UNIVERZITET U BEOGRADU
MEDICINSKI FAKULTET

Dragana S. Aleksi¢

PROGNOSTICKI ZNACAJ VREDNOSTI
HOMOCISTEINA, FOLNE KISELINE |
VITAMINA By, U KRVI KOD DECE SA
MALIGNIM BOLESTIMA

doktorska disertacija

Beograd, 2013



UNIVERSITY OF BELGRADE
FACULTY OF MEDICINE

Dragana S. Aleksic

PROGNOSTIC IMPORTANCE OF
HOMOCYSTEINE, FOLIC ACID AND
VITAMIN B12 IN CHILDHOOD

MALIGNANCY

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2013



Mentor: Prof.dr Dragan M. BPuri¢, Medicinski fakultet Univerziteta u
Beogradu

Komentor: Prof.dr Ivana Golubic¢i¢, Medicinski fakultet Univerziteta u

Beogradu

Clanovi komisije:
1. Prof.dr Radovan Bogdanovié, Medicinski fakultet Univerziteta u
Beogradu

2. Doc.dr Danica Jovanovi¢, Medicinski fakultet Univerziteta u

Beogradu

3. Prof.dr Gordana Kosti¢, Medicinski fakultet Univerziteta u NiSu

Datum odbrane:




PROGNOSTICKI ZNACAJ VREDNOSTI HOMOCISTEINA, FOLNE KISELINE |
VITAMINA Bi; U KRVI KOD DECE SA MALIGNIM BOLESTIMA

REZIME

Uvod: Hiperhomocisteinemija je udruzena sa karcinogenezom. Istrazivanja
hiperhomocisteinemije 1 maligniteta u decjem uzrastu su malobrojna i nedovoljna da se
donesu jasni zaklju¢ci 0 moguéem znacaju homocisteina u ovoj populacionoj grupi.

Cilj rada je da se utvrde odnosi izmedu vrednosti u krvi homocisteina, folne kiseline i
vitamina Bj, sa vrstom i stadijumom maligne bolesti, utvrde efekti primenjene terapije
na promene u vrednostima homocisteina, folne kiseline i vitamina By, i proceni znacaj
homocisteina kao moguéeg markera tumorske aktivnosti.

Pacijenti i metod: Koncentracije homocisteina u plazmi, vitamina B, u serumu i folne
kiseline u serumu odredivane su pre 1 nakon primenjene terapije (operativno lecenje,
radioterapija i hemioterapija) kod 46 dece sa novodijagnostikovanim malignim
oboljenjem (solidni tumori i limfoproliferativna oboljenja). Ispitanici su bili uzrasta od 2
meseca do 18 godina.

Rezultati: Koncentracije homocisteina kod dece sa malignim oboljenjem su bile
znacajno nize nakon sprovedenog lecenja (p<0,01). Koncentracija vitamina Bi, kod
dece sa malignim oboljenjem je bila znacajno visa nakon sprovedene terapije (p<0,05).
Takode je utvrdeno da su vrednosti koncentracije folne kiseline kod dece sa malignim
solidnim tumorima bile =znacajno viSe u odnosu na decu sa malignim
limfoproliferativnim i plazma celijskim oboljenjima (p<0,01). Istrazivanje je pokazalo
da se u visim stadijumima maligne bolesti ocekuju i vise koncentracije homocisteina
(p<0,05).

Zaklju¢ak: Homocistein bi mogao biti marker malignih bolesti kod dece. Neophodna
su dalja ispitivanja kako bi se utvrdio zna¢aj homocisteina, folne kiseline i vitamina B

u malignitetu de¢jeg uzrasta.
Kljuéne redi: deca, folna kiselina, homocistein, malignitet, vitamin B,

Nauc¢na oblast: Medicina
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PROGNOSTIC IMPORTANCE OF HOMOCYSTEINE, FOLIC ACID AND
VITAMIN Bz IN CHILDHOOD MALIGNANCY

Abstract

Background: Hyperhomocysteinemia is associated with carcinogenesis. There is little
available research on hyperhomocysteinemia and malignancy in children, and is
insufficient to draw a definitive conclusion as to the possible importance of
homocysteine for this population group.

The aim of the present study was to determine the blood levels of homocysteine, folic
acid and vitamin Bj, in accordance to type and stage of malignant disease, to establish
the effects of the adjacent therapy on homocysteine, folic acid and vitamin B levels as
well as to estimate the importance of homocysteine as possible tumor marker.

Patients and methods: Forty-six children with newly diagnosed malignant disease
(solid tumors and lymphoproliferative disease) were included in the present study. The
patients were between two months and 18 years of age.

Results: The plasma concentration of homocysteine in children with malignant disease
was significantly lower following treatment (p<0.01). The concentration of vitamin B,
in children with malignant diseases was significantly higher following treatment
(p<0.05). The concentration of folic acid in children with malignant solid tumors was
demonstrated to be significantly higher than in children with malignant
lymphoproliferative and plasma cell diseases (p<0.01). The study demonstrated that the
children with higher stages of malignant disease had higher levels of homocysteine
(p<0.05).

Conclusion: Homocysteine could be a marker of malignancy in children. Further

research is needed to establish the importance of homocysteine, folic acid and vitamin

B1, in pediatric malignant diseases.

Keywords: children, folic acid, homocysteine, malignancy, vitamin B,

Scientific field: Medicine

Special topics: Hematooncology
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SKRACENICE KORISCENE U RADU

BHMT - betain-homocistein metiltransferaza
CBS - cistation-B-sintaza

DHFR - dihidrofolat reduktaza

DNK - deoksiribonukleinska kiselina
dTMP - deoksitimidin monofosfat

dTTP - deoksitimidin trifosfat

dU - deoksiuridin

dUMP - deoksiuridin monofosfat

dUTP - deoksiuridin trifosfat

FK — folna kiselina

HCY — homocistein

B12 — vitamin By,

H.PteGlu - dihidropteroilglutamat
H4PteGlu - tetrahidropteroilglutamat
H4PteGlu, - poliglutamilski oblik tetrahidropteroilglutamata
HHS - Hordaland homocisteinska studija
MMA - metilmalonska Kiselina

MS - metionin sintaza

MTHFR - metilen-tetrahidrofolat reduktaza
PteGlu - pteroilmonoglutamat

RNK - ribonukleinska kiselina

SAM - S-adenozil metionin

SAH - S-adenozil homocistein

tHcy - ukupni homocistein

THF - tetrahidrofolat

NB — neuroblastom

PNET - primitivni neuroektodermalni tumor
ACC - adrenokortikalni karcinom

WT - Wilmsov tumor

RMS - rabdomiosarkom

HL - Hodgkinov limfom

NHL - Nehodgkinski limfom

ALL - akutna limfoblastna leukemija

AML - akutna mijeloidna leukemija

CML - hroni¢na mijeloidna leukemija
MDS - mijelodisplazni sindrom

LCH — Langerhans cell histiocitoza

HB - hepatoblastom

YSCa - Yolk Sac karcinom

MPNST - maligni Schwanom

AFP — alfa-fetoprotein

VMA — vanilmandeli¢na kiselina

HVA — homovanilna kiselina

Beta HCG — beta humani horionski gonadotropin
MK — mokracna kiselina

LDH — laktat dehidrogenaza

CS — klinicki stadijum



1.UvOD

Homocistein je aminokiselina koja sadrzi sumpor i uc¢estvuje u metabolizmu
metionina. To je esencijalna aminokiselina koja se metabolise na jedan od dva
nacina: remetilacijom 1 transsulfuracijom. Abnormalnosti ovih puteva dovode do
nastanka hiperhomocisteinemije. Ukoliko se nagomilani homocistein ne konvertuje
odmah u metionin i cistein, ekskretuje se, strogo regulisanim celijskim
mehanizmima, u krv. Visak homocisteina se iz krvi uklanja putem jetre i bubrega.
Znacaj poviSene vrednosti homocisteina U Krvi je u klinickoj praksi jo§ uvek
predmet diskusije. Hiperhomocisteinemija je prisutna kod oko 5% opste populacije i
udruzena je sa povecanim rizikom za nastanak mnogih bolesti kao $to su vaskularni
i neurodegenerativni poremecaji, autoimune bolesti, kongenitalne anomalije,
dijabetes, bolesti bubrega, osteoporoza, neuropsihijatrijski poremecaji 1 maligne
bolesti. Centralno pitanje je da li je klinicki opravdano meriti 1 leCiti poviSene
vrednosti homocisteina (1,2). Dok odredeni autori smatraju da je homocistein samo
pripisuju¢i mu ulogu metabolita koji se pojavljuje uz druge faktore rizika, vecéina
naucnih dokaza upucuje na suprotno.

Karcinogeneza je dugotrajni proces postepene akumulacije genetskih
abnormalnosti; klonalne populacije ¢elija dozivljavaju progresivne genetske
alteracije koje dovode do pojave maligniteta i selektivnog napredovanja u rastu.
Poznato je da je karcinogeneza udruZena sa metabolickim alteracijama koje
ubrzavaju neoplasticku progresiju ili nastaju iz nje (3). Samim tim, prouc¢avanjem
metabolickih poremecaja dobijaju se znacajni podaci o bioloskim karakteristikama
tumora i odnosu tumor-pacijent. Ovo je takode put do pronalazenja novih terapijskih
meta.

Metaboli¢ke reakcije u kojima ucestvuje folna kiselina nazivaju se jedno-
karbonske metabolicke reakcije (4). Promene u jedno-karbonskom metabolizmu se
odrazavaju na DNK sintezu, popravku i metilaciju, Sto moze dovesti do

karcinogeneze (5). Folna Kiselina ucestvuje u sintezi serina i purinskih i




pirimidinskih baza i donor je metil grupe u ciklusu sinteze metionina. Homocistein
je intermedijarni metabolit u metabolizmu metionina i metaboliSe se u metionin i
cistein. Tokom ovih metabolickih ciklusa nastaje i S-adenozil metionin, glavni
donor metil grupe u ljudskom organizmu. Koncentracija homocisteina u serumu je
osetljivi indikator folatnog statusa organizma; nedostatak folata ¢esto je udruzen sa
hiperhomocisteinemijom, a unosom folata moze se sniziti novo homocisteina (6).
Deficit folata dovodi do smanjenja inkorporacije uracila u DNK, §to dovodi do
nestabilnosti DNK.

Utvrdeno je da su poviSene vrednosti homocisteina kod odraslih udruzene sa
kolorektalnim kancerom (7) 1 kancerom cerviksa uterusa (8). Alteracije u
metioninskom ciklusu su prisutne i kod karcinoma dojke (9), pankreasa (10) i
larinksa (11). Umereni deficit folata ne mora biti mutagen in vivo. Medutim,
zapazeno je da interakcija sa drugim faktorima rizika, genetskim ili iz okruZenja,
dovodi do tumorske progresije (12).

PoviSene vrednosti homocisteina su udruZene sa oste¢enjem hromozoma cak
i u odsustvu deficita folne kiseline i vitamina Bi, i ovaj mehanizam se ne moze
objasniti poremecajem metabolizma metilacije uracila u timin. Dokazano je da
homocistein moze direktno ostetiti DNK u prisustvu brojnih reaktivnih oksidanata
(13), a takode je prisutno misljenje da povisen nivo homocisteina u plazmi dovodi
do karcinogeneze putem oksidativnog oSte¢enja DNK posredovanog metalima (13).
Intracelularni deficit vitamina Bi, je udruzen sa hromozomskim ostecenjem celija
oralne mukoze kod pusaca (14). Takode, poznato je da konzumiranje alkohola i
pusenje cigareta menja nivo homocisteina, folne kiseline i vitamina B, (15).

Prema naSim dosadas$njim saznanjima, istraZzivanja vezana za koncentraciju
homocisteina, folne kiseline i vitamina By, kod dece obolele od malignih bolesti su
radena samo kod dece obolele od akutne limfoblastne leukemije (16-18). Ovim
istrazivanjem pokusac¢emo da razjasnimo ulogu koju oni imaju u patogenezi ne samo

akutne limfoblastne leukemije, ve¢ 1 drugih malignih bolesti kod dece.



1.1. Istorijat

Prvi autor koji je opisao homocistein 1932. godine bio je americki
biohemicar Vincent Du Vigneaud koji je kasnije, 1955. godine, dobio Nobelovu
nagradu iz oblasti hemije (19). Novu aminokiselinu je otkrio uklanjajuci metil grupu
sa metionina. S obzirom da ova aminokiselina ima iste funkcionalne grupe kao
aminokiselina cistein, tj. sulfhidrilne, amino i karboksilne grupe uz jedan dodatni

ugljenikov atom, dao joj je ime homocistein (slika 1).

| HOOC-CH-CH-CH-S-H

|
NH2

Slika 1. Molekul homocisteina

Cetvorougljeni¢na osnova homocisteina omoguéuje formiranje unutrainjeg
ciklicnog anhidrida koji je nazvan homocistein tiolakton. Ova komponenta sa
petoclanim prstenom daje stabilnu so sa jakim kiselinama, ali ukoliko se neutralise
sa slabim bazama, prsten se otvara, formiraju se dva peptidna lanca izmedu dva
molekula tiolaktona i nastaje homocistein diketopiperazin. Homocistein se dobija
hidrolizom homocistein tiolaktona sa jakim bazama; on se konvertuje u metionin
prenosenjem metil grupa sa komponenti kao $to su holin i betain, procesom koji se
naziva transmetilacija. Du Vigneaud je takode otkrio da se homocistein konvertuje u
cistein, metabolickom reakcijom u kojoj je cistation intermedijarni metabolit.

Mueller je prethodno, 1922. godine, otkrio amninokiselinu metionin, a
studije na zivotinjama 1930.-ih godina pokazale su da je ova aminokiselina
esencijalna za rast. S obzirom da se metionin metabolicki moze konvertovati u
homocistein, cistation i cistein, kako je to Du Vigneaud otkrio, amiokiselina cistein
nije esencijalna za rast ukoliko se metionin unosi hranom.

Tokom 1940.-ih i 1950.-ih nije se mnogo saznalo o homocisteinu. Nista se

nije znalo o njegovom klinickom znacaju, tako da je jedinjenje imalo skromni status




matabolicki intermedijarne aminokiseline koja sadrzi sumpor. lako su ¢lanovi Du
Vigneaudove biohemijske laboratorije identifikovali nekoliko dece sa
homocisteinom u urinu (o ovim slucajevima se diskutovalo na konferenciji u bolnici
u Njujorku 1950.-ih), nalazi nikad nisu objavljeni.

Grupa naucnika iz Belfasta je 1962. godine sprovela skrining urina na
aminokiseline kod mentalno retardirane dece, koriste¢i nove tehnike hromatografije.
Kod nekolicine je pronaden homocistein u urinu, a bolest je nazvana homocistinurija.
Ova deca su imala, osim mentalne retardacije, i druge abnormalnosti kao §to su
ubrzan rast, dislokaciju oc¢nog sociva, osteoporozu i druge pridruzene koStane
abnormalnosti, kao i tendenciju ka razvoju arterijskih i venskih tromboza. Skoro
istovremeno, sluc¢ajevi homocistinurije su otkriveni u Wiskonsinu 1 Wills Eye
bolnici u Filadelfiji. Mudd i saradnici na Nacionalnom zdravstvenom institutu
(National Institutes of Health) kod veéine obolelih su otkrili deficit cistation sintaze,
vitamin Bg zavisnog enzima. U Filadelfiji su Spaeth i saradnici otkrili da je terapija
vitaminom Bg efikasna kod vecine obolelih od homocistinurije. Kasnije je otkriveno
da je homocistinurija udruzena sa prevremenom okluzivnom kardiovaskularnom
boles¢u, koja se javlja ve¢ u detinjstvu, tako da 25% ovih pacijenata umire od
kardiovaskularnih komplikacija pre 30-te godine zivota.

McCully je 1969. godine opisao vaskularnu patologiju kod ovih pacijenata:
proliferaciju glatkih misica, progresivnu sklerozu arterija i promene u hemostazi.

Tokom poslednjih godina interes za homocistein je naglo porastao, tako da je
homocistein dobio status najinteresantnijeg agensa u oblasti vaskularne medicine.
Osim kod arterioskleroze i bolesti srca, interesovanje za ovu aminokiselinu je naglo
poraslo i na polju biologije, fiziologije, u rasponu od uticaja na endotel do starenja,
oksidativnog metabolizma, oksidativhog stresa, embriologije, reproduktivne
fiziologije, endokrinologije, neuralne transmisije i neurodegenerativnih bolesti,

maligniteta, rasta ¢elija i ¢elijske deobe.



1.2. Biomedicinski zna¢aj homocisteina

1.2.1. Metabolizam homocisteina

Homocistein je aminokiselina koja sadrZzi sumpor 1 nastaje iz metionina
(Slika 2). Metionin iz hrane se konvertuje do metil donora S-adenozil metionina
(SAM) i demetilise do S-adenozil homocisteina (SAH) i homocisteina. Homocistein
se ponovo konvertuje u metionin jednim od dva remetilaciona puta ili se
transsulfuriSe do cisteina (20). Tokom folatnog ciklusa remetilacije, koju katalizuje
enzim metionin sintaza (MS), homocistein dobija metil grupu iz 5-metil-
tetrahidrofolata (5-methylTHF), pri ¢emu je, u ovoj reakciji, kofaktor vitamin B
(kobalamin). U pomoénom putu, u reakciji koju katalizuje betain-homocistein
metiltransferaza (BHMT), donor metil grupe je betain. U reakciji transsulfuracije,
homocistein se kondenzuje sa serinom i nastaje cistation, u reakciji koju katalizuje
cistation-f-sintaza (CBS), a koji se dalje hidrolizuje uz pomo¢ enzima y-cistionaze u
cistein i a-ketobutirat. Vitamin Bg (piridoksil fosfat) je kofaktor u obe ove reakcije.
Cistein ucestvuje u brojnim ¢elijskim reakcijama, u koje spadaju i sinteza proteina i
glutationa. Homocistein se u jetri i bubrezima takode remetilise u reakciji koju
katalizuje enzim BHMT, Kkoji prenosi metil grupu do homocisteina putem

demetilacije betaina do dimetilglicina.
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Slika 2. Metaboli¢ki putevi homocisteina.



1.2.2. Unutaréelijski metabolizam homocisteina i veza vitamin B, — folna

kiselina

Pteroilpoliglutamati su prirodni supstrati brojnih enzima uklju¢enih u jedno-
karbonski metabolizam. Pteroilmonoglutamati mogu biti poliglutamirani u prisustvu
folilpoliglutamat sintaze pre nego Sto se ukljuée u jedno-karbonski metabolizam.
Tetrahidropteroilglutamat (H4PteGlu) je najces¢i fizioloski supstrat folilpoliglutamat
sintaze, a poliglutamilski oblik (H4PteGlu,) ima centralnu ulogu u jedno-
karbonskom metabolizmu (21). Faktori koji ograni¢avaju snabdevanje H4PteGlu ili
reguliSu folilpoliglutamat sintazu, uticu na poliglutamaciju i zadrzavanje folata u
¢eliji. H4PteGlu, se moze transformisati u 10-formil- H4PteGlu, (neophodan za de
novo biosintezu purina) i u formaldehid 5,10-metilen- H4PteGlu, (neophodan u
sintezi timidilata). Ova dva jedinjenja, 5,10-metilen- H;PteGlu, i 10-formil-
H4PteGlu, mogu se, preko intermedijarnih jedinjenja, konvertovati jedan u drugi.

Da bi se razumela funkcija folata kao koenzima, bitno je znati da je 5,10-

metilen-H,PteGlu, prisutan u timidilathom ciklusu u sintezi timidina i DNK sintezi

uz pomo¢ enzima timidilat sintaze, kao i u metilacionom ciklusu, u kome, nakon

konverzije u 5-metil-H4PteGlu,, uz pomo¢ metionin sintaze, nastaju metionin i
H4PteGlup.

Pteroilmonoglutamat (PteGlu, folna kiselina) nije bioloski aktivan oblik
folata. Ukoliko se terapijski primeni, potrebno je da se redukuje do H4PteGlu uz
pomo¢ dihidrofolat reduktaze u dvostepenoj reakciji (pteroilglutamat (PteGlu) —
dihidropteroilglutamat (H,PteGlu)— tetrahidropteroilglutamat (H4PteGlu)). Glavni
oblik folata transportovanog u c¢eliju preko folatnog receptora i redukovanog
folatnog nosaca je 5-metil-HsPteGlu. Folatima posredovani jedno-karbonski
mehanizam je najverovatnije smeSten izmedu intracelijskih organela, ¢ime je
omoguceno da se supstrat vezuje duz folatnih koenzima. Npr. neki od enzima
distalno od H4PteGlu, su multifunkcionalni, dopustaju¢i sekvencijalno vezivanje
odredenih folatnih koenzima (npr. H4PteGlu — 5-formino-H,PteGlu,— 5,10-
metilen-H4PteGlu,). Timidilat sintaza katalizuje prenos formaldehida od 5,10-
metilen-H4PteGlu, na poziciju 5 deoksiuridilata; u ovoj reakciji 5,10-metilen-
H,PteGlu, se takode redukuje u dihidrofolat, koji inhibira 5,10-metilen-H4PteGlu,




reduktazu. S obzirom da metionin, proizvod reakcije koju katalizuje metionin
sintaza, takode inhibira ovaj enzim, jasno je kako promene u 5,10-metilen-
H,PteGlu, reduktazi zbog koncentracije dihidrofolata i metionina, mogu uticati na
stepen ukljucivanja 5,10-metilen-H,PteGlu u metilacioni i timidilatni ciklus.

Metabolizam folata i folat-zavisnih enzima se odvija u mitohondrijalnom
matriksu i citoplazmi (svaki od ovih odeljaka sadrzi skoro podjednake koncentracije
folatnih kofaktora) i oni su homolozi brojnih enzima u citozolu mitohondrija (4).
Monoglutamati folata se transportuju iz citoplazme u mitohondrije preko
redukovanog folatnog nosaca koji je specifican za mitohondrije (22). U
mitohondrijama se monoglutamati konvertuju u poliglutamatne oblike. Vecina
jedno-karbonskih jedinica, u obliku formata, nastaje u mitohondrijama i koriste se za
sintezu formata, glicina i f-met-tRNK. Istrazivanja novijeg datuma upucuju na
postojanje blagog jednosmernog protoka jedno-karbonskih jedinica od mitohondrija
ka citozolu. U mitohondrijama, 5,10-metilen-HsPteGlu najpre nastaje konverzijom
serina u glicin (uz uce$¢e metabolita katabolizma glicina i holina), nakon Cega se
odigrava sekvencijalni prenos jedno-karbonskih jedinica do 10-formil-H4PteGlu i
potom do formata, Koji zatim napustaju mitohondrije. Formati se u citozolu spajaju
sa HsPteGlu i formiraju 10-formil-HsPteGlu, koji predstavlja najznacajniji izvor
folata u citozolu i osnovni izvor jedno-karbonskih jedinica za sintezu timidilata,
metionina i purina.

Poznato je da deficit vitamina B1, dovodi do funkcionalnog unutarcelijskog
deficita 5,10-metilen-H4PteGlu,. Hipoteza o metil-folatnoj klopci (“*Methyl-folate
trap hypothesis") prvobitno je formulisana sa ciljem da objasni zasto deficit vitamina
B1, dovodi do funkcionalnog deficita folata (23). U fizioloSkim uslovima, 5-metil-
H4PteGlu se konvertuje u H4PteGlu u prisustvu vitamin Bi,-zavisne metionin sintaze,
a potom se postepeno poliglutamiSe i nakon toga ukljucuje u jedno-karbonski
metabolizam. Metionin sintaza se inaktivise ukoliko postoji deficit vitamina Biy, $to
dovodi do nagomilavanja 5-metil-H4PteGlu, koji je nedovoljan supstrat za
folilpoliglutamat sintazu. S obzirom da ne postoji alternativni metaboli¢ki put, osim
ove vitamin Bj,-zavisne reakcije, ,,zarobljeni* ("trapped") 5-metil-HsPteGlu napusta
¢eliju i dolazi do progresivnog deficita unutarceliskih poliglutamisanih folata.

Hipoteza o formatnom gladovanju ("The formate starvation hypothesis™) bazira se




na relativno ve¢em znacaju formata (u obliku 10-formil-HsPteGlu,) i prekurzora
formata, metionina, ¢ija je koncentracija takode smanjena u uslovima kada je
metionin sintaza inhibirana zbog deficita vitamina B, (24). Kada je unutaréelijska
koncentracija metionina u viSku, njegova metil grupa se oksidise do formata, koji su
supstrat za nastanak 5-formil i 10-formil-H4PteGlu,. Istrazivanja potvrduju obe

hipoteze.



1.2.3. Posledice promena u jedno-karbonskom metabolizmu

1.2.3.1. Sinteza timidilata i DNK

Deficit vitamina By, ili folne kiseline dovodi do smanjenja 5,10-metilen-
H,PteGlu i prekida reakciju posredovanu timidilat sintazom, kojom se deoksiuridin
monofosfat (dUMP) konvertuje u deoksitimidin monofosfat (dTMP) (21). lako
postoje alternativni putevi u kojima ucestvuje timidin kinaza, a ¢iji je udeo 5% do
10% sinteze timidina, ovim putevima se ne moze obezbediti preostalih 90% potreba
za proizvodnjom dTMP (dodatni putevi u sintezi purina se mogu aktivirati u slucaju
potrebe za povecanjem koliCine purina preko reakcija u kojima ucestvuju folatni
koenzimi). Deficit timidina dovodi do znacajnog povecanja odnosa dUMP/dTMP.
Zbog smanjenja dTMP (i eventualno deoksitimidin trifosfata (dTTP)), dolazi do
poveéanja dUMP i deoksiuridin trifosfata (dAUTP). S obzirom da DNK polimeraza
ne razlikuje dUTP 1 dTTP, poviSeni nivo dUTP potpomaze pogresnu inkorporaciju
rezidua uridina u DNK. Klju¢ni enzim, DNK uracil glikozilaza, prepoznaje ovu
pogresnu inkorporaciju. Ona iseca dUTP, ali neadekvatno snabdevanje dTTP dalje
dovodi do izostanka popravke prekida u ovom DNK lancu. Ponavljani prekidi DNK
lanca dovode do znacajne fragmentacije DNK lanca, pri ¢emu fragmenti DNK
napustaju celiju. Opisani mehanizam predstavlja osnovu testa deoksiuridin (dU)
supresije koji se primenjuje u klinickim istraZzivanjima da bi se razlikovao deficit
vitamina Bi,; od deficita folne kiseline ili kada se sumnja na urodene deficite

metabolizma B, i folne kiseline.
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1.2.3.2. Poremecaji hromozoma i ¢elijskog ciklusa

Poremecaj sinteze DNK prate brojne abnormalnosti hromozoma kao $to je
izrazita elongacija hromozoma pracena despiralizacijom udruzenom sa nasumi¢nim
prekidima i preteranim skraenjem centromera, ekspresijom folat-senzitivnih
fragilnih mesta u hematopoetskim celijama i redukovanom biosintezom,
acetilacijom i metilacijom histona bogatih argininom. Sve ovo dovodi do
narusavanja reda u celijskom ciklusu, tako da se povecava broj celija u profazi
mitoze i G, fazi. U in vitro modelima eritroblastoze usled nedostatka folata,
apoptoza eritroblasta u kasnim stadijumima diferencijacije jasno dovodi do

smanjene proizvodnje eritrocita i anemije (21).
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1.3. Homocistein u serumu i plazmi

Ukoliko se javi poremecaj u metabolizmu homocisteina 1 njegovog
nagomilavanja, dolazi do povecanja njegove koncentracije u plazmi 1 urinu.
Mehanizam kojim se homocistein transportuje iz Celija jo§S uvek nije dovoljno
proucen (20,25). Ovaj transportni mehanizam se nadovezuje na katabolizam
homocisteina i proces transsulfuracije. Ova dva mehanizma reguliSu unutarcelijsku
koncentraciju homocisteina i odrzavaju je niskom zbog potencijalne citotoksicnosti
homocisteina. Ukoliko postoji poremecaj bubrezne funkcije, transportnim
mehanizmom ¢e se visak homocisteina sekretovati u cirkulaciju. Ovim transportnim
mehanizmom se ograniCava intracelijska toksicnost, ali se povecava verovatnoca
ekstracelijskog toksi¢nog dejstva homocisteina.

Vise od 70% homocisteina je u plazmi vezano za albumin. Od ostataka
homocisteina nastaju dimeri homocisteina ili se homocistein kombinuje sa drugim
tiolima formirajuci disulfide, a moZe da cirkuliSe i kao slobodno tiolsko jedinjenje.
Ukupni homocistein (tHcy) predstavlja koncentraciju sva Cetiri oblika homocisteina

u plazmi i preporuka je da se on odreduje u klinickoj praksi (26)(Slika 3).

Redukovani oblik homocisteina (Hcy-SH)  <1%

NH3"

I
H-C-CH,-CH,-SH

|
CoO

Oksidirani oblici homocisteina (Hcy-S-S-R)

Dimer homocisteina Hcy-S-S-Hcey 5-10%

NH3* NH3*
| |
H-C-CH-CHy-S-S-CH,-CH,-C-H

| |
CoO° eeloy
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Homocisteinilcistein (mesoviti disulfid) Hcy-S-S-Hey  5—10%

NH3* NH3*

| |
H-C-CH,-CHp-S-S-CH,-C-H

| |

COO" COO"
Protein-Cys-S-S-Hcy 70— 80%
NH3*
|
O-s-s-c:Hz-CH2 _C-H
|
COO"

Slika 3. Obilici homocisteina u plazmi.

Deficit vitamina Bj; i folne kiseline u ishrani dovodi do snizavanja njihovih
koncentracija unutar ¢elija. Ukoliko postoji unutaréelijski deficit enzima kojima su
vitamin B, i folna kiselina kofaktori, dolazi do neadekvatnog koriS¢enja vitamina
B2 1 folne kiseline, a da je pritom unutarcelijski nivo ovih koenzima normalan.
Deficit koenzima i1 enzima podjednako ¢e uticati na glavne reakcije koje katalizuju
vitamin By, ili folat-zavisni enzimi. SniZzena je aktivnost metionin sintaze, §to
dovodi do nagomilavanja njenog supstrata homocisteina i do povecanja
koncentracije homocisteina u serumu.

Koncentracija ukupnog homocisteina (tHcy) predstavlja zbir svih oblika
homocisteina u plazmi i serumu; ukljucuje slobodne oblike i homocistein vezan za
proteine, i moze se odredivati u plazmi ili serumu (27,28). Koncentracije
homocisteina u plazmi su nesto niZe nego u serumu.

Zahvaljujuéi brzoj degradaciji, koncentracije homocisteina u cirkulaciji su
niske kod zdravih osoba. Normalna koncentracija homocisteina u serumu se kre¢e u
rasponu od 5,1 do 13,9 umol/L. Kod odraslih mladih Zena, prosecna koncentracija

homocisteina je 6 — 8 umol/L, dok je kod mladih muskaraca nesto veca i iznosi oko
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10 pumol/l (29-31). Nakon 40. godine zivota, koncentracija homocisteina u plazmi se
povecéava za oko 0,5 — 1 umol/L za svaku deceniju kod oba pola (32,33). Kod dece
uzrasta 1 — 15 godina, srednja vrednost koncentracije homocisteina je niska i iznosi
4 — 7 umol/L (18,34-37). Koncentracija ukupnog homocisteina se poveéava tokom
godina (35,38). Pojedina istrazivanja pokazuju da decaci, tokom i posle puberteta,
imaju nesto vece koncentracije homocisteina u plazmi od devojéica (39,40), ali
veliki broj studija to ne potvrduje (37,41-45). U srednjem adolescentnom uzrastu (15
— 18 godina) normalne vrednosti homocisteina se krecu u rasponu 4,6 — 13,9 umol/L.
Kod novorodencadi i odojcadi, srednja vrednost koncentracije ukupnog
homocisteina iznosi 6 — 9 umol/L, $to predstavlja nesto visu vrednost od one
izmerene kod starije dece (46-49).

Sto je koncentracija homocisteina veca, to su klini¢ki poremedaji izraZeniji.
Rezultati Hordaland homocisteinske studije (HHS), kojom je obihvaceno 18 000
zena 1 muskaraca uzrasta 40 — 67 godina, pokazuju da je koncentracija ukupnog
homocisteina u plazmi povezana sa brojnim fizioloSkim faktorima, navikama i
odredenim bolestima. Godine, muski pol, puSenje, konzumiranje kafe, visok
arterijski krvni pritisak, nepovoljan lipidni profil, gojaznost, visok kreatinin i 5,10-
metilen-tetrahidrofolat reduktaza (MTHFR) 677 C—T polimorfizam su najéesci
faktori udruZeni sa povecanom koncentracijom ukupnog homocisteina; fizicka
aktivnost, umerena konzumacija alkohola, dobar folatni i vitamin Bj, status su
udruzeni sa niZim koncentracijama. Znacajna udruzenost izmedu koncentracije
ukupnog homocisteina u plazmi i klinickih posledica zapazena je pri koncentraciji
homocisteina preko 15 pumol/L, ali za vecinu stanja, postoji kontinuirana veza
koncentracija — odgovor bez jasnog koncentracionog praga (50). Koncentracija tHcy
>15 umol/L prihvadena je kao nezavisni faktor rizika za kardiovaskularna oboljenja.

Faktori koju uti¢u na koncentraciju homocisteina u plazmi kod dece, sli¢ni su
onima kod odraslih, a to su: uzrast, pol, ishrana, B-vitaminski status i lekovi koji
interferiraju sa funkcijom ovih vitamina (51). PoviSene koncentracije homocisteina
kod dece javljaju se kod bubrezne insuficijencije (52) i kod Sloga (53). Uloga
homocisteina u proceni kardiovaskularnog rizika kod dece joS$ nije razjasnjena.

U originalnoj Framingemskoj kohortnoj studiji (Framingam Heart Study), od

1160 starijih ispitanika, tre¢ina je imala visoke vrednosti homocisteina u plazmi,
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koji je inverzno korelirao sa koncentracijom folne kiseline u plazmi i neSto manje sa
koncentracijom vitamina Bi, i vitamina Bg. PoviSena koncentracija homocisteina u
plazmi kod starijih ispitanika, kod vecine je objasnjena losim vitaminskim statusom.

Ukoliko se uzorak pune krvi ostavi na sobnoj temperaturi duze od 4 sata,
koncentracija homocisteina se povecava tokom naredna 24 sata. Zamrznuti serum se,
medutim, moze Kkoristiti za precizno odredivanje koncentracije homocisteina
tehnikom senzitivnog eseja.

PoviSena vrednost koncentracije homocisteina, hiperhomocisteinemija, se
deli na blagu (16 — 24 umol/L), umerenu (25 - 100 pumol/L) i izrazenu (>100
umol/L) (54).
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1.4. Vitamin By, u serumu

Vitamin By, je zajednicki naziv za bioloski aktivne kobalamine u ljudskom
metabolizmu. Osnovu hemijske strukture ¢ini jedinjenje slicno porfirinu, koje se
sastoji od Cetiri pirolska prstena 1 atomom kobalta u centralnom delu. Biohemijski
markeri za vitamin Bj, status su koncentracija kobalamina u serumu ili plazmi,
koncentracija holo-transkobalamina i koncentracija metilmalonske kiseline (MMA).
Odredivanje kobalamina u serumu i plazmi je jednostavno 1 prakticno u
istrazivanjima sa velikim brojem ispitanika ali ima ograniCenu senzitivnost i
specifi¢nost u dijagnosti¢koj primeni (55). Holo-transkobalamin je frakcija vitamina
B12 koja je dostupna za ulazak u ¢elije 1 smatra se ranim markerom promena vitamin
B, statusa. Koncentracija MMA je vrlo specifican marker za deficit vitamina B,
ali je njegovo odredivanje veoma skupo. Naime, koncentracija vitamina B, U
serumu odrazava varijacije dva transportna kobalaminska proteina: holo-
transkobalamina (ranije nazvan transkobalamin Il) i haptokorina (ranije nazvan
transkobalamin 1). Vitamin B, vezan za holo-transkobalamin ¢ini manje od 20%
cirkuliSuceg vitamina B, koji ulazi u tkiva preko specifi¢nih receptora. Vitamin B,
vezan za haptokorin €ini 80% cirkuliSu¢eg vitamina Bi, 1 on je metabolicki
neaktivan. Odredivanje koncentracije vitamina Bi, u serumu obi¢no se koristi radi
utvrdivanja deficita ovog vitamina. U vedini slucajeva, koncentracija vitamina B
nije pouzdan biohemijski indikator pravog deficita vitamina Bi, (55,56). Niske
koncentracije vitamina B, u serumu nisu sinonim za deficit vitamina Biy; neke
udruzene bolesti i stanja mogu lazno povisiti ili sniziti koncentraciju vitamina B
(,,Jazno pozitivne i lazno negativne* koncentracije) (tabela 1). Istrazivanja ukazuju
da postoji izvestan broj pacijenata sa pravim deficitom vitamina Bj, i normalnom
koncentracijom vitamina Bi, u serumu (57-60). Kod dece, raspon normalnih
koncentracija vitamina Bi; u serumu je veoma Sirok, zavisno od uzrasta i pola, i
kre¢e se od 134 do 1117 pmol/L (Tabela 2). Normalna koncentracija vitamina By
kod odraslih se kre¢e u rasponu od 200 do 500 pmol/L. Tradicionalno prihvaéena
normalna minimalana koncentracija od 200 pmol/L je predmet diskusije, zato Sto je
moguce detektovati subklini¢ki deficit vitamina Bip 1 pri vecoj koncentraciji,

metodom eseja metilmalonske kiseline i homocisteina.
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Tabela 1. Vitamin B, u serumu: lazno pozitivni i laZzno negativni rezultati.

Lazno niska koncentracija vitamina B1, u serumu

Deficit folne kiseline (tre¢ina pacijenata)

Trudnoca

Primena oralnih kontraceptiva

Multipli mijelom

Transkobalamin I (haptokorin) deficit

Serum pacijenta sadrzi druge radioizotope (**"Tc ili ®’Ga i druge radiofarmake koji
se koriste za skeniranje organa)

HIV

Lazno visoke ili normalne koncentracije vitamina B1, u serumu

Visok haptokorin: mijeloproliferativne bolesti, bolesti bubrega

Nizak ili odsutan transkobalamin

Polimorfizam transkobalamina (nizak afinitet)

Nasledni poremecaji metabolizma vitamina B

Aktivacija makrofaga koji stvaraju TC Il (npr. autoimune bolesti, monoblastne
leukemije i limfomi)

Oslobadanje vitamina By iz tkiva: bolesti jetre

Prisustvo analoga vitamina B12: NO, visoke doze vitamina C, bujanje crevnih
bakterija

Nedavna terapijska primena vitamina B,
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Tabela 2. Koncentracije vitamina By, i folne Kiseline u serumu kod dece.

Uzrast decaci devojcice
Vitamin By, pmol/L pmol/L
0-1 godina 216-891 168-1117
2-3 godine 195-897 307-892
4-6 godina 181-795 231-1038
7-9 godina 200-863 182-866
10-12 godina 135-803 145-752
13-18 godina 158-638 134-605
Folna kiselina nmol/L nmol/Il
0-1 godina 16,3-50,8 14,3-51,5
2-3 godine 5,7-34,0 3,9-35,6
4-6 godina 1,1-29,4 6,1-31,9
7-9 godina 5,2-27,0 5,4-30,4
10-12 godina 3,4-24,5 2,3-23,1
13-18 godina 2,7-19,9 2,7-16,3

Podaci su sakupljeni od hospitalizovanih pacijenata; vrednosti 2,5-97,5 percentila su adaptirane Hoffmanovom

tehnikom. Uzorci >100 pacijenata u svakoj uzrastnoj grupi su analizirani tehnikom radioimunoeseja.

Podaci preuzeti iz: Yee LD, Bollard M, Geaghan MS. Normal blood values: selected reference values for neonatal,

pediatric, and adult populations. In: Hoffman R, Benz JE Jr, Shattil JS, Furie B, Silberstein EL, McGlave P, Heslop H, editors.

Hematology: Basic Principles and Practice, 5" ed. Philadelphia:Churchill Livingstone Elsevier; 2009. p. 2435. (61)

Oprez: koncentracija folne kiseline u serumu moze biti snizena uprkos postojanju normalnih vrednosti folata u

eritrocitima ukoliko postoji sistemsko oboljenje i kod kratkotrajno sniZzenog unosa folata.
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1.5. Folna kiselina u serumu

Termin folati se odnosi na bioloski aktivne metabolite. Hemijska struktura
nutritivnih folata predstavljena je pteridinskim prstenom pricvrséenim za p-
aminobenzoat i poliglutamilski lanac. Samim tim, duzina moze varirati od jedne
monoglutamilske polovine do multiplih. Sintetska folna kiselina se iskljucivo javlja
u obliku vezanom za monoglutamilsku polovinu umesto za poliglutamilski lanac.
Zahvaljujuc¢i velikoj stabilnosti 1 kvantitativnoj apsorpciji (> 90%), folna kiselina se
koristi za obogacivanje (,,fortifikacija*) hrane i vitaminskih suplemenata. Folati i
folna kiselina se koriste za nastanak derivata kao §to je tetrahidrofolat (THF) koji se
vezuje za jedno-karbonske jedinice sa razli¢itim oksidativnim stanjem: 10-formil-
THF, 5-formil-THF, 5,10-metenil-THF, 5-formimino-THF, 5,10-metilen-THF i 5-
metil-THF. Poslednji navedeni derivat je najvazniji folat u ljudskom metabolizmu i
oblik koji se transportuje u plazmi. Biohemijski markeri folatnog statusa u ljudskom
metabolizmu su koncentracije folata u serumu i u eritrocitima. Serumske
koncentracije se brzo menjaju nakon unosa folata ili folne kiseline. Nasuprot njima,
koncentracije folata u eritrocitima se menjaju sporije, jer je u njima folat
inkorporiran 1 akumuliran tokom eritropoeze. S obzirom da je Zivotni vek eritrocita
oko 120 dana, koncentracija folata u eritrocitima se koristi kao indikator folatnog
statusa duzeg trajanja.

Normalne koncentracije se krecu od 5 do 30 ng/L, ali mogu biti i dosta vece
ukoliko se unosi hrana bogata folatima. Minimalna koncentracija od najmanje 4
ng/L je neophodna za sintezu DNK. Medutim, u decjem uzrastu, normalne
koncentracije se krecu od 1,1 do 51,5 ng/L i zavise od uzrasta i pola (tabela 2). Po
pravilu, zalihe folata u jetri, putem enterohepaticnog ciklusa, odrzavaju
koncentraciju folne kiseline u serumu u uslovima slabijeg unosa folata ishranom.
Medutim, zalihe su ograni¢ene 1 iscrpljuju se nakon samo nekoliko nedelja
neunoSenja folata ili ingestije alkohola. Koncentracija folata u serumu se brzo
normalizuje ukoliko se iskljuci alkohol, obnovi ishrana ili se primene suplementi
folata. U ovakvoj situaciji, odredivanjem koncentracije folne kiseline u eritrocitima
se preciznije moze detektovati deficit folata jer koncentracija folne kiseline u

eritrocitima odrazava folatni status u vreme kada su celije proizvedene. Medutim,
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unutarcelijska koncentracija folata se deponuje u obliku folat poliglutamata, koji se
pre odredivanja tehnikom imunoeseja mora hidrolizovati do monoglutamata. Ove
pripremne postupke je teSko standardizovati, $to merenje ¢ini manje pouzdanim. Uz
to, koncentracija folne kiseline u eritrocitima ¢e biti abnormalna samo ukoliko
deficit folata traje duze vreme i ukoliko pacijent nije primao transfuziju. Lazno
nizak nivo folne kiseline se vida kod 50-60% pacijenata sa primarnim deficitom

vitamina B, (62).
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1.6. Homocistein i folatni antagonisti

Antagonisti folata su poceli da se primenjuju u klinickoj praksi 1948. godine
1 ostali su glavni stozer terapije brojnih malignih bolesti kod dece i odraslih.
Najces¢e primenjivana aktivna komponenta hemoterapijskih protokola je
metotreksat (ametopterin, 4-amino, 10-metilpteroilglutamska kiselina (63)), iako su
do danas proizvedeni brojni novi antagonisti folata, specificniji za delovanje na
razli¢itim nivoima u metabolizmu folata. Mehanizam njihovog delovanja i razvoj
rezistencije dobro su poznati i prouceni (64). U danasnje vreme, u pedijatrijskoj
onkologiji se preporuduju visoke doze metotreksata (do 10 g/m?) u terapiji akutne
limfoblastne leukemije, nehodgkinskih limfoma i osteosarkoma (63,65). Nize doze
metotreksata se takode dosta koriste u klini¢koj praksi, uglavnom kod neonkoloskih
hroni¢nih bolesti, kod kojih imuni procesi imaju glavnu ulogu u patogenezi, kao $to
su: reumatoidni artritis, psorijaza i ulcerozni kolitis (63,66,67).

Metotreksat je inhibitor dihidrofolat reduktaze (DHFR), enzima odgovornog
za redukciju folata u njihov metaboli¢ki aktivan oblik tetrahidrofolata. Naime,
smatra se da je smanjena sinteza timidilata iz deoksiuridilske kiseline osnova
citotoksi¢nog delovanja metotreksata, jer je ovo jedina jedno-karbonska transferska
reakcija u kojoj se oksidiSu tetrahidrofolatni kofaktori u njihove inaktivne
dihidrofolatne oblike (67). Metotreksat inhibira i nekoliko drugih enzima koji
ucestvuju u sintezi purina. Glavni mehanizam antikancerskog dejstva metotreksata
se, prema tome, pripisuje inhibiciji sinteze DNK putem deplecije nukleotida i
poremecaja inkorporacije dUMP u DNK, kao i u izvesnoj meri RNK (62,63,67,68).
Drugi mehanizam delovanja izgleda da je visak vezujuc¢ih mesta na dihidrofolatnoj
reduktazi, zato Sto je unutaréelijski nivo ovog target enzima 20 — 30 puta veci od
onog koji je potreban da se odrZi neophodna koncentracija tetrahidrofolata (69).

Opisani su i novi mehanizmi delovanja metotreksata (70). Oni ukazuju da je
bitna komponentna  antiproliferativnog  dejstva  metotreksata inhibicija
izoprenilcistein karboksil metiltransferaze, koja je odgovorna za karboksilmetilaciju
G-protein Ras i njenu preciznu lokalizaciju u c¢elijskoj membrani. Inhibicija
remetilacije homocisteina preko metotreksata, folatnog antimetabolita, dovodi do

porasta unutarcelijske koncentracije S-adenozilhomocisteina, koji je jak inhibitor
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¢elijskih metiltransferaza (71). Inhibicija metiltransferaze vodi do prekida u Ras-
oznatenom putu i prestanka rasta celije. Autori, medutim, ne pori¢u znacaj
tradicionalno prihva¢enog modela mehanizma delovanja metotreksata (70). Umesto
toga, oni naglaSavaju istinitost tvrdnje da ,relativni znacaj bilo kog izdvojenog
mehanizma moze biti diskutabilan od tumora do tumora i od ¢elije do ¢elije. Bilo
kakvo uplitanje u metabolicki proces metilacije u ¢eliji, moze dovesti do poremecaja
metilacije na nivou DNK, proteina i malih molekula kao $to su poliamini, koji inace
poseduju osobine regulatornih molekula (71). Procesi koji se odvijaju u ¢eliji nakon
inhibicije sinteze DNK pod dejstvom metotreksata, jo§ uvek nisu dovoljno ispitani.

Za sada postoje samo sporadi¢ni izvestaji (72-74).
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1.6.1. Homocistein kao marker efikasnosti antifolata

Uprkos dosadasnjem velikom napretku u razumevanju genetickih i
metabolickih procesa kod kancera, jos uvek se Siroko primenjuje koncept doziranja
lekova prema telesnoj povrSini pacijenta. Na ovaj nafin se zanemaruje
individualnost svakog pacijenta na nivou tumor — domacin. Naime, postize se
preciznost u doziranju lekova ali izostaje neophodna bioloska preciznost kada je re¢
o individualnim potrebama, prilagodavanju lekova svakom pacijentu ponaosob i
vremenu trajanja ciklusa terapije. Zbog toga se tokom proteklih godina intenzivno
traga za farmakoloskim i drugim biomarkerima na polju prediktivne onkologije.

Pod optimalnim uslovima, marker bioloSkog odgovora na dati lek bi morao
biti unapred odreden prediktor toksi¢nosti ili efikasnosti leka, ili posedovati obe ove
karakteristike. Homocistein bi mogao biti endogeni faktor koji ispunjava ove
kriterijume. Dokazano je da metotreksat jasno menja koncentraciju homocisteina u
¢elijama pacijenata, ali su dokazi o tome pre deskriptivni nego Sto se bave
utvrdivanjem jasnih prediktivnih smernica. Tek kada je u klinickoj praksi
predstavljen pemetrexed (,,multitargetni antifolat®), po prvi put su objavljeni radovi
sa inicijalnim, mada oskudnim, podacima koji se odnose na njegovo antifolatno
delovanje i koncentraciju homocisteina i MMA u plazmi. Utvrdeno je da
homocistein i MMA mogu biti markeri kojima se procenjuje toksi¢nost tokom
terapije pemetrexedom (75,76). Naglaseno je da nadoknada folne kiseline i vitamina
B2 pre primene pemetrexeda moze smanjiti toksi¢nost prouzrokovanu ovim lekom,
kao 1 toksi¢nost tokom odrzavanja efekta leka ili mozda povecanja doze leka. Tako
zvuci optimisticki, ovakav stav jo§ uvek nije prihvacan od strane vecine naucnika.
Medutim, istrazivanja koja se u novije vreme bave vezom homocisteina i folatnih
antagonista  potvrduju da je homocistein marker ,farmakodinamskog
dejstva“ metotreksata (77). Na to, izmedu ostalog, ukazuje i Cinjenica da je kod
pacijenata koji su primali visoke doze metotreksata, koncentracija homocisteina u
plazmi imala paralelan razvoj i tok do skoro fatalne neurotoksi¢nosti. Koncentracije
folne kiseline u plazmi, pre primene metotreksata, su se razlikovale kod pacijenata

sa toksi¢nim i netoksi¢nim tokom ciklusa hemoterapije.
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1.7. Hiperhomocisteinemija i bolesti kod dece

Postoje dve vrste dokaza o0 povezanosti homocisteina i
kardiovaskularnih oboljenja u detinjstvu. Prvo, poviSene koncentracije kod dece su u
pozitivnoj korelaciji sa kardiovaskularnim oboljenjima kod njihovih roditelja (78-
81), deda i baba (80,81) ili rodaka (82). Moguce je da takva udruzenost odrazava
spoljasnje ili genetske faktore rizika. Drugo, utvrdeno je da je koncentracija
homocisteina povezana sa mozdanim udarom (53,83-85), kao i sa venskom
trombozom kod novorodencadi i dece (86). Ovi nalazi su veoma znacajni jer postoje
neprepoznati mozdani udari u neonatalnom uzrastu i detinjstvu, sa nedovoljno
definisanim faktorima rizika i neadekvatnim terapijskim protokolom (87). Ukoliko
vece studije potvrde homocistein kao jasan faktor rizika, terapijski pristup bi mogao
biti snizavanje koncentracije homocisteina primenom vitamin B kompleksa.

Znacajno povecanje koncentracije ukupnog homocisteina je prisutno kod
dece sa hroni¢nom bubreznom insuficijencijom, kako kod one na hemodijalizi tako i
kod one kod kojih se primenjuje peritonealna dijaliza, ali i kod dece kod koje je
uradena transplantacija bubrega (88,89). Hiperhomocisteinemija je izrazenija kod
dece sa bubreznom boles¢u i MTHFR C677 T-alelom, nego kod onih sa CC
genotipom (52,90), i ona imaju dobar odgovor na primenu visokih doza folne
kiseline (88,91,92). Terapija folnom kiselinom dovodi do blage dilatacije i donekle
popravlja protok, ali ne znacajno u poredenju sa placebom (93). Jos uvek je nejasno
da li nadoknada folne kiseline ima povoljan efekat na kardiovaskularni sistem dece
sa bubreznom insuficijencijom.

Kod dece sa dijabetes melitusom tip I sniZene su koncentracije homocisteina
(94-98). Ovo snizenje bi se moglo objasniti glomerulskom hiperfiltracijom u ranoj
fazi dijabetesa (99). Mladi pacijenti nemaju razvijenu nefropatiju i druge
komplikacije dijabetesa, ¢ime se, inafe, objaSnjavaju visoke koncentracije
homocisteina kod dece kod koje dijabetes melitus tip I duze traje (98) i kod starijih
dijabeticara (100). Niske koncentracije kod dece u ranoj fazi dijabetesa upucuju na
to da dijabeticka angiopatija nije uzrokovana hiperhomocisteinemijom. Medutim,
poviSene vrednosti folne kiseline u eritrocitima kod ovih pacijenata udruzene su sa

boljim funkcionisanjem endotela, §to se manifestuje boljim protokom krvi i nizim
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koncentracijama trombomodulina (101). Nakon ovog otkri¢a, usledila su brojna
istrazivanja sa ciljem da se utvrdi da li folna kiselina poboljsava funkciju endotela
kod dece sa dijabetesom.

Snizene koncentracije folne kiseline i izmenjen metabolizam homocisteina
prisutni su kod kongenitalnih anomalija, kao Sto su defekti neuralne tube i Dawnov
sindrom (102). Najbolja potvrda da metabolizam folne kiselina igra glavnu ulogu u
nastanku defekta neuralne tube, bilo je smanjenje incidencije ove anomalije 50 -
70% nakon uvodenja profilakse folnom kiselinom. Poremecen folatni status i
poviSena koncentracija homocisteina zapazeni su kako kod obolele dece, tako i kod
njihovih majki (103). Udruzenost defekta neuralne tube i polimorfizma enzima koji
su uklju¢eni u jedno-karbonski mehanizam, kao $to je MTHFR (104), dodatno je
potvrdila etioloski znacaj disfunkcionalnog metabolizma folata.

Niska koncentracija homocisteina kod dece sa Downovim sindromom
zapazena je pre vise od 20 godina (105). Utvrdeno je da je kod Downovog sindroma
povecana degradacija homocisteina putem transsulfuracije. Ovakav povecan protok
se objasnjava povecanom aktivnoS¢u cistation-B-sintaze koji je smeSten na
hromozomu 21. Ispitivano je da li je nizak homocistein u vezi sa smanjenom
ucestalos¢u oboljevanja od ateroskleroze kod dece sa Downovim sindromom i da li
smanjena degradacija homocisteina utie na unutarcelijsku distribuciju folata, Sto bi
moglo objasniti povecanu osetljivost na metotreksat, povec¢an srednji korpuskularni
volumen eritrocita, malapsorpciju gastrointestinalnog trakta i poremecenu sintezu
DNK i zbog toga povecanu incidenciju od leukemije (106). Dokaz o uces¢u folatnog
metabolizma kod Downovog sindroma pruza i podatak da je povecana ucestalost
MTHFR 677T i MTRR 66 G alela kod majki ¢ija deca imaju Downov sindrom (107-
109) .
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1.8. Hiperhomocisteinemija i karcinogeneza

1.8.1. Mehanizam hiperhomocisteinemija — karcinogeneza

Tokom proteklih nekoliko godina jasno je utvrdena povezanost povisenih
vrednosti homocisteina u plazmi u pojave odredenih kancera. Medutim, mehanizam
karcinogenog dejstva homocisteina jo§ uvek nije precizno utvrden. Na bazi
postoje¢ih podataka, jo§ uvek ne moze da se precizno odredi koliko pojavi
karcinogeneze doprinosi hiperhomocisteinemija, a koliko snizene koncentracije
folne kiseline i vitamina Bg i By, ili je mozda genetska predispozicija u osnovi oba
ova fenomena. Dok jedni autori nalaze jasnu povezanost koncentracije homocisteina
I rasta tumora (110), drugi su razvili teorije po kojima homocistein ispoljava svoj
karcinogeni efekat tako Sto se ukljucuje u metabolicke puteve drugih jedinjenja, npr.
hormona (111) ili dovodi do oste¢enja DNK (112). S obzirom da ne postoji dovoljan
broj podataka da bi se izveli zakljucci o znac¢aju dugotrajno snizenog homocisteina u
prevenciji 1 terapiji maligniteta, neophodna su nova istrazivanja. Potpuno je
neistrazena oblast o uticaju hiperhomocisteinemije na pojavu tumora embrionalnog
porekla, koji su karakteristika decjeg uzrasta. Oskudna ispitivanja na polju
homocisteina i maligniteta de¢jeg uzrasta radena su uglavnom kod akutnih
limfoblastnih leukemija, vezano za terapijsku primenu metotreksata, antagonista
folne kiseline.

Vecina dosadaSnjih istraZivanja se bazira na Cinjenici da je metabolizam
homocisteina bitan u procesu karcinogeneze. Poznato je da se homocistein u
¢elijama normalno metabolise putevima metilacije i transsulfuracije. Promene u oba
ova puta mogu biti razlog pojave maligne transformacije ¢elija.

Procesom metilacije, homocistein se metiliSe u metionin (u reakciji koja
ukljucuje Bip-zavisni enzim (metinonin sintaza)) i 5-metil-tetrahidrofolat (5-metil-
H,PteGlu), koji doniraju svoje metil grupe homocisteinu. Nastanak 5- metil-
H4PteGlu u ¢eliji katalizuje enzim 5,10-metilen-tetrahidrofolat reduktaza (MTHFR).
Polimorfizam enzimske aktivnosti MTHFR moze modifikovati individualni rizik za
nastanak maligniteta. U literaturi se navode dva mehanizma — hipometilacija DNK i

misinkorporacija uracila u DNK (Slika 4). Ova dva mehanizma se naj¢es¢e dovode
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u vezu sa nastankom maligniteta (113-117). Smanjena funkcija MTHFR enzima
dovodi do smanjenja dostupnosti 5-metil-H,PteGlu, dovode¢i na taj nacin do
smanjene konverzije homocisteina u metionin (Slika 4). Potro$nja folata ima za
posledicu hipometilaciju DNK, S§to moze da ima uticaj na dalji razvoj i
funkcionisanje celije. Svaka nepravilnost metilacije DNK moze biti udruZena sa
procesom karcinogeneze (114,118,119). Osim toga, zbog manjka folata, sniZzena je
koncentracija 5,10-metilen-tetrahidrofolata, zbog ¢ega se smanjeno sintetiSe
timidilat  deoksitimidin  monofosfat. To povecava odnos deoksiuridil
monofosfat/deoksitimidin monofosfat, §to pospeSuje misinkorporaciju uracila. Ovaj
proces dovodi do ostec¢enja DNK (npr. tackaste mutacije i prekidi hromozoma), §to

bi moglo biti udruzeno sa karcinogenezom (113).

‘ metilacija DNK ‘

T

metionin

homocistein

/\_

e
5-metil THF THF

\ 5,10-metilen THF -~

dump

sinteza DNK |<«— dTMmP PHE

Slika 4. Sematski prikaz metabolizma folata. DHF, dihidrofolat; dTMP,
deoksitimidin monofosfat (deoksitimidilat); dUMP, deoksiuridin monofosfat
(deoksiuridilat); MTHFR, metilenetetrahidrofolat reduktaza; THF, tetrahidrofolat.
(Preuzeto iz Kono i Chen (117)).
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Znacaj uloge MTHFR (da omoguci uklju¢ivanje 5- metil-HsPteGlu u ciklus
metilacije) potvrden je Cinjenicom da kod izvesnog broja odraslih osoba sa
hiperhomocisteinemijom, polimorfizam u okviru folat-vezujuc¢ih grupa (kao $to je
C—T supstitucija na nukleotidu 677, koja konvertuje alanin u valin) dovodi do
nastanka disfunkcionalnog termolabilnog MTHFR. Ovo dovodi do patoloskog
nagomilavanja homocisteina, koji napusta celiju i prelazi u cirkulaciju. Varijanta
677 C—T je udruZena sa visokim bazalnim vrednostima homocisteina u serumu.
Navedeni polimorfizam je wudruzen sa povecanim rizikom od nastanka
endometrijalnog karcinoma, raka dojke, ovarijalnog karcinoma, karcinoma jednjaka
i zeluca a nosi smanjen rizik od leukemije i kolorektalnog karcinoma (120-123).
Osim slabo funkcionalne polimorfne T varijante MTHFR na nukleotidu 677 (677
C—T) postoji 1 slabo funkcionalna C varijanta na nukleotidu 1298 (1298 A— C)
(124,125). Smanjen rizik od karcinoma kolona imaju osobe sa MTHFR 677 TT
genotipom (126-128), dok je nizi rizik od akutne limfoblastne leukemije kod dece i
odraslih udruzen sa mutacijama MTHFR 677 C—T i 1298 A— C (129,130).
Medutim, ovaj zastitni efekat je prisutan samo ukoliko je unos folata adekvatan, dok
u uslovima bez folata pomenute varijante nose isti rizik od karcinogeneze kao i
divlji tipovi (131). Moguce je da metilacija 5-metil THF, u cilju odrzanja balansa
korisnog efekta redukovane misinkorporacije uracila, u takvim uslovima postaje
kriticna. Pretpostavka je da se rizik od kancera udruzen sa polimorfizmom MTHFR
moze menjati pod uticajem folata.

Postoji naizgled dovoljno prikupljenih dokaza da niske koncentracije folata
dovode do karcinogeneze. Vezu izmedu niskog folatnog statusa i maligniteta
potvrduju brojne epidemioloske studije; utvrdena je na Zivotinjskim modelima i in
Vvitro istrazivanjima, a moguc¢i mehanizmi ove povezanosti se jo§ uvek kriticki
procenjuju. Kako je vec¢ ranije navedeno, moguci mehanizmi bi mogli biti poremecaj
metilacije DNK, nestabilnost DNK usled preloma lanaca ili greske pri ugradivanju
uracila u DNK. Metilacija citozina (u 5-metil-deoksicitidin) u DNK se moze javiti u
kodirajucoj regiji gena (Sto moZze biti inicijalni dogadaj koji dovodi do mutacija
tumor supresor gena) ili unutar citozina na poziciji CpG regije unutar promotera
(gde ¢e metilacija dovesti do prigusenja tumor supresor gena, a hipometilacija do

aktivacije protoonkogena). Istrazivanja ukazuju da metilacija priguSuje gensku
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ekspresiju putem acetilacije histona koji je ukljuen u transkripcionu represiju (132).
Nasuprot tome, hipometilacija DNK pospesuje represiju, dovode¢i do aktivacije
gena. Znacajno je to da su takve epigenetske promene (hipometilacija) zapazene i
eksperimentalno na ljudskim leukocitima i tokom karcinogeneze prilikom
progrediranja adenoma u kancer kolona. Podjednako je znaajno da se pritom, uz
pojavu adenoma, pojavljuju i nove promene na normalnoj rektalnoj mukozi. Velika
ucestalost termolabilnog MTHFR u opstoj populaciji, omogucava da se istrazuju
moguci faktora rizika udruZeni sa karcinogenezom i promenjenim folatnim statusom.
MTHFR je uklju¢en i u nastanak 5-metil-HsPteGlu. U uslovima njegove
termolabilnosti, postoji sklonost ka preusmeravanju njegove jedno-karbonske grupe
u 5,10-metilen-H4PteGlu putu, pri ¢emu se stvara viSe timidilata za DNK sintezu
(Sto je dokazano u eritrocitima), pod uslovom da je folatni status normalan. Zbog
toga, osobe koje su homozigoti za MTHFR imaju rizik od 50% da obole od kancera
kolona (pod uslovom da imaju normalnu koncentraciju folata, koji optimizira
preusmeravanje). Ovi nalazi upucuju na to da je koncentracija folata tokom puta
sinteze timidilata, a na racun procesa metilacije, od neprocenjivog znacaja za zastitu
DNK. Kod pojedinaca sa homozigotnim termolabilnim MTHFR i niskim folatnim
statusom, 5,10-metilen-H4PteGlu ne moze da stabilizuje flavin adenin nukleotid
kofaktor na vezuju¢im mestima za MTHFR 1 dolazi do smanjenja njegove enzimske
aktivnosti. Deficit folata predisponira hipometilaciju DNK, §to mozZe predstavljati
rizik za pojavu karcinogeneze. Na ovaj nacin se, izmedu ostalog, moze objasniti
veza izmedu termolabilnosti MTHEFR i rizika od nastanka maligniteta (131).

Sa ciljem da se odgovori na pitanje da li je homocistein uzro¢nik
karcinogeneze ili je hiperhomocisteinemija samo pasivni i indirektni indikator
mnogo kompleksnijeg mehanizma, proucavana je i uloga S-adenozilmetionina
(SAM) i S-adenozilhomocisteina (SAH). Kako su ova jedinjenja supstrati reakcija u
kojima ucestvuje metiltransferaza, oni su bitni metabolicki indikatori metilacionog
statusa celije. Dugotrajno poviSene koncentracije homocisteina dovode do
paralelnog povecanja unutarelijskog SAH 1 znacajno inhibiraju DNK
metiltransferaze. Hipometilacija DNK posredovana povisenim koncentracijama

SAH je udruzena sa poremecajima u ekspresiji gena i strukturi hromatina, te bi
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mogla biti osnova nove hipoteze u patogenezi bolesti udruzenih sa
hiperhomocisteinemijom (133).

Da bi se razjasnilo da li homocistein ima karcinogeni potencijal, ispitivan je i
mehanizam oksidativnog DNK oSte¢enja. Proucavano je jedinjenje 8-0x0-7,8-
dihidro-2'-deoksiguanozin (8-oxodG), za koje je poznato da dovodi do
karcinogeneze, a indukuje ga homocistein u kulturi ¢elija. Homocistein dovodi do
povecanja koncentracije ovog jedinjenja u leukemijskim ¢elijama, dok koncentracija
nije povecana u kolonijama klonalnih ¢elija koje su rezistentne na dejstvo hidrogen
peroksida (H,0O;). Koris¢eni su fragmenti DNK dobijeni iz humanih tumor supresor
gena i protoonkogena i utvrdeno je da postoje dva mehanizma kojima homocistein
dovodi do ostecenja DNK u prisustvu Cu(ll). Pri niskim koncentracijama
homocisteina (20 umol/L), povecava se broj piperidin-labilnih mesta na reziduama
timidina, dok visoke koncentracije homocisteina (100 umol/L) primarno dovode do
osteCenja na reziduama guanina. Katalaza inhibira oSte¢enje DNK ukoliko su
koncentracije homocisteina niske (20 umol/L), nagovestavajuéi ulogu H,0,, ali je
potpuno neefikasna u prevenciji oSte¢enja DNK kada su koncentracije homocisteina
visoke (100 pmol/L). Eksperiment u kome je primenjen set kiseoni¢nih proba
pokazao je da koncentracija homocisteina od 100 umol/L pojacava intenzitet
hemiluminiscencije u deuterijum oksidu vise nego u H,O. Ovakvi rezultati ukazuju
da bi DNK oste¢enje zavisno od prisustva metala preko H,O, moglo biti bitan
mehanizam karcinogenog delovanja homocisteina (112).

Poremecaji u procesu transsulfuracije homocisteina takode bi mogli biti od
znaCaja za pojavu karcinogeneze. Procesom transsulfuracije, cistation B-sintaza
katalizuje kondenzaciju homocisteina sa serinom u prisustvu piridoksil fosfata
(vitamin Bg), pri ¢emu nastaje cistation, koga vitamin Bg-zavisna y-cistationaza dalje
raSClanjuje na cistein i o-ketobutirat. Cistein ucestvuje u sintezi antioksidanta
glutationa, glavnog unutarcelijskog faktora odbrane od oksidativnog stresa.
OgraniCavajuéi reagens U sintezi glutationa je cistein, a oko 50% cisteina u jetri
nastaje procesom transsulfuracije. Metabolizam homocisteina je povezan sa
rezervama glutationa i ¢ini se da postoji reciprocna oksidativna senzitivnost izmedu

aktivnosti metionin sintaze i cistation -sintaze. Oksidativni stres inaktivi§e metionin
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sintazu, povecava se nivo homocisteina procesom transsulfuracije i proizvodi se vise
cisteina i glutationa; nasuprot tome, antioksidanti dovode do suprotnog efekta.

Na osnovu svega navedenog, moze se zaklju¢iti da koncentracija
homocisteina u plazmi zavisi od genetski regulisanih koncentracija esencijalnih
enzima i unosa folne kiseline, vitamina Bg i vitamina B, ali i od drugih faktora
(bubrezne disfunkcije, starosti, NO i antifolata).

Samim tim, namece se ¢injenica da se rizik od karcinogeneze moze smanjiti
povecanjem unosa folata u ishrani. Jo§ uvek je, medutim, nedovoljan broj klinickih
studija koje potvrduju izvesni napredak ili promenu krajnih surogat markera. Pa ipak,
kod zivotinja je dokazano da nadoknada folata povecava rizik od kolorektalnog
kancera 1 ubrzava progresiju kancera. To nalaze oprez i1 dugorocni pazljiv
monitoring populacija, a narocito onih kod kojih je uveden program fortifikacije
hrane. Medutim, u nau¢nim krugovima, i dalje je prihvacen stav da se povec¢anim
unosom folata smanjuje rizik od nastanka kolorektalnog kancera (134).

lako postoji mnogo studija na Zivotinjama i ljudima koje izucavaju znacaj
folata u DNK hipermetilaciji CpG regiona koja dovodi do transkripcijskog
prigusSivanja tumor supresor gena ili globalne hipometilacije, ne postoji jasna
potvrda da fizioloski deficit folata dovodi do znafajnih promena u DNK
hipometilaciji genoma ili da specificna DNK metilacija odredenih gena uti¢e na
pojavu maligniteta. Stavie, zbog obilja prou¢enih Zivotinjskih modela, zakljuéci
koji se odnose na humanu populaciju moraju biti prihvaceni sa oprezom. Zbog toga,
uprkos brojnim eksperimentalnim potvrdama o tome da deficit ili viSak folata imaju
uticaj na transformaciju normalne celije u malignu 1 postojanju nekoliko
retrospektivnih 1 par prospektivnih epidemioloskih studija koje potvrduju vezu
izmedu deficita folata i rizika od kancera, ne postoji pouzdan pokazatelj u ljudskoj

populaciji na osnovu kojeg bi se mogla napraviti jasna veza izmedu hrane i kancera.

31



1.8.2. Hiperhomocisteinemija i malignitet kod dece

Nedovoljno se zna o etiologiji i mehanizmu malignih bolesti kod dece. Siroki
spektar molekularne raznolikosti ovih bolesti ukazuje na to da su u etiologiji ovih
tumora ukljuCene brojne sloZene interakcije. Medutim, tokom proteklih decenija,
napravljen je znaCajan pomak u razumevanju molekularne osnove maligniteta
decjeg wuzrasta. Mehanizam nastanka akutne leukemije kod dece ukljucuje
hiperdiploidiju, aberantnu ekspresiju protoonkogena i aktivaciju transkripcionih
faktora ili kinaza putem aberantne fuzije gena. Molekularne analize ovih poremecaja
su olaksale prepoznavanje grupa sa razliCitom senzitivnoSéu na terapiju i
identifikovale potencijalne mete za antileukemijske lekove. Sli¢ne analize na polju
mekotkivnih tumora 1 tumora kostiju kod dece, takode su dovele do identifikacije
specificnih fuzija gena, a njihove osobine su znacajno doprinele boljem
razumevanju njihove specificne biologije. Molekularni esej njihovih rearanzmenta je
postao bitno sredstvo klasifikacije ovih bolesti 1 dobar prognosticki faktor. Medutim,
razumevanje mehanizama koji su u osnovi mnogih drugih malignih bolesti de¢jeg
uzrasta, ukljucuju¢i i embrionalne tumore, jo§ uvek je uglavnom nekompletno.
Uprkos tome sto su opisane mnoge citogenetske i molekularne abnormalnosti,
njihova patogeneza je joS uvek nejasna.

Smatra se da embrionalni tumori nastaju zbog greSaka u razvoju tokom
embrionalnog i1 fetalnog sazrevanja. Jedna od hipoteza je da se stvara vise celija
nego Sto je potrebno za formiranje odredenih organa ili tkiva i da ove rudimentne
¢elije u visku predstavljaju osnovu za nastanak maligniteta. Pojava embrionalnih
tumora nakon dojenaCkog perioda, objaSnjava se perzistiranjem ovih c¢elija ili
njihovih razvojnih tragova. Razvojne anomalije tkiva (npr. hamartoma ili
disgeneti¢kih gonada) razlog su pojave maligniteta u kasnijem uzrastu. Prisustvo
ovog poremecéenog razvojnog tkiva na rodenju, dokaz je da ¢elije nisu maturirale,
migrirale, ili se nisu pravilno diferentovale tokom intrauterinog perioda.

Maligna transformacija ¢elija u kulturi tkiva i in vivo karcinogenezi je
dinamican, postepen i sloZen proces koji, uproséeno, prolazi kroz tri faze: inicijaciju,
promociju i progresiju. Ove faze se prakticno mogu primeniti na sve tumore,

ukljucuju¢i 1 embrionalne. Inicijacija je posledica izlaganja celija ili tkiva
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odgovarajuc¢oj dozi karcinogena, pri ¢emu se inicirajuca celija trajno oStecuje i
dobija maligni potencijal. Inicirajuéa Celija moZe perzistirati mesecima ili Cak
godinama pre nego Sto postane maligna. Tokom faze promocije, inicirajuca celija se
klonalno razvija. Promociju mogu modifikovati ili uciniti je reverzibilnom brojni
faktori. Tokom poslednje faze, progresije, transformisana ¢elija se razvija u tumor,
sa sposobnos$¢u metastaziranja. Embrionalni tumori se, samim tim, mogu smatrati
poremecajem integrisane kontrole celijske diferencijacije 1 proliferacije. Geneticki
model karcinogeneze je predstavljen sa ciljem da se objasne patogeneza i osobenosti
odredenih embrionalnih tumora. Prema ovoj hipotezi, embrionalni tumori su rezultat
dva mutaciona dogadaja u genomu. Prva mutacija je prezigotna i nije nasledna, dok
je druga uvek postzigotna.

Odredeni neonatalni i dojenacki tumori imaju benigno klinicko ponaSanje
iako su histoloski maligni, kao §to je to sluc¢aj kod neuroblastoma i hepatoblastoma u
prvoj godini zivota i kod kongenitalne i infantilne fibromatoze i sakrokokcigealnog
teratoma u prvih nekoliko meseci Zivota. Faktori koji su odgovorni za benigni tok
onkogenog perioda ovih tumora nisu poznati.

Kad je re¢ o udruZenosti maligniteta i kongenitalnih malformacija, dobro je
dokumentovan koncept po kome teratogeneza i karcinogeneza imaju iste mehanizme.
Smatra se da je u osnovi ovih procesa simultana ili postepena reakcija Celija ili tkiva
na specifi¢ne Stetne agense. Stepen diferencijacije ¢elija, metabolicko ili imunolosko
stanje fetusa ili embriona, kao i vreme izloZenosti agensu, odredi¢e da li ¢e efekat
biti teratogen, karcinogen, da li ¢e se javiti oba ili nijedan. Mnogi bioloski, hemijski
i fizicki agensi, za koje se zna da su teratogeni za embrion i fetus, su kancerogeni u
kasnijem zivotnom dobu. Pretpostavlja se da anomalna tkiva poseduje latentne
onkogene koji se aktiviraju pod odredenim uslovima i dovode do maligne
transformacije tumora.

Molekul folne kiseline ucestvuje u sintezi DNK 1 metilaciji. Brojna
istrazivanja na odraslima ukazuju na povezanost izmedu rizika od maligniteta i
deficita folata, a takode 1 na pojacanu sklonost oSte¢enja genoma. Znacajnija
istrazivanja kod dece nisu radena, a postoji mali broj izvestaja koji ukazuju na
povezanost homocisteina i folne kiseline, kofaktora u njegovoj sintezi, i pojave
maligniteta kod dece (17,18,135-139).
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Osnovu intergriteta genoma ¢ini nekoliko molekularnih mehanizama
senzitivnih na vitamine B kompleksa, kao i na interakciju izmedu unosa folata i
polimorfizma enzima zavisnih od folne kiseline (140). Pacijenti sa MTHFR 677 TT
1 adekvatnim unosom folata imaju snizen rizik za nastanak akutne limfoblastne
leukemije (141). Poremecaj distribucije folata prouzrokovan razliitim oblicima
MTHEFR uti¢e na rizik od limfoblastne leukemije ali ne i na rizik od mijeloidne
leukemije. Moguce je da limfoidne 1 mijeloidne celije imaju razlicite potrebe za
folatima ili razli¢itu osetljivost na oSte¢enja hromozoma. U osnovi toga mogu biti
povecéani zahtevi za folatima kod limfoidnih ¢elija u odnosu na mijeloidne (142).
Rezultati istrazivanja potvrduju znacaj koncentracije homocisteina, folne kiseline 1
vitamina Bj, u akutnoj limfoblastnoj leukemiji, naglaSavajuéi da interakcija gen —
okruzenje moze biti znacajan faktor u razvoju akutne limfoblastne leukemije (139).
Takode je utvrdeno da nadoknada folata tokom trudnoce znacajno smanjuje rizik od
nastanka akutne limfoblastne leukemije u detinjstvu (138).

Kada je re¢ o limfomima u de¢jem uzrastu, nadeno je 1 da su i kod njih
koncentracije homocisteina znacajno povisene, ali ne u toj meri kao kod dece
obolele od akutne limfoblastne leukemije. Koncentracije su se normalizovale kada je
postignuta remisija bolesti (135).

Pretpostavlja se da je transportni sistem visokog afiniteta za folnu kiselinu
prekomerno aktiviran u Kulturi leukemijskih i drugih malignih ¢elija, ¢ime se mogu
objasniti povecani zahtevi za folnom kiselinom za de novo sintezu nukleotidnih
prekurzora. Nadeno je da leukemijske celije pacijenata sadrze veéu koncentraciju
folata nego neleukemijske celije u sliénom stadijumu razvoja, kao i da je odnos
izmedu folata u leukocitima 1 serumu znacajno povecan. Na osnovu toga je
zaklju€eno da postoje povecani zahtevi za folnom kiselinom kod leukemija i
solidnih tumora, $to je praceno smanjenjem koncentracije folata u serumu i
smanjenim katabolizmom i ekskrecijom folata. Analiza promena u koncentraciji
homocisteina pre 1 tokom terapije akutne limfoblastne leukemije, upucuje na to da bi
koncentracija ukupnog homocisteina u plazmi mogla biti potencijalno koristan
indikator folatnog statusa pacijenata (18). Jos uvek ne postoje dokazi da li moze biti

prognosticki faktor i parametar pracenja terapijskog efekta.

34




Istrazivanjem znafaja homocisteina na razvoj embrionalnih tumora
centralnog nervnog sistema, nadeno je da homozigoti za CC alel MTHFR A1298C
imaju povecan rizik za razvoj ovih tumora i da metabolizam folata moze imati
znadajnu ulogu u patogenezi specifiénih podtipova tumora mozga kod dece. Sto se
tice drugih analiziranih tipova tumora mozga u de¢jem uzrastu (tumori glije i germ

cell tumori), nije utvrdena povezanost polimorfizma i njihovog nastanka (136).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Utvrditi odnose izmedu vrednosti u krvi homocisteina, folne kiseline i

vitamina B, sa vrstom i stadijumom maligne bolesti.

2. Utvrditi efekte primenjene terapije na promene u vrednostima

homocisteina, folne kiseline i vitamina Bs.

3. Utvrditi znacaj homocisteina kao moguceg markera tumorske aktivnosti.
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3. MATERIJAL I METOD ISTRAZIVANJA

Prospektivno istrazivanje je odobreno od strane Etickog komiteta
Medicinskog fakulteta u Beogradu i Etickog odbora Instituta za majku i dete
Republike Srbije ,,Dr Vukan Cupié* i sprovedeno je u skladu sa eti¢kim standardima.

Koncentracije homocisteina u plazmi, vitamina By, u serumu i folne kiseline
u serumu odredene su kod 46 dece sa novodijagnostikovanim malignim oboljenjem
u Institutu za majku i dete Republike Srbije ,,Dr Vukan Cupi¢“ u periodu od 1. jula
2009. godine do 1. januara 2011. godine.

Kriterijumi za ukljucenje u studiju su bili slede¢i:

1. Pacijenti sa potvrdenom dijagnozom: a) malignog solidnog tumora (Wilmsov
tumor, neuroblastom, ganglioneuroblastom, rabdomiosarkom, hepatoblastom,
tumori  germinativnih  Celija, primitivni neuroektodermalni  tumor,
adrenokortikalni  karcinom, osteosarkom); b) limfoproliferativnog ili
plazmacelijskog oboljenja (akutne limfoblastne leukemije, akutne i hronicne
nelimfoblastne leukemije, mijelodisplaznog sindroma, Langerhans cell
histiocitoze, Hodgkinovog i Nehodgkinskih limfoma).

2. Pacijenti koji: a) su dijagnostikovani pre 18. rodendana, b) imaju
histopatoloski, imunohistohemijski ili metodama molekularne dijagnostike
potvrdenu dijagnozu malignog oboljenja, ¢) nisu ranije bolovali od malignog
oboljenja, d) nisu u terminalnom stadijumu bolesti.

3. Roditelji (majka ili otac) ili primarni staratelji pacijenata su dali pismenu

saglasnost.

Dijagnoza je kod svih pacijenata obolelih od malignih solidnih tumora
potvrdena histopatoloskom analizom bioptata ili ekstirpiranog tumora, dok je kod
pacijenata sa limfoproliferativnim malignim oboljenjima potvrdena metodama
imunohistohemije i molekularne dijagnostike.

Svi ispitanici su svrstani u sledece uzrastne grupe: 0 —1,2-3,4-6,7 -9,
10-12i 13 - 18 godina.
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Registrovana maligna oboljenja u ispitivanoj populaciji dece su, prema
embrionalnom poreklu, svrstana u sledeée kategorije: ektodermalnog,
mezodermalnog, endodermalnog 1 meSovitog porekla. U maligne tumore
ektodermalnog porekla, koji nastaju iz epitela i udruzenih struktura, kao i nervnog
tkiva, svrstani su: neuroblastom (NB), primitivni neuroektodermalni tumor (PNET) i
adrenokortikalni karcinom (ACC). U maligne tumore mezodermalnog porekla, koji
nastaju iz misi¢a, spoljaSnjih omotaca unutra$njih organa, gonada, urogenitalnog i
ekskretornih sistema, kao i mezenhima (dermis — unutra$nji sloj koze, kosti i
hrskavica i cirkulatorni sistem — srce, krvni sudovi i eritrociti), svrstani su: Wilmsov
tumor (WT), rabdomiosarkom (RMS), osteosarkom, Hodgkinov limfom (HL),
Nehodgkinski limfom (NHL), akutna limfoblastna leukemija (ALL), akutna
mijeloidna leukemija (AML), hronicna mijeloidna leukemija (CML),
mijelodisplazni sindrom (MDS) i histiocitoza. U maligne tumore endodermalnog
porekla, koji nastaju iz unutra$njeg sloja digestivnog trakta, respiratornog trakta i
zlezda (ukljuCujuci jetru 1 pankreas), svrstani su: hepatoblastom (HB), Yolk Sac
karcinom (YSCa) i embrionalni karcinom testisa. U maligne tumore meSovitog
porekla svrstani su: maligni Schwanom (MPNST) i nezreli teratom (oba su
ektomezenhimalnog porekla).

Maligna oboljenja ispitanika su, prema vrsti maligniteta, dalje podeljenja na
solidne tumore i limfoproliferativna i plazmacelijska maligna oboljenja. U grupu
solidnih tumora svrstani su: NB, PNET, ACC, WT, RMS, osteosarkom, HB, tumori
germinativnih cCelija (YSCa, embrionalni karcinom testisa i nezreli teratom) i
MPNST. U grupu limfoproliferativnih i plazmacelijskih malignih oboljenja svrstani
su: HL, NHL, ALL, AML, CML, MDS i histiocitoza.

Kada je re¢ o lokalizaciji tumora kod obolele dece, maligna oboljenja su
klasifikovana prema zahva¢enim organima i sistemima organa u organizmu na:
urinarni, genitalni, digestivni, nervni, lokomotorni i endokrini sistem, limfaticno
tkivo 1 organe 1 kostnu srz.

Inicijalne vrednosti koncentracije homocisteina u plazmi, vitamina B, u
serumu i folne kiseline u serumu su odredivane pre sprovodenja bilo kakve terapije.

Kontrolne vrednosti koncentracije homocisteina u plazmi, vitamina B1, u serumu i

38




folne kiseline u serumu su odredivane nakon sprovedene terapije (operativnog
lecenja, hemioterapije i radioterapije).

Uzimanje uzoraka krvi za odredivanje homocisteina je obavljeno prema
standardizovanom protokolu. Venepunkcije su kod pacijenata radene u jutarnjim
satima, izmedu 8h i 10h, pre dorucka. Krv za odredivanje homocisteina (3 — 4 ml) je
sakupljana u epruvete sa EDTA, dok je krv za odredivanje vitamina Bj, i folne
kiseline (2 — 3 ml) sakupljana u epruvete bez dodatka antikoagulansa. Uzorci krvi su
potom centrifugirani, separisani i zamrzavani na -20°C unutar 1 ¢as nakon
venepunkcije, do analiziranja. Kod svih pacijenata kod kojih je odredena
koncentracija homocisteina, odredene su i koncentracije folne kiseline i vitamina Bi.
Homocistein je odredivan na aparatu ACL Elite Pro, metodom automatskog
lateksom obogaéenog imunoeseja za kvantitativno odredivanje ukupnog L-
homocisteina u humanoj citriranoj plazmi, pri ¢emu je koriS¢en faktor konverzije
1,17 (Hey epra/ 1,17 = HCY ciyar), prema uputstvu proizvodaca. Vitamin By, i folna
kiselina u serumu su simultano odredivani tehnikom hemiluminiscentnog eseja na
aparatu Access Immunoassay (Beckman Coulter, USA)  prema uputstvu
proizvodaca.

Demografske i klinicke karakteristike pacijenata su analizirane metodama
deskriptivne statistike (srednja vrednost, standardna devijacija, minimalne i
maksimalne vrednosti, procenat). U zavisnosti od distribucije podataka primenjivane
su metode parametarske i neparametarske statistike (hi-kvadrat test, t-test, t par-test,
Mann-Whitney test, analiza varijanse (ANOVA, Bonferoni post-hock test, Pearson i
Spearman Kkorelacija)). Rezultati su prikazani grafi¢ki i tabelarno. Kao statisticki
znaajna uzeta je verovatno¢a nulte hipoteze manja od 0,05. Baza podataka je
formirana na racunaru lap-top MSI u statistickom paketu SPSS-12.0 u kome je i

izvrSena statisticka analiza dobijenih rezultata.
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4. REZULTATI

4.1. Opste karakteristike ispitivane grupe

Tabela 1. Demografske, klinicke i patoloSke karakteristike pacijenata sa malignim

bolestima (N=46) ukljucenih u istrazivanje.

Varijabla Pacijenti

Demografske i klinicke karakteristike

Pol , No (%)

Muski (M) 25 (54)
Zenski (Z) 21 (46)
Uzrast u vreme dijagnoze, godine, medijana (raspon) 7,16 (0,16-17,91)
Vrsta maligniteta, No (%), M No (%), Z No (%)

Solidni tumor (ST) 29 (63), 13 (52), 16 (76,2)
Limfoproliferativne/plazmacelijske bolesti (LB) 17 (37), 12 (48), 5 (23,8)
Vrsta maligniteta, 0-1 g, No(%); 2-3g, No(%); 4-6g, No(%); 7-9g, No(%); 10-12g, No(%); 13-18g,No (%)
ST 5017,2); 9(31) ; 2(69); 2(69); 2(6,9); 9 (31)
LB 0 (0); 3(17,6); 0(0); 3(17,6); 6(35,3); 5(29,5)
Lokalizacija maligniteta, No (%)

Urinarni sistem 4 (8,7)
Genitalni sistem 10 (21,7)
Nervni sistem 9 (19,6)
Lokomotorni sistem 4 (8,7)
Endokrini sistem 1(2,2)
Limfati¢no tkivo i organi 2 (4,3)
Kostna srz 14 (30,5)
Digestivni sistem 2 (4,3)
Tumorski markeri, normalni, No (%); pozitivni, No (%)

AFP 12 (50); 12 (50)
R-hCG 5(83,3); 1 (16,7)
VMA i HVA u urinu 10 (62,5); 6 (37,5)
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Patoloske karakteristike

Razvojna histogeneza, No (%)

Ektodermalnog porekla 12 (26,1)
Endodermalnog porekla 5(10,9)
Mezodermalnog porekla 27 (58,7)
Mesovitog porekla 2 (4,3)

AFP = Alfa-fetoprotein; 3-hCG = Humani horionski gonadotropin;
VMA = Vanililmandeli¢na kiselina; HVA = homovanilna kiselina

Kako se iz tabele 1 moze videti, ispitivanu grupu je ¢inilo 46 ispitanika od
kojih 25 (54%) ispitanika muskog pola i 21 (46%) Zenskog pola.
Statistickom analizom podataka 0 polu ispitanika prikazanih u tabeli 1, nije

nadena statisti¢ki znaGajna razlika u distribuciji po polu (x°=0,348; p>0,05).

U tabeli 1 je takode prikazan uzrast ispitanika u vreme dijagnostikovanja
malignog oboljenja. Uzrast ispitanika u vreme dijagnostikovanja malignog oboljenja
se kretao u rasponu od mimimalnih 2 meseca (0,16 godina) do maksimalnih 215
meseci (17, 91 godina) sa srednjom vrednosti 86 meseci (7,16 godina).

Nadena je vrlo visoko statisticki znaCajna razlika starosti ispitanika u

ispitivanoj grupi (t=9,130; p<0,001).

Istrazivanje je obuhvatilo decu sa razliCitim vrstama maligniteta, tj.
ispitanici su grupisani u zavisnosti od toga da li imaju solidni tumor ili
limfoproliferativno, tj. plazmacelijsko oboljenje. Najveci broj ispitanika (63%) je
imao solidni tumor, dok je manji broj obolele dece imao (37%) limfoproliferativno
ili plazmacelijsko maligno oboljenje.

Statisticlkom analizom podataka o vrsti tumora u ispitivanoj grupi nije
nadena statisticki znac¢ajna razlika (X2:3,13O; p>0,05).

U tabeli 1 prikazana je i distribucija starosnih grupa ispitanika prema vrsti
maligniteta. Kako se iz tabele moze videti, solidni tumori su bili najzastupljeni u
uzrastu 2 — 3 godine (31%) kao i u wuzrastu 13 — 18 godina (31%).
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Limfoproliferativni i plazmacelijski maligniteti su bili najzastupljeniji u uzrastu 10 —
12 godina (35,3%).

Statistickom analizom distribucije starosnih grupa ispitanika prema vrsti
maligniteta podataka prikazanih u tabeli 1, nije nadena statisti¢ki znacajna razlika u
distribuciji starosnih grupa zavisno od vrste tumora (3°=10,958; p>0,05).

Ispitanici sa limfoproliferativnim i plazmacelijskim malignim oboljenjima su
bili stariji u vreme postavljanja dijagnoze (115,8 + 50,9 meseci) u odnosu na
ispitanike sa solidnim tumorima (78,8 £ 74,7 meseci).

Uzrast se nije statisticki znacajno razlikovao izmedu ispitanika sa solidnim

tumorima i limfoproliferativnim i plazmacelijskim malignitetima (t=-1,811; p>0,05).

S obzirom na veliku histopatolosku raznovrsnost maligniteta u ispitivanoj
populaciji, maligna oboljenja smo dalje klasifikovali prema lokalizaciji na kojoj su
se primarno pojavili (urinarni sistem, genitalni sistem, nervni sistem, lokomotorni
sistem, endokrini sistem, digestivni sistem, limfati¢no tkivo i organi i kostna srz).
Analizom distribucije lokalizacije tumora u ispitivanoj grupi (tabela 1), utvrdeno je
da su najzastupljeniji bili maligniteti kostne srzi (30,5%), a potom tumori genitalnog
(21,7%) 1 nervnog sistema (19,6%). Najrede je bio zahvacen endokrini sistem
(2,2%), potom limfati¢no tkivo i organi kao i digestivni sistem sa po 4,3% i urinarni
i lokomotorni sistem sa po 8,7%.

Statistickom analizom podataka o lokalizaciji tumora u ispitivanoj grupi

nadena je vrlo visoko statisti¢ki znadajna razlika (x°=26,696; p<0,01).

Posmatraju¢i razvojnu histogenezu maligniteta (tabela 1), tj. embrionalno
poreklo maligniteta u ispitivanoj populaciji dece, utvrdeno je da je najveci broj
maligniteta ispitanika (58,7%) mezodermalnog porekla, zatim su sledili maligniteti
ektodermalnog (26,1%) i endodermalnog (10,9%) porekla dok su najrede bili
zastupljeni maligniteti meSovitog embrionalnog porekla (4,3%).

Statistickom analizom podata o embrionalnom poreklu maligniteta u
ispitivanoj grupi nadena je vrlo visoko statisticki znacajna razlika (x2:32,435;

p<0,01).
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Analizirana je i distribucija normalnih i poviSenih vrednosti odredivanih
poznatih tumorskih markera u ispitivanoj grupi (tabela 1). Kako se u tabeli moze
videti, poviSene vrednosti AFP zabelezene su kod 50% od 12 (26,1%) ispitanika
kojima je ovaj marker uraden. Beta HCG je uraden kod 6 (13%) ispitanika a
povisene vrednosti su zabelezene kod 16,7%. Kod 16 (34,8%) ispitanika odreden je
VMA i HVA u urinu, a poviSene vrednosti su zabeleZene kod 37,5% ispitanika.

Statistickom obradom podataka nije nadena statisticki znacajna razlika
distribucije normalnih i poviSenih vrednosti ni za jedan od analiziranih tumorskih

markera (p>0,05).
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Tabela 2. Uzrast u vreme postavljanja dijagnoze u zavisnosti od pola

Uzrast u vreme postavljanja Dg (godine)

Pol Ukupno
0-1(2-3|4-6|7-9|10-12| 13-18
N| 2 7 5 5 6 25
Muski
%| 8 28 20 20 24 54,3
3 N| 3 5 2 3 8 21
Zenski
% | 143 | 238 | 95 14,3 38,1 45,7
N 5 12 2 5 8 14 46
Ukupno
%| 109 | 26,1 | 43 | 109 | 174 30,4 100

Analizom distribucije starosnih grupa ispitanika zavisno od pola (tabela 2),

moze Se videti da su najzastupljeni bili ispitanici uzrasta 13 — 18 godina (30,4%) a

potom uzrasta 2 — 3 godine (26,1%). U populaciji decaka, najzastupljenija je bila

grupa ispitanika uzrasta 2 — 3 godine (28%) a zatim grupa uzrasta 13 — 18 godina

(24%). U populaciji devojcica situacija je bila obrnuta, tj. najzastupljenija je bila

grupa ispitanika uzrasta 13 — 18 godina (38,1%) a zatim je sledila grupa ispitanika

uzrasta 2 — 3 godine (23,8%).

Statistickom analizom podataka prikazanih u tabeli 2, nadena je statisticki

znacajna razlika u distribuciji starosnih grupa (x2=13,739; p<0,05). Medutim, muski

i zenski pol se nije statisticki znacajno razlikovao u distribuciji starosnih grupa
(x°=8,032; p>0,05).

44



Tabela 3. Embrionalno poreklo maligniteta u zavisnosti od pola

Embrionalno poreklo maligniteta
Pol Ukupno
Ektoderm |Mezoderm| Endoderm | MeSovito

N 6 17 2 0 25
Muski

% 24 68 8 0 54,3
3 N 6 10 3 2 21
Zenski

% | 28,6 47,6 14,3 9,5 45,7

N 12 27 5 2 46
Ukupno

%| 26,1 58,7 10,9 4,3 100

Tabela 3 prikazuje distribuciju embrionalnog poreka maligniteta u odnosu na

pol ispitanika. Kako se u tabeli moze videti, maligniteti mezodermalnog porekla su

bili zastupljeniji kod ispitanika muskog pola (68%) nego kod ispitanika Zenskog

pola (47,6%). Ektodermalni maligniteti su bili priblizno podjednako zastupljeni kod

ispitanika muskog (24%) i zenskog (28,6%) pola. Endodermalni maligniteti su bili

zastupljeniji kod Zenskog nego kod muskog pola (14,3% vs. 8%). Maligniteti

mesovitog embrionalnog porekla nisu bili zabelezeni kod ispitanika muSkog pola,

dok su kod devojéica zablezeni kod 9,5% ispitanika.

Statistickom analizom podataka prikazanih u tabeli 3, nije nadena statisti¢ki

zna¢ajna razlika u embrionalnom poreklu maligniteta zavisno od pola (3°=3,695;

p>0,05).
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Tabela 4. Embrionalno poreklo maligniteta u zavisnosti od uzrasta

Embrionalno Uzrast u vreme postavljanja Dg (godine) Uk
upno
poreklo 0-1|2-3/4-6|7-9]10-12|13-18
N| 3 4 0 2 1 2 12
Ektoderm
%| 25 | 333 0 16,7 8,3 16,7 26,1
N| O 7 2 3 7 8 27
Mezoderm
%| 0 | 259 | 74 | 111 | 259 29,6 58,7
N| 2 1 0 0 0 2 5
Endoderm
% | 40 20 0 0 0 40 10,9
N| O 0 0 0 0 2 2
Mesovito
%| 0 0 0 0 0 100 4,3
N| 5 12 2 5 8 14 46
Ukupno
%| 109 | 26,1 | 43 | 109 | 174 30,4 100

Tabela 4 prikazuje distribuciju srarosnih grupa ispitanika prema
embrionalnom poreklu maligniteta. Kako se u tabeli moze videti, ektodermalni
maligniteti bili su najzastupljeni u uzrastu od 2 do 3 godine (33,3%). Mezodermalni
maligniteti su bili najzastupljeniji u uzrastu od 13 do 18 godina (29,6%) dok je kod
endodermalnih maligniteta najmlada i najstarija starosna grupa bila zastupljena sa po
40%. Kod mesovitih maligniteta svi ispitanici su bili uzrasta od 13 do 18 godina
(100%).

StatisticCkom analizom podataka prikazanih u tabeli 3, nije nadena statisticki

znacajna razlika u distribuciji starosnih grupa (x°=19,633; p>0,05).

Ispitanici sa malignitetima meSovitog porekla bili su najstariji u vreme
postavljanja dijagnoze sa srednjom vrednosti 168,5 + 31,8 meseci, zatim su sledili
ispitanici sa malignitetima mezodermalnog (103,0 = 62,3 meseca) i endodermalnog
porekla (89,2 £ 103,6 meseci), dok su najmladi bili ispitanici sa malignitetima
ektodermalnog porekla (57,3 £ 58,9 meseci).
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Maligniteti razli¢itog embrionalnog porekla ne pokazuju statisti¢ki znac¢ajnu

razliku u odnosu na uzrast ispitanika ( F=2,254; p>0,05).

Tabela 5. Vrsta maligniteta u zavisnosti od pola

Vrsta maligniteta
Pol o Limfoproliferativni| Ukupno
Solidni _ o
I plazmacelijski
N 13 12 25
Muski
% 52 48 54,3
5 N 16 5 21
Zenski
% 76,2 23,8 45,7
N 29 17 46
Ukupno
% 63 37 100

Tabela 5 prikazuje distribuciju vrste maligniteta prema polu ispitanika. Kako

se u tabeli moze videti, solidni tumori su bili ¢eS¢e zastupljeni kako kod ispitanika

zenskog (76,2%) tako i kod ispitanika muskog pola (52%).

Statistickom analizom podataka prikazanih u tabeli 5, nije nadena statisticki

znacajna razlika u vrsti tumora zavisno od pola (yx°=2,867; p>0,05).
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Tabela 6. Lokalizacija tumora u zavisnosti od pola

Lokalizacija tumora

— £ é v— o [= >N ]

Pol Ee|lZg| 2 | S| S| 52| % |5 g Ukupno
ES|l=2g8| 2 | 22|52 | &E°| E|ge
s2|lca|l Z Sse | g2 | €3 | 2|82
5% 8 ) S V7] LICJ & g g Q A 7

z | 3 -3

N 2 3 3 3 1 2 10 1 25
Muski

% 8 12 12 12 4 8 40 4 54,3
. N 2 7 6 1 0 0 4 1 21
Zenski

% | 95 | 333|286 | 48 0 0 19 | 48 | 457

N 4 10 9 4 1 2 14 2 46
Ukupno

% | 8,7 | 21,7 | 19,6 8,7 2,2 43 |304| 4,3 100

Tabela 6 prikazuje distribuciju lokalizacije tumora prema polu ispitanika.

Kako se u tabeli moze videti, muski ispitanici su naj¢es¢e imali malignitet kostne

srzi (40%), dok je kod zenskih ispitanika to bio genitalni sistem (33,3%) a zatim je

sledio nervni sistem (28,6%).

Ispitanici muSkog i Zenskog pola se nisu statisti¢ki znac¢ajno razlikovali u

distribuciji lokalizacije tumora (x*=8,891; p>0,05). Medutim, kod ispitanika mugkog

pola visoko statisticki znacajno najCeSca lokalizacija je bila u kostnoj srzi

(x°=18,840; p<0,01), dok kod Zenskog pola nije nadena statisti¢ki znadajna razlika

distribucije lokalizacije tumora (X2:9,571; p>0,05).

Nadena je statisticki znacajna korelacijska povezanost lokalizacije tumora i
pola (r =-0,293; p<0,05).

48



Tabela 7. Lokalizacija tumora u zavisnosti od uzrasta

o Uzrastne grupe u vreme postavljenja Dg (godine)
Lokalizacija tumora Ukupno
0-1(2-3| 4-6 |7-9|10-12|13-18
Urinarni N 3 1 4
sistem % 75 25 8,7
Genitalni N 1 2 1 6 10
sistem % 10 20 10 60 21,7
o N 2 4 1 2 9
Nervni sistem
% | 22,2 | 444 11,1 22,2 19,6
Lokomotorni | N 1 2 1 4
sistem % 25 50 25 8,7
Endokrini N 1 1
sistem % 100 2,2
Limfaticno | N 2 2
tkivo i organi| % 100 4,3
N 3 3 5 3 14
Kostna srz
% 21,4 214 | 357 21,4 30,4
Digestivni | N 2 2
sistem % | 100 4,3
N 5 12 2 5 8 14 46
Ukupno
% | 109 | 26,1 4,3 109 | 174 30,4 100,0

Tabela 7 prikazuje distribuciju lokalizacije tumora u zavisnosti od uzrasta
ispitanika. Kako se u tabeli moze videti, 75% tumora lokalizovanih na urinarnom
sistemu javilo se kod ispitanika uzrasta 2 — 3 godine. Tumori genitalnog sistema su
bili najces¢i u uzrastu 13 — 18 godina (60%). Tumori nervnog sistema bili su
najzastupljeniji u uzrastu 2 — 3 godine (44,4%) dok su tumori lokomotornog sistema
(50%) i1 maligniteti kostne srzi bili najzastupljeniji u uzrastu 10 — 12 godina. Svi

tumori (100%) endokrinog sistema zabeleZeni su u uzrastu 7 — 9 godina, tumori
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limfati¢énog tkiva i organa u uzrastu 13 — 18 godina. Tumori koji su zahvatali
digestivni sistem javili su se u dojenackom uzrastu (do 1 godine).

Statisticka analiza podataka prikazanih u tabeli 7 pokazuje visoko statisticki
znacajnu razliku lokalizacije tumora zavisno od uzrasta ispitanika (X2=61,761;

p<0,01).

Grafikon 1. Rasprostranjenost bolesti
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Grafikon 1 prikazuje distribuciju rasprostranjenosti bolesti u ispitivanoj grupi.

Kako se iz grafikona moze videti, polovina ispitanika (50%) je bila od | do
III klinickog stadijuma bolesti, a toliko ih je bilo i u IV stadijumu (50%).

Statistickom analizom podataka o rasprostranjenosti bolesti u ispitivanoj

grupi nije nadena statisticki znacajna razlika (x*=0,000; p>0,05).
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Grafikon 2. Zastupljenost B i T ¢elijskih maligniteta kod ALL i NHL
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Grafikon 2 prikazuje distribuciju B i T ¢elijskih maligniteta kod obolelih od
ALL i NHL u ispitivanoj grupi. Od ukupnog broja ispitanika (46), ovu vrstu
maligniteta imalo je 11 (23,9%) ispitanika. Kako se iz grafikona moze videti, B-
¢elijski tip je imalo 72,7% ispitanika dok je sa T-Celijskim tipom bilo 27,3%
ispitanika.

Statistickom analizom podataka prikazanih na grafikonu 2 nije nadena
statisti¢ki znaGajna razlika (x*=2,273; p>0,05).
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Grafikon 3. Aspiracija kostne srzi
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Grafikon 3 prikazuje distribuciju infitracije kostne srzi u ispitivanoj grupi.
Od ukupnog broja ispitanika (46) aspiracija kostne srzi uradena je kod 40 (87%)
ispitanika. Kako se iz grafikona moze videti, kod 57,5% ispitanika nadena je
infitracija kostne srzi dok kod 42,5% ispitanika nije bilo infitracije kostne srzi.

Statistickom analizom podataka prikazanih na grafikonu 3 nije nadena

statisticki znacajna razlika ((x220,900; p>0,05).
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Grafikon 4. Prisustvo N-myc amplifikacije kod neuroblastoma
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Grafikon 4 prikazuje distribuciju prisustva N-myc aplifikacije u tumorskim
¢elijama kod dece obolele od neuroblastoma u ispitivanoj grupi. Od ukupnog broja
ispitanika (46), odredivanje N-myc amplifikacije je sprovedeno kod 7 (15,2%)
ispitanika. Kako se iz grafikona moze videti, kod 28,6% ispitanika je postojala N-
myc amplifikacija u tumorskim ¢elijama, dok kod vecine ispitanika (71,4%) N-myc
amplifikacija nije bila prisutna u tumorskim ¢elijama.

Statistickom analizom podataka prikazanih na grafikonu 4 nije nadena

statisti¢ki zna¢ajna razlika (x°=1,286; p>0,05).
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Grafikon 5. Organomegalija
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Na grafikonu 5 prikazana je ucestalost pojave organomegalije (hepato i/ili
splenomegalija) u ispitivanoj grupi. Kako se u grafikonu moze videti, hepato i/ili
splenomegalija je bila prisutna kod 34,8% ispitanika dok vecina ispitanika (65,2%)
nije imala organomegaliju.

Statistickom obradom podataka prikazanih u grafikonu 5 nadeno je statisticki

znacajno vise ispitanika bez organomegalije (X2:4,261; p<0,05).
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Grafikon 6. Transaminaze i fibrinogen
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Na grafikonu 6 prikazana je distribucija normalnih i poviSenih vrednosti
transaminaza (SGOT i SGPT) kao i fibrinogena u ispitivanoj grupi. Kako se iz
grafikona moze videti, poviSene vrednosti SGOT zabeleZzene su kod 26,1%
ispitanika Sto je bio slucaj 1 sa poviSenim vrednostima fibrinogena koje su takode
zabeleZzene kod 26,1% ispitanika. PoviSene vrednosti SGPT su zabeleZzene kod
15,2% ispitanika. Najve¢i broj ispitanika, kada je re¢ o sva tri posmatrana parametra,
imalo je normalne vrednosti navedenih parametara.

Statistickom obradom podataka prikazanih na grafikonu 6 naden je visoko
statisticki znaCajno veci broj ispitanika sa normalnim vrednostima SGOT
(x°=10,552; p<0,01) §to je bio slutaj i sa vrednostima SGPT (3°=22,261; p<0,01) i
fibrinogena (3°=10,552; p<0,01).
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4.2. Homocistein, folna kiselina i vitamin B, u zavisnosti od terapijskog

modaliteta

Grafikon 7. HCY (A), FK (B) i B12 (C) pre i posle celokupne terapije
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Grafikon 7 prikazuje promene srednjih vrednosti homocisteina, folne
kiseline i vitamina Bj, pre primene bilo koje terapije i nakon zavrsetka terapijskog
tretmana. Kako se iz grafikona moZe videti, HCY pokazuje pad vrednosti nakon
zavrSetka terapijskog protokola (5,8 £ 3,3 umol/L) u odnosu na vrednosti pre
primene bilo koje terapije (9,3 £ 6,8 umol /L). Trend porasta srednje vrednosti
pokazuje vitamin By, ¢ija je srednja vrednost pre primene terapije bila 258,1 + 165,9
pmol/L, a nakon zavrSetka terapijskog protokola 422,1 + 320,6 pmol/L. Trend
porasta srednje vrednosti pokazuje i FK ¢ija je srednja vrednost pre primene terapije
bila 13,6 + 10,8 nmol/L, a nakon zavrsetka terapijskog protokola 14,2 + 8,2 nmol/L.

Statistickom analizom podataka prikazanih na grafikonu 7 naden je visoko
statisticki znacajan pad vrednosti HCY nakon zavrSetka terapijskog protokola (t=
2,556; p<0,01) kao 1 statisti¢ki znacajan porast vrednosti B12 nakon zavrSetka
terapijskog protokola (t= -2,325; p<0,05). Srednje vrednosti FK ne pokazuju

statisticki znaCajnu promenu pre i nakon terapijskog protokola (t= -0,256; p>0,05)
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Nadena je statisticki znacajna korelacijska povezanost vrednosti FK pre
zapocinjanja terapije i vrednosti AFP (1=0,693; p<0,05). Ova povezanost sustinski
znaci, da kod ispitanika sa viSim vrednostima AFP o¢ekujemo i vise vrednosti folne
kiseline. Takode, vrednosti B12 pre zapocinjanja terapije pokazuju statistiCki
znacajnu korelacijsku povezanost sa pozitivhos¢u VMA 1 HVA u urinu (r= - 0,693;
p<0,05) Sto sustinski znaci da kod ispitanika sa pozitivnim VMA 1 HVA u urinu
mozemo ocekivati nize vrednosti B12 pre zapocinjanja terapije. Vrednosti SGOT
(r=0,338; p<0,05) i vrednosti SGPT (r=0,442; p<0,05) pokazuju statisti¢ki znac¢ajnu
korelacijsku povezanost sa vrednostima B12 pre terapije. Vrednosti SGOT pokazuju
statisticki znacajnu korelacijsku povezanost sa vrednostima FK na kraju celokupne

terapije (r=0,414; p<0,05).
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Posmatrajué¢i vrednosti HCY, FK 1 B12 zavisno od njihovih referentnih
vrednosti za dati uzrast, izvrSili smo klasifikaciju ispitanika sa smanjenim,
normalnim i poviSenim vrednostima, prethodno pracenih pomenutih parametara.
Dalje, zanimalo nas je da li su se i kako navedeni parametri promenili nakon
zavrsetka terapije, tacnije koliko je ispitanika Sa sSmanjenjem vrednosti paramatara
preslo iz opsega poviSenih u normalne ili smanjene vrednosti ili pak iz opsega
normalnih u smanjene vrednosti $to smo klasifikovali kao smanjenje. Odnosno,
koliko je ispitanika sa povecanjem vrednosti parametara preslo iz opsega smanjenih
vrednosti u normalne ili poviSene odnosno iz normalnih u poviSene §to smo
klasifikovali kao povecanje. Ispitanike kod kojih nije bilo promene vrednosti

parametara iz jednog u drugi opseg vrednosti oznacili smo bez promene.

Tabela 8. Promene HCY, FK i B12 pre i nakon terapije

o Bez
Smanjenje | Povecanje )
Parametar promene Y P
(%) (%)

(%)
HCY 52 16 32 -2,427 <0,05
FK 4 12 84 -1,000 >0,05
B12 20 24 56 -0,535 >0,05

Kako je prikazano u tabeli 8, najveci broj ispitanika, nakon terapije, imao je
smanjenje tj. preSao je u nizi opseg vrednosti HCY (52%) u odnosu na vrednosti pre
terapije. Medutim, vrednosti FK kod najveceg broja ispitanika (84%) ostale su u
istom opsegu kao 1 pre terapije Sto je bio slucaj 1 sa vrednostima B12 gde je 56%

ispitanika ostalo u istom opsegu vrednosti u kome su bili i pre terapije.

S druge strane, posmatrali smo promene nominalnih vrednosti HCY, FK i
B12 nezavisno od opsega referentnih vrednosti. Ta¢nije, da li je nakon terapije doslo
do bilo kakve promene nominalnih vrednosti parametara u smislu smanjenja ili

povecanja.

59




Tabela 9. Promene nominalnih vrednosti HCY, FK i B12 pre i nakon terapije

Smanjenje | Povecéanje )
Parametar X P
(%) (%)
HCY 68 32 -2,286 <0,05
FK 48 52 -0,390 >0,05
B12 40 60 -1,735 >0,05

U tabeli 9 prikazana je distribucija promena nominalnih vrednosti HCY, FK i

B12 nakon primene celokupne terapije u odnosu na vrednosti pre bilo koje terapije.

Kako se u tabeli moze videti, najveci broj ispitanika je imao smanjenje nominalnih

vrednosti HCY nakon terapije (68%). Za razliku od HCY, najve¢i broj ispitanika

imao je povecanje nominalnih vrednosti FK (52%) kao i B12 (60%) nakon primene

terapije.
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Grafikon 8. HCY, FK i B12 pre i posle operativnog lecenja
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Grafikon 8 prikazuje promene srednjih vrednosti homocisteina, folne
kiseline i vitamina Bi, pre i nakon operativnog leCenja (OP). Kako se iz grafikona
moze videti, HCY pokazuje porast srednje vrednosti nakon OP (9,2 + 4,8 umol/L) u
odnosu na vrednost pre OP (7,6 £ 7,8 nmol/L). Trend pada srednjih vrednosti nakon
operativnog leCenja pokazuju vrednosti vitamina Bi; ¢ija je srednja vrednost pre OP
bila 296,3 + 170,2 umol/L a nakon OP 212,1 + 120,6 pmol/L, kao i srednja vrednost
FK koja je pre OP bila 23,9 £ 14,9 nmol/L a nakon OP 12,3 + 6,4 pmol/L.

Statistickom analizom podataka prikazanih na grafikonu 8 naden je
statisticki znacajan pad srednje vrednosti FK nakon OP (t=2,811; p<0,05) kao i
srednje vrednosti B12 (t= 3,701; p<0,05). Srednje vrednosti HCY ne pokazuju
statistiCki znacajnu promenu pre i nakon OP (t=-0,950; p>0,05).
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Analiza promena HCY, FK i B12 pre i nakon OP, uradena po istom principu

kao i u prethodnom slucaju, prikazana je u tabelama 101 11.

Tabela 10. Promene HCY, FK i B12 pre i nakon OP

Bez
Smanjenje | Povecéanje )
Parametar promene X P
(%) (%)

(%)
HCY 14,3 57,2 28,6 -1,414 >0,05
FK 28,6 0 62,4 -1,414 >0,05
B12 57,2 0 42,3 -2,000 <0,05

Kako je prikazano u tabeli 10, najveci broj ispitanika je nakon OP imao
povecanje tj. presao je u visi opseg vrednosti HCY (57,2%) u odnosu na vrednosti
pre OP. Medutim, vrednosti FK kod najveceg broja ispitanika (62,4%) ostale su u
istom opsegu kao i pre OP dok je vrednost B12 kod najveceg broja ispitanika presla

u nizi opseg U odnosu na vrednosti pre OP (57,2%).

Tabela 11. Promene nominalnih vrednosti HCY, FK i B12 pre i nakon OP

Smanjenje | Povecéanje )
Parametar X P
(%) (%)
HCY 28,6 62,4 -1,014 >0,05
FK 100 0 -2,336 <0,05
B12 100 0 -2,336 <0,05

U tabeli 11 prikazana je distribucija promena nominalnih vrednosti HCY, FK
1 B12 nakon OP u odnosu na vrednosti pre OP. Kako se u tabeli moze videti, kod
svih ispitanika (100%) doslo je do smanjena vrednosti FK nakon operativnog
lecenja Sto je bio slucaj i sa nominalnim vrednostima B12. Kod najveceg broja

ispitanika (62,4%) zabelezen je porast vrednosti HCY nakon OP.
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Grafikon 9. HCY, FK i B12 pre i posle hemioterapije
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Grafikon 9 prikazuje promene srednjih vrednosti homocisteina, folne
kiseline i vitamina Bj, pre i nakon primene hemioterapije (HT). Kako se iz
grafikona moze videti, HCY pokazuje pad srednje vrednosti nakon HT (5,9 + 3,5
umol/L) u odnosu na vrednost pre HT (9,6 = 6,1 nmol/L). Trend porasta srednjih
vrednosti nakon HT pokazuju vrednosti vitamina B12 ¢ija je srednja vrednost pre
HT bila 227,3 £ 145,8 nmol/L a nakon HT 392,4 £ 309 nmol/L, kao i srednja
vrednost FK koja je pre HT bila 12,5 £ 8,8 pmol/L a nakon HT 14,6 £ 8,3 pmol/L.

Statistickom analizom podataka prikazanih na grafikonu 9 naden je visoko
statistiCki znacajan pad srednje vrednosti HCY nakon HT (t=3,375; p<0,01). Takode,
statistiCki znac¢ajan porast srednjih vrednosti nakon HT zabeleZen je kod B12 (t=-
2,593; p<0,05). Srednje vrednosti FK ne pokazuju statisti¢ki znacajnu promenu pre i

nakon HT (t=-1,026; p>0,05).
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Analiza promena HCY, FK i B12 pre i nakon HT, uradena po istom principu

Tabela 12. Promene HCY, FK i B12 pre i nakon HT

kao i u prethodna dva slucaja, prikazana je u tabelama 12 1 13.

o Bez
Smanjenje | Povecanje )
Parametar promene Y P
(%) (%)

(%)
HCY 52 8 40 -2,829 <0,01
FK 3,8 23,1 73,1 -1,933 >0,05
B12 7,6 42,3 50 -2,500 <0,05

Kako je prikazano u tabeli 12, najveci broj ispitanika je nakon HT imao

smanjenje tj. preSao je u nizi opseg vrednosti HCY (52%) u odnosu na vrednosti pre
HT. Vrednosti FK kod najveéeg broja ispitanika (73,1%) ostale su u istom opsegu

kao 1 pre HT $to je bio slu¢aj i sa vrednostima B12 kod koga je takode najveci broj

ispitanika ostao u istom opsegu sa vrednostima pre HT (50%).
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Tabela 13. Promene nominalnih vrednosti HCY, FK i B12 pre i nakon HT

Smanjenje | Povecéanje )
Parametar Y P
(%) (%)
HCY 80,8 19,2 -3,467 <0,01
FK 42,3 57,7 -1,235 >0,05
B12 19,2 80,8 -2,857 <0,01

U tabeli 13 prikazana je distribucija promena nominalnih vrednosti HCY, FK
1 B12 nakon HT u odnosu na vrednosti pre HT. Kako se u tabeli moze videti, kod
najveceg broja ispitanika (80,8%) doslo je do smanjena vrednosti HCY nakon HT.
Kod najveéeg broja ispitanika (57,7%) zabelezen je porast vrednosti FK nakon HT
Sto je bio sluéaj i kod vrednosti B12 gde je takode najveci broj ispitanika (80,8%)

imao povecanje vrednosti nakon HT.

65



Grafikon 10. HCY, FK i B12 pre zapocinjanja terapije i posle OP
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Grafikon 10 prikazuje promene srednjih vrednosti homocisteina, folne
kiseline i vitamina B, pre zapocinjanja bilo kakve terapije i nakon OP. Kako se iz
grafikona moze videti, HCY pokazuje porast srednje vrednosti nakon OP (9,2 + 4,8
umol/L) u odnosu na vrednost pre zapocinjanja terapije (7,6 = 7,8 pmol /L). Trend
pada srednjih vrednosti nakon OP pokazuju vrednosti vitamina Bj, ¢ija je srednja
vrednost pre zapocinjanja terapije bila 284,7 + 166,8 nmol/L a nakon OP 212 *
144,1 nmol/L, kao i srednja vrednost FK koja je pre zapo¢injanja terapije bila 23,5 +
15,4 pmol/L a nakon OP 12,3 + 6,4 pmol/L.

Statistickom analizom podataka prikazanih na grafikonu 10 naden je visoko
statisticki znacajan pad srednje vrednosti B12 nakon OP u odnosu na vrednost pre
zapocCinjanja terapije (t=6,077; p<0,01). Takode, statisticki znacajan pad srednje
vrednosti nakon OP zabelezen je kod FK (t=2,640; p<0,05). Srednje vrednosti HCY
ne pokazuju statisticki znacajnu promenu srednjih vrednosti pre zapocinjanja

terapije u odnosu srednju vrednost nakon OP (t=-0,972; p>0,05).
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Grafikon 11. HCY, FK i B12 pre zapo¢injanja terapije i posle HT
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Grafikon 11 prikazuje promene srednjih vrednosti homocisteina, folne
kiseline i vitamina B, pre zapocinjanja bilo kakve terapije i nakon HT. Kako se iz
grafikona moze videti, HCY pokazuje pad srednje vrednosti nakon HT (5,7 = 3,5
umol/L) u odnosu na vrednost pre zapocinjanja terapije (9,8 £ 7,7 nmol/L). Trend
porasta srednjih vrednosti nakon HT pokazuju vrednosti vitamina B;; ¢ija je srednja
vrednost pre zapocinjanja terapije bila 238,7 + 165,9 nmol/L a nakon HT 352,8 +
304,4 nmol/L, kao i srednja vrednost FK koja je pre zapocinjanja terapije bila 14,9 +
12 pmol/L a nakon HT 15,9 + 8,7 pmol/L.

Statistickom analizom podataka prikazanih na grafikonu 11 naden je
statisticki znacajan pad srednje vrednosti HCY nakon HT u odnosu na vrednosti pre
zapocCinjanja terapije (t=2,450; p<0,05). Srednje vrednosti FK ne pokazuju statisticki
znacajnu promenu pre zapocinjanja terapije u odnosu na srednju vrednost nakon HT
(t=-0,390; p>0,05), sto je bio slucaj i sa srednjim vrednostima B12 (t=-1,449;
p>0,05).
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4.3. Mokrac¢na Kkiselina i laktat dehidrogenaza u zavisnosti od terapijskog

modaliteta

Grafikon 12. Mokraéna kiselina i LDH pre i posle celokupne terapije
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Grafikon 12 prikazuje promene srednjih vrednosti MK i LDH pre primene
terapije 1 nakon zavrSetka terapijskog tretmana. Kako se iz grafikona moze videti,
MK pokazuje pad vrednosti nakon zavrSetka terapijskog protokola (204,8 + 78,1
umol/L) u odnosu na vrednosti pre primene bilo koje terapije (298,5 £ 197 pmol /L).
Isti trend pada, ali znatno izraZeniji u odnosu na MK, pokazuje i promena vrednosti
LDH ¢ija je srednja vrednost pre primene terapije bila 1605,3 + 314,8 1J/L a nakon
zavrSetka terapijskog protokola 241,4 + 47,3 1J/L.

Statistickom analizom podataka prikazanin na grafikonu 12 naden je
statistiCki znacajan pad vrednosti MK nakon zavrSetka terapijskog protokola (t=
2,499; p<0,05) kao i statisticki znacajan pad vrednosti LDH nakon zavrSetka
terapijskog protokola (t=2,705; p<0,05).
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Vrednosti MK pokazuju visoko statisti¢ki znacajnu korelacijsku povezanost
sa vrednostima HCY pre terapije (r=0,446; p<0.01) Sto sustinski znaci da se kod

ispitanika sa visim vrednostima MK pre terapije, o¢ekuju i vise vrednosti HCY.
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4.4. Homocistein, folna kiselina i vitamin Bj, u zavisnosti od embrionalnog

porekla maligniteta

Grafikon 13. Vrednosti HCY u zavisnosti od embrionalnog porekla maligniteta
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Na grafikonu 13 prikazane su srednje vrednosti HCY u zavisnosti od
embrionalnog porekla maligne bolesti. Kako se na grafikonu moze videti, najvise
vrednosti HCY zabeleZene su kod maligniteta ektodermalnog porekla (10,4 + 5,3
umol/L), zatim su sledili mezodermalni (9,7 £ 6,9 umol/L) i ektodermalni (8,4 + 5,4
umol/L) maligniteti. Maligniteti meSovitog embrionalnog porekla imali su najnizu

srednju vrednost HCY.

Srednje vrednosti HCY se nisu statisticki znacajno razlikovale izmedu

malignih bolesti razli¢itog embrionalnog porekla (F=0,197; p>0,05).
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Grafikon 14. Vrednosti FK u zavisnosti od embrionalnog porekla maligniteta
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Na grafikonu 14 prikazane su srednje vrednosti FK u zavisnosti od
embrionalnog porekla maligniteta. Kako se na grafikonu moze videti, najvise
vrednosti FK zabeleZzene su kod maligniteta endodermalnog porekla (20,2 + 17,8
nmol/L), zatim su sledili maligniteti mesovitog (16,4 nmol/L) i ektodermalnog
porekla (15,8 + 12,8 nmol/L). Maligni tumori mezodermalnog porekla su imali
najnizu srednju vrednost FK (11,2 + 6,9 nmol/L).

Srednje vrednosti FK nisu se statisticki znafajno razlikovale izmedu

maligniteta razli¢itog embrionalnog porekla (F=1,128; p>0,05).
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Grafikon 15. Vrednosti B12 u zavisnosti od embrionalnog porekla maligniteta
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Na grafikonu 15 prikazane su srednje vrednosti vitamina Bj, u zavisnosti od
embrionalnog porekla tumora. Kako se na grafikonu moze videti, najvise vrednosti
vitamina B, zabeleZene su kod malignih bolesti mezodermalnog porekla (350,8 +
286,1 pmol/L), a zatim su sledili maligniteti endodermalnog (244,3 + 184,5 pmol/L)
I ektodermalnog porekla (239,8 £ 129 pmol/L). Tumori meSovitog embrionalnog

porekla su imali najnizu srednju vrednost vitamina B1, (192 pmol/L).

Srednje vrednosti vitamina Bi, nisu se statisticki znacajno razlikovale

izmedu maligniteta razli¢itog embrionalnog porekla (F=0,724; p>0,05).
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4.5. Homocistein, folna kiselina i vitamin B, u zavisnosti od vrste maligniteta

Grafikon 16. Srednje vrednosti HCY, FK i B12 u zavisnosti od vrste maligniteta
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Grafikon 16 prikazuje srednje vrednosti homocisteina, folne Kiseline i
vitamina B, kod solidnih tumora i limfoproliferativnih i plazmacelijskih maligniteta.
Kako se iz grafikona moze videti, srednja vrednost HCY je bila visa kod
limfoproliferativnih i plazmacelijskih maligniteta (10,9 £ 7,1 umol/L) u odnosu na
solidne tumore (8,7 £ 5,2 umol/L). Srednje vrednosti FK su bile znatno vise kod
solidnih tumora (17,2 £ 12 nmol/L) u odnosu na limfoproliferativna i plazmacelijska
oboljenja (9,2 £ 5,4 nmol/L). Srednja vrednost vitamina Bj, bila je visa kod
limfoproliferativnih i plazmacelijskih maligniteta (362,8 + 323,9 pmol/L) u odnosu
na srednju vrednost solidnih tumora (254,4 + 126,8 pmol/L).

Statistickom analizom podataka prikazanih na grafikonu 16 nadena je visoko
statistiCki znacajna razlika srednjih vrednosti FK zavisno od vrste maligniteta (t=

2,781; p<0,01). Srednje vrednosti HCY zavisno od vrste maligniteta se nisu
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statisticki znacajno razlikovale (t=-1,124; p>0,05). Srednje vrednosti vitamina Bj,
zavisno od vrste tumora se nisu statisticki zna¢ajno razlikovale (t=-1,306; p>0,05).
Takode, nadena je visoko statisticki znacajna korelacijska povezanost vrednosti FK i

vrste tumora (r=0,432; p<0,01).
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4.6. Homocistein, folna kiselina i vitamin B, u zavisnosti od lokalizacije

maligniteta

Grafikon 17. Vrednosti HCY zavisno od lokalizacije maligniteta
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Na grafikonu 17 prikazane su srednje vrednosti HCY u zavisnosti od
lokalizacije tumora. Kako se na grafikonu moze videti, najvise vrednosti HCY
zabelezene su kod tumora limfaticnog tkiva i organa (30,2 pmol/L). Ostale
lokalizacije tumora imale su priblizno iste srednje vrednosti HCY pri ¢emu je
lokalizacija tumora u nervnom sistemu imala najvise vrednosti HCY (11,0 pmol/L)

a lokalizacija na urinarnom traktu najnize vrednosti HCY (4,6 pmol/L).

Srednje vrednosti HCY su se statisticki znacajno razlikovale izmedu tumora

razli¢ite lokalizacije (F=2,962; p<0,05).
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Grafikon 18. Vrednosti FK u zavisnosti od lokalizacije maligniteta
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Na grafikonu 18 prikazane su srednje vrednosti FK u zavisnosti od
lokalizacije maligne bolesti. Kako se na grafikonu moze videti, najvise vrednosti FK
zabeleZzene su kod tumora digestivnog trakta (31,9 nmol/L). Ostale lokalizacije
tumora, osim genitalnih (8,6 nmol/L) i limfati¢nog tkiva i organa (3,5 nmol/L) imale
su priblizno iste srednje vrednosti FK koje su se kretale od 16,7 nmol/L (tumori

urinarnog trakta) do 19,5 nmol/L (tumori endokrinog sistema).

Srednje vrednosti FK su se statisticki znacajno razlikovale izmedu tumora
razli¢ite lokalizacije (F=2,535; p<0,05).
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Grafikon 19. Vrednosti B12 u zavisnosti od lokalizacije maligniteta
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Lokalizacija tumora

Na grafikonu 19 prikazane su srednje vrednosti vitamina Bj, u zavisnosti od

lokalizacije tumora. Kako se na grafikonu moze videti, najvise vrednosti vitamina

B1, zabeleZene su kod maligniteta kostne srzi (400,4 pmol/L), zatim su sledili tumori

digestivnog trakta (345 pmol/L) i urinarnog sistema (321,5 pmol/L). Najniza srednja

vrednost vitamina Bi, zabelezena je kod ispitanika sa tumorima limfaticnog tkiva i

organa (144 pmol/L).

izmedu tumora razlicite lokalizacije (F=0,682; p>0,05).

Srednje vrednosti vitamina Bi, nisu se statisticki znacajno razlikovale
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4.7. Homocistein, folna kiselina i vitamin Bj, u zavisnosti od rasprostranjenosti

bolesti

Grafikon 20. Srednje vrednosti HCY, FK i B12 u zavisnosti od rasprostranjenosti

bolesti
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Grafikon 20 prikazuje srednje vrednosti homocisteina, folne Kkiseline i
vitamina B1, u zavisnosti od klini¢kog stadijuma bolesti (CS) tj. rasprostranjenosti
maligne bolesti. Kako se iz grafikona moze videti, srednja vrednost HCY je bila niza
kod nizih klinickih stadijuma bolesti (8,2 + 6,1 umol/L) u odnosu na IV CS u kome
je srednje vrednost HCY iznosila 11 + 6,0 umol/L. Suprotno homocisteinu, FK je
imala viSe vrednosti u nizim stadijumima bolesti (16,4 + 11,8 nmol/L) u odnosu na
visi stadijum bolesti (11,4 + 8,6 nmol/L). Srednja vrednost vitamina B1, (272,8
126,8 pmol/L) bila je niza u nizim stadijumima bolesti u odnosu na IV CS u kome je

srednja vrednost vitamina B, iznosila 326,4 + 273,3 pmol/L.

78



Statistickom analizom podataka prikazanih na grafikonu 20 nije nadena
statistiCki znacajna razlika srednjih vrednosti HCY (t=-1,442; p>0,05), FK (t=
1,472; p>0,05) i vitamina B, (t=-0,720; p>0,05).

Medutim, nadena je statisticki znac¢ajna korelacijska povezanost vrednosti
HCY i rasprostranjenosti bolesti (r=0,327; p<0,05). Ova korelacijska povezanost
pomenutih varijabli ukazuje da se u viSim stadijumima maligne bolesti ocekuju 1

viSe vrednosti homocisteina.
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4.8. Homocistein, folna kiselina i vitamin Bj; kod B- i T-éelijskih maligniteta
kod ALL i NHL

Grafikon 21. Srednje vrednosti HCY, FK i B12 kod B- i T-¢elijskih maligniteta
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Grafikon 21 prikazuje srednje vrednosti homocisteina, folne kiseline i
vitamina B, kod B- i T-¢elijskih maligniteta, kod dece obolele od ALL i NHL.
Kako se iz grafikona moze videti, srednja vrednost HCY je bila skoro identi¢na kod
B- (11,2 + 8,2 umol/L) i T-¢elijskih maligniteta (11,3 £ 9,1 pumol/L). Srednja
vrednost FK je bila ne$to niza kod B- (8,1 + 4,4 nmol/L) u odnosu na T-celijske
malignitete (9,8 £ 6,7 nmol/L). Srednja vrednost vitamina Bi, je bila niza kod B-
(186 + 32,3 pmol/L) u odnosu na T-¢elijske malignitete (399,7 +208,7 pmol/L).

Statistickom analizom podataka prikazanih na grafikonu 21 nije nadena
statistiCki znacCajna razlika srednjih vrednosti HCY (t=-0,013; p>0,05), FK (t=-
0,485; p>0,05) i vitamina B, (t=-0,904; p>0,05).
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4.9. Homocistein, folna kiselina i vitamin Bj, u zavisnosti od nalaza aspirata

Kkostne srzi

Grafikon 22. Srednje vrednosti HCY, FK i B12 zavisno od nalaza aspirata kostne

Sr7i
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Grafikon 22 prikazuje srednje vrednosti homocisteina, folne Kkiseline i
vitamina B, U zavisnosti od rezultata aspirata kostne srzi. Kako se iz grafikona
moze videti, srednja vrednost HCY bila je nesto niza kod ispitanika sa infiltracijom
kostne srzi (9,2 + 7,4 umol/L) u odnosu na ispitanike kod kojih u aspiratu kostne srzi
nije nadena infiltracija (10,4 + 5,3 umol/L). Srednja vrednost FK bila je nesto visa
kod ispitanika sa infiltracijom kostne srzi (16,9 £ 11,8 nmol/L) u odnosu na
ispitanike bez infitracije kostne srzi (11,3 £ 9,1 nmol/L). Srednje vrednosti vitamina
B12 su skoro identi¢ne kod ispitanika sa infiltracijom (313,9 + 230,6 pmol/L) i onih
bez infitracije kostne srzi (314,4 + 270,4 pmol/L).

Statistickom analizom podataka prikazanih na grafikonu 22 nije nadena
statistiCki znacajna razlika srednjih vrednosti HCY (t=-0,570; p>0,05), FK (t=
1,552; p>0,05) i vitamina B;, (t=-0,05; p>0,05).
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4.10. Homocistein, folna Kkiselina i vitamin Bj, u zavisnosti od N-myc

amplifikacije ¢elija neuroblastoma

Grafikon 23. Srednje vrednosti HCY, FK i B12 u zavisnosti od N-myc amplifikacije
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Grafikon 23 prikazuje srednje vrednosti homocisteina, folne kiseline i
vitamina By, u zavisnosti od N-myc amplifikacije tumorskih ¢elija neuroblastoma.
Kako se iz grafikona moze videti, srednja vrednost HCY je bila skoro identi¢na kod
ispitanika kod kojih nije postojala N-myc amplifikacija (11,3 £ 7,9 umol/L) u
odnosu na ispitanike sa amplifikacijom celija (11,8 + 3,1 pmol/L). Srednja vrednost
FK je bila znatno visa kod ispitanika bez amplifikacije (23,6 £ 16,5 nmol/L) u
odnosu na ispitanike sa amplifikacijom (7,8 = 3,2 nmol/L). Srednja vrednost
vitamina B, je bila nesto visa kod ispitanika bez amplifikacije (246,6 £ 198 pmol/L)
u odnosu na ispitanike kod kojih je postojala N-myc amplifikacija (214,5 + 106,8
pmol/L).
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Statistickom analizom podataka prikazanih na grafikonu 23 nije nadena
statistiCki znacajna razlika srednjih vrednosti HCY (t=0,940; p>0,05), FK (t=0,100;
p>0,05) niti vitamina B, (t=0,797; p>0,05).
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4.11. Homocistein, folna kiselina i vitamin B, u zavisnosti od prisustva

organomegalije

Grafikon 24. Srednje vrednosti HCY, FK i B12 u zavisnosti od prisustva

organomegalije
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Grafikon 24 prikazuje srednje vrednosti homocisteina, folne kiseline i
vitamina B, u zavisnosti od prisustva organomegalije. Kako se iz grafikona moze
videti, srednja vrednost HCY je bila nesto niza kod ispitanika kod kojih nije
postojala organomegalija (8,6 £ 4,6 umol/L) u odnosu na ispitanike kod kojih je
postojala organomegalija (11,2 + 7,7 umol/L). Srednja vrednost FK je bila visa kod
ispitanika bez organomegalije (15,1 + 10,4 nmol/L) u odnosu na ispitanike sa
organomegalijom (11,7 + 10,3 nmol/L). Srednja vrednost vitamina B, je bila nesto
visa kod ispitanika sa oragnomegalijom (387,2 + 333,4 pmol/L) u odnosu na
ispitanike kod kojih nije postojala organomegalija (242,1 + 108,8 pmol/L).

Statistickom analizom podataka prikazanih na grafikonu 24 nije nadena
statistiCki znacajna razlika srednjih vrednosti HCY (t=-1,288; p>0,05), FK (t=
0,993; p>0,05) i vitamina B, (t=-1,678; p>0,05).
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4.12. Homocistein, folna kiselina i vitamin B4, u zavisnosti od ishoda bolesti

Grafikon 25. Srednje vrednosti HCY pre i posle celokupne terapije u zavisnosti od

ishoda bolesti
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Grafikon 25 prikazuje srednje vrednosti homocisteina pre i nakon terapije
zavisno od ishoda bolesti. Kako se iz grafikona moze videti, svi ishodi bolesti imali
su nize vrednosti HCY nakon celokupne terapije. Ispitanici koji su izleCeni imali su
najnize vrednosti HCY kako pre terapije (8,8 £ 5,5 umol/L) tako i nakon celokupne
terapije (5,6 £ 3,5 umol/L). Ispitanici sa recidivom bolesti, imali su srednju vrednost
HCY pre terapije 9,2 = 4,4 umol/L a nakon terapije 6,3 = 1,3 umol/L. Ispitanici sa
smrtnim ishodom imali su najvisu srednju vrednost HCY kako pre terapije (13,1 +
8,1 umol/L) tako i nakon terapije (7,8 + 3,2 umol/L).

Srednje vrednosti HCY pre terapije se nisu statisticki znacajno razlikovale

zavisno od ishoda bolesti (F=0,891; p>0,05), ista situacija je bila i sa srednjim
vrednostima nakon terapije zavisno od ishoda bolesti (F=0,421; p>0,05). Samo
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srednje vrednosti HCY kod ispitanika koji su za ishod imali izleenje pokazuju

statistiCki znacajnu razliku srednjih vrednosti pre i nakon terapije (t=-2,290; p<0,05).
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Grafikon 26. Srednje vrednosti FK pre i posle celokupne terapije u zavisnosti od

ishoda bolesti
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Grafikon 26 prikazuje srednje vrednosti folne kiseline pre i nakon terapije u
zavisnosti od ishoda bolesti. Kako se iz grafikona moze videti, ispitanici koji su
izleCeni imali su najvise vrednosti FK kako pre terapije (13,9 £ 10,7 nmol/L) tako i
nakon celokupne terapije (14,9 = 8,5 nmol/L). Ispitanici sa recidivom bolesti su
imali srednju vrednost FK pre terapije 12,6 + 6,1 nmol/L a nakon terapije 7,4 + 3,4
nmol/L $to je bila 1 najniza zabeleZena srednja vrednost nakon terapije. Ispitanici sa
smrtnim ishodom imalu su najnizu srednju vrednost pre terapije (11,9 £ 14 nmol/L)

dok je nakon terapije ta vrednost bila nesto visa i iznosila je 13,5 £ 8 nmol/L).

Srednje vrednosti FK pre terapije se nisu statisticki znacajno razlikovale
zavisno od ishoda bolesti (F=0,145; p>0,05), ista situacija je bila i sa srednjim
vrednostima nakon terapije zavisno od ishoda bolesti (F=0,746; p>0,05). Srednje
vrednosti FK se nisu statisti¢ki znacajno razlikovale pre i posle terapije ni za jedan

ishod bolesti pojedina¢no (p>0,05).
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Grafikon 27. Srednje vrednosti vitamina Bi, pre i posle celokupne terapije u

zavisnosti od ishoda bolesti
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Grafikon 27 prikazuje srednje vrednosti vitamina By, pre i nakon terapije u
zavisnosti od ishoda bolesti. Kako se iz grafikona moze videti, ispitanici koji su
izleCeni imali su najvise vrednosti B12 pre terapije (304,7 £ 239,3 pmol/L) dok su
ovi ispitanici nakon celokupne terapije imali najnizu zabelezenu srednju vrednost
vitamina B, (356,9 £ 268,9 pmol/L). Ispitanici sa recidivom bolesti su imali najnizu
srednju vrednost B12 pre terapije 181,7 = 52,3 pmol/L, a nakon terapije ova
vrednost je bila znatno visa (669 £+ 635 nmol/L). Ispitanici sa smrtnim ishodom su
imali srednju vrednost B12 pre terapije 206,7 £ 49,5 pmol/L, dok je nakon terapije
ta vrednost bila najvisa i iznosila je 858 + 159,8 pmol/L.

Srednje vrednosti B12 pre terapije se nisu statisticki znacajno razlikovale
zavisno od ishoda bolesti (F=1,821; p>0,05). Medutim, srednje vrednosti B12 nakon
terapije, zavisno od ishoda bolesti, pokazuju statisticki znacajnu razliku (F=3,467;

p<0,05). Srednje vrednosti B12 nakon terapije, izmedu ispitanika koji su izleCeni i
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onih sa smrtnim ishodom, pokazuju statisticki znacajnu razliku (t=2,558; p<0,05).
Takode, kod ispitanika sa smrtnim ishodom, srednja vrednost B12 nakon terapije je

bila vrlo visoko statisti¢ki znacajno visa u odnosu na srednju vrednost pre terapije

(t=10,714; p<0,001).
Vrednosti vitamina Bip, nakon celokupne terapije, pokazuju statisticki

znacajnu korelacijsku povezanost sa ishodom bolesti (r=0,427; p<0,05). Ovo znaci

da su viSe vrednosti vitamina B;, na kraju terapije, povezane sa smrtnim ishodom.
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5. DISKUSIJA

Prema naSem uvidu u literaturu, izuzev kod akutnih leukemija i malignih
tumora centralnog nervnog sistema, nisu radena opseznija ispitivanja vezana za
znacaj homocisteina kod dece obolele od malignih oboljenja. Osnovno pitanje koje
se namece u nasem istrazivanju je kakav je dijagnosti¢ki i prognosticki znacaj

homaocisteina, folne kiseline i vitamina B1, kod dece obolele od malignih bolesti.

5.1. OpSte karakteristike ispitivane grupe

Istrazivanjem je obuhvaéeno 46 dece sa malignim oboljenjem uzrasta od 2
meseca do 215 meseci. Najvise ispitanika je bilo uzrasta 13 — 18 godina (30,4%). U
populaciji de¢aka, najzastupljeniji su bili ispitanici uzrasta 2 — 3 godine (28%), dok
su u populaciji devojCica najzastupljenije bile ispitanice uzrasta 13 — 18 godina
(38,1%). Razlika u distribuciji starosnih grupa je bila statisticki znacajna (p<0,05),
ali se muski 1 Zenski pol nije statisticki znacajno razlikovao u distribuciji starosnih
grupa.

Najvise ispitanika je imalo malignitet mezodermalnog porekla (58,7%), dok
su najrede bili zastupljeni maligniteti meSovitog embrionalnog porekla (4,3%).
Statistickom analizom podataka o embrionalnom poreklu maligniteta u ispitivanoj
grupi nadena je vrlo visoko statisticki znacajna razlika (p<0,01). Nije nadena
statisticki znacajna razlika u embrionalnom poreklu maligniteta zavisno od pola,
distribucije uzrastnih grupa i uzrasta ispitanika.

U ispitivanoj populaciji dece, 63% dece je imalo solidni tumor, dok je 37%
imalo limfoproliferativno ili plazmacelijsko oboljenje. Analizom podataka o vrsti
maligniteta u ispitivanoj grupi, vrsti maligniteta prema polu i uzrastu obolele dece,
nije nadena statistiCki znaCajna razlika. U vreme postavljanja dijagnoze, deca
obolela od limfoproliferativnih ili plazmacelijskih oboljenja su bila starija u odnosu
na decu obolelu od solidnih tumora, ali ta razlika nije bila statisti¢ki znac¢ajna.

Najzastupljeniji su bili maligniteti kostne srzi (30,5%), a najrede zahvacen je

bio endokrini sistem (2,2%). Statistickom analizom podataka o lokalizaciji tumora u
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ispitivanoj grupi nadena je vrlo visoko statisticki znacajna razlika (p<0,01).
Najc¢esc¢a lokalizacija tumora kod decaka je bila kostna srz (40%) dok je kod
devojcica to bio genitalni sistem (33,3%). lako nije utvrdena statisti¢ki znacajna
razlika u distribuciji lokalizacije tumora kod decaka i devoj¢ica, kod decaka su
visoko statisticki znacajno najcesci bili maligniteti kostne srzi (p<0,01), za razliku
od devojCica kod kojih nije nadena statisticki znaCajna razlika distribucije
lokalizacije tumora. Takode je nadena statisti¢ki znacCajna korelacijska povezanost
lokalizacije tumora i pola (p<0,05). Kada je analizirana lokalizacija maligniteta
ispitanika razli€itth uzrastnih grupa, istraZivanje je pokazalo da je 75% tumora
urinarnog sistema bilo prisutno kod ispitanika uzrasta 2 — 3 godine, a da su tumori
genitalnog sistema bili najceséi u uzrastu 13 — 18 godina (60%). Tumori nervnog
sistema bili su najzastupljeniji u uzrastu 2 — 3 godine (44,4%) dok su tumori
lokomotornog sistema (50%) i maligniteti kostne srzi bili najzastupljeniji u uzrastu
10 — 12 godina. Svi tumori (100%) endokrinog sistema zabelezeni su u uzrastu 7 — 9
godina, tumori limfati¢énog tkiva i organa u uzrastu 13 — 18 godina a tumori
digestivnog sistema u dojenackom uzrastu. Analiza podataka pokazala je visoko
statisticki znacajnu razliku lokalizacije tumora zavisno od uzrasta ispitanika
(p<0,01).

Porazavajuéi je podatak da je polovina ispitanika (50%) u naSem istrazivanju
bila u IV klinickom stadijumu bolesti u vreme postavljanja dijagnoze. U grupu
bolesti u IV klinickom stadijumu svrstani su rasprostranjeni maligni tumori (sa
metastazama na udaljenim organima ili sa Kkriterijumima Kkoji svrstavaju bolest u
malignitet visokog ili najviSeg rizika). S obzirom da na prognozu malignih bolesti
kod dece znacajno uti¢e vreme otkrivanje bolesti, tj. rano otkrivanje bolesti je bitan
preduslov povoljnog ishoda leCenja, jedan od ciljeva na polju deéje
hematoonkologije u savremenom svetu je rano otkrivanje. Istrazivanje je ukazalo da
u nasem drustvu postoji nedovoljno razvijena svest o ovom problemu i da je to
oblast koja se mora dramati¢no izmeniti i unaprediti.

Istrazivanje je pokazalo da u ispitivanoj populaciji dece ne postoji statisticki
znacajna razlika u ucestalosti oboljevanja od B- i T-¢elijskih maligniteta (analizirane
su akutne limfoblastne leukemije i Nehodgkinski limfomi), iako su u opstoj

populaciji B-¢elijski maligniteti znatno ¢eS¢i.
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Kod ispitanika kod kojih je uéinjena aspiracija kostne srzi (87%), 57,5% je
imalo infitraciju. Nije nadena statisticki znacajna razlika izmedu ispitanika sa i bez
infiltracije kostne srzi.

Odredivanje N-myc amplifikacije u ¢elijama neuroblastoma uradeno je kod
15,2% ispitanika, tj. iskljuc¢ivo kod dece obolele od neuroblastoma. Radena je
citohistohemija iz kulture ¢elija neuroblastoma izolovanih iz tkiva tumora ili kostne
srzi. Kod veéine ispitanika (71,4%) celije tumorskog tkiva nisu bile N-myc
amplifikovane. lako nije nadena statisticki znaGajna razlika izmedu ispitanika sa i
bez amplifikacije, podatak da je vecina ispitanika bila bez amplifikacije je znacajan
jer prisustvo amplifikacije u tumorskim ¢elijama upucéujena veliki maligni potencijal
tumorskih Celija 1 1oS je prognosticki znak bolesti.

Medu ispitanicima u naSem istrazivanju je statisticki bilo znaajno vise
ispitanika bez organomegalije (hepato i/ili splenomegalijom) nego onih sa
organomegalijom (p<0,05).

Statistickom analizom distribucija normalnih 1 poviSenih vrednosti tumor
markera (o-feto proteina, B-hCG i VMA i HVA u urinu) u ispitivanoj grupi, nije
nadena statisticki znacajna razlika distribucije normalnih i poviSenih vrednosti ni za
jedan od analiziranih tumor markera.

Analizom distribucija normalnih i poviSenih vrednosti transaminaza (SGOT i
SGPT) kao i fibrinogena u ispitivanoj grupi, naden je visoko statisti¢ki zna¢ajno
ve¢i broj ispitanika sa normalnim vrednostima sva tri posmatrana parametra
(p<0,01).
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5.2. Homocistein, folna kiselina i vitamin Bj, u zavisnosti od terapijskog

modaliteta — pre i nakon celokupne terapije

Analizom promena srednjih vrednosti homocisteina, folne kiseline i vitamina
Bi2 u vreme postavljanja dijagnoze, tj. pre primene bilo koje terapije (inicijalna
vrednost), kao i nakon zavrsetka terapijskog tretmana (koji je obuhvatio kombinacije
razliitih terapijskih modaliteta — hemioterapiju, operativno leenje 1 radioterapiju),
utvrden je statistiCki znacCajan pad vrednosti homocisteina i porast vrednosti
vitamina Bi,, dok je vrednost folne kiseline ostala nepromenjena.

Pad vrednosti HCY nakon zavrsetka lecenja (5,8 £ 3,3 umol/L) u odnosu na
inicijalne vrednosti (9,3 = 6,8 umol /L) je bio visoko statisti¢ki znacajan (p<0,01).
Trend porasta srednje vrednosti vitamina B;, nakon zavrSetka lecenja (422,1 £+ 320,6
pmol/L) u odnosu na inicijalnu srednju vrednost (258,1 + 165,9 pmol/L) je bio
statisticki znacajan (p<0,05). lako srednje vrednosti FK nisu pokazale statisticki
znacajnu promenu pre i nakon lecenja, istrazivanje pokazalo da postoji trend porasta
srednje vrednosti FK nakon zavrSetka leCenja u odnosu na inicijalne srednje
vrednosti (inicijalna srednja vrednost je bila 13,6 + 10,8 nmol/L, a nakon zavrsetka
lecenja 14,2 + 8,2 nmol/L).

Posmatrajuci vrednosti HCY, FK i B12 zavisno od referentnih vrednosti za
dati uzrast, grupisali smo ispitanike prema smanjenim, normalnim i poviSenim
vrednostima pomenutih parametara. Zanimalo nas je da li su se i kako navedeni
parametri promenili nakon zavrsetka terapije, tj. koliko je ispitanika sa smanjenjem
vrednosti paramatara preslo iz opsega povisenih u normalne ili smanjene vrednosti
ili pak iz opsega normalnih u smanjene vrednosti Sto smo klasifikovali kao
smanjenje. Takode nas je zanimalo koliko je ispitanika sa povecanjem vrednosti
parametara preslo iz opsega smanjenih vrednosti u normalne ili poviSene, odnosno iz
normalnih u povisene §to smo klasifikovali kao povecanje. Ispitanike kod kojih nije
bilo promene vrednosti parametara iz jednog u drugi opseg vrednosti oznacili smo
bez promene. IstraZivanje je pokazalo da je najveéi broj ispitanika nakon terapije
imao smanjenje tj. presao u nizi opseg vrednosti HCY (52%) u odnosu na inicijalne
vrednosti, pri ¢emu je ovo smanjenje bilo statisticki znacajno (p<0,05). Medutim,

vrednosti FK kod najveceg broja ispitanika (84%) ostale su u istom opsegu kao i pre
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terapije Sto je bio slucaj 1 sa vrednostima B12 gde je 56% ispitanika ostalo u istom
opsegu vrednosti u kome su bili i pre terapije.

Medutim, kada smo posmatrali promene nominalnih vrednosti HCY, FK i
B12 nezavisno od opsega referentnih vrednosti, u cilju utvrdivanja da li je nakon
terapije doSlo do bilo kakve promene nominalnih vrednosti parametara u smislu
smanjenja ili povecanja, utvrdili smo da je najveéi broj ispitanika imao smanjenje
nominalnih vrednosti HCY nakon terapije (68%) (p<0,05), a povecanje nominalnih
vrednosti FK (52%) kao i B12 (60%).

Nakon sprovedenog leenja maligne bolesti, bilo da je re¢ o operativnom
lecenju ili primeni hemioterapije, doSlo je do redukcije tumorske mase, Sto se
manifestovalo statististi¢ki visoko znacajnim padom srednjih vrednosti homocisteina
u plazmi, statisticki znac¢ajnim prelaskom u nizi opseg vrednosti HCY i1 smanjenjem
nominalnih vrednosti HCY. Ovakav nalaz nam sugeriSe da je koncentracija
homocisteina u plazmi udruzena sa poremecajem metabolizma homocisteina u
tumorskim celijama 1 stepenom tumorske progresije 1 da kao takav moze
predstavljati potencijalni korisni marker tumorske aktivnosti, ne samo u
diferencijalnoj dijagnozi ve¢ i za pracenje efikasnosti terapije. lako su vrednosti FK
I B12 kod najveceg broja ispitanika ostale su u istom opsegu vrednosti pre i nakon
terapije, statisticki znaCajan porast u koncentraciji vitamina B, i zapazeni trend
porasta folne kiseline (iako bez statistiCke znacajnosti) nakon sprovedenog lecenja,
kao i povecanje nominalnih vrednosti FK kao i B12 nakon terapije, pratili su
fizioloski trend promene ovih kofaktora u metabolizmu homocisteina, tj. inverzni

odnos koncentracije homocisteina i koncentracija vitamina B, i folne kiseline.
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5.3. Homocistein, folna kiselina i vitamin Bj, u zavisnosti od terapijskog

modaliteta — pre i nakon operativnog leCenja

Kada je re¢ o operativnom lecenju (OP), HCY pokazuje porast srednje
vrednosti nakon OP (9,2 + 4,8 umol/L) u odnosu na vrednost pre OP (7,6 £ 7,8
nmol/L). Trend pada srednjih vrednosti nakon operativnog leCenja pokazuju
vrednosti B12 ¢ija je srednja vrednost pre OP bila 296,3 + 170,2 umol/L a nakon
OP 212,1 +120,6 pmol/L, kao i srednja vrednost FK koja je pre OP bila 23,9 + 14,9
nmol/L a nakon OP 12,3 + 6,4 pmol/L. Naden je statisticki znac¢ajan pad srednje
vrednosti FK nakon OP (p<0,05) kao i srednje vrednosti B12 (p<0,05). Srednje
vrednosti HCY ne pokazuju statisticki znacajnu promenu pre i nakon OP. Najveéi
broj ispitanika je nakon OP imao povecanje, tj. presao je u visi opseg vrednosti HCY
(57,2%) u odnosu na vrednosti pre OP. Medutim, vrednosti FK kod najveceg broja
ispitanika (62,4%) ostale su u istom opsegu kao i pre OP dok je vrednost B12 kod
najveceg broja ispitanika presla u nizi opseg u odnosu na vrednosti pre OP (57,2%).
Analizom distribucija promena nominalnih vrednosti HCY, FK i B12 nakon OP u
odnosu na vrednosti pre OP, kod svih ispitanika (100%) je doslo do smanjena
vrednosti FK nakon operativnog leCenja $to je bio sluaj i sa nominalnim
vrednostima B12. Kod najveCeg broja ispitanika (62,4%) zabelezen je porast
nominalnih vrednosti HCY nakon OP.

Operativni tretman je kod nasih ispitanika podrazumevao redukciju tumorske
mase koja se kretala u rasponu od uradene biopsije tumorskog tkiva do kompletne
ekstirpacije tumora. S obzirom na ovako $irok raspon redukcije tumorske mase, nije
bilo moguce procenjivati promene HCY, FK i B12 prema stepenu redukcije tumora.
Medutim, ono $to je bilo zajedni¢ko svim pacijentima kod kojih je uraden operativni
tretman jeste dodatno oStecenje tkiva do koga neizbezno dovodi hirurgija. Srednje
vrednosti HCY se nisu statisticki znacajno promenile pre i nakon OP, ali je najveci
broj ispitanika preSao u visi opseg vrednosti HCY i imao porast nominalnih
vrednosti HCY nakon OP, $to potvrduje znac¢aj HCY kao faktora tkivnog oStecenja,
a ne samo markera tumorske aktivnosti. Srednje vrednosti vitamina B, pokazale su
statistiCki znacajan pad nakon OP; najveci broj ispitanika je preSao u nizi opseg

vrednosti B12 a svi su imali pad nominalnih vrednosti u odnosu na vrednosti pre OP.
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Nakon OP, naden je statisticki znacajan pad srednje vrednosti FK, najveci broj
ispitanika je ostao u istom opsegu kao i pre OP, a svi ispitanici su imali pad
nominalnih vrednosti FK.

Analizom promena prethodno navedenih parametara moze se zakljuciti da
operativni tretman ne dovodi do pada HCY 1 porasta FK 1 B12, $to bi se moglo
ocekivati s obzirom na to da se operacijom redukuje tumorska masa. Moguce
objasnjenje za ovakav nalaz bi trebalo traziti u Cinjenici da je oStecenje tkiva, koje
neminovno prati svaku hirur§ku intervenciju, praceno porastom HCY. Ovakav nalaz
je jo$ jedna potvrda kompleksnosti dinamike promena homocisteina kod malignih
bolesti i da se one ne mogu posmatrati samo sa aspekta nedostatka folata i vitamina

B12, kao ni redukcije tumorske mase.
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5.4. Homocistein, folna kiselina i vitamin Bj, u zavisnosti od terapijskog

modaliteta — pre i nakon hemioterapije

Kada je analiziran uticaj hemioterapije (HT), istrazivanje je pokazalo da je
doslo do pada srednje vrednosti HCY nakon HT (5,9 £ 3,5 umol/L) u odnosu na
vrednost pre HT (9,6 = 6,1 nmol/L). Ovaj pad srednje vrednosti HCY nakon HT je
bio visoko statisti¢ki znacajan (p<0,01). Trend porasta srednjih vrednosti nakon HT
pokazale su vrednosti vitamina Bj, ¢ija je srednja vrednost pre HT bila 227,3 +
145,8 nmol/L a nakon HT 392,4 + 309 nmol/L. Porast srednjih vrednosti nakon HT
zabelezen kod B12 je bio statisticki znacajan (p<0,05). Srednje vrednosti FK (pre
HT 12,5 = 8,8 pmol/L, a nakon HT 14,6 + 8,3 pmol/L) nisu pokazale statisticki
znaajnu promenu pre i nakon HT (p>0,05), iako je i ovde prisutan trend porasta
vrednosti nakon HT. Najve¢i broj ispitanika je nakon HT imao smanjenje tj. presao
je u nizi opseg vrednosti HCY (52%) u odnosu na vrednosti pre HT. Vrednosti FK
kod najveceg broja ispitanika (73,1%) ostale su u istom opsegu kao i pre HT Sto je
bio slucaj i sa vrednostima B12 kod koga je takode najveci broj ispitanika ostao u
istom opsegu vrednosti kao pre HT (50%). Kada smo posmatrali distribuciju
promena nominalnih vrednosti HCY, FK i B12 nakon HT u odnosu na vrednosti pre
HT, kod najveceg broja ispitanika (80,8%) doslo je do smanjena vrednosti HCY
nakon HT. Kod najveceg broja ispitanika (57,7%) zabelezen je porast vrednosti FK
nakon HT Sto je bio slu¢aj i kod vrednosti B12 gde je takode najveci broj ispitanika
(80,8%) imao povecanje vrednosti nakon HT.

Nakon primene hemioterapije, registrovan je visoko statisticki znacajan pad
srednje vrednosti HCY; najveci broj ispitanika je preSao u nizi opseg vrednosti HCY
i imao pad nominalnih vrednosti HCY. Vitamin Bi; je pokazao statisticki znacajan
porast srednjih vrednosti nakon HT; najveci broj ispitanika je ostao u istom opsegu
vrednosti kao pre HT i imao porast nominalnih vrednosti. Srednje vrednosti FK nisu
pokazale statisticki znac¢ajnu promenu nakon HT, iako je i ovde bio prisutan trend
porasta vrednosti nakon HT; najveéi broj ispitanika je ostao u istom opsegu

vrednosti kao pre HT i imao je porast nominalnih vrednosti FK.
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5.5. Homocistein, folna kiselina i vitamin Bj, u zavisnosti od terapijskog
modaliteta — pre zapocinjanja leCenja i nakon hemioterapije i operativnog

lecenja

Analizirane su promene srednjih vrednosti homocisteina, folne kiseline i
vitamina Bj, pre zapocinjanja bilo kakve terapije i nakon OP, kojoj je prethodila
primena hemioterapije (HT+OP). Ovom analizom su, naime, obuhvaceni pacijenti
koji su primali hemioterapiju pre operativnog lecenja, tako da je na ovaj nacin
ispitivan zajednicki uticaj hemioterapije 1 operativnog le¢enja na promenu vrednosti
homocisteina, folne kiseline i vitamina Biy, pri ¢emu je analiziran samo jedan
segment njihovog leCenja, a ne celokupno leCenje. Homocistein je pokazao porast
srednje vrednosti nakon HT+OP (9,2 = 4,8 umol/L) u odnosu na vrednost pre
zapoCinjanja terapije (7,6 £ 7,8 pumol /L). Trend pada srednjih vrednosti nakon
HT+OP pokazuju vrednosti vitamina B, ¢ija je srednja vrednost pre zapocinjanja
terapije bila 284,7 + 166,8 nmol/L a nakon HT+OP 212 + 144,1 nmol/L, kao i
srednja vrednost FK koja je pre zapocinjanja terapije bila 23,5 + 15,4 pmol/L a
nakon HT+OP 12,3 + 6,4 pmol/L. Naden je visoko statisticki znacajan pad srednje
vrednosti B12 nakon HT+OP u odnosu na vrednost pre zapocinjanja terapije
(p<0,01). Takode, statisticki znaCajan pad srednje vrednosti nakon HT+OP
zabelezen je kod FK (p<0,05). Srednje vrednosti HCY ne pokazuju statisticki
znacajnu promenu Srednjih vrednosti pre zapocinjanja terapije u odnosu srednju
vrednost nakon HT+OP.

Navedene promene srednjih vrednosti homocisteina, folne kiseline i vitamina
B1, ukazuju da je metabolizam homocisteina kompleksan i zavisan od brojnih
faktora a ne samo od redukcije broja malignih ¢elija do kojih svakako dovodi
hemioterapija u kombinaciji sa operativnim leCenjem. Citostatska terapija, kao 1
operacija, dovode i do oSteenja zdravih Celija organizma, a ne samo malignih, §to je
moguce objasnjenje za poremecen metabolizam homocisteina kod kombinovanog
lecenja kod koga dominira, suprotno ocekivanju, statisticki znacajan pad srednjih
vrednosti folne kiseline i vitamina Bi, uz porast vrednosti homocisteina, iako bez
statistiCke znacajnosti. Moguce je da je upravo osStecenje tkiva usled invazivnosti

hirurSkih procedura u sklopu lecenja dominantni faktor koji dodatno dovodi do
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povecanja homocisteina, pre nego Sto to Cini citostatska terapija, jer su sli¢ni podaci
dobijeni analizom promena navedenih parametara posmatranih pre i nakon samo

primenjenog operativnog lecenja.
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5.6. Homocistein, folna kiselina i vitamin Bj, u zavisnosti od terapijskog
modaliteta — pre zapoc¢injanja leenja i nakon hemioterapije, radioterapije ili

operativnog lecenja

Analizirane su promene srednjih vrednosti homocisteina, folne kiseline i
vitamina Bj, pre zapocinjanja bilo kakve terapije i nakon HT, kojoj je prethodila
radioterapija ili operativno leCenje (RT/OP+HT). Ovom analizom su obuhvaceni
pacijenti koji su, u sklopu leCenja maligne bolesti pre hemioterapije leCeni
radioterapijom ili operativno, tako da je i na ovaj nacin ispitivan uticaj kombinovane
terapije na promenu vrednosti homocisteina, folne kiseline i vitamina Biz, pri ¢emu
je analiziran segment lecenja, a ne kompletno lecCenje. Homocistein je pokazao pad
srednje vrednosti nakon RT/OP+HT (5,7 = 3,5 umol/L) u odnosu na vrednost pre
zapocinjanja terapije (9,8 + 7,7 nmol/L). Trend porasta srednjih vrednosti nakon
RT/OP+HT pokazuju vrednosti vitamina Bj; ¢ija je srednja vrednost pre
zapocinjanja terapije bila 238,7 + 165,9 nmol/L a nakon RT/OP+HT 352,8 + 304,4
nmol/L, kao 1 srednja vrednost FK koja je pre zapocCinjanja terapije bila 14,9 + 12
pmol/L a nakon RT/OP+HT 15,9 + 8,7 pmol/L. Naden je statisticki znacajan pad
srednje vrednosti HCY nakon RT/OP+HT u odnosu na vrednosti pre zapocinjanja
terapije (p<0,05). Srednje vrednosti FK ne pokazuju statisticki znacajnu promenu
pre zapocinjanja terapije u odnosu na srednju vrednost nakon RT/OP+HT, $to je bio
slucaj i sa srednjim vrednostima B12.

Statisticki znacajan pad srednje vrednosti HCY, pracen trendom porasta
srednjih vrednosti FK 1 B12, iako bez statisticke znacajnosti, zapazen je kod
pacijenata kod kojih je u sklopu leCenja pre hemioterapije primenjivana radioterapija
ili operativno leGenje. Iako je re¢ o segmentu leCenja a ne o celokupnom lecenju,
dobijeni su podaci skoro identi¢ni onima dobijenim analizom navedenih parametara
pre i nakon kompletnog lecenja, $to joS jednom potvrduje znacaj homocisteina kao

moguceg markera tumorske aktivnosti.
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5.7. Prihvaéeni markeri i transaminaze i korelacija sa homocisteinom

Istrazivanje je pokazalo statistiCki znaCajnu korelacijsku povezanost
inicijalnih vrednosti FK 1 vrednosti AFP (p<0,05). Naime, kod ispitanika sa viSim
vrednostima AFP nadene su i viSe vrednosti folne kiseline. Takode, prisutna je
statisticki znacajna korelacijska povezanost inicijalnih vrednosti Bl2 sa
pozitivnos¢u VMA 1 HVA u urinu (p<0,05), $to upucuje na to da kod ispitanika sa
pozitivnim VMA 1 HVA u urinu mozemo ocekivati nize vrednosti B12. Vrednosti
transaminaza (SGOT 1 SGPT) pokazuju statisticki znacajnu pozitivnu korelacijsku
povezanost sa vrednostima B12 (p<0,05). Naime, kod ispitanika sa viSim
vrednostima transaminaza, moze se ocekivati visi nivo vitamina Bi,. Vrednosti
SGOT pokazuju statisticki znacajnu pozitivnu korelacijsku povezanost sa
vrednostima FK na kraju celokupne terapije (p<0,05).

Takode su analizirane promene srednjih vrednosti MK i LDH pre primene
bilo koje terapije 1 nakon zavrSetka leCenja. Mokra¢na kiselina pokazuje pad
vrednosti nakon zavrsetka terapijskog protokola (204,8 + 78,1 umol/L) u odnosu na
vrednosti pre primene bilo koje terapije (298,5 = 197 umol /L). Isti trend pada, ali
znatno izrazeniji u odnosu na MK, pokazuje i promena vrednosti LDH C¢ija je
srednja vrednost pre primene terapije bila 1605,3 + 314,8 1J/L a nakon zavrSetka
terapijskog protokola 241,4 + 47,3 1J/L. Statistickom analizom podataka naden je
statisticki znacajan pad vrednosti MK i LDH nakon zavrSetka lecenja (p<0,05).
Vrednosti MK su pokazale visoko statisticki znacajnu korelacijsku povezanost sa
vrednostima HCY pre terapije (p<0,01), Sto znaci da se kod ispitanika sa viSim

vrednostima MK pre terapije, mogu ocekivati 1 visSe vrednosti HCY.
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5.8. Homocistein, folna kiselina i vitamin B, u zavisnosti od embrionalnog

porekla maligniteta

U istrazivanju smo analizirali vrednosti homocisteina, folne Kkiseline i
vitamina B, kod tumora razli¢itog embrionalnog porekla i zakljucili da ova razlika
nije statisticki znacajna.

Kada je re¢ o embrionalnom poreklu maligniteta, maligniteti ektodermalnog
porekla su imali najviSe, dok su maligniteti meSovitog embrionalnog porekla imali
najnize srednje vrednosti HCY.

Najvise srednje vrednosti FK zabelezene su kod maligniteta endodermalnog
porekla, dok su najniZe imali maligniteti porekla mezoderma.

Najvise srednje vrednosti vitamina By, imali su maligniteti mezodermalnog

porekla, a najniZze maligniteti meSovitog embrionalnog porekla.

102



5.9. Homocistein, folna kiselina i vitamin Bj, u zavisnosti od vrste maligniteta

Srednja vrednost HCY je bila viSa kod limfoproliferativnih i plazmacelijskih
malignih oboljenja (10,9 = 7,1 umol/L) u odnosu na solidne tumore (8,7 £ 5,2
umol/L). Srednje vrednosti FK su bile znatno vise kod solidnih tumora (17,2 £+ 12
nmol/L) u odnosu na limfoproliferativna i plazmacelijska oboljenja (9,2 £ 5,4
nmol/L). Srednja vrednost vitamina B, bila je visa kod limfoproliferativnih i
plazmacelijskih maligniteta (362,8 + 323,9 pmol/L) u odnosu na srednju vrednost
solidnih tumora (254,4 + 126,8 pmol/L).

Statistickom analizom podataka, nadena je visoko statisti¢ki znacajna razlika
srednjih vrednosti FK zavisno od vrste tumora (p<0,01) 1 visoko statisticki znac¢ajna
korelacijska povezanost vrednosti FK i vrste tumora (p<0,01). Naime, koncentracije
folne kiseline kod limfoproliferativnih 1 plazma ¢elijskih oboljenja bile su znacajno
nize u odnosu na koncentracije kod solidnih tumora, najverovatnije zbog razli¢itih
potreba za folnom Kkiselinom za de novo sintezu nukleotidnih prekurzora.
Pretpostavlja se da je transportni sistem visokog afiniteta za folnu kiselinu
prekomerno aktiviran u kulturi leukemijskih celija, zbog cega leukemijske celije
pacijenata sadrze vecu koncentraciju folata nego neleukemijske celije u slicnom
stadijumu razvoja, kao 1 da je odnos izmedu folata u leukocitima 1 serumu znacajno
povecan.

Srednje vrednosti HCY i vitamina B, se nisu statisticki znacajno razlikovale

izmedu ove dve grupe.

Istrazivanje je takode pokazalo da je pad koncentracije homocisteina po
zavrSetku leCenja bio neSto izrazeniji u grupi dece obolele od limfoproliferativnih 1
plazma celijskih poremecaja u odnosu na grupu dece sa solidnim tumorima, ali ni u

jednoj od ove dve grupe pad koncentracije homocisteina nije bio statisticki znacajan.
Kod solidnih tumora, koncentracija folne kiselina je pokazala statisti¢ki

znaCajan pad vrednosti, dok su koncentracije vitamina Bi, pokazale visoko

statisticki znacajan porast vrednosti nakon sprovedene terapije.
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Kod dece sa limfoproliferativnim i plazma celijskim poremecajima nije
nadena statisticki znacajna razlika inicijalnih i ponovljenih vrednosti folne kiseline
pre i nakon zavrSetka terapije, kao ni vitamina By, iako je prisutan porast njihovih

koncentracija.
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5.10. Homocistein, folna Kiselina i vitamin B, u zavisnosti od lokalizacije

maligniteta

Srednje vrednosti HCY i FK su se statisticki znacajno razlikovale izmedu
tumora razli¢ite lokalizacije (p<0,05). Naime, istrazivanje je pokazalo da su
maligniteti limfatickog tkiva i organa imali najviSe srednje vrednosti HCY i najnize
srednje vrednosti FK i B12. Srednje vrednosti FK su bile najvise kod tumora

digestivnog sistema.

Najvise srednje vrednosti HCY zabeleZene su kod tumora limfati¢nog tkiva i
organa (30,2 umol/L). Ostale lokalizacije su imale priblizno iste srednje vrednosti
HCY pri ¢emu su tumori neurogenog porekla imali najvise vrednosti HCY (11,0
umol/L) a tumori urinarnog trakta najniZze vrednosti HCY (4,6 pmol/L).

Najvise srednje vrednosti FK zabelezene su kod tumora digestivnog trakta
(31,9 nmol/L). Ostale lokalizacije tumora, osim genitalnin (8,6 nmol/L) i
limfati¢nog tkiva i organa (3,5 nmol/L) imale su priblizno iste srednje vrednosti FK
koje su se kretale od 16,7 nmol/L (tumori urinarnog trakta) do 19,5 nmol/L (tumori
endokrinog sistema).

Najvise srednje vrednosti vitamina Bi, zabeleZene su kod maligniteta kostne
srzi (400,4 pmol/L), zatim su sledili tumori digestivnog (345 pmol/L) i urinarnog
sistema (321,5 pmol/L). Najniza srednja vrednost vitamina Bi, zabelezena je kod
ispitanika sa tumorima limfaticnog tkiva i organa (144 pmol/L). Srednje vrednosti
vitamina Bj, nisu se statisticki znacajno razlikovale izmedu tumora razlidite

lokalizacije.
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5.11. Homocistein, folna kiselina i vitamin Bji, u zavisnosti od

rasprostranjenosti bolesti

Zavisno od klinickog stadijuma bolesti (CS) tj. rasprostranjenosti maligne
bolesti, srednja vrednost HCY je bila niZza kod nizih klini¢kih stadijuma bolesti (8,2
+ 6,1 pmol/L) u odnosu na IV CS u kome je srednje vrednost HCY iznosila 11 + 6,0
umol/L. Suprotno HCY, FK je imala viSe vrednosti u nizim stadijumima bolesti
(16,4 + 11,8 nmol/L) u odnosu na visi stadijum bolesti (11,4 + 8,6 nmol/L). Srednja
vrednost vitamina Bi, (272,8 £ 126,8 pmol/L) bila je niZza u nizim stradijumima
bolesti u odnosu na IV CS u kome je srednja vrednost vitamina B, iznosila 326,4 +
273,3 pmol/L. Statistickom analizom podataka nije, medutim, nadena statisticki
znacajna razlika srednjih vrednosti HCY, FK i vitamina Bi.

Medutim, nadena je statisticki znacajna korelacijska povezanost srednjih
vrednosti HCY i rasprostranjenosti bolesti (p<0,05). Ova korelacijska povezanost
pomenutih varijabli ukazuje da se u viSim stadijumima maligne bolesti ocekuju 1

viSe vrednosti homocisteina.
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5.12. Homocistein, folna kiselina i vitamin vitamin B, kod B- i T-éelijskih
maligniteta kod ALL i NHL

Istrazivanje je pokazalo da se srednje vrednosti homocisteina, folne kiseline i
vitamina B, kod B- i T- ¢elijskih maligniteta, kod dece obolele od ALL i NHL, nisu
statisticki znacCajno razlikovale. Naime, srednje vrednosti HCY su bile skoro
identi¢ne kod B- (11,2 + 8,2 umol/L) i T-¢elijskih maligniteta (11,3 £ 9,1 umol/L);
srednja vrednost FK je bila neSto niza kod B- (8,1 £ 4,4 nmol/L) u odnosu na T-
¢elijske malignitete (9,8 + 6,7 nmol/L); srednja vrednost vitamina Bi, je bila niza
kod B- (186 + 32,3 pmol/L) u odnosu na T-¢elijske malignitete (399,7 + 408,7
pmol/L).
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5.13. Homocistein, folna kiselina i vitamin B, u zavisnosti od nalaza aspirata

Kkostne srzi

Pod pretpostavkom da je infiltracija kostne srzi parametar rasprostranjenosti
bolesti, bilo da se radi o primarnom malignitetu kostne srZi ili o metastazama tumora
drugih lokalizacija, analizirali smo vrednosti HCY, FK i B12. Statistickom
analizom podataka, medutim, nije nadena statisticki znacCajna razlika srednjih
vrednosti HCY, FK i vitamina B..

Srednja vrednost HCY bila je neSto niza kod ispitanika sa infiltracijom
kostne srzi (9,2 + 7,4 umol/L) u odnosu na ispitanike kod kojih u aspiratu kostne srzi
nije nadena infiltracija (10,4 = 5,3 umol/L). Srednja vrednost FK bila je nesto visa
kod ispitanika sa infiltracijom kostne srzi (16,9 = 11,8 nmol/L) u odnosu na
ispitanike bez infitracije kostne srzi (11,3 = 9,1 nmol/L). Srednje vrednosti vitamina
B12 su bile skoro identi¢ne kod ispitanika sa infiltracijom (313,9 + 230,6 pmol/L) i
onih bez infitracije kostne srzi (314,4 + 270,4 pmol/L).
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5.14. Homocistein, folna Kiselina i vitamin B, u zavisnosti od N-myc

amplifikacije ¢elija neuroblastoma

N-myc amplifikacija tumorskih ¢elija neuroblastoma je faktor rizika koji
upucuje na agresivnost i povec¢an maligni potencijal ¢elija neuroblastoma, zbog cega
smo Zeleli da utvrdimo da li postoje znacajne razlike u vrednostima HCY, FK i B12
kod dece sa i bez amplifikacije. Statistickom analizom podataka nije nadena
statisticki znaCajna razlika srednjih vrednosti HCY, FK, niti vitamina Bs.

Srednja vrednost HCY je bila skoro identi¢na kod ispitanika kod kojih nije
postojala (11,3 £ 7,9 umol/L) u odnosu na ispitanike kod kojih je postojala N-myc
amplifikacija tumorskih ¢elija neuroblastoma (11,8 + 3,1 umol/L). Srednja vrednost
FK je bila znatno viSa kod ispitanika bez amplifikacije (23,6 = 16,5 nmol/L) u
odnosu na ispitanike sa amplifikacijom (7,8 £ 3,2 nmol/L). Srednja vrednost
vitamina B, je bila nesto visa kod ispitanika bez amplifikacije (246,6 + 198 pmol/L)
u odnosu na ispitanike kod kojih je postojala N-myc amplifikacija (214,5 = 106,8
pmol/L).
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5.15. Homocistein, folna kiselina i vitamin Bj, u zavisnosti od prisustva

organomegalije

Prisustvo organomegalije, tj. hepatomegalije i splenomegalije, upuéuje na
povecanje tumorske mase usled infiltracije malignim celijama, najceS¢e kod
limfoproliferativnih malignih oboljenja. Istrazivanje je, medutim, pokazalo da
ispitanici sa organomegalijom nemaju statisticki znacajno viSe vrednosti
homocisteina.

Ispitanici kod kojih je bila prisutna organomegalija su imali neSto vise
srednje vrednosti HCY (11,2 = 7,7 umol/L) i vitamina B;, (387,2 + 333,4 pmol/L) i
nize srednje vrednosti FK (11,7 + 10,3 nmol/L) u odnosu na ispitanike bez
organomegalije (HCY 8,6 £ 4,6 umol/L, B12 242,1 + 108,8 pmol/L, FK 15,1 + 10,4
nmol/L). Statistickom analizom podataka nije nadena statisticki znacajna razlika

srednjih vrednosti HCY, FK i vitamina Bi.
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5.16. Homocistein, folna kiselina i vitamin B1,> u zavisnosti od ishoda bolesti

Svi ishodi bolesti imali su nize vrednosti HCY nakon celokupne terapije.

Ispitanici koji su izleCeni imali su najnize vrednosti HCY kako pre terapije
(8,8 £ 5,5 umol/L) tako i nakon celokupne terapije (5,6 + 3,5 umol/L).

Ispitanici sa recidivom bolesti, imali su srednju vrednost HCY pre terapije
9,2 + 4,4 umol/L a nakon terapije 6,3 = 1,3 umol/L.

Ispitanici sa smrtnim ishodom imalu su najvisu srednju vrednost HCY kako
pre terapije (13,1 + 8,1 umol/L) tako i nakon terapije (7,8 = 3,2 umol/L).

Srednje vrednosti HCY pre terapije, kao i one nakon terapije se nisu
statisticki znacajno razlikovale zavisno od ishoda bolesti. S obzirom da su svi ishodi
bolesti imali nize vrednosti homocisteina nakon celokupne terapije, a da se vrednosti
homocisteina pre terapije, kao i one nakon terapije nisu statisticki znacajno
razlikovale zavisno od ishoda bolesti, moze se zakljuéiti da homocistein nema
prediktivni znacaj kod dece obolele od malignih bolesti, tj. nije dobar prediktivni
faktor ishoda bolesti.

Medutim, srednje vrednosti HCY kod ispitanika koji su za ishod imali
izleCenje pokazale su statisticki znacajnu razliku srednjih vrednosti pre i nakon
terapije (p<0,05), Sto je potvrdilo znacCaj homocisteina kao markera tumorske

aktivnosti.

Ispitanici koji su izleCeni imali su najviSe vrednosti FK kako pre terapije
(13,9 £ 10,7 nmol/L) tako i nakon celokupne terapije (14,9 + 8,5 nmol/L).

Ispitanici sa recidivom bolesti su imali srednju vrednost FK pre terapije 12,6
+ 6,1 nmol/L a nakon terapije 7,4 £ 3,4 nmol/L Sto je bila i najniza zabelezena
srednja vrednost nakon terapije.

Ispitanici sa smrtnim ishodom imali su najnizu srednju vrednost pre terapije
(11,9 £ 14 nmol/L) dok je nakon terapije ta vrednost bila nesto visa i iznosila je 13,5
+ 8 nmol/L.

Srednje vrednosti FK pre terapije, kao ni one nakon terapije se nisu

statisticki znacajno razlikovale zavisno od ishoda bolesti. Srednje vrednosti FK se,

111




takode, nisu statisticki znacajno razlikovale pre i posle terapije ni za jedan ishod

bolesti pojedinacno.

Ispitanici koji su izleCeni imali su najvise srednje vrednosti B12 pre terapije
(304,7 £ 239,3 pmol/L) i najnizu zabelezenu srednju vrednost vitamina Bi, (356,9 +
268,9 pmol/L) nakon zavrsetka terapije.

Ispitanici sa recidivom bolesti su imali najnizu srednju vrednost B12 pre
terapije (181,7 + 52,3 pmol/L), a nakon terapije ova vrednost je bila znatno visa (669
+ 635 nmol/L).

Ispitanici sa smrtnim ishodom su imali srednju vrednost B12 pre terapije
206,7 = 49,5 pmol/L, dok je nakon terapije ta vrednost bila najvisa i1 iznosila je 858
+ 159,8 pmol/L.

Srednje vrednosti B12 pre terapije se nisu statisticki znacajno razlikovale
zavisno od ishoda bolesti. Medutim, rezultati istrazivanja su pokazali da srednje
vrednosti B12 nakon terapije pokazuju statisticki znacajnu razliku (p<0,05) zavisno
od ishoda bolesti. Srednje vrednosti B12 nakon terapije pokazuju statisti¢ki znacajnu
razliku (p<0,05) izmedu ispitanika koji su izleCeni i onih sa smrtnim ishodom.
Takode, kod ispitanika sa smrtnim ishodom, srednja vrednost B12 nakon terapije je
bila vrlo visoko statisti¢ki znacajno visa u odnosu na srednju vrednost pre terapije
(p<0,01).

Vrednosti vitamina Bj,, nakon celokupne terapije, pokazuju statisticki
znacajnu korelacijsku povezanost sa ishodom bolesti (p<0,05), tj. istrazivanje je
pokazalo da su vise vrednosti vitamina B1 na Kraju terapije povezane sa smrtnim
ishodom. Znacaj ovog nalaza nije u potpunosti jasan. Jedan od razloga bi mogao biti
podatak da je osam pacijenata imalo smrtni ishod, a da je, medu njima, dvoje imalo
upravo mijeloproliferativno oboljenje, kod kojih je vitamin Bj, inace veoma visok
zbog povecanje proizvodnje transkobalamina | u granulocitima. Verovatniji razlog

je ograni¢ena senzitivnost i specificnost vitamina Bi, u dijagnosti¢koj primeni.
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6. ZAKLJUCCI

Povisene koncentracije homocisteina su udruzene sa malignitetom kod dece 1
homocistein bi mogao da se koristi kao dijagnostic¢ki, a verovatno i kao

prognosticki tumorski marker.

Homocistein bi pre mogao biti metaboli¢ki marker kojim bi se mogla pratiti

tumorska aktivnost nego uzrok tumorogeneze.

Koncentracije homocisteina se ne menjaju statisti¢ki znac¢ajno pre i nakon
operativnog leCenja, ali postoji statisticki znacajan pad srednje vrednosti

folne kiseline i vitamina B15.

Hemioterapija je dovela do visoko statisticki znacajanog pada koncentracije

homocisteina, a vitamin B je pokazao statisti¢ki zna¢ajan porast.

Ukoliko je hemioterapija primenjena pre operativnog lecenja, koncentracije
homocisteina se statisticki ne menjaju znacajno nakon operacije ali je

prisutan statistiCki znacajan pad koncentracija folne kiseline 1 vitamina By.

Ukoliko je hemioterapiji prethodila radioterapija ili operativno lecenje,
koncentracije homocisteina su bile statisticki znacajan0 nize nakon
hemioterapije, dok su koncentracije folne kiseline i vitamina Bj, ostale

nepromenjene.

Koncentracije homocisteina, folne kiseline i vitamina B, kod tumora

razli¢itog embrionalnog porekla nisu bile statisti¢ki znacajno razlicite.
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Koncentracije folne kiseline kod limfoproliferativnih i plazma ¢elijskih
oboljenja su bile statisticki znacajno niZze u odnosu na koncentracije kod
solidnih tumora, dok se koncentracije homocisteina i vitamina Bj, nisu

statisticki znac¢ajno razlikovale.

Maligniteti limfatickog tkiva i organa su imali statisticki znac¢ajno najvise
koncentracije homocisteina i najnize koncentracije folne kiseline i vitamina
B12, a koncentracije folne kiseline su bile statisti¢ki zna¢ajno najviSe kod

tumora digestivnog sistema.

IstraZivanje je pokazalo da se u viSim stadijumima maligne bolesti o¢ekuju i

vise koncentracije homocisteina.

Istrazivanje je pokazalo da se koncentracije homocisteina, folne kiseline i
vitamina B, kod B- i T-¢elijskih maligniteta, kod dece obolele od ALL i

NHL, statisticki znacajno ne razlikuju.

Infiltracija kostne srzi nije parametar koji utiCe na promene u

koncentracijama homocisteina, folne kiseline i vitamina Bi..

N-myc amplifikacija tumorskih ¢elija nije parametar koji utice na promene u
koncentracijama homocisteina, folne kiseline i vitamina B, kod dece obolele

od neuroblastoma.

Prisustvo organomegalije nije parametar koji utie na promene u

koncentracijama homocisteina, folne kiseline i vitamina Bjs.

Kod ispitanika sa visim vrednostima AFP mozemo ocekivati vise vrednosti
folne kiseline; kod ispitanika sa pozitivnim VMA i HVA u urinu moZemo
ocekivati nize vrednosti vitamina Bi; kod ispitanika sa viSim vrednostima

transaminaza, moze se oc¢ekivati vi$i nivo vitamina Bjp; kod ispitanika sa
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visim vrednostima mokraéne kiseline pre terapije se mogu ocekivati i vise

vrednosti homocisteina.

Svi ishodi bolesti imali su nize vrednosti homocisteina nakon celokupne

terapije.

Koncentracije homocisteina kod ispitanika koji su za ishod imali izlecenje su

bile statisti¢ki znacajno nize nakon terapije.
Kontroverze su prisutne kada je re¢ o koncentracijama vitamina Biy, jer je
istrazivanje pokazalo da su viSe vrednosti vitamina Bj, na kraju terapije

povezane sa smrtnim ishodom.

Prediktivni zna¢aj homocisteina, folne kiseline i vitamina Bj, za ishod

bolesti zahteva dalje istrazivanje.

Homocisteinemija se kod maligniteta kod dece ne moze posmatrati samo sa

aspekta nedostatka folne kiselina i vitamina Bi;.

Neophodna su dalja ispitivanja da bi se utvrdio znacaj homocisteina kod

dece obolele od malignih bolesti.
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