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1. UVOD

1.1. TUMORI BUBREGA U DJECJOJ DOBI

Zloc¢udne bolesti u djece su na drugom mjestu po uzrocima smrti u razvijenim
zemljama, odmah iza prometnih nesre¢a i ¢ine 10,6 % ukupne smrtnosti u djece u dobi
od jedne do Cetrnaeste godine Zivota (1). Solidni tumori javljaju se kod 55% bolesnika,

a 45% ih oboli od leukemija i limfoma.

U djece na petom mjestu po ucestalosti nalazimo tumore bubrega (2). Ucestalost,
tipovi tumora, rast i odgovor na lijeenje tumora bubrega u djece razlikuju se od tumora
bubrega kod odraslih. U odraslih su naj¢es¢e karcinomi dok su u djece tumori bubrega

vvvvv

tumor bubrega u djecjoj dobi je nefroblastom ili tumor Wilms.

Osim tumora Wilms ¢eS¢i primarni tumori bubrega su: sarkom svjetlih stanica

bubrega, rabdoidni tumor 1 mezoblasticki nefrom.

Rjedi tumori bubrega u djecjoj dobi su: periferni primitivni neuroektodermalni
tumor, sinovijalni sarkom, mezonefritiCki stromalni tumor, nefrogeni adenofibrom,
karcinom bubreznih stanica, metanefriticki adenom, angiomiolipom, teratom, karcinom
prijelaznih stanica nakapnice bubrega, jukstaglomerularni stani¢ni tumor, intrarenalni
neuroblastom. Djec¢ji bubreg takoder moze biti zahvaden metastatskim tumorom ili

limfomom (3, 4, 5).

1.2. TUMOR WILMS

Prvi opis tumora objavio je Rance 1814. godine, a ime je dobio po kirurgu Max

Wilmsu koji je 1899. godine otkrio da tumor sadrzi mjeSavinu tri vrste tkiva (6, 7).



1.2.1. EPIDEMIOLOGIJA WILMS TUMORA

Tumori bubrega u djece se javljaju u 7% slucajeva od ukupnog broja tumora u
dje¢joj dobi. Daleko najc¢es¢i tumor bubrega je nefroblastom ili tumor Wilms s
ucestaloscu vise od 90%. Godisnja incidencija je 7 do 8 bolesnika na milijun djece u
dobi do 15 godina, $to znaci da se u Hrvatskoj u prosjeku javlja 8 do 9 novooboljelih
godisnje (8, 9, 10, 11). Dvostruko niza incidencija zabiljezena je u Azijske djece, a 2,5

puta visa u crne djece (12).

Wilms tumor se u 80% slucajeva javlja u djece u dobi od jedne do pet godina, a
prosjec¢na dob postavljanja dijagnoze je 3,5 godina. lako obolijevaju i odrasli, tumor je

iznimno rijedak iznad 15 godina zivota (13).

Ucestalost tumora kod muske i1 zenske djece je gotovo podjednaka i varira od 0,8
do 0,95 u razli¢itim studijama. Zahvacenost lijevog i desnog bubrega je gotovo jednaka,
a obostrano se javlja u 5-7% djece. Obiteljski Wilms tumor se javljau 1 - 2% slucajeva
(14). Obuhvaca male skupine od 2-3 obiteljska ¢lana 1 nasljeduju se autosomno

dominantno. Obi¢no su obostrani 1 javljaju se u ranijoj Zivotnoj dobi.

1.2.2. GENETIKA WILMS TUMORA

Nastanak tumora Wilms pripisuje se genetskim ili somatskim mutacijama, a
pojavljuje se u nasljednom ili nenasljednom obliku. Knutson je postavio "2 - hit"
hipotezu dvaju genetickih dogadaja koji ukljuuju inaktivaciju oba alela tumor-
supresorskog gena (15). Prema njegovoj teoriji nasljedni tumori nastaju kao posljedica
konstitucijske mutacije (prvi geneticki dogadaj), tj. mutacije koja je prisutna u spolnim
stanicama pa prema tome i u svim stanicama organizma. Za pojavu tumora potrebna je
inaktivacija drugog alela tumorsupresorskog gena (drugi ste¢eni geneticki poremecaj) u

odgovarajucoj somatskoj stanici. Hipoteza ima potvrdu iz nekoliko izvora. Prvo, neki



bolesnici s Beckwith-Wiedemann i WAGR sindromom imaju konstitucijske delecije na
11p15.51 11p13 lokusu - obje delecije predisponiraju razvitak Wilmsovog tumora (16).
Drugo, u jedne tre¢ine bolesnika citogenetska analiza pokazuje deleciju na 11p (17).
Trece, somatski gubitak heterozigotnosti na kratkom kraku 11-og kromosoma nije
povezan samo s pojavom Wilms tumora ve¢ i s pojavom embrionalnog rabdomi-

osarkoma i hepatoblastoma (18).

Dvije ¢este abnormalnosti gena kod Wilms tumora su delecije WT1 1 WT?2 gena.
WTT1 je otkriven 1989. godine u tumoru Wilms 1 po njemu je dobio ime (19). To je
tumor-supresor gen lokaliziran na regiji 11p13 i odgovoran je za razvoj genitourinarnog
sustava. Njegovu ekspresiju nalazimo u bubregu, gonadama, slezeni i mezotelu. Graden
je od deset egzona, kodira bjelancevinu koja regulira transkripciju gena tijekom ranog
embrionalnog razvoja u fetalnom bubregu, fetalnim nediferenciranim gonadama 1
spolnim naborima (20). Napravljene su mnoge studije na razini mRNA. Tumori koji
imaju primarno blastemsku ili epitelnu diferencijaciju pokazuju vecu razinu ekspresije
WTI nego oni s pretezno stromalnom komponentom. Isto tako WT1 mRNA nije nadena
u stromalnom dijelu tumora (21). WT1 ima ekspresiju samo u blastemskim stanicama,
krvnim Zilama bubrega i glomerularnom epitelu za koje se smatra da sve mogu biti
mjesta tumorogeneze (22, 23). Mutacija gena WT1 otkrivena je u 10 - 15% tumora

Wilms.

Strukturne aberacije na 11p15,5 regiji otkrivene u tumorima djece s Beckwith-
Wiedemanovim sindromom (u kojem je izrazena predispozicija za razvo] Wilms
tumora) ukazuje na postojanje drugog tumorsupresor gena WT2 (24). Istrazivanja
upucuju na vrlo slozene mehanizme regulacije koji obuhvacaju gene IGF -2 (faktor rasta
sli€an inzulinu) 1 H 19 (25). Oba gena u nekih bolesnika s Wilms tumorom mogu biti

mutirana ili pokazuju pojac¢anu ekspresiju.



Gubitak heterozigotnosti (LOH) na kromosomu 16q (WT3) naden je u 17%
Wilms tumora. Znacajna povezanost je pronadena izmedu gubitka genskog materijala
na 16q i hipometilacije 16q Sat2 DNA 1 taj molekularni nalaz je povezan s loSom

prognozom bolesnika s Wilms tumorom (26).

Godine 1989. Baker i suradnici su otkrili da delecija kratkog kraka kromosoma
17 je povezana s tockastom mutacijom na p53 alelu homolognog kromosoma (27). p53
je tumor-supresor gen koji regulira proliferaciju stanica i inducira apoptozu, a ukljucen
je u pojavu Sirokog spektra malignoma u ljudi. Istrazivanja na Wilms tumoru potvrdila
su veéi izrazaj mutiranog p53 u anaplastiénim tumorima i u onima u uznapredovaloj
fazi bolesti. Naden je u 75% bolesnika s anaplasticnom histoloSkom slikom tumora (28,

29).

B-catenin je stani¢na adhezijska molekula koja izaziva povecanu ekspresiju c-
MYC gena i ciklina D1. Mutacija gena za B-catenina je otkrivena u 15% bolesnika s
Wilms tumorom. Postoji snazna korelacija izmedu smanjene ekspresije WT1 gena i1

mutacije B-catenina (30).

Gen SKCG-1 u regiji 11g23.3 moze djelovati kao tumor-supresorski gen i vjeruje

se da bi mogao imati ulogu u nekim sporadi¢nim oblicima Wilms tumora (31).

Obiteljski oblik Wilms tumora javlja se u 1 - 2% slucajeva (14). Iako ti tumori
imaju pojacanu ekspresiju WT1 gena, neki se povezuju s promjenama lokusa na dugom
kraku kromosoma 17 (17q12-q21 nazvan FWT1) kao i na dugom kraku kromosoma 19

(19q13.3-q13.4 nazvan FWT2) (32).

U citogenetskim ispitivanjima Wilms tumora otkriveni su mnogi numericki 1
strukturni poremecaji kromosoma. Ispitivanje koli¢ine DNA u stanicama tumora navodi

na njegovu geneticku heterogenost. Vec¢ina tumora je diploidna, dok oni s hiper-



ploidnom 1ili hipertriploidnom koli¢inom DNA obi¢no imaju strukturne poremecaje
kromosoma 1 agresivan tijek bolesti. Najces¢i numeriCki poremecaj je trisomija
kromosoma 11, a nalazimo i trisomije kromosoma 6, 7, 8, 13, 17 i 20. Strukturne
aberacije koje su najceS¢e vezane uz delecije kratkog kraka kromosoma 11 su
pronadene u 20% ispitanih tumora (33). Rezultati istrazivanja navode na geneticku
heterogenost pojedinih podtipova tumora, na vaznu ulogu poremecaja genoma na
lijecenje 1 tijek bolesti.

Gubitak heterozigotnosti (LOH) za kromosome 16 q, 1p 1 7p obi¢no je povezan s

loSom prognozom, recidivima i smréu u bolesnika s tumorom povoljne histoloske slike

(34).

1.2.3. WILMS TUMOR I PRIDRUZENE KONGENITALNE ANOMALIJE

Wilms tumor je relativno d&esto udruZzen s kongenitalnim anomalijama.
Genitourinarne anomalije kao potkovicasti bubreg, renalna displazija, obostrana cisti¢na
bubrezna bolest, kriptorhizam, hipospadija imaju vecu incidenciju tumora Wilms, koja
iznosi oko 4,5%. Veca ucestalost tumora Wilms primjecena je kod hemihipertrofije

(2,9%), a kongenitalna aniridija se javlja u 1% bolesnika s Wilms tumorom (35).

Kod Beckwith - Wiedemann sindroma, kojeg karakterizira visceromegalija,
makroglosija, omfalokela i gigantizam, Wilms tumor se javlja u 4-5% slucajeva, Cesto

Jje obostran 1 ima dobru prognozu (36).

Komponente WAGR sindroma su: Wilms tumor, aniridija, genitourinarne malfor-
macije 1 mentalna retardacija. Mogu se javiti kardiopulmonalni problemi, anomalije
glave, neuroloski poremecaji, defekti skeleta i miSi¢a 1 metaboli¢ke bolesti. U djece s
WAGR sindromom je otkriveno kromosomsko ostecenje na 11p13. Rizik Wilms tumora

kod ovih bolesnika je 30% (37).



Perlmanov sindrom takoder moze biti udruzen s Wilms tumorom, a obuhvaca
makrosomiju, hiperplaziju Langerhansonovih otoka guSterace, hamartome bubrega i
atipi¢ni oblik lica.

Denys - Drash sindrom obuhva¢a muski pseudohermafroditizam, glomerulone-

fritis 1 Wilms tumor, a povezan je s defektom WT1 gena (38).

1.2.4. HISTOPATOLOGIJA WILMS TUMORA

Nefroblastom se obi¢no javlja unilateralno kao okrugla masa dobro ograni¢ena od
okolnog bubreznog tkiva pseudokapsulom koja je djelomi¢no fibrozna, a djelomi¢no od
komprimiranog bubreznog tkiva. Lokaliziran je u srediStu bubrega ili moze biti
smjesten na polu. Katkad se moze pojaviti u obliku multiplih ¢vori¢a. Na presjeku je

sivkastobijel ili ruzi¢ast (Slika 1) i ¢esto ima nekrozu (Slika 2).

Slika 1. Makroskopski preparat multinodularnog Wilms tumora u bolesnika koji prije operacije
nije primao kemoterapiju. Vidi se bjelkasto, solidno tumorsko tkivo.

10



g 0 8

Slika 2. Makroskopski preparat Wilms tumora nakon provedene prijeoperacijske kemoterapije.
Vidljive su brojne nekroze i krvarenja.

Oko 5 - 7 % bolesnika ima obostrani tumor. Vecina bilateralnih tumora se
pojavljuje kao bilateralni sinhroni tumor, a kao bilateralni metakroni u 1,5% slucajeva.
Bilateralni sinkroni tumori se obi¢no pojavljuju u djece mlade od jedne godine koja su
ve¢ uspjesno lije¢ena od unilateralnog tumora. Bilateralni metakroni tumor se pojavljuje

osobito u djece kojima resecirani bubreg ima nefrogene ostatke (39).

Najcesce metastazira limfogeno u regionalne limfne ¢vorove, u pluca i jetru.
Rijetko metastazira u kosti ili koStanu mozdinu ili mozak (40). U 6% bolesnika je
proSiren u renalnu venu ili u donju venu kavu (41). Wilms tumor metastazira u oko 5%

slucajeva (42).

U studijama SIOP-a (Societe Internationale d'Oncologie Pediatrique) prema
histoloskom tipu dijeli se u skupinu povoljne histologije (favorable histology - FH) i

skupinu nepovoljne histologije (unfavorable histology - UH). U skupinu nepovoljne

11



histoloske slike pripada tumor s difuznom anaplazijom, clear cell - sarkom i rabdoidni
tumor uz napomenu da posljednja dva nisu nefroblastomi. Nefroblastom in situ,
nodularni bubrezni blastom 1 kongenitalni mezoblasti¢ni nefrom su benigne tvorbe. Oko
78% neonatalnih bubreZnih neoplazmi su kongenitalni mezoblasticni nefrom. U

studijama NWTS u skupinu nepovoljne histologije pripada samo anaplasti¢ni tumor.

HistoloSki je tumor graden od blastemskih, stromalnih i epitelnih stanica.
Tumorske stanice mogu pokazivati razliCite stupnjeve diferencijacije. Blastemska
komponenta ima male do srednje velike nediferencirane stanice oskudne citoplazme i
okruglaste hiperkromatske jezgre, a stvaraju difuzne nakupine, Zari$ta ili tvorbe poput

serpentina (Slika 3).

Slika 3. Blastemska komponenta s malim do srednje velikim nediferenciranim stanicama
oskudne citoplazme i okruglastih hiperkromatskih jezgara koje stvaraju difuzne nakupine,

zarista ili tvorbe poput serpentina (H.E, x100).

Epitelna komponenta sadrzi poput rozeta primitivne strukture (Slika 4), slabo do

dobro diferencirane tubule, papilarne strukture (Slika 5), glomeruloidne strukture (Slika

12



6) 1 djelomic¢no, naroc€ito kod tumora koji su tretirani s preoperativnom kemoterapijom,

mucinozni 1 plocasti epitel (43).

Slika 5. Epitelna komponenta Wilms tumora u kojoj su vidljive papilarne strukture (H.E, x200).
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Slika 6. Epitelna komponenta Wilms tumora u kojoj se vide glomeruloidne strukture, dobro

diferencirane tubularne formacije, a naglasena je i vezivna stroma (H.E, x200).

Stromalni elementi su dobro do slabo diferencirane mezenhimalne stanice, glatki

1 skeletni misici (Slika 7), masno tkivo, hrskavica, kost i osteoid (Slika 8).
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Slika 7. Vidi se dobro diferencirana rabdoidna stromalna komponenta (H.E, x200)
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Slika 8. Unutar stromalne komponente mogu se nadi i ostaci kostane strukture, hrskavica i
osteoid (H.E, x100).

Udjel ove tri komponente varira od tumora do tumora. Ako niti jedna od ovih
komponenti ne predominira, tumor se dijagnosticira kao mijeSani tip (trifazni ili
klasi¢ni). Mnogi su monofazni ili bifazni, odnosno sadrze jednu ili dvije komponente
(44). Histoloski je potrebno detaljno analizirati tumor u smislu iskljuc¢enja ili
dokazivanja anaplazije. 7% klasicnih Wilms tumora je anaplasti¢no. Anaplazija se
definira histoloski kao povecane jezgre, hiperkromazija i prisustvo patoloskih mitoza

(Slika 9, 10, 11).
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Slika 9. U anaplasti¢noj komponenti Wilms tumora mogu se naci polimorfne krupne tumorske

stanice s hiperkromatskim jezgrama i to Cesto s viSe jezgara (H. E, x200).

Slika 10. Anaplasti¢na komponenta ¢esto sadrzi brojne mitoze $to je dobro vidljivo na ovoj slici
(H. E, x400).
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Slika 11. Prisustvo patoloSkih mitoza dokaz je anaplazije tumora $to je prikazano strelicom (H.
E, x200).

Anaplazija moze biti difuzna ili fokalna tj. zariSna. Definicija fokalne anaplazije
temelji se na topografskim principima koji uvjetuju da je fokalna anaplazija ograni¢ena
na nekoliko specificnih regija. Bolesnici sa fokalnom anaplazijom imaju bolju prognozu
od onih s difuznom i zato su prema SIOP - u ukljuceni u tumore srednjeg rizika (45).
Tumori povoljne histologije nemaju anaplaziju i imaju bolju prognozu. Prisustvo
anaplazije se obi¢no javlja u djece starije od dvije godine i indikator je otpornosti na
kemoterapiju 1 vee mogucnosti recidiva (46). Dominacija blastemske komponente

nakon kemoterapije takoder je povezana s ucestalijim povratom bolesti (47).
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1.2.5. PROGNOSTICKI FAKTORI I KLASIFIKACIJA WILMS TUMORA

Najznacajniji prognosticki faktori su histoloski tip tumora i stadij bolesti. SIOP -
ove studije su usmjerene na proucavanje rezultata prijeoperacijske kemoterapije, za koju

se smatra da ima nekoliko prednosti:
e Smanjuje rizik od rupture tumora tijekom operacijskog zahvata.

e Povecava broj bolesnika u I stadiju bolesti s povoljnom histologijom na

60% i time smanjuje poslijeoperacijsku kemoterapiju.

e U bolesnika s IV stadijem bolesti otkriva one s dobrim odgovorom na

kemoterapiju.

e Povecava mogucénost za parcijalnu nefrektomiju.

Na temelju histoloSke slike 1 prezivljavanja bolestt SIOP je nacinio tri
prognosti¢ke grupe za tipi¢ne tumore bubrega u djece. Mezoblasticni nefrom, clear cell
sarkom 1 rabdoidni tumor bubrega su odvojeni od nefroblastoma, ali su tipicni djecji
bubreZni tumori. Nova klasifikacija SIOP - 2001 je ukljucila rezultate SIOP 9 1 93-01

studije (48) i prikazana je u tablici 1.
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Tablica 1. Klasifikacija tumora bubrega u djece prema SIOP — 2001.

A

Tumori koji su prije operacije primali

kemoterapiju:

Tumori koji prije operacije nisu primali

kemoterapiju:

1) Tumori niskog rizika

1) Tumori niskog rizika

a) Mezoblasticki nefrom

a) Mezoblasticki nefrom

b) Cisti¢ni djelomi¢no diferencirani

nefroblastom

b) Cisti¢ni, djelomi¢no diferencirani

nefroblastom

c) Kompletno nekroti€ni nefroblastom

2) Tumori srednjeg rizika

2) Tumori srednjeg rizika

a) Nefroblastom - epitelni tip

a) Ne - anaplasti¢ni nefroblastom i

njegove varijante

b) Nefroblastom - stromalni tip

b) Nefroblastom - fokalna anaplazija

¢) Nefroblastom - mijeSani tip

d) Nefroblastom - regresivni tip

e) Nefroblastom - fokalna anaplazija

3) Visoko riziéni tumori

3) Visoko rizi¢ni tumori

a) Nefroblastom - blastemski tip

a) Nefroblastom - difuzna anaplazija

b) Nefroblastom - difuzna anaplazija

b) Clear cell sarkom bubrega

c) Clear cell sarkom bubrega

¢) Rabdoidni tumor bubrega

d) Rabdoidni tumor bubrega

19



NWTS/COG Kkalsifikacija odreduje histoloski tip ako su dvije treine tumora

gradene od samo jedne komponente. Tumori povoljne histologije nemaju anaplazije.

Prisustvo anaplazije je tijesno vezano za smanjen odgovor na adjuvantnu terapiju.

Varijante tumora nepovoljne histologije su rabdoidni tumor bubrega i clear cell sarkom

bubrega (49).

Stadij bolesti je jedan od najvaznijih kriterija za odredivanje terapije i prognoze.

SIOP 93 - 01 koji se 1 danas koristi dijeli bolest u pet stadija:

IL

111

stadij - tumor je ogranicen na bubreg ili je okruZen s fibroznom pseudokapsulom
ako se nalazi izvan normalne konture bubrega. Renalna kapsula ili pesudokapsula
mogu biti infiltrirani tumorom ali tumor ne prodire kroz nju i moze se kompletno
resecirati. Tumor moze prodrijeti u nakapnicu i mokra¢ovod, ali ne zahvaca
njihovu stijenku. Krvne Zile renalnog sinusa nisu zahvacene. Intrarenalne krvne

zile mogu biti zahvacene.

stadij - tumor je proSiren izvan bubrega ili prodire kroz bubreznu kapsulu ili
fibroznu pseudokapsulu u perirenalno masno tkivo, ali se moze kompletno
resecirati. Tumor infiltrira renalni sinus ili prodire u krvne i limfne Zile izvan
bubreznog parenhima, i moZe se kompletno resecirati. Tumor infiltrira okolne
organe ili venu kavu, ali se moze kompletno resecirati. Na tumoru je izvrSena
kirurska biopsija (klinasta ekscizija) prije preoperativne kemoterapije ili kirurSkog
odstranjenja.

stadij - odstranjenje tumora nije potpuno, proSiren je preko resekcijskog ruba
(masa tumora ili mikroskopski vidljiv tumor). Tre¢i stadij ukljuuje zahvacanje

bilo kojeg limfnog ¢vora, rupturu tumora prije ili za vrijeme kirurS8kog zahvata,

infiltraciju peritoneuma ili tumorske implantate na peritonealnoj povrsini, tumorske
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trombe prisutne na resekcijskom rubu ili odstranjeni dio po dio tumora od strane

kirurga.

IV. stadij - hematogene metastaze ( pluca, jetra, kost, mozak ...) ili metastaze u limfne

¢évorove izvan abdomena.

V. stadij - tumor zahvaca oba bubrega. Svaka strana se posebno klasificira prema gore

navedenim stadijima.

1.2.6 KLINICKA SLIKA WILMS TUMORA

Wilms tumor se najc¢esce javlja u dobi izmedu druge i pete godine zivota, a 90%

ih se dijagnosticira unutar Sest godina zivota (50).

U proslosti ve¢ina tumora se otkrivala kao bezbolna asimptomatska trbusna masa
koju bi obi¢no prva primjetila majka (Slika 1). Danas, uz nove dijagnosticke metode
tumor se otkriva u ranijoj fazi. U ranoj fazi mikrohematuriju mozemo otkriti u trecine
bolesnika, a Cetvrtina moze imati poviseni krvni tlak. Javlja se opca slabost, gubitak
tjelesne tezine i anemija. Zacepljenje lijeve renalne vene Sirenjem tumora moze
uzrokovati varikokelu lijeve strane. Progresija u donju venu kavu moZze dovesti do
stvaranja tromba i posljedi¢no oStecenje rada srca (51). Rijetko, ruptura tumora moze

izazvati klinicku sliku akutnog abdomena.

Djeca s malformacijama urotrakta, Beckwith-Wiedemann sindromom, aniridijom,
hemihipertrofijom, Denys-Drash sindromom, Perlmanovim sindromom i s pozitivnom
familijarnom anamnezom zahtijevaju pazljivo pracenje radi povecane incidencije Wilms

tumora u ovih skupina.
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Slika 12. Nefroblastom koji svojom veli¢inom deformira trbusnu stijenku i zauzima gotovo cijelu

trbusnu Supljinu.

1.2.7. DIJAGNOSTIKA WILMS TUMORA

Dvije najcesce dijagnosticke metode koje danas koristimo su ultrazvucna pretraga
kojom otkrijemo inhomogenu solidnu masu 1 kompjuterizirana tomografija.

Kalcifikacije se mogu naci u 20% slucajeva.

Intravenska pijelografija se danas malo koristi. Angiografija je korisna osobito
kod obostranog tumora kada planiramo kirurski zahvat, a radi utvrdivanja anatomije
krvnih zila. Magnetska rezonanca je korisna pri otkrivanju zahvacéenosti krvnih Zzila
(Slika 13). Plu¢a su naj¢es¢ée mjesto metastaza Wilms tumora. Klasi¢no su se metastaze
otkrivale rengenskom slikom plu¢a dok je danas CT snimka pluca standard jer otkriva

metastaze koje se vide samo na CT snimci (termin "CT-only lesions") (52). Za pravilnu
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procjenu kod nejasnih dijagnoza i pracenja recidiva bolesti korisne pretrage su PET -

CT scan i MRI. Scintigtafija kostiju je potrebna kod bolesnika s clear cell sarkomom.

Analizom urina mozemo dokazati hematuriju. Povecana vrijednost temeljnog
faktora rasta fibroblasta (bFGF) u urinu bolesnika koji su operirani moze upucivati na

prisustvo ostatnog tumora ili recidiv (53).

Slika 13. Slikovni MRI prikaz nefrobalstoma desnog bubrega mijeSanog intenziteta signala i u

cijelosti izmjenjene strukture.

1.2.8. LIJECENJE WILMS TUMORA

LijeCenje se provodi kombiniranom terapijom koja se sastoji od kemoterapije,
kirur§kog zahvata i katkad zracenja. Ciljevi su intenziviranje tretmana kod bolesnika sa

slabijom prognozom i redukciju tretmana kod onih koji imaju standardni rizik. Za
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lije€enje tumora Wilms uvedena je prva multimodalna terapija i kako su postignuti
izvanredni rezultati; najbolji od svih tumorskih skupina; postala je model lijeCenja
drugih zlo¢udnih tumora dje¢je dobi. Ohrabruju¢a poboljSanja u prezivljavanju svih
vrsta tumora postignuta su u zadnjih tridesetak godina, tako da je prezivljavanje od svih
malignih tumora kod djece danas oko 75% (54). PoboljSani rezultati su vezani uz
uspostavu dobro organiziranih multidisclipinarnih studija u dje¢jim onkoloskim
centrima koji uklju¢uju kombinirane metode lijeCenja — kirursko, kemoterapijsko i
radioterapijsko. PreZivljenje od ovog tumora se poboljsalo od 30% do 90% od 1930. do
2000. godine. Danas se u svijetu koristi nekoliko protokola u lijeCenju Wilms tumora:
protokol Société¢ Internationale d’Onclogie Pédiatrique (SIOP) koristi se u Europi i
nekim drZzavama izvan Europe, protokol National Wilms Tumor Study Group
(NWTSG), sada Renal Tumors Commitee of the COG (Children's Oncology Group)
koji se koristi u Sjevernoj Americi, protokol United Kingdom Children Cancer Group
(UKCCSG) koji se koristi u Velikoj Britaniji i protokol Brasilian Wilms Tumor Study
Group koji se koristi u Brazilu. SIOP protokol naglasava vaznost preoperativne terapije

dok COG studije naglasak stavljaju na primarni kirurski zahvat.

1.2.8.1. Kirursko lije¢enje Wilms tumora

Kirursko lije¢enje ostalo je do danas odlucujuéi ¢imbenik kombinirane terapije i

njime se nastoji radikalno ukloniti tumor (Slika 14).

Kirurs§ki pristup tumoru je transabdominalni, transperitonealni ili torako-
abdominalni. Potrebna je kompletna eksploracija trbuha. Kontralateralna eksploracija
bubrega nije potrebna osim ako se prilikom dijagnosticke obrade posumnjalo na
obostrani tumor (55). Ukoliko postoji sumnja, eksplorira se prvo kontralateralni bubreg

da se iskljuci obostrani tumor, nakon ¢ega slijedi nefrektomija s odstranjenjem tumora.
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Biopsija se radi za svaku sumnjivu obostranu leziju i ukoliko se dobije pozitivan nalaz
postupa se prema protokolu za obostrani tumor. Kod obostranog tumora moze se
napraviti jednostrana nefrektomija s parcijalnom resekcijom drugog bubrega ili
obostrana parcijalna resekcija, odnosno enukleacija dok je u rijetkim sluc¢ajevima
uznapredovale bolesti potrebno napraviti obostranu nefrektomiju. Svaka ruptura tumora
se mora pazljivo zabiljeziti. Radikalna nefrektomija se radi zajedno s resekcijom uretera
Sto je moguce distalnije. Preliminarna ligacija arterije 1 vene renalis se ne radi u slucaju
da je tehnicki teSko izvediva. Kada se ispreparira renalna vena i donja vena kava moraju
se pazljivo ispalpirati da se iskljuci tumorski tromb unutar lumena ili stijenke zile. Ako
je tumor prisutan odstranjuje se u bloku s bubregom, po mogucénosti, prije ligiranja
vene (56). Dokaz prisustva metastaza u hilusnim ili regionalnim limfnim ¢vorovima je
izuzetno vazan radi odredivanja stadija bolesti 1 planiranja terapije. Rutinski se vrsi
biopsija limfnih ¢vorova hilusa, perikavalnih i periaortalnih limfnih ¢vorova. Zahvaceni
ili sumnjivi limfni ¢vorovi se moraju odstraniti. Radikalna disekcija limfnih ¢vorova
nije potrebna jer se kemoterapijom ili zracenjem postize isti ucinak (57). Kod rano
otkrivenih tumora malih dimenzija nastoji se napraviti parcijalna resekcija ili

enukleacija uz poslijeoperacijsko zracenje s 15 Gy 1 kemoterapiju.
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Slika 14. Intraoperacijski nalaz nefroblastoma. Dobro je vidljiva pseudokapsula i prosirene

krvne Zile.

1.2.8.2. Lijecenje Wilms tumora zracenjem

Nefroblastom je radiosenzitivan tumor. Zraenje se danas primjenjuje u
poslijeoperacijskoj fazi za sve tumore III stadija povoljne histoloske slike, za I - IV
stadij clear cell sarkoma te za II - IV stadij difuzno anaplasticnog tumora. Za djecu do

12 mjeseci zivota doza zraCenja je 12 - 18 Gy - a, a za djecu stariju od 40 mjeseci 35 -

40 Gy - a.
1.2.8.3. Lijecenje Wilms tumora kemoterapijom

Kemoterapija prema SIOP - u se provodi prije i poslije operacije. Prije operacije

se daje aktinomycin D u dozi 15ug/kg tjelesne tezine tri dana te petnaestog do
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sedamnaestog dana. Vinkristin se daje u dozi od 1,5 mg/m? od prvog do osmog dana te
petnaesti i dvadeset drugi dan. Operacija se radi dvadeset deveti dan. Rezultat
preoperativne terapije je smanjenje tumora ili znacajna nekroza tumora te dovodenje
56% bolesnika u prvi stadij bolesti (58). Preoperativha kemoterapija se ne daje
dojencadi do Sest mjeseci radi vece citoksicnosti i manjeg rizika od pojave veceg
tumora. Naj¢es¢i tumor bubrega u djece do Sest mjeseci je mezoblasti¢ni nefrom koji
ima izvrsnu prognozu i terapija izbora je operacija. Lo$i prognosticki znaci nakon
preoperativne kemoterapije su visoka mitotska aktivnost, anaplazija u histoloskoj slici
ili predominacija blastemske komponente (59). Protokol National Wilms Tumor Study
Group (NWTS), koji se koristi u Sjevernoj Americi; preporuca nefrektomiju prije
kemoterapije. Koristi 1 rizici prijeoperacijske kemoterapije ili odmah izvrSene
nefrektomije predmet su brojnih studija i rasprava a obuhvacaju: a) davanje
preoperativne kemoterapije kod benignog tumora; b) davanje kemoterapije za maligni
tumor drugog histolosSkog tipa; ¢) modifikacija histologije tumora; d) promjena stadija

bolesti. Podaci govore o krivoj prijeoperacijskoj dijagnozi u 4,8% slucajeva (60).

Poslijeoperativna kemoterapija se nastavlja tjedan dana nakon kirurSkog zahvata.
Odreduje se prema riziku odredenih skupina, stadiju bolesti 1 histoloSkom tipu tumora.
U prvom stadiju povoljne histoloSke slike daje se Aktinomicin D 1 Vinkristin prije
navedenim slijedom. Za drugi i tre¢i stadij povoljne histologije dodaje se adriamycin te
u odredenim slucajevima se provodi i1 radioterapija. U treCem stadiju nepovoljne
histoloske slike dodaje se Ifosfamid. U razli¢itim kombinacijama daje se ciklofosfsmid,
platimit, ifosfamid, etopozid, karbopalatina i topotecan za tumore nepovoljne histologije
drugog 1 treceg stadija i metastatske tumore (61, 62, 63). TrogodiSnje prezivljavanje bez
znakova recidiva iznosi 89% za sve stadije s povoljnom histoloSkom slikom, a 63% za

one s nepovoljnom histoloSkom slikom.
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1.2.8.4. Lijecenje recidiva i kasne posljedice bolesti

Recidiv se obi¢no javlja unutar tri godine od pocetka terapije. Postotak izljecenja
kod recidiva tumora povoljne histologije je 50 - 60%, a nepovoljne histologije 20 -
30%. U djece koja imaju lokalni recidiv nakon nefrektomije smrtnost je 57%. Metastaze
se javljaju najces¢e u pluc¢ima (80%), kostima i jetri. Rijetko ih nalazimo u mozgu,

potkoZnim limfnim ¢vorovima i sjemenskom snopu.

Prognosticki faktori kod recidivnog tumora obuhvacaju njegov histoloski nalaz u
trenutku postavljanja dijagnoze i pocetni stadij bolesti. Difuzna anaplazija ima 4,7 puta,
a trec¢i stadij ima 3,2 veci relativni rizik za pojavu recidiva. Mjesto recidiva, pojava
recidiva unutar godine dana, ruptura tumora tijekom operacije povecavaju rizik 3,7 puta

(64).

Kod metastaza u plu¢a daje se aktinomycin, vinkristin i adriamycin, a dobri
terapijski rezultati primjeceni su kod kombinacije ifosfamida, karbopalatina i etoposida
(65). Visoke terapijske doze citostatika uz autolognu transplantaciju mati¢nih stanica su
se pokazale uspjesne, ali je dokazano da sama intenzivna kemoterapija ima iste rezultate
(64). U slucaju nepotpune kirurSke resekcije primjenjuje se radioterapija (15 Gy na

Citava pluca).

Studije prezivljavanja pokazuju oko 60% mladih ljudi imaju zdravstvene

probleme vezane za terapiju, a minimalan ih broj umire (66).

U posljednje dvije dekade prezivljenje djece lijeCene zbog Wilms tumora je 85%.
To je omogucilo studije o kasnim posljedicama terapije koja je provedena kod tih
bolesnika. SadaSnji napori usmjereni su na smanjenje morbiditeta, narocito kod nizih
stadija bolesti sa smanjenjem terapije. Tako danas bolesnici s nizim stadijem bolesti

primaju kombiniranu terapiju od dva lijeka (Aktinomicyn D i Vinkristin) uz
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nefrektomiju i uz minimalne kasne posljedice. U viSim stadijima bolesti 1 kod recidiva
uvode se antraciklini uz radioterapiju (abdomena 1 pluca), alkiliraju¢i agensi, etoposid i

karboplatin. Oni imaju puno ve¢i rizik od kasnih posljedica.

Klini¢ki signifikantne kasne posljedice obuhvacaju kardiotoksi¢nost, sterilitet,
renalnu disfunkciju, fibrozu pluc¢a ili razvoj dobrocudnih ili zloudnih sekundarnih
tumora. Najces¢e se javljaju zlocudni koStani tumori — osteosarkomi, nakon 10 - 20
godina, u 10 - 15% bolesnika. Na kostima se mogu javiti i poremecaji rasta, deformiteti

prac¢eni miSi¢nom atrofijom (66).

1.3. Ki-67

Ki-67 antigen je bjelancevina stani¢ne jezgre koji je definiran reaktivnoS¢u s
monoklonskim antitijelom, klon MIB 1 (67). Upotrebljava se kao proliferacijski marker
kojim moZemo pratiti rast i razvoj veéine zlo¢udnih tumora (68). Striktno je vezan za
diobu stanice i pojavljuje se tijekom G1, S, G2 1 M faze stani¢nog ciklusa, dok stanice
koje miruju 1 koje se ne dijele (GO faza) nemaju ekspresiju Ki-67 antigena. Prisutan je u
svim stanicama, normalnim i tumorskim tkivima, koje se dijele 1 ima ekspresiju Ki-67
tijekom cijelog stani¢nog ciklusa (69). U novije vrijeme monoklonalno antitijelo MIB-1
je razvijeno upotreebom rekombinantnih dijelova Ki-67 jezgrinog antigena kao
imunogena. MIB-1 prepoznaje Ki-67 jezgrin antigen koji je povezan s stani¢nom

proliferacijom i nalazi se tijekom stani¢nog ciklusa osim u mirnoj (GO) fazi (70).

1.3.1. Ki-67 I TUMORI BUBREGA

Napredak u istrazivanju stani¢nog ciklusa doveo je do identifikacije proteinskih

markera koji su odgovorni za regulaciju stani¢ne proliferacije. Ki-67 (MIB-1) ima
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ekspresiju u normalnom tkivu bubrega, kao i u tri glavne komponente tumora Wilms
(blastemska, epitelna i stromalna). Klini¢ka vrijednost Ki-67 za prognozu Wilms
tumora je jo$ predmet rasprava kao prognosti¢ka vrijednost proliferacijskog indeksa u

blastemskoj komponenti Wilms tumora (71).

1.4 MAGE

MAGE (melanoma antigen E) je obitelj gena ¢iji je proteinski produkt u pocetku
pronaden u stanicama melanoma, a kasnije 1 u drugim tumorima. Sedamnaest gena iz
obitelji MAGE je podijeljeno u tri grupe: MAGE-A, MAGE-B I MAGE-C. MAGE-A
grupa broji 12 ¢lanova ukljuujué¢i MAGE-1 (naziva se i MAGE-A1) i lokaliziran je na
X(q28 regiji (72). Najispitivaniji su MAGE -1, -3 1 -6. MAGE je eksperimentalno
antitijelo ¢ija je ekspresija do sada najbolje istrazena kod melanoma (73). MAGE-1 ima
ekspresiju u znacajnom broju tumora razliCitih histoloskih tipova, ne nalazimo ga u
normalnom tkivu osim u zametnim stanicama testisa i u nekim slucajevima u placenti
(74). Malo je radova koji govore o ekspresiji MAGE proteinskog produkta u

nefroblastomu (75).

S imunoloskog aspekta, humoralni i stani¢ni odgovor na MAGE antigene je
dokazan u bolesnika s zloéudnim tumorima pa se MAGE uzima kao model za

imunoterapiju kod lijecenja zlo¢udnih tumora (76).
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2. POSTAVKE I CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Svrstati bolesnike oboljele od tumora Wilms, sarkoma svjetlih stanica i
rabdoidnog tumora bubrega prema prognostiCkim c¢imbenicima utvrdenim
protokolom SIOP 2001 (skupine rizika, histoloski podtip, stadij bolesti,

prijeoperacijska kemoterapija).
2. Imunohistokemijskim metodama utvrditi izrazajnost MAGE i1 Ki-67 u

tumorskom tkivu.

3. Utvrditi postoji li medusobna povezanost ekspresie MAGE i1 Ki-67 u

tumorskom tkivu.

4. Usporediti ekspresiju MAGE i Ki-67 u tumorskom tkivu s histoloskim
podtipom tumora, stadijem bolesti, skupinama rizika 1 duzinom prezivljavanja

utvrdenim protokolom SIOP 2001.

5. Utvrditi mogu li MAGE 1 Ki-67 posluziti kao prognosticki ili dijagnosticki
¢imbenici za ispitivane tumore bubrega.

6. Utvrditi postoji li statisticki znacajna razlika izmedu ekspresije MAGE i1 Ki-67 u
bolesnika koji su prijeoperacijski primali kemoterapiju i onih koji je nisu

primali.
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3. ISPITANICII METODE

3.1 ISPITANICI

Analiziran je biopti¢ki materijal tumora bubrega u 48 djece u dobi od 0 -18 godina
operiranih 1 lijeenith u KBC Split, na Zavodu za za$titu majke i djeteta u Zagrebu i u
KBC Rebro u periodu od sije¢nja 1995. godine do sije¢nja 2003. godine. Istrazivanje je

provedeno na Klinickom zavodu za patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC Split.
Koristena je:

e medicinska dokumentacija (povijesti bolesti) bolesnika oboljelih od tumora
bubrega.

e histoloski preparati tumorskog tkiva obojeni standardnom hemalaun-eozin
metodom.

e rezovi tumorskog tkiva obojeni imunohistokemijski protutijelom na MAGE i Ki-

67.

Od 48 bolesnika 22 su bili djecaci (45.8%) 1 26 djevojcice (54.2%). Bolesnici su
lijeceni prema Societe International d’Oncologie Pédiatrique protokolu 2001 (SIOP).
Cetrdeset djece (83,3%) je primilo kemoterapiju prije kirurske operacije, a osam
(16,7%) je operirano bez preoperativne kemoterapije. Svi bolesnici su primali

poslijeoperacijsku kemoterapiju prema metodi SIOP.

Prosjecno vrijeme pracenja je bilo 5,4 godine, a prosjecna dob bolesnika je bila

3,5 godina.
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3.2 METODE

Pracenje duZine bolesti trajalo je od datuma postavljanja dijagnoze do kraja 2008.
godine, a ukljucuje uvid u povijest bolesti, datum postavljanja dijagnoze, datum opera-
cije, intraoperacijski nalaz, terapijski protokol, datum zadnje kontrole ili eventualne

smrti.

Analizirani je stadij bolesti u ¢asu dijagnoze, duzina remisije i duzina prezivljenja
nakon postavljene dijagnoze i provedene onkoloske terapije, a revizijom hemalaun-

eozinom obojenih rezova tumorskog tkiva patohistoloski tip tumora i stadij bolesti.

Tumori su patohistoloSki kategorizirani prema SIOP 2001 protokolu. Prema
stupnju proSirenosti podjeljeni su u pet stadija bolesti, a prema histoloskoj slici na
tumore niskog, srednjeg 1 visokog rizika. U okviru pojedine skupine rizika izdvojeni su
histoloski podtipovi tumora (mezoblasti¢ni nefrom, cisticni parcijalno diferencirani
nefroblastom, djelomi¢no ili potpuno nekroti¢ni nefroblastom, nefroblastom s
epitelnom, stromalnom, mijeSanom, regresivnom ili bastemskom histoloskom slikom,

sa ZariSnom 1li difuznom anaplazijom, sarkom svjetlih stanica i rabdoidni tumor).

Imunohistokemijski su ispitani izrazajnost MAGE i Ki-67 antitijela u tumorima
bubrega u ispitivane djece te njihova povezanost s ostalim pra¢enim pokazateljima i

duZinom preZivljavanja.

Izrazaj produkta Ki-67 gena istrazili smo imunohistokemijskim putem prema
slijede¢em protokolu. Parafinski rezovi debljine 0,4 pm postavljeni su na silanom (3-
aminopropyltriethoxysilane, Sigma) obradena predmetna stakalca. Nakon deparafini-
zacije u ksilolu i rehidracije kroz alkohol sve niZe koncentracije, vrsili smo ispiranje u
dvostruko destiliranoj vodi. Radi otkrivanja antigena preparati su kuhani u TRIS/EDTA

(pH=9.0) (DAKO, Danska) tijekom 20 minuta u mikrovalnoj pe¢i snage 700W.
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Ohladeni na sobnu temperaturu rezovi su isprani destiliranom vodom dva puta. Obradu
smo nastavili u automatskom bojacu (DAKO autostainer) u koji smo nakon ispiranja s
3% vodikovim peroksidom tijekom deset minuta nanijeli primarno misje monoklonalno
protutijelo (Ki-67, klon MIB 1, DAKO, Danska) u razrjedenju 1:200 s tvorni¢kim

razrjedivacem (S2022 Antibody diluent, DAKO, Danska) tijekom 30 minuta.

Nakon ispiranja u PBS-u primjenili smo sekundarno protutijelo EnVision HRP
anti-mouse K 4001 (DAKO Danska) kroz jedan sat te ponovo ispirali PBS-om. Reakcija
je vizualizirana primjenom kromogena diaminobenzidine (DAB, DAKO, Code No K
3468, Glostrup, Danska) 1 supstrata (na 1 ml supstrata ide jedna kap kromogena) u
inkubaciji 10 minuta. Slijedilo je ispiranje u destiliranoj vodi i1 kontrastno bojanje
hematoksilinom. Preparate smo zatim tretirali s 96% 1 100% alkoholom, izbistrili
ksilolom 1 pokrili Kanada bazalmom i pokrovnicom. Preparati su pregledani svjetlosnim

Olympus BX41 mikroskopom.

Pozitivna reakcija smatrana je smeda obojenost jezgre. Brojanje pozitivnih stanica
obavljeno je uz pomo¢ programa Cell D1 Image analysis (Olympus). Izbrojen je broj

pozitivnih stanica i ukupni broj stanica na 10 vidnih polja velikog povecanja (40 x).

Ekspresiju protutijela Ki-67 procjenili smo semikvantitativno:

e 0 nema pozitivnih tumorskih stanica

+ do 20% pozitivnih tumorskih stanica (blaga reakcija)

++ 20% - 50% pozitivnih tumorskih stanica (umjereno jaka reakcija)

e +++ viSe od 50% tumorskih stanica (snazna reakcija)

IzraZzajnost MAGE antigena u tumorima bubrega u djece ispitali smo primjenom

NCL-MAGE 1 monoklonskog misjeg antitijela (Novocastra) (77, 78).
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Imunohistokemijski protokol za navedeno istrazivanje odgovara gore navedenom

sa slijede¢im razlikama:

e primarno monoklonalno MAGE-1 antitijelo inkubira se u razrijedenju 1:50 u
zeCjem serumu (DAKO A/S) kroz 30 minuta na sobnoj temperaturi u vlaznoj

komori.
e kao sekundarno antitijelo koriSten je HRP-sistem (DAKO Danska).
e kao pozitivni rezultat interpretirana je jasna obojenost citoplazme.

e kao pozitivna kontrola koriSteni su rezovi melanoma s jakom ekspresijom, a kao

negativna kontrola koriSteno je tkivo normalna bubrega.
Ekspresiju protutijela MAGE procjenjivali smo:

e 0 - nema pozitivnih tumorskih stanica

e + - postoji jasna obojenost citoplazme
Vecina autora ekspresiju MAGE procjenjuje semikvantitativno (79). Budu¢i da
smo prije izrade ovog rada napravili pilot studiju ekspresije MAGE u deset tumora
odlucili smo da je za nasu studiju najbolja pojednostavljena semikvantitativna procjena

ekspresije.

3.3 STATISTIKA

Za analizu dobivenih rezultata koriStene su ove statisticke metode:

1. Chi-square test
2. Studentov t-test
3. Microsoft Excel for Windows Version 11.0 (Redmond, Washinton, USA)

4. Statistica for Windows Release 12.0 (Statsoft, Tulsa, Oklahoma, USA)
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4. REZULTATI

U 48 bolesnika je dijagnosticiran i operiran Wilms tumor od sije¢nja 1995. godine
do sije¢nja 2003. godine. Sedam bolesnika (14,6%) je imalo obostrani tumor (Cetiri
djevojcice i tri djecaka). Kod veéine je tumor prepoznat kao bezbolna trbusna tumorska
masa ili su imali distenziju trbuha ili poveéani krvni tlak. Cetvoro djece je imalo
pridruzene anomalije (jedno dijete je imalo Becwith-Wiedemann sindrom, dvoje djece
kriptrohizam 1 jedno hipospadiju). Op¢i podaci o bolesnicima karakteristike tumora i
laboratorijske pretrage krvi su prikazane u tablici 2. Laboratorijskom pretragom urina u
dvoje bolesnika dijagnosticirana je mikrohematurija, a u jednoj masa amorfnog urata.
Prosje¢ni promjer tumora mjeren CT uredajem bio je 8,99 cm (veli¢ina od 2,0 - 19 cm)
u vrijeme postavljanja dijagnoze. Prijeperacijsku terapiju primilo je 40 djece. Svi su
dobili daktinomicin 1 vinkristin. Poslije provedene kemoterapije prosje¢ni promjer

tumora mjeren CT uredajem je bio 6,28 cm (izmedu 1,5 - 13,0 cm).

Od ukupno 56 tumora bubrega (40 unilateralni i 8 bilateralni tumor) kod 47 je

napravljena kompletna, a kod devet parcijalna nefrektomija.

Patohistoloski su dijagnosticirani: mijeSani tip tumora 23 (48%), s pretezno
blastemskom komponentom 12 (25,5%), s epitelnom komponentom 7 (15%), difuzno
anaplasticki 2 (4%), s fokalnom anaplazijom 2 (3,5%), stromalnom komponentom

(2,5%) 1 regresivni tip 1 (2,5%) (Grafikon 1).

Odreden je stadij bolesti: I stadij 24 (50%), II stadij 8 (16,6%), III stadij 7
(14,6%), 1V stadij 1 (2,1%) i V stadij 8 (16,7%) (Grafikon 2). Od 48 bolesnika nakon
kirurSkog zahvata 1 kemoterapije potpunu remisiju je imalo 36 (75%), a lokalni recidiv

se pojavio u 6 (12,5%) bolesnika. Svi bolesnici s recidivom su primili novi ciklus
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kemoterapije prema odgovaraju¢em protokolu. Tri bolesnika kod kojih je odgovor na
kemoterapiju bio slab primili su radioterapiju i bili podvrgnuti reoperaciji. Troje
bolesnika je imalo metastaze na jetri, dvoje u donjoj Supljoj veni, Sest u regionalnim
limfnim ¢vorovima, osam u limfnim ¢vorovima bubreznog hilusa, tri u plu¢ima, jedan u
gusteraci. U 9 (18,7%) bolesnika nakon kirurSke terapije i kemoterapije razvile su se

metastaze.

Osam bolesnika je umrlo (16,6%). Cetiri bolesnika su imali obostrani tumor. Pet
bolesnika umrlo je od osnovne bolesti, jedan od pridruzenih anomalija, jedan od
venookluzivne bolesti jetre i jedan od upale plu¢a. U dvoje bolesnika razvile su se

poslijeoperacijske komplikacije (infekcija kirurSke rane i dehiscijencija).

B mijeSani

4 4 22 B blastemski

48 O epitelni

O difuzni anaplasti¢ni
B fokalni anaplasti¢ni
O stromalni

M regresivni

Grafikon 1. Raspodijela tumora prema patohistoloSkom nalazu.
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Tablica 2. Op¢i podaci o bolesnicima, karakteristike tumora i laboratorijske

vrijednosti.

Op¢i podaci Vrijednosti

Dob [prosjecna vrijednost (raspon)] 3.50-12)

Spol muski 22 (45.8%)
zenski 26 (54.2%)

Laboratorijske vrijednosti
leukociti

eritrociti

hemoglobin

hematokrit

trombociti

urea

kreatinin

10.1 (3.6 — 20.7)
442 (3.8-54)
114 (85 -135)
34 (12 -45)

351 (203 — 508)
5.03 (0.9 -33)

61.73 (38 — 198)

Strana tumora [N (%)]

lijeva 19 (39.6%)
desna 22 (45.8%)
obostrano 7 (14.6%)
Vrsta tumora - ultrazvuk [N (%)]

solidni 43 (89.6%)
cisticni 5 (10.4%)
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4.1. IZRAZAJNOST Ki-67 U TUMORSKOM TKIVU

Imunohistokemijsko bojanje bilo je lokalizirano na blastemski, epitelni 1 mijeSani
tip nefroblastoma. Ucestalost pozitivno obojenih jezgara varirala je od uzorka do uzorka

1 izmedu tumora istog stadija.

S granicnom vrijednosti proliferacijskog indeksa od 5%, Ki-67 pozitivne

blastemske ili epitelne stanice nadene su u 23 tumora (47,9%).

Blastemski tip nefroblastoma: srednja vrijednost blastemskog Ki-67 imala je

pozitivni proliferacijski indeks 12.3 + 9,4% (vrijednost O - 58%).

Epitelni tip nefroblastoma: za epitelne stanice Ki-67 proliferacijski indeks je bio

21,4 £ 18,5% (vrijednost 0 - 76%).

MijeSani tip nefroblastoma: u mijeSanom tipu tumora srednji proliferacijski

indeks Ki-67 je bio 24,66 + 23,9 (vrijednost O - 74%) (Tablica 3).

Ki-67 proliferacijski indeks u blastemskoj komponenti je naden u 15 tumora 10 +
8,9% (vrijednost 1 - 36%) a u epitelnoj 1 stromalnoj komponenti u osam slucajeva:

epitelna 33 + 18,4% (vrijednost 7 - 65%), stromalna 31,5 + 20,3% (vrijednost O - 65%).

Anaplasticki tip nefroblastoma: Ki-67 proliferacijski indeks u blastemskoj
komponenti bio je 20 + 32,4% (vrijednost 12 - 78%). U stromalnoj komponenti bio je
21 £ 11,4% (vrijednost 13 - 37%). U epitelnoj komponenti bio je pozitivan Ki-67 u 31 +
16.7% (vrijednost 18 - 79%).

Pozitivni Ki-67 proliferacijski indeks u naSoj studiji nije naden u regresivnom i
stromalnom tipu tumora.

Izrazajnost Ki-67 imalo je dvoje od osam bolesnika koji nisu primili prije-
operacijsku kemoterapiju 1 21 od 40 bolesnika koji su primili prijeoperacijsku kemo-

terapiju.
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Slika 16. Umjerena ekspresija Ki-67 u histoloski anaplasti¢kom podtipu tumora (x 200).
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Slika 18. Jaka ekspresija Ki-67 u blastemskom histoloS§kom podtipu tumora (x 200).
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Tablica 3. Distribucija Ki-67 ekspresije u Wilms tumoru

Tumorski tip Vrijednost £SD (%) raspon (%)
Blastemski 12.3+9.4% 0—58%
Epitelni 21.4+£18.5% 0-76%
Blastemski 10+ 8.9% 1-36%
Mijesani Epitelni 33 + 18.4% 7 - 74%
Stromalni 31.5+£20.3% 0-65%
Blastemski 20 +£32.4% 12 -78%
Anaplasti¢ni Epitelni 31 +16.7% 18 —79%
Stromalni 21 +11.4% 13-37%

Proliferacijski indeks bio je znac¢ajno visi u epitelnoj komponenti tumora nego u
blastemskoj (P = 0.001). Takoder postoji korelacija izmedu Ki-67 i stadija bolesti u
smislu da je Ki-67 proliferacijski indeks znacajno ve¢i u stadiju bolesti I i II (P = 0.002)

(Tablica 4 i Grafikon 3).

Tablica 4. Distribucija Ki-67 expresije u razli¢itim stadijima Wilms tumora.

Stadij tumora
Ki-67
I II I v A%
0 13 2 5 0 5
+ 7 2 1 0 1
++ 2 2 1 1 0
+++ 2 2 0 0 2
UKUPNO (pozitivno) | 11 6 2 1 3

Pl — proliferacijski indeks; + slaba expresija; ++ umjerena expresija; +++ jaka ekspresija
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broj bolesnika

I [ [ v Vv
stadij tumora

Grafikon 2. Raspodjela bolesnika prema tumorskom stadiju.

Ki-67

stadij tumora

Grafikon 3. Raspodjela bolesnika prema ekspresiji Ki-67 u razli¢itim tumorskim stadijima.
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4.2. IZRAZAIJNOST MAGE U TUMORSKOM TKIVU

Imunohistokemijskom analizom MAGE-1 u tumoru Wilms nije prikazana
pozitivna obojenost citoplazme epitelnih i blastemskih tumorskih stanica u ni jednom

histoloskom podtipu tumora.

Analiza stromalne komponente pokazala je da tri tumora uz ostale elemente
strome (vezivno tkivo, hrskavica i sl.) imaju 1 poprecno-prugastu muskulaturu koja je u
svim navedenim tumorima imala pozitivnu ekspresiju MAGE-1 (Slika 19). Ostale
stromalne komponente tumora bile su negativne. Imunohistokemijskom analizom
MAGE-1 nije prikazana pozitivna ekspresija niti u ostalim histolo§kim tipovima tumora

bubrega: u jednom clear cell sarkomu i u dva mezoblasti¢na nefroma.

Slika 19. Izrazito pozitivna ekspresija MAGE-1 u citoplazmi dobro diferenciranih popreé¢no-
prugastih stanica stromalne komponente Wilms tumora.
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5. RASPRAVA

LijeCenje Wilms tumora primjer je uspjeha koji je postignut kroz multi-
disclipinarnu suradnju Soci¢té International d'Oncologie Pédiatrique Protocol (SIOP),
National Wilms Tumor Study Group (NWTSG), COG (Children's Oncology Group),
United Kingdom Children's Cancer Study Group (UKCCSG) i Brasilian Wilms Tumor
Study Group. Multimodalna terapija znatno je poboljSala prognozu Wilms tumora i
smatra se primjerom uspjeha u lije¢enju malignih bolesti. Sveukupno prezivljenje djece
s Wilms tumorom je 90%. Slucajevi koji obuhvacaju difuznu anaplaziju, IV 1 V stadij
bolesti, te tumore koji recidiviraju bez obzira na kompleksnu terapiju, imaju znatno

losiju prognozu (80).

Wilms tumor potjece od primitivnog embrionalnog tkiva bubrega i sadrzi epitelne,
stromalne i blastemske elemente. Oni povoljne histologije mogu imati sve tri histoloSke
komponente uz uvjet da nije prisutna anaplazija. IzljeCenje u tim sluc¢ajevima je oko
90%. Tumori nepovoljne histologije (¢ine oko 10% slucajeva bolesti) su nefroblastomi
s difuznom anaplazijom i predominantnom blastemskom komponentom, podtip viden
nakon preopretivne kemoterapije, clear cell sarkom bubrega (djecji tumor bubrega koji
metastazira u kosti) i rabdoidni tumor bubrega. lako su prema SIOP-u svrstani u ovu

skupinu danas se smatraju zasebnim tumorima bubrega (81, 82, 83, 84, 85, 86).

Tri histoloSke komponente nefroblastoma (blastemska, epitelna i stromalna) imaju
razli€it proliferacijski potencijal. Svaka komponenta moze imati razli¢itu proliferacijsku
aktivnost u razli¢itom histoloskom tipu nefroblastoma. Na primjer, blastemske stanice
mogu pripadati blastemskoj komponenti kod visoko rizicnog blastemski
predominantnog nefroblastoma ili u blastemskoj komponenti srednje rizi¢nog

histoloskog tipa nefroblastoma. Kod ovog posljednjeg ova blastemska komponenta
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takoder moze biti agresivna. Ta hipoteza je poduprta Cinjenicom da se udaljene
metastaze mogu razviti u slu¢ajevima I stadija bolesti nefroblastoma s srednje rizicnom
histologijom (84). Tako odreduju¢i stupanj rizika, temeljen na tumorskom

molekularnom profilu, imamo mogu¢nost da terapiju individualno prilagodimo svakom

bolesniku (87).

Razli¢itim metodama se pokuSavalo procjeniti proliferacijski indeks malignih
tumora Covjeka. Proliferacijski antigen stani¢ne jezgre (PCNA) i Ki-67 su dva jezgrina

markera koja se naj¢eSce upotrebljavaju (86).

Posljednjih godina Ki-67 se potvrdio kao najbolji proliferacijski marker za
rutinsku upotrebu u formalinom fiksiranim parafinskim rezovima tumorskog tkiva (70,
87). Ekspresija humane Ki-67 bjelancevine ¢vrsto je vezana za proliferaciju stanica.
Tijekom interfaze, antigen se detektira u jezgri, buduci da u mitozi vecina proteina se
premjesti na povrsinu kromosoma. Cinjenica da je Ki-67 bjelanéevina prisutna tijekom
cijele aktivne faze stani¢nog ciklusa (G (1), S G (2) i mitoze), a da je nema u stanju
mirovanja (G (0)) ¢ini je izvarednim markerom za odredivanje takozvane frakcije rasta
stanica, tj. diobe (85, 86, 88). Ki-67 ima ekspresiju u normalnom tkivu bubrega i u tri
glavne komponente Wilms tumora — epitelnoj, blastemskoj i stromalnoj (70, 87). Isto
tako, Ki-67 indeks se upotrebljava kao proliferacijski marker u drugim tumorima u

covjeka (89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102).

Nasu studiju smo napravili s namjerom da ispitamo koliko proliferacijska
aktivnost prikazana s Ki-67 ima prognosticku vrijednost u bolesnika s nefroblastomom.
Cetrdeset bolesnika u ovoj studiji primilo je kemoterapiju prije operacijskog zahvata, a

osam je bilo operirano bez prijeoperacijske kemoterapije odmah nakon klinicke obrade.
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Dokazano je da Ki-67 kao proliferativni marker ima prognosticku vrijednost u
nekoliko tipova tumora kao S§to su non-Hodkin limfom, karcinom plocastih stanica
jednjaka, ne-sitno stani¢ni karcinom pluca, rak grlica maternice, rak dojke, karcinom
glave gusteracCe 1 karcinom prostate (89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101,

102). Ekspresija Ki-67 istraZzena je i u Wilms tumoru (70, 87, 71).

Berrebi i suradnici u svojoj studiji su pokazali da je proliferacijski indeks Ki-67 u
blastemskim stanicama visoko znacajan indikator metastaza, dok nema nikakve
prognosticke vrijednosti u epitelnim ili stromalnim stanicama tumora. Kad su promatrali
samo nefroblastome intermedijalnog rizika pronasli su vise vrijednosti blastemskog Ki-
67 proliferacijskog indeksa u nefroblastomu s metastazama u komparaciji s onim bez

metastaza (87).

Ghanem i suradnici istrazivali su MIB-1 (Ki-67) i p27%"®' ekspresiju pomocu
imunohistokemijske analize kod 62 Wilms tumora. Bolesnici su preoperativno bili
tretirani s kemoterapeuticima i prosjecno vrijeme pracenja je bilo 5,7 godina. Pronasli
su da MIB-1 i p27Kipl imaju ekspresiju u normalnom tkivu bubrega i u tri glavne
komponente Wilms tumora (u blastemskim, stromalnim i epitelnim stanicama). U
Wilms tumoru postotak MIB-1 pozitivnih stanica bio je izmedu 0 i 42% (srednja
vrijednost 9,4%), a kod epitelne komponente izmedu 0 1 53% (srednja vrijednost 19,9%)

sa znacajnom razlikom (P < 0,01) (70).

Ghanem 1 suradnici u svojoj studiji nisu naSli pozitivne korelacije izmedu

proliferacijskog indeksa kojeg su mjerili Ki-67 antitijelom 1 stadija tumora (70).

U sadasnjoj studiji prognosticka vrijednost proliferacijske aktivnosti u ekspresiji

blastemskog Ki-67 je pronadena za klini¢ku progresiju i tumor-specifi¢no prezivljenje.
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Epitelna komponenta u pojedinacnim tumorima pokazala je signifikantno vecu
razinu Ki-67 nego razinu pronadenu u blastemskoj formi §to je opisano u nekoliko

prijasnih studija (70, 71, 103).

U naSoj studiji nadena je pozitivna korelacija izmedu proliferacijskog indeksa
mjerenog s Ki-67 antitjelom i tumorskog stadija bolesti. U prvom i drugom stadiju
pronasli smo statisticki znacajno povecan broj pozitivnih Ki-67 stanica. U drugim
tumorskim stadijima taj broj je bio signifikantno manji. MoZe se objasniti da je
smanjenje jezgrinog Ki-67 imunohistokemijskog bojanja, tj manji proliferacijski indeks
rezultat hipoksije u velikih tumora, a zbog povecanja udaljenosti stanica od okolnih
kapilara (104). Naime, ve¢ina tumora koji su dijagnosticirani u uznapredovalim
klinickim stadijima imaju i ve¢i promjer.

Veéi proliferacijski indeks ocekuje se u tumora veéeg klinickog stadija i
nepovoljne histologije. U nasoj studiji veci proliferacijski indeks pronaden je u prvom i
drugom klini¢kom stadiju i u tumora povoljne histologije (epitelnih). Ovakav nalaz
mozZe se objasniti primjenom prijeoperacijske kemoterapije. Neosporno je da
kemoterapija djeluje na stanice u diobi 1 na taj nain zaustavlja progresiju tumora.
Tumori uznapredovalog klinickog stadija 1 visoko rizi¢ni tumori (difuzni anaplasti¢ni 1
pretezno blastemski) imaju veéi proliferacijski indeks, a time su i osjetljiviji na
djelovanje kemoterapije koja je zaustavila proliferaciju. Niskorizi¢ni tumori su, pak

suprotno, slabijeg odgovora na kemoterapiju (epitelna i stromalna komponenta).

Stromalna komponenta tumora u dosadaSnjim istrazivanjima pokazala je manju
proliferacijsku aktivnost nego blastemska i epitelna komponenta (70, 71); to pokazuje
da stroma kod Wilms tumora ima dualni karakter i sastoji se od dezmoplasti¢nih i
tumorskih elemenata. Ta proliferacijska aktivnost proizlazi uglavnom od neoplasti¢nih i

neneoplasti¢nih tkiva (70).
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U osam bolesnika koji nisu primili prijeoperacijsku kemoterapiju dvoje je imalo
izrazajnost Ki-67; jedan je imao prvi stadij bolesti, mijeSani histoloski tip tumora i
snaznu izrazajnost Ki-67, a drugi V stadij bolesti, blastemski histoloski tip tumora i
blagu izrazajnost Ki-67. Od 40 bolesnika koji su primili prijeoperacijsku kemoterapiju
21 je imalo izrazajnost Ki-67. Nema znacajne razlike u izrazajnosti Ki-67 u bolesnika
koji su primali prijeoperacijsku kemoterapiju od onih koji je nisu primali (p < 0,34).

MAGE (melanoma antigen E) je obitelj gena ¢iji je proteinski produkt u pocetku

pronaden u stanicama melanoma, a kasnije i u drugim zlo¢udnim tumorima.

U solidnim tumorima u djece ekspresija MAGE -1, -3 1 -6 prikazana je u kulturi
stanica neuroblastoma 5/14 (36%) i 6/14 (43%), u tumorima Kklinicki srodnim
neuroblastomu 20/41 (49%) 1 24/42 (51%), te je takoder bila izraZzena u
rabdomiosarkomu. Malo je radova koji govore o ekspresiji MAGE proteinskog
produkta u nefroblastomu (105). Proteinski produkti MAGE gena (antigeni) nalaze se
na stani¢noj membrani 1 spregnuti su s HLA-AI molekulama. Kao takvi budu prepoznati
od citotoksi¢nih T limfocita pa se nazivaju melanoma odbacuju¢i geni. Vazni su ne
samo za dijagnosticke svrhe ve¢ pobuduju znaajni interes radi moguce ciljane
tumorske terapije. Humoralni 1 stani¢ni odgovor na MAGE antigene je dokazan u
bolesnika s zlo¢udnim tumorima pa se MAGE uzima kao model za imunoterapiju kod

lije€enja zlocudnih tumora (106).

Ishida H. i suradnici u svojoj studiji su imali pozitivhu ekspresiju MAGE-1
antigena u jednom od dva Wilms tumora i pozitivnu ekspresiju Mage -3 i -6 u oba
Wilms tumora (105). U naSoj studiji pozitivni rezultat imali smo kod tri bolesnika s

Wilms tumorom u citoplazmi poprec¢no-prugastih stanica stromalne komponente.
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Osam bolesnika je umrlo (16,6%). Cetiri su imali obostrani tumor i V stadij
bolesti od kojih je jedan imao difuznu anaplaziju i visoki rizik bolesti, a troje mijeSani
tip i umjereni rizik bolesti. Cetiri bolesnika s jednostranim tumorom imali su mijesani
tip tumora s umjerenim rizikom bolesti, dvoje I stadij, jedan III i jedan IV stadij bolesti.
Pet bolesnika su imali metastaze u limfnim ¢vorovima, dva u jetri, dva u plu¢ima, jedan
u gusteraci 1 jedan donjoj Supljoj veni. Pet bolesnika je umrlo od osnovne bolesti, jedan

od venookluzivne bolesti jetre, jedan od pridruzenih anomalija i jedan od upale pluca.

Multidisciplinarni pristup lijeenju Wilms tumora doveo je do znacajnog uspjeha
Sto je danas rezultirao preZivljenjem u preko 85% slucajeva (107). Od 48 nasih

bolesnika prezivilo je 40 (83,4%) Sto bi se moglo uklopiti u postojece rezultate.
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6. ZAKLJUCAK

Epitelna komponenta Wilms tumora ima vec¢i proliferacijski indeks prikazan s Ki-
67 nego blastemska.

Postoji pozitivna korelacija izmedu proliferacijskog indeksa mjerenog s Ki-67
antitjelom 1 tumorskog stadija.

U prvom 1 drugom stadiju tumora je statisticki znacajno povecan broj Ki-67
pozitivnih stanica.

Ki-67 je relevantni marker za ispitivanje proliferacijske aktivnosti i dinamike
tumorskih stanica u Wilms tumoru.

Ki-67 nije dobar prognosti¢ki marker kod bolesnika koji imaju izrazenu epitelnu
komponentu 1 koji su primali prijeoperacijsku kemoterapiju, jer je epitelna komponenta
bolje diferencirana i time manje osjetljiva na kemoterapiju.

Nefroblastom ne pokazuje ekspresiju MAGE-1 antigena.

Jedino rabdoidne stanice stromalne komponente tumora Wilms pokazuju
citoplazmatsku obojenost na MAGE-1.

U nasoj studiji nije pronadena povezanost izmedu Ki-67 i MAGE.

Nije utvrdena znacajna razlika izraZajnosti Ki-67 izmedu bolesnika koji su primali

prijeoperacijsku kemoterapiju i onih koji je nisu primali.
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7. SAZETAK

Epitelna komponenta Wilms tumora pokazuje znacajno povisen K-67 u odnosu na
blastemsku komponentu. Postoji korelacija izmedu proliferacijskog indeksa Ki-67 i
stadija tumora. U prvom i drugom stadiju tumora naden je statisticki znacajan broj
pozitivho obojenih stanica s Ki-67. Rezultati potvrduju zakljuéak da je Ki-67 je
relevantni marker u procjeni proliferacijske aktivnosti tumora i dinamike tumorskih
stanica i ima prognosti¢ku vrijednost za Wilms tumor. Nefroblastom ne pokazuje

ekspresiju MAGE-1 antigena osim u rabdoidnim stanicama stromalne komponente.
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8. SUMMARY

The epithelial component of Wilms tumor showed significantly higher Ki-67
scores than those found for the blastema. Positive corelation between proliferation index
as measured with Ki-67 antibody and tumor stage was found. In the first and second
tumor stage statisticaly significant higher number of positive Ki-67 cells was found. The
results support the conclusion that Ki-67 is relevant marker for assessing the
proliferative activity and tumor cell dynamic and have prognostic impact in Wilms
tumor. There is no expression MAGE-1 antigen in nephroblastoma except in rabdiod

cells of stromal component.
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