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Postovarni kolegice i kolege,

Cast nam je i zadovolistvo da u okviru sajma Medicina i tehnika 2001,
mi dielatnici Klintke sza diedie bolesti Zagreb organiziramo 12. simpozif medicin-
skih biokemidara s temom »Suvremena dijagnostika solidnih tumora i celijakie
u dieces

Jedan od znacainih zdravstvenih problema nase diece sigurno pred-
staviiaju { maligne holesti, a solidni maligni fumori s pravom se danas nalaze u
Zari$iu snansivenog i prakticnog nferesa, jer upravo solidni tumori dine prib-
lizno 50% svih malignih tumora u diece. Uz o, poslednjih se nekoliko godina
doslo do bitnih spoznaja da kod neljjedenih celijakicnih bolesnika dolazi do
poremecaja imunoloskog sustava, koji mogu predisponirali nastanak malignog
tumora, prvenstveno non-Hodgin limfoma tankog crijeva, ali i drugih. Maliene
se bolesti javliaju u 8 - 13% celfjakicnih bolesnika, $to predstavija zaseban prob-
lem. To je uprave i razlogomt odabira ovih lema predavanya.

Cilj i Zelja Organizaciiskog odbora je da Vas upoznamo sa osobitostima
pedijatrijske onkoloske problematike, te da preporucimo jedinstveny medicinsku
doktrinu u oiliu adekvatne dijagnostike, temeljene na suvremenim medicinskim
dostignucima. Timski pristup razlicitih specijalnosti bitan je cimbenik uspjesnog
postavliania rane dijagnoze wmaligne bolesti u diece. Nadamo se da cemo Vam
uspjesno prenijeti nasa saznavja o klinickom znacaju diferentne laboratorijske
dijagnostike, koja bi trebala postati nezaobilazrim dijelom rutinske prakse.
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Prof. dr. sc.Elizabeta Topid Mr. sc. Vesna Zizié, dipl.ing.

Predsjednica HDMB Predsjednica
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EPIDEMIOLOGIJA
I KLINICKE SLIKE CELIJAKLJE

Grguric J.
Khinika za diedje bolesti Zagreh, Klinika za pedijatriiu

Prije stotinu godina engleski lije¢nik Samuel Gee /1888./ uodéio je
bolest koju je nazvao celijakija. Tu bolest su §esdeset godina kasnije nizozem-
ski autori povezali s hranom koja sadrzi gluten. Gluten je hiljna bjelanacevina
koja se nalazi u pdenici, razi i jeému dok je zob jo§ uvijek upitna.

Gluten iz brasna dugacka je kompleksna molekula koja se kemijs-
ki mo%e podijeliti u 4 heterogene klase proteina: glijadin, glutenin, albumi-
ni i globulini. Glijadin se dalje klasificira u 4 grupe proteina, koiji se zovu: alfa,
beta, gama i omega. Najvide je interes centriran na alfa-frakciju, jer se poka-
zalo da je alfa-glijadin bitan éimbenik u celijaki¢noj bolesti, ali i frakcije beta
i gama uzrokuju ostedenje mukoze.

Danas se celijakija definira kao bolest tankog crijeva karakter-
izirana abnormalnom intestinalnom mukozom i trajnom intoleran-
cijom na glaten.

Ucestalost bolesti je razliita u pojedinim krajevima svijeta, te
prema etni¢kim pripadnostima. U Europi su razne nacionalne studije poka-
zale kako je udestalost celijakije zastupljena od 1: 150 do 1: 500., pa je time
celijakija 1 jedna od najéedcih kroni¢nih bolesti. Ovako viscka udestalost smatra
se da je vide posljedica boljeg poznavanija bolesti, te bolie dijagnostike poseb-
1o 1 adultnoj dobi. U Hrvatskoj su radjena epidemiologka ispitivanja u Me-
dimurskoj Zupaniji, te je nadena ucestalost 1 : 500, a u srednjoskolskoj po-
pulaciji 1 ; 300.

Patogeneza bolesti. Pored glutena kao éimbenika bolesti,vazna je
1 genetska predispozicija, koja determinira nadin reagiranja organizma na
unos glutena. U Sovjeka sa celijakijom nalazi se gen za celijakiju na kratkom
kraku 6-og kromosoma. Na tom mjestu izdvojeni su do sada mnogi markeri
u sustavu HLA. Zadnjih godina ukazuje se na posebnu znacajnost HLA DQ2
1 HLA DQ8 koji su prisutni u 90 do 95 % u oboljelih u odnosu na 20 do 30%
u populaciji. Navedeni HLA geni odlikuju se imunolodkim odgovorom na
gluten.

S druge strane, u enterocitima crijeva nalazi se tkivna transglutami-
naza koja sluzi u deaminiranju glutena mijenjajuci mu svojstva koja podra-
zuju odgovarajuce stanice CD4+ stanice T, nakon cega slijedi nepoznati sen-
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zibilizirajuéi proces, ali koji u krajnjoj konzekvenciji dovodi do propadanja
viloznih stanica crijeva s rezultatom atrofije sluznice crijeva. Na tkivnu tra-
nsglutaminazu stvaraju se antitijela, te su ona dobar marker u dijagnostici
celijakije. Znaéi da stanice iz lamine proprije u osoba s celijakijom prepoz-
naju glijadin peptid uz prisutnost HLA DQ1 A 0501 : B 1*0201 molekule.

Kao posljedica tih promjena imamo i patoanatomske promjene
koje dovode do atrofije crijevnih resica. Taj proces prolazi kroz nekoliko faza:

1. infiltrativna faza u kojoj dolazi do povecanja broja intraepiteli-
jalnih limfocita, ali uz jo§ normalnu arhitekturu.

2. hiperplasti¢na faza s hiperplazijom kripti

3. destruktivna faza s gubitkom arhitekture resice.

Klinicka slika

U ranoj djedjoj dobi bolest de se manifestirati nakon stanovitog vre-
mena pe uvodenju glutena u prehranu djeteta. U tom vremenu bolest de se
javiti u kKlasiénom obliku, a §to je organizam stariji javljat ¢e se manje tipi¢ni
oblici bolesti, koji se sumarno mogu prikazati:

1. tipiéni oblici s kroni¢nim proljevom
2. atipi€ni oblici , mali rast, deficijencija Fe, anemije, opstipacije

3. tihi oblici, sludajevi koji se otkrivaju u populacijskim i epidemi-
oloskim studijama

4. latentni /potencijalni/ oblici, prva biopsija s nespecifiénim ab-
normalnostima. Nakon stanovitog vremena s jasnom klinickom slikom.

Medutim, vazno je istaknuti da pored tih klini¢kih slika imamo i
ekstraintestinalnu prezentaciju celijakiéne bolesti, te asocijaciju s mnogim
imunologkim, neurologkim koZnim bolestima.

Dijagnostika

Danas u dijagnostici celijakije pored klini¢ke slike posebno nam
sluzi biopsija sluznice crijeva i histoloski nalaz, te serolodke pretrage: anti-
glijadinska antijela, endomizijalna antitijela, te antitijela na tkivnu trans-
glutaminazu.
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U djece do 2 godine jo§ uvijek postoji princip o potrebi izvodenja
tri biopsije:

1. inicijalna,

2. nakon bezglutenske prehrane,

3. biopsija nakon opteredenja glutenom.

Iza druge godine Zivota dovoljna je jedna tipi¢na biopsija crijeva s
daljnjim pradenjem razine antitijela. Serologija nam je od vaznosti za prace-
nje pacijenata, da li se pridrzavaju bezglutenske dijete

Najbolja senzitivnost i specificost dobiva se kad se primjenjuje ko-
mbinacija AGA IgA , AGA IgG i EMA. U starijoj dobi senzitivnost antiglijadi-
nskih antijela IgA i IgG pada, ali endomizijalna antitijela zadrzavaju visoku
osjetljivost u odrasloj dobi. Antitransglutaminaza je senzitivan specifiéni te-
st za transglutaminazu o ¢emu ée na ovomn skupu biti posebno rijeci.

Prognoza bolesti

Ukoliko se oboljeli od celijakije konzekventno pridrzavaju dijete
bez glutena njihov je razvoj sasvim uredan. Inace nepridrzavanje dijete do-
vodi do mnogih komplikacija, izmedu ostalog i veéu ucestalost malignih 1i-
mfoma i karcinoma gornjeg dijela probavnog sustava i tankog crijeva.

Zamijedeno je da mukozno odtedenje nelijeéene celijakije dovodi
do premalignih stanja, kao $to je povecanje mitoticke aktivnosti u kriptama,
te iregularnost 1 povedanje bazofilije na povrsini sluznice.

Zaklju¢no, moZe se redi, da pridrzavanje bezglutenske dijete je svaje-
vrsna paradigma primarne prevenciie malignih oboljenja, o ¢emu de biti
rijeci u drugom dijelu ovog skupa.

Literatura
1. Kumar P, Walker Smith J. Coeliac Disease. One Hundred Year,
London, St. Bartholomew s Hospital, 1988.

2. Troncone R, Greco J, Auricchio S. The controversial epidemiology of
coeliac disease Acta Pediatr 2000; 89: 140 - 3.
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1996.L
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SERODIJAGNOSTIKA CELIJAKIJE

Zizié Vl, Brumen Vz, Zakanj Za, Curié DI, Tadié 1.'

' Klinika za diecie bolesti Zagreh, Zavod za laboratorijsku dijagnostifu

* Medicinski Jakultet Sveudilista u Zagrebu, skola narodnog zdravfia “Andrija
Stampar’

* Klinika za diedie bolesti Zagreh, Kiinika za pedijairiy

Celijakija je imunoloski izazvana enteropatija, u kojoj dolazi do global-
nog imunoloskog odgovora, kako celularnog tako i humoralnog (1). Vec je
dugo poznato da se u krvi nelijecenih bolesnika mogu nadi cirkulirajuca pro-
tutijela na glijadin (2), i da njihove vrijednosti visoko pozitivno koreliraju s
nalazima biopsije sluznice tankog crijeva. Po uvodenju bezglutenske prehra-
ne, protutijela potpuno nestaju. Radi se o glijadinskim protutijelima razreda
IgA i 1gG, a stvaraju se na egzogene antigene kakav je glijadin, te o endomizi-
jalnim IgA protutijelima koja se stvaraju na intermiofibrilarne supstancije
glatke muskulature crijeva (3).

Cilj ovog ispitivanja bio je utvrditi vrijednost serodijagnostickih
metoda kao nadina utvrdivanja bolesti i pradenja tijeka celijakije u djece, s
posebnim naglaskom na mlade dobne skupine.

Ispitivanje je obuhvatilo ukupno 138-ero djece u razlicitim klinic-
kim fazama bolesti (akutnoj fazi, fazi remisije tijekom bezglutenske dijete 1
fazi relapsa nakon ponovnog opterecenja glutenom). U serumima sve djece
odredivana su antiglijadinska IgA i IgG, te endomizijalna IgA protutijela.

Primijenjene seroloske metode vrednovane su odredivanjem para-
metara osjetljivosti, specifi¢nosti 1 pozitivne i negativne prediktivne vrijedno-
sti. Pri tome je, obzirom na njegovu patognomoniénost, kao uporisna tocka
za statistiCku evaluaciju uzet histologki nalaz biopsije sluznice tankog cri-
jeva istih bolesnika. Krajnji je smisao ovakvog vrednovanja utvrditi jesu 1
serolo$ke metode primijenjene u ovom radu dovoljno objektivno vrijedne da
bi ih se kao metode probira uvelo u rutinsku klinicku praksu dijagnosticira-
nja celijakije, pri cemu bi patognomonidan nalaz biopsije tankog crijeva i
dalje ostao kljuénim za definitivnu dijagnozu bolesti.

Rezultati ispitivanja su pokazali da seroloski test na EMA-IgA pro-
tutijela pokazuje najveéu osjetljivost (93%), 1 specifi¢nost (96%). U podsku-
pini ispitanika starijih od 3 godine, osjetljivost testa raste do idealne vrijed-
nosti od 100%. Stoga je ovo najdiferentniji test.
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Serologki test na AGA-IgG protutijela pokazuje izrazito visoku osjet-
ljivost (97%), ali znatno niZu specifi¢nost (74%). To ga ¢ini pogodnim za
"screening” i trijazu sumnjivih sluéajeva.

Serologki test na AGA-IgA ima nes$to nizu osjetljivost (91%) od
AGA-TgG testa, ali mu je specifiénost znatno viga (92%). To ga ¢ini pogodnim

za diferenciranje suspekinih sludajeva na stvarno i lazno pozitivne.

Istodobna primjena sva tri seroloska testa zmacajno doprinosi dife-
rentnosti serodijagnostike ovog tipa, znadaino skracduje ukupan dijagnosti-
¢ki postupak i omoguduje pradenje tijeka bolesti u fazama remisije i relapsa.

Literatura

1. Van de Wal, Kooy YMC, Drijfhout JW, Amons R, Koning F. Peptide
binding characteristics of the coeliac disease-associated DQ (L.1*0501
B1*0201) molecule. Immunogenetics 1996; 44: 246-53.

2. Chartrand LJ, Agulnik J, Vanounou T, Russo PA, Bachler P, Seidman
EG. Effectivness of antigliadin antibodies as a screening test for celi
ac disease in children. C. Maj, 1997; 157 (59): 527-33.

3. Garlote JA, Blanco A, Alfonso M, Aranz E, Calvo C. Usefulness of
antiendomysial antibodies as serological markers in coeliac children.
Pediatr Allergy Immunol, 1995;4: 199-208.
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TKIVNA TRANSGLUTAMINAZA
(tTG)- ENDOMIZIJ ALNI
AUTOANTIGEN CELLJAKIJE

Zizid VI, Linarié T , Brumen v , Obuljen J , Zakanj z
' Klinika za diecie bolesti Zagreb, Zavod za laboratorijsku dijagnostiku
* Klinika za diecie bolesti Zagreb, Kiinika za pedijatviiy

* Medicinski fukultet Sveudilisia u Zagrebu, Skola narodnog zdvavlia "Andrija
Lfmmpar”

Novija su istrazivanja pokazala znadajnu ulogu tkivne transglutam-
inaze (tTG) kao ciljnog endomizijalnog autoantigena (1) u bolesnika s celija-
kijom, a njeno odredivanje donosi nam novu koncepciju u dosad nedostat-
nom razumijevanju patogeneze te bolesti.

Glijadin je preferirani supstrat za TG, Zbog toksi¢nosti glutenske
frakcije u geneticki osjetljivih osoba, dolazi do odtedenja ili hiperpermeabil-
nosti crijevnog epitela, te znacajnog izvanstani¢nog otpustanja tTG iz cito-
sola, prvenstveno mononukleara lamine proprije ili mezenhimalnih stani-
ca. Ovaj enzim katalizira ireverzibilno proteinsko umrezavanje (stvaranje po-
preénih veza), formiranjem izopeptidnih veza izmedu glutaminskih ostata-
ka kojima obiluje glijadin (2). Posljedica unakrsnog vezanja glijadina rezulti-
ra glijadin-glijadin ili glijadin - tTG kompleksima i na taj nacin se stvaraju no-
vi antigeniéni epitopi, koji poticu imuni odgovor celijaki¢ara. U ovih je bole-
stiika nadena uska povezanost osnovne bolesti s prisustvom HLA-DQ dime-
rnom molekulom (Klase IT) (3). Enzimatski promijenjeni epitopi glijadina
spajaju se sa DQ-dimernom molekulom, a tako vezani kompleks prepoz-
naju i vezu T-limfociti preko svojih antigenih receptora CD4+ (4) te dolazi
do stvaranja IgA auto-protutijela na tTG.

Cirkulirajuca IgA-tTG protutijela odreduju se ELISA metodom, koja
omogudava ekonomican 1 brz "screening” populacije a sa svrhom otkrivanja
jatentnih i subklini¢kih slu¢ajeva celijakije, kao pratede patologije §ederne bo-
lesti tipa I, hipoplazije zubne cakline, sideropenié¢ne anemije rezistentne na
terapiju Zeljezom, nekih oblika epilepsije, osteoporoze itd.

Prema dosad objavljenim rezultatima, test na IgA-tTG pokazuje viso-
ku dijagnostitku osjetljivost (98%) 1 specifiénost (94%)(1).

Zeleci pratiti najnovije svjetske trendove u serodijagnostici ove bo-
lesti, zapoceli smo studiju vrednovanja testa na IgA-tTG protutijela u ranom
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otkrivanju i prevenciji bolesti. Za svrhe ovog ispitivanja seroloski je obrade-
no ukupno sto i tri djeteta. Analizirani su serumi bolesnika s celijakijom s
poznatim titrom antiendomizijalnih IgA protutijela (odredenim imunofluo-
rescencijom) kao 1 kontrolni uzorci (serumi zdrave djece). Ishodi serodijag-
nostickih testova korelirani su s nalazima biopsije sluznice tankog crijeva,
koji se smatraju uporistem klinicke dijagnoze. '

Rezultati studije pokazali su da je osjetljivost testa na IgA-tTG pro-
tutijela 96%, a specifi¢nost 94%. Takoder su usporedivani parametri osjetlji-
vosti i specifi¢nosti testova na IgA-EMA i IgA-tT'G protutijela u istih ispita-
nika. Test na IgA-EMA protutijela pokazao je nesto nizu osjetljivost (91%) i
specifiénost (92%) u odnosu na IgA-TG test. Nesto losiji rezultati IgA-EMA
testa proizlaze iz ¢injenice da je starosna dob ispitanika ove studije bila ma-
nja od iri godine, a upravo u toj kategoriji ispitanika IgA-EMA test je manje
pouzdan kako je to i nasa prethodna studija potvrdila.

Stoga preliminarni rezultati ove studije ukazuju da je u dobnoj
skupini do tri godine starosti IgA-tTG test bolji seroloski pokazatelj od IgA-
EMA testa.

Literatura

1. Dieterich W, et al. Identification of tissue transglutaminase as the
autoantigen of celiac disease. Nature Med 1997; 3: 797-801.

2. Aeschlimann D, Kaupp O, Paulsson M. Transglutaminase-cat
alyzed matrix cross-linkingin differentiating cartilage: Identification
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3. Van der Wal Y, et al. Peptide binding characteristics of the coeliac
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SOLIDNI MALIGNI TUMORI U DJECE

Naki¢ M' , Cepulid Mz, Stepan J
'Klinika za djedje bolesti Zagreb, Zavod za laboratorijsku dijagnostiku
*Klinika za djecje bolesti Zagreb, Klinika za djedju kirurgiju

Maligne su bolesti u svijetu, nakon nesretnih sluéajeva, najcesdci
uzrok smrti djeteta. Iako su maligne bolesti u djecjoj dobi rijetke, ipak je s
obzirom na prirodu i esti smrtonosni ishod bolesti te dugotrajno i skupo li-
je¢enje bolesnik koji boluje od maligne bolesti neproporcionalno tedko op-
teredenje, kako za lije¢nika, tako i za obitelj i drustvo.

Solidni maligni tumori u djece &ne 50% malignih bolesti, a ostalih
50% odnosi se na leukemije i limfome. Medu solidnim tumorima najcesdce
se javljaju tumori CNS-a zatim neuroblastomi, sarkomi mekih tkiva, tumori
bubrega, kostani tumori, retinoblastom, tumori zametnog epitela, tumori je-
tre, tumori gonada i ostali tumori.

Solidni maligni tumori u djedjoj dobi, u mnogome se razlikuju od
onih u kasnijoj Zivotnej dobi. Zbog citolodke nediferenciranosti ¢esto preds-
tavljaju dijagnosticki, diferencijalno-dijagnosti¢ki i prognosticki problem;
tedko ih je i klasificirati. Granica izmedu benignih i malignih tumora u
djetjoj dobi katkada nije o$tro odredena $to moze predstavljati stanovitu
opasnost previdanja maligniteta ili pak nepotrebnog podvrgavanja djeteta
$kodljivu lije¢enju.

Danas se solidni maligni tumorl djedje dobi nalaze u fokusu zna-
nstvenog i praktiénog istrazivanja. Naime, posljednjih desetljeca evidentan
je napredak u lijetenju nekih solidnih tumora, tako da se za pojedine tumo-
re moze govorit i o izlje¢enju. Ovaj napredak postignut je zahvaljujudi novim
mogudénostima primjene suvremene dijagnostike (imunoloske, citoloske,
biokemijske, citogenetske) u ranom otkrivanju tumorske bolesti, preciznaj
Klasifikaciji i odredjivanju stadija bolesti, ranom otkrivanju recidiva bolesti
kao i pojavi metastaza, te kreiranju u primjeni terapijskih protokola.

Kako se danas s pravom moze govoriti i o 70% izljecenju nekih tu-
mora, sve raspolozive tehnitke mogucénosti moraju biti u sluzbi ranog dijag-
nosticiranja, te pradenja uspjeha lijedenja djece sa solidnim malignim tumo-
rom. Pojedine grupe tumora tesko je zbog nediferenciranosti razlikovati,
posebno grupu tvz. "Small Round Cell Tumors”, u koju ubrajamo primitivni
neuroektodermalni tumor (PNET), neuroblastom (NB), Ewing sarkom (ES),
Non-Hodgkin limfom (NHL), Rabdomiosarkom (RMS), Wilmsov tumor (WT).

17



U radu se iznosi pregled mogudénosti ranog dijagnosticiranja malig-
nih solidnih tumora u djece, posebno neuroblastoma primjenom citomor-
folo§kih mogucnosti, s posebnim osvrtom na prednosti biokemijskih anal-
iza upotrebom tumorskih biljega neuron-specifi¢ne enolaze (NSE) i feritina,
te citogenetskih ispitivanja usmjerenih u dva pravca, i to: ispitivanje priro-
denih osobitosti kariotipa te ispitivanje populacije malignih stanica.
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FERITIN I NSE U DIJAGNOZI I PRA-
CENJU TERAPIJE NEUROBLASTOMA

Obuljen Jl, ZiFe V' , Stepan-Giljevié J 1, Curié¢ D’ , Tadié T , Linaric T
"Klinika 7a diedie bolesti Zagreb, Zavod za laboratoriisku dijagnostiku
*Klinika za diecie bolesti Zagreb, Odjel za onkologyu Klinike za dieciu kirurgiu

Neuroblastomi su uz Wilmsove tumore bubrega najéedci solidni tu-
mori djedje dobi i éine oko 30% ukupnog broja solidnih tumora, odnosno 7-
10% svih tumora diedje dobi. Oko éetvrtine ukupnog broja bolesnika mlade je
od godine dana, a tri detvrtine mlade je od 5 godina. Izlijedenje bolesti je
uglavnom dobro s postotkom prezivljavanja od 40 do 90%, $to ovisi o stadi-
ju bolesti 1 dobi pacijenta.

Rutinske pretrage koje se rade pri dijagnosticiranju, odnosno pra-
éenju tijeka bolesti su KKS, sedimentacija, urin, GUK, urea, kreatinin, biliru-
bin, ALT, AST, GGT, AF, Ca, P, LDH, feritin i katekolamini u mokradi.

Novi tumorski biljeg, specifican za maligne tumore neuroendokri-
nog porijekla je enzim neuron specifiéna enolaza (NSE) koji prema prepo-
ruci medunarodnog udruzenja SIOP (Societé international d'oncologie pedi-
atrigue) te njemadkog protokola NB 97 postaje obvezna pretraga u lijecenju
neurcblastoma.

NSE (E.C.4.2.1.11) je enzim glikolitickog puta koji katalizira pretv-
orbu 2-fosfoglicerata u fosfoenolpiruvat. U vedim koncentracijama se nalazi
u Zivéanim stanicama i stanicama neuroendokrinog porijekla te se iz njih
oslobada tijekom raspadanja. Istrazivanja pokazuju da feritin i NSE koreli-
raju s klini¢kim stadijem ili veli¢éinom tumorske mase, prognozom bolesti,
te imaju pouzdanu prediktivnu vrijednost, ali nisu visoko specifi¢ni, osjet-
1jivi, niti organ specifi¢ni.

U ovom istraZivanju pradena su 24 pacijenta lijedena od neurcb-
lastoma na Onkolodkom odjelu Klinike za djedje bolesti u periodu od 5 god-
ina. Gilj rada je bio usporediti vrijednosti feritina u trenutku postavljanja
dijagnoze, za vrijeme kemoterapije te u remisiji bolesti u klini¢kim stadiji-
ma II, IIT 1 IV i utvrditi da 1i postoji korelacija izmedju vrijednosti feritina i
NSE nakon kemoterapije. Osim toga bilo je potrebno utvrditi referentne vri-
jednosti NSE za dje¢ju populaciju.

Pacijenti u klinickom stadiju 1T imaju pretezno normalne vrijed-
nosti feritina tijekom cijelog promatranog razdoblja. Pacijenti u klini¢kom
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stadiju 11T predstavljaju najheterogeniju skupinu po vrijednostima feritina u
trenutku postavljanja dijagnoze (min=>54,00 ng/ml; max=2935,00 ng/ml,
sred. vrij.=287,00 ng/ml), dok se tijekom i nakon kemoterapije ne razliku-
ju znadajno od pacijenata u klinickom stadiju IV. Povidene vrijednosti fer-
itina inade su povezane s lo&jjom prognoezom bolesti. Metoda linearne regre-
sije (r=0,29) pokazala je da korelacija izmedju koncentracije feritina i NSE
postoji samo u podrudju normalnih vrijednosti (konc. feritina do 140,00
ng/ml i NSE do 20,00 ng/ml). Vrijednosti NSE u kontrolnoj skupini (n =80,
zdrava djeca) podudaraju se s podacima iz literature (425 ng/ml za djecu <1
god; 720 ng/ml za djecu 1-5 god; 218 ng/ml za djecu 6-8 god) zbog éega de
se dosada&nja referentna vrijednost za djecu i odrasle (do 15,2 ng/ml) zami-
jeniti odgovarajudom za djecju dob.
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CITOGENETSKA I FISH ANALIZA
KONSTITUCLJSKIH I STECENIH
ABERACIJA KROMOSOMA

Petkovic L.
Klintka za diecie bolesti Zagreb, Kiinika za pediiatviiu

Citogenetika je znanstvena disciplina koija prouéava strukturu, fu-
nkeiju, patologiju i ponadanje kromosoma tijekom stani¢ne diobe. U posljed-
njih dvadesetak godina u rutinsku citogenetsku praksu uvedene su nove
metode ispitivanja i moderna oprema, te je danas moguca identifikacija sub-
mikroskopskih poremedaja genoma i citogenetska analiza stanica u metafa-
7i i imterfazi. Citogeneti¢ka ispitivanja naisla su na Siroku primjenu u razli-
Sitim granama medicine, a rezultati ispitivanja imaju dijagnosti¢ku i pro-
gnosticku vrijednost.

Klasi¢na citogenetika ispituje stanice u metafazi kada su kromoso-
mi kontrahirani i vidljivi kao odvojena tjelesca. Za analizu se koriste stan-
ice koje se spontano dijele ili je dioba inducirana 7n vitro kulturom stanica.
Suspenzija stanica se tretira kolhicinom, hipotoni¢nom otopinom, fiksira i
na kraju se pristupa pripremi citogeneti¢kih preparata. Preparati se boje nek-
om od metoda za preciznu identifikaciju kromosomskih tipova ili
specifiénih kromosomskih segmenata (Q-, G-, R-, G-, T-metode pruga).

Pred desetak godina uvedena je metoda fluorescentne in situ hib-
ridizacije (Fish) u rutinsku citogenetsku praksu. Fish metoda predstavlja spo-
nu izmedju citogenetike i molekularne genetike, i omoguduje identifikaciju
specifiénih segmenata DNA pomodu fluorokromom obiljezenih DNA probi.
U tu se svrhu koriste lokus specifiéne probe, biblioteke kromosoma, ce-
ntromeri¢ne probe te probe kojima se specificno obiljezavaju telomere.
Metoda je naisla na $iroku primjenu u ispitivanju konstitucijskih aberacija
kariotipa kao &to su numeri¢ke aberacije, razli¢iti strukturni poremedaji i
mikrodelecije. Pored ispitivanja metafaznih kromosoma Fish metoda omo-
guduje ispitivanje genoma interfaznih stanica.

U nekim slucajevima analiza interfaznih stanica korisno upotpunjuje
nalaze klasi¢ne citogenetike. Od posebnog je interesa primjena Fish meto-
de u onkologiji i ispitivanju stedenih kromosomskih aberacija tumorskih
stanica. Fish metoda uz primjenu odgovarajuéih DNA probi omoguduje otkri-
vanje specifinih kromosomskih aberacija te su takva ispitivanja od prak-
titne koristi u postavlijanju dijagnoze ili stadija tumorske bolesti.
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U ovom radu je izvrieno ispitivanje konstitucijskih i stedenih abe-
racija kariotipa metodama klasi¢ne i molekularne citogenetike (¥Fish). Cilj
rada je da se na selekcioniranoj skupini bolesnika procijene moguénosti
pojedinih metoda obrade u otkrivanju i identifikaciji kromosomskih aberacija.

Ispitna skupina se sastoji od 6 bolesnika primljenih na obradu pod
sumnjom na mikrodelecijski sindrom (DiGeorgeov sindrom), 11 bolesnika
primljenih na obradu pod sumnjom na konstitucijske numeridke 1 struktu-
rne aberacije kromosoma te dvoje djece s neuroblastomom. Kori§tene su me-
tode klasi¢ne i molekularne citogenetike dok je za analizu upotrijebljena
sofisticirana oprema za prihvat, pohranu, obradu slike uz program za auto-
matsku kariotipizaciju.

Svaka od spomenutih metoda ispitivanja ima svojih prednosti i ne-
dostataka. Pojedine metode ispitivanja kromosomskih poremedaja se medu-
sobno ne iskljuéuju ve¢ je u mmnogim sludajevima neophodna primjena
razli¢itih metoda, a kako bi se identificirao poremedaj, ustanovio mehanizam
nastanka te procijenio opseg genetickog debalansa.
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