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Метастатическое поражение костного 
мозга (кМ) клетками нейробластомы, вы-
являемое морфологическими методами, 
ухудшает прогноз заболевания. Для обна-
ружения малого количества опухолевых 
клеток в кМ предложены различные мо-
лекулярно-генетические методики, имму-
ноцитохимия и проточная цитометрия, 
которые обладают высокой чувствительно-
стью. при этом прогностическое значение 
инфильтрации кМ опухолевыми клетками 
на субмикроскопическом уровне остается 
невыясненным. В настоящей работе в ка-
честве маркера поражения кМ клетками 
нейробластомы была выбрана экспрессия 
генов PHOX2B и/или TH. оценка произ-
водилась в 411 образцах кМ 75 больных 
нейробластомой (263 были получены при 
первичной диагностике, 80  — в процес-
се лечения и в 68 образцах кМ  — перед 
процедурой афереза аутологичных гемопо-
этических стволовых клеток (Агск)). Для 
определения прогностической значимости 
выявления экспрессии генов PHOX2B и/
или TH в кМ рассчитывались показатели 
пятилетней (в ряде случаев четырехлет-
ней) общей (оВ), бессобытийной (БсВ) вы-
живаемости и выживаемости без прогрес-
сии опухоли (ВБп).

24 пациента (32,0%) на момент первич-
ной диагностики нейробластомы имели экс-
прессию генов PHOX2B и/или TH в кМ. при 
этом БсВ составила 0,49±0,12, оВ – 0,57±0,12, 
ВБп – 0,54±0,12, что достоверно отличалось в 
худшую сторону от случаев с отсутствием экс-
прессии. В случае наличия экспрессии опу-
холь-ассоциированных генов в кМ тенденция 
к снижению выживаемости была зафиксиро-
вана и после окончания индукционной хими-
отерапии, а также перед проведением афереза 
Агск. 
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метастазирование нейробластомы – одной 
из наиболее распространенных опухолей дет-
ского возраста, происходит путем гематоген-
ной и лимфогенной диссеминации опухолевых 
клеток в лимфатические узлы, костный мозг 
(Км), кости скелета, печень, кожу, головной 
мозг. При этом наличие диссеминированной 
опухоли значительно ухудшает прогноз забо-
левания [9,12]. Км является одним из наи-
более доступных для исследования объектов 
отдаленного метастазирования нейробласто-
мы. В настоящее время для выявления по-
ражения Км наиболее широко применяется 
цитологическое и гистологическое исследо-
вание аспиратов и трепанобиоптатов Км. В 
рутинной практике чувствительность методов, 
основанных на микроскопии, редко превышает 
1×10-2 [3,7]. Поэтому во многих случаях необ-
ходимо использование более чувствительных 
технологий, таких как иммуноцитологическое 
исследование препаратов Км, проточная ци-
тометрия, различные варианты полимеразной 
цепной реакции (ПЦр). аналитическая чув-
ствительность при применении данных ме-
тодик достигает 1×10-4-1×10-5 [6,7]. исполь-
зование высокочувствительных методов для 
диагностики поражения Км при нейробла-
стоме позволяет выявить опухолевые клетки 
в чрезвычайно низких количествах, однако, 
клиническая значимость подобного методиче-
ского усовершенствования остается предметом 
дискуссий [6,13,15].

одним из вариантов выявления поражения 
Км с помощью ПЦр является обнаружение 
транскриптов генов, специфичных для клеток 
нейроэктодермальной природы [4,6,15]. ранее 
нами было показано, что определение экспрес-
сии генов PHOX2B и TH обладает оптималь-
ными показателями критериев диагностической 
информативности, а общая диагностическая 
эффективность теста достигала 0,985 [1]. Цель 
настоящего исследования – оценить прогности-
ческое значение инициального поражения Км 
и наличия минимальной остаточной болезни 
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(моБ) у пациентов с нейробластомой, выявля-
емых на основании экспрессии опухоль-ассоци-
ированных генов.

Материал и методика

исследование проводилось в отделе детской онкологии 
и гематологии областной детской клинической больницы 
№1 (г. екатеринбург) в период с сентября 2005 по фев-
раль 2013 года. В исследование включено 75 пациентов 
с морфологически верифицированным диагнозом, включая 
63 случая нейробластомы, 7  — ганглионейробластомы и 
5  — ганглионевромы. медиана возраста – 11,2 месяца (ди-
апазон 1 неделя – 15 лет). У 34,7% (26 пациентов) была 
выявлена I стадия заболевания, у 5,3% (4) – II стадия, у 
22,7% (17) – III стадия, у 26,7% (20) – IV стадия, 10,6% (8) 
– стадия IVS. амплификация гена MYCN была выявлена у 
14 больных. Все пациенты получали риск-адаптированную 
терапию по протоколу NB2004. анализ экспрессии генов 
PHOX2B и TH в 411 образцах Км осуществлялся с по-
мощью ПЦр в режиме реального времени по методике, 
описанной ранее [1]. Выявляемая экспрессия гена PHOX2B 
и/или экспрессия гена TH, превосходящая пороговый уро-
вень, была принята в качестве критерия наличия пораже-
ния Км на момент первичной диагностики нейробластомы, 
а также персистенции опухолевых клеток в процессе тера-
пии (наличия моБ). обнаружение экспрессии генов, как 
минимум в одном образце Км позволяло относить данного 
пациента в группу больных, с инфильтрацией Км клетка-
ми нейробластомы.

определение прогностической значимости выявления 
поражения Км и наличия моБ с помощью молекулярных 
маркеров основывалось на анализе показателей 5-летней 
(в некоторых группах 4-летней) общей (оВ), бессобытий-
ной (БСВ) выживаемости и выживаемости без прогрессии 
или рецидива опухоли (ВБП). Для оценки прогностической 
значимости поражения Км анализировались образцы, по-
лученные на момент первичной диагностики опухоли 
(n=263). В случае если образцы, полученные при первич-
ной диагностике, отсутствовали, а в образцах, полученных 
в процессе лечения, выявлялась экспрессия PHOX2B и/или 
TH, то пациент расценивался как имеющий поражение Км. 
если образцы, полученные в процессе лечения, были не-
гативны, пациент исключался из исследования. Для оценки 
прогностической значимости наличия моБ анализирова-
лись образцы Км, полученные в процессе (после каждо-
го четного блока химиотерапии, n=80) и после окончания 
индукционной терапии (6 блоков химиотерапии, n=56), 
а также перед аферезом аутологичных гемопоэтических 
стволовых клеток (аГСК) (n=68) у пациентов, имеющих 
поражение Км при первичной диагностике. Кроме того, 

были исследованы лейкаферезные продукты (n=17) после 
процедуры заготовки аГСК. В 13 из 17 случаев проводи-
лась CD34+ иммуномагнитная селекция.

Выживаемость пациентов оценивалась по кривым Ка-
плана-майера, для сравнения кривых использовался не-
параметрический критерий log-rank. медиана времени на-
блюдения составила 2,05 года (диапазон от 0,12 до 13,06 
лет). Статистическая обработка данных проводилась с ис-
пользованием программы «STATISTICA 8.0».

результаты и обсуждение

Среди 75 пациентов, включенных в исследо-
вание прогностической значимости поражения 
Км, у 24 (32,0%) на момент первичной диагно-
стики опухоли была зафиксирована экспрессия 
генов PHOX2B и/или TH. из них в одном слу-
чае была выявлена экспрессия только PHOX2B, 
тогда как в остальных экспрессировались оба 
гена. При этом, у 23 пациентов морфологиче-
ским вариантом опухоли являлась нейробласто-
ма, у 1 – ганглионейробластома. 12 больных 
были младше 12 мес. распределение по стадиям 
было следующим: стадия I – 2 пациента, стадия 
III – 3, стадия IV – 15, стадия IVS – 4 больных. 
наличие поражения Км, выявленное на основа-
нии экспрессии генов PHOX2B и TH, показало 
прогностическую значимость в отношении БСВ, 
оВ и ВБП пациентов. В том случае, если хотя 
бы в одном образце Км, полученном на момент 
первичной диагностики нейробластомы, опре-
делялась экспрессия генов PHOX2B и/или TH, 
БСВ составила 0,49±0,12, оВ – 0,57±0,12, ВБП 
– 0,54±0,12. При отсутствии экспрессии эти по-
казатели были выше – 0,75±0,07, 0,80±0,07 и 
0,77±0,07, соответственно, p=0,014, p=0,029 и 
p=0,033 (рис. 1).

негативное прогностическое значение выяв-
ления экспрессии генов PHOX2B и TH в Км 
при первичной диагностике нейробластомы сох-
раняется в группах пациентов с нормальным 
количеством копий гена MYCN и в возрасте 
младше 12 мес. В первом случае при наличии 
экспрессии опухоль-ассоциированных генов по-

Рисунок 1. БСВ (А), ОВ (Б) и ВБП (В) пациентов с наличием экспрессии генов PHOX2B и/или TH в КМ на момент 
первичной диагностики (штриховая кривая) и при отсутствии экспрессии данных генов (сплошная кривая)

Примечание: расшифровку сокращений см. в тексте 
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казатели БСВ, оВ и ВБП составили 0,50±0,14, 
0,62±0,14 и 0,57±0,15, а при отсутствии пораже-
ния Км, выявленного молекулярным методом, – 
0,83±0,07, 0,89±0,06 и 0,83±0,07 соответственно, 
p=0,011, p=0,027 и p=0,076 (рис. 2). Во втором 
случае при выявлении экспрессии PHOX2B и/
или TH в Км БСВ составляла 0,58±0,17, оВ – 
0,66±0,17, ВБП – 0,63±0,18; если же экспрессия 
анализируемых генов выявлялась, все показате-
ли выживаемости составили 0,93±0,07, p=0,014, 
p=0,069 и p=0,044 (рис.3).

из 24 пациентов, у которых на момент пер-
вичной диагностики нейробластомы в Км была 
выявлена экспрессия генов PHOX2B и/или TH, 
у 13 она сохранялась в процессе лечения (по-

сле 2-го, 4-го или 6-го блока химиотерапии), а 
у 6  — после окончания индукционной терапии 
(после 6-го блока). У 4 больных не было взято 
образцов Км в процессе лечения, поскольку они 
не подходили под критерии группы высокого 
риска протокола NB2004 и не получали соот-
ветствующей терапии. Данные о наличии моБ 
после индукционной химиотерапии 6 пациентов 
также отсутствовали. Указанные пациенты не 
вошли в исследование прогностической значи-
мости выявления остаточных опухолевых клеток 
в процессе лечения.

При анализе прогностической значимости 
выявления экспрессии генов PHOX2B и TH в 
ходе терапии не было показано его влияния на 

Рисунок 2. БСВ (А), ОВ (Б) и ВБП (В) больных нейробластомой без амплификации гена MYCN с наличием экспрессии генов PHOX2B 
и/или TH в КМ на момент первичной диагностики (штриховая кривая) и при отсутствии экспрессии данных генов (сплошная кривая)

Рисунок 3. БСВ (А), ОВ (Б) и ВБП (В) больных нейробластомой в возрасте младше 12 месяцев с наличием экспрессии генов PHOX2B 
и/или TH в КМ на момент первичной диагностики (штриховая кривая) и при отсутствии экспрессии данных генов (сплошная кривая)

Рисунок 4. ОВ пациентов с наличием экспрессии генов PHOX2B и/или TH в КМ в процессе лечения (А) и ОВ (Б) и ВБП (В) больных с 
наличием экспрессии генов PHOX2B и/или TH в КМ после окончания индукционной химиотерапии (штриховая кривая) и при отсут-

ствии экспрессии исследованных генов (сплошная кривая)
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БСВ пациентов. БСВ составила 0,37±0,15 при 
наличии экспрессии и 0,43±0,22 при ее отсут-
ствии, p=0,386. В то же время, была выявле-
на тенденция к снижению оВ при выявлении 
мрнК генов PHOX2B и TH в Км в процессе 
лечения – 0,37±0,15 по сравнению с 0,80±0,18 
при отсутствии экспрессии, p=0,122 (рис. 4 а).

анализ экспрессии генов PHOX2B и TH в Км 
после окончания индукционной химиотерапии 
выявил связь с тенденцией к снижению оВ и 
ВБП. При наличии экспрессии генов оВ соста-
вила 0,22±0,19, при ее отсутствии – 0,70±0,18, 
p=0,121 (рис. 4 Б), ВБП достигла 0,22±0,19 и 
0,43±0,22, соответственно, p=0,130 (рисунок 4, 
В.). Выявление мрнК опухоль-ассоциирован-
ных генов в Км после индукционной терапии 
в связи с БСВ продемонстрировало 0,22±0,19 и 
0,38±0,20, p=0,206.

Экспрессия генов PHOX2B и TH исследова-
лась также в 17 образцах аГСК для оценки воз-
можности выявления их контаминации опухоле-
выми клетками. При этом экспрессия не была 
выявлена ни в одном случае, в том числе, при 
наличии экспрессии PHOX2B и TH в Км перед 
проведением процедуры лейкафереза (3 пациен-
та) и при отсутствии CD34+ селекции (4 паци-
ента) (рис. 5). Вместе с этим, выявление экс-
прессии PHOX2B и TH в Км перед проведением 
лейкафереза оказалось связанным с негативны-
ми последствиями в отношении как БСВ, так и 
оВ, которые в этом случае свидетельствовали о 

гибели всех пациентов. При отсутствии экспрес-
сии исследованных генов показатели БСВ и оВ 
достигли 0,59±0,14 и 0,75±0,13, соответственно, 
p=0,021 и p=0,016 (рис. 6 а,Б).

В начале настоящей статьи отмечалось, что 
при оценке диагностической эффективности 
молекулярных маркеров поражения Км было 
выявлено, что определение экспрессии генов 
PHOX2B и TH обладает наиболее высокими по-
казателями, а в случае сочетания при диагно-
стической панели позволяет выявлять пораже-
ние Км в случаях сниженной экспрессии даже 
одного из них [1]. Это и послужило причиной 
выбора обоих маркеров для оценки поражения 
Км. 

В различных исследованиях было показано, 
что наличие метастазов нейробластомы в Км, 
выявляемое на момент инициальной диагности-
ки, имеет негативное прогностическое значение 
[8,14]. Существенно, что количество опухоле-
вых клеток, инфильтрирующих Км, значения не 
имеет, важен лишь факт наличия диссеминиро-
ванной опухоли, выявляемой на субмикроскопи-
ческом уровне [16]. В настоящем исследовании 
были получены результаты, свидетельствующие 
о снижении показателей БСВ, оВ и ВБП при на-
личии поражения Км, выявленного на основа-
нии экспрессии опухоль-ассоциированных генов 
PHOX2B и TH. Эта зависимость сохранялась в 
группе больных с нормальным количеством ко-
пий гена MYCN и среди пациентов в возрасте 

Рисунок 5. Ретроспективная оценка экспрессии генов PHOX2B и TH в препаратах АГСК и в образцах КМ перед проведением 
процедуры лейкафереза
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младше 12 мес., имеющих более благоприятный 
прогноз. тем не менее, значение поражения Км 
у пациентов с локализованной нейробластомой 
остается неясным. Среди пациентов с выявлен-
ной экспрессией генов PHOX2B и TH в Км двое 
имели стадию I, трое – стадию III. оба боль-
ных с I стадией и один с III попали в группу 
наблюдения и не получали химиотерапию. не-
благоприятных событий у них зафиксировано 
не было (время наблюдения составило 11, 43 и 
7 месяцев, соответственно). Двое пациентов со 
стадией III имели амплификацию гена MYCN и 
были включены в группу высокого риска. один 
из них не ответил на индукционную терапию, 
второй получил трансплантацию аГСК и сейчас 
находится в полной продолжающейся ремиссии 
(25 мес.).

ранее в ряде исследований было показано, 
что отсутствие моБ, или санация Км от опу-
холевых клеток, на момент окончания индукци-
онной химиотерапии связана с благоприятным 
прогнозом [10,12,16]. В настоящей работе па-
циенты, сохраняющие экспрессию опухоль-ассо-
циированных генов в Км в процессе терапии, 
имели тенденцию к снижению оВ, однако раз-
личия не достигали статистической значимости. 
В группе больных, сохраняющих моБ после 
проведения индукционной химиотерапии, оВ и 
ВБП имели более низкие значения, но и здесь 
различия не достигли уровня статистической до-
стоверности. В то же время, наличие экспрессии 
генов PHOX2B и/или TH в Км перед проведени-
ем процедуры лейкафереза значимо коррелиро-
вало со снижением показателей выживаемости 
пациентов после проведения высокодозной хи-
миотерапии и трансплантации аГСК.

Большинство исследователей сходятся во 
мнении, что перенос опухолевых клеток при 
проведении трансплантации аГСК сопряжен с 
увеличением риска развития рецидива опухо-
ли. Высокочувствительные методы обнаруже-

ния остаточных опухолевых клеток позволяют 
выявить контаминацию препарата аГСК клет-
ками нейробластомы и избежать их реинфузии 
[2,5,12]. С этой целью было предложено приме-
нять выявление транскрипта гена TH [2,5] или 
GD2-позитивных клеток методом иммуноцито-
логии [11]. В настоящем исследовании экспрес-
сия генов PHOX2B и TH в препаратах аГСК не 
была выявлена даже при наличии транскриптов 
в Км перед аферезом аГСК и при отсутствии 
CD34+ селекции, а также при сочетании двух 
этих факторов у одного пациента.

Выводы

1. обнаружение экспрессии генов PHOX2B и/
или TH в Км при первичной диагностике ней-
робластомы сочетается со снижением показате-
лей выживаемости пациентов.

2. негативное прогностическое значение экс-
прессии PHOX2B и TH в Км на момент ини-
циальной диагностики сохраняется в группах 
пациентов без амплификации гена MYCN и в 
возрасте младше 12 мес.

3. наличие экспрессии генов PHOX2B и TH в 
Км перед проведением афереза аГСК связано с 
увеличением частоты посттрансплантационных 
рецидивов опухоли, несмотря на отсутствие экс-
прессии в аутотрансплантатах.
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Bone marrow (BM) involvement in neuroblastoma patients 
is commonly detected by cytomorphology and associated with 
poor outcome. Molecular techniques, flow cytometry and im-
munocytochemistry were offered to detect low number of tu-
mor cells in BM due to high value of analytical sensitivity, 
while prognostic significance of results, obtained with these 
methods is unclear. PHOX2B and/or TH genes expression was 
selected as molecular marker of BM involvement. It was de-
termined in 411 BM samples obtained from 75 neuroblastoma 
patients. 263 BM samples were taken at the time of primary 
diagnosis, 80 during treatment and 68 before autologous stem 
cells (ASC) apheresis. Prognostic significance of BM involve-
ment was defined using 5-year (in some groups 4-year) over-
all (OS), event free (EFS) and progression free (PFS) sur-
vival. 24 patients (32.0%) were positive for PHOX2B and/or 
TH expression in the BM at the time of primary diagnosis. 
They had decreased survival rates: EFS achieved 0.49±0.12, 
OS – 0.57±0.12, PFS – 0.54±0.12, comparing with 0.75±0.07, 
0.80±0.07 and 0.77±0.07, respectively, in patients with nega-
tive BM, p=0.014, p=0.029 and p=0.033. The trend to de-
creased OS and PFS was detected in case of minimal residual 
disease presence at the end of the induction chemotherapy (OS 
and PFS both are 0.22±0.19 vs. 0.70±0.18 and 0.43±0.22, cor-
respondingly, p=0.121, p=0.130). Detection of PHOX2B and/or 
TH genes expression in the BM before ASC harvesting led to 
significant decreasing of EFS and OS (0.00 vs. 0.59±0.14 and 
0.75±0.13, respectively, p=0.021 and p=0.016).
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