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Нейробластома (НБ) – наиболее распространенная экстракраниальная солидная опухоль детского возраста, составляющая 

6–10 % всех злокачественных новообразований у детей. Одной из принципиально важных проблем для клинициста является 

стратификация группы риска и определение тактики лечения пациентов с НБ. В настоящей работе нами были проведены иссле-

дования зависимости экспрессии белка CRABP1 в первичном очаге и метастазах опухоли от типа генетических нарушений 

(амплификация гена MYCN, делеция локуса 11q23) и эффекта проведенной терапии у пациентов с НБ.
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Neuroblastoma (NB) is the most common extracranial solid tumor of childhood, accounting for 6–10 % of all malignant neoplasms in 

children. One of the fundamentally important problems for the clinician is the stratification of the risk group and the definition of treatment 

tactics for patients with NB. In this work, we studied the dependence of the expression of CRABP1 protein in the primary focus and tumor 

metastases on the type of genetic disorders (amplification of the MYCN gene, deletion of the 11q23 locus) and the effect of the therapy in 

patients with NB.
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Введение
Нейробластома (НБ) – наиболее распространенная 

экстракраниальная солидная опухоль детского возрас-

та, которая происходит из развивающихся нейрональ-

ных клеток симпатической нервной системы (ство-

ловых клеток нервного гребня) и составляет 6–10 %

всех злокачественных новообразований у детей [1, 2].

Разнообразное клиническое поведение и биологи-

ческая гетерогенность: от спонтанного созревания 

у одних пациентов до быстрого прогрессирования – 

у других, несмотря на современную интенсивную 

мультимодальную терапию, привело к необходимости 

изучения биологических и молекулярно-генетических 

характеристик НБ [3, 4]. Одной из принципиально 

важных проблем для клинициста является стратифи-

кация группы риска и определение тактики лечения 

пациентов с НБ [4, 5]. Современное лечение основано 

на дифференцированных подходах терапии в 3 груп-

пах риска – наблюдения, промежуточного и высокого 

риска. Наряду со многими параметрами клиническо-

го характера (возраст пациента на момент постановки 

диагноза, распространение и локализация опухоли, 

наличие отдаленных метастазов), многообещающим 

оказался ряд гистологических (гистопатологическая 

классификация по системе Shimada) и генетических 

(хромосомные аберрации, статус гена MYCN, деле-

ция локусов 1р36 и 11q, увеличение длинного плеча 

17-й хромосомы  и др.) характеристик клеток НБ 

[6–8].

Клеточная гетерогенность – одна из важнейших 

особенностей НБ. В пределах одной опухоли могут при-

сутствовать клетки с различными фенотипическими 

характеристиками: нейробласты, шванновские, пери-

невральные или сателлитные и даже меланоциты [3–5]. 

Показано, что клеточная гетерогенность и степень 

созревания (богатые стромой, бедные стромой опухоли 

или опухоли высокого и низкого риска, основанные на 

клеточной морфологии) коррелируют с клиническим 

поведением НБ [6, 7], и эти свойства используют при 

стратификации на группы риска и определении объема 

специального лечения пациентов.

В поисках белковых молекул, которые могли бы 

характеризовать функциональную активность кле-

ток НБ, мы обратили внимание на белок CRABP1. 

Основная его функция заключается в связывании 

ретиноевой кислоты, стимуляция метаболизма кото-

рой может снижать уровень клеточной дифференци-

ровки, что является одним из показателей опухолевой 

прогрессии. Ранее нами была обнаружена корреляция 

между уровнем экспрессии белка CRABP1 и степенью 
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клеточной дифференцировки. В недифференциро-

ванных и низкодифференцированных НБ экспрессия 

этого белка была ниже, чем в созревающих и зрелых 

опухолях (ганглионейробластомах и ганглионевро-

мах) [9]. Мы показали также, что уровень экспрессии 

CRABP1 имеет статистически достоверную обратную 

зависимость от наличия генетических нарушений [9]. 

В настоящей работе нами были проведены исследова-

ния зависимости экспрессии белка CRABP1 в первич-

ном очаге и метастазах опухоли от типа генетических 

нарушений (амплификация гена MYCN, делеция 

локуса 11q23) и эффекта проведенной терапии у паци-

ентов с НБ.

Материалы и методы
Исследование было проведено на биопсийном 

материале опухоли 2 пациентов с диагнозом НБ 

в возрасте 2 и 4 лет, получавших лечение в НИИ дет-

ской онкологии и гематологии НМИЦ онкологии 

им. Н.Н. Блохина в 2018 г. Исследовались образ-

цы опухоли до начала специального лечения 

и после проведенной полихимиотерапии (первичная 

опухоль, метастазы в лимфатических узлах (ЛУ) 

и печени).

Изучение экспрессии белка CRABP1 проводи-

лось методом иммуногистохимии по стандартной 

методике с использованием первичных антител 

anti-CRABP1 (Sigma-Aldrich). В качестве вторич-

ных антител использовали систему детекции Super 

SensitiveTM Polymer-HRP (BioGenex). Результат 

реакции – окрашивание цитоплазмы опухолевых 

клеток. Интенсивность окрашивания белка CRABP1 

колебалась от полного отсутствия продукта реакции 

до яркой, распространенной окраски цитоплазмы 

клеток.

Оценка генетических нарушений в образцах НБ 

проводилась методом флуоресцентной in situ гибри-

дизации (FISH) на парафиновом срезе опухоли 

с использованием методики обработки срезов высо-

ким давлением для уменьшения фоновой окраски. 

Использовались следующие флуоресцентные зонды: 

MYCN (2p24)/AFF3 (2q11) (Kreatech) и MLL (11q23)/

SE 11 (Kreatech).

Результаты FISH-реакции оценивали с помо-

щью флуоресцентного микроскопа (Axioskop2 mot 

plus, Zeiss) и программы Isis. Визуализация сигналов 

осуществлялась с использованием фильтров DAPI, 

Spectrum Green, Spectrum Orange, соответствующие 

спектрам испускания флуорофоров, которыми мече-

ны зонды.

Результаты
В наше исследование вошли образцы НБ 2 пациентов 

до (биопсийный материал) и после проведенной специ-

альной терапии (операционный материал). Оба пациен-

та с НБ 4-й стадии, получавшие программное лечение 

в НИИ детской онкологии и гематологии НМИЦ онко-

логии им. Н.Н. Блохина, включающее 6 курсов индук-

ционной полихимиотерапии, хирургическое лечение, 

высокодозную химиотерапию с аутологичной транс-

плантацией костного мозга и лучевую терапию.

Известно, что с течением времени после лечения 

опухоль претерпевает изменения: происходит ее 

созревание, наблюдается лечебный патоморфоз [10]. 

Оценка патоморфоза после терапии проводилась 

с учетом сочетанных признаков – дистрофических 

явлений, свидетельствующих о некробиотических 

процессах в опухолевых клетках, и появления круп-

ных клеток с клеточными отростками.

Клинический случай № 1
Пациент У., 2 года (на момент постановки диагно-

за), НБ левого надпочечника, 4-я стадия, метастазы 

в забрюшинных, надключичных и шейных ЛУ справа, 

в печени, костях, костном мозге.

В целях верификации опухоли была выполнена 

биопсия шейного ЛУ. Гистологически опухоль состояла 

из недифференцированных нейробластов (симпатогони-

ев). Шванновские клетки, строма и ганглиозные клетки 

отсутствовали (рис. 1а).

При молекулярно-генетическом исследовании не было 

выявлено амплификации гена MYCN и делеции локуса 

11q23.

Экспрессия белка CRABP1 в опухолевых клетках 

отсутствовала (0 %) (рис. 1б).

Пациенту проведены 3 программных курса поли-

химиотерапии, достигнут очень хороший частичный 

ответ, далее выполнено хирургическое вмешательство 

в объеме адреналэктомии слева с забрюшинной лимфо-

диссекцией и биопсией печени.

При гистологическом исследовании первичного очага 

опухоли наблюдались признаки лечебного патоморфо-

за II степени, недифференцированных нейробластов 

(симпатогониев) стало меньше, появились признаки 

созревания – розеткоподобные структуры, достаточно 

крупные ядра. В пределах опухоли можно было наблю-

дать участки разной степени дифференцировки вплоть 

до созревающих нейробластов (рис. 1в). При молеку-

лярно-генетическом исследовании не было выявлено 

амплификации гена MYCN. В 20 % опухолевых клеток 

была обнаружена делеция локуса 11q23 (рис. 1г). Слабая 

цитоплазматическая экспрессия белка CRABP1 опреде-

лялась в 30 % опухолевых клеток (рис. 1д).

В метастатическом ЛУ опухоль представлена 

нейробластами с начальными признаками созревания 

в сочетании с очагами некрозов. При молекулярно-гене-

тическом исследовании не было выявлено амплификации 

гена MYCN. В 65 % опухолевых клеток была обнаружена 

делеция локуса 11q23. Слабая и умеренная цитоплазма-

тическая экспрессия белка CRABP1 определялась в 70 % 

опухолевых клеток (рис. 1е).

В метастазе в печени определялись признаки лечеб-

ного патоморфоза, опухоль состояла из недифферен-

цированных нейробластов без признаков созревания. 

При молекулярно-генетическом исследовании не было 

выявлено амплификации гена MYCN. В 15 % опухолевых 
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Рис. 1. Гистологическое строение НБ (окраска гематоксилином 

и эозином), экспрессия белка CRABP1 и результат FISH-реакции 

у пациента № 1: а – биопсия шейного ЛУ, × 100; б – экспрессия белка 

CRABP1 в биопсии, × 400; в – гистологическое строение первичного 

очага опухоли, × 100; г – делеция локуса 11q в первичном очаге (крас-

ный сигнал – локус 11q23, зеленый сигнал – центромерная область 

11-й хромосомы), × 1000; д – экспрессия белка CRABP1 в первичном 

очаге, × 200; е – экспрессия белка CRABP1 в метастатическом 

ЛУ, × 400; ж – экспрессия белка CRABP1 в метастазе в печени, × 400

Fig. 1. The histological structure of neuroblastoma (stained with hematoxylin 

and eosin), expression of the protein CRABP1 and the result of the FISH 

reaction in patient No. 1: a – biopsy of the cervical lymph node, × 100; 

б – expression of protein CRABP1 in a biopsy, × 400; в – the histological 

structure of the primary tumor focus, × 100; г – deletion of the 11q locus in the 

primary focus (red signal is the 11q23 locus, green signal is the centromeric 

region of the 11th chromosome), × 1000; д – expression of protein CRABP1 

in the primary focus, × 200; е – expression of protein CRABP1 in the 

metastatic lymph node, × 400; ж – expression of CRABP1 protein in liver 

metastasis, × 400

а б

в

д

г

е

Рис. 2. Гистологическое строение НБ (окраска гематоксилином и эози-

ном), экспрессия белка CRABP1 и результат FISH-реакции у пациен-

та № 2: а – биопсия опухоли, × 100; б – амплификация гена MYCN 

в биопсии (красный сигнал – ген MYCN, зеленый сигнал – центромер-

ная область 2-й хромосомы), × 1000; в – гистологическое строение 

первичного очага опухоли, × 100; г – экспрессия белка CRABP1 в пер-

вичном очаге, × 400; д – гистологическое строение метастатического 

ЛУ, × 100; е – экспрессия белка CRABP1 в метастатическом ЛУ, × 200

Fig. 2. The histological structure of neuroblastoma (stained with hematoxylin 

and eosin), expression of the protein CRABP1 and the result of the FISH 

reaction in patient No. 2: a – biopsy of the tumor, × 100; б – amplification 

of the MYCN gene in a biopsy (the red signal is the MYCN gene, the 

green signal is the centromeric region of the 2nd chromosome), × 1000; 

в – the histological structure of the primary tumor focus, × 100; г – expression 

of protein CRABP1 in the primary focus, × 400; д – the histological structure 

of the metastatic lymph node, × 100; e – expression of protein CRABP1 in the 

metastatic lymph node, × 200

клеток была обнаружена делеция локуса 11q23. Слабая 

цитоплазматическая экспрессия белка CRABP1 опреде-

лялась в 10 % опухолевых клеток (рис. 1ж).

По окончании программного лечения у ребенка 

достигнут полный ответ (ПО) на проводимую терапию.

При контрольном обследовании через 12 мес от 

окончания специальной терапии (рентгеноконтрастная 

томограмма органов брюшной полости и забрюшинного 

пространства с внутривенным контрастированием, 

сцинтиграфия с 123I-метайодбензилгуанидином, цито-

логическое исследование костного мозга) данных за 

рецидив заболевания нет.

Клинический случай № 2
Пациент К., 4 года (на момент постановки диагно-

за). НБ правого надпочечника, 4-я стадия, метастазы 

в забрюшинных ЛУ, печени, легких.

В целях верификации опухоли была выполнена откры-

тая биопсия новообразования. Гистологически опухоль 

состояла из недифференцированных нейробластов (сим-

патогониев) (рис. 2а).

При молекулярно-генетическом исследовании в 80 % 

опухолевых клеток была выявлена амплификации гена 

MYCN в виде двойных ацентрических мини-хромосом 

(dmin). Делеции локуса 11q23 не выявлено. Наблюдалась 

внутриопухолевая гетерогенность по степени амплифи-

кации (числу сигналов гена MYCN) среди клеток одной 

и той же опухоли (от 15 до 30 сигналов/ядро) (рис. 2б).

Слабая и умеренная цитоплазматическая экспрессия 

белка CRABP1 определялась в 25 % опухолевых клеток.

Пациенту проведены 4 программных курса полихимиоте-

рапии, достигнут частичный ответ, затем выполнено хирур-

гическое вмешательство в объеме адреналэктомии справа 

с забрюшинной лимфодиссекцией и резекцией S7 печени.
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При гистологическом исследовании первичного очага 

у этого пациента опухоль состояла из менее диффе-

ренцированных клеток по сравнению с пациентом № 1. 

Однако наблюдались признаки созревания (рис. 2в). При 

молекулярно-генетическом исследовании не было выяв-

лено амплификации гена MYCN и делеции локуса 11q23. 

Слабая и умеренная цитоплазматическая экспрессия 

белка CRABP1 определялась в 40 % опухолевых клеток 

(рис. 2г).

В метастатическом ЛУ опухоль имела строение ган-

глионейробластомы со зрелыми ганглиозными клетками 

(рис. 2д). При молекулярно-генетическом исследовании 

не было выявлено амплификации гена MYCN и делеции 

локуса 11q23. Выраженная цитоплазматическая экс-

прессия белка CRABP1 определялась в 90 % опухолевых 

клеток (рис. 2е).

В метастатическом очаге в печени определялись 

признаки созревания опухоли. При молекулярно-генети-

ческом исследовании амплификация гена MYCN выявля-

лась в единичных опухолевых клетках (10–11 сигналов/

ядро), не определялась делеция локуса 11q23. Умеренная 

и выраженная цитоплазматическая экспрессия белка 

CRABP1 определялась в 90 % опухолевых клеток.

В операционном материале пациента № 2 наблюда-

лась гетерогенность амплификации по участку опухоли, 

т. е. отсутствие амплификации в первичном очаге НБ 

после проведенного лечения и наличие амплифицирован-

ных клеток в метастазе опухоли в печени.

По окончании программного лечения у ребенка 

достигнут ПО на проводимую терапию.

При контрольном обследовании через 9 месяцев от 

окончания специального лечения (рентгеноконтрастная 

томограмма органов брюшной полости и забрюшинного 

пространства с внутривенным контрастированием, 

сцинтиграфия с 123I-метайодбензилгуанидином, цито-

логическое исследование костного мозга) данных за 

рецидив заболевания нет.

Результаты исследования 2 пациентов представле-

ны в таблице.

Отрицательная иммуногистохимическая реакция 

при оценке экспрессии белка CRABP1 была характерна 

для абсолютно незрелых опухолей. С нарастанием про-

цессов созревания число клеток, дающих положитель-

ную реакцию, повышалось. В опухолях, которые по своей 

морфологии представляли собой промежуточное звено 

между НБ и ганглионейробластомой (клеточная популя-

ция представлена симпатобластами с намечающимися 

ядрышками, растущими на фоне большого количества 

фибриллярного материала), реакция на CRABP1 была 

положительна почти в 90 % клеточной популяции.

Из данных, представленных в таблице, видно, что 

происходило увеличение экспрессии белка CRABP1 

в опухолях после лечения по сравнению с первоначальной 

биопсией. Было отмечено, что степень и интенсивность 

экспрессии белка CRABP1 отличается в образцах НБ 

разной степени зрелости. Созревание клеток НБ зави-

село от типа генетических нарушений (амплификация 

гена MYCN или делеция локуса 11q23): при наличии 

амплификации созревание опухоли происходило более 

выражено, чем при наличии делеции. Таким образом, 

или проведенная химиотерапия помогала отбору клона, 

способного к дальнейшей дифференцировке, или в резуль-

тате лечения происходило повышение уровня клеточной 

дифференцировки, и, как следствие, повышение экспрес-

сии CRABP1.

Обсуждение
Первыми прогностически значимыми факторами 

при НБ являлись стадия заболевания и возраст паци-

ента на момент постановки диагноза. Вместе с этим, 

в настоящее время учитываются гистологические 

и генетические факторы [4, 7, 10–14]. Эти параметры 

мы постарались рассмотреть в данном исследовании 

на примере 2 пациентов с диагнозом НБ 4-й стадии 

Результаты гистологического, генетического и иммуногистохимического исследований биопсийного и операционного материала (первичный очаг 

и метастазы опухоли) 2 пациентов с НБ

Results of histological, genetic and immunohistochemical studies of biopsy and surgical material (primary lesion and tumor metastases) in 2 patients with 

neuroblastoma

Показатель
Indicators

Биопсия до лечения
Biopsy before treatment

После проведенного лечения
After treatment

1 очаг
1 tumor focus

метастазы в ЛУ
lymph metastases

метастазы в печени
liver metastases

Пациент № 1
Patient No. 1

Гистология
Histology

Недифференцированная

Undifferentiated
Признаки созревания

Signs of maturation
Признаки созревания

Signs of maturation
Недифференцированная

Undifferentiated

Генетические изменения
Genetic changes

MYCN–

del11q–

MYCN–

del11q+ (20 %)

MYCN– (2p gain)

del11q+ (65 %)

MYCN– (2p gain)

del11q+ (15 %)

Экспрессия CRABP1, %
Expression of CRABP1, %

0 30 70 10

Пациент № 2
Patient No. 2

Гистология
Histology

Недифференцированная

Undifferentiated
Признаки созревания

Signs of maturation
Ганглионейробластома

Ganglioneuroblastoma
Признаки созревания

Signs of maturation

Генетические изменения
Genetic changes

MYCN+

del11q–

MYCN–

del11q–

MYCN–

del11q–

MYCN+

del11q–

Экспрессия CRABP1, %
Expression of CRABP1, %

25 40 90 90
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до и после проведенного лечения. Детальный анализ 

опухоли позволит дать точную характеристику и опре-

делить параметры, влияющие на ее поведение после 

проведенной терапии.

Ранее нами было показано наличие статистически 

достоверной зависимости между уровнем экспрессии 

белка CRABP1 и степенью клеточной дифференци-

ровки [9]. В настоящем исследовании мы также отме-

чаем, что в более зрелых образцах НБ экспрессия белка 

CRABP1 была больше по сравнению с недифферен-

цированными. В метастатическом ЛУ пациента № 2 

опухоль была представлена ганглионейробластомой, 

и экспрессия белка CRABP1 наблюдалась практиче-

ски в 90 % опухолевых клеток. Подобная зависимость 

была отмечена и при карциномах яичника. В нор-

мальной ткани яичников экспрессия CRABP1 была 

больше, чем в клетках карциномы. Подразумевается, 

что нормальное функционирование белка CRABP1 

поддерживает дифференцировку клеток яичника, 

а уменьшение его экспрессии может привести к сбою 

в дифференцировке, т. е. дедифференцировать опухо-

левые клетки [15].

Помимо этого, в процессе химиотерапии зачастую 

происходит повышение дифференцировки опухо-

левых клеток, отсюда и усиление экспрессии белка 

CRABP1 в опухоли после проведенного лечения. Или 

это обратный процесс – усиление экспрессии бел-

ка и, как результат, повышение дифференцировки? 

В подобных случаях уровень экспрессии этого белка 

может служить дополнительным маркером для более 

точной оценки дифференцировки опухолевых клеток 

до и после лечения.

У пациента № 1 в операционном материале после 

проведенного лечения определялась делеция локу-

са 11q23, которая не наблюдалась в биоптате ЛУ до 

терапии. Подобное расхождение результатов объ-

ясняется малым объемом биопсийного материала 

и гетерогенностью опухоли. Делеция 11q23 служит 

прогностическим маркером в группе опухолей без 

амплификации гена MYCN [16, 17] и ассоциирована 

с низкой степенью дифференцировки опухоли, что 

мы также отмечали при сравнении гистологических 

характеристик образцов опухоли у 2 больных до 

начала лечения. Помимо этого, в результате терапии 

уровень клеточной дифференцировки у пациента № 1 

увеличивался незначительно, что может быть также 

связано с наличием делеции локуса 11q23. Делеция 

генов-супрессоров опухоли, локализующихся в локу-

се 11q23, вовлечена в прогрессию НБ [18].

У пациента № 2 в результате проведенного лече-

ния в первичном очаге и в метастатическом ЛУ не 

определялась амплификация гена MYCN, тогда как 

единичные амплифицированные клетки сохранялись 

в метастазе в печени, однако число сигналов гена 

MYCN было снижено по сравнению с количеством 

сигналов этого гена в образце биоптата опухоли до 

лечения. В этом случае можно предположить, что 

происходит явление элиминации (удаления) ампли-

фицированных последовательностей в виде двойных 

ацентрических мини-хромосом (dmin) из ядра под 

воздействием лекарств, так как dmin это нестабиль-

ная структура. Потеря клеткой амплифицированных 

последовательностей коррелирует с потерей злокаче-

ственных свойств и уровнем клеточной дифференци-

ровки [19–22]. У пациента № 2 отмечается созревание 

опухоли вплоть до ганглионейробластомы и вместе 

с этим нарастает экспрессия белка CRABP1, что слу-

жит дополнительным маркером увеличения уровня 

клеточной дифференцировки.

В научных публикациях есть сообщения о том, что 

амплификация гена MYCN происходит на определен-

ном этапе созревания нейробласта [23], возможно 

поэтому первоначальный уровень дифференцировки 

НБ у этих 2 больных отличается, если оценивать его 

по экспрессии белка CRABP1 (экспрессия белка выше 

у пациента № 2 с амплификацией гена MYCN). Ранее 

нами на первичных тканевых культурах НБ было пока-

зано, что амплификация гена MYCN не выявлялась 

в наиболее клоногенных образцах НБ, представленных 

клетками I-типа (незрелыми клеточными элемента-

ми), а наблюдалась в клетках N-типа (зрелых клетках) 

[24], что подтверждается и литературными данными 

[25]. Что же касается прогностической ценности опре-

деления статуса MYCN, то последний, по всей видимо-

сти, очень важен для оценки вероятности спонтанного 

разрешения опухолевого процесса [26–28].

Заключение
Полученные нами предварительные результаты на 

примере 2 пациентов с НБ свидетельствуют о целе-

сообразности проведения детального анализа опухоли 

для более точного определения параметров, влияющих 

на ее поведение после лечения, которые могут стать 

клинически и прогностически значимыми факторами.
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