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KPUTEPUU BK/IIOYEHUA/NCKIIOYEHUSA

JlanHast WHCTpYKIHMS pa3paboTaHa sl ONTHUMH3AIMW JUATHOCTUKH U
JIeYeHUsI €T U JIMIl MOJIOZIOTO BO3pacTa ¢ MPOrHOCTUYECKHU HEOJIaronpusTHbIMU
dbopmamu OIyXOJIEN CEMENCTBA CapKOMBI KOunra/nmpuMuTUBHBIMU
HelposkToaepMalibHbiMu onyxoiaMu (CO/TTHD0).

VYcaoBusiMu BKIIIOUEHHS OOJIBHBIX B IPOTOKOJ SIBISIOTCS:

- MOPGOJIOTMYECKH MOITBEPKACHHBIA TUATHO3;

- Bo3pact a0 30 jeT;

- OTCYTCTBHE TSKEJIOW OpraHHoi AuchyHKUUU. Y BceX OOJIbHBIX JOJKHA
ObITh ajeKkBaTHas ToueyHass (YHKOHMS C KIUPEHCOM KpEaTMHWHA HE MEHee
70 m/mun/1,73 M° ¥ YpOBHEM CHIBOPOTOYHOrO KpearmHuHa He Gomee 1,5N.
YpoBeHp OwnupyOuMHa HE JO/DKeH TmpeBblmath 1,5N, a ChIBOPOTOYHBIX
TpancamuHas 2,5N. @pakuusi ykopoueHusi no JaHHbiM 3X0KI' He moimkHa ObITh
meHee 29%;

- BEpOsITHAs 0’KHMIaeMasi MPOAODKUTEIBHOCTD dKU3HU HE MEHEE 3 MecC.;

- OTCYTCTBUE XMMHO- WJIM JIy4E€BOTrO JIeUeHHUs (MO paJuKajJbHON Mporpamme)
0 MOBOJY JAHHOM OIyXOJIM B aHAMHE3E;

- coryiacue 0OJIbHOTO Ha JICUEHUE 10 JAHHOMY IIPOTOKOIY.

K rpynme BBICOKOrO puCKa OTHOCSATCS Bce OOJbHBIE C HAIUYUEM
CJIEIYIOIIUX PU3HAKOB: 1) OTHaIeHHbIe METAcTa3bl; 2) METacTa3bl B peTHOHAPHbBIE
auMoy3ibl; 3) JoKalu3alusl ONyXOJM B KOCTAX Ta3a WM B MeCTax, IJie
HEBO3MOXXHO B JAJIbHEHIIIEM BBHITIOJHUTh PATUKAIBbHYIO omepanuio; 4) o0bem
NEPBUYHOTO OITyXOJEBOTO odara Oosiee 150 M wiaM HaJIM4YMe MaTOJOTHYECKOTO
nepejioMa B MECTE€ MEPBUYHOTO PACIONOKEHUS OIMYXOJW WM IpopacTaHue
OMYXO0JIbI0O MAruCTPANbHBIX COCYJIOB (PUCK paHHEH JMCCEMUHALIMU OIYXOJEBOIO
npoiiecca).

OObeM omyxoJeBOro oyara (MJj) BBICYUTHIBAETCS MO (GopMyIie ONpeaeIeHUs
o0BbeMa Tem IUTUIICOUAHON HOpMBI, pHC. 1.

V=%nxa_x9x9= a xbxcx0,52

2 72 2

7T - xoncranTa, pasHas 3,14
a — pasMep OIIyXOJIHd MO AJITUHHUKY
b - mepenHe-nmontepeyHbIil pasMep Oy XOJIH

C - O0kOBO#i pazMep OIMyX0oJI

Puc. 1. Pacuer 00beMa onmyxosiu



Kputepun uckmrouenus: U3 npoTokosia: 1) oTka3 OT IPOJIOKEHUS JICUCHUS;

2) OTCYTCTBHE CaHAIlMd KOCTHOTO MO3ra IOCJE€ MSTOro Kypca HHIAYKTUBHOM
XUMUOTEpanuu; 3) NporpeccupoBaHrue OCHOBHOTO 3a00JieBaHus Ha (DOHE JICUCHUS;
4) yBeJIMUCHHE MHTEPBAJIOB MEXKJYy KypcaMH XUMHUOTepanuu OoJsiee 6 Helelb Wiu
JIpyrve HapylIeHHs CXEeMbl MPOTOKOJIA, S5) MpOBEACHUE JPYTHUX KYypCOB
XUMHUOTEpAIUU WM HEMPOTOKOJBHOW JydyeBOW Tepamnuu; 6) OKOHYAHHE JICUEHUS
Mo MpOTOKONy (TOcie WIECTH KypcOB HMHTEpJeHKUHA-2); 7) BOSHUKHOBEHUE
OpraHHbpIX  AUCHYHKUMNA, HE  MO3BOJSIONIMX  MNPOBOAUTH  JATbHEUIIYIO
nonmuxumuoTepanuto (IIXT); 8) octpeiii BupycHbIM Tenmatut B, C B TsDKEIOU
dbopwme.

OO6acTh MPUMEHEHHUS: OHKOJIOTHA.

YpoBeHb BHEAPEHUS: PECITyOINKAHCKUN.

IHEPEYEHDb HEOBXOANMOI'O OBOPYIOBAHMUS, PEAKTUBOB,
IPENTAPATOB, W3IEJINA MEJJUIIMHCKOM TEXHUKH

o [lonmumepasnas mnenHas peakuus (ITLHP) ana ananmza XuMeEpHBIX
OHKOT'€HOB: TEPMOLIMKJIEP; IleHTpudyra ¢ oxnaxaenrem Ha 14000 06/MuH; staeiku
JUISl TOPU3OHTAJIBHOTO M BEPTUKAIBHOIO 3JEKTpodope3a ¢ HCTOYHUKOM TOKa;
Ha0Op MUIETOK ¢ epeMeHHbIMU o0beMaMu OT 0,5 MK 10 1 MII; TepMOMUKCEp IS
Boiienienus JIHK; namunapusiil mikad ¢ BepTUKaIbHBIM TTOTOKOM BO3lyXa; HaOOp
Ju1s BeIenieHust TotanbHOoM PHK; HaGop mist Beimenenus reromuor JIHK, naGop
mis cunre3a kJIHK; waGop ana mpomegenus [1LP; mpaiimepbl K XUMEpHBIM
OHKOT'€HaM.

e [IIIP mis aHanu3a peapaHKUpPOBOK:

1. Beinenennie MHK: docdarno-conesoit 6ydep (PBS), rucromak, pactBop
JUIsL Tu3uca 3pUTpouuToB; neHtpudyra Ha 2000 o0/muH; Mopo3uwibHUK -20 °C;
Mopo3mibHUK -70 °C.

2. BoigBienue MulieHei-peapaHkKUpoOBOK: HAOOP sl BbIACIICHUS] TEHOMHOM
JHK; naMuHapHbIii mikag ¢ BepTHUKaIBLHBIM IIOTOKOM BO31yXa; (pocharHo-coneBo
Oydep; BopTekc; ynbrpaneHTpudyra ¢ oxiaxaenuem Ha 14000 o6/MuH; HabOp
MUTIETOK C TepeMeHHbIMU oO0bemamu oT 0,5 Mkia g0 1 mi; TepMOMHKCEp s
Boienienus  JIHK;  denon-xmopodopm-uzoammnioBeiit  coupt  (25:24:1);
xyopodopm, arerar amMMOHHS, U30mporanon, sranon 70%, stanon 96%; Habop
pearenTtoB 1 nposenenus IIIIP; taq-JIHK-nmommmepasa; manens mnpanimMepoB
(omuronykneornmoB) k renam  EWS/FLII, EWS/ERG; tepmorukiep;
cnektpooroMerp; araposa; Mapkep MonekyisipHoro Beca JHK  nmns
anekTpodopesa; ammapar Jjisi TOPU3OHTAIBHOTO (arapo3Horo) sjekTpodopesa ¢
HMCTOYHUKOM TOKa; Telib-JIOKYMEHTUpPYIOIIasi cucrema ¢ ¢GOoTo- U BUACOKAMEPOH;
anmapat s BeptukaibHoro (PAGE) snektpodopesa ¢ UICTOUHMKOM TOKa; HAOOp
st cekBeHupoBaHus BigDye® Terminator v1.1 (wm v3.1) Cycle Sequencing Kit;
reHeTHYECKUI aHaIn3aTop (CEKBEHATOD).

3. KonnuectBeHHOE U3MEPEHUE MPb: ajienb-creupuyeckue
onmuronykieotuasl (ACO); Habop mis xommuectBenHou I[P «B peambHOM
BpeMmern» [IL[P Platinum Quantitative PCR SuperMix-UDG; anmapar nis [TLP «B
peaJbHOM BPEMEHMY.



OIIMCAHUE TEXHOJIOT'YU UCITOJIb3OBAHUSA

CIHOCOBA

Aaroputm npumeHeHuss IIIP-aiMarHocTHKH XHMEPHBIX OHKOI'CHOB
EWS/FLI1, EWS/ERG y pnereii ¢ NPOrHOCTHYeCKH He0JIaronpusTHbIMH
(¢popmamu onyxoJieii cemeiictBa capkombl FOunra

UccnenoBanne cnenuduuabix s omyxojed cemeiictea CHO/ITHDO
onkoreHoB EWS/Flil u EWS/Erg meronom I[P BeimonHsieTcst kak 00s13aTeNbHBIN
KOMIIOHEHT JIMarHOCTUKHU TEpe] IMOCTaHOBKOM JMarHo3a M HA4yaJioM TEpaluu.
OneHke Mojyiekar TKaHb MEPBUYHOrO ouara, oOpasen kocTHoro mo3zra (KM) u
nepudepruueckoil KPOBH.

B ciydae mopakeHHs KOCTHOTO MO3Ta W/WiH nepudeprudeckoil KpoBu 3a00p
nepudepudeckoit crBoioBoit kietku (IICK) ocymectBusiercs TONBKO MpuU
caHauuM mnocienHed npu ucciaenoBanun meroaom IIP. O6szarenvuoi [P
noayiexkut oopasen; Habpannoit [ICK nepen ee 3aMopo3koii.

[Ipn oOHapyXeHWW OHKOT€HAa B TKAaHW MATOJOTMYECKOrO0 oOdvara |
OTCYTCTBUM THUCTOJOrMYecKkoro 3akitoueHuss o Hamuuuu CHO/ITHOO wim B
0oOpaTHOW CHUTyallMd HEOOXOJIUM OOs3aTeIbHBIM MEPEecCMOTp MpernaparoB
(BO3MOXHO B Apyroi J1abopaTtopuu), Npyu HEOOXOJUMOCTH MPOBOJSAT MOBTOPHYIO
OTKPBITYI0 OHONCHIO maTojoruyeckoro oyara. OOHapyXeHHE OHKOT€Ha B
ouornrtare KOCTHONO MO3ra IpU OTCYTCTBUU MOP(OJIOTHYECKUX IPU3HAKOB
MOPAXKEHUS MOCIEIHETO CBUAECTENBCTBYET O TOM, 4T0 KM BOBI€YEH B OCHOBHOE
3aboneBanue. YcranaBnuBaeTcs [V cranus nporecca.

B TskenbIXx  KIMHAYECKMX — CIydasX, TpeOYIOIMX  HEMEIJICHHON
cnenupuueckor Tepanuu, odHapyxkenue onkorena EWS-FLI1 unu EWS/ERG B
1000 M3 HUCCIEeNYyEeMBbIX Cpel SIBISIETCS OCHOBAHMEM JIJIsi Hadalla JICYCHHS TI0
cxeme Teparmmu CHO/TTHD0, He M0KMaasch TUCTOJOTHYECKOTO 3aKITIOYCHHS U
pe3yJbTaTOB MMMYHOTHCTOXMMHUYECKOTO HcCclenoBanus. B mpoliecce Tepanuu
NAlUEHTOB C OMyXOJsIMU cemelcTBa capkoMbl KOuHra uCHosiab30BaHUE METOJIa
I[MOP s onpenenenus cneuupuueckux st CHO/ITHDO oHKOreHOB MOKa3aHO
npu aAuddepeHImanun OCHOBHOTO IPoIiecca OT COMYTCTBYIOIIUX OCIOKHEHUH.

ITpu onpenenenun xumepuoro onkorena EWS/FLI1, xapakrepusyromierocs
XpoMOcOMHOM  TpaHciokarmend  t(11;22)(q24;922), ¥ XHUMEPHOro OHKOIeHa
EWS/ERG, XapaKTEPU3YIOLIETOCS XPOMOCOMHOU TPaHCJIOKAUEN
t(21;22)(q22;q12), Beiaenennyo totanbHyo PHK B konmnuectBe 1-4 Mkr oO6patHO
TpanckpuOupoBanu B KJIHK c momompio panmom-rekcamepoB u (epMeHTta
oOpatHoit Tpanckpuntasel (Promega, CIIIA). I[lomywuennyro kJIHK (4 wmki)
nojaBepranu  crenuduueckord  2-maroBod  amMIumM@pUKaUM  HA - anmapare
Thermocycler T3 Combiblock (Biometra, 'epmanus).

Tabanma 1

HyxneotunHas nocienoBaTeabHOCTh IPaiMepoB
st ammidukanuu xumepHsix TpanckpuntoB EWS/FLIT u EWS/ERG

Ha3zBanue \ I'en/3x30H | IHocaenoBarebHOCTD




npaimepa \ |

[Ipaitmepst st BeisiBinenust EWS/FLI1 TpanckpunTa

1 mar
22.8 EWS/exon 7 5’-CCCACTAGTTACCCACCCCAAA-3’
FLI11 |FLIl/exon 8 5’-AGGGTTGGCTAGGCGACTGCT-3’
2 mar
22.3 EWS/exon 7 5’-TCCTACAGCCAAGCTCCAAGTC-3°
FLI3 | FLIl/exon 8 5’>-GTCGGGCCCAGGATCTGATAC-3’
IIpaiimepsl s BoisiBiaeHnst EWS/ERG Tpanckpunra
| mar
22.8 EWS/exon 7 5’-CCCACTAGTTACCCACCCCAAA-3°
ERG 11 ERG/exon 9 5’>-TGTTGGGTTTGCTCTTCCGCTC-3’
2 mar
22.3 EWS/exon 7 5’-TCCTACAGCCAAGCTCCAAGTC-3’
ERG 3 | ERG/exon 9 5’-ACTCCCCGTTGGTGCCTTCC-3°

[Tocne mepBoro paynnaa amrmudukanuu 2 mxa ITIP-cmecn nepBoro mara
neperocunu B [II[P-cmech st Broporo miara u mpooDKaIN aMILTU(UKAIUIO.
ITocne ee mposenenuss 10 mxn mpoaykroB TP moasepramm smektpodopesy B
2,5% arapo3HOM rejie, OKpalleHHOM OpOMHUCTBIM JTHUAMYMOM. Hanuuue
XUMEPHBIX TE€HOB OIEHUBAIM IO MPUCYTCTBUIO MPOAYKTOB aMIUIU(UKALIUU
crienu(puyecKoro pazmepa.

AJTrOpUT™M MNPUMEHEHUS HUHTEHCU(PUUUPOBAHHON HHAYKUMOHHOU
LUTOCTATUYECKOM  TepanmuM ¥ BbICOKOAO3HON  KOHCOJMIMPYIOLIEH
XHMHOTEPANUH ¢ NOJACPKKON nepudepuyecKon CTBOJIOBOM KJICTKH y AeTei ¢
NPOrHOCTHYECKH HeOJaronpusATHbIMM (opmaMu  omyxoJseid cemeiicTBa
capkombl FOuHra

Ha »rtane wuHAyKIMM BCE NAlUEHTHl JOJDKHBI IIOIYYUTh S5 KYypCOB
HNOJUXUMUOTEPAIINY, MAaKCUMAJIbHO MHTEHCU(PUIMPOBAHHBIX C NMpUMeHeHHEM G-
wm GM-CSF nng yckopeHuss BOCCTAHOBJICHHSI T'PaHYJIOLUHUTAPHOIO POCTKA
remonod3a. HrepBam MexIy KypcaMu IIOJIMXMMHOTEPAIIMU HE JOJDKEH
MPEBBIIATE 25 THEH.

3a0op mepudepuuecKkux CTBOJIOBBIX KJIETOK U 3KC(Y3Us KOCTHOTO MO3Tra
IIPOU3BOJNUTCS MUHUMYM IIOCJE 2-X KypCOB MHIAYKIHOHHOW IMOJIUXUMHUOTEPANIUU
IIPU OTCYTCTBUM ITOPAKEHUS KOCTHOrO Mo3ra. JUId MamueHTOB ¢ HadajJbHbIM
METacTaTUYECKUM MopakeHneM KoctHoro mo3ra 3a6op IICK u KM nomken ObITh
OTCPOYEH JI0 MOMEHTA CaHaIlMi KOCTHOTO MO3ra, MOATBEP>KICHHOIO MyHKIHEH (He
MEHee 4yeM U3 2-X Touek). Eciiu KOCTHBIM MO3I OCTaeTcss MOpPaXEHHBIM MOCIIE 5-T0
Kypca NOJUXUMHUOTEepanuu (MHAYKIUH), MALMEHT UCKIIF0YAETCs U3 TPOTOKOIA.

ITpu HEBO3MOKHOCTH BBIITOJIHEHMSI PE3EKLIIUN OIIyXOJIH ITALIMEHTHI IIOJIy4ar0T
JUCTAaHLMOHHYIO JydyeByro tepanuto (JIT) Ha oOnacte mepBUYHOro ouvara
HOpaXeHus B pexuMe runepppakuuonupoanus. JlyueBas Tepamus Ha




METAaCTaTHYECKHE OYark B  JIETKME MPOBOJAUTCA NOCIE 2-r0  Kypca
MOJIUXUMHUOTEPAIINH.
XUpypruueckuid 3Tan JieYeHUs B BUJIC PE3EKIIMU OIyXO0JieBOoro ovara (mpu
BO3MOKHOCTH €T0 BBITIOJTHEHHUS ) MPOBOAUTCS MOCHE 3-T0 Kypca XUMUOTEpaIuu.
BaXHbIM MOMEHTOM B JaHHOM HCCJEAOBATEIILCKOM IPOTOKOJE SIBIISIETCS
npoBesieHne Bbicokogo3HOM xumuoTepanuu (BXT) ¢ mepecagkoit I[ICK wu
CUCTEMHBIM Ha3HAYECHUEM UHTEPIICHKUHA-2.

OO0uas cxema Jie4eHUs

1) UHAYKTUBHAs XUMUOTEpANus;

2) cOop 1 KpUOKOHCepBaLus NepuepruIecKux CTBOJIOBBIX KIETOK;

3) KOHCONMAALMS, COCTOSIIIA:

a. W3 JIy4eBOM TEpanmuy Ha NEPBUYHYIO OIYXOJb M OCTaBIIHMECS IOCIIE
UHIYKIUU METACTa3bl;

b. BBICOKOJI03HOI XUMHUOTEPAINH;

c. peunoysuu IICK;

4) Ouorepanusi UHTEPICUKUHOM-2.

Jnst nmepexona ot oaHOM (a3l Tepanuu K JPYrol MalMeHT JOJIKEH
COOTBETCTBOBATh PsANY JONOJIHUTENIBHBIX KpuTepueB. llepex mnepBbIM LUKIOM
cenapanuu 1ICK B KOCTHOM MO3re KIJIETKHM OIyXOJIM HE JOJDKHBI ONPENENISTHCS
IpU CBETOBOM MMKPOCKONMH (€CIM KOCTHBI MO3I M3HAyajabHO OBbLI MOPAXEH), U
NEepBUYHAs OMYXOJIb JOJKHA ObITh UyBCTBUTENIbHA K MPOBOAUMON XMMHOTEPAIIHH.
CoxpaHeHHE HaKOIUICHUS pPaJAMOAKTUBHOTO TEXHEIMs B MECTax IEpBUYHOMN
JNECTPYKIUU KOCTEH OIyXOJIbI0 HE SBISETCS TPU3HAKOM HE3PPEKTUBHOCTU
tepanuu. llepen mnpoBeneHMEM Jy4eBOM M BBICOKOJO3HOM XHMHUOTEpAIUU Yy
NanueHTa JO0JDKHA OBITh 3aperMCTpUpPOBAHA MOJHAS PEMUCCUS WM BBIPAXKEHHAs
yacTuyHasg pemuccusd. Cpa3y nocie OKOHYaHUS JIy4E€BOW TEPAIUU IMOCIETYIOIINE
(da3pl JIed4eHus] JOJDKHBI OBITh HAdyaTbl B MakKCUMalbHO KOpOTkHil cpok. IICK
JOJKHBI OBITh NEPENIUTHI B JIOOOM cllydae, €Clid BBICOKOAO3HAs XMUMHOTEpanus
ObL1a Hayara.

VYuuThiBas HaJIM4YME B MPOTOKOJIE MPOJUIEHHOW MH(Y3UH TOKCOpYOULIMHA U
coop IICK, pexomeHI0BaHAa YCTAaHOBKAa JBYXIIPOCBETHOIO IIEHTPAJIBHOIO
BEHO3HOI'O Karerepa.

HNuaykuuoHHass Tepanus

NunykuuoHHass Tepanus BKJIOYAET 5 KypCcOB MOJMXUMHUOTEPANUHU.
Nunykmus pmatcs okono 15 Heaenb. Kaxapiii Kypc pomkeH ObITh HavyaT Ha 21-i
JIEHb OT Hayalla MPEAbIAYIIEero Kypca WJIM MPH BOCCTAHOBIEHHWU aOCOIIOTHOTO
grcina jJerkountoB >2000/MKi1, TPOMOOIIUTOB — >75 ThIC. KJI/MKJ (HO HE TIO3HEE
25-ro 1Hs). YpOBEHb KpEaTWHHHA CHIBOPOTKH KPOBH HE JOJDKEH NPEBBILIATH 2-
KpaTHOTO HOPMAJIBHOTO ypoBHS W  1,5-kpaTHoro mepes Ha3HAYCHUEM
udochamua.

[Ipu OTCYTCTBUM BOCCTaHOBJICHHUS T€MATOJIOTHYECKUX MOKa3aTenel Kk 20-my
nH0 O6onbHble nonydaTr G- win GM-CSF B 103€ 5 MKI/KT MOAKOXHO €XKETHEBHO
JI0 BOCCTaHOBJIEHUSI YpOBH# JieWkouuToB >2000 /MKJI, €ro BBeJeHUE JOJKHO OBITH



IIPEKpAIEHO HE MeHee 4yeM 3a 48 4 g0 Hayana cienyromero kypca XT. Ecmm
peacTouT cOop mepudepruuecKux CTBOJOBBIX KIETOK, TO BBemeHue [-KCO
cienyeT npoAoKUTh 10 nocieanero nusa coopa IICK. [lpu Hanuuum y 601bHOTO
(beOpuIbHON HEUTPONEHUH B MEXKYPCOBOM MPOMEXKYTKE MOXKET ObITh Ha3HAYEH
G- mmm GM-CSF exenHeBHO Ha BeCh IEPUOJ JIMXOPAIKU M O BOCCTAHOBJICHUS
reMaToJOTUYECKUX MOKa3aTeleH.

bnok A

3a 24 4 no Havana uHQy3uu HMKIopochana MPoBOAAT MPETUAPATALUIO:
KPHCTAIUTOMIHBI PACTBOP BHYTPUBEHHO KATIEIBHO 2 JI/M".

Mecna 2,4 t/M> | u 2-if ZHH BHYTPHBEHHO KAICIbHO B BHAC 24-4aCOBOIA
uH(py3UM, HAYajgo OJHOBpEeMEHHO ¢ uHy3uer 1ukinodpocdana, n00aBiIAI B
KOKIpld  (prmakoH wHOY3MOHHON Tepanmuu  (KPUCTALUIOMJIHOTO  PacTBOpa)
napajyieIbHO C BBEICHUEM JOKCOPYOHWITMHA W 24 4 TOCiieé OKOHYAHUS BBEIACHUS
nukiaodocdana. [Ipu HamuuumM OFHOMPOCBETHOTO KaTeTepa BBeAeHHE MecHBI
ocymectBisieTcss 0ontocHo (0 4 u kaxabie 4 4 1-2-i1 1eHb).

¢ Iuxnodochamun 2,1 r/m*/nens, 1 u 2-if [eHb BHYTPUBEHHO KAIEIBHO 3a
1 1 8200 M1 0,9% pactopa NaCl (kypcoas 103a — 4.2 v/m?).

¢ Jlokcopybumun 75 mr/m*> — KypcoBasi m03a 1-2-if [eHb BHYTPHUBEHHO
KarenbHO B BUje 48-yacoBoil HH(PY3UH (pacTBOP TOKCOPYOHUIIMHA TOTOBAT KaXK/IbIe
12 ). Tlepdy3us ocymiecTBisieTcs: 4yepe3 MIMPHUIICBON JTHHEOMAT B COOTHOIIECHUU
75 mr/m” nokcopy6umraa — 400 M 0,9% pactBopa NaCl.

¢ Bunkpucrus 1,5 mr/m” (MakcumanbHast 103a — 2,0 mr) 1, 8, 15-ii geHb
BHYTPHBEHHO CTPYHHO (KypcoBas 103a — 4,5 Mr/m°).

bnok B

3a 24 4y no nHavana uHdy3uun udochaMuga TPOBOIAT MPETUAPATALUIO:
KPHCTAILTOMIHBI PACTBOP BHYTPHUBEHHO KATEIBHO 2 J1/M".

MecHa 2,4 I‘/Mz/ILGHB 1—5-ii AHU BHYTPUBEHHO KalleJIibHO B BUJI€ 24-4acoBOM
uH(py3UH, HAYaJI0 OJHOBpEeMEHHO ¢ nHpy3uen udochammma, 100aBIsis B KaxK bl
dbnakon wHQY3HMOHHOW Tepanuu  (KPUCTALIOMAHOrO pactBopa). OObem
MH(Y3UOHHOI Teparii — 3 J1/M/IeHb.

¢ Vdochamun 2.4 r/m>/nenp, 1-5-if 1HH BHYTPHUBEHHO KareabHO B 200 M
pactBopa NaCl 3a 1 4 (kypcoBast 1o3a — 12 t/m°).

¢ DOtono3ux 100 MF/Mz/I[eHI), 1—5-ii 1HU BHYTPUBEHHO KameiabHO 1-yacoBas
uH(y3us, koHueHtpauus senesuga 0,2-0,4 mr/1 ma B 0,9% pactBope NaCl
(kypcoBast 103a — 500 Mr/m>).

3a0op nepudepudecKuX CTBOJOBBIX KJIETOK

3a6op TICK wm skcdys3usi KOCTHOrO MO3Ta IPOHU3BOJIUTCS KaK MHUHHUMYM
nocne 2-X KypcoB MUHAYKTUBHOW XT mpu OTCyTCTBHM IOpaXeHUsI KOCTHOI'O MO3ra
(MeTon cBeTOBOM MUKpocKomuu). J[isi OOJBHBIX C MOpa)K€HUEM KOCTHOTO MO3ra
o0s3aTeNbHa MYHKIUS HE MEHEE YEM U3 2-X MECT Mepe/] HauaJloM CeraparyH.

OO0s3areneH exeqHEBHbIN KOHTPOJIb NTOKa3areei nepudepuyeckoil KpoBu ¢
JIEUKOLMTapHOU POpMYIIOi.



Homuxumuorepanus B ¢pa3e KOHCOJIUAALUU

bnox C 1upoBOAWTCS TIPU BBIPAXKEHHBIX JYUYEBBIX MOPAXKEHUAX, MPU
nutenbHoM npoBenenun JIT nmocne 5-ro 6moka nHaykiuoHHoM [IXT (0Obr4HbIM
pexum ¢ppakunonuposanus COJ 56 I'p).

3a 24 4 no Havana uHPy3uu nukiIopochaHa MPOBOIAT MPErHAPATAIIUIO:
KPUCTAJUION/HBI PACTBOP BHYTPUBEHHO KareldbHO 2 1/M°. MecHa 2,4 t/M® — 1 u
2-ii JHM BHYTPUBEHHO KameilbHO B BHJe 24-yacoBoil uHGY3UH, HaAYaIO
OJIHOBpeMeHHO ¢ uH(]y3uel nukiaopochana, m00aBiIsst B KaxAsli ¢IakoH
UH(Y3MOHHOH Tepanuu (KpUCTaUIOUIHOTO PacTBOPA).

¢ Bunkpuctus 1,5 Mr/M%/1eHb (MakcumanbHas go3a — 2,0 mr), 1, 8-if 1HH,
CTPYWHO

¢ lluxnodocdamun 2,1 r/M°/neHp BHYTPUBEHHO KameibHO |-yacoBas
undysns, 1 u 2-it 1au (kypcoBas 103a — 4.2 r/m).

JlyyeBasi Tepanus

JlydeByr0 TEpamui0 HAYMHAKOT MAIMEHTAM C YaCTUYHBIM WM IOJHBIM
s¢dexTom, TOMYYUBIIMM BeCh 00bEeM UHAYKIUMOHHOW Tepanuu. [lomHoe
MCYEe3HOBEHUE MopakeHus kocrtei (1o nanasiM PUI) He 006s13aTenbHO.

[lepen Hauamom jucTaHiMOHHOM JydeBoil Tepanuun (HAI'T) cunenyer
yOenuThes, 4TO Yy 00JIbHOTO UMEIOTCs KprokoHcepBupoBanHbie [ICK mmn kocTHBIN
MO3T JUIsl ayTOTPAHCIUIAHTALU U,

OO6yiyyeHue TEPBUYHOIO oOdYara MOPOM3BOJAT IOCiIE S5-TO  Kypca
WHAYKIIMOHHOW Tepammu. O0beM 00ydaeMol 30HBI JOHKEH BKIIOYATh BCHO
00J1acTh PaCIpOCTPAHEHUS OMMYXO0JIM HA MOMEHT YCTAHOBJICHHS IMarHo3a u + 2 cm
BOKPYT MOpaXeHHOTO yuacTka. O0aydeHue MpoBOAUTCS (PPaKIMOHHO (B PEXKUME
runepPpakuuoHrupoBanus) B 1o3e 1,5 I'p 2 pasza B 1eHb ¢ uHTEpBaAJIOM 6 4, 5 nHEH
B Hejento, cymmaphas go3a — 50 I'p.

Oo0vem 001yuenuA HCUSHEHHO GAINCHBIX OP2AHOE He 00J1)ICEH NPEeGblulamb
cieoyroujue ypoeHu:

e cnuHHOM Mo3r — He Oonee 30 I'p;
cepate — He 6osiee 18 I'p Ha meHee 50% oObema oprana;
neyeHb — He 6onee 18 I'p Ha menee 50% moBepXHOCTH OpraHa;

MOYKH — OJIHA U3 JIBYX MOYEK HE JOJKHA MOJIBEPraThCsi 00TyUEHHUIO;
TOHKHI KullleuHUK — He 6oisiee 30 I'p.

Oonyuenue memacmamuuecKux 04azo6

Jlecounvie unu nnespanrvhvie memacmasvl. KpymHOMOIbHOE OO0IydYeHHE
JIETKUX MPOBOJUTCS TMOCJIE 2-TO Kypca TMOJUXUMUOTEpANUU Ccpaszy Mo
BOCCTAHOBJICHHH YPOBHS JeiikoruToB 6omee 1,5x10°/1 dpakmuonno B nose 1,2 I'p
COJ 12 I'p. Pasmerka mpousBoautcs Ha 3—5-ii nenb 2-ro kypca [IXT. Ilpu
COXpaHEHMM o4aroB B Jerkux nocie 5S-ro kypca IIXT pgonomHuTensHO
MIPOM3BOJIUTCS JIOKAJIbHOE J1000TydeHre odaros B go3e 12 I'p (o6mas COJI 24 I'p).
CymMmmapHasi o1aab J000TyUeHuUs JISTOYHBIX METACTa30B HE J0JIKHA MPEBHIIATh
25% ot o011eit HOBEPXHOCTH JIETKHX.



Kocmuvie memacmaswi. Bece kKocTHbIE MeTacTa3bl JOMAKHBI O0JIydaThCsl B
o0beMe, yCTAaHOBJIIEHHOM IPU MEPBUYHON JTMAarHOCTHKE 1O Hayaja CHEUUaIbHOro
nedenusi. O0ydeHrne KOCTHBIX METAcTa30B Mpous3BoaAuTcs nocie 5-ro kypca [IXT
napajuieIbHO BO3JCMCTBUI0O Ha OCHOBHOWM ovar. He monBeprarorcs 0O0Iy4YEHUIO
KOCTHBIC TOpaXEHUs, OMPEACNISBIINECS TOJBKO IO JAHHBIM CIHUHTUTpaduu U
ucuesnysime nocie 2-ro kypca [IXT. Ob6nyuenue npu nopaxenuun Oonee 50%
MUENONPONU(EepaTuBHBIX  30H  TpeOyeT  JIOMOJHHUTEIbHONM  KOHCYJbTAaIlMU
paauonora. O6iydenue npoBoAuTcs ¢GppakiuoHHO B o3e 1,5 I'p 2 pasza B neHb
(COJI-30 I'p) mapaytensHO 00JIy4EHHIO OCHOBHOTO Ovara.

[Ipn HaMUUKM W30JMPOBAHHOTO METAacTa3a B KOCTH uepera IPOBOJIUTCS
oOJyueHue 4epera B MOJTHOM 00beMe B 1103e 24 ['p ¢ mocineayronmm JI0KaabHbIM
n000IydeHueM metactaTudeckoro ovara B nose 6,6 I'p (COJ 30,6 I'p) mocine
kypca BAXT u TIICK (unu TKM).

Memacmaswt 6 [[HC obnyuatorcest niocie kypeca BJIXT u TIICK (unu TKM)
B n103e 30 I'p.

Pezuonapnvie  u  Opyeue  memacmazvl  JOIKHBI  TOJBEPraThbCs
JUCTAaHIIMOHHOW JTy4EBOM Tepanuu B 00bEME HAYaIbHOTO MOPAXKEHUS C 3aXBATOM
2 cM 30HBI HOpMaJbHBIX TKaHed (pakuuonHo no 1,5 I'p 2 paza B gens (COJ]
30 I'p).

CymMmapHas 1miomaap oOJdyudeHus He JoipbkHa mpeBbimath  30%
noBepxHocTu Tena (He Oonee 50% wmuenonponudepatuBHbix 30H). Ecnu
HEOOX0MMMO O0Jy4aTh OOJBIIYIO IUIOMAAb, TO MPEUMYIIECTBO HMEIOT
OITyXOJIEBBIE OYarH, IUIOXO PErPEeCCUPOBABIINE HA UHAYKTUBHOW Tepanuu. Ouaruy,
HE BBISIBIIIEMBIE JTOCTYIHBIMU AUArHOCTHYECKMMH METOJIaMH K MOMEHTY Haudalia
JI'T, B TakoM ciydae He 00JTyqarOTCs.

Brbicoko103Hasi XUMHOTEPANIUS

Ha 3axnrounTensHOM 3Tane KOHCOIMJAUUKU MPOBOAUTCS BbICOKOAO3HAs XT
npenapatamu  OycynbdaH, Tuodochamung u MendoiaH ¢ mocIeqyrOIEH
TPAHCIUIAHTALIMEN ayTOJIOTMYHBIX CTBOJIOBBIX KieTok. B 0 pmens IICK
pa3MopaxuBaroTcs B BOASHON Oane npu Ttemneparype 38—40° u OblcTpo
NepesIBaOTCsl BHYTpUBEHHO. C 11€7bI0 YMEHBIIIEHUS PUCKAa MOOOYHBIX PEaAKIUi
Ha JIMCO pekomeHyeTcsi MPOBOAUTH aJ€KBaTHYIO BOJAHYIO Harpy3ky. ['-KC®
HaszHauaetcs nocie peundysun [ICK npu yposue neritpodmios <500 B 1 mkJ1.

bnok /I (pestcum TioBuM-140):

¢ Oycynbdan 4 wmr/kr/newp -7, -6, -5, -4-i1 nuu (KypcoBas noza — 16
MT/KT);

¢ tHodocdamun 300 mr/m*/nens -3, -2-i gHE (KypcoBas mo3a — 600
Mr/M);

¢ w™endanan 70 MI/M/eHb -3, -2-i 1HA (xypcoBas mo3a — 140 MF/MZ);

¢ TpaHCIUIAHTAIUS ayTOJIOTUYHBIX CTBOJIOBBIX KJIETOK — O JIeHb.

bycynvgpan

Cytounas no3a Oycynbdana nenutcs Ha 4 npuema ctporo yepes 6 u. Eciu
nociie npuema O0ycynbdana B TedeHue 30 MUH BO3HUKIIA pBOTA, MPUEM TIpernapara



B TOH XK€ JTO3UPOBKE HEOOXOIUMO TOBTOPHUTH; Oosee yem uepe3 30 MUH — He
noBTOPATb. OJHOBPEMEHHO C MpueMoM Oycynb(paHa MEepopaIbHO WIIU
BHYTPHUBEHHO BBOJUTCS PEIAHUYM:

- 7151 60s1bHBIX ¢ BecoM Oozee 20 kr — 2,5 mr(0,5 M) Ha npuem;

- 7151 60s1bHBIX ¢ BecoMm MeHee 20 kr — 1,5 mr (0,3 mi1) Ha ipueM.

['unpaTanus HEe TPOBOAUTCS.

Tuoghocpamuo

Pazsoautcs na 200 mn 0,9% pacrBopa NaCl. Broaurtcss BHYTpHUBEHHO
KamneJjbpHO B TeueHue 1-1,5 4.

Menghanan

PazBoautcs crporo B 10 M1 mpuiiaraeMoro pacTBOpUTENs (pacTBOp AOJKEH
OBITH TIPO3PAYHBIM, CIIETKA OMAJIECHUPYIONINM, 0€3 XJIOMbEB), 3aTEM W3 aMITYJIbI
3a0upaercsi HeoOxonumas Jo03a npemnapara u pazogutca B 20-50 mu 0,9%
pactBopa NaCl. BBoautcs 3a 30 MuH, BHyTPUBEHHO, KalleJIbHO.

N

bnok E (pestcum EBuM-140):

¢ Oycynbdan 4 wmr/kr/newp -7, -6, -5, -4-i1 nHu (KypcoBas noza — 16
MT/KT);

¢ stono3uxa 1000 mMr/m*/nens -3, -2-it quu (Kypcosast 103a — 2000 Mr/m°);

¢ mendanan 70 Mr/m>/nens -3, -2-i gHu (Kypcosast 1o3a — 140 mr/m);

¢ TpaHCIUIAHTALMS AyTOJIOTMYHBIX CTBOJIOBBIX KJIETOK — 0 JI€Hb.

bycynvghan

Cytounas no3a OycynbdaHna nenutcs Ha 4 npuema ctporo yepes 6 u. Eciu
nociie npuema O0ycynbdana B TeueHue 30 MUH BO3HUKIIA pBOTA, MPUEM TIpernapara
B TOH K€ JIO3UPOBKE HEOOXOIUMO TOBTOPHUTH; Oosee yem uepe3 30 MuH — He
noBTOPATh. OTHOBPEMEHHO ¢ TmpueMoM OycynbpaHa TEpPOpPaTbHO  WIU
BHYTPUBEHHO BBOJUTCS pEIaHUYM:

- 7151 60sibHBIX ¢ BecoM Oozee 20 kr — 2,5 mr(0,5 M) Ha npuem;

- 7151 60sbHBIX ¢ BecoM MeHee 20 kr — 1,5 mr (0,3 mi1) Ha ipueMm.

['waparanus He TPOBOAUTCS.

Imono3uo
Pazsogutcsa B 0,9% pactBopa NaCl unu 5% rarokose. [Ipenapar crabuiiex
48-96 u B pactBope B kKoHueHTpamuu 0,2-0,4 mr/mu; 1-2 v — 1 mr/mi. [lpu

OOJbIIe KOHIEHTpAaIlMM KpUCTAJUIM3alUsl MPOUCXOIUT B TeueHue 30 MuH.
[IpubnusurenbHas cxema paseaeHus: 150-200 mr stomo3uaa B 400 mi
pactBopurensi. He cienyeT ucnoib30BaTh pacTBOP C OCAIKOM WIIH XJIOMbSIMHU.

Menghanan

PazBoautcs crporo B 10 Mi1 mpuiiaraeMoro pacTBOpUTENs (pacTBOp AOJKEH
OBITH TIPO3PAYHBIM, CIIETKA OMAJIECHUPYIONINM, 0€3 XJIOMbEB), 3aTEM M3 aMITyJIbI
3abupaetcsi HeoOxoaumasi 103a npenapara u pazsogutcs B 20-50 mi 0,9% NaCl.
Beoaurcs 3a 30 MUH, BHYTPUBEHHO, KaIl€JIBHO.

buorepanus peKOMOMHAHTHBIM HHTEPJICHKHHOM-2



[Tocne G10Ka ¢ BBICOKOIO3HOM XMMHOTEpANUEn MpU BBIXOJIE€ U3 [IUTONCHUH
npu cTabuIn3anuu ypoBHs TpoMOouuToB >30 ThIC./MKJI Ha3HayatoT Ponneiikun 3
pasa B HEJIEJI0 B TeUEeHUE 2-X Helleb (KypcoBas 1032 — 6 BBEJEHUM mpernaparta).
[TepepbiB MexIy Kypcamu — 2 Henenu. JUIMTeNnbHOCTh Tepanuu UHTEPICHKUHOM
— 24 mec. (Bcero 4 Kypca).

Beeoenue Pounetikuna: 1-¢ BBeJeHUE BHYTPUBEHHO KamelbHO B BHUIE O-
yacoBoM MH(QY3uHU (3aKpbIBaTh OT MpsMOro mnomnafaHus ceera). [locnemyromue
BBEJICHUS — TOJIKOKHO B 00€ pyku. 3a 30 MUH 70 Havasia BBeJeHUs1 PoHilelikuHa
O6osmpHOMY AatoT mapaneramon 0,5 mr per os (10 5 get — 0,25 mr). Ilpu noaseme
TEMIIepaTypsl Bblie 38,5° [OMOMHUTENBHO HA3HAYAIOT KAPOMOHIKAIOILINE
cpeactBa. Ilpm BBeaeHun PonnelikuHa HEOOXOIUM MOHHMTOPHUHT COCTOSIHUS
6onpHOTO (TIpU 1-M BBEEHUU TIpenapara TepMoMeTpus Kaxabie 30 MuH).

Jlo3a PonneiiknHa npu nepsoM BBeneHHH cocTaBiseT 1 maa ME/M’, ciycts
48 49 mpOBOAAT MMMYHOJIOTHYECKOE MCCIIEIOBAHUE. YBEIWYEHHE II0Ka3aTeleu
Gosee ueM B 1,5 pasa CBHIETEIBLCTBYET 0 XoporeM sddexre, 1 g03a 1 M ME/M’
COXpaHsieTCsl MpHU MOCIEAYIONIMX BBEACHUSIX. YBEJIWYEHUE JAHHBIX MOKazaTenein
MeHee 4eM B 1,5 pa3a CBUAETENBCTBYET O HEIOCTATOYHOM OTBETE HA JieueHHeE. B
3TOM cilydae 103a Pomeiikuna yBenmunBaercs 10 2 M ME/M’.




МИНИСТЕРСТВО ЗДРАВООХРАНЕНИЯ

РЕСПУБЛИКИ БЕЛАРУСЬ

УТВЕРЖДАЮ


Первый заместитель министра

_____________ Р.А. Часнойть


13 февраля 2009 г.


Регистрационный № 184-1208

СПОСОБЫ ДИАГНОСТИКИ И ЛЕЧЕНИЯ ПРОГНОСТИЧЕСКИ НЕБЛАГОПРИЯТНЫХ ФОРМ САРКОМЫ ЮИНГА У ДЕТЕЙ И ЛИЦ МОЛОДОГО ВОЗРАСТА

инструкция по применению

УЧРЕЖДЕНИЯ-РАЗРАБОТЧИКИ: ГУ «Республиканский научно-практический центр детской онкологии и гематологии», ГУ «Республиканский научно-практический центр онкологии и медицинской радиологии им. Н.Н. Александрова»

АВТОРЫ: канд. мед. наук Л.П. Киселев, д-р мед. наук С.В. Петрович, канд. мед. наук Е.В. Баранов, канд. биол. наук М.В. Белевцев, канд. биол. наук Т.В. Савицкая, Н.В. Липай, д-р мед. наук, проф. О.В. Алейникова, канд. биол. наук Л.В. Спивак, канд. биол. наук И.Н. Журавкин, д-р мед. наук Э.А. Жаврид 

Минск 2009

КРИТЕРИИ ВКЛЮЧЕНИЯ/ИСКЛЮЧЕНИЯ 

Данная инструкция разработана для оптимизации диагностики и лечения детей и лиц молодого возраста с прогностически неблагоприятными формами опухолей семейства саркомы Юинга/примитивными нейроэктодермальными опухолями (СЭ/ПНЭО). 

Условиями включения больных в протокол являются:


- морфологически подтвержденный диагноз;


- возраст до 30 лет;


- отсутствие тяжелой органной дисфункции. У всех больных должна быть адекватная почечная функция с клиренсом креатинина не менее 70 мл/мин/1,73 м2 и уровнем сывороточного креатинина не более 1,5N. Уровень билирубина не должен превышать 1,5N, а сывороточных трансаминаз 2,5N. Фракция укорочения по данным эхоКГ не должна быть менее 29%;


- вероятная ожидаемая продолжительность жизни не менее 3 мес.;


- отсутствие химио- или лучевого лечения (по радикальной программе) по поводу данной опухоли в анамнезе;


- согласие больного на лечение по данному протоколу.


К группе высокого риска относятся все больные с наличием следующих признаков: 1) отдаленные метастазы; 2) метастазы в регионарные лимфоузлы; 3) локализация опухоли в костях таза или в местах, где невозможно в дальнейшем выполнить радикальную операцию; 4) объем первичного опухолевого очага более 150 мл или наличие патологического перелома в месте первичного расположения опухоли или прорастание опухолью магистральных сосудов (риск ранней диссеминации опухолевого процесса).


Объем опухолевого очага (мл) высчитывается по формуле определения объема тел эллипсоидной формы, рис. 1.
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Рис. 1. Расчет объема опухоли


Критерии исключения из протокола: 1) отказ от продолжения лечения; 2) отсутствие санации костного мозга после пятого курса индуктивной химиотерапии; 3) прогрессирование основного заболевания на фоне лечения; 4) увеличение интервалов между курсами химиотерапии более 6 недель или другие нарушения схемы протокола; 5) проведение других курсов химиотерапии или непротокольной лучевой терапии; 6) окончание лечения по протоколу (после шести курсов интерлейкина-2); 7) возникновение органных дисфункций, не позволяющих проводить дальнейшую полихимиотерапию (ПХТ); 8) острый вирусный гепатит В, С в тяжелой форме.


Область применения: онкология. 

Уровень внедрения: республиканский. 

ПЕРЕЧЕНЬ НЕОБХОДИМОГО ОБОРУДОВАНИЯ, РЕАКТИВОВ, ПРЕПАРАТОВ, ИЗДЕЛИЙ МЕДИЦИНСКОЙ ТЕХНИКИ

· Полимеразная цепная реакция (ПЦР) для анализа химерных онкогенов: термоциклер; центрифуга с охлаждением на 14000 об/мин; ячейки для горизонтального и вертикального электрофореза с источником тока; набор пипеток с переменными объемами от 0,5 мкл до 1 мл; термомиксер для выделения ДНК; ламинарный шкаф с вертикальным потоком воздуха; набор для выделения тотальной РНК; набор для выделения геномной ДНК, набор для синтеза кДНК; набор для проведения ПЦР; праймеры к химерным онкогенам.

· ПЦР для анализа реаранжировок:

1. Выделение МНК: фосфатно-солевой буфер (PBS), гистопак, раствор для лизиса эритроцитов; центрифуга на 2000 об/мин; морозильник -20 °С; морозильник -70 °С.


2. Выявление мишеней-реаранжировок: набор для выделения геномной ДНК; ламинарный шкаф с вертикальным потоком воздуха; фосфатно-солевой буфер; вортекс; ультрацентрифуга с охлаждением на 14000 об/мин; набор пипеток с переменными объемами от 0,5 мкл до 1 мл; термомиксер для выделения ДНК; фенол-хлороформ-изоамиловый спирт (25:24:1); хлороформ, ацетат аммония, изопропанол, этанол 70%, этанол 96%; набор реагентов для проведения ПЦР; тaq-ДНК-полимераза; панель праймеров (олигонуклеотидов) к генам EWS/FLI1, EWS/ERG; термоциклер; спектрофотометр; агароза; маркер молекулярного веса ДНК для электрофореза; аппарат для горизонтального (агарозного) электрофореза с источником тока; гель-документирующая система с фото- и видеокамерой; аппарат для вертикального (PAGE) электрофореза с источником тока; набор для секвенирования BigDye® Terminator v1.1 (или v3.1) Cycle Sequencing Kit; генетический анализатор (секвенатор).

3. Количественное измерение МРБ: аллель-специфические олигонуклеотиды (АСО); набор для количественной ПЦР «в реальном времени» ПЦР Platinum Quantitative PCR SuperMix-UDG; аппарат для ПЦР «в реальном времени».


ОПИСАНИЕ ТЕХНОЛОГИИ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ

СПОСОБА

Алгоритм применения ПЦР-диагностики химерных онкогенов EWS/FLI1, EWS/ERG у детей с прогностически неблагоприятными формами опухолей семейства саркомы Юинга

Исследование специфичных для опухолей семейства СЮ/ПНЭО онкогенов EWS/Fli1 и EWS/Erg методом ПЦР выполняется как обязательный компонент диагностики перед постановкой диагноза и началом терапии. Оценке подлежат ткань первичного очага, образец костного мозга (КМ) и периферической крови.


В случае поражения костного мозга и/или периферической крови забор периферической стволовой клетки (ПСК) осуществляется только при санации последней при исследовании методом ПЦР. Обязательной ПЦР подлежит образец набранной ПСК перед ее заморозкой.

При обнаружении онкогена в ткани патологического очага и отсутствии гистологического заключения о наличии СЮ/ПНЭО или в обратной ситуации необходим обязательный пересмотр препаратов (возможно в другой лаборатории), при необходимости проводят повторную открытую биопсию патологического очага. Обнаружение онкогена в биоптате костного мозга при отсутствии морфологических признаков поражения последнего свидетельствует о том, что КМ вовлечен в основное заболевание. Устанавливается IV стадия процесса.


В тяжелых клинических случаях, требующих немедленной специфической терапии, обнаружение онкогена ЕWS-FLI1 или EWS/ERG в любой из исследуемых сред является основанием для начала лечения по схеме терапии СЮ/ПНЭО, не дожидаясь гистологического заключения и результатов иммуногистохимического исследования. В процессе терапии пациентов с опухолями семейства саркомы Юинга использование метода ПЦР для определения специфических для СЮ/ПНЭО онкогенов показано при дифференциации основного процесса от сопутствующих осложнений. 


При определении химерного онкогена EWS/FLI1, характеризующегося хромосомной транслокацией t(11;22)(q24;q22), и химерного онкогена EWS/ERG, характеризующегося хромосомной транслокацией t(21;22)(q22;q12), выделенную тотальную РНК в количестве 1–4 мкг обратно транскрибировали в кДНК с помощью рэндом-гексамеров и фермента обратной транскриптазы (Promega, США). Полученную кДНК (4 мкл) подвергали специфической 2-шаговой амплификации на аппарате Thermocycler T3 Combiblock (Biometra, Германия). 


Таблица 1

Нуклеотидная последовательность праймеров

для амплификации химерных транскриптов EWS/FLI1 и EWS/ERG

		Название


праймера

		Ген/экзон

		Последовательность



		Праймеры для выявления EWS/FLI1 транскрипта



		1 шаг



		22.8

		EWS/exon 7

		5’-CCCACTAGTTACCCACCCCAAA-3’



		FLI 11

		FLI1/exon 8

		5’-AGGGTTGGCTAGGCGACTGCT-3’



		2 шаг



		22.3

		EWS/exon 7

		5’-TCCTACAGCCAAGCTCCAAGTC-3’



		FLI 3

		FLI1/exon 8

		5’-GTCGGGCCCAGGATCTGATAC-3’



		Праймеры для выявления EWS/ERG транскрипта



		1 шаг



		22.8

		EWS/exon 7

		5’-CCCACTAGTTACCCACCCCAAA-3’



		ERG 11

		ERG/exon 9

		5’-TGTTGGGTTTGCTCTTCCGCTC-3’



		2 шаг



		22.3

		EWS/exon 7

		5’-TCCTACAGCCAAGCTCCAAGTC-3’



		ERG 3

		ERG/exon 9

		5’-ACTCCCCGTTGGTGCCTTCC-3’





После первого раунда амплификации 2 мкл ПЦР-смеси первого шага переносили в ПЦР-смесь для второго шага и продолжали амплификацию. После ее проведения 10 мкл продуктов ПЦР подвергали электрофорезу в 2,5% агарозном геле, окрашенном бромистым этидиумом. Наличие химерных генов оценивали по присутствию продуктов амплификации специфического размера.


Алгоритм применения интенсифицированной индукционной цитостатической терапии и высокодозной консолидирующей химиотерапии с поддержкой периферической стволовой клетки у детей с прогностически неблагоприятными формами опухолей семейства саркомы Юинга

На этапе индукции все пациенты должны получить 5 курсов полихимиотерапии, максимально интенсифицированных с применением G- или GM-CSF для ускорения восстановления гранулоцитарного ростка гемопоэза. Интервал между курсами полихимиотерапии не должен превышать 25 дней.


Забор периферических стволовых клеток и эксфузия костного мозга производится минимум после 2-х курсов индукционной полихимиотерапии при отсутствии поражения костного мозга. Для пациентов с начальным метастатическим поражением костного мозга забор ПСК и КМ должен быть отсрочен до момента санации костного мозга, подтвержденного пункцией (не менее чем из 2-х точек). Если костный мозг остается пораженным после 5-го курса полихимиотерапии (индукции), пациент исключается из протокола.


При невозможности выполнения резекции опухоли пациенты получают дистанционную лучевую терапию (ДЛТ) на область первичного очага поражения в режиме гиперфракционирования. Лучевая терапия на метастатические очаги в легкие проводится после 2-го курса полихимиотерапии. 


Хирургический этап лечения в виде резекции опухолевого очага (при возможности его выполнения) проводится после 3-го курса химиотерапии.


Важным моментом в данном исследовательском протоколе является проведение высокодозной химиотерапии (ВХТ) с пересадкой ПСК и системным назначением интерлейкина-2.


Общая схема лечения

1) индуктивная химиотерапия;


2) сбор и криоконсервация периферических стволовых клеток;


3) консолидация, состоящая:


a. из лучевой терапии на первичную опухоль и оставшиеся после индукции метастазы;


b. высокодозной химиотерапии;


c. реинфузии ПСК;

4) биотерапия интерлейкином-2.

Для перехода от одной фазы терапии к другой пациент должен соответствовать ряду дополнительных критериев. Перед первым циклом сепарации ПСК в костном мозге клетки опухоли не должны определяться при световой микроскопии (если костный мозг изначально был поражен), и первичная опухоль должна быть чувствительна к проводимой химиотерапии. Сохранение накопления радиоактивного технеция в местах первичной деструкции костей опухолью не является признаком неэффективности терапии. Перед проведением лучевой и высокодозной химиотерапии у пациента должна быть зарегистрирована полная ремиссия или выраженная частичная ремиссия. Сразу после окончания лучевой терапии последующие фазы лечения должны быть начаты в максимально короткий срок. ПСК должны быть перелиты в любом случае, если высокодозная химиотерапия была начата.


Учитывая наличие в протоколе продленной инфузии доксорубицина и сбор ПСК, рекомендована установка двухпросветного центрального венозного катетера.


Индукционная терапия

Индукционная терапия включает 5 курсов полихимиотерапии. Индукция длится около 15 недель. Каждый курс должен быть начат на 21-й день от начала предыдущего курса или при восстановлении абсолютного числа лейкоцитов >2000/мкл, тромбоцитов — >75 тыс. кл/мкл (но не позднее 25-го дня). Уровень креатинина сыворотки крови не должен превышать 2-кратного нормального уровня и 1,5-кратного перед назначением ифосфамида.


При отсутствии восстановления гематологических показателей к 20-му дню больные получат G- или GM-CSF в дозе 5 мкг/кг подкожно ежедневно до восстановления уровня лейкоцитов >2000 /мкл, его введение должно быть прекращено не менее чем за 48 ч до начала следующего курса ХТ. Если предстоит сбор периферических стволовых клеток, то введение Г-КСФ следует продолжить до последнего дня сбора ПСК. При наличии у больного фебрильной нейтропении в межкурсовом промежутке может быть назначен G- или GM-CSF ежедневно на весь период лихорадки и до восстановления гематологических показателей.


Блок А

За 24 ч до начала инфузии циклофосфана проводят прегидратацию: кристаллоидный раствор внутривенно капельно 2 л/м2.


Месна 2,4 г/м2 1 и 2-й дни внутривенно капельно в виде 24-часовой инфузии, начало одновременно с инфузией циклофосфана, добавляя в каждый флакон инфузионной терапии (кристаллоидного раствора) параллельно с введением доксорубицина и 24 ч после окончания введения циклофосфана. При наличии однопросветного катетера введение Месны осуществляется болюсно (0 ч и каждые 4 ч 1–2-й день).


· Циклофосфамид 2,1 г/м2/день, 1 и 2-й день внутривенно капельно за 1 ч в 200 мл 0,9% раствора NaCl (курсовая доза — 4,2 г/м2).


· Доксорубицин 75 мг/м2 — курсовая доза 1–2-й день внутривенно капельно в виде 48-часовой инфузии (раствор доксорубицина готовят каждые 12 ч). Перфузия осуществляется через шприцевой линеомат в соотношении 75 мг/м2 доксорубицина — 400 мл 0,9% раствора NaCl.


·  Винкристин 1,5 мг/м2 (максимальная доза — 2,0 мг) 1, 8, 15-й день внутривенно струйно (курсовая доза — 4,5 мг/м2).


Блок В

За 24 ч до начала инфузии ифосфамида проводят прегидратацию: кристаллоидный раствор внутривенно капельно 2 л/м2.


Месна 2,4 г/м2/день 1–5-й дни внутривенно капельно в виде 24-часовой инфузии, начало одновременно с инфузией ифосфамида, добавляя в каждый флакон инфузионной терапии (кристаллоидного раствора). Объем инфузионной терапии — 3 л/м2/день.

· Ифосфамид 2,4 г/м2/день, 1–5-й дни внутривенно капельно в 200 мл раствора NaCl за 1 ч (курсовая доза — 12 г/м2).

· Этопозид 100 мг/м2/день, 1–5-й дни внутривенно капельно 1-часовая инфузия, концентрация вепезида 0,2–0,4 мг/1 мл в 0,9% растворе NaCl (курсовая доза — 500 мг/м2).


Забор периферических стволовых клеток

Забор ПСК и эксфузия костного мозга производится как минимум после 2-х курсов индуктивной ХТ при отсутствии поражения костного мозга (метод световой микроскопии). Для больных с поражением костного мозга обязательна пункция не менее чем из 2-х мест перед началом сепарации. 


Обязателен ежедневный контроль показателей периферической крови с лейкоцитарной формулой.


Полихимиотерапия в фазе консолидации

Блок С проводится при выраженных лучевых поражениях, при длительном проведении ЛТ после 5-го блока индукционной ПХТ (обычный режим фракционирования СОД 56 Гр).


За 24 ч до начала инфузии циклофосфана проводят прегидратацию: кристаллоидный раствор внутривенно капельно 2 л/м2. Месна 2,4 г/м2 — 1 и 2-й дни внутривенно капельно в виде 24-часовой инфузии, начало одновременно с инфузией циклофосфана, добавляя в каждый флакон инфузионной терапии (кристаллоидного раствора).


· Винкристин 1,5 мг/м2/день (максимальная доза — 2,0 мг), 1, 8-й дни, струйно


· Циклофосфамид 2,1 г/м2/день внутривенно капельно 1-часовая инфузия, 1 и 2-й дни (курсовая доза — 4,2 г/м2).

Лучевая терапия

Лучевую терапию начинают пациентам с частичным или полным эффектом, получившим весь объем индукционной терапии. Полное исчезновение поражения костей (по данным РИИ) не обязательно. 


Перед началом дистанционной лучевой терапии (ДГТ) следует убедиться, что у больного имеются криоконсервированные ПСК или костный мозг для аутотрансплантации. 


Облучение первичного очага производят после 5-го курса индукционной терапии. Объем облучаемой зоны должен включать всю область распространения опухоли на момент установления диагноза и + 2 см вокруг пораженного участка. Облучение проводится фракционно (в режиме гиперфракционирования) в дозе 1,5 Гр 2 раза в день с интервалом 6 ч, 5 дней в неделю, суммарная доза — 50 Гр. 


Объем облучения жизненно важных органов не должен превышать следующие уровни: 


· спинной мозг — не более 30 Гр;

· сердце — не более 18 Гр на менее 50% объема органа;

· печень — не более 18 Гр на менее 50% поверхности органа;

· почки — одна из двух почек не должна подвергаться облучению;

· тонкий кишечник — не более 30 Гр. 


Облучение метастатических очагов 


Легочные или плевральные метастазы. Крупнопольное облучение легких проводится после 2-го курса полихимиотерапии сразу по восстановлении уровня лейкоцитов более 1,5(109/л фракционно в дозе 1,2 Гр СОД 12 Гр. Разметка производится на 3–5-й день 2-го курса ПХТ. При сохранении очагов в легких после 5-го курса ПХТ дополнительно производится локальное дооблучение очагов в дозе 12 Гр (общая СОД 24 Гр). Суммарная площадь дооблучения легочных метастазов не должна превышать 25% от общей поверхности легких. 


Костные метастазы. Все костные метастазы должны облучаться в объеме, установленном при первичной диагностике до начала специального лечения. Облучение костных метастазов производится после 5-го курса ПХТ параллельно воздействию на основной очаг. Не подвергаются облучению костные поражения, определявшиеся только по данным сцинтиграфии и исчезнувшие после 2-го курса ПХТ. Облучение при поражении более 50%  миелопролиферативных зон требует дополнительной консультации радиолога. Облучение проводится фракционно в дозе 1,5 Гр 2 раза в день (СОД-30 Гр) параллельно облучению основного очага. 


При наличии изолированного метастаза в кости черепа проводится облучение черепа в полном объеме в дозе 24 Гр с последующим локальным дооблучением метастатического очага в дозе 6,6 Гр (СОД 30,6 Гр) после курса ВДХТ и ТПСК (или ТКМ).


Метастазы в ЦНС облучаются после курса ВДХТ и ТПСК (или ТКМ) в дозе 30 Гр.


Регионарные и другие метастазы должны подвергаться дистанционной лучевой терапии в объеме начального поражения с захватом 2 см зоны нормальных тканей фракционно по 1,5 Гр 2 раза в день (СОД 30 Гр).


Суммарная площадь облучения не должна превышать 30% поверхности тела (не более 50% миелопролиферативных зон). Если необходимо облучать большую площадь, то преимущество имеют опухолевые очаги, плохо регрессировавшие на индуктивной терапии. Очаги, не выявляемые доступными диагностическими методами к моменту начала ДГТ, в таком случае не облучаются.  


Высокодозная химиотерапия

На заключительном этапе консолидации проводится высокодозная ХТ препаратами бусульфан, тиофосфамид и мелфолан с последующей трансплантацией аутологичных стволовых клеток. В 0 день ПСК размораживаются в водяной бане при температуре 38–40° и быстро переливаются внутривенно. С целью уменьшения риска побочных реакций на ДМСО рекомендуется проводить адекватную водную нагрузку. Г-КСФ назначается после реинфузии ПСК при уровне нейтрофилов (500 в 1 мкл.


Блок Д (режим TioBuM-140):

· бусульфан 4 мг/кг/день -7, -6, -5, -4-й дни (курсовая доза — 16 мг/кг);

· тиофосфамид 300 мг/м2/день -3, -2-й дни (курсовая доза — 600 мг/м2);

· мелфалан 70 мг/м2/день -3, -2-й дни (курсовая доза — 140 мг/м2);

· трансплантация аутологичных стволовых клеток — 0 день.


Бусульфан

Суточная доза бусульфана делится на 4 приема строго через 6 ч. Если после приема бусульфана в течение 30 мин возникла рвота, прием препарата в той же дозировке необходимо повторить; более чем через 30 мин — не повторять. Одновременно с приемом бусульфана перорально или внутривенно вводится реланиум:


- для больных с весом более 20 кг — 2,5 мг(0,5 мл) на прием;

- для больных с весом менее 20 кг — 1,5 мг (0,3 мл) на прием.


Гидратация не проводится.


Тиофосфамид

Разводится на 200 мл 0,9% раствора NaCl. Вводится внутривенно капельно в течение 1–1,5 ч.


Мелфалан

Разводится строго в 10 мл прилагаемого растворителя (раствор должен быть прозрачным, слегка опалесцирующим, без хлопьев), затем из ампулы забирается необходимая доза препарата и разводится в 20–50 мл 0,9% раствора NaCl. Вводится за 30 мин, внутривенно, капельно. 


Или


Блок Е (режим ЕBuM-140):

· бусульфан 4 мг/кг/день -7, -6, -5, -4-й дни (курсовая доза — 16 мг/кг);

· этопозид 1000 мг/м2/день -3, -2-й дни (курсовая доза — 2000 мг/м2);

· мелфалан 70 мг/м2/день -3, -2-й дни (курсовая доза — 140 мг/м2);

· трансплантация аутологичных стволовых клеток — 0 день.


Бусульфан

Суточная доза бусульфана делится на 4 приема строго через 6 ч. Если после приема бусульфана в течение 30 мин возникла рвота, прием препарата в той же дозировке необходимо повторить; более чем через 30 мин — не повторять. Одновременно с приемом бусульфана перорально или внутривенно вводится реланиум:


- для больных с весом более 20 кг — 2,5 мг(0,5 мл) на прием;


- для больных с весом менее 20 кг — 1,5 мг (0,3 мл) на прием.


Гидратация не проводится.


Этопозид

Разводится в 0,9% раствора NaCl или 5% глюкозе. Препарат стабилен 48–96 ч в растворе в концентрации 0,2–0,4 мг/мл; 1–2 ч — 1 мг/мл. При большей концентрации кристаллизация происходит в течение 30 мин. Приблизительная схема разведения: 150–200 мг этопозида в 400 мл растворителя. Не следует использовать раствор с осадком или хлопьями.


Мелфалан

Разводится строго в 10 мл прилагаемого растворителя (раствор должен быть прозрачным, слегка опалесцирующим, без хлопьев), затем из ампулы забирается необходимая доза препарата и разводится в 20–50 мл 0,9% NaCl. Вводится за 30 мин, внутривенно, капельно. 


Биотерапия рекомбинантным интерлейкином-2

После блока с высокодозной химиотерапией при выходе из цитопении при стабилизации уровня тромбоцитов >30 тыс./мкл назначают Ронлейкин 3 раза в неделю в течение 2-х недель (курсовая доза — 6 введений препарата). Перерыв между курсами — 2 недели. Длительность терапии интерлейкином — 2–4 мес. (всего 4 курса).


Введение Ронлейкина: 1-е введение внутривенно капельно в виде 6-часовой инфузии (закрывать от прямого попадания света). Последующие введения — подкожно в обе руки. За 30 мин до начала введения Ронлейкина больному дают парацетамол 0,5 мг per os (до 5 лет — 0,25 мг). При подъеме температуры выше 38,5° дополнительно назначают жаропонижающие средства. При введении Ронлейкина необходим мониторинг состояния больного (при 1-м введении препарата термометрия каждые 30 мин).


Доза Ронлейкина при первом введении составляет 1 млн МЕ/м2, спустя 48 ч проводят иммунологическое исследование. Увеличение показателей более чем в 1,5 раза свидетельствует о хорошем эффекте, и доза 1 млн МЕ/м2 сохраняется при последующих введениях. Увеличение данных показателей менее чем в 1,5 раза свидетельствует о недостаточном ответе на лечение. В этом случае доза Ронлейкина увеличивается до 2 млн МЕ/м2.
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