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Нейробластома (НБ) – редкая злокачественная опухоль, которая характеризуется крайне вариабельным биологическим 

поведением, включающим спонтанную и индуцированную регрессию, созревание и прогрессию. Для оценки прогноза и ответа на 

терапию при НБ используется определение ряда онкологических маркеров, таких как нейрон-специфическая енолаза, лактат-

дегидрогеназа, ферритин. Тем не менее разработанные до настоящего момента модели оценки прогноза не позволяют полно-

стью предсказать специфику течения заболевания. В связи с этим создание методов мониторинга статуса опухоли в режиме 

реального времени, основанное на анализе циркулирующих опухолевых биомаркеров, представляется чрезвычайно актуальным. 

Характерной особенностью НБ является экспрессия на поверхности опухолевых клеток различных ганглиозидов. В частно-

сти, до 30 % всех ганглиозидов достигает содержание дисиалоганглиозида GD2. При этом уровень экспрессии GD2 зависит 

от дифференцировки нейрогенных опухолей: наибольшие концентрации определяются на клетках НБ, наименьшие – на ган-

глионейробластоме и ганглионейроме. Феномен «шеддинга», так называемого смывания, GD2 с мембраны клеток НБ позволяет 

оценивать его концентрации в периферическом кровотоке. В статье рассмотрен эволюционный путь методологии детекции 

GD2 в сыворотке крови с акцентом на недавно пришедшую в медицинскую отрасль методику жидкостной хроматографии/

тандемной масс-спектрометрии, применение которой может стать отправной точкой в становлении GD2 как растворимого 

биомаркера опухолевого процесса, безусловно, являющегося мощным приложением в клинической практике, дающим надежду на 

улучшение диагностики, прогноза и стратегии риск-адаптированной терапии, основанных на четко определенных, измеримых 

детерминантах в соответствии с концепцией доказательной медицины.
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The role of GD2 as a diagnostic and prognostic tumor marker in neuroblastoma (literature review)
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Neuroblastoma (NB) is a rare malignant tumor characterized by highly variable biological behavior, including spontaneous and induced 

regression, maturation, and progression. To assess the prognosis and response to therapy in NB, the determination of a number of oncological 

markers is used, such as neuron-specific enolase, lactate dehydrogenase, ferritin. Nevertheless, the models for assessing the prognosis 

developed so far do not fully predict the specificity of the course of the disease. In this regard, the creation of methods for monitoring tumor 

status in real time, based on the analysis of circulating tumor biomarkers, seems to be extremely urgent. A characteristic feature of NB is the 

expression of various gangliosides on the surface of tumor cells. In particular, the content of disialoganglioside GD2 reaches up to 30 % of all 

gangliosides. At the same time, the level of GD2 expression depends on the differentiation of neurogenic tumors: the highest concentrations 

are determined on NB cells, the lowest – on ganglioneuroblastoma and ganglioneuroma. The phenomenon of “shedding”, the so-called 

flushing, of GD2 from the NB cell membrane made it possible to estimate its concentration in the peripheral bloodstream. The article discusses 

the evolutionary path of the methodology for detecting GD2 in blood serum, with an emphasis on the recently introduced liquid chromatography/

tandem mass spectrometry technique, which can be used as a starting point for the emergence of GD2 as a soluble biomarker of the tumor 

process, which is undoubtedly a powerful application in the clinical practice that offers hope for improved diagnosis, prognosis and risk-

adapted therapy strategies based on well-defined, measurable determinants in accordance with the concept of evidence-based medicine.
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Нейробластома (НБ) представляет собой злокаче-

ственную опухоль, развивающуюся из клеток-пред-

шественников симпатической нервной системы. НБ 

является самой частой экстракраниальной солидной 

опухолью у детей, которая характеризуется крайне 

вариабельным биологическим поведением, включа-

ющим спонтанную и индуцированную регрессию, 

созревание и прогрессию [1, 2].

Показатель заболеваемости НБ составляет 1,2 на 

100 тыс. населения в возрасте 0–18 лет, при этом пик 

заболеваемости приходится на детей первого года 

жизни. Около половины всех случаев – это локали-

зованные стадии НБ (1–3-я стадии), 11 % – 4S стадия 

и 38 % – 4-я. Средний возраст на момент постановки 

диагноза составил 10 месяцев для 1–3-й стадий и 32 

месяца – для метастатической формы [3].

Таким образом, частота выявления НБ среди 

пациентов с различными видами злокачественных 

опухолей у детей, ранний возраст презентации и осо-

бенности биологического поведения актуализируют 

необходимость ее всестороннего изучения и диктуют 

потребность в разработке и внедрении новых диагнос-

тических подходов.

Выраженные различия в течении заболевания 

в первую очередь определяются молекулярно-гене-

тическим профилем опухоли. Хорошо известными 

клиническими детерминантами, формирующими 

поведение НБ, являются возраст на момент поста-

новки диагноза, стадия заболевания, биологические 

и молекулярные характеристики [4].

К важнейшим биологическим детерминантам, 

определяющим гетерогенность течения НБ, на сегод-

няшний день относят: гистологический подтип опу-

холи, плоидность, амплификацию гена MYCN, абер-

рации короткого плеча 1-й хромосомы (1p) и делецию 

длинного плеча 11-й хромосомы (11q) [5–7].

Для оценки прогноза и ответа на терапию при 

НБ используется определение ряда онкологических 
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маркеров, таких как нейрон-специфическая енолаза, 

лактатдегидрогеназа, ферритин. Тем не менее раз-

работанные до настоящего момента модели оценки 

прогноза не позволяют полностью предсказать специ-

фику течения заболевания. В связи с этим создание 

методов мониторинга статуса опухоли в режиме 

реального времени, основанное на анализе цирку-

лирующих опухолевых биомаркеров, представляется 

чрезвычайно актуальным.

Характерной особенностью НБ является экспрес-

сия на поверхности опухолевых клеток различных 

ганглиозидов, в частности дисиалоганглиозида GD2 [8].

Стандартная номенклатура ганглиозидов кодиру-

ется тремя символами: G «ганглиозид», M, D, T, Q, 

P, H или S, характеризующий число (моно-, ди-, три- 

и т. д.) сиалогликозид соответственно, в зависимости 

от количества кислотных остатков сиаловой кислоты, 

заканчиваясь цифрами 1, 2 или 3, указывающими 

порядок миграции ганглиозидов при тонкослойной 

хроматографии [9, 10].

Уровень экспрессии GD2 зависит от дифференци-

ровки нейрогенных опухолей: наибольшие концен-

трации определяются на клетках НБ, наименьшие –

на ганглионейробластоме и ганглионейроме [8, 11]. 

Феномен «шеддинга», так называемого смывания, 

GD2 с мембраны клеток НБ позволяет оценивать его 

концентрации в периферическом кровотоке [8, 12]. 

При этом была продемонстрирована корреляция кон-

центраций GD2 в плазме крови пациентов и ответа на 

проводимую терапию [8].

GD2 представляет собой ганглиозид или гли-

косфинголипид, содержащий сиаловую кислоту, вхо-

дит в состав основных структур цитоплазматической 

мембраны нейрональных клеток [13]. GD2, кроме 

того, может экспрессироваться на поверхности ней-

робластов [8, 14], клеток ретинобластомы (РБ) [15], 

меланомы [16], рабдомиосаркомы (РМС), саркомы 

Юинга (СЮ), остеосаркомы, десмопластической 

мелкокруглоклеточной опухоли [17].

Молекулярная структура GD2 представлена ком-

плексом сфингозина и жирной кислоты (церами-

дом) [18, 19], представляющим внутримембранный 

липидный домен и внеклеточный гликановый домен. 

Наружная часть принимает участие в образовании 

цитоплазматического гликокаликса. Цепи жирных 

кислот могут различаться по длине, в результате чего 

образуются несколько липоформ GD2, среди которых 

можно обособить как минимум 2 структуроопре-

деляющих липоформы с длиной углеродной цепи 

18 и 20 жирных кислот (C18, C20) [20] (рисунок).

В норме предполагается, что физиологическая 

функция ганглиозидов заключается в обеспечении 

клеточного взаимодействия, адгезии, пролиферации 

и регулировании дифференцировки клеток [21].

Содержание GD2 на мембране клеток НБ особенно 

велико и может достигать 30 % всех ганглиозидов [8].

Уже в самых ранних работах была продемон-

стрирована экспрессия GD2 в образцах различных 

злокачественных новообразований (ЗНО) педиатри-

ческих пациентов. Для детекции GD2 использовали 

анти-GD2-специфическое мышиное моноклональ-

ное антитело 3A7. Было продемонстрировано, что 

экспрессия GD2 характерна для 100 % случаев НБ 

(n = 28) и наиболее распространена в опухолях с низ-

ким содержанием стромы. При дифференцировке 

НБ, богатых стромой, нейробластические кластеры, 

нейрофибриллы и большинство ганглиоподобных 

клеток были положительными, а строма шванновских 

клеток не экспрессировала GD2. В ганглионевромах 

только несколько ганглиоподобных клеток экспрес-

сировали GD2, тогда как все другие структуры были 

отрицательными [14].

Определение уровня GD2 может быть исполь-

зовано не только для диагностики, но и для оценки 

ответа на терапию с помощью высокоэффективной 

жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) [22].

На сегодняшний день гликановый домен GD2 

является мишенью для различного вида монокло-

нальных антител (динутуксимаб, динутуксимаб бета, 

накситамаб), для лечения НБ высокого риска и реци-

дивов [23, 24]. Несмотря на широкую изученность 

GD2-антигена и активное его использование в каче-

стве терапевтической мишени, продолжает нарастать 

число сообщений о патологической роли мембранных 

и циркулирующих ганглиозидов в формировании 

злокачественного фенотипа опухоли посредством 

модуляции адгезивности и инвазивности [25], а также 

передачи сигналов рецепторными тирозинкиназами 

[26, 27]. Одно из первых сообщений о патогенетиче-

ской роли GD2 было опубликовано в Journal of Clinical 

Investigation [28]. В данной работе гипотеза о потен-

циальной туморогенности ганглиозидов изучалась на 

модельных клеточных культурах спонтанной лимфо-

мы SL12: 12.1, 12.3 и 12.4, вариабельных в отношении 

экспрессии GD2. Туморогенность клонов коррели-

ровала с концентрацией мембранных ганглиозидов. 

Клон SL12.3, секретирующий в культуре 18 пмоль 

GD2 на 106 клеток за 24 ч, вызывал формирова-

ние опухоли у 50 % сингенных мышей в дозировке 

103 клеток на мышь при внутривенной инъекции. 

В то время как для достижения аналогичного коли-

чества 50 % животных-опухоленосителей в группе 

мышей, получавших внутривенные инъекции клона 

Схема строения GD2

Diagram of the structure of GD2
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SL12.4, секретирующего в культуре всего 0,2 пмоль 

GD2 на 106 клеток за 24 ч, требовалось вводить 106, 

или в 1000 раз больше опухолевых клеток. В случае 

если очищенные гликозиды высокотуморогенного 

клона SL12.3 вводили животным в смеси с клетками 

слаботуморогенного клона SL12.4, то частота развития 

опухолей увеличивалась до 83 %. Таким образом, стало 

очевидно, что «шеддинг»-ганглиозиды обладают высо-

кой эффективностью в индукции роста опухоли in vivo, 

кроме того, некоторые ганглиозиды также могут инги-

бировать биологическую активность цитокинов, таких 

как интерлейкин-2, и модулировать лимфопролифера-

тивные ответы посредством обратимого нецитотокси-

ческого ингибирования моноцитов [29, 30].

Таким образом, изучение роли GD2 как потенци-

ального диагностического, прогностического марке-

ра и мишени для таргетной терапии становилось все 

более актуальным.

Один из первых отчетов об идентификации GD2 

в сыворотке крови был опубликован в журнале Cancer 

Research в 1984 г. [12]. В исследовании приняли уча-

стие пациенты с активной НБ (n = 23) и ремиссией 

НБ (n = 6). В качестве контрольной группы исследова-

лись больные с другими педиатрическими опухолями 

(n = 23) и без опухолевого процесса (n = 16). Образцы 

сыворотки всех пациентов подвергались процессингу 

очистки, экстракции и фракционирования с последу-

ющим количественным анализом концентраций GD2 

методом конкурентного иммуноферментного анализа 

(ИФА) с использованием специфичных к GD2 анти-

тел MAb126. В 21/23 случае активной НБ концентра-

ции GD2 в сыворотке крови составляли более 26 нг/мл

и превышали медиану концентраций пациентов кон-

трольной группы (8,8 ± 5,8 нг/мл) и группы больных, 

находящихся в ремиссии (8,8 ± 6,8 нг/мл). Несмо-

тря на это в 2/23 наблюдениях активной НБ были 

зафиксированы значительно более низкие показате-

ли. Примечательно, что в 2/23 случаях у пациентов 

с другими ЗНО были зафиксированы повышенные 

концентрации GD2: у пациента с опухолью Вильмса 

(ОВ) (69 нг/мл) и остеогенной саркомой (33 нг/ мл), 

при этом в сыворотке, полученной от других больных 

с аналогичными заболеваниями, концентрации GD2 

находилась в пределах референсных значений. Тем 

не менее использование теста Уилкоксона–Манна–

Уитни подтвердило статистически значимую разницу 

концентраций GD2 в сыворотке крови у больных НБ 

и тремя другими группами: здоровыми людьми, паци-

ентами с ремиссией НБ и больными другими ЗНО 

(р < 0,001).

Таким образом, проведенное исследование впер-

вые продемонстрировало повышение концентрации 

GD2 в сыворотке крови у пациентов с НБ. Эти резуль-

таты стали предпосылкой к последующей валидации 

других методов детекции GD2, отвечающих критери-

ям чувствительности и специфичности.

Одно из ранних сообщений о визуализации специ-

фического опухолеассоциированного ганглиозида 

в плазме крови у пациентов с НБ было опубликовано 

в издании Lancet в 1985 г. [31]. Исследование было 

проведено на малой выборке пациентов с распростра-

ненной формой НБ (n = 5) и больных, находящихся 

в полной ремиссии (n = 6). В качестве контрольной 

группы были обследованы здоровые дети и взрослые 

(n = 17). При сравнительной оценке хроматограмм, 

представленных у одного из пациентов с распро-

страненной формой НБ, четко визуализировалась 

экстрагированная из плазмы крови фракция аномаль-

ных ганглиозидов, которая не была обнаружена на 

контрольной хроматограмме, полученной из плазмы 

крови здорового донора. В то же время аналогичная 

полоса максимально визуализировалась на хромато-

грамме образца, экстрагированного непосредственно 

из опухолевой ткани, что дало основание предпола-

гать наличие специфической фракции ганглиозидов, 

характерных для пациентов с НБ, которая может быть 

идентифицирована методом тонкослойной хромато-

графии [31].

Последующее изучение углеводной структуры 

аномального ганглиозида осуществлялось посред-

ством ферментативной деградации нейраминидазой 

в отсутствие детергента, которая расщепляла одну из 

двух сиаловых кислот GD2 с получением моносиало-

ганглиозида GM2, что дало основание предполагать 

идентичность структур аномального ганглиозида 

плазмы и GD2. Исследование всей выборки пациен-

тов показало, что аномальный ганглиозид был обнару-

жен в 100 % случаев у пациентов с НБ с медианой кон-

центрации 250–1500 пмоль липидсвязанной сиаловой 

кислоты/мл и не был обнаружен (< 50 пмоль/мл)

у больных, находящихся в полной ремиссии, и в кон-

трольной группе здоровых людей. Изученные способ-

ность к миграции при хроматографическом анализе 

и чувствительность к нейраминидазам позволили 

предположить, что углеводная структура изучаемого 

ганглиозида аналогична структуре GD2.

Известно, что идеальный опухолевый маркер – это 

молекула опухолевого происхождения, выделяемая 

опухолевой клеткой в количествах, легко обнаружи-

ваемых в циркуляции хозяина и пропорциональных 

опухолевой нагрузке, и не присутствующая в значи-

тельных концентрациях в циркуляции в норме. По 

результатам проведенного исследования стало оче-

видно, что обнаруженный опухолеассоциированный 

ганглиозид отвечает всем описанным критериям.

Лабораторная количественная оценка данного ган-

глиозида может быть полезна при клиническом 

сопровождении пациентов с НБ [31].

По прошествии года в журнале Cancer Research 

было опубликовано исследование, демонстрирую-

щее качественные различия между общим ганглио-

зидным паттерном опухолевых тканей в зависимости 

от дифференцировки опухоли и клинической стадии 

НБ [8].

В исследовании приняли участие 42 пациента с пер-

вичными опухолями, в том числе и до начала терапии: 
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НБ (n = 36), ганглионеврома (n = 1) и ганглионей-

робластома (n = 1), а также с остаточной опухолью 

после достижения клинической ремиссии: ганглио-

неврома (n = 2) и ганглионейробластома (n = 2). Сиа-

ловые кислоты фракций ганглиозидов визуализирова-

лись с использованием тонкослойной хроматографии 

в виде полос с последующим обсчетом абсолютных 

концентраций методом денситометрического скани-

рования и компьютерного анализа. Примечательно, 

что при изучении зависимости содержания GD2 

в ткани опухоли от стадии заболевания статистически 

значимых связей выявлено не было, что определяло 

экспрессию GD2 как стадийно независимую биоло-

гическую характеристику НБ. В данном исследовании 

100 % гистопатологически подтвержденных случаев 

НБ экспрессировали GD2 в количестве 4–38 % обще-

го количества ганглиозидов (3–195 nmol LBSA/g опу-

холевой ткани), при этом 6 образцов гистологически 

более зрелых опухолей экспрессировали более низкие 

или неопределимые количества GD2 < 0,5–1,5 % 

(< 1–4 nmol LBSA/g опухолевой ткани).

Возможность того, что GD2 является эффек-

тивным антигеном-мишенью дополнительно под-

тверждается тем фактом, что концентрации, которые 

были обнаружены в опухолях НБ, дают расчетную 

среднюю плотность антигена ~107 молекул на клетку.

Эти результаты свидетельствуют о том, что GD2 

является чувствительным маркером НБ и может быть 

отличным целевым антигеном для иммунотерапии 

этой опухоли [8].

Нарастающее число сообщений о способности 

опухолевых клеток НБ к «сбросу» GD2 в системный 

кровоток и достижения хроматографии в детекции 

фракций ганглиозидов стали предпосылкой к про-

ведению крупного исследования по изучению GD2 

как опухолевого маркера, которое было опубликова-

но в научном издании International Journal of Cancer 

в 1987 г. В нем приняли участие пациенты с гисто-

логически подтвержденной НБ (n = 32), ганглио-

нейробластомой (n = 3) и ганглионевромой (n = 1). 

В дополнительной серии исследований была проана-

лизирована когорта пациентов до и после терапии (n = 

13), а также в момент клинического рецидива (n = 6)

[32]. Образцы плазмы/сыворотки в объеме 1–2 мл под-

вергались криоконсервации при температуре –70 °С

или незамедлительному анализу с предшествующим 

процессингом, включающим этапы экстракции, 

лиофилизации, ресуспендирования, центрифугиро-

вания и изготовления тонкослойных хроматограмм 

ганглиозидов на пластинах HPTLC. Сиаловые кисло-

ты фракций ганглиозидов визуализировались в виде 

полос с последующим подсчетом абсолютных кон-

центраций методом денситометрического сканиро-

вания. По результатам исследования стало очевидно, 

что медиана концентраций GD2 в плазме/сыворотке 

крови пациентов с НБ почти в 50 раз превышала 

ранее определенный пороговый предел GD2, равный 

50 пмоль/мл [31], и составила 545 ± 108 пмоль/мл.

Рассматривая вопрос корреляции концентраций 

GD2 и клинической стадии заболевания, необходимо 

отметить, что медиана концентраций при 3–4-й стади-

ях составила 603 ± 136 пмоль/мл и 198 ± 54 пмоль/мл

при 1–2-й стадиях, однако обнаруженная разница 

между концентрациями не была статистически значи-

мой (р > 0,05), поскольку были больные с высокими 

концентрациями циркулирующего GD2 с каждой из 

стадий заболевания.

Говоря о малой когорте пациентов с более диффе-

ренцированными опухолями, необходимо отметить, 

что в соответствии с результатами ранних публика-

ций, уровни циркулирующих GD2 во всех случаях 

оставались низкими, что может свидетельствовать 

об обратной зависимости интенсивности синтеза 

и высвобождения GD2 и степени дифференцирован-

ности НБ.

При исследовании образцов сыворотки/плазмы до 

и после лечения у 13 пациентов (10 получали началь-

ную терапию, 3 – противорецидивную) в 11 из 13 слу-

чаев терапия была успешной. Циркулирующий GD2 

упал до необнаруживаемых уровней (< 50 пмоль/мл)

во всех 11 случаях (от среднего уровня до лечения 

339 пмоль/мл). Напротив, 2 пациента, уровень GD2 

которых оставался повышенным (196 и 73 пмоль/мл), 

не вошли в клиническую ремиссию и впоследствии 

умерли от прогрессирования заболевания.

Исследование больных в период ремиссии и реци-

дива продемонстрировало более чем 5-кратное повы-

шение концентрации GD2 во время ремиссии на 

момент рецидива (430 пмоль/мл) от изначальных зна-

чений в период ремиссии (< 50 пмоль/мл), что, без-

условно, еще раз указывает на высокую значимость 

GD2 как индикатора статуса опухоли [32].

На примере 1 клинического случая ребенка 

с 4-й стадией НБ можно проследить динамику 

изменения GD2: концентрация GD2 до начала тера-

пии составляла 765 пмоль/мл и в течение 6–8 нед 

лечения снизилась до неопределяемых уровней. 

Примечательно, что на 21-й неделе терапии кон-

центрация GD2 составила 70 пмоль/мл, в то время, 

когда катехоламины мочи находились в пределах 

референсных значений, однако уже через 4 нед был 

диагностирован клинический рецидив с повышени-

ем концентрации GD2 до 857 пмоль/мл, что нагляд-

но демонстрирует большую чувствительность GD2 

как раннего индикатора рецидива опухоли и ответа 

на терапию [32].

Анализируя корреляцию содержания GD2 в сыво-

ротке крови и в образцах опухолевой ткани у пациен-

тов с НБ 1–4-й и 4S стадий (n = 22), установлено отсут-

ствие значимых корреляционных связей, что еще раз 

подчеркивает процесс «слущивания» ганглиозидов, 

сопровождающий формирование злокачественного 

фенотипа НБ.

Резюмируя итоги исследования, необходимо отме-

тить, что значительное высвобождение ганглиозида, 

безусловно, связано с наличием активной и менее 
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дифференцированной опухоли, что позволяет пред-

положить существование специфического изменения 

метаболизма ганглиозидов, сопряженное с опухоле-

вой прогрессией НБ.

Период полураспада циркулирующих заряженных 

ганглиозидов намного больше, чем у большинства 

других ганглиозидов [33], следовательно, неболь-

шие количества «сброшенных» ганглиозидов могут 

накапливаться в кровотоке быстрее, чем небольшие 

количества других молекул, высвобождаемых опухо-

левыми клетками, что объясняет высокую чувстви-

тельность данного метода [32].

В 2009 г. в одной из публикаций журнала Acta 

Biochimica Polonica была впервые продемонстри-

рована новая технология детекции ганглиозидов 

с применением метода ВЭЖХ. В исследование были 

включены образцы 34 пациентов с НБ следующих 

стадий: 1-я (n = 1), 2-я (n = 5), 3-я (n = 7), 4-я (n = 19),

 4S (n = 2). В 6 случаях получены 2 независимых образ-

ца от одного и того же пациента, в 1 наблюдении – 

3 образца от одного и того же больного, и 7 образцов 

от пациентов без НБ. Образцы собирали до лечения, 

после лечения и в последующее время (через 14–33 мес

после терапии). Плазма крови подвергалась ступенча-

тому процессингу элюирования с последующим фер-

ментированием фракции, содержащей ганглиозиды, 

церамидгликаназной экстракцией гликанов. Далее 

элюат гликанов подвергался мечению 2-аминобенза-

мидом и анализировался в ВЭЖХ-системе Shimadzu 

model 10AVP.

Медиана концентраций GD2 в пробах сыворотки 

крови, детектированная посредством ВЭЖХ, в целом 

коррелировала с ранними исследованиями с приме-

нением тонкослойной хроматографии и составляла 

660,7 пмоль/мл у больных НБ и была в 6,2 раза выше, 

чем в образцах пациентов контрольной группы, – 

106,1 пмоль/мл (n = 7), при этом средний уровень 

GD2 у больных, получивших терапию, рассчитанный 

для 4 пациентов, у которых имелись соответствую-

щие образцы, составлял 30 % от уровня до лечения, 

однако статистически различия показателей не были 

достоверно значимы. Для подтверждения возмож-

ности количественной оценки с использованием 

хроматографического метода результаты анализа кон-

центрации ганглиозидов GD2 сравнивали с уровнем 

экспрессии GD2, оцененным референтным методом 

проточной цитометрии. Результаты сравнительного 

анализа свидетельствовали о том, что ВЭЖХ является 

чувствительным и количественным методом анализа 

ганглиозидов GD2 [34].

Разработанный способ детекции GD2 методом 

ВЭЖХ может быть использован для обнаружения 

ганглиозидов в образцах плазмы при объеме образца 

< 50 мкл, что значительно ниже объема, требуемого 

для проведения тонкослойной хроматографии.

Значительную роль в понимании роли циркулиру-

ющих GD2 в прогрессии НБ заложило исследование, 

опубликованное в журнале Blood в 1990 г., основной 

предпосылкой к реализации которого стали ранние 

сообщения о потенциальной способности shed-мо-

лекул к модуляции биологического поведения опухо-

ли, в том числе к индукции прогрессии заболевания. 

В нем приняла участие ретроспективная группа паци-

ентов детского возраста с гистологически подтверж-

денной НБ (n = 74), распределенных по стадиям: 

3-я (n = 32) и 4-я (n = 42). Образцы плазмы/сыворотки 

больных исследовались с применением технологии 

тонкослойной хроматографии с модифицированным 

резорциновым тестом и последующей количествен-

ной детекцией GD2 при участии денситометрическо-

го анализа. Диапазон концентраций циркулирующего 

GD2 не коррелировал со стадией заболевания и воз-

растом на момент установления диагноза. Медиана 

наблюдения в совокупности выборки составила 

18 мес. За период проведения исследования не 

имели признаков прогрессирования 28 пациентов; 

умерли через 3 и 8 мес после установления диагноза 

соответственно от осложнений, связанных с тера-

пий, без признаков прогрессии – 2 ребенка, были 

потеряны для последующего наблюдения через 2, 

12 и 99 мес после постановки диагноза – 3 больных, 

при этом прогрессирование заболевания произошло 

у 55 % пациентов в исходной группе (n = 41), в том 

числе в течение 6 мес с момента постановки диагноза 

(n = 25), в течение 7–12 мес (n = 7), в течение 2-го года 

(n = 5), в течение последующих лет (n = 4). Исследо-

вание зависимости между исходными концентраци-

ями GD2 и вероятностью прогрессии заболевания 

проводилось у пациентов, наблюдавшихся не менее 

24 мес от момента установления диагноза (n = 52). 

Повышенные концентрации GD2 коррелировали 

с вероятностью прогрессии заболевания: больные 

с наиболее низкими концентрациями GD2 на момент 

установления диагноза характеризовались вероятно-

стью прогрессии, равной 46 %, в то время как пациен-

ты с наиболее высокими концентрациями GD2 имели 

вероятность прогрессии, равную 92 %. Иными сло-

вами, выживаемость без прогрессирования обратно 

пропорциональна циркулирующему уровню GD2 на 

момент постановки диагноза: медиана выживаемости 

без прогрессии больных с самыми высокими концен-

трациями GD2 составила 9 мес, а пациентов с самыми 

низкими концентрациями – 28 мес.

Резюмируя описанные наблюдения, необходимо 

подчеркнуть роль shed-GD2 не только как прогно-

стического циркулирующего биомаркера, но также 

как возможной патогенетической детерминанты, 

опосредующей рост опухоли. Сочетание амплифи-

кации онкогена MYCN, детерминирующего высокую 

пролиферативную активность опухоли, с высокой 

концентрацией shed-GD2 может служить предикто-

ром особенно агрессивной опухоли [35].

Несмотря на то, что методы анализа концентра-

ций GD2 с применением тонкослойной жидкостной 

хроматографии [36–38] и ВЭЖХ [34] зарекомендова-

ли себя как высокочувствительные методы детекции 
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циркулирующих биомаркеров, в том числе и при НБ, 

их практическая приемлемость для изучения быстро-

го измерения концентраций GD2 в рамках крупных 

клинических испытаний или в клинических лабора-

торных условиях оказалась неприменима.

Разработка и внедрение более надежных и воспро-

изводимых методик определения GD2, в частности 

жидкостной хроматографии/тандемной масс-спек-

трометрии, позволили разработать новые подходы 

в оценке уровня опухолевых маркеров, оказавшиеся 

более дешевыми и воспроизводимыми, чему во мно-

гом поспособствовала валидация метода тандемной 

масс-спектрометрии для одновременного измерения 

клинически значимых липоформ GD2 в плазме или 

сыворотке крови человека. Исследования, использу-

ющие подобную методику на группах пациентов с НБ 

и другими ЗНО детского возраста, продемонстри-

ровали, что GD2 является чувствительным и специ-

фичным маркером при НБ. Последовательная оценка 

уровней GD2 у больных, получающих противоопухо-

левую терапию, может позволить оценить опухолевую 

нагрузку, ответ на терапию и выявить рецидивы забо-

левания на более ранних стадиях [20].

Согласно исследованию, опубликованному груп-

пой ученых в журнале Pediatric Blood & Cancer в 2019 г., 

произведено измерение концентрации GD2 с длиной 

углеродной цепи 18–20 жирных кислот (C18 и C20) 

с применением методики жидкостной хроматографии 

высокого давления/тандемной масс-спектрометрии. 

В исследовании приняли участие 128 пациентов 

детского возраста, в том числе с ганглионевромой 

(n = 10), смешанным типом ганглионейробластомы 

(n = 12), узловатым типом ганглионейробластомы 

(n = 16), НБ (n = 90), стратифицированных согласно 

классификации COG в группы низкого (n = 29), про-

межуточного (n = 13) и высокого (n = 86) рисков, при 

этом 40 из 73 исследованных образцов имели ампли-

фикацию гена MYCN, 56 включенных в исследова-

ние больных имели рецидивирующее заболевание, 

а 14 пациентов с НБ группы высокого риска получали 

иммунотерапию динутуксимабом бета после завер-

шения индукционной и консолидирующей терапии. 

В качестве контрольных использовали образцы сыво-

роток крови детей без ЗНО (n = 40) и с другими рас-

пространенными онкологическими заболеваниями: 

ОВ (n = 8), неходжкинской лимфомой (НХЛ) (n = 8),

лимфомой Ходжкина (ЛХ) (n = 8), гепатобластомой 

(ГБ) (n = 8), РМС (n = 8), СЮ (n = 8), острым мие-

лоидным лейкозом (ОМЛ) (n = 8), медуллобластомой 

(МБ) (n = 8), глиомой высокой степени злокачествен-

ности (n = 8) и остеосаркомой (n = 12). По результатам 

масс-спектрометрического анализа стало очевидно, 

что детекция липоформы С18 была ниже нижне-

го предела количественного определения (< 3 нМ) 

в 16 контрольных образцах из 40 и варьировалась до 

нормы в оставшихся контрольных образцах, в то вре-

мя как липоформа C20 достоверно детектировалась 

в 3 контрольных образцах из 40 при медиане кон-

центраций < 5 нМ. Повышение концентрации GD2 

в первую очередь ассоциировалось с гистологическим 

вариантом опухоли и стадией заболевания по Меж-

дународной системе стадирования НБ (International 

Neuroblastoma Staging System, INSS). Например, 

в образцах сыворотки крови пациентов с ганглионев-

ромой и смешанным типом ганглионейробластомы 

концентрации GD2 варьировали в пределах диапазона 

контрольных образцов, однако в образцах сыворотки 

пациентов с нодулярным типом ганглионейробласто-

мы был зафиксирован их повышенный уровень. При 

исследовании концентрации GD2 у пациентов с мета-

статической формой заболевания отмечено, что при 

детекции липоформы C18 определялось 30-кратное 

превышение медианы концентрации, определяемой 

в контрольных образцах, при этом липоформа C20 

определялась в 65 образцах сыворотки из 69, однако 

была значительно ниже (медиана – 15,9 нМ; диапа-

зон – от < LLQ до 68,1 нМ), чем концентрации липо-

формы C18. В случаях пациентов с положительной 

амплификацией MYCN и рецидивирующей формой 

заболевания также была отмечена значимая элевация 

концентрации GD2 в сравнении с контрольной груп-

пой. Концентрации GD2 в 10/11 образцах, взятых 

перед получением больными первой дозы динутук-

симаба, были в пределах контрольного диапазона, 

а в 1/11 случае зафиксировано повышение до 21,1 нМ. 

Необходимо отметить, что все образцы сыворотки, 

полученные от детей с различными ЗНО, отличные 

от центральной нервной системы, попали в диа-

пазон контрольных образцов для обеих липоформ 

(C18 и C20). Однако концентрации GD2 превышали 

верхний диапазон контроля в 3 образцах из 8 (макси-

мальная концентрация – 35 нМ) у детей с глиомами 

высокой степени злокачественности и в 7 образцах 

из 8 (максимальная концентрация – 111 нМ) от детей 

с МБ. Концентрации GD2 в 73 образцах сыворотки 

крови детей с НБ высокого риска были различными 

(диапазон – от 16,1 до 1060 нМ для липоформы C18).

Таким образом, концентрация GD2, определяемая 

жидкостной хроматографией высокого давления/

тандемной масс-спектрометрией может рассматри-

ваться как один из атрибутов идеального опухолевого 

маркера, позволяющего мониторировать опухолевую 

нагрузку, спонтанное и индуцированное изменение 

объема опухоли. Концентрация GD2 в сыворотке 

крови дает возможность различать опухоли высокого 

риска/высокой стадии НБ и более дифференцирован-

ные опухоли низкого риска.

Дальнейшие разработка и изучение этой платфор-

мы должны позволить оценить GD2 как возможную 

потенциальную конечную точку клинического иссле-

дования для измерения опухолевой нагрузки при 

диагностике и реакции на лечение, а также для про-

гнозирования рецидива или выживаемости. Данный 

подход может повысить точность и чувствительность 

оценки ответа опухоли, прогнозировать последующий 

рецидив или шансы на выживание. Использование 
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GD2 в качестве опухолевого биомаркера позволяет 

производить непрерывную оценку изменения общей 

опухолевой нагрузки по сравнению с категориями 

ответа (полный ответ, частичный ответ и т. д.), пред-

ставляя собой экономически приемлемую методи-

ку, способствующую снижению лучевой нагрузки 

и рисков, сочетанных с седацией и анестезией, при-

меняемых в рамках визуализации при оценке опухоли 

в динамике.

Известно, что GD2 является лигандом для тера-

певтического моноклонального антитела ch14.18 [39, 

40], и циркулирующее связывание GD2 с динутукси-

мабом бета в плазме может блокировать терапевти-

ческий эффект антитела, однако его концентрации 

не рассматриваются как значимые для блокирования 

противоопухолевых эффектов анти-GD2-монокло-

нальных антител [17], но могут потенциально повы-

шать токсичность через системную активацию имму-

нитета.

Константа ассоциации динутуксимаба бета для 

GD2 высока и составляет 3,5 × 108 M−1, или 0,35 nM−1 [41].

Применение метода жидкостной хроматографии 

высокого давления/тандемной масс-спектрометрии 

продемонстрировало, что 200 nM GD2 насыщает > 95 %

сайтов связывания динутуксимаба (2 сайта связыва-

ния на молекулу антитела) при пиковой концентра-

ции динутуксимаба 10 мкг/мл ( 70 нМ), при этом эта 

концентрация GD2 эквивалентна средней концентра-

ции в образцах, взятых у пациентов с 4-й стадией НБ 

высокого риска на момент постановки диагноза.

При измерении концентрации GD2 в плазме у 14 

больных, получавших постконсолидированную тера-

пию динутуксимабом, полученные значения были 

в пределах референсных у всех, кроме 1 пациента. 

Применение динутуксимаба в условиях, когда концен-

трация циркулирующего GD2 будет выше (например, 

в рамках режима индукции), может повлиять на эффек-

тивность терапии, если большинство активных сайтов 

связывания будут заняты циркулирующим GD2 [41].

В сводной таблице представлены основные этапы 

эволюционного пути методологии детекции GD2 в кро-

ви с краткой характеристикой основных результатов.

Подводя итог вышесказанному, необходимо отме-

тить, что разработка методологии детекции GD2 

в сыворотке крови прошла долгий эволюционный 

путь – почти 40 лет. К глубочайшему сожалению, 

тонкослойная жидкостная хроматография и ИФА, 

являвшиеся долгие годы базисом для детекции GD2 

в крови, не смогли реализовать потенциал GD2 как 

опухолевого биомаркера в связи с невозможностью 

проведения анализов в широких масштабах.

Несмотря на это, пришедшая в медицинскую 

отрасль методика жидкостной хроматографии/тан-

демной масс-спектрометрии, лишенная недостатков 

предшествующих технологий, при надлежащем про-

ведении клинических исследований должна стать 

отправной точкой к становлению GD2 как раствори-

мого биомаркера опухолевого процесса, безусловно, 

являющегося мощным приложением в клинической 

практике, дающего надежду на улучшение диагнос-

тики, прогноза и стратегии риск-адаптированной 

терапии, основанных на четко определенных, изме-

римых детерминантах в соответствии с концепцией 

доказательной медицины.
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