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Введение. Глиобластома является наиболее распространенной злокачественной опухолью головного мозга у взро-
слых и характеризуется неблагоприятным прогнозом. Лечение пациентов с данной патологией включает хирурги-
ческую резекцию, облучение и применение алкилирующего агента темозоломида (TMZ). Терапевтическая эффек-
тивность последнего, обусловленная способностью повреждать ДНК и  индуцировать апоптоз, нейтрализуется 
экспрессией фермента репарации ДНК O6-метилгуанин-ДНК-метилтрансферазы (MGMT). Метилирование промотора 
гена MGMT подавляет синтез этого фермента и повышает цитотоксическую эффективность TMZ.
Цель исследования – выявление феномена метилирования промотора MGMT у пациентов с глиобластомой и оцен-
ка его прогностической значимости.
Материалы и методы. Проанализированы обработанные бисульфитом образцы ДНК, выделенные из заключенной 
в парафиновые блоки опухолевой ткани. Метилирование MGMT выявляли с помощью качественного метода метил-
специфичной полимеразной цепной реакции. Прогностическую значимость этого феномена в совокупности с рядом 
других клинических показателей оценивали с использованием однофакторного и многофакторного анализов.
Результаты. Установлено, что метилирование промотора MGMT является одним из наиболее значимых благоприят-
ных прогностических факторов глиобластомы: риск развития рецидива заболевания или летального исхода в опре-
деленный период времени у таких больных примерно в 2 раза ниже, чем у пациентов с интактным MGMT.
Заключение. Метил-специфичная полимеразная цепная реакция, рутинно применяемая в клинической практике, 
дает возможность оценить статус метилирования MGMT как фактор прогноза, но не позволяет судить о его предска-
зательном потенциале.

Ключевые слова: глиобластома, метил-специфичная полимеразная цепная реакция, метилирование MGMT, темозо-
ломид
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Introduction. Glioblastoma is  the most common malignant brain tumor in adults with a poor prognosis. Treatment 
of patients includes surgical resection, radiation and the alkylating agent temozolomide (TMZ). The therapeutic efficacy 
of TMZ is due to its ability to damage DNA and induce apoptosis, but it is neutralized by the expression of the DNA repair 
enzyme O6-methylguanine-DNA-methyltransferase (MGMT). Methylation of  the  MGMT gene promoter suppresses 
the synthesis of the corresponding enzyme and increases the cytotoxic efficiency of TMZ.
Aim. To determine the MGMT promoter methylation in glioblastoma patients and to evaluate the prognostic significance 
of this phenomenon.
Materials and methods. Bisulfite-treated DNA samples isolated from formalin-fixed paraffin-embedded tumor tissues 
obtained from glioblastoma patients were analyzed. MGMT methylation was assessed by qualitative methylation-specific 
polymerase chain reaction. The prognostic significance of  this phenomenon in conjunction with a number of other 
clinical parameters was assessed by means of univariate and multivariate analysis.
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Results. MGMT promoter methylation was found to  be one of  the  most significant favorable prognostic factors 
of glioblastoma: the likelihood of disease reappearance or a fatal outcome at a specific point in time is approximately 
two-fold lower in such patients than in those with intact MGMT.
Conclusion. The methylation-specific polymerase chain reaction, which is routinely used in clinical practice, adequately 
assesses MGMT methylation status as a prognostic factor, but it does not allow for the evaluation of  its predictive 
potential.
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Введение
Глиобластома – наиболее распространенная злока-

чественная первичная опухоль головного мозга у взро-
слых [1–3], характеризующаяся плохим прогнозом. Ле-
чение пациентов c данной патологией включает 
хирургическую резекцию и облучение с одновременным 
применением алкилирующего агента темозоломида 
(TMZ). Терапевтическая эффективность TMZ обуслов-
лена его способностью повреждать ДНК и индуцировать 
гибель опухолевых клеток. Однако экспрессия фермента 
репарации ДНК – O6-метилгуанин-ДНК-метилтрансфе-
разы (MGMT) – способна в значительной степени ней-
трализовать цитотоксический эффект TMZ [4]. Метили-
рование промотора гена MGMT, характерное для многих 
раковых клеток, подавляет синтез соответствующего фер-
мента и повышает тем самым цитотоксическую эффек-
тивность TMZ. Известно также, что у пациентов с глио-
бластомой с метилированным MGMT наблюдаются более 
высокие показатели общей (ОВ) и безрецидивной (БРВ) 
выживаемости, чем у пациентов с неметилированным 
геном [5, 6]. Таким образом, статус MGMT является важ-
ным прогностическим и предсказательным (в отношении 
эффективности TMZ) маркером глиобластомы.

Метилирование MGMT определяют разными ме-
тодами, эффективность которых является предметом 
исследований [1, 7–16]. Рутинно используемый в кли-
нической практике качественный метод метил-специ-
фичной полимеразной цепной реакции (МС-ПЦР) 
с последующим гель-электрофорезом продуктов ам-
плификации [17, 18] предполагает визуальную оценку 
электрофоретических полос и по этой причине может 
считаться не вполне объективным. В связи с необходи-
мостью оценки достоверности получаемых с помощью 
этого метода результатов на 1-м этапе исследования 
сравнили эффективность МС-ПЦР и апробирован-
ного коммерческого набора, основанного на  ПЦР  
в реальном времени. Задачей 2-го этапа явилось опре-
деление прогностической значимости феномена мети-
лирования MGMT с учетом других клинических пока-
зателей.

Цель исследования – выявление феномена метили-
рования промотора MGMT у пациентов с  глиобласто-
мой и оценка его прогностической значимости.

Материалы и методы
Клинические образцы. В ретроспективное исследо-

вание включены больные, получавшие лечение в Наци-
ональном медицинском исследовательском центре он-
кологии им. Н. Н.  Блохина (n = 74). Клиническая 
характеристика больных представлена в табл. 1.

Таблица 1. Клиническая характеристика пациентов, вклю-
ченных в исследование (n = 74)

Table 1. Clinical characteristics of patients included in the study (n = 74)

Показатель 
Parameter

Значение 
Value

Пол, n: 
Sex, n:

мужcкой 
male
женский 
female

 

38

36

Возраст, медиана (диапазон), лет 
Age, median (range), years

57 (28–82)

Хирургическая резекция, n: 
Surgery resection, n:

полная и субтотальная 
complete and subtotal
частичная и биопсия 
partial and biopsy

 

24

50

Гистологический тип опухоли, n: 
Histological type of tumor, n:

астроцитома 
astrocytoma
глиобластома 
glioblastoma

 

15

59

IDH, n:
дикого типа 
wild type
мутантный 
mutant

53

14

Индекс Карновского (%), n: 
Karnofsky score (%), n:

20
30
40
60

 

10
29
32
3
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Выделение ДНК. Выделение ДНК из заключенной 
в парафиновые блоки опухолевой ткани проводили 
после ее депарафинизации ксилолом методом феноль-
но-хлороформной депротеинизации. ДНК конверти-
ровали обработкой бисульфитом натрия посредством 
коммерческого набора EZ DNA Methylation Kit (Zymo 
Research, США) в соответствии с рекомендациями 
производителя.

Метил-специфичная полимеразная цепная реакция. 
МС-ПЦР промотора гена MGMT (GenBank accession 
number NG_052673.1; локализация ампликона –  
chr10: 131155502–131155623, hg18) проводили, как опи-
сано ранее [17, 18]. Для амплификации метилирован-
ной последовательности использовали сенс-праймер 
5’-TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC и 2 антисенс-
праймера: 5’-GCACTCTTCCGAAAACGAAACG 
и 5’-ACCACT CGAAACTACCACCGTCC. Для ампли-
фикации неметилированной последовательности при-
меняли сенс-праймер 5’-GTGTTTTGATGT-
TTGTAGGTTTTTGT и  2 антисенс-праймера: 
5 ’ - A AC TC C AC AC TC T TC C A A A A AC A A A AC A 
и 5’-ACCACTCAAAACTAC CACCATCC. Условия ПЦР: 
начальная денатурация – 5 мин при 95 °C; 40 циклов – 
30 с при 95 °C, 30 с при 60 °C, 40 с при 72 °C; 10 мин  
при 72 °C (для метилированной последовательности); 
начальная денатурация – 5 мин при 95 °C; 40 циклов – 
30 с при 95 °C, 30 с при 64 °C, 40 с при 72 °C; 10 мин  
при 72 °C (для неметилированной последовательности).

Продукты ПЦР разделяли в 4 % агарозном геле 
с бромистым этидием (0,5 мкг/мл). Каждому образцу 
ДНК соответствовали 4 дорожки геля (по 2 для мети-
лированных и неметилированных последовательно-
стей MGMT). Полосы метилированного MGMT –  
81 пара оснований (п.о.) и 118 п.о., полосы неметили-
рованного MGMT – 90 и 121 п.о. О статусе метилирова-
ния MGMT судили по присутствию полос в дорожках: 
обязательному – в дорожках 1 и 2 (их отсутствие свиде-
тельствует о неэффективности ПЦР) и показательно-
му – в дорожках 3 и 4 (указывают на наличие в образ-
це метилированного MGMT).

В качестве метода сравнения использовали ком-
мерческий набор MGMT Gene Methylation Detection 
Kit (Xiamen Spacegen, Китай), основанный на ПЦР 
в реальном времени (FAM-меченный зонд отражает 
амплификацию метилированного MGMT, VIC-мечен-
ный зонд – амплификацию фрагмента гена актина 
как внутреннего контроля).

Статистический анализ. Согласованность резуль-
татов 2 качественных методов детекции метилирован-
ного MGMT (МС-ПЦР и использование коммерческо-
го набора Xiamen Spacegen) оценивали с помощью 
определения величины коэффициента межэкспертно-
го согласия (Cohen’s kappa testing) (κ) [19] (табл. 2). 
Для однофакторного анализа выживаемости по методу 
Каплана–Майера и многофакторного анализа (регрес-
сия Кокса) использовали программы Cutoff Finder [20], 

GraphPad Prism 9.5.1 (GraphPad Software, США) 
и MedCalc (MedCalc Software, Бельгия). Все статисти-
ческие тесты двусторонние, различия считались ста-
тистически значимыми при p <0,05.

Результаты
Метил-специфичная ПЦР широко применяется 

для оценки степени метилирования промотора MGMT. 
Варианты этого метода различаются способом реги-
страции ампликонов метилированных и неметилиро-
ванных последовательностей (М+ и М– соответствен-
но). Используются, в частности, визуальная оценка 
разделенных гель-электрофорезом полос (как в данном 
исследовании), или сопоставление кривых амплифи-
кации ПЦР в реальном времени (как в избранном на-
ми методе сравнения) (рис. 1).

Сравнение проводили на 25 образцах ДНК, слу-
чайно выбранных из общего массива (совпадение ре-
зультатов получено в 22 случаях; конкордантность – 
88  %). При  сопоставлении качественных методов 
принято использовать коэффициент κ [19], величина 
которого характеризует степень согласованности ре-
зультатов (табл. 2). В данном случае результаты теста 
(табл. 3) оказались вполне удовлетворительными:  
κ = 0,76; стандартная ошибка – 0,13; доверительный 
интервал 0,52–1,00.

Определение прогностических маркеров глиобласто-
мы. В качестве факторов прогноза ОВ и БРВ больных 
глиобластомой рассматривали возраст, пол пациентов, 
гистологический тип опухоли (астроцитома или глио
бластома), статус гена IDH (дикий тип или мутант-
ный), функциональное состояние больного (по шкале 
Карновского), степень хирургического вмешательства 
(радикальное или частичное), а также наличие мети-
лирования промотора MGMT (обнаружено в 36 (49 %) 
образцах ДНК из 74). Проведен однофакторный ана-

Таблица 2. Сила межэкспертного согласия

Table 2. Strength of inter-expert agreement

Коэффициент межэкспертного 
согласия (κ) 

The coefficient of inter-expert 
agreement (κ)

Характеристика 
Characteristic

<0,20 Слабая 
Poor

0,21–0,40 Удовлетворительная 
Fair

0,41–0,60 Средняя 
Moderate

0,61–0,80 Хорошая 
Good

0,81–1,00 Почти идеальная 
Almost perfect



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
3

, 
2

0
2

5

73ТОМ 12 / VOL. 12 	 ЭкспериментальнЫе СТАТЬИ | EXPERIMENTAL REPORTS

Рис. 1. Метил-специфичная полимеразная цепная реакция промотора MGMT: а – идентификация метилированных (М+) и неметилированных 
(М–) последовательностей методом гель-электрофореза ампликонов; б – полимеразная цепная реакция в реальном времени (FAM-меченный зонд 
отражает амплификацию метилированного MGMT, VIC-меченный зонд – амплификацию фрагмента гена актина как внутреннего контроля). 
Дорожки 1 и 2 – ампликоны (длинный и короткий соответственно) неметилированных последовательностей, 3 и 4 – ампликоны (длинный и ко-
роткий соответственно) метилированных последовательностей; дп – димеры праймеров; RFU – относительные единицы флуоресценции
Fig. 1. Methylation-specific polymerase chain reaction of the MGMT promoter: a – identification of methylated (M+) and unmethylated (M–) sequences  
by gel electrophoresis of amplicons; б – real-time polymerase chain reaction (FAM-labelled probe reflects amplification of methylated MGMT, VIC-labelled 
probe reflects amplification of actin gene fragment as an internal control). Lanes: 1 and 2 – amplicons (long and short, accordingly) of unmethylated sequences, 
3 and 4 – amplicons (long and short, accordingly) of methylated sequences; dp – primer dimers; RFU – relative fluorescence units

Таблица 3. Согласованность результатов

Table 3. Consistency of results

Метил-специфичная полимераз-
ная цепная реакция 

Methyl-specific polymerase chain 
reaction

Коммерческий набор MGMT Gene Methylation Detection Kit (Xiamen Spacegen, Китай) 
Commercial MGMT Gene Methylation Detection Kit (Xiamen Spacegen, China)

M– M+ Всего, n (%) 
Total, n (%)

M– 10 3 13 (52)

M+ 0 12 12 (48)

Всего 
Total

10 (40) 15 (60) 25

Примечание. «М+» – ампликоны метилированных последовательностей; «M–» – ампликоны неметилированных последова-
тельностей. 
Note. “M+” –  amplicons of methylated sequences; “M–” – amplicons of unmethylated sequences.

MGMT (M+) MGMT (M–) MGMT (M–) MGMT (M+)

дп / dp

1             2           3             4 1             2           3             4
1000

800

600

400

200

0

1000

800

600

400

200

0

Актин B / 
Actin B

Актин B / 
Actin B

Число циклов, n /  
Number of cycles, n

Число циклов, n /  
Number of cycles, n

1               5            10             15            20            25           30 1               5            10             15            20            25           30

MGMT

RF
U

 

RF
U

 

MGMT

лиз (кривые выживаемости Каплана–Майера и log-rank-
тест), ориентированный на выявление взаимосвязи 
между 1 зависимой и 1 независимой переменными 
(рис. 2). Статистически значимые различия в  ОВ 
и БРВ выявлены в группах больных, дихотомизиро-
ванных по  следующим факторам: возраст (порог 
39,5  года), хирургическое вмешательство (полная 
или частичная резекция; статистически значимые раз-
личия только по ОВ), статус MGMT (метилированный 
или неметилированный).

Для выявления взаимосвязи между 1 зависимой 
и 2 или более независимыми переменными дополни-
тельно использовали многофакторный анализ (регрес-
сия Кокса). В ходе применения пошагового метода 
введения переменных в анализируемую модель полу-
чено подтверждение прогностической значимости 
возраста, хирургического вмешательства и метилиро-
вания MGMT как для ОВ, так и для БРВ пациентов 
с глиобластомой (по другим исследованным факторам 
различия статистически незначимы) (табл. 4 и 5).
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Рис. 2. Безрецидивная (а) и общая (б) выживаемость пациентов с глиобластомой в зависимости от возраста (порог – 39,5 года), хирургическо-
го вмешательства (радикального – группа 1, частичного – группа 2) и метилирования MGMT
Fig. 2. Recurrence-free (a) and overall (б) survival curves of glioblastoma patients depending on age (threshold – 39.5 years), surgical intervention (radical – 
group 1, partial – group 2), and MGMT methylation
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Таблица 4. Результаты многофакторного анализа безрецидивной выживаемости

Table 4. Results of multivariate analysis of progression free survival

Показатель 
Parameter

p Отношение рисков 
Hazard ratio

95 % доверительный интервал 
95 % confidence interval

Возраст 
Age

0,0040 5,89 1,76–19,69

MGMT (М+) 0,0208 0,48 0,25–0,89

Хирургическое вмешательство 
Surgery

0,0356 0,48 0,23–0,95

Примечание. Здесь и в табл. 5: «М+» – ампликоны метилированных последовательностей. 
Note. Here and in table 5: “M+” – amplicons of methylated sequences.

Таблица 5. Результаты многофакторного анализа общей выживаемости

Table 5. Results of multivariate analysis of overall survival

Показатель 
Parameter

p Отношение рисков 
Hazard ratio

95 % доверительный интервал 
95 % confidence interval

Возраст 
Age

0,0173 5,86 1,36–25,14

MGMT (М+) 0,0360 0,46 0,22–0,95

Хирургическое вмешательство 
Surgery

0,0215 0,35 0,14–0,86

Обсуждение
Полученные результаты свидетельствуют о том, 

что феномен метилирования промотора MGMT явля-
ется одним из наиболее важных прогностических фак-
торов глиобластомы. Риск развития неблагоприятных 
событий (рецидива или смерти) в определенный мо-
мент времени у таких больных, судя по величине от-
ношения рисков, существенно (примерно в 2 раза) 
ниже, чем у больных с интактным MGMT. Установле-
но также, что качественный метод МС-ПЦР, рутинно 
применяемый в  клинической практике, позволяет 
определить статус метилирования этого гена как фак-
тора прогноза.

Необходимо отметить, что, по данным литерату-
ры, феномен метилирования MGMT обладает не толь-
ко прогностическим, но и важным предсказательным 
потенциалом (имеется в виду эффективность лечения 
темозоломидом) [3, 15, 21]. Для его реализации необ-
ходимо, однако, применять метод, дающий возмож-
ность не только констатировать факт метилирования, 
но и количественно оценить его. Определение опти-

мального порога метилирования в этом случае может 
позволить дихотомизировать больных на группы риска 
[22, 23]. Поскольку пиросеквенирование, являющееся 
«золотым стандартом» количественной оценки метили-
рования MGMT [8, 10], сопряжено с необходимостью 
постамплификационного секвенирования, наличием 
дорогостоящего оборудования, значительными затрата-
ми времени и труда, осложняющими его практическое 
применение, существует потребность в новых методи-
ческих подходах, лишенных этих недостатков.

Заключение
Качественный метод МС-ПЦР дает возможность 

оценить феномен метилирования промотора MGMT 
как одного из наиболее показательных прогностичес
ких факторов глиобластомы, но не позволяет исполь-
зовать его предсказательный потенциал (эффектив-
ность терапии темозоломидом). Это обстоятельство 
стимулирует разработку новых количественных мето-
дов, пригодных для рутинного применения в клини-
ческой практике.
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