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Зв’язок публікації з плановими науково-дослід-
ними роботами. Дослідження виконано в рамках 
науково-дослідної роботи науково-дослідної лабо-
раторії експериментальної онкології Національного 
інституту раку за темою «Дослідити на генетичному 
та епігенетичному рівнях ознаки прогресії нейро-
бластоми та визначити нові маркери прогнозу пере-
бігу захворювання у дітей», № державної реєстрації: 
0113U002151. 2013-2015 рр. 

Вступ. Нейробластома (НБ) є однією з найбільш 
розповсюджених солідних пухлин дитячого віку, які 
виникають з незрілих клітин симпатичної нервової 
системи [1]. НБ походить з ембріональної симпа-
то-адреналової лінії нервового гребеня і може ви-
никати в любому місці вздовж симпатичної нервової 
системи, при цьому більшість пухлин зустрічається в 
черевній порожнині (65%), особливо в наднирниках. 
Регіонарні лімфатичні вузли, кістковий мозок, кістки, 
печінка – місця де найчастіше спостерігаються мета-
стази [2]. НБ є гетерогенною як за генотипом, так і за 
клінічною відповіддю на лікування. Нещодавні до-
слідження свідчать, що ці дві особливості пов’язані 
між собою і що генотип пухлини часто є прогнос-
тичною ознакою на ефективність лікування пацієнта 
[3,4]. Нейробластома з агресивним перебігом часто 
містить ампліфікацію гена MYCN (у ~ 20% пухлин), 
делецію дистальної частини короткого плеча 1 хро-
мосоми (втрата 1p), подовження довгого плеча хро-
мосоми 17 (подовження 17q) та делецію частини 
довгого плеча хромосоми 11 (втрата 11q), хоча ці 
випадки зазвичай показують диплоїдний або майже 
тетраплоїдний каріотип [5]. 

MYCN був першим ампліфікованим онкогеном, 
який виявився клінічно значущим, через його зв’язок 
з агресивним фенотипом пухлини [6,7]. Хоча статус 
гена MYCN є біологічним маркером для визначення 
групи ризику, але ампліфікація гену MYCN не вияв-
ляється в більшості метастатичних НБ [8,9]. Делеція 
довгого плеча 11 хромосоми виявляється в 15-22% 
первинних нейробластомах [10]. Делеції хромосо-
ми 11q часто зустрічаються в пухлинах високої ста-
дії хвороби без ампліфікації MYCN і з інтактною 1р 
хромосомою. Показано, що втрата 11q хромосоми 
пов’язана із зменшенням безрецидивного періоду 
[11]. Від 70% до 80% пацієнтів із нейробластомою 
та 4 стадією захворювання мають ампліфікацію гена 
MYCN або делецію 11q [12]. Делеція 1p сильно коре-
лює як з ампліфікацією MYCN, так і з несприятливим 
результатом лікування, що говорить про наявність 
одного або декількох генів-супресорів пухлини в 
даній області [13]. 

Для призначення протоколу лікування, викорис-
товується схема, яка включає вік, стадію, статус гена 

MYCN і патогістологічне заключення для розділення 
пацієнтів на групи ризику несплікування відповідно 
з ризиком виникнення рецидиву. Отже, протоко-
ли лікування пацієнтів із нейробластомою включає 
широкий спектр лікування: хірургічне втручання, хі-
міотерапія, променева терапія та аутологічна тран-
сплантація кісткового мозку [14].

Мета дослідження. Встановити частоту виник-
нення ампліфікації гена MYCN та перебудови хромо-
сомних ділянок 1р36 та 11q у пацієнтів дитячого віку 
з нейробластомою та дослідити їх асоціацію з ефек-
тивністю проведеного лікування.

Об’єкт і методи дослідження. Проаналізовано 
біологічний матеріал 103 пацієнтів із встановленим 
діагнозом нейробластома віком від 3 місяців до 16 
років, що отримували лікування на базі науково-до-
слідного відділення дитячої онкології Національного 
інституту раку МОЗ України. Зразки пухлинної ткани-
ни були отримані шляхом біопсії чи під час хірургіч-
ного видалення пухлини. Всі пацієнти отримували 
лікування відповідно до міжнародних протоколів лі-
кування для нейробластоми. Письмову інформовану 
згоду було отримано від батьків пацієнтів для забору 
зразків пухлинної тканини відповідно до вимог про-
токолу № 35 від 1.03.2015, затвердженого етичною 
комісією Національного інституту раку. Жоден паці-
єнт не отримував хіміотерапії або променевої терапії 
до отримання зразка пухлини.

Для виявлення делеції 1р36 та 11q використову-
вали метод флуоресцентної гібридизації in situ (FISH), 
а для встановлення ампліфікації гену MYCN викорис-
товували метод FISH та ПЛР з детекцією результатів в 
режимі реального часу.

При діагностиці делеції хромосомної ділянки 11q 
використовували Vysis АТМ/ CEP 11 FISH Probe Kit 
(Abbott Molecular, США) проба містила мітки для хро-
мосомної ділянки 11q і для α-сателітної ділянки 11 
хромосоми (зелена). При аналізі делеції хромосом-
ної ділянки 1р36 використовували Vysis 1р36/1q25 
FISH Probe Kit (Abbott Molecular, США) проба містила 
мітки для хромосомної ділянки 1р36 і для контроль-
ної ділянки 1q25 (зелена). 

В нормальному ядрі результат гібридизації про-
являвся у вигляді двох зелених сигналів гена і двох 
помаранчевих сигналів. При наявності делеції хро-
мосомної ділянки 11q або 1р36 спостерігався лише 
один помаранчевий сигнал та два зелених. Аналіз не 
проводився для ядер, в яких виявляли один зелений 
сигнал СЕР 11 або 1q25. Для кожного препарату до-
сліджувалось 50-100 окремих ядер, перераховуючи 
у відсотковий показник ядер, що містять відповідну 
кількість сигналів. Делеція хромосомної ділянки 11q 
та 1р36 встановлюється кількість ядер з одним пома-
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ранчевим сигналом і двома зеленими пере-
вищувала 15%.

Виділення ДНК з пухлинної тканини здій-
снювали комерційним набором NucleoSpin 
Tissue (Mаcherey-Nagel, Німеччина). Амплі-
фікацію проводили на приладі 7300/7500 
Real-Time PCR Systems, (Applied Bіosystems, 
США). При дослідженні статусу гена MYCN за 
допомогою ПЛР наявність ампліфікації вста-
новлювалась у випадку коли крива ПЛР амп-
ліфікації MYCN випереджала криву контроль-
ного гена домашнього господарства β-актин 
більше ніж на 2 цикли ПЛР.

Після закінчення реакції ампліфікації проводили 
облік одержаних результатів в режимі реального 
часу згідно рекомендацій виробника.

Кількість копій гена MYCN розраховували за фор-
мулою:

x = 2-∆Сt

де x – кількість копій гену MYCN,
Сt (пороговий цикл) – кількість циклів після яких 

флуоресцентний сигнал перетинає поріг (перевищує 
фоновий рівень),

∆Сt= Сt (β-actin) – Сt (MYCN).
Для встановлення статистично значущого зв’язку 

у пацієнтів з нейробластомою між віком, статтю та 
ампліфікацією гена MYCN з наявністю або відсут-
ністю делеції 1р36 та 11q використали метод χ2. За 
допомогою оцінки Каплан-Майера встановили без-
рецидивну виживаність відповідно до наявності де-
лецій 1р36 та 11q та ампліфікації гена MYCN у дітей 
хворих на нейробластому.

Результати дослідження та їх обговорення. До-
сліджувана група на наявність ампліфікації MYCN ста-
новила 103 пацієнтів віком від 3 місяців до 16 років, 
(середній вік 54,5 ± 4,2 місяці, медіана 48 місяців, до 
1 року – 18,5% (19/103) пацієнтів, 1-2 року – 26,2% 
(27/103) пацієнтів і старші 2 років – 55,3% (57/103) 

пацієнта, розподіл за статтю: 47 осіб чоловічої статі 
і 56 – жіночої (табл. 1). Ампліфікація гена MYCN була 
виявлена в 35% (36/103) зразків пухлинного матері-
алу.

Досліджено наявність делеції 11q23 у 103 хворих 
на нейробластому. Делеція ділянки 11q виявлена у 
47 (45,6%) хворих чоловічої статі і 56 (54,4%) – жіно-
чої.

За результатами досліджень делецію 11q вияв-
лено у чотирьох пацієнтів (3,9%) з нейробластомою, 
серед них у двох також виявлена ампліфікація гена 
MYCN (табл. 2). Делецію ділянки 11q найчастіше ви-

являли у пацієнтів старших 2 років (2/4). Ribelles J.A. 
із спів. авторами отримали схожі дані, а саме делеція 
11q зустрічалася частіше у пацієнтів старше 2 років 
[15]. Більшість пацієнтів з нейробластомою в яких ви-
явили делецію 11q були жіночої статі (2,9%). Серед 
пацієнтів з ампліфікацією гена MYCN у двох пацієнтів 
було виявлено делецію 11q (2/36).

При дослідженні методом χ2 по таким ознакам як 
стать, вік і статус гену MYCN, не виявлено статистично 
значущого зв’язку між пацієнтами у яких наявна чи 
відсутня делеція ділянки 11q хромосоми.  

Не відмічено статистично значимої різниці між 
групами пацієнтів із делецію 11q хромосоми та роз-
поділом за статтю (χ2=0.714, р=0.399). Згідно методу 
χ2, не встановлено статистично значимої різниці між 
групами пацієнтів із делецією короткого плеча 11 
хромосоми та розподілом за віком (χ2=0.121, р=0.94). 
Між групами пацієнтів із делецією 11q хромосоми та 
розподілом за статусом гена MYCN не відмічено ста-
тистично значимої різниці (χ2=0.42, р=0.52).

Досліджено частоту розподілу делеції 1p36 у 103 
хворих на нейробластому віком від 2 місяців до 16 
років. 

За результатами досліджень делецію 1p36 вияв-
лено у п’ятьох пацієнтів (4,9%) з нейробластомою, 
серед них усіх також присутня ампліфікація гена 
MYCN.

Делецію 1p36 найчастіше виявляли у пацієнтів 
старших 2 років (3/5). У 3 пацієнтів жіночої статі з не-
йробластомою (2,9%) виявлено делецію 1p36, та у 
2 пацієнтів чоловічої статі з нейробластомою (1,9%) 
було також виявлено делецію. 

Не відмічено статистично значимої різниці у па-
цієнтів із делецією 1р36 та розподілом за статтю 
(χ2=0.067, р=0.8) та віком (χ2=0.105, р=0.95). Згідно 
методу χ2, встановлено статистично значиму різницю 
між групами пацієнтів у яких наявна чи відсутня де-
леція 1р36 хромосоми та статусом гена MYCN (χ2=9.8, 
р=0.002). Отримані дані підтверджуються Attiyeh E.F. 
і спів. авторами, показали зв’язок делеції 1р36 з амп-
ліфікацією гена MYCN у дітей хворих на нейробласто-
му (р <0,001) [16].

Наступним етапом дослідження заплановано 
встановити вплив ампліфікації гену MYCN та пере-
будови хромосомних ділянок 1р36 та 11q на без 
рецидивну виживаність дітей із нейробластомою. 
Встановлено, що наявність ампліфікації гена MYCN 
не впливає на тривалість безрецидивного періоду, 
р=0,73 (рис. 1).

Аналіз виживаності за Каплан-Мейером показав, 
що однорічна безрецидивна виживаність станови-
ла на 8,9% вища в групі з відсутньою ампліфікацією 
гену MYCN порівняно із пацієнтами в яких присутня 

Таблиця 2 – Характеристики пацієнтів з нейробластомою

Ознака Кількість 
(%)

MYCN 
ампліфікація (%)

1p36 делеція 
(%)

11q делеція 
(%)

+ - + - + -

Стать
жіноча
чоловіча

103
56 (54,4)
47 (45,6)

103
19 (18,5)
27 (26,2)
57 (55,3)

19 (18,5)
17 (16,5)

5 (4,8)
11 (10,7)
20 (19,4)

37 (36)
30 (29)

14 (13,6)
16 (15,5)
37 (36)

3 (2,9)
2 (1,9)

1 (1)
1 (1)

3 (2,9)

53 (51,5)
45 (43,7)

18 (17,5)
26 (25,2)
54 (52,4)

3 (2,9)
1 (1)

1 (1)
1 (1)

2 (1,9)

53 (51,5)
46 (44,6)

18 (17,5)
26 (25,2)
55 (53,4)

Вік
˂ 1 року
1-2 роки
˃ 2 років

Таблиця 1 – Клінічні і біологічні характеристики 
пацієнтів з нейробластомою

Характеристики Показники

Стать
чоловіча
жіноча

103
47 (45,6%)
56 (54,4%)

Вік (М±SE) 54,5 ± 42 місяці
Стадія
I-II
III
IV

29 (28,2%)
28 (27,2%)
46 (44,6%)

MYCN статус 36 (35%)
1р36 делеція 5 (4,9%)
11q делеція 4 (3,9%)
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ампліфікація гена MYCN (рис. 1). По-
казано, що дворічна безрецидивна 
виживаність була на 7,6% вищою в 
групі пацієнтів без ампліфікації гена 
MYCN в порівнянні до групи з амплі-
фікацією гена MYCN. Дослідна група 
Van Heerden J отримала схожі дані, 
встановили збільшення дворічної за-
гальної виживаності на 14% у пацієн-
тів без ампліфікації гена MYCN [17]. 
Інша дослідна група Lee J.W. отрима-
ли схожі результати серед китайсько-
го населення, показали зменшення 
загальної трирічної виживаності на 
12,8% у хворих з ампліфікацією гена 
MYCN [18].

Проаналізовано також зв’язок де-
леції 1р36 із безрецидивною вижива-
ністю хворих не нейробластому. По-
казано, що тривалість без рецидивної 
виживаності статистично значимо 
вища у пацієнтів, що не мають делеції 
1р36 ділянки, р=0,002 (рис. 2). 

У групі пацієнтів хворих на нейро-
бластому з делецією 1р36 безреци-
дивна виживаність на 6 місяців ста-
новила 60 ± 2 %, проте протягом року 
у всіх пацієнтів з делецією виникали 
локальні рецидиви та/або віддалені 
метастази (рис. 2). У пацієнтів з не-
йробластомою за відсутності делеції 
1р36 піврічна безрецидивна вижи-
ваність становила 90,6 ± 4 %, в свою 
чергу однорічна безрецидивна вижи-
ваність – 87 ± 5 %.

Схожу тенденцію спостерігали 
при аналізі безрецидивної вижива-
ності хворих на нейробластому в за-
лежності від наявності делеції хро-
мосомної ділянки 11q. Встановлено, 
що наявність делеції 11q не впливає 
на тривалість безрецидивного періо-
ду у дітей хворих на нейробластому, 
р=0,07 (рис. 3). В роботі Ribelles J.A. 
та співавторів отримано схожі дані, а 
саме, 5-річна безрецидивна вижива-
ність на 40% (p < 0.001) нижча в паці-
єнтів із делецією ділянки хромосоми 
11q [15]. Криві виживання Каплана-
Мейера показали, що однорічна без-
рецидивна виживаність була на 49,5% 
вищою в групі пацієнтів без делеції 
11q в порівнянні до групи пацієнтів 
із делецією 11q. Аналогічно дворічна 
безрецидивна виживаність у паці-
єнтів з нейробластомою без делеції 
довгого плеча 11 хромосоми станови-
ла 53 ± 5 %, на противагу у пацієнтів 
із делецією 11q у всіх виникають ре-
цидиви протягом дворічного періоду.

Дана делеція рідко зустрічається і 
в вибірці тільки 4 пацієнти з делецією 
11q, тому потрібно далі продовжува-
ти дослідження і збільшувати вибірку 

Рисунок 1 – Безрецидивна виживаність у дітей хворих на нейробластому при 
наявності ампліфікації гену MYCN.

Рисунок 2 – Безрецидивна виживаність у дітей хворих на нейробластому при 
наявності делеції ділянки 1р36.

Рисунок 3 – Безрецидивна виживаність у дітей хворих на нейробластому при 
наявності делеції ділянки 1р36.
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хворих, щоб досягти більшої доказовості отриманих 
результатів.

Висновки. У пухлинній тканині 3,9% (4/103) па-
цієнтів та 4,9% (5/103) пацієнтів з нейробластомою 
виявлено делецію хромосомної ділянки 11q та 1р36 
відповідно. Ампліфікацію гена MYCN виявлено у 
пухлинній тканині 35% (36/103) пацієнтів з нейро-
бластомою. Показано асоціацію між делецією хро-
мосомної ділянки 1р36 та ампліфікацією гену MYCN 
(χ2=9.8, р=0.002). Встановлено, що наявність ампліфі-
кації гену MYCN та делеції хромосомної ділянки 11q 
статистично значимо не впливає на тривалість без-
рецидивного періоду у пацієнтів з нейробластомою. 
Однак, делеція хромосомної ділянки 1р36 статистич-

но значимо зменшувала тривалість безрецидивного 
періоду, а саме у всіх пацієнтів з делецією 11q вини-
кають рецидиви або віддалені метастази протягом 
року (р=0,002).

Перспективи подальших досліджень. Необхідно 
продовжити спостереження за пролікованими паці-
єнтами, а також збільшити розмір вибірки пацієнтів 
у дослідній групі, щоб досягти більшої доказовості 
отриманих результатів. На основі досліджених мута-
цій (ампліфікація гену MYCN та делеції ділянок хро-
мосом 11q та 1р36) планується виділити групи висо-
кого ризику та відповідно відкорегувати протоколи 
лікування з метою покращення віддалених результа-
тів лікування.
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АСОЦІАЦІЯ АМПЛІФІКАЦІЇ ГЕНА MYCN ТА ПЕРЕБУДОВИ ХРОМОСОМНИХ ДІЛЯНОК 1р36 ТА 11q З 
ЕФЕКТИВНІСТЮ ЛІКУВАННЯ НЕЙРОБЛАСТОМИ 

Шимон Д. М., Іномістова М. В., Скачкова О. В., Горбач О. І., Климнюк Г. І., Храновська Н. М.
Резюме. Нейробластома – найбільш поширена дитяча солідна пухлина екстракраніальної локалізації і 

становить 8-10% випадків в структурі дитячої онкологічної патології. Метою дослідження було встановити ча-
стоту виникнення ампліфікації гена MYCN, перебудови хромосомних ділянок 1р36 та 11q у пацієнтів дитячого 
віку з нейробластомою та дослідити їх асоціацію з ефективністю проведеного лікування. Встановлено, що 
ампліфікація гену MYCN зустрічалася у 35% (36/103), делеція ділянки 11q – у 3.9% (4/103) та делеція ділянки 
1р36 – у 4,9% (5/103) пацієнтів хворих на нейробластому. У всіх пацієнтів в яких встановлено делецію 1р36 
виявлено ампліфікацію гена MYCN. Ампліфікацію гена MYCN виявлено в 2 пацієнтів (1,9%) з чотирьох в яких 
встановлено делецію 11q. Відповідно до методу Каплана-Мейера, встановлено, що наявність делеції ділянки 
1р36 хромосоми значно зменшує тривалість безрецидивного періоду (р=0,002), протягом року у всіх дітей 
виникали локальні рецидиви та/або віддалені метастази.

Ключові слова: нейробластома, MYCN, 11q, 1p36.
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АССОЦИАЦИЯ АМПЛИФИКАЦИИ ГЕНА MYCN И ПЕРЕСТРОЙКИ ХРОМОСОМНЫХ УЧАСТКОВ 1р36 И 11q С 
ЭФФЕКТИВНОСТЬЮ ЛЕЧЕНИЯ НЕЙРОБЛАСТОМЫ

Шимон Д. Н., Иномистова М. В., Скачкова О. В., Горбач О. И., Климнюк Г. И., Храновская Н. Н.
Резюме. Нейробластома – наиболее распространенная детская солидная опухоль экстракраниальной 

локализации и составляет 8-10% случаев в структуре детской онкологической патологии. Целью исследова-
ния было установить частоту возникновения амплификации гена MYCN, перестройки хромосомных участков 
1р36 и 11q у пациентов детского возраста с нейробластомой и исследовать их ассоциации с эффективно-
стью проводимого лечения. Установлено, что амплификация гена MYCN встречалась в 35% (36/103), делеция 
участка 11q – в 3.9% (4/103) и делеция участка 1р36 – в 4,9% (5/103) пациентов с нейробластомой. У всех 
пациентов у которых установлено делецию 1р36 обнаружена амплификация гена MYCN. Амплификацию гена 
MYCN выявлено у 2 пациентов (1,9%) из четырех у которых установлено делецию 11q. В соответствии с мето-
дом Каплана-Мейера, установлено, что наличие делеции участка 1р36 хромосомы значительно уменьшает 
продолжительность безрецидивного периода (р=0,002), в течение года у всех детей возникали локальные 
рецидивы и/или отдаленные метастазы.

Ключевые слова: нейробластома, MYCN, 11q, 1p36.

ASSOCIATION OF MYCN GENE AMPLIFICATION AND REARRANGEMENTS OF CHROMOSOMAL REGION 1p36 
AND 11q WITH EFFICACY OF NEUROBLASTOMA TREATMENT

Shymon D., Inomistova M., Skachkova O., Gorbach O., Klymnyuk G., Khranovska N.
Abstract. Neuroblastoma (NB) is an embryonal tumor of the sympathetic nervous system, which causes 15% of 

pediatric cancer deaths. NB cells with MYCN amplification is one of the most aggressive NB subgroups that comprises 
20-25% of all primary tumors and is associated with tumor progression with poor prognosis. 1p36 deletion is a 
frequent chromosomal abnormality observed in NB cell lines and primary tumors; 11q deletion is one of the most 
frequent events that occurs during NB aggressive development. 

The aim is to determine the frequency of MYCN gene amplification occurrence; also to describe the rearrange-
ment of chromosomal region 1p36 and 11q in pediatric patients with NB; and then to investigate its association with 
the effectiveness of treatment. 

Paraffin-embedded tumor tissues of 103 patients, from 2 months old to 16 years old (54.5 ± 4,2 months), with 
verified NB were used in the study. All samples were analyzed on MYCN amplification and rearrangements of chro-
mosomal regions 1p36 and 11q. Tumor samples were obtained prior to chemotherapy treatment. MYCN amplifica-
tion was analyzed by FISH microscopy and real-time PCR, and deletions of 1p36 and 11q chromosomal regions were 
determined by FISH microscopy. 

In tumor tissues, 11q deletion was determined in 3.9% (4/103) of patients with NB. Deletion of the chromosomal 
region 1p36 was detected in 4.9% (5/103) of NB patient tumor tissues. MYCN gene amplification was detected in 
35% (36/103) out of patients with NB. Amplification of the MYCN gene was detected in 2 patients (1.9%) out of 4 
with detected 11q deletion, which is the most commonly observed in female (3/4) patients, older than 2 years (2/4). 
A statistically significant difference between groups of patients with and without deletion of the 11q chromosome, 
such as sex (χ2 = 0.714, p = 0.399), age (χ2 = 0.121, p = 0.94), and MYCN gene status (χ2 = 0.42, g = 0.52), was not 
observed. Amplification of the MYCN gene was detected in all patients with 1p36 deletion. The 1p36 deletion was 
detected most commonly in female (3/5) patients older than 2 years (3/5). The difference between the presence/
absence of 1p36 deletion and MYCN gene status was statistically significant (χ2 = 9.8, p = 0.002). According to the 
Kaplan-Meier method, the deletion of 11 chromosome’s long arm didn’t affect the duration of recurrent period, p = 
0.07. Similarly, the MYCN gene amplification didn’t affect the duration of progression free period, p = 0.6. However, 
the deletion of the 1p36 chromosome significantly reduced the duration of relapse-free period in children with NB 
(p = 0.002). NB patient’s with 1p36 deletion 6-month disease-free survival was 60 ± 2%, but throughout the one 
year all patients with 1p36 deletion had local recurrences and/or distant metastases. Among the patients without 
1p36 deletion the 6-month progression free survival rate was 90.6 ± 4% and the one-year progression free survival 
was 87 ± 5%. 

We established that only 1p36 deletion was decreased significantly progression free survival rate in patients with 
NB and all patients with 1p36 deletion had local recurrences and/or distant metastases in one year period.

Key words: neuroblastoma, MYCN, 11q, 1p36.
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