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Procena vrednosti semikvanitativnhog bodovnog sistema
simpaticko-adrenalne scintigrafije u dece obolele od
neuroblastoma

Branislava Radovi¢

REZIME

Cilj: Neuroblastom je najcesci decji tumor u ¢ijoj se dijagnostici obavezno izvodi simpa-
ticko-adrenalna scintigrafija pomoc¢u metajodobenzilgvanidina. SIOPEN semi-kvantita-
tivni bodovni sistem je jedan od bodovnih sistema kojim se procenjuje planarni mIBG
scintigram, a koji se sastoji od dva segmenta mekotkivnog i osteomedularnog. Glavni
ciljevi studije su : 1) procena oba ,skora” (mekotkivnog i osteomedularnog) SIOPEN
semikavantitativnog bodovnog sistema u odnosu na: a) klinicki stadijum bolesti odre-
den na osnovu INSS kriterijuma; b) histoloski stadijum neuroblastoma odreden pomocu
INPC kriterijuma; c) ,,bioloske markere“ neuroblastoma: urinarne nivoe VMA i HVA;
nivo LDH; nivo NSE; nivo s-feritina; nalaz ¢elija neuroblastoma u punktatu kostane srzi;
prisustvo umnozenosti MYCN onkogena; 2) procena medusobne povezanosti oba skora
SIOPEN bodovnog sistema; 3) povazanosti skorova SIOPEN bodovnog sistema sa skorom

,»Kiri“ semikvantitativnog bodovnog sistema.

Metodologija: Prospektivna kohortna studija sa ponovljenim merenjim, izvedena je na
143 planarna scintigrama u sedamdesetsSestoro dece koja su u Centar za nuklearnu medic-
inu Klinickog centra Srbije upucena sa sumnjom na neuroblastom ili sa postavljenom
dijagnozom neuroblastoma u smislu postterapijskog pracenja. Deca su upucivana iz dva
centra: Univerzitetske decje bolnice i iz Instituta za zdravstvenu zastitu majke i deteta
Srbije ,,Dr Vukan Cupi¢” u Beogradu, gde im je postavljena dijagnoza i zapo&eto lecenje,
izmedu januara 2007. i jula 2014. Za poredenje sa skorovima SIOPEN bodovnog sistema
koriS¢eni su podaci iz istorija bolesti malih pacijenata. Istrazivanje je odobreno od strane
Etickog komiteta Medicinskog fakulteta u Beogradu. Scintigrafija pomo¢u meta-jodoben-
zilgvanidina obelezenog sa J'* ili J'! u¢injena je po preporukama vodica za scintigrafiju
pomocu mIBG kod dece, Evropske asocijacije za nuklearnu medicinu. Tako dobijeni pla-
narni scintigrami su procenjivani po kriterijumima SIOPEN i ,,Kiri“ semikvantitativhog
bodovnog sistema. SIOPEN sistem ima dva ,skora“ mekotkivni i osteomedularni. Me-
kotkivni ,,skor® se izra¢unava sabiranjem zona patoloskog nakupljanja radiofarmaka u 6
anatomskih mekotkivnih regija bolesnika. Osteomedularni ,,skor“ se izra¢unava sabiran-
jem zona patoloskog nakupljanja radiofarmaka u 12 anatomskih regija skeleta bolesni-
ka. ,Kiri“ skor se izra¢unava sabiranjem zona patoloskog nakupljanja radiofarmaka u 10
anatomskih regija bolesnika.



Rezultati: Utvrdili smo da su osteomedularni SIOPEN skorovi bili statisticki znacajno veci
kod dece sa pozitivnim nalazom biopsije kostane srzi (Mann-Whitney U =77,9; p=0,009);
kod dece sa povecin nivoom VMA u urinu (Mann-Whitney U =322; p=0,038) i kod dece
u uznapredovalom klinickom stadijumu bolesti (Spearman r=0,37; p=0,003) .

Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu osteomedularnog i mekotkivhog SIOPEN
skora u odnosu na histoloski stadijum neuroblastoma, u odnosu na povecane nivoe HVA
u urinu, odnosno povecane serumske nivoe LDH, NSE i s-feritina. Razlika nije pokazana
izmedu SIOPEN skorova i prisustva umnozenog MYCN onkogena. Uocena je statisticki
znacajna linearna povezanost ,Kiri skora“ sa steomedularnim i mekotkivnim SIOPEN
skorom pri bodovanju prva tri planarna mIBG scintigrama: na prvom bodovanom scinti-
gramu (n=75) SIOPEN mekotkivni skor r=0,696; osteomedularni SIOPEN skor, r=0,676,
p < 0.001; na drugoj scintigrafiji (n=31) SIOPEN mekotkivni skor r=0,715; osteomedular-
ni SIOPENskor , r=0,47 p < 0.001, ; na tre¢oj scintigrafiji (n=20) SIOPEN mekotkivni skor
r=0,509; osteomedularni SIOPEN skor , r=0,656 , p = 0,002.

Pacijenti koji su imali patolo$ke vrednosti nivoa VMA u urinu su u 85% slucajeva imali
i patoloske vrednosti nivoa HVA u urinu. Oni koji nisu imali patoloske vrednosti VMA
u mokraci, u 27% su imali patoloke vrednosti HVA u urinu. Postoji statisticki znacajna
povezanost pozitivnosti nalaza VMA i HVA (hi-kvadrat = 15.7, DF = 1, p < 0.001). Mera
slaganja patoloskih nalaza VMA i HVA u urinu iznosi kappa = 0.57.

U 31% pacijenata koji su imali potitivan mekotkivni SIOPEN skor, bio je pozitivan i SIO-
PEN kostani skor. Postoji statisticki znacajna povezanost pozitivnih mekotkivnih i kosta-
nih SIOPEN skorova (hi-kvadrat = 5.1, DF = 1, p = 0.025, OR=4.0).

U 70% pacijenata koji su imali potitivan kostani SIOPEN skor, bio je pozitivan i mekotkiv-
ni SIOPEN skor. Postoji statisticki znacajna povezanost pozitivnih kostanih i mekotkivnih
SIOPEN skorova (hi-kvadrat = 31.1, DF = 1, p < 0.001, OR = 35.8).

Zakljucak: postoji statisticki znacajna povezanost povecanog nivoa urinarnih katehola-
mina i nalaza celija neuroblastoma u kos$tanoj srzi sa osteomedularnim skorom SIOPEN
bodovnog sistema, kao i medusobna povezanost oba skora SIOPEN semikvantitativnog
bodovnog sistema. Oba ,,skora® (i mekotkivni i osteomedularni ) SIOPEN semikvanti-
tativnog bodovnog sistema su jednako dobri za upotrebu u proceni planarnog mIBG
scintigrama kod dece obolele od neuroblastoma kao i ,,skor” ,,Kiri” semikvantitativnog
bodovnog sistema. Mekotkivni segment SIOPEN skora bi trebalo dodatno testirati u kon-
trolisanim klini¢kim uslovima.

KLJUCNE RECI: neuroblastom, simpaticko-adrenalna scintigrafija, mIBG- J 123, urinarni
kateholamini, tumorski markeri, MYCN onkogen, semikvantitativni bodovni sistem, SIO-
PEN, Kiri

Naucéna oblast: medicina
Uza naudna oblast: nuklearna medicina



Evaluation of the SIOPEN semi-quantitative scoring
system in planar simpatico-adrenal MIBG scintigraphy
in children with neuroblastoma

Branislava Radovi¢

SUMMARY

Objective: Neuroblastoma is the most common malignancy in children. MIBG scinti-
graphy is a mandatory neuroblastoma diagnostic test, which is among others methods,
semi-quantified by the SIOPEN method. SIOPEN semi-quantative method is defined by
two separate scores: soft tissue score and skeletal (osteo-medullary) score. The main obje-
ctives of the study are the following: 1) comparison both of the scores of SIOPEN semi-qu-
antitative method to: a) INSS clinical stage of neuroblastoma: b) INPC histology grade of
the tumour; c) neuroblastoma biology markers (urinary catecholamine VMA and HVA;
LDH, NSE, serum ferritin, presence of neuroblastoma cell line in bone marrow smears
and amplified MYCN); 2) correlation of the two scores; 3) correlation both of the SIOPEN
scores with “Curie” semi-quantative method score.

Methodology: The cross-sectional study with repeated measurements of 143 planar scin-
tigrams , which included 76 children, was performed at the Centre for Nuclear Medicine
of Clinical centre of Serbia. In line with international agreement, patients were referred
to the centre by paediatricians because of suspected or proven neuroblastoma. They were
sent for an MIBG scan for initial diagnosis or for evaluation after treatment by physicians
of two centres: Institute for Health Protection of Mother and Child of Serbia “Dr. Vukan
Cupic” and University Children’s Hospital, both in Belgrade. Patients were sent between
January 2007 and July 2014. I-123/131 MIBG scintigraphy was performed according to
previously published guidelines; the images were acquired 24 h or 48 h after slow intrave-
nous injection of no less than 80 MBq (I-123) or 35 MBq (I-131) in accordance with the
EANM (European Association of Nuclear Medicine) dosage card. For every patient, the
I-123 MIBG and I-131 MIBG scans were scored by the Curie and the SIOPEN methods.
The SIOPEN method included both the skeletal (osteo-medullary) and the soft tissue sco-
re. The skeleton was divided into 12 anatomical body segments. The soft tissue was divi-
ded into 6 anatomical body segments. According to the Curie semi-quantitative scoring
method, the skeleton was divided into nine areas, and a tenth sector counting any soft
tissue involvement was added.

Results: The skeletal SIOPEN scores were significantly higher in bone marrow positi-
ve children (Mann-Whitney U=77.9; p=0.009), in children with pathologically elevated



urinary VMA levels (Mann-Whitney U=322; p=0.038) and in children in a more advan-
ced clinical stage (Spearman r=0. 37, p= 0,003). The SIOPEN soft tissue score showed no
difference in relation to the aforementioned higher VMA levels, more advanced clinical
stage and positive bone marrow assessment. There was no difference between the SIOPEN
skeletal and soft tissue scores on one hand and the histological tumour grade; elevated or
normal levels of HVA, LDH, NSE and ferritin; and the presence or absence of MYNC am-
plification in the neuroblastoma cell line, on the other hand. The results of both SIOPEN
scores and the Curie score showed a high linear correlation at the first three examination
time points, i.e. MIBG scans. (At the first scan (n=75): SIOPEN soft tissue, r = 0.696; SIO-
PEN skeletal, r = 0.676; at the second scan (n=31): SIOPEN soft tissue, r = 0.715 SIOPEN
skeletal, r = 0.47 (all p <.001); at the third scan (n=20): SIOPEN soft tissue, r = 0.509 (p =
0.22) SIOPEN skeletal, r = 0.656 p = 0.002).

Patients with pathological urinary VMA levels had pathological urinary HVA levels in
85% cases. There was statistically significant correlation between VMA and HVA urinary
levels (chi-quadrat = 15.7, DF = 1, p < 0.001). 31% of patients with elevated soft tissue SI-
OPEN score had elevated skeletal SIOPEN score which was proven statistically significant
(chi-quadrat = 5.1, DF = 1, p = 0.025, OR=4.0). 70 % of patients with elevated skeletal SI-
OPEN score had elevated soft tissue SIOPEN score as well, which was proven statistically
significant (chi-quadrat = 31.1, DF = 1, p < 0.001, OR = 35.8).

Conclusion: In conclusion the data from this study clearly demonstrated once more the
reliability of the SIOPEN scoring method in detecting skeletal involvement in patients
with elevated VMA levels and bone marrow infiltration. The soft tissue segment of the
SIOPEN score needs further elucidation in a more controlled milieu. Excellent correlati-
on between all parts of the two semi-quantitative scoring methods speak in favour of the
application of the complete SIOPEN scoring system in everyday mIBG scanning

KEY WORDS: neuroblastoma, simpatico-adrenal scintigraphy, MIBG-]123, urinary cate-
cholamines, tumour markers, MYCN amplification, semi-quantitative method, SIOPEN,
Curie
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1. UVOD

Neuroblastom je najcesci ekstrakranijalni solidni tumor decjeg uzrasta. To je najcesce di-
jagnostikovana maligna bolest ranog detinjstva. Neuroblastom je bolest simpaticko-adre-
nalne loze neuralnog grebena i moze da se razvije bilo gde u simpatickom nervnom siste-
mu . Najveci broj primarnih tumora nastaje u abdomenu (oko 65%), a najmanje polovina
ovih tumora potice iz srzi nadbubrezne zlezde. Vrat, grudni kos i karlica su druga uobica-
jena mesta gde se javlja neuroblastom.

Dijagnoza ove bolesti se postavlja na osnovu nedvosmislenog nalaza celija neuroblasta
u tumorskom tkivu pomocu svetlosnog mikroskopa (sa ili bez : imunohistohemijskog
bojenja, nalaza elektronske mikroskopije, povecanih nivoa kateholamina u urinu ili krvi)
ili nalazom neuroblasta u ko$tanoj srzi i povec¢anog nivoa kateholamina u urinu ili krvi.

Neuroblastom pokazuje raznoliko biolosko i klini¢cko ponasanje i najé¢esce se klasifikuje u
5 klinickih stadijuma. Prognoza bolesti kao i terapija zavise od histoloskih osobina tumora
i uzrasta deteta.

Dijagnosticki algoritam za neuroblastom ukljucuje biohemijske analizu krvi ili urina na
metabolite kateholamina (VMA i HVA), tumorske markere NSE, LDH, feritin, genetsku
analizu neuroblasta na prisustvo: umnozenog MYCN onkogena, odredenih hromozom-
skih aberacija, prisustvo tirozin-hidroksilaze, ultrazvucne, radioloske (CT, MR) i nuklear-

nomedicinske ,,imidzing" tehnike.

Scintigrafija pomo¢u mIBG (kateholaminskog analoga) je obavezan dijagnosticki postu-
pak u neuroblastomu. Do sada je bilo vi$e pokusaja semikvantifikovanja planarnog mIBG
scintigram u cilju njegovog standardizovanja kao i u cilju procene obima bolesti u jednog

pacijenta i medu razli¢itim pacijentima.

SIOPEN semikvantitativni bodovni sistem je najnoviji sistem bodovanja planarnog mIBG
scintigrama cija je klinicka evaluacija u toku.

Ova doktorska disertacija je nastala kao rezultat nastojanja da se u Centru za nuklearnu
medicinu Klinickog centra Srbije unapredi primena ove nuklearnomedicinske metode i
doda deo u osnove radionuklidne terapije ne samo neuroblastoma ve¢ i drugih oboljenja
simpatohromafinog tkiva.



1.1. NEUROBLASTOM: ISTORIJSKI PODACI,
PREGLEDNA ETIOLOSKA, KLINICKA,
DIJAGNOSTICKA I TERAPIJSKA RAZMATRANJA

1.1.1. Istorijski podaci o neuroblastomu

Za ovaj zagonetni tumor se zna viSe od 140 godina. Prvi ga je opisao Virsof (Virchow)
1864. kod deteta sa tvrdinom u trbuhu i nazvao ga ,,gliom®

1891. Marso (Marchaud) je otkrio zajednicke osobine tumora simpatickog nervnog si-
stema i tumora srzi nadbubrezne Zlezde, a 1901. Peper (Pepper) je opisao prenatalne me-
tastaze sarkoma nadbubrezne zlezde u jetri sa otokom skrotuma, anemijom i ucestalim
groznicama. Danas je ova vrsta neuroblastoma poznata kao 4S neuroblastom, prototip
tumora koji se spontano povlaci.

Hacinson (Hutchison) 1907. godine, uocava karakteristicne obostrane periokularne he-
matome pracene proptozom kao simptomom metastaze tumora u orbitu i skelet. Ove pro-
mene su tipi¢ne za progresivni neuroblastom, otporan na brojne terapijske pristupe.

Rajt (Right) 1910. godine uvodi termin neuroblastom, posto je pokazao da tumor vodi
poreklo od embrionalnih neuroblasta perifernog simpatickog nervnog sistema.

Kusing (Cushing) i Volbah (Volbach) 1927. uocavaju da tumor spontano sazreva u gangli-
oneurom. Tek 1957. Mejson (Mason) ukazuje na metabolite kateholamina kao na tumor-
ske markere neuroblastoma, a dve godine kasnije, vanilmandeli¢na kiselina (VMA) dobija
epitet glavnog tumorskog markera u neuroblastomu (1).

1.1.2. Epidemiologija neuroblastoma

Specifi¢na stopa incidence i uzrasna standardizovana incidenca u Japanu, gde se od 1973.
vodi rigorozna kontrola odoj¢adi na svaka 3 meseca, a za period od 1979-1983. (pre skri-
ninga na neuroblastom), bliza je onoj u UK (Ujedinjeno Kraljevstvo) nego stopi incidence
u drugim evropskim zemljama. U ovom periodu stopa incidence 3. i 4. klini¢ckog stadi-
juma je bila 71,9%. Ova cifra je opet bliza onoj dobijenoj na uzorku iz UK nego iz drugih
evropskih zemalja (75,7% vs 62,9-65,4%) (2).

Medunarodna klasifikacija dec¢jih kancera (International Classification of Childehood
Cancer (ICCC) je ustanovljena 1996. godine kao sredstvo za poredenje stope incidence i
verovatnoce prezivljavanja dece obolele od kancera. Na osnovu podataka ICCC-3 standa-
radizacija po uzrastu je uc¢injena na osnovu World Standard Population Modified by Dell
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et al. svi podaci se odnose na decu mladu od 15 godina. Neuroblastom (i drugi tumori
perifernih nervnih ¢elija) je svrstan u IV grupu ICCC Kklasifikacije. Jednu Cetvrtinu svih
malignih bolesti u dece ¢ine embrionalni tumori (neuroblastom, retinoblastom, nefrobla-

stom, meduloblastom, embrionalni rabdomiosarkom, tumori germinativnih celija).

Distribucija vrste tumora zavisi od uzrasta: tre¢ina svih tumora kod odajc¢adi ¢ini neu-
roblastom, a zajedno sa nefroblastomom, retinoblastomom ovaj tumor ¢ini polovinu svih

malignih tumora kod dece.

Neuroblastom je pored nefroblastoma najces¢i ekstrakranijalni solidni tumor kod dece
sa relativnom ucestalo$¢u od 7,6% po ICCC-3 dijagnostickim grupama; na osnovu SEER
(US Surveillance Epidemiology and End Results) podataka oboljeva 61,3 dete na milion
dece. Ovaj tumor ima najnizu medijanu uzrasta koja je pri postavljanju dijagnoze ma-
nja od 17 meseci (1,3 meseci). Prose¢na godiSnja promena procenta ove grupe tumora je
1,7%. Petogodi$nje prezivljavanje je 59% odnosno 66% po podacima iz ,,European Auto-
mated Childehood Cancer Information System” (ACCIS) odnosno SEER (3).

Na osnovu podataka SEER NIC za period od 1975-2000., ukupna incidenca je 10.2 obo-
lele na milion dece mlade od 15 godina. Stopa incidence je na osnovu ovih podataka 10.3
obolelih na milion dec¢aka, odnosno 10.1 obolelih na milion devojcica; stopa incidence po
rasama je sledeca: 10,8 za belu rasu, 8,4 za crnu decu i 7,5 drugih etnicko/rasnih grupa.
Uzrasna stopa incidence je 19.6 na milion dece uzrasta 1-4 godine; 2,9 za uzrast 5-9 go-
dina i 0,7 za uzrast 10-14 godina. Stopa incidence kod odoj¢adi je nesto vec¢a kod decaka
(62,8) nego kod devojcica (59,8).

Poboljsanja na polju dijagnostickih procedura, prenatalne dijagnoze, zbog skrininga u ne-
kim zemljama, dovela su do porasta incidence u periodu od sedamdesetih do ranih deve-
desteih godina XX veka. Ipak, ukupan porast incidence po SEER podacima nije statisticki
znacajan (0.3% je godi$nja promena promena procenta (4, 5).

1.1.3. Etiologija neuroblastoma

Jasni faktori rizika za nastanak i razvoj neuroblastoma nisu poznati. Do sada su ispiti-
vani razlic¢iti faktori kao $to je tok trudnoce, termin porodaja, gestaciona starost, tele-
sna masa deteta na rodenju, udruzeni nedostaci : neurofibromatoza tip 1, Hir§sprungova
(Hirshsprung) bolest, Tarnerov (Turner) sindrom; upotreba lekova i hormona u trudno¢i
(»neuronski aktivni“ lekovi: amfetamin, antidepresivi, antipsihotici; miorelaksansi, antie-
metici, antibiotici, diuretici), Zivotni stilovi majke koji uklju¢uju alkohol i pusenje, zani-
manje oba roditelja {o¢evi koji su radili u elektronskoj industriji, koji su koristili elektri¢ni
materijal (monteri, zavarivaci), poljoprivrednici, radnici koji su bili u proizvodnji gume,
proizvodnji plastike i hemijskih sredstava kao i majke koje su bile tekstilne radnice, pa-
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kovale prehrambene proizvode, ili su radile u industriji ¢arapa, plasti¢nih, elektri¢nih i
metalnih proizvoda, su bili u ve¢em riziku da rode dete sa neuroblastomom}(6).

1.1.4. Klinicka slika neuroblastoma

Klinicka slika neuroblastoma zavisi od mesta primarnog tumora ($to moze biti bilo koja
simpaticka ili parasimpaticka ganglija), rasirenosti njegovih metastaza i prisustva neoplas-
ti¢nog sindroma. Retroperitoneum abdomena je najces¢e primarno mesto tumora: nad-
bubrezna zlezda (35%), paravertebralni ganglioni vratne, grudne, trbusne ki¢me i ki¢me
male karlice (35%), zadnji medijastinum (20%), mala karlica (u manje od 5%), vrat (ma-
nje od 5%), Cukerkandlov (Zuckerkandl) organ: skupina hromafinih ¢elija na bifurkaciji
aorte ili na mestu gde izvire a. mesenterica inferior), ganglion stelatum na poprecnom
nastavku 7.vratnog prsljena. Retko se desava da se primarno mesto tumora ne otkrije. Sa
napretkom dijagnostickih ,imidzing® tehnika, posle 1980. godine, broj neotkrivenih pri-
marnih neuroblastoma se smanjio sa 5% na 2% (7).

Neuroblastom metastazira putem krvi i limfe ali metastaski obrasci nisu uvek jasni. Ra-
zlika postoji izmedu progresivnog 4. klinickog stadijuma bolesti (po redu ucestalosti jav-
ljanja metastaza: kostana srz, kost, limfni ¢vorovi, koza, intrakranijalno/mozak, pluca/
pleura, paraterstikularno, jajnici) i spontano regresivnog 4S klinickog stadijuma (kostana
srz, jetra, koza i paratestikularno). Deca do godinu dana starosti u 4S klinickom stadijumu

po pravilu nemaju sekundarne depozite u kostima.
Sindromi koji se naj¢esce javljaju u neuroblastomu su:

» Peperov (Pepper) sindrom: masivna zahvacenost jetre metastazama neuroblasto-
ma koja moze da dovede do poremecaja disanja.

o Hornerov (Horner) sindrom: ptoza, mioza, enoftalmus, istostrana anhidroza lica
kod neuroblastoma primarno lokalizovanog u vratu i grudnom kosu. Ovi simp-
tomi se povlace sa hirur§kom resekcijom tumora.

« Hacinsonov (Huchinson) sindrom: razdrazljivost i slabost udova kod male dece
zbog metastaza neuroblastoma u kostima i kostanoj srzi.

 sindrom opsoklonus-mioklonus-ataksije {Kinsburnov sindrom (Kinsbourne)}:
mioklonicki trzaji udova i nevoljni pokreti o¢nih jabucica sa ili bez cerebelar-
ne ataksije. Ovaj sindrom je Cesto udruzen sa diferenciraju¢im neuroblastomom
povoljne prognoze. Ne povlaci se obavezno sa resekcijom tumora i ¢esto ostavlja
neuropsiholoske sekvele. Ovaj paranesoplasti¢ni sindrom se vida u 2-3% sluca-
jeva, nepoznatog je mehanizma, a neuroblastom je uzrok u 50% dece sa ovim
sindromom.



« Kerner-Morisonov (Kerner-Morrison) sindrom: uporni prolivi otporni na lece-
nje zbog povecane tumorske sekrecije vazoaktivnog intestinalnog peptida (VIP).
Neuroblastom koji se klinicki prezentuje ovim sindromom je povoljnog ishoda.

« sindrom neurokristopatije: neuroblastom udruzen sa drugim poremecajima ne-
uralnog grebena kao $to su sindrom kongenitalne hipoventilacije i Hir§prungova
(Hirshprung) bolest. Mogu¢ uzrok je mutacija na PHOX2B genu (8).

Tumor se najcesce opipava u trbuhu. Novorodenc¢ad mogu imati uvecan trbuh zbog pri-
sutne tumorske mase ili zbog metastaza uvecane jetre. Tumor ima neobjasnjivu tenden-
ciju da se $iri u kosti lica, narocito u kosti orbite dajuci periorbitalne ekhimoze (,,0¢i ra-
kuna“), sa ili bez proptoze $to je klasi¢ni znak hematogene diseminacije neuroblastoma.
Pretpostavlja se da je ovo u vezi sa zajednickim poreklom celija kosti lica i neuroblastoma
iz neuralnog grebena.

Opésti simptomi i znaci kao $to su bledilo, groznica, anemija, bolovi u kostima ¢esto pod-
secaju na leukemiju. Starija deca se mogu zaliti na bol u nogama i u zglobovima $to uka-
zuje na artritis. Primarni tumori u vratu ili gornjem medijastinumu se obi¢no otkrivaju
pri rutinskom radioloskom pregledu grudnog kosa. Tumori ove primarne lokalizacije se
prikazuju i kao Hornerov sindrom.

Paravertebralni tumori se mogu prosiriti preko ki¢menih otvora ekstraduralno ka ki¢me-
noj mozdini (,,dumbbell®, ,bisagasti“ tumori) daju¢i neuroloske simptome i znake zbog
transverzne mijelopatije (1).

Veliku tumori trbuha i male karlice otezavaju ili sasvim opstruisu mokrenje i izazivaju
hipertenziju zbog pritiska tumora na renalnu arteriju i sledstvenu aktivaciju renin-angio-
tezin sistema pre nego tumorska sekrecija kateholamina. Hemioterapija moze da pogorsa
hipertenziju pre nego $to se ova povuce.

Podkozni lividni ¢vorovi su narocito uocljivi kod neonatusa.

Neuroblastom se moze uociti i antenatalno ultrazvu¢nim pregledom trudnice.

1.1.5. Dijagnoza neuroblastoma

Dijagnoza neuroblastoma se postavlja na osnovu nedvosmislenog nalaza celija neurobla-
stoma u tumorskom isecku pomocu svetlosnog mikroskopa sa ili bez: imunohistohemij-
skog bojenja, nalaza elektronskim mikroskopom, povec¢anog nivoa katehlaminanu urinu
(ili serumu) ili na osnovu nedvosmislenog nalaza ¢elija neuroblastoma (tj. nalaz sincici-
juma ili imunocitoloski pozitivnih Celijskih nakupina) u bioptatu kostane srzi. Tumorski
uzorci primarno dobijeni otvorenom biopsijom (tumorski isecci dobijeni pre bilo kakve

terapijske intervencija) su najpovoljniji materijal za histolosko ispitivanje i prognozu.



Diferencijalna dijagnoza se postavlja u odnosu na: druge periferne neuroblastne tumore
(pNT), Juingov (Ewing) sarkom, rabdomiosarkom, dezmoplasti¢ni tumor malih plavih
okruglih ¢elija, maligni non-Hodzkin (non-Hodgkin) limfom, hemoragiju u nadbubrez-
noj zlezdi novorodenceta, nefroblastom {Vilmsov (Wilms) tumor}, estesioneuroblastom
(tumor porekla bazalnih progenitora olfaktornog epitela), feohromocitom, paragangliom,
hemodektom koji potice od parasimpaticke ganglije glave i vrata (2).

1.1.6. Histoloske osobine neuroblastoma

Neuroblastom, kao jedan od perifernih neuroblastnih tumora, pripada neoplazmama
»malih plavih okruglih ¢elija“ decjeg uzrasta. Ovi tumori nastaju od progenitorskih ce-
lija simpatickog nervnog sistema, simpatogonija simpaticko-adrenalne loze. Pluripoten-
tne simpatogonije posle migracije sa neuralnog grebena, formiraju simpaticke ganglije,
hromafine ¢elije srzi nadbubrega, oznacavajudi tipi¢nu lokalizaciju neuroblastnih tumora.
Jos uvek se na zna tacno zasto ove embrionalne Celije, iz kojih se razvijaju primarni neu-
roblastni tumori, ostaju i u kasnijem razvoju organizma.Cini se da je u osnovi nekontroli-
sane proliferacije defekt u embrionskim genima koji kontroli$u razvoj neuralnog grebena.
Zbog ovih defekata dolazi do ranog i poznog prekida u diferencijaciji neuroblasta. Klasic-
ni histoloski subtipovi perifernih neuroblastnih tumora (pNT) kao $to su neuroblastom,
ganglioneuroblastom, ganglioneurom, odrazavaju ¢itav spektar sazrevanja od tumora sa
preovladavaju¢im nediferentovanim neuroblastima do tumora koji se uglavnom sasto-
je od sasvim diferentovanih neurona okruzenih gustom stromom Svanovih (Schwan)
¢elija(9, 10).

Glavna odlika neuroblastoma je raznovrsnost njegovih celija. Prisustvo fenotipski razno-
likih ¢elija se moze objasniti stalnom mutagenezom ili teorijom kancerske stem celije koja
ima sposobnost beskona¢nog samoobnavljanja.Ovakve stem celije ipak nije otkrivena u
neuroblastomu te je moguce da stem celija neuroblastoma potice iz stem celije neuralnog
grebena i delom cuva, a delom prekida normalne puteve njenog sazrevanja.

Tipi¢ni neuroblastom je sazdan od malih celija jednoobrazne velicine koje sadrze gu-
sto hiperhromati¢no jedro i bazofilnu svetlu citoplazmu. U 50% slucajeva vidaju se Ho-
mer-Rajtove (Homer-Wright) pseudorozete sastavljene od neuroblasta koji okruziju eozi-
nofilna polja neuropila. Elektronskim mikroskopom se uocava gusto jezgro, membranom
ogranicene neurosekretorne granule, mikrofilamenti i paralelni redovi mikrotubula sa ne-
uriticnim nastavcima (neutropili). Preciznije razlikovanje pNT od ostalih tumora malih
plavih celija zahteva imunohistohemijsko bojenje na neuralne markere kao $to su neuron
specificna enolaza (NSE), neurofilamentni protein, gangliozid GD2, hromatogranin A,
tirozin-hidroksilaza.



Neuralni greben je prolazna je prolazna celijska embrionalna struktura koja potice od ne-
uroektodermalne ploc¢e neuralne cevi. Mnogi od ¢elijskih fenotipova karakteristi¢nih za
neuralni greben kao $to su neuroblastom, Svanove celije, perineuralne ili satelitske celije,
melanociti prisutni su i u samom neuroblastomu. Celijska raznolikost i obim povezani
su sa klinickim tokom i koriste se za prognozu bolesti. Opisane su 3 zasebne feontipske
varijante celije neuroblastoma.

Simpatic¢ko-adrenalna (N-tip): ¢elija neuroblasta li¢i na simpatoadrenoblast, malu okruglu
neuroendokrinu prekursorsku celiju sa neuronskim nastavcima koji variraju po broju i
duzini. Celije su medusobno ¢vrsto vezane i formiraju pseudoganglije. Eksprimiraju pro-
teine za sinetzu, vezivanje i razgradnju naoradrenalina i acetilholina (dva glavna neu-
rotransmitera perifernog nervnog sistema), opioidnih i holinergickih receptora, nestin,
sva tri proteina neurofilamenta, hromograanin A(CgA), sekretogranin S (Sg S).

Ekspresija onkoproteina koji je produkt MYCN onkogena je u vezi sa pove¢anom mito-
zom i dediferencijacijom neuroektodermalnih celija CNS. Ne-neuronske ¢elije ne ekspri-
miraju ovaj onkoprotein ¢ak ni u ¢elijskim linijama sa pove¢anim kopijama MYCN gena.
N-tip celije su tumorogenicne.

S-tip (,,substrat adherent®) celije su ¢vrsto vezane za supstrat na kojem se odgajaju. Ove
¢elije ispoljavaju kontaktnu inhibiciju rasta i ogranicenog su trajanja u celijskoj kulturi.
Biohemijske osobine s-tipa celija su raznovrsnije u odnosu na N-tip celije. Kod ovih ¢elija
su uocene osobine melanocita (tirozinaza, melanozomski glikoproteini i melanozomi),
markeri Svanovih Celija i éelija glije (hondroitin sulfat proteoglikan i velike koli¢ine lami-
nina i fibronektina).

I-tip stem celije: pokazuje morfoloske osobine i N i S tipa celija (kratke izdanke slicne
neuritima i gust rast $to su osobine n-tipa celija), jaku atheziju za supstrat i ekstenzivno
$irenje kroz isti (osobine celija S-tipa).Ove Celije eksprimiraju proteine oba puta diferenci-
jacije: enzime noradrenergicke biosinteze, granine (CgA i Sg II) i proteine neurofilamena-
ta neuroblasta kao i protein S ¢elija, vimentin, EGF receptor i CD44. Ovo su jedinstvene
neuroblastne celija zbog svoje sposobnosti samoobnavljanja i sposobnosti diferencijacije
u oba pravca: u pravcu neuroblasta ili u praveu glijalnih Celija. Celije neuroblastoma I-tipa
koje nemaju umnozen MYCN gen su tumorogenije nego N-tip neuroblasta koje imaju
vise od 150 MYCN kopija.

Sekundarne histoloske osobine neuroblasta su nekroza, mitoze, hemoragije, fibroza, kal-
cifikacija, limfocitna infiltracija, i karioreksa (fragmentacija jedra u delove rasute po cito-
plazmi koja se javlja pri celijskoj smrt; nekad ju je tesko razlikovati od mitoze u neorobla-
stu) (11).



1.1.7. Genetske osobine neuroblastoma

Glavna geneticka obelezja su umnozenost (amplifikacija) MYCN onkogena, promenjena
ploidija, parcijalna delecija kratkog kraka hromozoma 1(1p; prisutan u 25-30% neurobla-
stoma) i alelski gubitak na dugom kraku hromozoma 11 (11g; srece se u 35-45% neurobla-
stoma) te dodavanje 1-3 duguh krakova hrozoma 17 kroz neravnoteznu translokaciju sa
hromozom 1 ili 11 je takode povezano sa agresivnijim fenotipom neuroblastoma (7, 8).

1965. godine su otkrivena si¢usna hromatinska tela ,,double minutes” (DM) u ¢elijskim li-
nijama neuroblastoma za koja se posle otkrica ¢elijskih homologa retroviralnih onkogena
c-onc pokazalo da su zapravo umnozeni ,,amplifikovani“ bliski rodak MYC gena, pileceg
retrovirusnog onkogena c-onc. MYCN kodira protein bHLH koji se nalazi u jedru i mora
da se dimerizuje ne bi li se vezao za DNK. MYCN protein je odgovoran za tumorogenezu,
rast tumora te se amlifikovani MYCN smatra ,,klinickim debijem onkogeneze®.

Prvi okidaci diferencijacije ili migracije Celija iz neuralnog grebena su ko$tani morfoge-
neticki proteini (BMPs: bone morphogenetic proteins). Geni: MASH 1, HES 1, MYCN,
HIFK, iHUD, Phox2a, Phox2b i P73 su odgovorni za diferencijaciju u simpaticki neuron,
dok je za normalan razvoj nervnog sistema MYCN nezamenljiv. Svi ovi geni medjusobno
regulidu jedan drugi ne bili se ¢elija neuralnog grebena ispravno diferencirala u simpatic-
ki neuron. MYCN se prolazno eksprimira za vreme normalnog razvoja nervnog sistema
definiSu¢i pravac neuronske diferencijacije (12)

MYCN onkogen je prisutan u pove¢anom broju k.opija u oko 25% do 35% neuroblastoma.
U 30% do 40% neuroblastoma 3. i 4. klinickog stadijuma i u oko 5% 4S klini¢kog stadiju-
ma moZe da se nade umnozen MYCN onkogen. Ovakvi tumori su veoma agresivnog toka
i nepovoljnog ishoda kao posledica prekomerne ekspresije ovog onkoproteina koji napada
telomerazu, biogenom ribozoma i sintezu proteina (7).

MYCN se odreduje fluorescentnom in situ hibridizacijom (FISH). To je citogenetsko te-
stiranje u interfazi celijske deobe pri ¢emu se vrsi skrining, imidzing i brojanje prisutnih
fluoroscencija u citoloskom uzorku posle bojenja specificnih antigena celije neuroblasto-

ma fluorohromom.

1.1.8. Makroskopske osobine neuroblastoma

Neuroblasticki tumori mogu biti ograniceni ili infiltrativni, naj¢es¢e do 10 cm u dijame-
tru. Tumori koji polaze iz sredogruda ili nadbubrezne zlezde najcesce izgledaju kao da su
inkapsulisani iako ni neuroblastom, ni ganglioneuroblastom, ni ganglioneurom nemaju
pravu kapsulu. Neuroblsatom je meksi od ganglioneuroblastoma i ganglioneuroma. Na
tankom tumorskom isecku mogu se uociti nekroza hemoragija i kalcifikacija. Hemora-
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gi¢ni fokusi ili ¢vorovi su Cesto neuroblastno tkivo. Prisustvo strome u razli¢itom stepenu

izmedu, moze da im da lobulirani izgled (8).

1.1.9. ,Stejdzing” neuroblastoma

1.1.9.1.  Klini¢ki,stejdzing” neuroblastoma

Sinteza nekoliko ,,stejdzing“ sistema, na osnovu kojh se planirala terapija i koji su imali
prognosticki karakter{medu njima se izdvajaju klasifikacija po COG (Children’s Oncology
Group), POG (Pediatric Oncology Group), American Cancer Tumour Node Metastases
sistem} dovela je do Medunarodnog ,,stejdzing“ sistema za neuroblastom (INSS Interna-
tional Neuroblastoma Staging System). Po tom sistemu bolest se grupise u 5 klinickih sta-
dijuma. Sistem je zasnovan na klinickim, histologkim i hirur§kim osobinama tumora (13).

« Stadijum 1: Lokalizovani potpuno resektabilni tumor (onaj koji moze u celini
da se ukloni, a da se ne uklone vitalni organi, ne ugroze veliki krvni sudovi ili
unakazi pacijent) sa ili bez makroskopski rezidualnom boles¢u; istostrani limfni
¢vorovi nisu mikroskopski infiltrisani. Limfni ¢vorovi koji su vezani za tumor i

koji su uklonjeni zajedno s tumorom mogu biti pozitivni na neuroblastom.

« Stadijum 2a: Lokalizovani nepotpuno resektabilni tumor sa istostranim regio-

nalnim limfnim ¢vorovima bez infiltracije ¢elijama neuroblastoma.

 Stadijum 2b: Lokalizovani tumor nepotpuno resektabilan, sa regionalnim lim-
fnim ¢vorovima infiltrisanim celijama neuroblastoma. Uvecani kontralateralni

limfni ¢vorovi su mikroskopski bez neuroblastne infiltracije.

« Stadijum 3: Neresektabilni jednostrani tumor koji infiltriSe strukture preko
srednje linije (srednja linija je oznacena ki¢menim stubom ; tumori koji polaze
sa jedne strane i prelaze na drugu stranu moraju da infiltrisu ili ki¢meni stub ili
strukture s druge strane ki¢cmenog stuba.) sa ili bez zahvacenih regionalnih lim-
fnih ¢vorova; lokalizoavni jednostarni tumor koji zahvata limfne ¢vorove suprot-
ne strane ili grupa tumora u srednjoj liniji sa obostranim rastom u druge organe
(neresektabilni tumori) bilo da zahvataju limfne ¢vorove ili ne.

« Stadijum 4: Bilo koji primarni tumor sa diseminacijom u udaljene limfne ¢vo-
rove, kost, kostanu srz, jetru kozu ili druge organe (osim kako je definisano u
stadijumu 4S)

« Stadijum 4S: Lokalizovani tumor kako je definisano u stadijumu 1, 2a i 2b sa di-
seminacijom u jetru, kozu, kostanu srz, kod dece mlade od godinu dana. Zahva-
¢enost kostane srze treba da je minimalna, manja od 10% ukupno identifikova-



nih ¢alija sa jedrom kao malignih u uzorku aspirata ili bioptata kostane srzi. Ako
je zahvacenost kostane srzi veca to je stadijum 4. mIBG scintigrafija bi trebalo da
u 4S stadijumu bude negativna (1).

1.1.9.2. Stejdzing za procenu rizika INRGSS

Najnoviji ,stejdzing” sistem je INRGSS (International Neuroblsatoma Risk Group Staging
System) Medunarodni stejdzing sistem za procenu rizika kod neuroblastoma.

L1- lokalizovani tumor koji ne zahvata vitalne strukture i ogranicen je na jedan deo te-
la(vrat, grudni kos, trbuh ili malu karlicu)

L2- lokalni/regionalni tumor sa jednim ili viSe faktora rizika koji su odredeni jednom od
vizualiazcionih metoda tj. zahvac¢enost dva dela tela, obuhvacenost velikih krvnih sudova,

invazija okolnih organa ili intraspinalno $irenje
M-tumor sa udaljenim metastazama
MS- pacijenti mladi od 18 meseci sa metastazama u kozi, jetri i/ili ko$tanoj srzi.

INRG sistem sluzi da se na uniforman nacin defini$e rasirenost bolesti kada se dijagnoza
postavlja pre hirurskog odstranjivanja tumora (1). Ovaj sistem je zasnovan na pristupu
koji je predlozilo Evropsko medunarodno drustvo pedijatrijske onkoloske grupe za neu-
roblastom {European International Society of Pediatric Oncology Neuroblastoma Group
(EISPONG)}, a koji je pokazao da su radioloske osobine primarnog tumora korisni pre-
diktori uspesne i bezbedne hirurske terapije. Po INRG sistemu rasirenost bolesti se odre-
duje ,imidzing® tehnikama i nalazom u ko$tanoj srzi. Kao grani¢ni uzet je uzrast od 18
meseci jerse na studiji od 3666 dece obolele od neuroblsatoma pokazalo da je dotadasnji
uzrast od 365 dana suvise niska tacka za granicu i da je uzrast izmedu 15 i 18 meseci po-
voljnija grani¢na tacka (7).

1.1.9.3. Histoloska INCP klasifikacija

Jos pocetkom XX veka su postojali pokusaji da se na osnovu histoloske slike tumora pred-
vidi tok i ishod bolesti. Po¢ev od Vala (Wahl) 1914. koji je predlozio ,,sazrevajuci niz
preko Bekvita (Beckwith) i Martina (Martin) koji su 1968. predlozili gradiranje tumora
na osnovu semikvantitativne procene odnosa neuroblastne i ganglijske celijske diferenci-
jacije, sve do 1984. i klasifikacionog sistema koji je predstavio Simada (Shimada), nije bilo
sistema koji bi odgovarao onkolozima.

Simadin sistem se zasniva na originalnom konceptu u kojem je uzrast povezan sa
morfoloskim indikacijama. Prvo su nacinjeni okviri uzrasno odgovarajucih sazrevajucih
sekvenci. Svaki sazrevajudi niz je bio definisan sa dva morfoloska indikatora: stepenom
diferencijacije neuroblasta i stepenom razvoja Svanove strome. Pre ove studije, Svanova
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stroma koja je glavni element simpaticke ganglije nije ozbiljnije istrazivana u perifernim
neuroblastnim tumorima. Na osnovu ovih kriterijuma tumori su podeljeni u povoljnu i
nepovoljnu prognosticku grupu, tako da manje diferentovani tumori u dece mladeg uzra-
sta treba da u dece starijeg uzrasta imaju morfoloske osobine uznapredovalog sazrevanja.
Simada je uveo i koncept mitisko-karioreksnog indeksa na osnovu kojeg je Josi (Joshi)
1992. predlozio gradaciju na osnovu stope mitoze: niska stopa mitoze je manje i jednako
10 mitoza na 10 polja, visoka stopa mitoze je preko 10 mitoza na 10 polja; i na osnovu
odsustva i prisustva kalcifikacija. 1996. Josi (Yoshi) i saradnici modifikuju svoj sistem uvo-
de¢i mitotsko-karioreksni indeksMKI.

Koncept Bekvita (Beckwith) u Perina (Perrin) nastao na osnovu njihovog opazanja invo-
lucije i progresije adrenalne lezije mikroskopske veli¢ine koja je identi¢na tipi¢nom adre-
nalnom neuroblastomu (koji se kod dece javlja sa 50% ve¢om incidencom), je iskoris¢en
za uspostavljanje Medunarodne patoloske klasifikacije za neuroblastom. (International
Neuroblastoma Pathology Classification, INPC). INPC razlikuje histoloski nepovoljnu i
povoljnu grupu pNT, a na osnovu uzrasnih opsega morfoloskih karakteristika kao $to
je razvoj Svanove strome, stepena neuroblastne diferencijacije, i mitotsko-karioreksnog

indeksa (7).

« neuroblastom (oskudne Svanove strome, sastavljen od neuroblastnih éelija koje
formiraju gnezda odeljena stromalnim septama bez ili sa ograni¢enom prolife-
racijom Svanovih ¢elija. U ovoj kategoriji su tri podtipa: nediferentovani; slabo
diferentovani (manje od 5% celija pokazuju diferencijaciju u okruzenju od pre-
poznativljih neutropila); diferencirajuci (vise od 5% celija pokazuju diferencija-
ciju ka ganglionskoj ¢eliji u okruzenju bogatom neutropilima)

« ganglioneuroblastom (mesani, bogat Svanovom stromom); sastoji se od jasno
definisanih grupica neuroblasta, mikroskopske veli¢ine, gde su neuroblasti po-
mesani ili nasumic¢no razbacani po ganglioneuromatoznoj stromi. Grupice su
sastavljene od neuroblasta razli¢itog stepena diferencijacije, pri ¢emu preovla-
djuju diferencirajuci neuroblasti i sazrevajuce ganglionske celije u neuropilskom
okruzenju.

« ganglioneurom (sa dominantnom Svanovom stromom) sa dva podtipa: sazrije-
vajuci-satavljen uglavnom od ganglioneuromatozne strome sa razbacanim gru-
pama diferencirajucih neuroblasta ili sazrevajucih ganglijskih ¢elija pored sasvim
zrelih ganglionskih éelija; zreli podtip: satavljen od zrele Svanove strome i gan-
glijskih celija);

 nodularni ganglioneuroblastom (,,kompozitni“; zajedno podrucja stromom bo-
gatog i stromom siromas$nog tumora): prisutne su jasno vidljive obi¢no hemo-

ragi¢ni neuroblastni nodusi (siromasni stromom, agresivnog klona) uz mesani
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ganglioneuroblastom (bogate strome) ili ganglioneurom (sa dominantnom stro-
mom), oba porekla neagresivnog klona. Ovaj tip tumora je sastavljen od bioloski

razli¢ih klonova i zato nosi naziv , kompozitni®

Postoji znacajna povezanost izmedu morfoloskih osobina INPC i bioloskih svojstava pNT
kao sto su umnozenost MYCN gena ekspresija gena TrkA (15, 16).

1.1.10. Tumorski markeri u neuroblastomu

Neuroblastoma je jedan od nekoliko decjih tumora kod kojih tumorski markeri igraju
vaznu ulogu pri dijagnozi, u prognozi bolesti i pracenju bolesnika.

1.1.10.1. Vanilmandeli¢na i homovanilinska kiselina

Metaboliti kateholamina (adrenalina, noradrenalina i dopamina), vanilmandeli¢na kise-
lina (VMA) i homovanilinska kiselina (HVA) predstavljanju specifi¢ne i najsenzitivnije
tumorske markere za neuroblastom (1, 17).

VMA u urinu je glavni krajnji proizvod metabolizma noradrenalina. Nastaje uglavnom
oksidacijom 3-metoksi-4-hidroksifenilglikola (MHPG) koju kataliSe sekvencijalno dej-
stvo alkoholnih i aldehidnih dehidrogenaza. Najvec¢i deo metabolisanja kateholamina se
odigrava u u samoj celiji gde kateholamini i nastaju. Znacajno je da se najveci deo ovog
metabolizma de$ava nezavisno od ekstracelularnog oslobadanja kateholamina i samo
mala frakcija metabolita nastaje od cirkulisuc¢ih kateholamina. Kateholamini se uglavnom
nalaze u sekretornim granulama i u dinamskoj su ravnotezi sa kateholaminima u okolnoj
citoplazmi. Ziv i brz aktivni transport kateholamina iz citoplazme u granule, posredo-
van transporterima monoamina, uravnotezuje pasivnu difuziju iz granula. Glavni izvor
metabolita kateholamina je mala frakcija kateholamina u citoplazmi koja ne podleze se-
kvestraciji u granulama. Monoaminooksidaza (MAO) oksidise dopamin u 3,4-dihidrok-
sifenilacetaldehid (DOPAL) , adrenalin i noradrenalin u 3,4-dihidroksifenilglikolaldehid
(DOPEGAL). Ovi aldehidni metaboliti su kratkozive¢i intermedijarni proizvodi koji se u
drugom koraku uz grupu aldehid i aldoza-reduktaza prelaze u stabilne alkohole i deamini-
rane kiseline. U simpati¢kim neuronima se DOPEGAL uglavnom uz dejstvo aldoza-redu-
ktaze (AR) redukuje u 3,4-dihidroksifenilglikol (DHPG) kojeg katehol-o-metiltransferaza
(COMT) prevodi u 3-metoksi-4-hidroksifenilglikol (MHPG). Alkohol-dehidrogenaza
(ADH) prevodi MHPG u 3-metoksi-4-hidroksifenilglikolaldehid (MOPEGAL). Alde-
hid-reduktaza ili aldoza-reduktaza kona¢no prevodi MOPEGAL u VMA.

Glavni metabolit noradrenalina je MHPG nastao predominantno o-metilacijom DHPG
$to je Labros (LaBross) jos 1970. godine pretpostavio proucavajuci decu obolelu od ne-
uroblastoma. Stoga, najve¢i deo VMA (94%) nastaje oksidacijom cirkulifu¢ceg MHPG u
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jetriuz pomoc¢ alkohol-dehidrogenaze koje najvise ima u jetri. Jetra prakti¢no svu koli¢inu
kateholamina preradi u VMA ostavljaju¢i samo mali deo u odvodni venski sistem. 87%
ovako nastalog VMA u jetri potice od cirkulisu¢ih MHPG i DHPG, 11% od noradrenali-

na, a manje od 2 % od normetanefrina i metanefrina (18).

Sve se ovo najve¢im delom desava u citoplazmi iste ¢elije u kojoj se kateholamini i sinteti-
$u i spontano difunduju u citoplazmu iz sekretornih granula ¢iji transporter monoamina
zivo preuzima ponovo u granule oko 90% ovih difundovanih kateholamina. Svega 30%
noradrenalina iz simpatickih celija je podlozno metabolizmu do VMA.

Glavni krajnji proizvod metabolizma dopamina je homovanilska kiselina(HVA) koja se
izlu¢uje urinom skoro 2 puta vise nego VMA. Za razliku od VMA, najve¢i deo HVA se
proizvodi van jetre, o-metilacijom 3,4-dihidroksifenilaceti¢ne kiseline (DOPAC) ili oksi-
dativnom deaminacijom metoksitiramina. Ovaj dopamin poti¢e uglavnom iz srzi nadbu-
brega, mozga i mezenterickih organa (19).
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Slika 1. Sinteza VMA i HVA

1.1.10.1.1. Laboratorijski testovi za VMA i HVA

Za testiranje VMA u urinu najpre se koristi ,,spot test“ ili Labrosa test koji se zasniva na
reakciji urina na filter papiru sa te¢nim reagensom, elektrofilnim diazotovanim paranitro-
anilinom pri ¢emu se razvija ruzicasta boja. Primer spot testa: mesavina paranitroanilina

25%, natrijum nitrata 25%, kalijum karbonata 50% se ukapa na filterpapir natopljen uri-
nom odojceta; pojava plave boje kroz sat vremena je pozitivan nalaz, a negativan nalaz je
ako se boja ne promeni. Lazno pozitivne reakcije ovog testa su moguce u prisustvu gvaja-

kola, metoksihidroksibenzilalkohola, vanilne kiseline.
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Hromatografija na tankom sloju (TLC) je u prednosti nad spot testom jer istovremeno
detektuje i prisustvo i nivo HVA u urinu.Senzitivnost ovog testa je ispod 1% lazno nega-
tivnih rezultata.

Te¢na hromatografija visoke performanse (pod visokim pritiskom) HPLC: uzorak urina
dobijen sa filter-papira (natopljen u okvasenu pelenu odojceta napr.) se unese u mobilnu
fazu koja sadrzi tartaratni bufer i acetonitril, a koja se propusta kroz kolonu od nerdajuceg
celika oblozenu gelom pod temperaturom od 40°C) VMA se od HVA razdvaja na osnovu
razli¢itog vremena zadrzavanja 3,7 min odnosno 12,3min). Ova metoda detekcije meta-
bolita kateholamina ima specificnost od 100% i senzitivnost 92% (20).

Zlatni standard za detekciju VMA i HVA je gasna hromatografija-masena spektrosko-
pija(GC-MS). U ovoj metodi gasni hromatograf i maseni spektrometar su povezani ine-
trfejsom. Kod GC mobilna faza je gas (gas nosac: helijum, vodonik ili azot) u kojoj mi-
kro$pricom unet uzorak se propusta kroz kolonu od staljenog silicijum-dioksida. Masa
testiranih supstanci se odreduje posto njihovi jonizovani blici proizvedu elektri¢ni signal
u osciloskopu ili drugom detektorskom uredaju.

1.1.10.2. Neuron - specifi¢na enolaza

Enolaza (2-fosfo-D- hidrolaza ili fosfopiruvat hidrataza EC 4. 2. 1.11) je glikoliti¢ki en-
zim koji se javlja kao serija dimernih izoenezima (aa, ay, yy). y izomer je poznat kao
neuron specificna enolaza (NSE) koju proizvode neuroni i neuroendokrine celije. Nivou
NSE u neuroblastomu mogu biti povec¢ani i imaju prognosticki karakter. Koristi se i kao
imunohistohemijski marker, a moze biti povecan i u drugim de¢jim tumorima kao sto su
Vilmsov tumor, Juingov sarkom, non-Hodzkinov limfom ili tumorima neuroendokrinog
porekla (karcinoidi, feohromocitom, small-cell karcinom pluca) (21).

1.1.10.3. Serumski feritin (s-feritin)

Feritin je ubikvitarni intracelularni protein sastavljen od 24 subjedinice i glavni je protein
koji vezuje gvozde u tkivu. Celije neuroblastoma proizvode feritin koji je glikoliziran i bio-
hemijski razlicit od feritina kojeg luc¢e normalne celije. Primeceno je da je povecan samo
kod dece u 4 stadijumu neuroblastoma sa loSom prognozom. To je moc¢an marker kad se
postavlja dijagnoza ali je nepouzdan za pracenje toka bolesti (22).

1.1.10.4. Laktat dehidrogenaza

Laktat-dehidrigenaza je enzim koji kataliSe konverziju laktata u piruvat. Kao tumorski
marker nije tumor specifi¢an. Pokazalo se da su serumski nivoi LDH kod najveceg broja
dece sa lokoregionalnim neuroblastomom, normalni. MozZe biti koristan u pracenju toka
bolesti kod dece u 4., visoko-rizicnom stadijumu bolesti, posto odslikava brz ¢elijski ,,tur-
nover” i veli¢cinu tumorskog prisustva bez obzira na masu lokoregionalnog tumora (23).
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Drugi tumorski markeri koji bi mogli biti od koristi u evaluaciji dece obolele od neurobla-
stoma su hromogranin A i neuropeptid Y.

1.1.10.5. Mijelogram - prisustvo neuroblasta u aspiratu kostane srzi

stomom je diseminacija bolesti u kostanoj srzi. Precizna detekcija bolesti je od osnovne
vaznosti za stejdzing dece pri postavljanju dijagnoze jer odreduje vrestu pocetne terapije.
INRGSS koji je zasnovan na klinickoj slici i nalazu ,,imidzing” tehnika, definiSe infiltraciju
kostane srzi sa 10% celija neuroblastoma kao kriticno prisustvo celija tumora u ko$tanoj
srzi koje pravi razliku izmedu dece u stadijum M i stadijumu MS. Prisustvo celija neu-
roblastoma u aspiratu kostane srzi, u perifernoj srzi i u razmazu periferne krvi sluzi za
precizno definisanje minimalne bolesti i minimalne rezidualne bolesti (25).

1.1.11.Terapija neuroblastoma

Terapijski postupci koji se koriste kod dece obolele od neuroblastoma uklju¢uju hirursku
resekciju, hemioterapiju, radioterapiju, radionuklidnu terapiju kao i samo pracenje u bri-
zljivo selektovanih pacijenata.

COG (Children’s Oncology Group) na osnovu diploidije i nepovoljnog histoloskog stadi-
juma svrstava decu u grupe niskog, intermedijarnog i visokog rizika.

Deca iz prvog INSS stadijuma imaju odli¢no prezivljavanje tako da je kod njih dovoljna
hirurska resekcija.

Kod dece intermedijarnog rizika (u kojoj se nalaze deca sa razli¢itim bioloskim oblicima
neuroblastoma) hirursku terapiju prati hemioterapija sa vise agenasa umerenih doza.

Deca obolela od neuroblastoma visokog rizika obi¢no reaguju na hemioterapiju ali svega
njih 30% do 40% ima dugoro¢no prezivljavanje uprkos ukupnom poboljsanju terapijskog
ishoda. Standardna terapija za ovu decu ukljucuje :

o indukcionu hemioterapiju terapiju: kombinaciju antraciklina, alkilatora, jedinje-
nja platine i inhibitora topoizomeraze II

« lokalnu kontrolu: kombinaciju masivne hirurske resekcije i radiolosko zracenje
primarnog tumora bez obzira na uspeh hemioterapiju. Neuroblastom je radio
najsenzitivniji dec¢ji tumor te se daje ukupna doza od 2160 cGy (180cGy/dan)
¢ime se smanjuje rizik od lokalnog recidiva.
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« mijeloablativnu konsolidaciju: autologu transplantacija kostane srzi oc¢is¢enim
krvnim elementima. Neuroblastom je jedan od retkih tumora kod kojih ova te-

rapija smanjuje recidiv

o lecenje minimalne rezidualne bolesti (rezistentnih mikroskopskih klonova ne-
uroblasta) bioloskim agensima kao §to su cis-retinoi¢na kiselina, fenretidin, an-
tiGD2 monoklonska antitela, imunocitokini, inhibitori gena tirozin-kinaze ma-
lih molekula ili inhibitori histon deacetilaze (24).

4S je klinicki entitet koji se karakteriSe naizmeni¢nom pojavom i povlacenjem klinicke
slike bez obzira na primenjenu terapiju (hirur$ku, hemioterapiju i/ili radijacionu tera-
piju). Nije uvek moguce sasvim jasno razlikovati ovaj stadijum u odnosu na 4. klinicki
stadijum. Kod najveceg broja odojcadi ovaj se tumor sponatno povuce tako da se viSe ne
preporucuje hirursko odstranjivanje primarnog tumora. Ipak, neki tumori iako oznaceni
kao tumori nikog rizika zbog odsustva MYCN amplifikacije i hiperploidije, sa povoljnom
histoloskom slikom, mogu da dovedu do stanja koja ugrozavaju zivot kao $to su kardio-
pulmonalne komplikacije ili koagulopatije zbog metastaza u jetri. Ovo hitno medicinsko
stanje se le¢i primenom 1 do 2 frakcije radijacione terapije u dozi do 150cGy po frakciji.
Dalja primena hemioterapije nije neophodna jer ¢e se tumor spontano povuci (1).

1.1.12.,,Skrining” na neuroblastom

Skrining na neuroblastom se pojavio osamdesetih godina proslog veka, kada je detekcija
kateholamina tumorskog porekla u urinu, postala lako dostupna. Studija sprovedena u
Japanu ,,spot” testom detekcije VMA u urinu je pokazala da se neuroblastom moze detek-
tovati skriningom $estomesec¢nih odoj¢adi, a ovakvo rano otkrivanje dovelo je do duzeg
prezivljavanja obolele dece. U to vreme cena je bila 50 do 80 centi po testu. Skrining pro-
grami sprovedeni u Evropi i severnoj Americi (severna Engleska , Nemacka, Francuska,
Austrija, Kvebek, Minesota), s druge strane nisu smanjili smrtnost od neuroblastoma. Od
1987. skrining se sprovodi pomoc¢u nove metode: tecne hromatografije visokih perfor-
mansi (pod visokim pritiskom) (high-performance liquid chromatography-HPLC). Da-
nas su u upotrebi i druge tehnike testova: ELISA imuno-esej i kao zlatni standard gasna
hromatografija-masena spektroskopija (GC-MS). Prema cost benefit studijama screening
programi na nivou drzave su isplativi jer otkrivaju bolest u nizem stadijumu bolesti $to
pojednostavljuje i pojeftinjuje lijeCenje te skrining programe s tog aspekta ¢ini vrlo pri-
mamljivim. Uvodenjem screeninga na neuroblastom povecao se broj bolesnika u 1, 2.1 4S
stadijumu, ali nije opazen pad u 3. i 4. stadijumu bolesti. Skrining nije kako se ocekivalo
doveo do pada smrtnosti od neuroblastoma. Ranim otkrivanjem se prema procenama ot-
krije najmanje 50% tumora koje bi se vremenom spontano povukli. Studija u Kvebeku se
pokazala psihologki vrlo stresnom jer je dovela do toga da roditelji dece koji su imali lazno
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pozitivne skrining rezultate, godinama posle testiranja budu zabrinuti za svoju decu bez
realnog osnova. Tokom 2004. obustavljeni svi do tada vodeni skrining programi (u Japanu
je skrining obustavljen marta 2004) (25, 26).

1.2.,,Imidzing“ tehnike u dijagnostici i pra¢enu
pacijenata sa neuroblastomom

1.2.1. Ultrazvuk

Pregled ultrazvukom je najcesce koris¢ena tehnika u ,,skriningu® oboljenja u trbuhu i ma-
loj karlici kod dece. To je pregled ,prve linije“ u eksploraciji tumorske mase u trbuhu.
Prednost ovakvog ispitivanja je $to se desava u realnom vremenu i ne zahteva bilo kakvu
premedikaciju. Neinvazivni karakter dozvoljava da se ultrazvucni pregled vise puta po-
navlja tokom lecenja i pracenja deteta obolelog od neuroblastoma, narocito posle hemio-
terapije jer ne nosi rizik od ozracivanja i nije potrebna sedacija malog pacijenta. Njime se
otkriva mesto primarnog tumora, obuhvacenost velikih krvnih sudova, metastaze u jetri.
Kalcifikacije u tumoru se pri ovom pregledu prikazuju kao fokusi povec¢ane ehogenosti.
Neuroblastom pri ultrazvu¢nom pregledu izgleda kao hiperehogeno tkivo koje ponekad
sadrzi punktiformne zone ¢ija ehogenost manje ili vise odgovara hiperehogenosti kalci-
fikata. Aorta i donja $uplja vena su vecom retroperitonelnom masom, obi¢no izmesteni
prema napred. Dopler moze da se koristi da bi se procenio protok u krvnim sudovima
komprimovanim tumorskom masom. Rasirenost neuroblastoma se ne moze procenti ul-
trazvu¢nim pregledom.

Ivice neuroblastoma su slabo definisane pa se kapsula ili pseudokapsula (hiperhogena oi-
vicenost) ne prikazuje. Najveci deo tumora je ehogenosti solidne mase ili meSane ehoge-
nosti (heteroehogenosti). Cesto se vide kalcifikati ili anehogene ,.cisti¢ne“ zone. Razlog
za hiperehogene zone u neuroblastomu jo$ nije dovoljno poznat ali se pripisuje poljima
kalcifikata, hemoragije i nekroze. Anehogene zone se mogu objsaniti likvifikovanoj krvi i

nekroticnom debriju.
Sonografski lobul je jos jedna karakteristika specifi¢na za neuroblastom.

Sa pojavom rutinske prenatalne dijagnostike ucestalo je otkrivanje fetalnog ili prenatalnog
neuroblastoma (27, 28).
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1.2.2. Kompjuterizovana tomografija

Kompjuterizovana tomografija (CT) se koristi za procenu primarnog tumora, kostanih
metastaza i metastaza u kranio-orbitnoj regiji. ,Multislajsni“ skener, preporucenih prese-
ka od 5mm do 6mm omogucava da se dobije opacifikacija kvaliteta krvnog suda za proce-
nu verteksa. Opacifikacija digestivnog trakta je nezamenljiva u eksploraciji male karlice i
trbuha. Prvi CT u nizu se radi bez kontrasta ne bi li se uocile kalcifikacije u tumoru. Pre-
gled glave se radi sa kontrastom da bi se detktovale epiduralno $irenje tumora.CT kostiju
je obi¢no finijih preseka Imm-2mm visoke rezolucije sa tvrdim filtrom. U 79% slucajeva
na CT se neuroblastom prikazuje kao lobulirana tkivna masa sa nepravilnim i finim kal-
cifikacijam sa ili bez loko-regionalne adenopatije, koja je lako uocljivija pri upotrebi kon-
trasta. Metastaze lobanje su raznovrsne i moraju se otkriti: prikazuju se kao heterogena
osteoliza baze ili krova lobanje.

CT pregled se izvodi relativno brzo te se kalcifikati u neoroblastomu lako otkrivaju. CT
lobanje i orbita treba uraditi kod svakog pacijenta sa sumnjom na zahvacenost kostiju
lobanje. Za CT abdomena neophodno je punjenje kontrastom i dodatno poboljsanje slike
i.v. kontrastom. CT ne mozZe da proceni zahvacenost kostane srZi te je ova imidzing tehni-
ka neadekvatna za procenu epiduralnih lezija. Kod malih pacijenata nedostatak intrape-
ritonealnog masnog tkiva onemogucuje optimalnu procenu radirenosti bolesti ovom teh-
nikom. Mladu decu je potrebno uvesti u opstu anesteziju pri cemu se zahvacenost pluca
neuroblastomom tesko moze razlikovati od atelektaze.

CT se pored svega ovoga ne moze pouzdano koristiti za procenu terapijskog odgovara kod
kostane zahvacenosti tumorom jer kostane promene mogu da perzistiraju mesecima pa i
godinama. Ako se vide periostna reakcija i zahvacenost mekog tkiva, CT je dovoljna po-
uzdana metoda za njihovo otkrivanje. Ne treba zaboraviti ni zracenje koje pacijent primi
u toku CT pregleda (28).

1.2.3. Magnetna rezonanca

Mnogi istrazivaci smatraju tehniku magnetne rezonance (MR) za imidzing tehniku izbora
u inicijalnoj evaluaciji neuroblastoma. Znacajne prednosti MR u odnosu na CT su : odsu-
stvo jonizujuceg zracenja, sposobnost procene zahvacenosti kicmenih otvora i epiduralno
$irenje kao i mogucnost da otkrije kostanu srz zahvac¢enu tumorom. Pregled pomo¢u MR
je idealan za preciznu procenu radirenosti neuroblastoma u skeletu jer razdvaja kortikalnu
kost od kostane srzi. Mogucnost da brzo detektuje zahvacenost jetre, bubrega i trbudnih
organa narocito dolazi do izrazaja u sluc¢aju desnostrane tumorske mase gde se odnosi
medu organima tesko mogu sagledati pomoc¢u CT. Dodatne informacije se postizu upo-
trebom gadolinijumskog kontrasta. Za MR nalaz u neuroblastomu je karakteristican nalaz
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produzenog T1 i T2 relaksacionih vremena gde je T1 heterogeno sniZen, a T2 povecan.
Kalcifikacije koje se na CT vrlo jasno raspoznaju na MR slici se prikazuju kao zone u ko-
jima nema signala (28, 29).

1.2.4. Konvencionalna radiologija

Semiologija neuroblastoma u sustini zavisi od topagrafije. Po radiografskim standardima
neuroblastom se prikazuje u tonalitetu (denzitetu) te¢nosti sa nepravilnim finim kalcifi-
kacijama rasejanim duz paravertebralnih linija (narocitto kod torakalnog i abdominalnog
ishodista neuroblastoma) sa ko$tanim promenama koje su povezana sa intraarahnoidal-
nom i prosirenos$¢u timora u ki¢mene otvore (talasasto habanje ki¢cmenih prsljenova, ra-
zredivanje posteriornih transverzalnih nastavaka , razmicanje fasetnog zgloba). Radio-
grafski znaci diseminacije neuroblastoma u kosti su deminearalizacija, trakaste svetline
sekundarnih depozita, fokalna osteoliza, diastaza razmicanje sutura kod epoduralnih me-
tastaza lobanje). Kod torakalnog neuroblastoma senzitivnost konvencionalne radiografije
se priblizava 100%, dok kod abdominalnog neuroblastoma jedva dostize 38%. Intravenska
urografija nema mesto u dijagnostickom algoritmu za neuroblastom (28).

1.2.5. Evaluacija primarnog tumora i loko-regionalnih metastaza
drugim ,imidzing” tehnikama

Nivo vrata: najbolji rezultati se postizu upotrebom MR koja daje uvid u krvne sudove i
moze da iskljuci intrakanalno Sirenje bolesti bolje od UZ ili CT.

Na nivou toraksa MR je opet najbolja imidzing tehnika jer jasno oslikava odnose izmedu
tumorska mase, velikih otvora i kicmene mozdine. Savetuje se da se za procenu intraarah-
noidalnoh $irenja prvo nacini sagitalni pa frontalni preseci jer se tako na jednom mestu
vide svi ki¢meni otvori. Transverzalne preseke treba naciniti na nivou intrakranijalnog $i-
renja tumora. Ako se ne izvodi pregled pomoc¢u MR onda nalaz treba dopuniti pregledom
pomocu spiralnog CT.

Za nivo abdomena tehnika izbora je pregled pomocu spiralnog CT. Njime se vide fine tu-
morske kalcifikacije koje su ponekad udaljene od primarnog tumora koje se ultrazvu¢nim
pregledom, kao i pregledom pomoc¢u MR, previde. UZ tehnikom se ne mogu sagledati
ivice velikih tumora koji prevazilaze veli¢inu sonde, kod posteriorne propagacije tumora,
ili u slu¢aju kalcifikacije tumora posle lecenja.

Kod lokalizovanog neuroblastoma neophodno je napraviti preoperativni pregled pomocu
CT zbog ta¢ne prokrvljenosti tumora (procenjuje se doplerom) i perciznog uvida u odno-
se sa okolnim organima.
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Na nivou male karlice pregled pomoc¢u MR je bolji od CT, narocito za presakralnu regiju
zbog boljeg uvida u Sirenje tumora u sakrumske otvore.

1.3.Primena drugih nuklearnomedicinskih metoda u
dijagnostici neuroblastoma

Nuklearnomedicinske metode imaju znacajno mesto postavljanju dijagnoze, ,,stejdzingu®
neuroblastoma i u evaluaciji terapijskog odgovora.

Scintigrafija skeleta pomocu tehnecijumom obelezenih difosfonata (Tc99m-[MDP;
HMDP; HEDP; DPD;]) je dugo imala vaznu ulogu u evaluaciji metastaza neuroblastoma
u kortikalnoj kosti i ko$tanoj srzi. Scintigrafija odslikava reakciju zdrave kosti na prisustvo
tumorskog tkiva. 40% do 85% primarnih neuroblastoma vezuje ove radiofarmake zbog
prisustva kalcifikata. Ova nuklearnomedicinska metoda je “nemoc¢na” u proceni meta-
fiznih zona kostanog rasta u koje zone neuroblastom pretezno metastazira (30).

Analozi somatostatinskih receptora [I123-tyr3-oktreotid; Inl111-DTPA-oktreotid;
In111-DOTA-oktreotid (DOTA: tetra-aza-ciklododekan-N’N”N”-tetraacetat) su takode
testirani kod simpatiko-adrenalnih tumora. In111- pentetreotid je od svih navedenih naj-
vise u klinickoj upotrebi. Oktreotid je peptid od 8 aminokiselina koji se specificno vezuje
za somatostatinske receptore. Neuroblastom pored SSTR3, najvise eksprimira SSTR2 i to
najcesce ako je tumor triploidnog genoma. Poredenja sa mIBG scintigrafijom su pokazala
da je mIBG superiorniji u odnosu na SSTR scintigrafiju i da deca sa neuroblastomom koji
eksprimira SSTR imaju kumulativno duze prezivljavanje te bi ova scintigrafija mogla imati
vi$e prognosticki znacaj.Ovo je tehnika drugog izbora za scintigrafiju neuroblastoma na-
rocito u slucaju mIBG negativnih ili lazno pozitivnhih mIBG nalaza (31).

Tc99m MIBI (metoksiizobenzil izonitril) je ispitivan u stejdzingu i za procenu upsesnosti
terapije kod visoko-rizi¢nih neuroblastoma. Pozitivan nalaz u MIBI scintigrafiji, bez zna-
¢aja u stejdzingu neuroblastoma, bio je povezan sa losim ishodom bolesti bez obzira na
mIBG nalaz.

Radioimunodetekcija neuroblastoma je prvi put izvedena 1980. godine uz pomo¢ J131-
UJ13, monoklonskog antitela IgG1 koji se vezuje za NCAM antigen neuroektodermalnog
tkiva. Nedostatak ovakve scintigrafije je veliki broj lazno negativnih nalaza i nespecificno
nakupljanje u jetri.

Scintigrafija pomocu antiGD2 IgG1 antitela ima kao i mIBG scintigrafija 100% specific-
nost u metastaskoj bolesti i ukazuje na kompletnu posterapijsku remisiju mnogo pre nego
mIBG scintigrafija. Testirana su i druga antitela u radioimunoscintigrafiji neuroblasto-
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ma: Tc99m-ch14.18 (himericka antiGD2 IgG2a antitela; J131-3F8 (antiGD2 IgG3 antite-
la); chCEM (himericka IgG1 monoklonska antitela koja se vezuju za L1 molekul celijske
adhezije L1-CAM. Uprkos povecanoj senzitivnosti pri imunoscintigrafiji neuroblastoma,
ovaj nacin detekcije tumora je ostao u istrazivackim okvirima zbog zametnog postupka
obelezavanja antitela (32).

1.3.1. Nuklearnomedicinske metode sa pozitronskim emiterima

FDG-F18 PET (pozitronska emisiona tomografija pomocu F18-fluorodeoksiglukoze)
je tomografska tehnika koja prikazuje trodimenzionalnu distribuciju radioaktvnosti na
osnovu anihilacionih fotona koje emituju pozitronski emiteri. Najc¢ece kori§¢en pozotron-
ski radiofarmak je F18-fluorodeoksiglukoza analog glukoze. Najveci deo malignih tumora
pokazuje povecanu potro$nju glukoze $to je delom povezano sa prevelikom ekspresijom
GLUT-1 glukoznog transportera. Ova tehnika je korisna kod mIBG negativnih neurobla-
stomskih lezija ali se njena efikasnost znacajno smanjuje posle primene radioterapije ili
hemioterapije. Lazno pozitivho nakupljanje FDG je primeceno u kostanoj srzi (33).

C11-hidroksiefedrin (C11-HED) se brzo i znac¢ajno nakuplja u neuroblastomu i zahva-
ljujuci svojoj metil grupi u alfa polozaju. Ne metabolisu ga monoaminooksidaze te ostaje
u citosolu bez skladistenja u vezikule. Prednosti ovog radifarmaka u odnosu na mIBG su
kratko vreme (do pola sata posle i.v. aplikacije) u kojem se studija zavrsi (kod mIBG se
studija izvodi najmanje 24 sata posle aplikacije radiofarmaka), bolja rezolutivnha mo¢ PET
tehnologiije u odnosu na SPECT i mogu¢nost kvantifikovanja nakupljanja radiofarmaka
u tumoru. Kratak poluzivot C11 (20,3 minta), cena radiofarmaka i dostupnost su glavni
nedostaci ove vrste ispitivanja (34).

J124-mIBG je u I/1I fazi ispitivanja u kojem poredi J-124mIBG sa J-123mIBG u metasta-
kom neuroblastomu (35).

Drugi radiofarmaci sa radionuklidima pozitronskim emiterima kao $to su F18-mFBG(-
metafluorobenzilgvanidin) C11-EPI (epinefrin), F18-DOPA (3,4-dihidroksifenilalanin),
F18-fluorotimidin, F18-dopamin obecavaju kao radiofarmaci pri evaluaciji neuroblasto-
ma (36, 37).

18F-FPBG PET/CT (fluoropropilbenzilgvanidin (FPBG) obecava u primeni kod obolele
dece sa mIBG negativnim lezijama (38).
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1.4.Scintigrafija neuroblastoma pomocu
metajodobenzilgvanidina (mIBG)

1.4.1. Radiofarmak metajodobenzilgvanidin

Metajodobenzilgvanidin obelez radioaktivnim jodom je prvi sintetisao Dr Donald Vilend
(Wielend) sa sardanicima na Medicinskom fakultetu An Arbor Univerziteta u Micigenu
sedamdestetih godina proslog veka kao sredstvo za dijagnostiku srzi nadbubrezne Zlezde.

FDA (Food and Drug Administartion) je 1994. odobrila mIBG-J-131, poznat i kao in-
travenozni jobengvan-J-131, kao agens za vizualizaciju i lokalizaciju feohromocitoma i
neuroblastoma. FDA je 2004. godine odobrila i mIBG-J-123 injekciju za imidzing tumora
(komercijalni preparat je Adreview; GE Healthcare, Little Chalfont, UK). U Evropi i Japa-

nu oba ova radiofarmaka su odobrena znatno ranije.

1984. je prvi put saopsteno o upotrebi mIBG-J-131 u eksperimentalnom le¢enju matastat-
skog feohromocitoma.

Komercijalni preparat mIBG-J-131 /123 se dobija jonoizmenjivackom reakcijom i sadrzi
veliki udeo neobelezenog mIBG (,,hladni nosac®). Pokazalo se da preko 99% molekula
mIBG u komercijalnim proizvodima nisu bili obeleZene radionuklidom. Posto ovi ,,hlad-
ni“ molekuli kompetitivno inhibiraju preuzimanje obelezenog mIBG, sintetisani su savr-
$eniji proizvodi koji su visoke specifi¢ne aktivnosti i ne sadrze hladne nosace (39).

1.4.1.1. Istorijat

Ranih Sesdestetih godina proslog veka se ve¢ znalo da su bretilijum i gvanetidin mo¢ni
blokatori adrenergickih neurona. Bretilijum se u visokoj koncentraciji nakuplja u sréa-
nom tkivu te su sintetisani analozi bretilijuma obelezeni radioaktivhim jodom (RIBA)
kao potencijalni radiofarmaci za vizualizaciju srca. Pocetna ispitivanja izvedena u pasa su
pokazala da je para-jodo-bretilijum (pRIBA) adrenospecifi¢niji nego orto-jod-bretilijum
(oRIBA) koji je bolji blokator adrenergickog neurona u odnosu na para i meta analoge.

Sort i Derbi (Short and Derby) su jo$ 1967. uocili da je orto-jodni izomer jodobenzilgva-
nidina (oIBG) bolji blokator adrenergickog neurona nego njegov para oblik (pIBG). Na
osnovu ovih nalaza , kao i uporednog ispitivanja distribucije nekoliko oblika jodobenzi-
lgvanidina u tkivu psa, oni 1971. saop$avaju da se mIBG-J-125 i pIBG-]J-125 selektivno
nakupljaju u srzi nadbubrega vise nego prethodno testirana adrenofilna jedinjenja. MIBG
se u odnosu na para i orto oblik najmanje nakuplja u tireoidnom tkivu ukazujuéi na to da
je najotporniji na in vivo dejodinaciju. Zato je odluceno da se dalje testira samo meta izo-
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mer jodobenzilgvanidina $to je dovelo do toga da se ovaj oblik jobengvana danas Siroko
primenjuje kao dijagnosticki i terapijski radiofarmak.

1.4.1.2. Sinteza neradioaktivnog (,hladnog”) mIBG

Mesavina m-jodobenzilaminhidrohlorida i cijanamida se uz mesanje zagreva na uljanom
kupatilu na temperaturi od 100°C, 4 sata. Dobijena ¢vrsta staklasta supstanca se potom
rastvori u vodi i mesa sa KHCO, da bi se mIBG preveo u oblik bikarbonatne soli kojoj se
dodaje H,SO, da bi se dobio mIBG sulfat kao bezbojna kristalna supstanca. Ovo jedinjenje
se topi na temperaturi od 167°C -168°C, umereno je rastvorljivo u vodi i dovoljno stabilna
pri zagrevanju i hidrolizi.

1.4.1.3. Sinteza radioaktivhog mIBG

Da bi se pripremio radioaktivni mIBG mogu se koristiti sve metode zasnovane na jonoiz-
menjivackoj reakciji:

« izmena u tecnoj fazi (originalan recept po Vilandu): 5 mg mIBG-sulfatu rastvo-
renog u 2ml vode se doda 5mCi J-125 ili J-131 NaJ bez nosaca. Rastvor se desti-
luje 72 sata, a potom se precisti na celuloznoj jonoizmenjivackooj koloni da bi se
uklonio radiojodid ili jodat koji nije izreagovao. Radiohemijski prinos pri ovom
postupku je 60% do 80% a specifi¢na aktivnost 0,6 do 0,8 mCi/mg.

« izmena u $vrstoj fazi olaksana amonijum sulfatom
« izmena u te¢noj fazi katalizovana bakrom

o elektrofilna radiojodinacija: priprema radiojodidnog mIBG bez ,,hladnog™ no-

saca
» metode zasnovane na HPLC purifikaciji

o metode zasnovane na prekursorima vezanim za polimere koje ne zahtevaju
HPLC purifikaciju

Preci$ceni J-131-mIBG se ispira sa kolone i skuplja u staklenoj bocici u kojoj se ve¢ nalazi
natrijumaskorbat ili natrijum 2,5-dihidroksibenzoat koji sluze kao radiostabilizatori. Ovaj
finalni proizvod se filtrira kroz sterilisuce filtere veli¢ine 0,22um u bocice od 30mL koje se
potom zatvaraju u sterlinim uslovima i zamrzavaju. Radiohemijska ¢isto¢a u proizvodu je
preko 97% a minimalna specificna aktivnost je 1650 mCi/mg ili 460 mCi/umol.
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Sastav 5ml gotovog radiofarmaka Adreview (GE Healthcare, Little Chalfont, UK)(40) u
zapremini od 5 ml ¢ija je aktivnost na dan kalibracije iznosi 370MBgq, a specifi¢ne koncen-
tracija 74MBq/ml je:

J-123 metajodobenzilgvanidin sulfat..........cccccoevinininniacs 0,08 mg/ml
Natrijum-dihidrogen-fosfat..........ccccovvervvcrnicnvcrnecnnenees 23,0 mg/ml
Dinatrijum-hidrogen-fosfat..........c.cccoeevvcernnnccnnnccnnns 2,8mg/ml

Benzil alkohol 1%

U Institutu za nuklearne nauke ,Vin¢a“ mIBG-J131, koji je koris¢en u ovoj studiji, se do-
bija metodom hidrotermalnog topljenja koja se odvija na temperaturi izmedu tacke klju-
¢anja rastvaraca i tacke topljenja jedinjenja mIBG. Izotopna izmena se vrsi tokom gre-
janja reakcione smese naektivhog mIBG i Na J-131 ili Na J-123 u vodenom rastvoru na
tempereturi 150 °C u toku 30 minuta uz obavezno prisustvo amonijum sulfata ili sir¢etne
kiseline jer bez jedne od ove dve supstance reakcija ne tece. Radioaktivna koncentracija je
veca od 18,5MBq/ml radiaktivna cistoca je ve¢a od 99% a radiohemijska cistoce vece od
95% (41, 42).

To je vodeni rastvor za intravensku primenu koji sadrzi J-131-mIBG i askorbinsku kiseli-
nu kao stabilizator.

Sastav 5ml gotovog radiofarmaka je: (43)

Meta-iodobenzilguanidin-J-131 sulfat.......ccccoceceurrecnennee 1,0 mg
Amonijum-sulfat ........cccoveeeinnvcennrcececenes 3,9 mg
Natrijum-acetat-trihidrat ..., 2,4mg
Sircetna Kiselina........ccoovecevrenececrnineceinneccireneccsseeeees 0,3 mg
NACT e 20,7 mg
Aqua destilata.......cooeveeurirircinccs 5,0ml

Po spravljanju radiojodiranog mIBG neohodno je odrediti hemijsku i radiohemijsku ¢i-
sto¢u preparata. Hromatografskim metodama (hromatrografija na tankom sloju; tecna
hromatografije visokih performansi; ekstrakcija na ¢vrstoj fazi) se odreduje najvaznija
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»hecistoca” preparat, slobodni radiojodid. Drugi molekuli kao meta-jodobenzilamin (mlI-
BAM) i meta-jodohlorbenzilgvanidin) mogu biti detektovani kao necistoce.

1.4.1.4. Mehanizmi nakupljanja mIBG

Kateholamini (noradrenalin i dopamin) se transportuju iz noradrenergicke sinapse u ci-
tosol ciljne Celije putem noradrenalinskog transportera (NET) koji je monoamniski tran-
sporter kooji DA i NE transportuje nazad iz sinapse u citosol gde ih sekvestriraju drugi
vezikularni transporteri i skladiste u vezikulama za kasniju upotrebu. Ovaj mehanizam
je poznat kao mehanizam 1, zavisi od Na+/K+ pumpe , visokog je afiniteta, malog kapa-
citeta, lako saturabilan. Ovaj mehanizam je osetljiv na poviSenu temperaturu i prisustvo
uabajina.

Posto je mIBG fizioloski analog noradrenalina Celije ga akumuliraju putem dva posebna
mehanizma: jedan je aktivni transport i javlja se samo u ¢elijama koje sintetiSu noradre-
nalin. Preuzimanje mIBGa ovim mehanizmom je lako saturabilno, malog je kapaciteta,
visokog afiniteta, zavisi od adenozin trifosfataze (ATP). Na ovaj nacin preuzeti mIBG se
skladisti u noradrenergicke vezikule. Drugi nacin je pasivna difuzija koja je nespecifi¢na,

nije energetski zavisna, nije saturabilna, javlja se u svim celijama.

U idealnim uslovima aktivni transport je oko 50 puta efikasniji od pasivne difuzije. Ka-
pacitet preuzimanja mIBG se moze predvideti na osnovu broja eksprimiranih NE tran-
sportera tako da se kvantifikacija NET mRNK moze koristiti za planiranje mIBG terapije.

Neuroblastomi takode eksprimiraju NET preko kojih se i nakuplja uglavnom u mitohon-

drijama i citoplasmi.

Transporteri amina oznaceni kao VMAT 11 VMAT 2 se nalaze na membrani sekretornih
vezikula neuroendokrinih ¢elija. MIBG koji je prosao celijsku membranu ovi molekuli
potom transportuju u hromafine granule (45).

1.4.1.5. Farmakokinetika mIBG

Posle intravenske administracije mIBG-J-123/131 se brzo preuzima iz krvi i smesta u
adrenergicki inervisana tkiva. Zadrzavanje je narocito produzeno u tikvu koje je bogato
adrenergicki inervisano kao $to su srce, srz nadbubrega i pljuvacne zlezde. Deset do 15%
aplikovanog radiofarmaka se nakuplja u ¢elijama koje eksprimiraju neuroendokrine re-
ceptore. U toku prvog sata akumulira se u plu¢ima potom u srcu gde najve¢u koncentraci-
ju dostize posle 2 do 3 sata. Maksimalna koncentracija u tumoru i/ili metastazi se dostize
posle 24 do 96 sati. Radiofarmak se izlucuje mokrac¢om, nakuplja ga neblokirana tireo-
ideja, a pokazuje i manji afinitet za jetru i slezinu. Najve¢i deo jobengvana se eliminiSe
nepromenjen glomerulanom filtracijom u bubrezima. U urinu osoba zdravih bubrega se
posle prvih 24 sata nalazi 50%, a posle 4 dana 90% injicirane radioaktivnosti. Eliminacija
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je relativno nezavisna od aplikovane aktivnosti od 0,5mCi (0,5mg) do priblizno 213mCi
(7881MBq) (5mg). Maksimalni biologki poluzivot jobengvana je 5 dana, ukljucujuci i me-
tabolite.

1.4.1.6. Metabolizam mIBG

Studije biodistribucije komercijalnog jobengvana J131 su pokazale da se samo mali deo
preparata metaboliSe in vivo. Glavni metabolit kod pacijenata sa o¢uvanom bubreznom
funkcijom je meta-jodo-hipurna kiselina, meta-jodo-bentoi¢na kiselina i 4-hidroksi-3-jo-
dobenzilgvanidin kao i slobodni radiojodid. Oni ¢ine manje od 10% aplikovane doze ra-
diofarmaka. Enzimski procesi koji su odgovorni za metabolisanje mIBG jo$ nisu sasvim
poznati a ni farmakoloska aktivnost ovih metabolita nije prou¢avana. Studija sa Utratrace
iobenguane I-131 koji je visoke specifi¢ne aktivnosti bez nosaca, je pokazala da je preko
95% preparat izluc¢i kao J-131-mIBG, oko 3% kao slobodni radiojodid i manje od 1% u
vidu pomenutih metabolita.

Procenjena absorbovana doza za razli¢ite komercijalno dostupne jobengvane

Ultratrace ['*'I]
Jobengvan J-123 Jobengvan J-131

MIBG

rad/ mGy/ mGy/ rad/
organ ' Y rad/mCi Y . mGy/MBq

mCi MBq MBq mCi
|srznadbubrega | 0059 | 16 | o8 | 216 | 285 | 769 |
srce 0.067 18 0.30 81 1.41 380
| jetra l 0248 | 67 | 20 | 783 | 170 | 460 |
slezina 0.074 20 2.2 594 237 639
bubreg 0.048 13 0.3 81 2.07 559
kostana srz 0.021 5.6 0.25 68 0.28 75
uterus 0.041 11
ovarijumi 0.029 7.9 0.3 81 0.44 120
| testisi | 002 | 54 | o022 | 54 | o027 | 74 |
zid mokraéne be-
y 0244  66.0 2.8 756 2.74 739
sike
|stitastazlezda | 0017 | 47 | 03 | 81 | 962 | 2597 |
migici 0.022 6.0 0.23 62 0.29 78
| celo telo | 030 | 81 | | | 040 | 100 |

mSv/ 137
efektiv- MBq '
189

nadoza mSv/

0.507

mCi
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Stitasta Zlezda je organ koji apsorbuje najve¢u dozu u odnosu na druge organe ako se

aplikuje J-131 mIBG. Smatra se da zracenje potice od slobodnog radiojodida kojeg je u
testiranom preparatu Ultratrace [1311]MIBG 3% do 4,2%.

Proizvoda¢ preporucuje da se doze ,,Adrevju“ preparata za decu odreduju po sledecoj
tabeli: (39, 40, 44)

Telesna Frakcija aktivnosti Adrevju (mCi) Adrevju (MBq)
masa (kg) za odrasle pedijatrijska doza pedijatrijska doza

3 0,1 1 37
4 0,14 1,4 52

6 0,19 1,9 70

8 0,23 2,3 85,1
10 0,27 2,7 99,9
12 0,32 3,2 118,4
14 0,36 3,6 133,2
16 0,4 4 148
18 0,44 4,4 162,8
20 0,46 4,6 170,2
22 0,5 5 185
24 0,53 5,3 196,1
26 0,56 5,6 207,2
28 0,58 5,8 214,6
30 0,62 6,2 2294
32 0,65 6,5 240,5
34 0,68 6,8 251,6
36 0,71 7,1 262,7
38 0,73 7,3 270,1
40 0,76 7,6 281,2
42 0,78 7,8 288,6
44 0,8 8 296
46 0,82 8,2 303,4
48 0,85 8,5 314,5
50 0,88 8,8 325,6
52 0,9 9 333
54 0,9 9 333
56 0,92 9,2 340,4
58 0,92 9,2 340,4

28



Telesna | Frakcija aktivnosti Adrevju (mCi) Adrevju (MBq)
masa (kg) za odrasle pedijatrijska doza pedijatrijska doza
60 0,96 9,6 355,2
62 0,96 9,6 355,2
64 0,98 9,8 362,6
66 0,98 9,8 362,6
68 0,99 9,9 366,3

Procenjeno je da dete od 5 godina koje primi efektivnu dozzzu od 3,7mSv primi aktivnost
J'# 5,18 MBq po kilogramu telesne mase, odnosno za efektivou dozu od 5,5mSv primi
0,74MBq/kg J-131 (45).

Pokazalo se da je [123I]MIBG bez nosaca sintetisan metodom desililacije iz 3-(trimetil-
silil)benzilgvanidina dobijen u prinosu od 80% do 90%, se u SK-N-SH ¢elijskoj liniji ne-
uroblastoma zadrzavao u konstantnom stepenu od preko 50% za razliku od [123]]MIBG
dobijenog jonoizmenjivackom metodom cije se zadrzavanje u ovim celijama smanjivalo sa
opadanjem doze. Ovako spremljen je [123]]MIBG bez nosaca se u srcu miseva nakupljao
1,5-3 puta. To je s druge strane povacavalo ozracivanje pre svega srcu i do 91% vece (46).

1.5.Interpretacija scintigrama u neuroblastomu

Mesta fizioloskog nakupljanjaJ131/123 - mIBG su §titasta zlezda, pljuvacne zZlezde, suzne
zlezde , miokard, pluca u prvim satima posle aplikacije radiofarmaka, medula nadbu-
brega, jetra, slezina, tanko i debelo crevo, mokra¢na besika, bubrezi. Ako postoji zastoj u
izbacivanju mokrace (prosiren pijelokaliksni sistem napr.) moguce je uociti radiofarmak
na nivou izvodnih mokra¢nih puteva.Slabo i nehomogeno nakupljane radiofarmaka moze
se videti i u zoni nazofarinksa. Neuroni centralnog nervnog sistema ne nakupljaju mIBG
smatra se zbog hematoencefalne barijere.

Mesta moguceg patoloskog nakupljanja metajodobenzilgvanidina se smatraju sva ona
mesta izvan gore pomenutih, a to su primarni tumor (bilo koje mesto simpaticke ganglije)

i njegove metastaze.
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1.5.1. Semikvantitativna procena mIBG scintigrama

Semikvantitativni bodovni sistemi su uvedeni da bi se standardizovao planarni mIBG
scintigram u cilju procene obima bolesti u jednog pacijenta kao i medu razli¢itim paci-

jentima.

Prvi predlozeni semikvantitativni metod bodovanja je Kiri (Curie) sistem (nazvan po In-
stitutu Kiri u Francuskoj). Ovaj metod deli skelet prikazan na planarnom mIBG scintigra-
mu na devet segmenata (kosti glave i lica, vrat i vratna ki¢ma, rebra i grudna kost, slabin-
ska i krsna ku¢ma, mala karlica, ruke, podlaktice i $aka, noge i stopala, butine) i dodaje
deseti segment koji odgovara bilo kojoj meko-tkivnoj regiji tela koja moze biti zahvacena
tumorom. Kiri metod je najvise klinicki testiran i pri tom je potvrdeno da dobro korelira
sa ukupnim terapijskim odgovorom i duzinom remisije te se kao dovoljno pouzdan naj-
¢esce koristi u Severnoj Americi i Evropi u okviru Grupe za decju onkologiju (Children’s
Oncology Group; COG). Kiri metod je bio slicno prediktivan u oba planarna mIBG scin-
tigrama: J123-mIBG vs. J131 mIBG (47, 48, 49).

Postoji nekoliko pokusaja modifikovanja Kiri bodovnog sistema. Jedan od njih je ,,Frapa
skor® (Frappaz score) koji koristi 7 skelatnih segmenata(kosti lobanje; orbite, kosti lica i
baze lobanje; ki¢ma; mala karlica; rebra i grudna kost; donji udovi; gornji udovi), a po-
sebno belezi nakupljanje u mekom tkivu. Intenzitet nakupljanja radiofarmaka je bodovan
na sledec¢i nacin: 0-bez nakupljanja; 1-sumnjivo fokalno nakupljanje; 2- jasno ali umereno
nakupljanje; 3-jasno i znacajno nakupljane radiofarmaka (50, 51).

SIOPEN(The International Society of Paediatric Oncology Neuroblastoma Europe) bo-
dovni sistem, kao semikavantitativni sistem vrednovanja planarne simpaticko-adrenalne
scintigrafije kod visko rizi¢nih pacijenata sa neuroblastomom, uveden je 2009. godine
kao posebna varijacija semikvantitativhog bodovnog sistema koja belezi nakupljanje ma-
tajodobenzilgvanidina u dvanaest anatomskih regija skeleta (lobanja, grudni kos,desna
nadlaktica, leva nadlaktica, desna podlaktica, leva podlaktica, ki¢ma, mala karlica, desna
natkolenica, leva natkolenica, desna potkolenica, leva potkolenica). Zahvacenost mekog
tkiva tumorom sagledava se u $est anatomskih regija: glava i vrat, grudni kos,desna ruka,
leva ruka, trbuh, mala karlica, desna noga, leva noga. Ovaj semikvantitativni metod je u
95% slucajeva slepe studije pokazao interobserversko slaganje izmedu 6 specijalista nu-
klearne medicine. Pokazao se kao nesto bolji od Frapinog bodovnog sistema kao mera
procene terapijskog odgovora (52, 53).

Ne postoji opsta saglasnost koji bi od do sada predlozenih bodovnih sistema bio najko-
risniji u klinickoj primeni. Kiri i SIOPEN metod bodovanja su do sada najsire testirane i
uporedivane metoda semikvantitativne procene simpaticko-adrenalne mIBG scintigrafi-
je. Testiran je samo osteomedularni skor SIOPEN metoda u smislu terapijskog odgovora i
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prognoze i uporedivan sa Kiri metodom iako oba sistema imaju inkorporiranu meko-tkiv-
nu zahvacenost tumorom. Bodovni sistemi su ispitivani u smislu terapijskog odgovora i
prezivljavanja pacijenata ali ne i u smisli slaganja sa drugim dijagnostickim testovima.

Meko tkivni skor nije uklju¢ivan u dosadasnju procenu SIOPEN metoda.
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2. CILJEVIISTRAZIVANJA

1.  Ispitivanje slaganja SIOPEN i Kiri semikvantitaivnih skorova na planarnoj sim-

pati¢ko-adrenalnoj scintigrafiji

2. Ispitivanje slaganja mekotkivnih i osteomedularnih SIOPEN skorova na pla-
narnoj simpaticko-adrenalnoj scintigrafiji

3. Odredivanje povezanosti meko-tkivnog skora na planarnoj simpaticko-adre-
nalnoj scintigrafiji sa bioloskim pokazateljima tumora

a. nivoima VMA i HVA u urinu

b.  nivoima LDH, NSE i feritina u serumu,

c.  prisustvo MYCN amplifikacije u bioptatu neuroblastoma

d.  prisustvo celija neuroblastoma u kostanoj srzi (nalaz mijelograma)

4. Odredivanje povezanosti osteomedularnog skora na planarnoj simpatic-
ko-adrenalnoj scintigrafiji sa bioloskim pokazateljima tumora

a. sanivoima VMA i HVA u urinu

b.  sanivoima LDH, NSE i feritina u serumu,

c.  saprisustvom MYCN amplifikacije u bioptatu neuroblastoma

d.  saprisustvom celija neuroblastoma u kostanoj srzi (nalaz mijelograma)
5.  Odredivanje povezanosti meko-tkivnog skora sa klinickim stadijumom bolesti

6.  Odredivanje povezanosti osteomedularnog skora sa klinickim stadijumom bo-

lesti

7. Odredivanje povezanosti meko-tkivnog skora sa patohistoloskim stadijumom
bolesti

8.  Odredivanje povezanosti osteomedularnog skora sa patohistoloskim stadiju-
mom bolesti
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3. METOD RADA

3.1.1zbor ispitanika

U istrazivanje je ukljuceno 76 dece, 39 devojcica (51,3%) i 37 decaka (48,7) srednje zi-
votne dobi od 31,9+30,5 meseci pri prvoj mIBG scintigrafiji (opseg uzrasta je bio od 0 do
135 meseci). Medijana uzrasta je 23,5 meseci. Oni su bili hospitalizovani u ustanovama
tercijarnog nivoa zdravstvene zastite radi funkcionalnog testiranja u cilju postavljanja di-
jagnoze, lecenja ili postterapijskog pracenja. MIBG scintigrafija se izvodila u Centru za
nuklearnu medicinu Klini¢kog centra Srbije u Beogradu u periodu izmedu januara 2007.
ijula2014.

Uzorak su ispitanici poslati od strane pedijatara-onkologa (iz dve beogradske ustanove;
Univerzitetske decje klinike i Instituta za zdravstvenu zastitu majke i deteta ,,Dr Vukan
Cupi¢”) kojima je postavljena dijagnoza neuroblastoma (sa ili bez odredenog klinickog i
patohistoloskog stadijuma bolesti) na osnovu nalaza Celija neuroblastoma u tumorskom
bioptatu ili na osnovu nalaza celija neuroblastoma u kosnoj srzi i povecanih nivoa me-
tabolita kateholamina u urinu, kao i ispitanici sa sumnjom na neuroblastom. Sumnja na
neuroblastom je postavljana na osnovu nalaza metabolita kateholamina u urinu, ultra-
zvucnog i/ili radiografskog nalaza najcesce retroperitonealne tumorske mase i povec¢anih
nivoa feritina, LDH, NSE . Ispitanici su na prezentaciji pred prvo mIBG testiranje imali u
svojim istorijama bolesti nalaze koji su ukazivali na boloske osobine tumora (nivoi VMA
i HVA u urinu, nivoi LDH, NSE, feritina u krvi, prisustvo amplifikacije MYCN gena, na-
laz biopsije tumorske mase ili aspirata kosne srzi: nalaz mijelograma, odreden klinicki
stadijum bolesti (INSS) i patohistoloski stadijum tumora (INPC), nalaze drugih imidzing
tehnika (ultrazvucni nalaz, nalaz kompujterizovane tomografije CT) .

Dijagnosticki parametri ispitanika su predstavljeni u tabeli 1.

Osnovne etape izvodenja mIBG scintigrafije koja se izvodi po pravilima Evropskog vodica
za scintigrafiju sa mIBG u dece, su
1.  priprema ispitanika
priprema radiofarmaka
aplikacija radiofarmaka
akvizicija

AR R

interpretacija scintigrama i njihovo semi-kvantitativno bodovanje SIOPEN od-

nosno Kiri metodom.
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3.2.Priprema ispitanika

Priprema ispitanika je podrazumevala peroralnu aplikaciju kalijjum-jodida [Sol. Lugoli:
deca od 1mesec -3 godine 25mg (2 kapi) ; deca od 3-12 godina 50mg joda na dan (4 kapi)].

Ako se scintigrafija radi sa J131-mIBG Lugolov rastvor se daje 2 dana pre i jos 5 dana posle
aplikacije radiofarmaka.

U slucaju primene J-123 mIBG Lugolov rastvor se daje 2 dana pre i 3 dana posle aplikacije
radiofarmaka (55).

Neposredno pred akviziciju (do 30 minuta) uznemirnoj deci je aplikovan blag sedativ.

3.3.Priprema radiofarmaka

J-123mIBG se dobija kao gotov komercijalni proizvod Adreview (GE Healthcare, Little
Chalfont, UK) dok se J-131 mIBG obelezava po specifikaciji proizvodaca.

3.4. Aplikacija radiofarmaka

Obelezeni radiofarmak je aplikovan sporo, intravenski. Nisu zapazene alergijske reakcije
niti druge nus pojave

3.5. Akvizicija

Ako se koristio mIBG obelezen radioizotopom J-131, koji ima poluvreme raspada 8 dana
i glavnu emisiju gama fotona od 364 keV, planarni ciljani scintigrami se dobijaju upotre-
bom gama scintilacione kamere (Siemens Digitrac 37) opremljene kolimatorom za srednje
energije, podesene za rad u energetskom opsegu J-131 (364 keV sa $irinom ,,prozora“20%),
u matrici 128x128. Ispitanici su u toku akvizicije podataka bili u supinaciji, a potom u pro-
naciji, na lezaju od materijala niskog atenuacionog koeficijenta. Posle 48 sati od aplikacije
J-131 mIBG dobijeni su ciljani scintigrami, slike u anteriornoj i posteriornoj projekciji gla-
ve, vrata, grudnog kosa, abdomena, male karlice i sva Cetiri ekstremiteta, od skupljenih 100
000 impulsa.
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Ako se koristio mIBG obeleZen J-123 scintigrami celog tela su se dobijali na digitalizova-
noj gama (scintilacionoj) kameri (ECAM, Siemens) opremljenoj kolimatorom sa paralel-
nim otvorima visoke rezolucije za niske energije, podesenoj za rad u energetskom opsegu
J-123 (159keV i ,,prozor” od 20%), 24 sata posle spore intravenske injekcije radiofarmaka
u matrici 256x256. Scintigrami se dobijaju pri brzini kretanja glave kamere od 6 cm/mi-
nut. Ispitanici su sve vreme bili u supinaciji. Posteriorne projekcije celog tela su dobijene
pozicioniranjem glave gama kamere.

3.6.Interpretacija scintigrama (semi-kvantitativno
bodovanje SIOPEN odnosno Kiri metodom)

Za procenu planarnih simpaticko-adrenalnih mIBG scintigrama kori$¢ena su dva semi-
kvantitativna bodovna sistema: SIPOEN i Kiri (Curie)

SIOPEN bodovni sistem belezi nakupljanje matajodobenzilgvanidina u dvanaest ana-
tomskih regija skeleta (lobanja, grudni kos,desna nadlaktica, leva nadlaktica, desna pod-
laktica, leva podlaktica,ki¢cma, mala karlica, desna natkolenica, leva natkolenica, desna
potkolenica, leva potkolenica). Zahvacenost mekog tkiva tumorom sagledava se u Sest
anatomskih regija: glava i vrat,grudni kos,desna ruka,leva ruka, trbuh, mala karlica , desna
noga ,leva noga. Bodovi se kostnom anatomskom segmentu dodeljuju na sledeci nacin:
0-bez patoloskog nakupljanja radiofarmaka, 1- jedna zona patoloskog nakupljanja, 2-dve
zone patoloskog nakupljanja, 3-tri zone patoloskog nakupljanja, 4-difuzno patolosko na-
kupljanje koje zauzima manje od 50% kosti ili viSe od tri zona , 5- difuzno patolosko
nakupljanje koje zauzima od 50% do 95% kosti ,6-difuzno patolosko nakupljanje koje
zauzima celu kost, X-nakupljanje radiofarmaka koje se ne moze proceniti. Distribucija
radiofarmaka u mekom tkivu se boduje: 0- bez patoloskog nakupljanja radiofarmaka, 1-
jedna zona patoloskog nakupljanja, 2-brojne zone patoloskog nakupljanja, X- nakupljanje
radiofarmaka koje se ne moze proceniti.
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Patient ID
Study Date
Primary tumour site Thorax [ Abdo [ Pelvis
Primary resected YES | NO
Skeleton Score Soft tissue Score
Pre treatment | Post Pre treatment | Post
treatment treatment
Skull and facial bones Head & neck
Thoracic cage Thorax
Right humerus Right upper limb
Left humerus Left upper limb
Right forearm
Left forearm
Spine Abdomen
Pelvis Pelvis
Right femur Right lower limb
Left femur Left lower limb
Right tibia/fibula
Left tibia/fibula
TOTAL
SKELETAL SCORE SOFT TISSUE SCORE
0 No abnormality 0 No abnormality
1 1 focal lesion 1 Solitary lesion
2 2 focal lesions 2 Multiple lesions
3 3 focal lesions X Unevaluable
4 Diffuse < 50% of bone or > 3 focal
lesions
5 Diffuse 50 - 95 % of bone
6 Diffuse invelving whole bone
X Unevaluable
Uptake Size Intensity
Pre Post Pre Post Pre Post

treatment treatment treatment treatment treatment treatment

Primary tumour

0 = no uptake

A = homogeneous S = same as liver

B = heterogeneous | = smaller than heart L = lower than liver

C = dominant photopaenia Il = equal to/larger than heart H = higher than liver

Amended version of HRNBL1/SIOPEN valid per 1.07.2009 156

Slika 2. Tabela za bodovanje semi-kvantitativnim SIOPEN bodovnim sistemom. Preuzeto sa:
http://www.oncauvergne.fr/index.php?option=com_docman&task=doc_download&gid=928&Itemid
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Patient Name: date: 7/12/2011. PatientID: nb 51  pirth date: 6/11/2007. DO
Yo

@ 4: S .
o e, i
o
Anterior 483K Duration:1 2695ec Posterior 462K Duration:1 269sec

Slika 3. Bodovanje po SIOPEN i Kiri semikvantitativnoj metodi kod decaka starosti 49 meseci sa slabo
diferenciraju¢im neuroblastomom bez umnozenog MYCN onkogena u 4. klinickom stadijumu bolesti sa
segmentnim viskom u dugom kraku 17. hromozoma: SIOPEN ,,skor® u skeletu 33 (lobanja i kosti lica 0;
grudni kos$ 4; desna nadlktica 3; leva nadlaktica 3; desna podlaktica 0; leva podlaktica 0; ki¢ma 4; mala karlica
3; desna butna kost 4; leva butna kost 4; desna golenjaca/li$njaca 4; desna golenjaca/li$njaca 4. SIOPEN
»skor® u mekom tkivu 4 (glava i vrat 0; grudi 2; desna ruka 0; leva ruka 0; trbuh 2; mala karlica 0; desna noga
0; leva noga 0). KIRI ,,skor* 13: glava i lice 0; vrat i vratna ki¢ma 2; rebra i grudna kost 0; krsna i sakrumska
ki¢ma 0; mala karlica 2; ruke 2; podlaktice i $ake 0; bedra 2; noge i stopala 2; meko-tkivni segment 3.
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3.7.Statisticka analiza

Dobijeni podaci su analizirani deskriptivnim statistickim metodama (srednje vrednosti,

mere varijabiliteta, pokazatelji strukture), metodama za testiranje razlike (hi-kvadrat test,

Mann-Whitney U test, Kruskal-Wallis test), i metodama za ocenu povezanosti (Spearman

r) i slaganja (Spearman r, kappa koeficijent). Hipoteze su testirane na nivou statisticke

znacajnosti od 0.05.

1.

10.

Statisticka znacajnost razlike izmedu pozitivnog odnosno negativnog nalaza
mijelograma kod ispitanika i SIOPEN skorova na njihovoj planarnoj mIBG
scintigrafiji je testirano Mann-Whitney U testom.

Statisticka znacajnost razlike izmedu operisanih i neoperisanih ispitanika i SI-
OPEN skorova na njihovoj planarnoj mIBG scintigrafiji je testirano Mann-W-
hitney U testom.

Statisticka znacajnost razlike izmedu ispitanika sa povisenim odnosno fizio-
loskim nivoom VMA u urinu pred mIBG scintigrafiju i SIOPEN skorava na

njihovim planarnim scintigramima testirana je Mann-Whitney U testom.

Statisticka znacajnost razlike izmedu ispitanika sa povi§enim odnosno fizio-
loskim nivoom HVA u urinu pred mIBG scintigrafiju i SIOPEN skorova na

njihovim planarnim scintigramima testirana je Mann-Whitney U testom.

Statisticka znacajnost razlike izmedu ispitanika sa prisustvom umnozenog
NMYC onkogena u ¢elijama neuroblastoma i SIOPEN skorava na njihovim
planarnim scintigramima testirana je Mann-Whitney U testom.

Statisticka znacajnost razlike izmedu ispitanika sa povisenim odnosno fiziolos-
kim nivoom feritina u serumu pred mIBG scintigrafiju i SIOPEN skorova na

njihovim planarnim scintigramima testirana je Mann-Whitney U testom.

Statisticka znacajnost razlike izmedu ispitanika sa povisenim odnosno fizio-
loskim nivoom NSE u serumu pred mIBG scintigrafiju i SIOPEN skorova na

njihovim planarnim scintigramima testirana je Mann-Whitney U testom.

Statisticka znacajnost razlike izmedu ispitanika sa poviSenim odnosno fizio-
loskim nivoom LDH u serumu pred mIBG scintigrafiju i SIOPEN skorova na
njihovim planarnim scintigramima testirana je Mann-Whitney U testom.
Povezanost klinickog stadijuma ispitanika u kojem su prezentovani na mIBG
scintigrafiji sa SIOPEN skorovimanjihovog planarnog scintigrama je testirana
Spirmanovim r koeficijentom.

Statisticka znacajnost razlike izmedu patohistoloskih (INCP) stadijuma bole-
sti u kojem su prezentovani na mIBG scintigrafiji i SIOPEN skorova njihovih
planarih scintigrama testirana je Kruskal-Volisovim (Kruskal-Wallis) testom.
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4. REZULTATIISTRAZIVANJA

Prospektivnom kohortom sa ponovljenim merenjima obuhvaceno je 76 dece koja su upu-
¢ena na simpaticko-adrenalnu scintigrafiju pomo¢u mIBG-J131/123 zbog sumnje na ne-
uroblastom ili su pracenja u toku lecenja neuroblastoma. Planarni simpaticko-adrenalni
scintigrami ucinjeni pomo¢i mIBG (meta-jodobenzilgvanidina) su semikvantitativno
procenjivani pomoc¢u SIOPEN i ,,Kiri“ bodovnog sistema.

4.1.Pol i uzrast bolesnika

U uzorku je bilo 39 (51%) devojcica i 37 (49%) decaka (Grafikon 1).

pol ispitanika

M muski

M zenski

Grafikon 1. Raspodela bolesnika prema polu

Srednji uzrast dece na scintigrafijama je bio: na prvoj scintigrafiji 38 meseci; na drugoj
46.5; na trecoj 68; na Cetvrtoj 81; na petoj 158; na Sestoj 150 (Tabela 2).
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Grafikon 2. Uzrast bolesnika na prvoj mIBG scintigrafiji izrazen u mesecima

4.2.Klinicki stadijum bolesnika odredivan na osnovu
INSS kriterijuma

Sesdesettroje od 76 dece prezentovane na prvoj mIBGscintigrafiji ove studiji je bilo u sle-
dec¢im klinickim stadijumima: 8 dece u INSS stadijumu 1; 4 dece u 2. klini¢ckom stadiju-
mu; 10 dece u stadijumu 3; 40 dece u stadijumu 4 i 1 dete u stadijumu 4S (Grafikon 3) .

klinicki INSS stadijum

broj pacijenata

1 2 3 4 4s
klinicki stadijum na osnovu INSS kriterijuma

Grafikon 3. Raspodela bolesnika po klini¢kom stadijumu koji je odredivan na osnovu INSS kriterijuma

40



4.3.Histoloski stadijum neuroblastoma odredivan na
osnovu INPC kriterijuma

PedesetSestoro dece sa ve¢ postavljenom patohistoloskom dijagnozom neuroblastoma je
bilo rsporedeno na sledeci nacin: 10 dece sa nediferentovanim neuroblastomom nepovolj-
ne prognoze; 13 dece sa slabo diferenciraju¢im neuroblastomom nepovoiljne prognoze;
16 dece sa diferenciraju¢im neuroblastomom povoljne prognoze; 5 dece sa ganglioneu-
roblastomom; 2 deteta sa nodularnim ganglioneuroblastomom; 5 dece sa neklasifikova-

nim neuroblastomom.

Distribucija ispitanika po klinickom stadijumu bolesti, histoloskoj vrsti tumora, biolos-
kim osobinama neuroblastoma prikazana je u grafikonu 3 kao i u tabeli 1.

4.4. ,Bioloske“ osobine neuroblastoma u ispitivanih
bolesnika

Biohemijske karakteristike tumora su medu ispitanicima bile distribuirane na slede¢i na-
¢in (Grafikon 4):

raspodela bolesnika testiranih na bioloske
markere tumora Mnivo urinarne
VMA

Enivo uriname
HVA

Mnivo LDH
Humnozenost
MYCN onkogena

mnivo s-feritina

Mnivo NSE

i bioptat kostane
srzi

Grafikon 4. Raspodela bolesnika testiranih na bioloske markere tumora

od 63 testiranih pacijenata pri prvoj mIBG scintigrafiji 43 (68%) je imalo povecan nivo
VMA u urinu (Grafikon 5); nivo HVA u urinu je bio povec¢an u 32 (67%) od 48 testiranih
pacijenata (Grafikon 6); povec¢an nivo NSE u 24 od 26 testiranih ispitanika (Grafikon 7);
povecan nivo LDH u 28 od 36 testirane dece (Grafikon 8); poveéan nivo s-feritina u 16 od
32 testiranih (Grafikon 9); umnozen MYCN onkogen je detektovan u 7 neuroblastoma od
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27 testiranih (Grafikon 10);. Celije neuroblastoma su nadene u ko$tanoj srzi 12 ispitanika
od 39 bioptirane dece (Grafikon 11).

nivo urinamme VMA na prvoj mIBG scintigrafiji

m normalna vrednost
urinarne VMA

m patolodka vrednost
urinarne VMA

Grafikon 5. Raspodela patoloskih i normalnih nivoa urinarne VMA na prvoj simpaticko-adrenalnoj
scintigrafiji

nivo urinarne HVA na prvoj mIBG scintigrafiji

m normalan nivo uriname
HVA

1 patoloski nivo urinarne
HVA

Grafikon 6. Raspodela nivoa urinarne HVA na prvoj simpati¢ko-adrenalnoj scintigrafiji u testiranih
bolesnika
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nivo NSE

o normalan nivo

| patoloski nivo

Grafikon 7. Raspodela nivoa NSE na prvoj simpaticko-adrenalnoj scintigrafiji u testiranih bolesnika

nivo LDH

normalan nivo

m patoloski nivo

Grafikon 8. Raspodela nivoa LDH na prvoj simpatic¢ko-adrenalnoj scintigrafiji u testiranih bolesnika



nivo s-feritina

mnormalan nivo
1 patoloski nivo

Grafikon 9. Raspodela nivoa s-feritina na prvoj simpati¢ko-adrenalnoj scintigrafiji u testiranih bolesnika

prisustvo umnozenog MYCN onkogena

mbez povecanog broja
kopija MYCN

m povecan broj kopija
MYCN

Grafikon 10. Prisustvo umnozenog broja kopija MYCN onkogena u tumorskom bioptatu testiranih

bolesnika
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prisustvo ¢elija NB u testiranom bioptatu
koStane srzi

odsustvo ¢elijaNB u
kostanoj srzi

m prisustvo celijaNB u

kostanoj srzi
69% d

Grafikon 11. Raspodela prisustva Celija neuroblastoma u bioptatu kostane srzi testiranih bolesnika

U svih 76 dece je ucinjena 1 scintigrafija; 31 dete je imalo 2 mIBG scintigrafije tokom

trajanja studije; 20 dece je imalo 3 scintigrafije; 8 dece 4 scintigrafska ispitivanja; 5 dece je

imalo po 5 scintigrama; 2 dece po 6 a jedna devojcica je imala 7 scintigrafija dok je trajala

studija (Grafikon 12).

6 scintigrafija

1

5 scintigrafija

7 scintigrafija

4 scintigrafije

3 scintigrafije

2 scintigrafije

broj scintigrafija po bolesniku

Grafikon 12. Broj simpati¢ko-adrenalnih scintigrafija pomo¢u mIBG po bolesniku
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4.5.Rezultati bodovanja planarnih simpaticko-
adrenalnih scintigrama

Na scintigamima SIOPEN meko-tkivni skor je bio od 0 do 5 a osteomedularni skor od
0 do 57. Kiri skor je bio od 0 do 26. Distribucija mekotkivnih SIOPEN skorova na prvoj
scintigrafiji prikazan je na grafikonu 13.

45

40 ¥

35

30

25

skorom
L 2

4 vrednost
mekotkivnog
SIOPEN skora

20

15

10

broj pacijenata sa datim mekotkivnim SIOPEN

.

0 T T T ’I 1

0 1 2 3 4 5
vrednost SIOPEN mekotkivnog skora

Grafikon 13. Distrubicija vrednosti mekotivnog SIOPEN skora na prvoj simpaticko-adrenalnoj scintigrafiji
pomocu mIBG

Distribucija osteomedularniih SIOPEN skorova na prvoj scintigrafiji prikazan je na gra-
fikonu 14.

46



70
60 l

50

40

¢ vrednost

30 osteomedularnog
SIOPEN

skora

skorom

20

10

0 B +Gee 06 ¢ o
0 20 40 60

broj pacijenata sa datim
osteomedularnim SIOPEN

brojc¢ana vrednost osteomedularnog SIOPEN skora

Grafikon 14. Distribucija osteomedularnih SIOPEN skorova na prvoj adrenalno-simpati¢koj scintigrafiji

4.6.Povezanost skorova SIOPEN semikvantitativhog
bodovnog sistema sa ,,bioloskim“ osobinama tumora

Osteomedularni SIOPEN skorovi su bili statisticki znacajno veci kod dece sa pozitivnim
nalazom biopsije kostane srzi (Mann-Whitney U =77,9; p=0,009); kod dece sa povecin
nivoom VMA u urinu (Mann-Whitney U =322; p=0,038) i kod dece u uznapredovalom
klinickom stadijumu bolesti (Spearman r=0,37; p=0,003) .

Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu osteomedularnog i mekotkivnog SIOPEN
skora u odnosu na patohistoloski stadijum neuroblastoma, u odnosu na povecane nivoe
HVA u urinu, odnosno povecane serumske nivoe LDH, NSE i feritina. Razlika nije poka-
zana izmedu SIOPEN skorova i prisustva umnozenog MYCN onkogena. (Tabela 3).

4.7.Povezanost skorova SIOPEN semikvantitativhog
bodovnog sistema sa skorom Kiri semikvantitativhog
bodovnog sistema

Uocena je statisticki znacajna linearna povezanost Kiri skora sa steomedularnim i mekot-
kivhim SIOPEN skorom pri bodovanju prva tri planarna mIBG scintigrama: na prvom
bodovanom scintigramu (n=75) SIOPEN mekotkivni skor r=0,696; osteomedularni SIO-
PENskor 43, r=0,676, p < 0,001; na drugoj scintigrafiji (n=31) SIOPEN mekotkivni skor
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r=0,715; osteomedularni SIOPENskor , r=0,47 p < 0,001, ; na trecoj scintigrafiji (n=20)
SIOPEN mekotkivni skor r=0,509; osteomedularni SIOPENskor , r=0,656 , p = 0,002 (Ta-
bela 4).

4.8.Povezanost urinarnih nivoa VMA i HVA u bolesnika

Pacijenti koji su imali patoloske vrednosti nivoa VMA u urinu su u 85% slucajeva imali
i patoloske vrednosti nivoa HVA u urinu. Oni koji nisu imali patoloske vrednosti VMA
u mokraci, u 27% su imali patoloske vrednosti HVA u urinu. Postoji statisticki znacajna
povezanost pozitivnosti nalaza VMA i HVA (hi-kvadrat = 15,7, DF = 1, p < 0,001). Mera
slaganja patoloskih nalaza VMA i HVA u urinu iznosi kappa = 0,57 (Tabela 5).

4.9.Medusobna povezanost mekotkivnog i
oteomedularnog skora SIOPEN semikvantitativnhog
bodovnog sistema

U 31% pacijenata koji su imali potitivan meko-tkivni SIOPEN skor, bio je pozitivan i
SIOPEN kostani skor. Postoji statisticki znacajna povezanost pozitivnih meko-tkivnih i
kostanih SIOPEN skorova (hi-kvadrat = 5,1, DF = 1, p = 0,025, OR=4,0) (Tabela 6).

U 70% pacijenata koji su imali potitivan kostani SIOPEN skor, bio je pozitivan i me-
ko-tkivni SIOPEN skor. Postoji statisticki znacajna povezanost pozitivnih kostanih i me-
ko-tkivnih SIOPEN skorova (hi-kvadrat = 31,1, DF = 1, p < 0.001, OR = 35,8) (Tabela 7).

Primeri bodovanja pomoc¢u oba semikvantitativna sistema u razli¢itim klinickim uslovi-
ma su dati na slikama 4-8.
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a
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A: inicijalni scintigram B: postoperativni scintigram
0 0
Anterior 201K Duration:748sec Posterior 279K Duration: 748sec E— Anterior 514K Duration:1207sec Posterior 442K Duration1207sec

Slika 4. simpaticko-adrenalni scintigram pomo¢u mIBG-J-123 de¢aka od 7 meseci na inicijalnoj scintigrafiji;
slabodiferentovani neuroblastom (zbog oskudnog bioptata tumora nije odredena prognosticka kategorija);
bez umnozenog MYCN onkogena; povecani nivoi s-feritina, LDH, NSE, urinarnih VMA i HVA. A: SIOPEN
mekotkivni skor 2; SIOPEN osteomedularni skor 0; Kiri skor 1; B. Postoperativni scintigram (extirpatio
tumoris in toto) SIOPEN mekotkivni skor 1; SIOPEN osteomedularni skor 0; Kiri skor 1.
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Slika 5. Planarni simpaticko-adrenalni scintigram ucinjen pomo¢u mIBG-J-123 devojcice od 17 meseci
primljene u bolnicu zbog protruzije oka; na scintigrafiju je upucena kao neuroblastoma glandulae
suprarenalis lateris sinistri (bez klini¢kog i histoloskog stadijuma), pove¢anih nivoa LDH i urinarnih VMA

i HVA. SIOPEN mekotkivni skor 2; SIOPEN osteomedularni skor 57; Kiri skor 17.

50



-
A: inicijalni scintigram B: postoperativni scintigram
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Slika 6. Planarni simpati¢ko adrenalni scintigram pomo¢u mIBG-J-123 devoj¢ice od 15 m. na inicijalnoj
scintigrafiji; registrovana kao neuroblastom diferencirajuceg podtipa u 2b INSS klinickom, odnosno u L2
INRG stadijumu rizika; u klinickoj slici prisutni opsoklonus i nistagmus, bez umnozenog MYCN onkogena;
povecanhi nivoa NSE i urinarnih VMA i HVA; A. SIOPEN mekotkivni skor 1; SIOPEN osteomedularni skor
0; Kiri skor 1. B. SIOPEN mekotkivni skor 0; SIOPEN osteomedularni skor 0; Kiri skor 0.

" ' ' » . 4
: ? ¢ < I |
A B C

0 2 (]
Antrior 529K Durslion 836 sec Postarior 839k Duration 8853ec Anterior 223K Duraban $1758c Postarior 174K Duran:s1 7see Artenor 260K Durstion 71856 Pasterior 224K Dusation 7135t

)
Slika 7. Planarni simpati¢ko adrenalni scintigram pomo¢u mIBG-J-123 decaka od 12 m. pri postavljanju
dijagnoze; registrovan kao neuroblastom diferentovanog podtipa povoljne prognoze u 4. INSS klinckom

stadijumu; MYCN negativan, uz prisutne Celije neuroblastoma u bioptatu kostane srzi; zapoceta terapija
po COJEC protokolu pre prve scintigrafije (A). A: SIOPEN mekotkivni skor 1; SIOPEN osteomedularni
skor 0; Kiri skor 1. B. SIOPEN mekotkivni skor 2; SIOPEN osteomedularni skor 0; Kiri skor 2. C: SIOPEN
mekotkivni skor 1; SIOPEN osteomedularni skor 0; Kiri skor 1.
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Slika 8. Planarni simpaticko adrenalni scintigram pomo¢u mIBG-J-123 devoj¢ice od 34 m. na prvoj
scintigrafiji (A); neuroblastom slabo diferentovanog podtipa nepovoljne prognoze,u 4. Klinickom INSS
stadijumu, MYCN pozitivan, bez Celija neuroblastoma u bioptatu ko$tane srzi, pove¢anih nivoa LDH, NSE,
s-feritina i urinarnih VMA 1 HVA. A: SIOPEN mekotkivni skor 2; SIOPEN osteomedularni skor 0; Kiri skor

2. B: postterapijski (COJEC) SIOPEN mekotkivni skor 0; SIOPEN osteomedularni skor 0; Kiri skor 0
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Tabela 1. Distrubucija pacijenata po klinickom stadijumu bolesti, histoloskoj vrsti
neuroblastoma i dijagnostickim nalazima

N N %
klinicki stadijum (INSS)
1 8 10,5
2 4 5,3
3 63 10 13,2
4 40 52,6
4s 1 1,3
nalaz mijelograma
patoloski 39 12 15,8
normalan 27 35,5
patohistoloska dijagnoza (INPC)
nediferentovan nepovoljan 9 11,8
neduferentovan povoljan 1 1,3
slabo diferentovan nepovoljan 13 17,1
slabo diferentovan povoljan 50 15 19,7
ganglioneuroblastom 5 6,6
ganglioneuroblastom, nodularni 2 2,6
neklasifikovan nb 5 6,6
operacija
operisan 51 45 59,2
neoperisan 6 7,9
EHO
patoloski 70 67 88,2
normalan 3 3,9
CT
patoloski 63 62 81,6
normalan 1 1,3
VMA |
patoloski 63 43 56,6
normalan 20 26,3
HVA,
patoloski 48 32 42,1
normalan 16 21,1
VMA,
patoloski 11 4 9,2
normalan 7 5,3
HVA,
patoloski 7 2 2,6
normalan 5 6,6
umnoZzenost NMYC onkogena
prisustvo 27 7 9,2
odsustvo 20 26,3
feritin
povecan 1 16 21,1
normalan 16 21,1
NSE
povecan 2 24 31,6
normalan 2 2,6
LDH
povecan 36 28 36,8

normalan 8 10,5




Tabela 2. Uzrast pacijenata na scintigrafiji

redosled scintigrafije

srednji uzrast pacijenta (mesec)

prva scintigrafija
druga scintigrafija
treca scintigrafija
Cetvrta scintigrafija
peta scintigrafija

$esta scintigrafija

38
46,5
68
81
158
150

Tabela 3. Povezanost meko-tkivnog i osteomedularnog SIOPEN skora sa nivoom VMA
i HVA u urinu, brojem kopija MYCN onkogena, tumorskim markerima feritinom, LDH
i NSE, prisustvom ¢elija neuroblastoma u bioptatu kostane srzi, histoloskom vrstom

neuroblastoma
SIOPEN skor, SIOPEN skor,
Meko tkivo kost
Biopsija kostane srzi
pozitivna
srednja v. £ S.D. 0,58 + 0,79 18,08 + 20,38*
madiana (opseg) 0(0-2) 0(0 - 55)
negativna
srednja v.+S.D. 0,89 + 0,89 1,44 +7,31*
madiana (opseg) 1(0-3) 0(0-38)
VMA
Pozitivna
srednja v.+S.D. 0,53 + 0,735 8,74 +20,38*
madiana (opseg) 0(0-2) 0 (0 -55)
Negativna
srednja v.+S.D. 1,0 + 1,26 0,15+ 0,5
madiana (opseg) 1(0-4) 0(0-2)
HVA
Pozitivna
srednja v.+S.D. 0,56 + 0,8 8,97 + 17,35
madiana (opseg) 0(0-2) 0(0-57)
Negativna
srednja v.+S.D. 0,81+ 1,17 1,13+ 4,24
madiana (opseg) 0(0-3) 0(0-17)
MYCN
Pozitivna
srednja v.+S.D. 0,86 + 0,69 6,29+ 11,93
madiana (opseg) 1(0-2) 0(0-31)
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SIOPEN skor, SIOPEN skor,

Meko tkivo kost
Negativna
srednja v.+S.D. 0,65+ 0,93 42 +13,28
madiana (opseg) 0(0-3) 0 (0-55)
Ferritin
Pozitivan
srednja v.+S.D. 0,94 + 0,85 8,69 + 15,75
madiana (opseg) 1(0-4) 0(0 - 55)
Negativan
srednja v.+S.D. 1,0 +1,55 8,06 18,26
madiana (opseg) 1(0-4) 0(0-57)
LDH
Pozitivna
srednja v.+S.D. 0,75 + 1,00 10,11 £ 18,17
madiana (opseg) 0,5(0-4) 0(0-57)
Negativna
srednja v.+S.D. 0,75+ 0,71 0+0
madiana (opseg) 1(0-2) 0(0-0)
NSE
Pozitivna
srednja v.+S.D. 0,63 +0,77 6,54 + 15,99
madiana (opseg) 0(0-2) 0 (0 - 55)
Negativna
srednja v.+S.D. 1,0+0 0,5+0,71
madiana (opseg) 1(1-1) 0,5(0-1)
Histoloski stadijum,
srednja v.+S.D, mediana
(opseg)
NB nediferentovan 0,75+1,49 9,8+18,35
nepovoljne prognoze 0(0-4) 0(0-55)
NB slabo diferentovan 0,55+0,93 5,77+11,55
nepovoljne prognoze 0(0-3) 0(0-35)
NB slabo diferentovan 0,45£0,93 0,13%0,34
. 0(0-3) 0(0-1)
povoljne prognoze
0,25+0,5 0+0
Ganglioneuroblastoma 0(0-1) 0(0-0)
0,5+0,71 0+0
Ganglioneuroblastom o
nodularni 0,5(0-1) 0(0-0)
1,4+1,95 6,2+13,864

NB neklasifikovani 0(0-4) 0(0-31)




Tabela 4. Povezanost Kiri skora sa meko-tkivnim i osteomedularnim SIOPEN skrorom

KIRI skor N migiiiljmi p k(?éltgrll)iEsEor p
skor
I scintigrafija 75 0,691 < 0,001 0,676 < 0,001
II scintigrafija 31 0,715 < 0,001 0,470 0,008
III scintigrafija 20 0,509 0,022 0,656 0,002
IV scintigrafija 7 0,491 0,263 0,676 0,096
V scintigrafija 3 0,866 0,333 0,866 0,333
Tabela 5. Slaganje nivoa VMA u urinu sa nivoom HVA u urinu
HVA
VMA normalne patoloske
vrednosti vrednosti
Normalne vrednosti, n (%) 11 (73) 4(27) 15 (100)
Patoloske vrednosti, n (%) 5(15) 28 (85) 33 (100)
16 (33) 32 (67) 48 (100)

Tabela 6. Slaganje meko-tkivnih sa osteomedularnim SIOPEN skorovima

SIOPEN skor kost
SIOPEN skor meko normalne patoloske vrednosti
tkivo vrednosti
normalne vrednosti, n 36 (90) 4 (10) 40 (100)
(%)
patoloske vrednosti, n 25 (69) 11 (31) 36 (100)
(%)
61 (80) 15 (20) 76 (100)

Tabela 7. Slaganje osteomedularnih sa meko-tkivnim SIOPEN skorovima

SIOPEN skor kost
SIOPEN skor meko normalne patoloske vrednosti
tkivo vrednosti

normalne vrednosti, n 31(94) 2 (6) 33 (100)
(%)

patoloske vrednosti, n 13 (30) 30 (70) 43 (100)
(%)

44 (58) 32 (42) 76 (100)
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5. DISKUSLJA

5.1.Pol i uzrast bolesnika

Studijom je obuhvacena nehomogena grupa ispitanika sa sumnjom na neuroblastom ili
dokazanim neuroblastomom, Sirokog raspona uzrasta do 11,2 godine. Neuroblastom se
generalno javlja u dece izmedu rodenja i 6. godine Zivota gde je medijana uzrasta pri
postavljanju dijagnoze 573 dana (18,8 meseci) (55, 56). Po podacima ENSG registra no-
vootkrivenih pacijenata (European Neuroblastoma Study Group; ENSG Survey) osnova-
nog 1982. godine da bi se ustanovile demografske karakteristike neuroblastoma u delu
zapadne Evrope, a u kojem je 11 godina ucestvovalo 30 centara, 90% obolelih se otkrije
do Seste godine starosti. Broj novootkrivenih neuroblastoma opada kako uzrast raste tako
da se posle desete godine Zivota otkrije svega 0,5%. Medijana uzrasta u kojem se otkriva
neuroblastom, u ovom uzorku od 1277 pacijenata je bila 26 meseci. Ka¢ sa saradnicima,
na uzorku od 1392 ispitanika odreduje medijanu uzrasta od 1,3 godine. Uzrast je jedan
od statisticki najznacajnijih nezavisnih prediktivnih faktora rizika. U radovima je jasno
pokazano da je ukupno petogodi$nje prezivljavanje dece mlade od godinu dana 94%, dok
deca uzrasta izmedu 1 i 4 godine prezivljavaju u 60% , odnosno u 55% slucajeva ako su
starosti izmedu 5 i 9 godina (3, 55, 56, 57).

Medijana uzrasta u nasem uzorku (23, 5 meseci) je izmedu ove dve vrednosti koje su
ra¢unate na mnogo ve¢im uzorcima pacijenata (Grafikon 2). Ona je nesto veca nego §to
je srednji uzrast dece obolele od neuroblastoma $to se objasnjava time da je kod vecine
dece predocene scintigrafiji pomoc¢u mIBG bila ve¢ postavljena dijagnoza neuroblastoma
ili su pracena u smislu procene uspeha lecanja. Takode, dominantni deo uzorka su ¢inila
deca u cetvrtom klinickom stadijumu ¢ija je incidence inace najve¢a medu INSS klinickim
stadijumima, a koja su podvrgnuta scintigrafiji pomo¢u mIBG u starijem uzrastu, a ne u
trenutku postavljanja dijagnoze (5).

Deca sa dokazanim neuroblastomom su bila svrstana u 5 klini¢kih i 7 patohistoloskih sta-
dijuma bolesti (Grafikon 3). Bilo je nesto vise devoj¢ica nego dec¢aka (Grafikon 1), $to je u
skladu sa rezultatima dosadasnjih epidemioloskih studija neuroblastoma koji ukazuju na
nesto veci ukupni broj obolelih devojcica koje dominiraju u grupi nizih klini¢kih stadiju-
ma, dok su decaci znacajno brojniji u uzrastu mladem od godinu dana, a u 4. klinickom
stadijumu (3, 5, 58).
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5.2.Klinicki i histoloski stadijum bolesti

5.2.1. Klinicki stadijum odreden na osnovu INSS kriterijuma

Klinicki stadijum bolesti nadih pacijenata odredivan je na osnovu INSS kriterijuma. Naj-
ve(i broj scintigrafija pomo¢u mIBG je ucinjen kod dece u 4. klini¢ckom stadijumu (40/76).
Predominantnost 4. klinickog stadijuma u ovoj studiji se moze objasniti na slede¢i nacin:
incidenca 4. klini¢ckog stadijuma je najveca medu INSS stadijumima bolesti, a kako je
mIBG scintigrafija vrlo senzitivan ali i skup test, bio je primenjen kod pacijenata koji su
praceni u tercijaranim zdravstvenim ustanovama gde su primani naj¢es¢e u odmaklom
stadijumu bolesti. Kako je glavno obelezje 4. klinickog stadijuma prisustvo metastaza u
kostanoj srzi koje se najsenzitivnije detektuje simpaticko-adrenalnom scintigrafijom po-
moc¢u mIBG, to je statisticki znacajna povezanost izmedu ovog INSS stadijuma bolesti i
skeletnog SIOPEN skora u naSem uzorku pokazana kako se ocekivalo.

Nasa studija nije pokazala povezanosti izmedu meko-tkivhog SIOPEN ,,skora“ i klini¢-
kog stadijuma bolesti $to se moze objasniti mali brojem pacijenata kod kojih je adrenal-
no-simpaticka scintigrafija pomoc¢u mIBG ucinjena pre bilo koje terapijske intervencije
(operacije pre svih; mali broj ,inicijalnih” scintigrafija) kao i zbog malog broja pacijenata
koji imaju metastaze u mekom tkivu (Tabela 3).

5.2.2. Histoloski stadijum neuroblastoma odreden na osnovu INPC
kriterijuma

Brojne studije su pokazale da je INPC sistem kriterijuma vrlo senzitivan (90,9%), mada
mu je specificnost niska (50,8%), te da ovaj sistem kriterijuma ima znacajan uticaj na
ishod lecenja kod obolelih od neuroblastoma. Burges je sa saradnicima, u studiji od 209
pacijenata iz Spanskog Nacionalnog registra za neuroblastoma, odredivao prognosticku
snagu INPC kriterijuma. U ovoj grupi je bilo 61% bolesnika sa nepovoljnim histoloskim
karakteristikama neuroblastoma od kojih je 2/3 umrlo uz srednje vreme prezivljavanja od
33 meseci. Od 54 bolesnika u 4.klinickom stadijumu, sa srednjom stopom prezivljavanja
od 35 meseci, oko 60% je umrlo. Ovaj autor zakljucuje da pacijenti u 4. klinickom stadi-
jumu bolesti uz nepovoljni histoloski oblik neuroblastoma imaju lo$ ishod bolesti. LNSE
grupa (Localised Neuroblastoma European Study Group) je slicno Burgesu, pokazala da
INPC kriterijumi imaju znacajan uticaj na prognozu paciijenata u 2b INSS stadijumu (59,
60, 61, 61).
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Patohistoloski stadijum neuroblastoma odredivan pomoc¢u INCP kriterijuma, u nasoj stu-
diji nije pokazao povezanost sa SIOPEN skorovima planarne mIBG scintigrafije. Ovo se
moze objasniti time $to su histoloski tipovi tumora razvrstani u 7 grupa §to je previse za
veli¢inu uzorka od 50 histoloski identifikovanih neuroblastoma (Tabela 1), koliko ih je
bilo u nasoj studiji. Studije iz literaturnih podataka su histoloske tipove grupisale najcesce
u grupe povoljne i nepovoljne histologije, $to se odnosilo na prognosticki smisao INPC
kriterijuma. ,,Razudenost® stratifikacije uzorka moze biti uzrok tome $to povezanost nije

uocena.

5.3.,,Bioloski markeri” tumora

Rili i saradnici su pokazali da se od 495 analiziranih ¢lanaka, u kojima su detektovali 195
razli¢itih tumorskih markera, najveci broj bavi dijagnozom (288 ¢lanaka) i prognozom
u neuroblastomu (260 ¢lanaka) (17). Znacaj nekih tumorskih markera je poznat jo$ od
$esdesetih godina proslog veka (63) dok se znacaj, recimo, umnozenosti MYCN onko-
gena sve Ce$ce potvrdivao u sve brojnijim radovima objavljivanim tek posle 1989.: pre
1985. nije objavljen ni jedan rad, od 1985-1989. 8 radova, a 62 rada su objavljena posle
1990. Ovi autori su pokazali da su umnozenost MYCN onkogena, VMA, HVA, serumski
ferritin(s-feritin), NSE i LDH u vrhu tabele ucestalosti analiza njihovih dijagnostickih
odnosno prognostickih mogu¢nosti. Zato ne iznenaduje sto su odredivanje nivoa VMA i
HVA u urinu, nivoa LDH, NSE i s-feritina u krvi, prisustva umnozenog NMYC onkogena
u ¢elijama neuroblastoma, nalaz biopsije kosne srzi (mijelogram) kao i INSS i INPC kla-
sifikacija bolesti postali standardni deo dijagnostickog algoritma neurblastoma koji vrlo
precizno definiSu samu bolest.

To je razlog zasto su ove varijable odabrane za poredenje sa skorovima semikvantitativnog
SIOPEN bodovnog sistema: one su kao deo obaveznog dijagnostickog postupka bile naj-
dostupnije u istorijama bolesti nasih malih pacijenata.

5.4.Patoloski nivoi urinarne VMA i HVA

Literaturni podaci ukazuju na veoma dobre dijagnosticke mogu¢nosti urinarnih nivoa
VMA i HVA kao tumorskih markera. U hitnim situacijama kao sto su koagulopatije ili
kada je ugrozeno disanje, test na urinarne kateholamine, ¢ija ekskrecija ne varira u dnev-
nom ritmu, moze biti jedini test koji se bezbedno izvodi ne bi li se zapocelo sa terapijom.
(55) Urinarni kateholamini sluze i za diferencijalnu dijagnozu neuroblastoma u odnosu
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na druge decje tumore malih okruglih ¢elija. Poznato je da se u ¢elijama neuroblastoma
kod kojih postoji pove¢ana produkcija kateholamina, zbog manjka vezikula za njihovo
skladi$tenje, ovi vrlo brzo metabolisu u VMA. Monsenjo je sa sardnicima pokazala u gru-
piod 395 dece da se nivoi urinarnih kateholamina znacajno razlikuju kod obolelih od ne-
uroblastoma u odnosu na kontrolnu grupu, te da se pri optimalnom pragu ROC krive test
za VMA i HVA dostizu specificnost od 97% i 96% za senzitivnost od 100% u oba slucaja u
uzrasnim grupama od 0-1godinu, 1-5 godina i 5-10 godina (64). Sli¢ne rezultate saopstava
i Barko sa saradnicima koji je na uzorku od 926 pacijenata podeljenih u 8 uzrasnih grupa
pokazao da je senzitivnost za testove urinarnih nivoa VMA odnosno HVA niza u obolele
dece prvog i drugog klinickog stadijuma (81,8% i 73,2% ), a da se znacajno povecava kod
obolelih u 4. klinickom stadijumu (95% za oba testa). Senzitivnost i specificnost testa na
urinarni VMA i HVA u 4S klinickom stadijumu neuroblastoma dostize i 100% (65) .

Povecani nivoi kateholaminskih metabolita u urinu se sre¢u u skoro 60% bolesnika sa
metastazama. Kod bolesnika sa lokalizovanim neuroblastomom (nizi klini¢ki stadijumi)
ti nivoi su normalni. Pokazalo se takode, da su VMA i HVA u urinu najsenzitivniji od svih
tumorskih markera pri detekciji recidiva metastatske bolesti (66). Ispitanici u nasoj studiji
koja je najve¢im delom obuhvatala pacijente u 4. klini¢ckom stadijumu (52,6%) najcesce su
imali pove¢ane metabolite kateholamina u urinu (85%) (Tabela 5) na prvoj scintigrafiji.
Povezanost povec¢anih nivoa VMA u urinu i osteomedularnog ,,skora“ na planarnoj mIBG
scintigrafiji (Tabela 3) moze se objasniti time da je manje diferentovani neuroblastom
skloniji je metastaziranju koje se detektuje vrlo senzitivnim mIBG testom, koji pokazuje
optimalnu senzitivnost u detekciji metastaza u kostanoj srzi. Ovaj nalaz potvrduje znacaj
odredivanja metabolita kateholamina u urinu i dodatno objasnjava ve¢e SIOPEN skorove
u pacijenata sa pove¢anim nivoom VMA.

5.5.Serumski nivo neuron specifi¢cne enolaze

Neuron specifi¢na enolaza, izomer glikolitickog enzima kojeg sintetisu neuroni i neuro-
endokrine Celije, je statisticki znacajno povecana u ve¢im klini¢kim stadijumima bolesti.
ISiguro je sa saradnicima prvi pokazao da ovaj enzim moze biti povec¢an kod obolelih od
feohromocitoma, neuroblastoma i drugih tumora malih okruglih ¢elija. Zelcer, a potom
i Kuper pokazuju da se serumski nivoi NSE statisticki znacajno razlikuju izmedu nizih i
visih klinickih stadijuma neuroblastoma i da su povec¢ni u vi§im stadijumima neurobla-
stoma. Kuper dalje uocava razliku izmedu nivoa NSE kod neuroblastoma kod kojeg je
povecan i ganglioneuroma kod kojeg je normalan. Pokazalo se da je povecan nivo NSE je
bolji u detekciji metastaskog relapsa od pove¢anog nivoa laktat dehidrogenaze LDH (21,
22, 67, 68, 69, 70).
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5.6.Nivo serumskog feritina

U studiji Hana i saradnika feritin pozitivno korelira sa klinickim stadijumom bolesti. Kod
34 njihovih bolesnika sa neuroblastomom, ¢ije su vrednosti serumskog feritina grupisane
u normalne (< 75ng/ml), intermedijarne (75-142 ng/ml) i povecane (>142 ng/ml) se po-
kazalo da za 36 meseci duze prezivljava grupa sa nisko normalnim vrednostima feritina.
(22) Analiza 8 800 obolelih od neuroblastoma (International Risk Group Analityc Cohort)
je pokazala da je serumski ferritin (s-feritin) nezavisni prognosticki faktor u proceni EFS
kako u opstoj populaciji obolelih od neuroblastoma, tako i kod visokorizi¢nih pacijenata.
Pacijenti stariji od 18 meseci u 4. klinickom stadijumu sa nivoom s-feritina ve¢im od 92
ng/ml imaju petogodisnje prezivljavanje u svega 20% slucajeva. Ista studija je pokazala
da pacijenti u 1., 2., 3. 4§ klinickom stadijumu sa vrednostima LDH veéim od 587 U/L za
20% krace zZive nego oni ¢ije su vrednosti LDH manje od 587 U/L. Na kraju, studija Kona
i saradnika zakljucuje da iako su s-feritin, NSE i LDH nezivisni prediktori u podgrupama
obolelih od neuroblastoma, oni su bolji markeri rasirenosti bolesti nego markeri biologije
tumora. Pokazalo se da su ovi tumorski markeri slabiji prognosticki faktori te je njihova
primena u smislu klinicke stratifikacije rizika i planiranja terapije prevazidena drugim
statisticku robusnijim genetskim i bioloskim markerima (72).

Zbog svega ovoga pretpostavilo se da ¢e postojati povezanost izmedu izmedu nivoa s-feri-
tina, NSE, LDH i SIOPEN skorova. Takva povezanost nije potvrdena u nasoj studiji(Tabe-
la 3) $to se pripisuje heterogenoj grupi ispitanika: malim brojem bolesnika niskog klini¢-
kog stadijuma bolesti, malim brojem inicijalnih scintigrafija, tj. malim brojem bolesnika
u kojih je nivo ovih tumorksih markera odredivan pre bilo koje terapijske intervencije,
kao i nestandardizovanim dijagnostickim protokolom koji je primenjen kod pacijeneta
podvrgnutih adrenalno-simpatickoj scintigrafiji.

5.7.Prisustvo celija neuroblastoma u bioptatu (aspiratu)
kostane srzi

Hartman je sa sardnicima na uzorku od 218 pacijenata u 4. klinickom stadijumu od kojih
je 169 imalo skeletne metastaze, a 203 pozitivan nalaz biopsije ko$tane srzi, procenjuju-
¢i scintigrafijom pomo¢u mIBG zahvacenost skeleta neuroblastomom posle terapije, po-
kazao da, odsustvo kostanih metastaza na adrenalno-simpatickoj scintigrafiji u¢injenoj
pomoc¢u mIBG, pored urasta mladeg od 24 meseci i terapijske kombinacije busulfana -
mefalana i visokodozne hemoterpaijie, predstavlja snazan i nezavistan pokazatelj povoljne
prognoze ovih pacijenata (73). Nalazi scintigrafije pomoc¢u mIBG, u studiji Parka i sarad-
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nika koja testira diferentovansot metastatskih neuroblasta u kostanoj srzi , izvedenoj u 42
od 51 pacijenta, su u potpunosti bili saglasni sa nalazom bopsije kostane srzi (negativna
prediktivna vrednost mIBG scintigrafije je bila 100%). Ova studija je takode pokazala da
se novoi urinarnih kateholamina nisu razlikovali medu pacijentima sa diferentovanim
neuroblastoma u poredenju sa pacijentima koji su u kostanoj srzi imali nediferentovane
neuroblaste. Takode, nije postojala razlika izmedju pacijenata sa diferenciraju¢im i “nedi-
ferencirajucim” neuroblastima u pogledu starosti, nivoa tumorskih markera (LDH, NSE,
s-feritina,) nivoa urinarnih VMA i HVA. Znacajno duze prezivljavanje se uocilo u gru-
pi bolesnika sa diferenciraju¢im neuroblastoma (74). Neuroblasti primarnog tumora se
od celijske linije neuroblasta koji infiltrisu kostanu srz se razlikuju u ekspresiji oko 1000
gena. Kod metastatskih celija smanjena je ekspresija uglavnom gena koji su ukljuceni u
regulaciju celijskog meducelijskog kontakta dok je povecana ekspresija gena koje obi¢no
eksprimiraju Celije normalne kostane srzi kao $to su geni za mijeloperoksidazu, antigen
mijeloidne diferencijacije, geni za neke citokine itd (75).

SIOPEN skeletni ,,skor” je u naSem uzorku bio ve¢i kod bolesnika sa pozitivnim nalazom
biopsije kosne srzi (,,pozitivan mijelogram”) (Tabela 3). To je u skladu sa navedenim li-
teraturnim podacima koji ukazuju da je mIBG scintigraija vrlo specifi¢na i senzitivna u
detekciji infiltracije kostiju i kostane srzi te da ima vecu senzitivnost nego citoloska analiza
rutinski dobijenih boptata kostane srzi.

5.8.Prisustvo povecanog broja kopija MYCN onkogena u
¢elijama neuroblastoma (umnoZenost MYCN onkogena)

MYCN gen se nalazi na kratkom kraku drugog hromozoma humanog genoma (2p24)
i ima znacajnu ulogu u regulaciji celijskog ciklusa simpatickih ganglija i ¢elija neural-
nog grebena. Prevelika ekspresija ovog gena ubrzava malignu alteraciju u neuroblastomu.
Umnozenost ovog onkogena se srece u 16-24% obolelih od neuroblastoma i jedan je od
standardnih tumorskih biomarkera. Siger je prvi pokazao, pre trideset godina, u studiji 89
dece,da postoji znacajna povezanost umnozenih kopija MYCN onkogena i visih klinickih
stadijuma bolesti: kod dvoje od 24 dece sa lokalizovanim neuroblastoma a koja su imala
umnozen MYCN doglo je do progresije bolesti; ni jedno od 5 dece u 4S klinickom stadi-
jumu nije imalo umnozen MYCN onkogen. Sli¢ne rezultate sopstavaju Alvarado i Kacen-
stajn (55, 76, 77, 78, 79, 80). Minard i saradnici su nedvosmisleno pokazali da je period do
progresije bolesti, relapsa ili smrti iz bilo kojeg razloga (EFS: event-free survival) znacajno
duzi kod odojc¢adi do godinu dana uzrasta, ukoliko nemaju umnozen MYCN onkogen
i kostane metastaze. U ovoj studiji najjaci prognosticki faktor je bilo prisustvo kostanih

metastaza (81). Ihara je potvrdio i pokazao da se umnozenost MYCN onkogena cesce
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srece u visim klinickim stadijumima bolesti, te da oboleli sa umnozenim MYCN imaju i
znacajno vece serumske nivoe NSE i feritina, kao i znacajno vece nivoe urinarnih kateho-
lamina (82).

Broj pacijenata sa umnozenim MYCN onkogenom je u nasoj grupi ispitanika bio sli¢can
kao i u grupi Ihare i saradnika (u nasoj studiji 7/27 vs. 13/33) (Tabela 1) (Tabela 3). Umno-
zenost MYCN onkogena, odredivana metodom fluorescentne hibridizacije in situ (FISH),
koja je pouzdan indikator lose prognoze u pacijenata sa neuroblastomom, a ¢ija klinicka
uloga jo$ nije sasvim jasna, znacajno i obrnuto proporcionalno korelira sa prognozom
u ovih bolesnika. Uoceno je takode da pacijenti sa neuroblastomom kod kojeg postoji
umnozen MYCN onkogen pokazuju izvestan obrazac ,,ogranicenog i fokalnog® nakuplja-
nja radiofarmaka pri mIBG scintigrafiji.(83) Na osnovu lharinig rezultata o povezano-
sti patoloskih vrednosti NSE, serumskog feritina i urinarnih kateholamina sa pove¢anim
brojem kopija MYCN onkogena, pretpostavka je da bi se nalaz povecanog broja kopija
ovog onkogena u Celijama neuroblastoma, mogla povezati na sli¢an nacin i sa SIOPEN
skorovima. Ocekivalo bi se da SIOPEN skor stoga bude povezan i sa prisustvom veceg
broja MYCN kopija u ovom uzorku pacijenata. Takva povezanost nije uocena u ovoj stu-
diji $to se objasnjava malim i nehomogenim brojem ispitanika.

Fendler je sa saradnicima poredio nalaze tomografske jednofotonske adrenal-simpaticke
scintigarije (mIBG SPECT) koje je procenjivao koristeci odnos nakupljanja radiofarmaka
u tumoru i jetri (odnos tumor-jetra). Nalaze je potom poredio sa histoloskim podtipo-
vima neuroblastoma kod 47 pacijenata srednjeg uyrasta 2 godine i 6 meseci od kojih je
70% bilo u klinickom stadijumu 3 i 4. On je nasao blisku povezanost izmedu intenziteta
nakupljanja benzilgvanidina i histoloskog podtipa tumora (84). Okujama, u studiji od
23 bolesnika, nije nasao povezanost intenziteta nakupljanja radiofarmaka sa histoloskim
stadijumom neuroblastoma (85). Brans je sa saradnicima uporedivao planarne scintigra-
me ucinjene pomoc¢u mIBG, koriste¢i vizualnu skalu od 7 tacaka kod 26 bolesnika sa
neuroblastomom i nije naSao povezanost izmedu intenziteta nakupljanja radiofarmaka i
histologiije tumora. Predlozio je zato upotrebu semikvantitativnog procenjivanja planar-
nog scintigrama (86).

Nasa studija je bodovala planarne scintigrame dobijene pomo¢u mIBG-J-131 ili pomoc¢u
mIBG-J-123 (89 odnosno 54 scintigrama) iako literaturni podaci ukazuju da je Kiri bo-
dovni ,,skor” planarne scintigrafije pomoc¢u mIBG-J-123 scintigrafije senzitivniji (87). S
obzirom da je benzilgvanidilna scintigrafija obavezan test pri postavljanju dijagnoze kao
i pri pracenju ishoda le¢enja kod dece obolele od neuroblastoma, izbor radiofarmaka je
prevashodno zavisio od njegove trenutne dostupnosti. Procenjeno je da je ve¢i rizik po
decu da se ne ucini ovo nuklearno-medicnsko testiranje, nego $to je radijacioni rizik od
radionuklida J-131.U svih ispitanika je kao premedikacija primenjivan Solutio Lugoli tri

dana pre snimanja i na sam dan snimanja.
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Spora intravenska aplikacija radifarmaka nije ni u jednog ispitanika izazvala nezeljene
adrenergicke i alergijske manifestacije.

Aplikovana aktivnost (,doza®) je bila u skladu sa preporukama vodica za radiojodidnu
scintigrafiju pomoc¢u mIBG, Evropske Asocijacije za nuklearnu medicinu (EANM), o naj-
manjoj dovoljnoj dozi za scintigrafsko ispitivanje (45, 54).

5.9.Semikvantitativni bodovni sistemi u proceni
scintigrama ucinjenih pomoc¢u mIBG

5.9.1. SIOPEN semikvantitativni bodovni sistem

Dekarolis je u studiji 147 planarnih adrenalno simpatickih scintigrama pomoc¢u ml-
BG-J-123 ucinjenih u 58 pacijenta starijih od godinu dana sa neuroblastomom u 4. kli-
nickom stadijumu, procenjujuci ih pomocu Kiri i SIOPEN bodovnog sistema, pokazao
znacajnu moc¢ inicijalnog osteomedularnog skora SIOPEN bodovnog sistema u prognozi
ranog relapsa bolesti. Takode je pokazao da se distribicija skorova oba bodovna sistema
u odnosu na glavne faktore prognoze ishoda (MYCN status, uzrast, rani relaps bolesti ili
smrt pacijenta) nije razlikovala medu pacijentima. Pacijenti kod kojh je bolest recidivi-
rala u okviru 18 meseci su imali vece skorove dobijene po oba bodovna sistema posle 6
ciklusa hemoterapije. Studija je nedvosmisleno pokazala odli¢nu interobserversku pouz-
danost SIOPEN osteomedularnog skora koja ga, kao i ¢vrsta linearna povezanost skorova
oba bodovna sistema, kvalifikuje za Siroku klinicku upotrebu. Ova znacajna korelacija sa
skorovima Kiri bodovnog sistema, najvise testiranog sistema bodovanja planarne adre-
nalno-simpaticke scintigrafije pomoc¢u mIBG, preporucuje jo$ jednom uvodenje SIOPEN
bodovnog sistema u svakodnevnu klinicku praksu. Diboa je na velikoj grupi od 648 dece
u 4S i 4. klinickom stadijumu neuroblastoma pokazao ucestalost pojedinih metastaskih
mesta, kao i da mesto metastaze korelira sa uzrastom, biologkim osobinama tumora i du-
zinom prezivljanja ali nije nezavistan prognosticki faktor. Rezultati njegove studije su uka-
zali na potrebu testiranja i mekotkivnog skora SIOPEN bodovnog sistema (88, 89).

Po saznanju autora studije, ovo je prvi put da su dva dela istog semikvantitativnog bodov-

nog sistema procenjivani jedan u odnosu na drugi.

Nasa studija je ispitujuci oba skora SIOPEN bodovnog sistema pokazala da postoji vi-
soko statisticki znacajna povezanost izmedu mekotkivnog i kostanog segmenta SIOPEN
semikvantitativnog ,,skora“ $to se objasnjava metastatskom prirodom nekih oblika neu-
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roblastoma.Vec¢i kostani SIOPEN skorovi imaju uodljivije ¢es¢e ve¢e mekotkivne SIOPEN
skorove, dok se za obrnutu situaciju ne moze isto tvrditi. Ipak, 31% ,,pozitivnih® mekot-
kivnih SIOPEN bodova je pozitivno i pri bodovanju kostanog segmenta mIBG planarne
scintigrafije §to jeste statisticki znacajno. Odli¢no slaganje oba bodovna sistema (Kiri i
SIOPEN) planarnog mIBG scintigrama i u nasoj studiji se objasnjava ¢injenicom da Kiri
sistem ima u sebi inkorporiran i mekotkivni skor.
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6. OGRANICENJA STUDIJE

Rezultati studije su dobijeni na malom uzorku koji nije stratifikovan po uzrastu. Ukljuce-
ni su scintigrami dobijeni pomocu radifarmaka (metajodobenzilgvanidina) obelezenog
razli¢itim izotopima joda (J-123 i J-131) iako je poznato da je mIBG-]J123 senzitivniji test
i nosi manji rizik od ozracivanja. Naranjo sa saradnicima je saopstio da ne postoji razlika
u Kiri skorovima izra¢unatim na mIBG-J123 ili na mIBG-J131 planarnim scintigramima.
(49) Na osnovu ovog saznanja odluceno je da se u studiju uvrste scintigrami dobijeni po-
moc¢u razli¢itih radionuklida.

Bioloski markeri kao ni histoloska vrsta neuroblastoma nisu bili poznati kod svih pacije-
nata ¢iji su scintigrami bodovani.

U studiji je bilo svega nekoliko inicijalnih scintigrama, a ve¢ina scintigrama je dobijena
posle neke od terapisjkih intervencija: operacije ili hemioterapije. To je proizvelo svega
nekoliko scintigrama na kojima su prisutne metastaze na drugom mestu van osteomedu-
larnih regija te je i povezanost klinickog stadijuma i meko-tkivnog SIOPEN skora izostala.
Ovo je donekle potkrepljeno nalazom Di Boaa koji je u grupi od 434 dece u 4. klinickom
stadijumu bolesti, starijih od godinu dana pokazao predominantno prisustvo osteomedu-
larnih metastaza. (89)
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7. ZAKLJUCNA RAZMATRANJA

Pojava SIOPEN bodovnog sistema 2009. godine, jo$ jednog u nizu semikvantitativnih
bodovnih sistema u proceni adrenalno-simpaticke scintigrafije kod dece obolele od ne-
uroblastoma, nametnula je potrebu da se analizom dobijenih vlastitih rezultata proceni
mesto ovog sistema u uslovima nade nuklearnomedicinske prakse. Ovaj bodovni sistem
formira dva ,,skora“: mekotkivni, koji ocenjuje patolosko nakupljanje radiofarmaka mIBG
u mekom tkivu obolelog i skeletni (osteomedularni) ,,skor®, koji ocenjuje patolosko na-
kupljanje radiofarmaka u skeletu i ko$tanoj srzi obolelog. Sistem je dizajniran pre svega
za evaluaciju scintigrama kod visoko-rizi¢nih pacijenata, tj. kod pacijenata kod kojih su
metastazama neuroblastoma zahvaceni kost i ko$tana srz. Zato ne iznenaduje $to se u lite-
raturi nalaze podaci o klinickom testiranju samo skeletnog skora.

Kako je plan da se ovaj sistem bodovanja scintigrama dobijenih pomo¢u mIBG uvrsti u
rutinsku upotrebu u Centru za nuklearnu medicinu Klinickog centra Srbije , to smo te-
stirali i njegov mekotkivni ,,skor®, te oba ,,skora“ uporedili sa ,,skorom” bodovnog sistema

,»Kiri“ koji je najc¢esce ispitavan semikvantitativni sistem u klinickom miljeu.

Dosadasnje iskustvo sa upotrebom mIBG -J-123 kao radiofarmakom izbora za simpa-
ticko-adrenalnu scintigrafiju kod dece obolele od neuroblastoma (koji nam je dostupan
unazad nekoliko godina) , ocekivano je bolje u odnosu na iskustvo sa mIBG-J-131. Sma-
njeno je vreme izmedu aplikacije radiofarmaka i snimanja na gama kameri, smanjeno je
ozracivanje pacijenata koje isporucuje radioizotop J-123, a dobijeni scintigrami su ,,inter-
pretabilniji®

Upotreba radionuklida J-123 za obelezavanje metajodobenzilgvanidina omogudila je da
se kod ove dece ucine i tomografski snimci upotrebom jednofotonske emisione kompju-
terizovane tomografije (SPECT). S obzirom na to da je SPECT obavezan modalitet akvi-
zicije kod rutinske simpaticko-adrenalne studije pomo¢u mIBG kod ovih pacijenata, to bi
u doglednoj buduc¢nosti bilo logi¢no ispitati evaluacionu mo¢ mekotkivnog ,,skora“ SIO-
PEN bodovnog sistema na tomografskim snimcima. Ovaj mekotkivni ,,skor” pokazao bi
svoju vrednost narocito u sagledavanju patoloskog nakupljanja u jetri i na taj nacin dodat-
no rasvetlio dijagnosticki i postterapijski metastaski obrazac nakupljanja radiofarmaka.

Neophodno je takode, nakon $to se stekne izvesno iskustvo u koris¢enju SIOPEN se-
mi-kvantitativnog bodovnog sistema u nasem nuklearnomedicinskom radu, proceniti i
uticaj subjektivnosti u interpretaciji scintigrama tj. odrediti interobserversku i intraobser-
versku pouzdanost ,,skorova“. Time bi sama simpaticko-adrenalna studija kao test dobila

na pouzdanosti i preciznosti.
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Ishod i kvalitet prezivljavanja pacijenata su glavni ciljevi svakog le¢enja pa i lecenja dece
sa neuroblastomom. Zato se namece potreba da se oba ,,skora“ SIOPEN bodovnog siste-
ma testiraju i u tom smislu, tj. u uslovima sve veceg broja dece sa otkrivenim i leCenim
neuroblastomom. S obzirom na sve bolje dijagnosticke (ve¢i broj ,,bioloskih® markera ne-
uroblastoma koji su dostupni za analizu pri postavljanju dijagnoze; precizna INSS i INPC
kategorizacija pacijenata pri registraciji; ¢lanstvo u SIOPEN udruzenju) kao i terapijske
mogucnosti (ukljuc¢ujudi i terapiju pomoc¢u mIBG -J-131), uzorak za studiju bi bio kvali-

tetan po veli¢ini i jasno stratifikovan.
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8. ZAKLJUCCI

1. SIOPEN skorovi u osteomedularnom segmentu planarnog mIBG scintigrama
su ve¢i u dece obolele od neuroblastoma sa patoloski pove¢anim nivoom VMA.
85% dece u 4. klini¢ckom stadijumu na prvoj planarnoj mIBG scintigrafiji ima

povecan osteomedularni SIOPEN skor.

2. SIOPEN osteomedularni skor je veci u pacijenata u visem klinickom stadijumu

bolesti kao i kod pacijenata sa pozitivnim nalazom mijelograma.

3. Postoji povezanost izmedu meko-tkivnog i osteomedularnog dela SIOPEN
skora. 70% pacijenata sa pozitivnhim osteomedularnim skorom imalo je i po-
zitivan meko-tkivni skor. 31% pacijenata sa pozitivnim meko-tkivnim skorom

imalo je pozitivan i osteomedularni skor.

4.  Postoji odli¢na linerana korelaciija oba SIOPEN skora (osteomedularnog i me-

ko-tkivnog) sa Kiri skorom planarnog mIBG scintigrama.

5. Povezanost izmedu umnozenosti MYCN onkogena i SIOPEN skorova nije
uocena, verovatno zbog malog broja ispitanika testiranih na prisustvo MYCN
amplifikacije.

6.  SIOPEN skorovi nisu pokazali povezanost sa tumorskim markerima neurobla-
stoma u ovoj grupi ispitanika, kao ni sa histoloskim stadijumom tumora koji je
odredivan po INCP kriterijumima.

7. Prva simpaticko-adrenalna scintigrafija pomoc¢u mIBG se u dece obolele od
neuroblastoma izvodi u zdravstvenoj ustanovi tercijarnog nivoa, najcesée u
trenutku kada je dijagnoza na osnovu biohemijskih i histoloskih pokazatelja
vec postavljna. MIBG scintografija se izvodi najcesc¢e kod dece u 4. klinickom

stadijumu bolesti.
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10.SKRACENICE

ACCIS - European Automated Childehood Cancer Information System
ADH - alkohol-dehidrogenaza

AR - aldoza-reduktaze

ATP - adenozin trifosfat

COG - Children’s Oncology Group

CT- kompjuterizovana tomografija

DHPG - dihidroksifenilglikol

DOPA - dihidroksifenilalanin

DOPA L- dihidroksifenilacetaldehid

DOPAC - 3,4-dihidroksifenilaceti¢ne kiseline
DOPEGAL- 3,4-dihidroksifenilglikolaldehid
DOTA: tetra-aza-ciklododekan-N N”,N”-tetraacetat
DPD - dikarboksipropan difosfonat

DTPA - dietilentriamino pentasircetna kiselina

EFS - event-free survival - period do progresije bolesti, relapsa ili smrti iz bilo kojeg ra-
zloga

EISPONG - European International Society of Pediatric Oncology Neuroblastoma Group
ELISA- enzyme-linked immunosorbent assay

ENSG- European Neuroblastoma Study Group

FDG-fluoro deoksiglukoza

GC-MS -gasna hromatografija-masena spektroskopija (gas chromatography-mass spe-
ctroscopy)

Gy- Grej, jedinica apsorbovane doze zracenja
HED - hidroksiefedrin

HEDP - hidroksietilen difosfonat
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HMDP-hidroksimetilen difosfonat

HPLC- hromatografija visokih performansi pod visokim pritiskom (high-performance
liquid chromatography)

HVA - homovanilinska kiselina

ICCC - International Classification of Childehood Cancer; Medunarodna klasifikacija dec-
jih tumora

INPC - International Neuroblastoma Pathology Classification
INRGSS -International Neuroblastoma Risk Group Staging System
INSS- International Neuroblastoma Staging System

LDH - laktatdehidrogenaza

MAO- monoaminooksidaza

MBq-megabekerel, jedinica za aktivnost SI sistema

mCi- milikiri, jedinica za aktivnost

MDP- metilen-difosfonat

MHPG - 3-metoksi-4-hidroksifenilglikola

mIBG-meta- jodobenz ilgvanidin

MIBI- 2-metoksi izobutil izonitril

MKI- mitotsko-karioreksni indeks

MOPEGAL -3-metoksi-4-hidroksifenilglikolaldehid

MR- magnetna rezonanca

NET- noradrenalinski transporter

NSE - neuron specificna enolaza

PET- pozitronska emisiona tomografija

PNT -periferni neuroblastni tumori

POG - Pediatric Oncology Group

SEER - US Surveillance Epidemiology and End Results

s-feritin - serumski feritin
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SIOP - Société Internationale d'Oncologie Pédiatrique

SIOPEN - International Society of Paediatric Oncology Neuroblastoma Europe
SSTR - somatostatinski receptori

TLC - hromatografija na tankom sloju (thin layer chromatography)

UZ - ultrazvuk

VMA - vanilmandeli¢na kiselina
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