
ОРИГIНАЛЬНЕ ДОСЛIДЖЕННЯ

61Український журнал клiнiчної та лабораторної медицини • 2013, том 8, №4

© Український журнал клiнiчної та лабораторної медицини, 2013
УДК 616 — 006.487 — 053.2 — 092

Вплив статусу плоїдностi ДНК пухлини  
на перебiг захворювання у дiтей з нейробластомою

Н.М.Храновська, О.В.Скачкова, Н.М.Свергун, Н.В.Iонкiна,  
М.В.Iномiстова, С.В.Павлик, Е.В.Шайда, Г.I.Климнюк

Нацiональний iнститут раку  
Київ, Україна

У роботi було дослiджено генетичнi влас-
тивостi пухлини у 30 дiтей iз нейроблас-

томою. Наявнiсть амплiфiкацiї гена MYCN в 
пухлинi встановлено у 30% хворих, яких було 
вiднесено до групи високого ризику. Ане-
уплоїдний варiант пухлини за вмiстом ДНК 
встановлено у 27% випадкiв. Бiльшiсть ане-
уплоїдних пухлин були негативними за стату-
сом гена MYCN. Анеуплоїдний статус за вмiс-
том ДНК при вiдсутностi амплiфiкацiї гена 
MYCN свiдчить про чутливiсть пухлини до лi-
кування та сприятливий перебiг захворюван-
ня незалежно вiд стадiї та вiку хворого на ней-
робластому. У 67% хворих iз нейробластомою 
старших 18 мiсяцiв та у 25% хворих молодших 
18 мiсяцiв з диплоїдним варiантом пухлини 
та вiдсутнiстю амплiфiкацiї гена MYCN спос-
терiгалася недостатня вiдповiдь на лiкування 
та несприятливий перебiг захворювання. Ста-
тус плоїдностi ДНК пухлини при нейроблас-
томi може слугувати додатковим критерiєм 
при прогнозуваннi перебiгу захворювання та 
стратифiкацiї хворих iз нейробластомою за 
групами ризику. 
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Вступ 
Нейробластома (НБ) складає 7-11% вiд за-

гальної кiлькостi злоякiсних новоутворень у дi-
тей, займаючи четверте мiсце у структурi он-
кологiчної захворюваностi дiтей пiсля гострих 
лейкозiв, пухлин центральної нервової системи 

та злоякiсних лiмфом. 90% хворих — новона-
родженi та дiти вiком до 6 рокiв [1, 2, 7, 9]. 

НБ характеризується клiнiчною гетеро-
геннiстю — вiд локалiзованих пухлин, що 
здатнi до спонтанної регресiї, до поширених 
форм та раннього гематогенного метастазу-
вання. Висока клiнiчна гетерогеннiсть вiдоб-
ражає складнiсть геномних аномалiй, що є 
характерними для цiєї пухлини. НБ з агре-
сивним перебiгом характеризуються множин-
ними сегментними аберацiями хромосом та 
амплiфiкацiями окремих генiв, зокрема гена 
MYCN [4, 5, 8]. 

У 2005 р. була запропонована система мiж-
народної класифiкацiї НБ за групами ризику — 
International Neuroblastoma Risk Group Staging 
System (INRGSS) [3, 10]. У цю систему, крiм 
вiку хворого, деяких клiнiчних та морфологiч-
них факторiв, включена i генетична характе-
ристика — амплiфiкацiя гена MYCN. Амплiфi-
кацiя гена MYCN є одним з головних маркерiв 
поганого прогнозу i визначає групу високого 
ризику [1, 2]. Однак важливо пiдкреслити, що в 
бiльшостi метастатичних НБ амплiфiкацiя гена 
MYCN не виявляється. Таким чином, визна-
чення тiльки амплiфiкацiї гена MYCN є недо-
статнiм для точного встановлення прогнозу та 
групи ризику. Разом з тим саме з бiльш точним 
визначенням груп ризику пацiєнтiв на молеку-
лярнiй основi пов’язують подальший прогрес у 
лiкуваннi хворих iз цiєю пухлиною. 

Оскiльки НБ характеризуються наявнiстю 
багатьох генетичних та хромосомних аномалiй, 
пошук нових молекулярно-генетичних та цито-
генетичних маркерiв або їх комплексу, що здат-
нi охарактеризувати бiологiчну та прогнозува-
ти клiнiчну поведiнку пухлини, є актуальним.

Метою дослiдження було вивчити вплив 
статусу плоїдностi ДНК пухлини на клiнiчний 
перебiг пухлини у дiтей з нейробластомою. 
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Матерiали та методи 
дослiдження 

У дослiдженнi було використано бiологiч-
ний матерiал 30 хворих з встановленим дiагно-
зом НБ II-IV стадiї вiком вiд 6 мiсяцiв до 12 
рокiв, що знаходилися на стацiонарному лiку-
ваннi в дитячому вiддiленнi Нацiонального iн-
ституту раку.

Дослiдження амплiфiкацiї гена MYCN у 
бiопсiйному матерiалi або парафiнiзованiй пух-
линнiй тканинi проводили за допомогою ме-
тоду полiмеразно-ланцюгової реакцiї (PCR) з 
детекцiєю результатiв у реальному часi з вико-
ристанням TaqMan-зондiв або методом флуо-
ресцентної in situ гiбридизацiї (FISH), викорис-
товуючи двокольоровi специфiчнi зонди LSI 
N-myc Spectrum Green/Spectrum Orange DNA 
probe (Abbott Molecular, США). Результат вва-
жали позитивним у випадку наявностi не мен-
ше 10 копiй гена в клiтинах. 

Вмiст ДНК в пухлинних клiтинах визнача-
ли за допомогою методу проточної цитометрiї 
пiсля фарбування флюорохромом РI [11]. 

Для оцiнки вмiсту ДНК гiстограми розподiлу 
обробляли за допомогою спецiалiзованої матема-
тичної програми Mod Fit LT 2.0 (BDIS, США). 

Усi проточноцитометричнi дослiдження ви-
конувалися на приладi FACS Сalibur («Becton 
Dickinson», США) з використанням програми 
CellQuest-PRO для комп’ютерiв Макiнтош для 
придбання та аналiзу даних. Для вимiру флуо-

ресценцiї РI використовували вузькополосний 
фiльтр 585/42 нм.

Результати дослiдження  
та їх обговорення 

У хворих на НБ амплiфiкацiя гена MYCN в 
пухлинних клiтинах асоцiюється зi швидкою 
прогресiєю пухлини, резистентнiстю до лiку-
вання та поганим прогнозом незалежно вiд вiку 
хворого та стадiї захворювання. Амплiфiкацiя 
може досягати 50-400 копiй гена на клiтину з 
вiдповiдним високим рiвнем його експресiї. В 
асоцiацiї з амплiфiкацiєю гена MYCN часто ви-
являються амплiфiкацiї деяких iнших генiв, та-
ких як DDX1, NAG та ALK [1, 7, 9]. У резуль-
татi наших дослiджень було встановлено, що 
амплiфiкацiя гена MYCN зустрiчається у 30% 
випадкiв (9/30) НБ. Цi хворi були вiднесенi до 
групи високого ризику й отримували лiкуван-
ня за вiдповiдними протоколами. 

Хоча статус гена MYCN є центральним стра-
тифiкацiйним бiологiчним маркером для визна-
чення групи ризику, важливо наголосити, що в 
бiльшостi НБ з несприятливим перебiгом амп-
лiфiкацiя цього гена не виявляється. Оскiльки 
найбiльш складною для визначення групи ризи-
ку є група хворих iз НБ з вiдсутнiстю амплiфiка-
цiї гена MYCN в пухлинi, подальшi нашi дослiд-
ження були зосередженi на вивченнi бiологiчних 
особливостей пухлини та клiнiчного перебiгу за-
хворювання у хворих саме цiєї групи.

Рис. 1. Розподiл хворих iз нейробластомою за генетичними властивостями пухлини. 

Примiтка: MYCN+ — виявлено амплiфiкацiю гена MYCN в пухлинi; MYCN- — не виявлено амплiфiкацiю гена MYCN в пухлинi;  
<18 мiс. — хворi молодше 18 мiсяцiв; >18 мiс. — хворi старше 18 мiсяцiв.
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Iнформативним для визначення бiологiч-
ної та клiнiчної поведiнки новоутворення може 
бути вмiст ДНК в ядрах пухлинних клiтин, 
особливо при використаннi проточної цитомет-
рiї, оскiльки вона дає можливiсть при аналiзi 
дуже великої кiлькостi клiтин виявити ступiнь 
анеуплоїдiї, що є важливою характеристикою 
геному [6].

Вважається, що гiперплоїднi НБ без струк-
турних змiн хромосом легше пiддаються лi-
куванню та характеризуються бiльш сприят-
ливим перебiгом, нiж диплоїднi. За даними 
деяких авторiв, анеуплоїдний статус пухлини 
є незалежним фактором прогнозу у дiтей вi-
ком вiд 12 до 18 мiс. Оцiнка даних проточно-
цитометричного аналiзу гiстограм розподiлу 
ядерної ДНК клiтин пухлини у хворих на НБ 
показала, що пухлини з диплоїдним варiантом 
ДНК складають 73% вiд усiх дослiджених ви-
падкiв (рис. 1), анеуплоїднi вiдповiдно — 27%. 
У нашому дослiдженнi 7 iз 8 хворих з анеуп-
лоїдними пухлинами мали негативний статус 
гена MYCN. Цi пухлини, незалежно вiд наяв-
ностi iнших прогностичних факторiв, таких як 
стадiя та вiк хворих, були чутливими до лiку-
вання. Хворi знаходяться пiд спостереженням 
без ознак хвороби протягом 30 мiсяцiв. 

Серед пухлин з негативним статусом гена 
MYCN 64% (14 з 22 хворих) пухлин були дип-
лоїдними за варiантом вмiсту ДНК. 6 хворих з 
такими пухлинами були старшi 18 мiсяцiв, що є 
додатковим фактором несприятливого перебiгу 
захворювання. У 3 з 6 хворих старше 18 мiсяцiв 
розвинулися раннi рецидиви, в одного хворо-
го спостерiгалася первинна резистентнiсть до 
хiмiотерапевтичного лiкування, що обумовило 
змiну протоколу лiкування. З 8 хворих молод-
ше 18 мiсяцiв один помер унаслiдок прогресiї 
захворювання та в одного хворого розвинувся 
рецидив захворювання протягом року пiсля по-
чатку лiкування. 

Виходячи iз цього, можна зробити висновок, 
що у 67% хворих iз НБ старше 18 мiсяцiв та у 
25% хворих молодше 18 мiсяцiв з диплоїдним 
варiантом ДНК пухлини та вiдсутнiстю амп-
лiфiкацiї гена MYCN спостерiгалася недостат-
ня вiдповiдь на лiкування та несприятливий 
перебiг захворювання.

Таким чином, статус плоїдностi ДНК пух-
лини при НБ може слугувати додатковим 
критерiєм при прогнозуваннi перебiгу захво-
рювання та стратифiкацiї хворих за групами 
ризику. 

Висновки
1. Амплiфiкацiя гена MYCN в пухлинi зус-

трiчається у 30% хворих iз нейробластомою, 
яких вiдносять до групи високого ризику.

2. Анеуплоїдний статус за вмiстом ДНК при 
вiдсутностi амплiфiкацiї гена MYCN свiдчить 
про чутливiсть пухлини до лiкування та спри-
ятливий перебiг захворювання незалежно вiд 
стадiї захворювання та вiку хворого iз нейроб-
ластомою. 

3. Диплоїдний вмiст ДНК в пухлинних 
клiтинах може розглядатися як додатко-
вий фактор несприятливого перебiгу захво-
рювання у хворих iз нейробластомою стар-
ше 18 мiсяцiв з вiдсутнiстю амплiфiкацiї гена 
MYCN в пухлинi.
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В работе были исследованы генетические свойс-
тва опухоли у 30 детей с нейробластомой. Наличие 
амплификации гена MYCN в опухоли установлено 
у 30% больных, которые были отнесены к группе 
высокого риска. Анеуплоидный вариант опухоли по 
содержанию ДНК установлен в 27% случаев. Боль-
шинство анеуплоидных опухолей были отрица-
тельными по статусу гена MYCN. Анеуплоидный 
статус по содержанию ДНК при отсутствии ам-
плификации гена MYCN свидетельствует о чувс-
твительности опухоли к лечению и благоприятном 
течении заболевания независимо от стадии и воз-
раста больного с нейробластомой. У 67% больных с 
нейробластомой старше 18 месяцев и у 25% боль-
ных моложе 18 месяцев с диплоидным вариантом 
опухоли и отсутствием амплификации гена MYCN 
наблюдался недостаточный ответ на лечение и не-

благоприятное течение заболевания. Статус пло-
идности ДНК опухоли при нейробластоме может 
служить дополнительным критерием при прогно-
зировании течения заболевания и стратификации 
больных с нейробластомой по группам риска.

N.M.Khranovska, O.V.Skachkova, N.M.Sver
gun, N.V.Ionkina, M.V.Inomistova, S.V.Pavlyk, 
E.V.Shaida, G.I.Klymnyuk. Influence of tumor 
DNA ploidy status on the disease outcome in chil-
dren with neuroblastoma. Kyiv, Ukraine.

Key words: neuroblastoma, MYCN gene amplifi-
cation, tumor cells DNA ploidy, disease outcome.

The genetic properties of the tumor in 30 children 
with neuroblastoma were investigated. The presence 
of MYCN gene amplification in tumors in 30% of pa-
tients was found, these patients were attributed to the 
high-risk group. Aneuploid tumor DNA content was set 
in 27% cases. Most of the aneuploid tumors were neg-
ative on MYCN gene status. Aneuploid DNA content 
and absence of MYCN gene amplification indicate 
the sensitivity of the tumor to treatment and a favor-
able course of the disease, regardless of the patient’s 
age and disease stage. In 67% of patients with neuro-
blastoma older than 18 months and in 25% of patients 
younger than 18 months with the diploid tumors and 
the absence of MYCN gene amplification lack of re-
sponse to treatment and an unfavorable course of the 
disease were observed. DNA ploidy status in neuro-
blastoma may serve as an additional criterion for pre-
dicting the disease outcome and the stratification of 
patients with neuroblastoma by risk groups.
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