowokomoérkowego (NB~GNB). Wiek-
szo$¢ komédrek populacji guza stanowig neuroblasty.
Stwierdza sie powyzej 5% komodrek nowotworowych
z tendencja do réznicowania sie w kierunku komérek
zwojowych. Moga by¢ obecne, dojrzate” komorki zwojo-
we. Podscielisko jest bogatsze niz w KNB i zawiera wiecej
neuropil$ni. Figury podziatu sg dos¢ liczne.

3. Nerwiak zarodkowy zwojowokomoérkowy (GNB). W ob-
razie mikroskopowym dominujg neuroblasty réznicu-
jace sie w kierunku komérek zwojowych, jedno- lub
wielojadrowych, wykazujacych czesto cechy atypii.
Stanowig one ponad 50% utkania guza. Stwierdza sie
obfitg neuropil$n. Figury podziatu sa obecne, cho¢ mniej
liczne niz w opisanych powyzej podgrupach.

4. Nerwiak zarodkowy zwojowokomorkowy z dojrzewa-
niem do nerwiaka zwojowokomérkowego (GNB~GN).
Gtéwna populacjg komoérek guza sa komorki zwojowe
znajdujace sie w réznej fazie dojrzewania, czesto z ce-
chami atypii. Dojrzate komérki zwojowe, jedno lub wie-
lojadrowe stanowig powyzej 20% komorek nowotworo-
wych. Ponadto obserwuje sie bardzo obfite podscielisko,
a takze obecnos¢ komérek Schwanna. Nie stwierdza
sie neuroblastow, obecne sg nieliczne figury podziatu.
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Tabela I. Ekspresja antygenoéw proliferacji komérkowej w poszczegdinych podtypach histologicznych guzéw z grupy nerwiaka zarodkowego

PCNA Ki-67
Podgrupy histologiczne Srednia Rozpietos¢ Srednia Rozpietosé
KNB 28,71 6,5-66,1 41,54 6,0-82,0
NB-GNB 26,22 4,2-71,0 32,32 5,6-85,0
GNB 16,75 3,8-45,0 18,50 4,0-48,0
GNB-GN 12,80 7,2-20,0 34,67 8,5-53,0
Badania immunohistochemiczne przeprowadzono we-
dtug metody immunoperoksydazowej, opisanej przez Hsu 807
i wspotpracownikéw z uzyciem monoklonalnych przeciw- o0 [l indeks pcNA
ciat skierowanych przeciwko badanym biatkom (P53 klon [] indeks ki-67
DO-7, Ki-67 klon MM1, PCNA klon PC10, MDM-2 klon 1B10, 40
P21 klon 4D10, BCL-2 klon 100/D5, RB1 klon 84-B3-1) i awi-
dynowo-biotynowo-peroksydazowego systemu detekgji 20 ﬂ
ABC (Avidin-Biotin-Peroxidase-Complex), firmy Novocastra. o . . ﬂ . J .
Do oceny ekspresji badanych biatek uzyto systemu kompu- NB NB-GNB GNB GNB-GN

terowej analizy obrazu (Multi Scan Base v. 8.08 — Computer
Scanning System, Ltd.). Ekspresja markeréw byta przedsta-
wiana jako indeks komérek wykazujacych ekspresja bada-
nego biatka na 1000 komérek guza. Do analizy statystycznej
wykorzystano pakiet SYSTAT for Windows (Version 5, SYSTAT,
Inc, Evaston, lllinois, USA). Przyjeto znamiennos¢ badanych
réznic na poziomie p < 0,05.

Wyniki

Na podstawie oceny obrazu mikroskopowego zakwa-
lifikowano 32 z badanych guzéw do podgrupy KNB (kla-
syczna postac nerwiaka zarodkowego), 12 guzéw do pod-
grupy NB~GNB (nerwiak zarodkowy z dojrzewaniem do
nerwiaka zarodkowego zwojowokomoérkowego), 8 guzow
do podgrupy GNB (nerwiak zarodkowy zwojowokomérko-
wy), 5 guzéw do podgrupy GNB~GN (nerwiak zarodkowy
zwojowokomérkowy z dojrzewaniem do nerwiaka zwo-
jowokomorkowego).

Wyniki oceny ekspresji antygenow
proliferacji komérkowej
Ekspresja Ki-67

Ekspresje antygenu Ki-67 stwierdzono we wszystkich
przypadkach. Reakcja barwna miata charakter grubych
ziaren zlokalizowanych w jadrach komoérek. W podgru-
pach od KNB do GNB spostrzezono zmniejszanie sie war-
tosci srednich indekséw Ki-67 od 41,64% dla KNB, poprzez
32,32% dla NB~GNB do 18,5% dla GNB. Wartos¢ $rednia
indeksu Ki-67 w podgrupie GNB~GN wynosita 34,66%.
Pomiedzy poszczegdlnymi podgrupami histologicznymi
stwierdzono istotne statystycznie réznice Srednich war-
tosci indeksow Ki-67.
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Rycina 1. Srednie wartosci indekséw PCNA i Ki-67 w poszczegélnych
podtypach histologicznych guzéw z grupy nerwiaka zarodkowego

Ekspresja PCNA

Wykazano ekspresje PCNA we wszystkich badanych
przypadkach. Jadra komérek barwity sie homogennie lub
w formie drobnych i srednich ziarnistosci. W podgrupach od
KNB do GNB~GN, wraz z,,dojrzewaniem morfologicznym”,
obserwowano zmniejszanie sie wartosci srednich indekséw
PCNA, odpowiednio: KNB 28,71%, NB~GNB 26,22%, GNB
16,75%, GNB~GN 12,8%. Stwierdzono istotne statystycznie
réznice srednich wartosci indekséw tego antygenu pomie-
dzy poszczegdlnymi podgrupami histologicznymi.

Ekspresje antygenow proliferacji komérkowej w po-
szczegolnych podtypach histologicznych przedstawia ta-
bela | oraz rycina 1.

Wyniki oceny ekspresji markeréw apoptozy

Ekspresja biatka P53 w postaci drobnoziarnistego jadro-
wego odczynu w poszczegdlnych podgrupach histologicz-
nych przedstawiafa sie nastepujaco: KNB 20,77%, NB~GNB
10,26%, GNB~GN 16,56%, GNB 7,29%. Analiza statystyczna
pozwolifa stwierdzi¢ istotne statystycznie réznice wartosci
$rednich indekséw P53 pomiedzy poszczegdinymi podgru-
pami histologicznymi.

Odczyn z P21 miat charakter grubych ziaren umiej-
scowionych w jadrach komérek. Przyjeto wartos¢ 5% jako
ekspresje graniczna tzn. guzy, w ktérych powyzej 5% ko-
moérek wykazywato obecnos¢ tego biatka, uznawano za
P21 pozytywne. Warunek ten spetnity 4 guzy nalezace do
podgrupy KNB oraz jeden nalezacy do GNB. Zbyt mata liczba



Tabela Il. Ekspresja biatka P53 w poszczegélnych podtypach
histologicznych guzéw z grupy nerwiaka zarodkowego

Tabela IV. Ekspresja biatka BCL2 w poszczegdlnych podtypach
histologicznych guzéw z grupy nerwiaka zarodkowego

Podgrupy histologiczne Odsetek komérek guza z dodatnia Podgrupy histologiczne Odsetek komérek guza z dodatnia
reakcjg na obecnos¢ biatka P53 reakcja na obecnos¢ biatka BCL2
Srednia Rozpietos¢ Srednia Rozpietos¢
KNB 20,77 0-56,5 KNB 63,69 15-96
NB~GNB 10,26 0-47 NB~GNB 60,98 14-95
GNB 7,29 2-19,5 GNB 50,1 12-81
GNB~GN 16,56 0-38 GNB~GN 63,76 15-91

Tabela Ill. Ekspresja biatka MDM2 w poszczegélnych podtypach
histologicznych guzéw z grupy nerwiaka zarodkowego

Tabela V. Ekspresja biatka RB1 w poszczegélnych podtypach
histologicznych. guzéw z grupy nerwiaka zarodkowego

Podgrupy histologiczne Odsetek komérek guza z dodatnia Podgrupy histologiczne Odsetek komérek guza z dodatnia
reakcja na obecnos¢ biatka MDM2 reakcja na obecnos¢ biatka RB1
Srednia Rozpietos¢ Srednia Rozpietos¢
KNB 56,64 10,6-92 KNB 17,62 0-63
NB~GNB 44,22 0-86 NB~GNB 11,58 0-51
GNB 44,14 5-84 GNB 2,86 0-12
GNB~GN 41,16 1-70 GNB~GN 8,26 0-26

przypadkéw w poszczegdlnych podgrupach nie pozwolita
na przeprowadzenie wiarygodnej analizy statystycznej.

Ekspresje biatka MDM2 w postaci jadrowego odczynu
o charakterze dyfuzyjnym z kumulacja pod btona jadrowa
i przejasnieniem w czesci centralnej jadra stwierdzono we
wszystkich podtypach histologicznych. Najwyzszy indeks
zaobserwowano w podgrupie KNB — 59,21%, w pozosta-
tych podgrupach wartosci srednie indekséw MDM2 byty do
siebie zblizone i wynosity odpowiednio NB~GNB 44,22%,
GNB 44,14%, GNB~GN 40,95%. Nie stwierdzono istotnych
statystycznie réznic Srednich wartosciindekséw MDM2 po-
miedzy poszczegdlnymi podgrupami histologicznymi.

Ekspresje biatka BCL2 ujawniono w komdrkach wszyst-
kich badanych guzéw. Cytoplazma komérek barwita sie
intensywnie w okolicy jadra w postaci charakterystycznych
obwddek, z nagromadzeniem barwnika w okolicy strefy
Golgiego. Najwyzsza ekspresje tego biatka prezentowaty ko-
morki guzéw z podgrupy GNB~GN 75,95%. W podgrupach
od KNB do GNB wartosci srednich indekséw BCL2 ksztat-
towaly sie podobnie: KNB 62,74%, NB~GNB 60,98%, GNB
50,1%. Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic $red-
nich wartosci indekséw BCL2 pomiedzy poszczegélnymi
podgrupami histologicznymi.

Ekspresja biatkowego produktu genu RB1 o charakterze
drobnoziarnistego odczynu jadrowego w poszczegdlnych
podgrupach histologicznych przedstawiata sie nastepujaco:
KNB 17,32%, NB~GNB 11,58%, GNB 2,86%, GNB~GN 10,32%.
Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic srednich war-
tosciindekséw RB1 pomiedzy poszczegdlnymi podgrupami
histologicznymi.

Tabela VI. Ekspresja markeréw apoptozy w catej grupie guzéw z grupy
nerwiaka zarodkowego — podsumowanie

Biatko Odsetek komdrek guza z dodatnia reakcja
na obecnos¢ badanego biatka
Srednia Rozpietosé

P53 19,60 0-82

P21 0,85 0-15

MDM 2 52,90 0-92

BCL-2 59,15 10-96

RB1 14,20 0-63

Szczegotowe wyniki badan ekspresji wszystkich bada-
nych markeréw apoptozy przedstawiaja tabele II-VI, a ich
statystyczng analize tabela VII.

Dyskusja

Zaburzenie rownowagi pomiedzy namnazaniem i pro-
gramowang $miercig komoérkowa lezy u podstaw choroby
nowotworowej, a poziom aktywnosci proliferacyjnej jest
jednym z najstarszych znanych czynnikéw prognostycz-
nych w nowotworach ztosliwych [14-16]. Immunohisto-
chemiczna ocena aktywnosci proliferacyjnej komorek jest
powszechnie akceptowang metodg, duzo bardziej doktadna
niz mikroskopowa ocena liczby mitoz w utkaniu nowo-
tworu. Udowodniono, ze wysokie indeksy proliferacyjne
wystepujg w guzach neuroblastycznych z nizszym stopniem
zréznicowania oraz ze koreluja z krétszym czasem przezycia
chorych. Wyniki przeprowadzonych przez nas badan sg
zgodne z rezultatami spodziewanymi na podstawie litera-
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Tabela VII. Zaleznosci statystyczne pomigdzy ekspresja badanych biatek w catej grupie guzéw z grupy nerwiaka zarodkowego

PCNA Ki67 P53 MDM2 BCL2 RB1
PCNA R=0,812 R=0615 R=0,181 R=0,049 R=0,453
p < 0,001 p < 0,001 p=0,167 p=0,712 p < 0,001
Ki67 R=0812 R=0,544 R=0,165 R=0,063 R=0,541
p < 0,001 p < 0,001 p =0,200 p=0,629 p < 0,001
P53 R=0,615 R=0,544 R=0,331 R=0,018 R=0,559
p < 0,001 p < 0,001 p =0,008 p=0,886 p < 0,001
MDM2 R=0,181 R=0,165 R=0,331 R=0,002 R=0,356
p=0,167 p =0,200 p=0,008 p=0,990 p=0,004
BCL2 R=0,049 R=0,063 R=0,018 R =0,002 R=0,112
p=0,712 p=0,629 p=0,886 p =0,990 p=0,382
RBI R=0,453 R=0,541 R=0,559 R=0,356 R=0,112
p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p=0,004 p=0382

p — poziom istotnosci; R — wspdtczynnik korelacji

tury przedmiotu [17-19], a ponadto obrazuja, w jaki sposéb
indeks proliferacji koreluje z obecnoscia morfologicznych
wyktadnikéw dojrzewania w poszczegélnych typach histo-
logicznych guzéw z grupy nerwiaka zarodkowego. Istnienie
znaczacej statystycznie korelacji pomiedzy indeksami eks-
presji PCNA i Ki-67 w naszych badaniach wskazuje na ich
rébwnowazng warto$¢ prognostyczna.

Wiekszo$¢ poznanych onkogendéw nalezy w rzeczy-
wistosci do grupy protoonkogenéw, czyli genéw, ktére
w prawidtowej komorce biora udziat w regulacji proceséw
wzrostu i réznicowania. Gen P53 i jego produkt odgrywaja
kluczowa role w regulacji cyklu komoérkowego, a przede
wszystkim w kontroli integralnosci genomu. W nowotwo-
rach wieku dzieciecego mutacje genu P53 stwierdzane sg
z rbzna czestoscia. W rdzeniaku, wyscidtczaku zarodkowym,
nerwiaku zarodkowym i guzach z grupy pPNET oraz ostrej
biataczce limfoblastycznej mutacje tego genu obserwowano
sporadycznie, w przeciwienstwie do nowotworéw, takich jak:
kostniakomiesak, miesniakomiesak prazkowanokomérkowy,
glejak ztosliwy i chtoniak Burkitta, gdzie czestos¢ mutacji
P53 jest wysoka. Rola genu P53 w patogenezie i przebie-
gu neuroblastoma nie jest jasna. Cze$¢ autoréw uwaza, ze
w przeciwienstwie do wielu innych nowotwordw ztosliwych,
w inicjacji procesu nowotworowego w nerwiaku zarodko-
wym nie bierze udziatu mutacja genu P53. Uznaje sie row-
niez za wielce prawdopodobny poglad, ze to utrata funkgji
biatka P53, a nie mutacja jego genu moze odgrywac role
w transformacji nowotworowej niezréznicowanych nerwia-
kéw zarodkowych. Zaobserwowany w naszych badaniach
wysoki odsetek komérek z ekspresjg P53 w guzach z podgru-
py klasycznego nerwiaka zarodkowego moze by¢ zwigzany
z wysokim potencjatem proliferacyjnym tych nowotworéw,
natomiast ekspresja P53 w guzach, dojrzewajacych’, w komér-
kach o morfologii komdrek zwojowych, moze by¢ efektem
jego fizjologicznej roli w regulacji roznicowania i apoptozy.
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W literaturze nie ma takze zgodnosci, co do dystrybucji
biatka P53 w komérce. Obserwowana w czesci przypadkow
guzoéw z grupy neuroblastoma obecno$¢ biatka P53 w cy-
toplazmie komérek pozwala domniemywac, ze wykryte
biatko jest nie zmutowana, ale i nieaktywng forma, cho¢
jednoczes$nie podkresla sie w cytowanych pracach, ze hi-
poteza ta wymaga dalszych badan. Nalezy nadmieni¢, ze
iw przeprowadzonej przez nas ocenie ujawniono obecnos¢
biatka P53 w cytoplazmie komérek niektérych przypadkow
neuroblastoma, nie wykrywajac jednak cytoplazmatycznej
ekspresji tego biatka w zadnym przypadku ganglioneuro-
blastoma, ani ganglioneuroma. Niektdrzy autorzy uwazaja
réwniez, iz zawsze obecnos$¢ biatka P53 powinna by¢ trak-
towana jako niekorzystny czynnik rokowniczy, gdyz wigze
sie ona z bardziej agresywnym przebiegiem choroby, a takze
tendencja do przerzutéw i nawrotéw. W naszych badaniach
ujawniono takze dodatnia zaleznos¢ pomiedzy indeksami
antygendw proliferacji komoérkowej i indeksem P53 [7-9,
20-23].

Onkogen MDM2 stanowi istotny czynnik regulujacy
proliferacje komoérek poprzez inaktywacje biatka P53 na
drodze kontroli zwrotnej. W guzach z grupy neuroblasto-
ma niektdérzy autorzy stwierdzili amplifikacje tego genu
i obecnos¢ jego biatkowego produktu w jadrach komérek
nowotworowych [8, 11, 24, 25]. W naszych badaniach za-
obserwowano obecnos¢ biatka MDM2 w niemal wszystkich
badanych guzach. Odsetek komérek MDM2 pozytywnych
we wszystkich podgrupach histologicznych byt wysoki
(powyzej 40%), cho¢ najwyzszy w klasycznym nerwiaku
zarodkowym. Ponadto wykazano znamienng statystycznie
dodatnia zalezno$¢ miedzy ekspresja P53 i MDM2. Zwigzane
jest to prawdopodobnie zinaktywacja wzrastajgcego pozio-
mu biatka P53 w obrebie jadra komérkowego, co pozwala
na zapoczatkowanie cyklu komérkowego, a wiec zwieksza
potencjat proliferacyjny.



Biatko P21, produkt genu WAF1/CIP1 petni role regula-
tora cyklu komérkowego na drodze dwdéch niezaleznych
mechanizmoéw, jednak w literaturze istniejg jedynie nieliczne
doniesienia na temat ekspresji P21 w guzach neurobla-
stycznych. Podaje sie, ze P21 zwykle wykazuje ekspresje
w komérkach guzéw z grupy neuroblastoma [12, 26]. W na-
szych badaniach odsetek komdrek P21 pozytywnych we
wszystkich typach guzéw z grupy nerwiaka zarodkowego
byt niski, ponizej 10%. Wydaje sie, iz inaktywacja,dzikiego”
biatka P53 jest przyczyna braku indukcji genu WAF1/CIP1,
a co za tym idzie, nieobecnosci jego produktu.

Gen BCL2 jest protoonkogenem, ktérego mechanizm
dziatania jest odmienny od dotychczas wymienionych
gendéw. Wywiera on efekt antyapoptotyczny, lecz sposdb
jego dziatania nie jest doktadnie poznany. Doniesienia z pi-
Smiennictwa o ekspresji BCL2 w komdrkach guzéw z grupy
neuroblastoma sa sprzeczne. Niektdrzy autorzy stwierdzali
obecnosc¢ tego biatka we wszystkich badanych przypad-
kach neuroblastoma, ganglioneuroblastoma i ganglioneu-
roma, inni opisywali ekspresje BCL2 jedynie w nerwiaku
zarodkowy i to tylko w czesci przypadkéw (40-80%). Jedni
autorzy uwazaja, ze obecnos$¢ BCL2 towarzyszy gorszemu
rokowaniu, inni nie stwierdzaja takiej zaleznosci[11, 12, 27].
W przeprowadzonych przez nas badaniach ekspresje biatka
BCL2 zaobserwowano we wszystkich podtypach histolo-
gicznych, przy czym odsetek komérek BCL2 pozytywnych
w nowotworach wykazujacych cechy zréznicowania wynosit
powyzej 60%, co mogtoby wskazywac na potencjalny udziat
biatka BCL2 w,dojrzewaniu’; a tym samym by¢ moze i w re-
gresji tych nowotworéw. Nie ujawniono jednak istotnych
statystycznie zalezno$ci pomiedzy ekspresjg BCL2 a innymi
badanymi biatkami.

Gen RB1 jest genem supresorowym, ktérego produkt
w prawidtowej komorce reguluje procesy proliferacji komor-
kowej i wykazuje aktywnos$¢ antymitotyczna. W dostepnym
nam pismiennictwie jedynie nieliczne prace dotyczyly obec-
nosci biatka RB1 w guzach z grupy neuroblastoma. W ba-
daniach tych podkreslano, iz liczba komérek wykazujacych
ekspresje tego biatka wigzata sie ze stopniem zréznicowania
komorek nowotworu [28]. W naszych badaniach indeksy ko-
morek RB1 w poszczegdlnych podgrupach histologicznych
nie réznity sie istotnie. Znamienna statystycznie zaleznos¢
pomiedzy indeksami biatek P53, MDM2 iindeksem RB1 ob-
razuje ztozone mechanizmy regulacji procesu apoptozy.

Reasumujac, zmniejszaniu sie potencjatu proliferacyjne-
go nowotwordéw z grupy nerwiaka zarodkowego towarzy-
szyto zwiekszanie obecnosci cech,dojrzewania’; a wysokim
indeksom proliferacyjnym — morfologicznych wyktadnikow
ztosliwosci nowotworu. Najwyzsza ekspresja P53 korelowata
z obecnoscig mikroskopowych wyktadnikéw ztosliwosci
guza i wysokimi indeksami proliferacyjnymi. Obserwowana
korelacja pomiedzy ekspresjg P53 i MDM2 moze by¢ zwiaza-

na z unieczynnieniem dzikiej formy biatka P53, a to z kolei
zwiazane z blokadg genu WAF1/CIP1iw rezultacie brakiem
biatka P21. Analiza ekspresji BCL2 wydaje sie wskazywac na
potencjalna role tego biatka w,dojrzewaniu”, a by¢ moze
i regresji nowotworéw z grupy neuroblastoma. Uzyska-
ne rezultaty wskazujg na potrzebe dalszych badan guzéw
neuroblastycznych. By¢ moze metody biologii molekular-
nej pozwola na petne ujawnienie i wyjasnienie proceséw
proliferacji i morfologicznego, dojrzewania” guzéw z grupy
nerwiaka zarodkowego [29, 30].
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