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Определение химиорезистентности  
клеток рака яичников in vitro

K. А. Кузин1, Т. И. Фетисов1, Р. И. Князев1, 2, Л. Я. Фомина1, Л. В. Мехеда1, Е. А. Лесовая1, 3, Г. А. Белицкий1, 
М. Г. Якубовская1, К. И. Кирсанов1, 4
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Цель исследования – представить обоснование существующих подходов к тестированию химиорезистентности рака яичников 
in vitro, провести их сравнительный анализ и дать оценку перспектив их дальнейшего применения.
Материалы и методы. При подготовке обзора были проанализированы статьи по теме прогнозного определения химиорезистент-
ности рака яичников к химиотерапевтическим препаратам, имеющиеся в информационных базах биомедицинской литературы 
SciVerse Scopus (158), PubMed (323), Web of Science (285), РИНЦ (64). В обзоре процитированы 37 современных публикаций, 
12 работ из которых были опубликованы в течение последних 3 лет, а 16 статей относятся к первым публикациям по разрабо-
танным методикам, которые продолжают использовать в наши дни.
Результаты. Рассмотрены особенности основных методов оценки резистентности / чувствительности рака яичников к различ-
ным химиотерапевтическим препаратам с использованием первичных культур опухолевых клеток, получаемых из биопсийно-
го / операционного материала. При тестировании в качестве основных оцениваемых характеристик опухолевых клеток рассмо-
трены пролиферативная и метаболическая активность, а также уровень клеточной гибели. Обсуждены методические 
особенности описываемых методов, а также перспективы их дальнейшего применения.
Заключение. Прогнозное выявление химиорезистентности рака яичников проводится на основании тестирования жизнеспособ-
ности опухолевых клеток в присутствии химиотерапевтического препарата. Обоснованием для совершенствования такого те-
стирования in vitro служат результаты исследований ключевых механизмов развития химиорезистентности опухолевых клеток.

Ключевые слова: рак яичников, платиносодержащий препарат, химиорезистентность, тест на химиорезистентность и чувст-
вительность клеток, пролиферативная активность, жизнеспособность опухолевых клеток
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Objectives: to provide a rationale for existing approaches for the evaluation of chemoresistance of ovarian cancer in vitro, to perform a com-
parative analysis of the methods and to assess the perspectives of their further application.
Materials and methods. For the review preparation, we analyzed articles on experimental testing of ovarian cancer resistance to chemo-
therapeutic agents, available at biomedical literature databases SciVerse Scopus (158), PubMed (323), Web of Science (285), RSCI (64). 
The review cited 37 recent publications, 12 of them being published over the past three years, and 16 articles being referred as pioneer publi-
cations on techniques previously and used today.
Results. Peculiarities of the main methods for assessing the resistance and sensitivity of a cancer to various chemotherapeutic drugs using 
primary cultures of tumor cells obtained from biopsy or surgical material are analyzed. Proliferative and metabolic activities as well as 
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Введение
Злокачественные новообразования яичников яв-

ляются одной из лидирующих гинекологических па-
тологий по распространенности, заболеваемости 
и смертности. В 2018 г. в России был выявлен 
13 701 новый случай злокачественных новообразова-
ний яичников, распространенность данного заболе-
вания составила 76,2 случая на 100 тыс. населения [1]. 
Рак яичников (РЯ) – самая распространенная форма 
злокачественных новообразований яичников. Алго-
ритм лечебных мероприятий при выявлении РЯ вклю-
чает циторедуктивное хирургическое вмешательство 
в сочетании с платиносодержащей химиотерапией [2]. 
Выбор платиносодержащих препаратов 1-й линии 
химиотерапии основан на эмпирических данных 
крупных рандомизированных клинических исследо-
ваний, показавших эффективность для большинства 
пациенток. При этом персонализация лечения 
при 1-й линии не проводится, несмотря на тот факт, 
что такая терапия неэффективна для 10–40 % паци-
енток с РЯ (в зависимости от гистологического под-
типа) [3, 4]. Эффективность проведенной терапии, 
которую определяют по длительности интервала 
без платиносодержащей химиотерапии при отсутствии 
прогрессирования заболевания, т. е. оценивают пост-
фактум по данным инструментального обследования 
и уровню опухолеассоциированного антигена СА125, 
служит обоснованием заключения о резистентности 
или чувствительности опухоли к производным плати-
ны. Если у пациента выявляют развитие резистентно-
сти к платиносодержащим препаратам по появлению 
платинорефрактерных (в процессе проведения тера-
пии или в течение 1 мес после ее завершения) или пла-
тинорезистентных (в интервале от 1 до 6 мес) рециди-
вов, проводят химиотерапию с использованием 
паклитаксела, доцетаксела, доксорубицина, гемцита-
бина, винорелбина, этопозида, топотекана и других 
препаратов. Выбор другого химиотерапевтического 
средства (или их комбинации) также проводится 
без оценки потенциальной химиорезистентности [2].

Следует отметить, что все используемые в настоя-
щее время для лечения РЯ химиотерапевтические 
препараты вызывают побочные эффекты, в том числе 
развитие анемии, осложнений со стороны желудочно-
кишечного тракта, аллопеций и др., что приводит 

к существенному ухудшению качества жизни. Многие 
из этих препаратов обладают генотоксической актив-
ностью, их действие на организм пациента может 
приводить к развитию вторичных опухолей, индуци-
рованных химиотерапией [5, 6]. Кроме этого, их воз-
действие на опухолевые клетки приводит к повыше-
нию нестабильности генома и ускорению процесса 
прогрессии опухоли [7, 8]. С учетом того, что страте-
гия лечения РЯ построена на оценке результата пре-
дыдущего курса химиотерапии и все пациенты в ко-
нечном итоге получают курс токсического 
и неэффективного лечения платиносодержащими 
препаратами, а затем, возможно, и другими химиоте-
рапевтическими препаратами, развитие методов про-
гнозирования химиорезистентности для проведения 
на этой основе персонализированного лечения чрез-
вычайно актуально для современной онкологии.

Одним из перспективных подходов к определению 
потенциальной химиорезистентности опухоли у паци-
ентов с онкологическими заболеваниями является 
экспериментальное определение химиорезистентно-
сти / чувствительности опухолевых клеток in vitro. 
В представляемом обзоре обсуждены биологические 
детерминанты развития резистентности опухоли 
к химиотерапии, рассмотрены принципы определения 
химиорезистентности опухолевых клеток в системах in 
vitro, представлен сравнительный анализ ряда методи-
ческих подходов, апробированных для выявления 
потенциальной химиорезистентности РЯ, и дана 
оценка перспектив развития экспериментального те-
стирования химиорезистентности РЯ.

Детерминанты развития резистентности опухоли 
к химиотерапии
Развитие резистентности опухоли к действию хи-

миотерапевтических препаратов является централь-
ной проблемой современной онкологии. Изучению 
этого процесса посвящены многие клинические и экс-
периментальные исследования, которые позволили 
определить основные детерминанты этого процесса 
и ключевые механизмы развития. При проведении 
химиотерапии действие препарата реализуется 
по 3 направлениям: 1) на опухолевые клетки, влияя 
на их жизнеспособность; 2) на нормальные клетки 
и организм пациента в целом, вызывая местные 

the level of cell death were considered as the main evaluated characteristics of tumor cells. The methodological features of the described 
methods are discussed, as well as the prospects for their further application.
Conclusion. Predictive detection of chemoresistance of ovarian cancer is based on testing the viability of tumor cells in the presence of a che-
motherapeutic drug. The results of studies of the key mechanisms of chemoresistance development in tumor cells provide the rationale for 
improving in vitro testing.

Key words: ovarian cancer, platinum-containing chemotherapy, chemoresistance, cell sensitivity and resistance assay, proliferative activity, 
tumor cell viability

For citation: Kuzin K. A., Fetisov T. I., Knyazev R. I. et al. Determination of chemoresistance of ovarian cancer cells in vitro. Uspekhi mole-
kulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2019;6(4):8–25. (In Russ.).
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и системные эффекты; 3) на взаимоотношения опухо-
ли и организма [7]. Каждое из этих направлений ха-
рактеризуется многофакторностью происходящих 
процессов, и разработка алгоритмов для их консоли-
дированного анализа находится лишь в стадии разви-
тия. Так, интересной находкой клинических исследо-
ваний по оценке системного действия химиотерапии 
на организм стали данные о существенной вариабель-
ности фармакокинетики химиотерапевтических пре-
паратов между пациентами [9]. В результате системное 
воздействие этих препаратов, которое обусловливает 
противоопухолевые и побочные эффекты, может раз-
личаться между пациентами в несколько раз при рас-
чете дозы препарата с учетом площади поверхности 
тела. Это означает, что современный подход к расчету 
дозы препарата не является полностью оправданным, 
необходимо проведение корректировки дозы препа-
рата на основании данных фармакокинетики.

На моделях in vivo было установлено, что измене-
ния, происходящие под действием химиотерапевти-
ческого препарата в строме и микроокружении опу-
холи, включая формирование пула макрофагов, 
ассоциированных с опухолью, могут способствовать 
развитию химиорезистентности [8, 10].

Использование культур опухолевых клеток по-
зволило наиболее полно изучить механизмы разви-
тия химиорезистентности при действии различных 
препаратов непосредственно в опухолевых клетках 
[8]. К таким механизмам относят: 1) увеличение ак-
тивности пролиферации опухолевых клеток; 2) ак-
тивацию компонентов системы множественной  
лекарственной устойчивости, обеспечивающей вы-
ведение токсических соединений из клетки; 3) акти-
вацию процессов детоксикации химиотерапевтиче-
ских препаратов и продуктов их метаболизма; 
4) снижение чувствительности к проапоптотическим 
сигналам; 5) увеличение активности репарации 
ДНК; 6) снижение уровня экспрессии генов белков, 
являющихся мишенями при таргетной терапии, 
а также изменения в их структуре.

Одни и те же механизмы развития резистентности 
могут включаться при действии различных химиоте-
рапевтических средств, в то же время один препарат 
может запускать развитие резистентности одновре-
менно по нескольким механизмам (табл. 1).

Общепринятая теория развития химиорезистент-
ности опухоли, в том числе при РЯ, базируется на пред-
ставлениях о дарвиновском естественном отборе  
резистентного опухолевого клона под действием химио-
терапевтического препарата в качестве фактора селек-
ции [11]. Данные исследования R. F. Schwarz и соавт. 
о гетерозиготности и клональной эволюции опухолей 
яичников хорошо согласуются с этими представлени-
ями [12]. Тем не менее скорость приобретения химио-
резистентности свидетельствует о существовании 
в опухолевых клетках механизмов адаптации к усло-
виям существования в присутствии цитотоксических 

агентов [8], а также о возможности горизонтального 
переноса генетической информации между опухоле-
выми клетками [13, 14].

Химиотерапия платиносодержащими препаратами 
вызывает повреждение ДНК путем образования меж-
цепочечных «сшивок», что приводит к блокировке 
репликации, остановке клеточного цикла, нарушению 
процесса пролиферации и активации апоптоза [11]. 
При РЯ были описаны механизмы резистентности 
опухолевых клеток к платиносодержащим препаратам 
как существующие до лечения, так и приобретенные 
в процессе химиотерапии. Анализ опухолевых образ-
цов, полученных от большого числа пациенток с ре-
зистентным РЯ, свидетельствовал о снижении внутри-
клеточного накопления цисплатина вследствие 
изменений в трансмембранном транспорте и эндоци-
тозе, об активации процессов репарации ДНК, изме-
нении функционирования сигнальных путей, обеспе-
чивающем усиление эпителиально-мезенхимального 
перехода и высокий уровень пролиферации. Важным 
молекулярным механизмом изменения активности 
сигнальных путей у пациенток с РЯ, обеспечивающим 
развитие химиорезистентности к препаратам платины, 
является гипо- и аберрантное метилирование ДНК. 
Поиск драйверных мутаций, которые ассоциированы 
с развитием приобретенной резистентности, выявил 
реверсные мутации генов BRCA1 / 2 и потерю метили-
рования промотора BRCA1. В то же время эти молеку-
лярно-генетические исследования обнаружили высо-
кую частоту дисфункций системы рекомбинационной 
репарации и возможность создания «синтетической 
летали» путем применения ингибиторов PARP1.

экспериментальное тестирование резистентности 
и чувствительности опухолевых клеток in vitro
Большинство противоопухолевых препаратов по-

сле распределения в организме и непосредственного 
попадания в опухолевые клетки реализуют свой цито-
токсический эффект, влияя на жизненно важные 
клеточные биологические процессы. Биологические 
процессы, посредством которых противоопухолевые 
препараты реализуют свое цитотоксическое действие, 
наиболее активно происходят в быстро пролифериру-
ющих клетках, к которым, несомненно, относятся 
опухолевые [9].

На уровне организма гибель злокачественных кле-
ток после проведения химиотерапии выражается 
в уменьшении объема и количества опухолевых очагов, 
что позволяет оценить эффективность химиотерапии 
инструментальными методами (спиральная компью-
терная томография, магнитно-резонансная томогра-
фия). Существует несколько шкал оценки, в рамках 
которых полное исчезновение всех проявлений опухо-
левого процесса после химиотерапии по данным ин-
струментальных методов обследования расценивается 
как полный ответ, уменьшение опухолевых очагов – 
как частичный ответ, отсутствие изменений 
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Таблица 1. Механизмы развития химиорезистентности в опухолевой клетке, выявляемые при действии различных препаратов

Table 1. Mechanisms of chemoresistance development in tumor cells for various drugs

Механизм развития 
химиорезистентности 

Mechanism of chemoresistance 
development

Группа химиотерапевтических 
препаратов 

Group of chemotherapeutical drugs

Механизм химиотерапевтического действия 
Mechanism of chemotherapeutical action

Увеличение активности 
пролиферации 
Increased proliferative activity

Платиносодержащие 
препараты 

Platinum-containing drugs

Образование в ДНК межцепочечных «сшивок» 
Formation of DNA interstrand cross-links

Алкилирующие агенты 
Alkylating agents

Модификация оснований ДНК 
DNA base modification

Антрациклины 
Anthracyclines

Образование аддуктов ДНК, ингибирование топоизомеразы II 
The formation of DNA adducts, inhibition of topoisomerase II

Ингибиторы тирозиновых 
киназ 

Tyrosine kinase inhibitors

Ингибирование передачи активирующего сигнала 
Inhibition of activating signal transduction

Активация компонентов 
системы множественной 
лекарственной 
устойчивости 
Activation of components 
of multiple drug resistance

Таксаны
Taxanes

Взаимодействуя с тубулином, нарушают работу микротрубо-
чек, останавливают сегрегацию хроматид и запускают таким 

образом апоптоз 
Disrupt microtubule functioning, stop chromatid segregation inducing 

apoptosis due to interaction with tubulin

Антрациклины 
Anthracyclines

Интеркалируют в ДНК, нарушают работу топоизомеразы II, 
останавливают биосинтез ДНК 

Intercalate into DNA, disrupt topoisomerase II functioning, stop DNA 
biosynthesis

Винкаалкалоиды 
Vinca alkaloids

Взаимодействуя с тубулином, нарушают работу микротрубо-
чек, таким образом останавливают сегрегацию хроматид, 

что препятствует делению и запускает апоптоз 
Interact with tubulin, disrupt microtubule functioning leading to arrested 

chromatid segregation which prevents division and initiates apoptosis

Ингибиторы тирозиновых 
киназ 

Tyrosine kinase inhibitors

Ингибирование передачи активирующего сигнала 
Inhibition of activating signal transduction

Активация детоксикации 
химиотерапевтических 
препаратов и продуктов 
их метаболизма 
Activation of detoxication 
of chemotherapeutic drugs and 
their metabolic products

Все цитостатики 
All cytostatics

Разные механизмы действия 
Various mechanisms of action

Ингибиторы тирозиновых 
киназ 

Tyrosine kinase inhibitors

Ингибирование передачи активирующего сигнала 
Inhibition of activating signal transduction

Снижение 
чувствительности 
к проапоптотическим 
сигналам 
Decreased sensitivity to 
pro-apoptotic signals

Все цитостатики 
All cytostatics

Разные механизмы действия 
Various mechanisms of action

Ингибиторы тирозиновых 
киназ 

Tyrosine kinase inhibitors

Ингибирование передачи активирующего сигнала 
Inhibition of activating signal transduction

АТ к онкобелкам 
Abs to oncoproteins

Ингибирование онкобелков 
Inhibition of oncoproteins

Увеличение активности 
репарации ДНК 
Increased DNA reparation

Платиносодержащие 
препараты 

Platinum-containing drugs

Образование в ДНК межцепочечных «сшивок» 
Formation of DNA interstrand cross-links

Алкилирующие агенты 
Alkylating agents

Модификация оснований ДНК 
DNA base modification

Снижение экспрессии, 
изменения в структуре 
белков, являющихся 
мишенями при таргетной 
терапии 
Decreased expression, changes in 
the structure of chemotherapy 
target proteins

Таргетные препараты 
Targeted drugs

Взаимодействие с белками – компонентами активирован-
ных сигнальных путей — и их инактивация 

Interaction with proteins – components of activated signaling pathways — 
and their inactivation
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в опухолевом процессе – как стабилизация процесса и, 
наконец, рост существующих или появление новых 
очагов – как прогрессирование заболевания. Кроме 
вышеприведенного метода эффективность химиотера-
пии в клинической практике можно оценивать посред-
ством анализа: 1) выживаемости пациентов без про-
грессирования заболевания, определяемой как период 
времени от момента рандомизации до появления реци-
дива опухоли или смерти пациента после получения 
противоопухолевой терапии; 2) общей выживаемости, 
определяемой как время от момента рандомизации 
или начала терапии до смерти пациента независимо 
от причины [15].

В соответствии с ответом на терапию злокачест-
венные опухоли in vivo можно разделить на чувстви-
тельные к определенному химиотерапевтическому 
препарату, характеризующиеся полным исчезнове нием 
или уменьшением размеров очагов после проведения 
лечения (полный или частичный ответ) и резистентные 
к определенному цитостатику, характеризующиеся 
ростом или появлением новых очагов на фоне прове-
дения химиотерапии.

Как было отмечено ранее, резистентность злока-
чественных клеток к противоопухолевым препара-
там – основная проблема клинической онкологии. 
Ряд злокачественных опухолей являются резистент-
ными к химиотерапии до лечения, у других резистент-
ность может развиваться на фоне или после его про-
ведения.

В настоящее время резистентность опухоли к хи-
миотерапевтическому препарату определяется по ре-
зультатам объективного обследования пациента после 
проведения химиотерапии. В то же время есть осно-
вания утверждать, что резистентность опухоли может 
быть предсказана с помощью лабораторных тестов 
по определению чувствительности и резистентности 
опухолевых клеток к химиотерапевтическим препара-
там (Chemotherapy Sensitivity and Resistance assays, 
CSR-тесты).

CSR-тесты были разработаны и используются с се-
редины XX века [16]. Основным принципом CSR-те-
стов является оценка жизнеспособности опухолевых 
клеток, полученных от пациента после их обработки 
или в присутствии цитостатического агента. Технология 
получения результатов в различных видах CSR-тестах 
отличается, но все они включают следующие этапы: 
1) выделение опухолевых клеток и помещение их в сре-
ду in vitro; 2) культивирование опухолевых клеток после 
обработки или совместно с химиотерапевтическими 
препаратами; 3) количественную оценку показателя, 
который позволяет определить чувствительность 
или резистентность опухолевых клеток к цитостатику; 
4) интерпретацию полученных результатов и создание 
отчета о чувствительности или резистентности клеток.

При тестировании химиорезистентности РЯ выде-
ление опухолевых клеток из асцитической жидкости 
осуществляют методом центрифугирования; выделение 

из образцов опухолевой ткани – методами механиче-
ской и ферментативной диссоциации. Культивирование 
клеток in vitro проводят в виде суспензии, в условиях 
двух- или трехмерного роста. В качестве основных  
показателей, по которым судят о чувствительности 
или резистентности опухолевых клеток к химиотера-
певтическому препарату, используют: 1) активность 
пролиферации (клоногенный тест, тест на включение 
3[H] -тимидина); 2) активность метаболизма (МТТ-тест, 
АТФ-тесты); 3) активность клеточной гибели (MiCK-
тест, ChemoFX-тест). При интерпретации полученных 
данных чувствительными к химиотерапевтическому 
препарату считают опухолевые клетки, большинство 
из которых неспособны пролиферировать или погибают 
при культивировании в его присутствии in vitro, рези-
стентными – клетки, которые сохраняют жизнеспособ-
ность в присутствии цитостатика.

Очевидно, что методика культивирования опухоле-
вых клеток совместно с цитостатиками, используемая 
в CSR-тестах, является моделированием процесса 
химиотерапевтического лечения пациента. Следует 
признать, что при культивировании опухолевых клеток 
пациента in vitro нельзя точно воспроизвести микро-
окружение опухоли in vivo и закономерности экспози-
ции опухолевых клеток цитостатикам в организме. 
Этим отчасти объясняется некоторое расхождение ре-
зультатов экспериментального тестирования и наблю-
даемых в клинической практике. Тем не менее способ-
ность к пролиферации и высокая метаболическая 
активность опухолевых клеток в присутствии химио-
терапевтического препарата в условиях in vitro, несом-
ненно, свидетельствуют о существо вании в опухоли 
клона клеток, резистентных к химиотерапии.

За более чем полувековую историю использования 
CSR-тестов были проведены исследования по сопостав-
лению результатов тестирования опухолевых клеток 
на резистентность / чувствительность in vitro и эффек-
тивности химиотерапии при различных видах злокаче-
ственных опухолей. В 2017 г. были опубликованы ре-
зультаты метаанализа, в который авторы включили 
34 исследования, позволяющие рассчитать чувствитель-
ность, специфичность и точность тестов, отражающих 
их корреляцию с ответом опухоли на химиотерапию 
при различных нозологиях у 1835 пациентов. Под чув-
ствительностью теста авторы подразумевали долю 
больных с истинной чувствительностью в популяции, 
у которых наблюдался ответ на химиотерапию; под спе-
цифичностью – долю пациентов с истинной резистент-
ностью в популяции, у которых не наблюдалось ответа 
на химиотерапию; под точностью теста – долю больных 
с истинной чувствительностью и истинной резистент-
ностью в общей популяции пациентов, которым прово-
дилось тестирование. В соответствии с данными мета-
анализа в подавляющем большинстве исследований 
точность CSR-тестов была выше 80 %, что подтвержда-
ет гипотезу о высокой вероятности правильного про-
гнозирования ответа опухоли на химиотерапию 
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по результатам тестирования резистентности / чувстви-
тельности опухолевых клеток к цитостатикам in vitro 
[17]. При этом возможность увеличения выживаемости 
без прогрессирования и общей выживаемости при про-
ведении химиотерапии в соответствии с результатами 
CSR-тестов остается открытым вопросом, так 
как истинное влияние уменьшения размеров опухоле-
вых узлов, обусловленное действием цитостатиков 
на продолжительность жизни пациентов, до сих пор 
не изучено, и уменьшение размеров опухолевой массы 
может не приводить к увеличению ни выживаемости 
без прогрессирования, ни общей выживаемости. От-
дельно следует сказать о прогностической значимости 
выявления чувствительности опухолевых клеток, опре-
деляемой как вероятность ответа опухоли на химиотера-
пию при выявлении чувствительности опухолевых 
клеток in vitro, и прогностической значимости выявле-
ния резистентности опухолевых клеток, определяемой 
как вероятность отсутствия ответа опухоли на химио-
терапию при выявлении резистентности in vitro (табл. 2). 
С учетом того, что CSR-тесты проводятся с использо-
ванием биопсийного материала и результаты тестиро-
вания не могут экстраполироваться на все опухолевые 
клетки в организме в силу гетерогенности опухоли [12], 
следует признать, что прогностическая значимость вы-
явления резистентности в CSR-тестах должна быть 
выше, чем прогностическая значимость выявления 
чувствительности, так как всегда остается вероятность 
существования резистентного клона в опухолевой тка-
ни, не попавшего в анализируемый образец.

В табл. 2 представлена стандартная схема оценки 
результатов для расчета диагностической чувствитель-
ности, специфичности и прогностической значимости 
использования CSR-тестов.

CSR-тесты в клинических исследованиях 
химиорезистентности рака яичников
Стратегия выполнения всех CSR-тестов в опубли-

кованных исследованиях по прогностическому опре-
делению химиорезистентности РЯ заключалась 
в оценке жизнеспособности опухолевых клеток 
при их культивировании в присутствии анализируе-
мых препаратов. Для определения жизнеспособности 
опухолевых клеток в качестве оцениваемой характе-
ристики рассматривали: 1) пролиферативную актив-
ность; 2) метаболическую активность; 3) степень ин-
дукции гибели клеток. При этом были использованы 
различные методические подходы, которые приведе-
ны далее.

CSR-тесты, оценивающие пролиферативную 
активность опухолевых клеток
Тест на колониеобразование (Human Tumor Cloning 

Assay, HTCA) является исторически первым тестом, 
разработанным в 1970-х годах A. Hamburger 
и S. E. Salmon для определения чувствительности пер-
вичных культур опухолевых клеток к противоопухоле-
вым препаратам [18]. Клоногенный тест основан 
на способности отдельных опухолевых клеток делить-
ся и давать начало колониям при культивировании 
в обогащенном агаре. Результаты тестирования полу-
чают путем подсчета и дальнейшего сравнения коли-
чества колоний, выросших из предварительно обра-
ботанных и необработанных химиотерапевтическим 
агентом опухолевых клеток.

Тест на экстремальную резистентность к химиотера-
певтическому препарату (Extreme Drug Resistance Assay, 
EDRA) был разработан D. H. Kern и соавт. в 1980-х 
годах [19]. Тест основан на использовании меченного 

Таблица 2. Оценка результатов использования CSR-тестов

Table 2. Evaluation of CSR tests

Чувствительность 
опухолевых клеток 

в эксперименте in vitro 
Tumor cell sensitivity 

in vitro

Ответ опухоли на химиотерапевтическое лечение 
Tumor response to chemotherapeutical treatment

Присутствует 
Present

Отсутствует 
Absent

Присутствует 
Present

Число пациентов с истинной чувствительно-
стью, определенной по результатам тестирова-
ния in vitro (ИЧ) 
Number of patients with true sensitivity determined  
by the results of an in vitro test (TS) 

Число пациентов с ложной чувствительностью, 
определенной по результатам тестирования 
in vitro (ЛЧ) 
Number of patients with false sensitivity determined 
by the results of an in vitro test (FS) 

Отсутствует 
Absent

Число пациентов с ложной резистентностью, 
определенной по результатам тестирования 
in vitro (ЛР) 
Number of patients with false resistance determined 
by the results of an in vitro test (FR) 

Число пациентов с истинной резистентностью, 
определенной по результатам тестирования 
in vitro (ИР) 
Number of patients with true resistance determined  
by the results of an in vitro test (TR) 

Примечание. Чувствительность теста = ИЧ / (ИЧ + ЛР); специфичность теста = ИР / (ИР + ЛЧ); прогностическая 
значимость выявления чувствительности = ИЧ / (ИЧ + ЛЧ); прогностическая значимость выявления резистентности = 
ИР / (ИР + ЛР); точность теста = (ИЧ + ИР) / (ИЧ + ЛЧ + ИР + ЛР).
Note. Test sensitivity = TS / (TS + FR); test specificity = TR / (TR + FS); prognostic value of sensitivity determination = TS / (TS + FS); 
prognostic value of resistance determination = TR / (TR + FR); test accuracy = (TS + TR) / (TS + FS + TR + FR).
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тритием нуклеозида тимидина для оценки интенсив-
ности биосинтеза ДНК, которая отражает пролифера-
тивную активность опухолевых клеток.

Добавление в среду культивирования радиоактив-
ного тимидина с последующей его детекцией позво-
ляет оценивать уровень пролиферативной активности 
опухолевых клеток, обработанных и необработанных 
химиотерапевтическими препаратами. Особенностью 
теста, отраженной в названии EDRA, является куль-
тивирование в процессе тестирования опухолевых 
клеток в концентрациях цитостатиков, многократно 
превышающих терапевтические, что обеспечивает 
высокую прогностическую значимость выявления 
этим тестом резистентности опухолевых клеток.

Тесты, оценивающие метаболическую активность 
опухолевых клеток
Тест с МТТ-реагентом (МТТ-тест) основан на спо-

собности митохондрий живых клеток восстанавливать 
растворимую соль тетразолия (3-4,5-диметилтиазол-
2-ил-2,5-дифенилтетразол – МТТ-реагент) в нераство-
римые кристаллы формазана. Метод впервые был 
описан Black и Speer в 1953 г. [20]. и адаптирован 
T. Mosman в 1983 г. [21]. Методика теста cводится 
к культивированию выделенных опухолевых клеток 
в среде с цитостатиками и без них с последующей 
инкубацией клеток с МТТ-реагентом. Образовавши-
еся окрашенные кристаллы формазана растворяют 
с использованием диметилсульфоксида (ДМСО) 
или изопропанола и оценивают уровень метаболиче-
ской активности по интенсивности окрашивания 
раствора с помощью колориметрии. Результаты тести-
рования получают при сравнении показателей клеток 
до культивирования с химиотерапевтическим агентом 
и после него. Согласно данным J. M. Sargent чувcтви-
тельность МТТ-теста при опухолях яичников состав-
ляет 81 %. При этом 5-летняя выживаемость пациен-
тов, получивших препараты, к которым опухолевые 
клетки были чувствительны в in vitro-тесте, была ста-
тистически значимо выше, чем у пациентов, получив-
ших препараты, к которым наблюдалась резистент-
ность (табл. 3) [22].

HDRA (Histoculture Drug Response Assay) – моди-
фикация МТТ-теста, при которой оценку метаболи-
ческой активности проводят с использованием гисто-
культуры, полученной из опухолевого образца. HDRA 
был предложен в 1991 г. Его особенностью является 
использование тонких срезов фрагментов опухолевой 
ткани, культивируемых на коллагеновой подложке, 
что позволяет в большей степени сохранять гистоар-
хитектонику опухолевой ткани и в максимально воз-
можной степени для экспериментов in vitro воспроиз-
водить микроокружение иcходной опухоли.

Тесты, основанные на оценке количества аденозин-
трифосфата (АТФ). К данной категории относят тесты, 
в основе которых лежит измерение уровня АТФ, соот-
ветствующего уровню метаболической активности 

клеток. Известно, что для реализация широкого ряда 
метаболических процессов клетке необходимо опре-
деленное количество АТФ, а после гибели клетки 
уровень метаболизма быстро снижается и содержание 
АТФ падает. Содержание АТФ оценивают в лизате 
клеток с помощью реакции превращения люцифери-
на в оксилюциферин, поскольку энергетическим 
источником реакции служит АТФ и по регистрации 
уровня биолюминесценции можно оценить его содер-
жание в опухолевых клетках.

Особенностью данных тестов является возмож-
ность использования гипоадгезионных условий куль-
тивирования, обеспечивающих селективный рост 
злокачественных клеток в среде [23].

Тесты, оценивающие степень индукции гибели 
опухолевых клеток
Оценка кинетики оптических характеристик микро-

культуры (MicroCulture Kinetic assay, MiCK-тест). 
MiCK-тест основан на изменении оптической плот-
ности суспензии опухолевых клеток при развитии 
апоптоза. По степени изменения оптической плотно-
сти в суспензии опухолевых клеток после их обработ-
ки химиотерапевтическими препаратами в сравнении 
с характеристикой необработанных клеток можно 
судить об их химиорезистентности [24].

Chemo FX – коммерческое название теста, в осно-
ве которого лежит подсчет количества жизнеспособ-
ных клеток после их окрашивания красителем DAPI. 
Методика ChemoFX-теста является многоэтапной 
и включает получение первичной культуры опухоле-
вых клеток, последующую морфологическую и имму-
нофенотипическую верификацию злокачественного 
характера полученных клеток с дальнейшим культи-
вированием совместно с химиотерапевтическими пре-
паратами и без них. Результаты тестирования получа-
ют путем сравнения количества жизнеспособных 
клеток при культивировании в присутствии цитоста-
тиков и без них. Особенностями теста являются этап 
морфологического и иммунофенотипического под-
тверждения злокачественной природы клеток в пер-
вичной культуре и автоматизированный подсчет ко-
личества жизнеспособных клеток [25].

В табл. 3 приведена краткая характеристика клини-
ческих исследований, а также популяции пациенток 
и основные результаты, полученные при сопоставлении 
данных тестирования опухолевых клеток на резистент-
ность / чувствительность in vitro с эффективностью 
химиотерапии у пациенток с диагнозом РЯ.

К сожалению, подход к оценке результатов в боль-
шинстве исследований различался, при этом в ряде 
исследований в качестве результата химиотерапии 
рассматривалась выживаемость пациентов, в других – 
объективный ответ опухоли, оцениваемый с помощью 
инструментальных методов. Следует отметить, 
что большинство исследований носило ретроспектив-
ный характер, дизайн многих из них был неудачным. 
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%

, в
о 

2-
й

 –
 7

1,
8 

%
 

(р
 =

 0
,1

07
) 

A
bs

en
ce

 o
f d

if
fe

re
n

ce
s 

in
 o

bj
ec

ti
ve

 r
es

po
n

se
 

to
 th

er
ap

y 
be

tw
ee

n
 th

e 
gr

ou
ps

. 
O

bj
ec

ti
ve

 r
es

po
n

se
 in

 th
e 

1st
 g

ro
up

 w
as

 
87

.5
 %

, i
n

 th
e 

2n
d  g

ro
up

 –
 7

1.
8 

%
  

(p
 =

 0
.1

07
)

39
 п

ац
и

ен
то

к,
 к

от
ор

ы
м

 б
ы

л 
п

ро
ве

де
н

 E
D

R
A

-т
ес

т.
П

о 
ре

зу
ль

та
та

м
 т

ес
та

 
п

ре
п

ар
ат

ы
, к

 к
от

ор
ы

м
 б

ы
ла

 
вы

яв
ле

н
а 

ре
зи

ст
ен

тн
ос

ть
, 

за
м

ен
ен

ы
. 

39
 p

at
ie

n
ts

 w
h

o 
un

de
rw

en
t t

h
e 

E
D

R
A

 te
st

. 
P

er
 th

e 
te

st
 r

es
ul

ts
, d

ru
gs

 w
h

ic
h

 
sh

ow
ed

 r
es

is
ta

n
ce

 w
er

e 
su

bs
ti

tu
te

d

39
 п

ац
и

ен
то

к,
 к

от
ор

ы
м

 
н

е 
п

ро
во

ди
лс

я 
E

D
R

A
-т

ес
т,

 
п

ол
уч

и
ли

 с
та

н
да

рт
н

ую
 

хи
м

и
от

ер
ап

и
ю

 
39

 p
at

ie
n

ts
 w

h
o 

di
dn

’t
 u

n
de

rg
o 

th
e 

E
D

R
A

 te
st

 a
n

d 
re

ce
iv

ed
 s

ta
n

da
rd

 
ch

em
ot

h
er

ap
y

–
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П
ро

до
лж

ен
ие

 т
аб

л.
 3

C
on

tin
ua

tio
n 

of
 ta

bl
e 

3

П
ри

нц
ип

 м
ет

од
а 

M
et

ho
d 

pr
in

ci
pl

e

Н
аз

ва
ни

е 
м

ет
од

а,
 

ав
то

ры
 

ис
сл

ед
ов

ан
ия

 
M

et
ho

d 
na

m
e,

  
st

ud
y 

au
th

or
s

Х
ар

ак
те

ри
ст

ик
и 

ис
сл

ед
ов

ан
ия

.
П

оп
ул

яц
ия

 п
ац

ие
нт

ов
.

С
ра

вн
ив

ае
м

ы
е 

гр
уп

пы
 

S
tu

dy
 c

ha
ra

ct
er

is
ti

cs
.

P
at

ie
nt

 p
op

ul
at

io
ns

.
C

om
pa

re
d 

gr
ou

ps

О
сн

ов
ны

е 
ре

зу
ль

та
ты

 
M

ai
n 

re
su

lt
s

1-
я 

гр
уп

па
 

1st
 g

ro
up

2-
я 

гр
уп

па
 

2nd
 g

ro
up

3-
я 

гр
уп

па
 

3rd
 g

ro
up

Те
ст

ы
, 

оц
ен

и
ва

ю
щ

и
е 

п
ро

ли
ф

ер
ат

и
вн

ую
 

ак
ти

вн
ос

ть
 

оп
ух

ол
ев

ы
х 

кл
ет

ок
 

Te
st

s 
ev

al
ua

ti
n

g 
 

pr
ol

if
er

at
iv

e 
 

ac
ti

vi
ty

  
of

 c
el

ls

E
D

R
A

,
V.

 L
oi

zz
i и

 с
оа

вт
. 

[3
0]

E
D

R
A

,
V.

 L
oi

zz
i e

t a
l. 

[3
0]

Р
ет

ро
сп

ек
ти

вн
ое

.
72

 п
ац

и
ен

тк
и

 с
 п

ла
ти

н
оч

ув
ст

ви
те

ль
н

ы
м

 р
ец

и
ди

вн
ы

м
 р

ак
ом

 я
и

чн
и

ко
в 

(р
ец

и
ди

в 
>

6 
м

ес
 п

ос
ле

 о
ко

н
ча

н
и

я 
те

ра
п

и
и

) 
R

et
ro

sp
ec

ti
ve

. 
72

 fe
m

al
e 

pa
ti

en
ts

 w
it

h
 p

la
ti

n
um

-s
en

si
ti

ve
 r

ec
ur

re
n

t o
va

ri
an

 c
an

ce
r 

(r
ec

ur
re

n
ce

 >
 6

 m
on

th
s 

af
te

r 
th

er
ap

y 
co

m
pl

et
io

n
)

С
та

ти
ст

и
че

ск
и

 з
н

ач
и

м
ая

 р
аз

н
и

ц
а 

в 
об

ъе
кт

и
вн

ом
 о

тв
ет

е:
 6

5 
%

 в
 1

-й
 

гр
уп

п
е 

и
 3

5 
%

 —
 в

о 
2-

й
 (р

 =
 0

,0
2)

. 
С

та
ти

ст
и

че
ск

и
 з

н
ач

и
м

ая
 р

аз
н

и
ц

а 
в 

п
ок

аз
ат

ел
ях

 в
ы

ж
и

ва
ем

ос
ти

 б
ез

 
п

ро
гр

ес
си

ро
ва

н
и

я:
 1

5 
м

ес
 —

 д
ля

 1
-й

 
гр

уп
п

ы
 и

 7
 м

ес
 —

 д
ля

 2
-й

 (р
 =

 0
,0

00
2)

.
С

та
ти

ст
и

че
ск

и
 з

н
ач

и
м

ая
 р

аз
н

и
ц

а 
в 

п
ок

аз
ат

ел
ях

 о
бщ

ей
 в

ы
ж

и
ва

ем
ос

ти
: 

38
 м

ес
 д

ля
 1

-й
 г

ру
п

п
ы

 и
 2

1 
м

ес
 д

ля
 

2-
й

 (
р 

=
 0

,0
05

)
S

ta
ti

st
ic

al
ly

 s
ig

n
if

ic
an

t d
if

fe
re

n
ce

 in
 

ob
je

ct
iv

e 
re

sp
on

se
: 6

5 
%

 in
 th

e 
1st

 g
ro

up
 

an
d 

35
 %

 in
 th

e 
2n

d  g
ro

up
 (

р 
=

 0
.0

2)
.

S
ta

ti
st

ic
al

ly
 s

ig
n

if
ic

an
t d

if
fe

re
n

ce
 in

 
pr

og
re

ss
io

n
-f

re
e 

su
rv

iv
al

: 1
5 

m
on

th
s 

in
 th

e 
1st

 g
ro

up
 a

n
d 

7 
m

on
th

s 
in

 th
e 

2n
d  g

ro
up

 
(р

 =
 0

.0
00

2)
. 

S
ta

ti
st

ic
al

ly
 s

ig
n

if
ic

an
t d

if
fe

re
n

ce
 in

 o
ve

ra
ll 

su
rv

iv
al

: 3
8 

m
on

th
s 

in
 th

e 
1st

 g
ro

up
 a

n
d 

21
 m

on
th

s 
in

 th
e 

2n
d  g

ro
up

 (
р 

=
 0

.0
05

)

36
 п

ац
и

ен
то

к,
 п

ол
уч

и
вш

и
х 

те
ра

п
и

ю
 п

ре
п

ар
ат

ам
и

, к
 

ко
то

ры
м

 н
аб

лю
да

ла
сь

 
н

и
зк

ая
 р

ез
и

ст
ен

тн
ос

ть
 в

 
E

D
R

A
-т

ес
те

36
 p

at
ie

n
ts

 w
h

o 
re

ce
iv

ed
 th

er
ap

y 
w

it
h

 d
ru

gs
 th

at
 s

h
ow

ed
 lo

w
 

re
si

st
an

ce
 in

 th
e 

E
D

R
A

 te
st

36
 п

ац
и

ен
то

к,
 к

от
ор

ы
м

 н
е 

п
ро

во
ди

лс
я 

E
D

R
A

-т
ес

т,
 

п
ол

уч
и

ли
 т

ер
ап

и
ю

 н
а 

ус
м

о-
тр

ен
и

е 
ле

ча
щ

ег
о 

вр
ач

а
36

 p
at

ie
n

ts
 w

h
o 

di
dn

’t
 r

ec
ei

ve
 th

e 
E

D
R

A
 te

st
, r

ec
ei

ve
d 

th
er

ap
y 

at
 th

e 
di

sc
re

ti
on

 o
f t

h
e 

at
te

n
di

n
g 

ph
ys

ic
ia

n

–

Р
ет

ро
сп

ек
ти

вн
ое

.
38

 п
ац

и
ен

то
к 

с 
п

ла
ти

н
ор

ез
и

ст
ен

тн
ы

м
 р

ец
и

ди
вн

ы
м

 р
ак

ом
 я

и
чн

и
ко

в 
(р

ец
и

ди
в 

 <
6 

м
ес

 п
ос

ле
 о

ко
н

ча
н

и
я 

те
ра

п
и

и
)

R
et

ro
sp

ec
ti

ve
.

38
 fe

m
al

e 
pa

ti
en

ts
 w

it
h

 p
la

ti
n

um
-r

es
is

ta
n

t r
ec

ur
re

n
t o

va
ri

an
 c

an
ce

r 
(r

ec
ur

re
n

ce
 <

6 
m

on
th

s 
af

te
r 

th
er

ap
y 

co
m

pl
et

io
n

)

О
тс

ут
ст

ви
е 

ра
зл

и
чи

й
 в

 о
тв

ет
е 

н
а 

те
ра

п
и

ю
, в

ы
ж

и
ва

ем
ос

ти
 б

ез
 

п
ро

гр
ес

си
ро

ва
н

и
я,

 о
бщ

ей
 в

ы
ж

и
ва

-
ем

ос
ти

. О
бъ

ек
ти

вн
ы

й
 о

тв
ет

 д
ля

 1
-й

 
гр

уп
п

ы
 –

 2
1 

%
, д

ля
 2

-й
 –

 1
6 

%
 

(р
 =

 0
,6

8)
. В

ы
ж

и
ва

ем
ос

ть
 б

ез
 

п
ро

гр
ес

си
ро

ва
н

и
я 

дл
я 

1-
й

 г
ру

п
п

ы
 

–
 5

 м
ес

, д
ля

 2
-й

 –
 6

 м
ес

 (
р 

=
 0

,9
).

О
бщ

ая
 в

ы
ж

и
ва

ем
ос

ть
 д

ля
 1

-й
 

гр
уп

п
ы

 –
 1

3 
м

ес
, д

ля
 2

-й
 –

 1
2 

м
ес

 
(р

 =
 0

,8
8)

N
o 

di
ff

er
en

ce
s 

in
 th

er
ap

y 
re

sp
on

se
, 

pr
og

re
ss

io
n

-f
re

e 
su

rv
iv

al
, o

ve
ra

ll 
su

rv
iv

al
.

O
bj

ec
ti

ve
 r

es
po

n
se

 fo
r 

th
e 

1st
 g

ro
up

 w
as

 
21

 %
, f

or
 th

e 
2n

d  g
ro

up
 –

 1
6 

%
 (

р 
=

 0
.6

8)
.

P
ro

gr
es

si
on

-f
re

e 
su

rv
iv

al
 fo

r 
th

e 
1st

 g
ro

up
 

w
as

 5
 m

on
th

s,
 fo

r 
th

e 
2n

d  g
ro

up
 –

 6
 m

on
th

s 
(р

 =
 0

.9
).

 O
ve

ra
ll 

su
rv

iv
al

 fo
r 

th
e 

1st
 g

ro
up

 
w

as
 1

3 
m

on
th

s,
 fo

r 
th

e 
2n

d  g
ro

up
 –

 
12

 m
on

th
s 

(р
 =

 0
.8

8)

19
 п

ац
и

ен
то

к,
 п

ол
уч

и
вш

и
х 

те
ра

п
и

ю
 п

ре
п

ар
ат

ам
и

, к
 

ко
то

ры
м

 н
аб

лю
да

ла
сь

 
н

и
зк

ая
 р

ез
и

ст
ен

тн
ос

ть
 в

 
E

D
R

A
-т

ес
те

19
 p

at
ie

n
ts

 w
h

o 
re

ce
iv

ed
 th

er
ap

y 
w

it
h

 d
ru

gs
 th

at
 s

h
ow

ed
 lo

w
 

re
si

st
an

ce
 in

 th
e 

E
D

R
A

 te
st

19
 п

ац
и

ен
то

к,
 к

от
ор

ы
м

 н
е 

п
ро

во
ди

лс
я 

E
D

R
A

-т
ес

т,
 

п
ол

уч
и

ли
 т

ер
ап

и
ю

 н
а 

ус
м

о-
тр

ен
и

е 
ле

ча
щ

ег
о 

вр
ач

а
19

 p
at

ie
n

ts
 w

h
o 

di
dn

’t
 r

ec
ei

ve
 th

e 
E

D
R

A
 te

st
, r

ec
ei

ve
d 

th
er

ap
y 

at
 th

e 
di

sc
re

ti
on

 o
f t

h
e 

at
te

n
di

n
g 

ph
ys

ic
ia

n

–
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П
ро

до
лж

ен
ие

 т
аб

л.
 3

C
on

tin
ua

tio
n 

of
 ta

bl
e 

3

П
ри

нц
ип

 м
ет

од
а 

M
et

ho
d 

pr
in

ci
pl

e

Н
аз

ва
ни

е 
м

ет
од

а,
 

ав
то

ры
 

ис
сл

ед
ов

ан
ия

 
M

et
ho

d 
na

m
e,

  
st

ud
y 

au
th

or
s

Х
ар

ак
те

ри
ст

ик
и 

ис
сл

ед
ов

ан
ия

.
П

оп
ул

яц
ия

 п
ац

ие
нт

ов
.

С
ра

вн
ив

ае
м

ы
е 

гр
уп

пы
 

S
tu

dy
 c

ha
ra

ct
er

is
ti

cs
.

P
at

ie
nt

 p
op

ul
at

io
ns

.
C

om
pa

re
d 

gr
ou

ps

О
сн

ов
ны

е 
ре

зу
ль

та
ты

 
M

ai
n 

re
su

lt
s

1-
я 

гр
уп

па
 

1st
 g

ro
up

2-
я 

гр
уп

па
 

2nd
 g

ro
up

3-
я 

гр
уп

па
 

3rd
 g

ro
up

Те
ст

ы
, 

оц
ен

и
ва

ю
щ

и
е 

п
ро

ли
ф

ер
ат

и
вн

ую
 

ак
ти

вн
ос

ть
 

оп
ух

ол
ев

ы
х 

кл
ет

ок
 

Te
st

s 
ev

al
ua

ti
n

g 
 

pr
ol

if
er

at
iv

e 
 

ac
ti

vi
ty

  
of

 c
el

ls

E
D

R
A

,
A

.D
. T

ie
rs

te
n

 и
 

со
ав

т.
  [

31
]

E
D

R
A

,
A

.D
. T

ie
rs

te
n

 e
t a

l. 
 

[3
1]

Р
ет

ро
сп

ек
ти

вн
ое

.
22

 п
ац

и
ен

тк
и

 с
 д

и
аг

н
оз

ом
 р

ак
а 

яи
чн

и
ко

в,
 ф

ал
ло

п
и

ев
ы

х 
тр

уб
 и

ли
 п

ер
ви

чн
ог

о 
ра

ка
 

бр
ю

ш
и

н
ы

 с
та

ди
й

 I
II

–
IV

R
et

ro
sp

ec
ti

ve
.

22
 fe

m
al

e 
pa

ti
en

ts
 w

it
h

 a
 d

ia
gn

os
is

 o
f s

ta
ge

 I
II

–
IV

 o
va

ri
an

, f
al

lo
pi

an
 tu

be
 o

r 
pr

im
ar

y 
pe

ri
to

n
ea

l c
an

ce
r

О
тс

ут
ст

ви
е 

ра
зл

и
чи

й
 в

 п
ок

аз
ат

ел
ях

 
вы

ж
и

ва
ем

ос
ти

 б
ез

 п
ро

гр
ес

си
ро

ва
-

н
и

я 
м

еж
ду

 г
ру

п
п

ам
и

N
o 

di
ff

er
en

ce
s 

in
 p

ro
gr

es
si

on
-f

re
e 

su
rv

iv
al

 
be

tw
ee

n
 th

e 
gr

ou
ps

7 
п

ац
и

ен
то

к,
 у

 к
от

ор
ы

х 
п

о 
да

н
н

ы
м

 E
D

R
A

-т
ес

та
 н

е 
бы

ло
 о

п
ре

де
ле

н
о 

ре
зи

-
ст

ен
тн

ос
ти

 к
 к

ар
бо

п
ла

ти
н

у
7 

pa
ti

en
ts

 w
it

h
ou

t r
es

is
ta

n
ce

 to
 

ca
rb

op
la

ti
n

 p
er

 th
e 

E
D

R
A

 te
st

15
 п

ац
и

ен
то

к,
 у

 к
от

ор
ы

х 
п

о 
да

н
н

ы
м

 E
D

R
A

-т
ес

та
 б

ы
ла

 
оп

ре
де

ле
н

а 
ре

зи
ст

ен
тн

ос
ть

 
к 

ка
рб

оп
ла

ти
н

у
15

 p
at

ie
n

ts
 w

it
h

 r
es

is
ta

n
ce

 to
 

ca
rb

op
la

ti
n

 p
er

 th
e 

E
D

R
A

 te
st

–

Р
ет

ро
сп

ек
ти

вн
ое

.
19

 п
ац

и
ен

то
к 

с 
ди

аг
н

оз
ом

 р
ак

а 
яи

чн
и

ко
в,

 ф
ал

ло
п

и
ев

ы
х 

тр
уб

 и
ли

 п
ер

ви
чн

ог
о 

ра
ка

 
бр

ю
ш

и
н

ы
 с

та
ди

й
 I

II
–

IV
R

et
ro

sp
ec

ti
ve

.
19

 fe
m

al
e 

pa
ti

en
ts

 w
it

h
 a

 d
ia

gn
os

is
 o

f s
ta

ge
 I

II
–

IV
 o

va
ri

an
, f

al
lo

pi
an

 tu
be

 o
r 

pr
im

ar
y 

pe
ri

to
n

ea
l c

an
ce

r

О
тс

ут
ст

ви
е 

ра
зл

и
чи

й
 в

 п
ок

аз
ат

ел
ях

 
вы

ж
и

ва
ем

ос
ти

 б
ез

 п
ро

гр
ес

си
ро

ва
-

н
и

я 
м

еж
ду

 г
ру

п
п

ам
и

N
o 

di
ff

er
en

ce
s 

in
 p

ro
gr

es
si

on
-f

re
e 

su
rv

iv
al

 
be

tw
ee

n
 th

e 
gr

ou
ps

9 
п
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Кроме этого, большинство исследований включало 
небольшое число пациенток, что не обеспечило выяв-
ление статистически значимых различий между груп-
пами. Однако эти данные свидетельствуют об актив-
ном внедрении крупными научными центрами мира 
CSR-тестов для прогнозирования химиорезистентно-
сти. Эксперты ASCO (American Society of Clinical 
Oncology) отмечают потенциальную важность разви-
тия методов оценки чувствительности опухолевых 
клеток in vitro и необходимость проведения дальней-
ших клинических исследований в этой области.

Заключение
В последние годы задачей химиотерапевтов стало 

не только продление жизни онкологического пациен-
та, но и обеспечение ему нормального качества жизни. 
Это делает необходимым пересмотр стратегии химио-
терапевтического лечения пациентов с РЯ, так 
как в настоящее время потенциальную резистентность 
опухолевых клеток к назначаемому препарату не ана-
лизируют. Выбор курса химиотерапии основан 
на оценке результатов предыдущего курса, и все 

пациенты в конечном итоге получают курс токсиче-
ского и неэффективного лечения платиносодержащи-
ми препаратами, а затем, возможно, и другими химио-
терапевтическими препаратами. Одним из выходов 
из данной ситуации является развитие методов экспе-
риментального определения химиорезистентности 
клеток РЯ in vitro. Современные методики выявления 
химиорезистентности опухолевых клеток проводят 
на основании оценки жизнеспособности опухолевых 
клеток в присутствии препарата. Обоснованием 
для совершенствования такого тестирования in vitro 
служат результаты исследований ключевых механиз-
мов развития химиорезистентности опухолевых кле-
ток. Перспективы развития этого метода связывают 
с использованием технологий консолидации инфор-
мации по клиническим особенностям течения забо-
левания, данным инструментального обследования, 
молекулярно-генетического анализа и эксперимен-
тального тестирования жизнеспособности опухолевых 
клеток в присутствии химиотерапевтического препа-
рата с выявлением индуцированных химиотерапевти-
ческим препаратом молекулярных изменений.
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Идентификация нового сайта метилирования 
в промоторном районе гена Sept9 для диагностики 

гепатоцеллюлярной карциномы

Н. Л. Лазаревич 1, 2, П. М. Абрамов1, М. Д. Федорова1, И. Ф. Кустова1, Д. А. Шавочкина1, А. Н. Катаргин1, 
Н. П. Киселева1, Н. А. Дьякова1, И. В. Ботезату1, В. Н. Кондратова1, Н. Е. Кудашкин1, Ю. И. Патютко1, 

А. В. Лихтенштейн1, С. В. Винокурова1

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России;  
Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24; 

2биологический факультет ФГБОУ ВО «Московский государственный университет им. М. В. Ломоносова»;  
Россия, 119991 Москва, Ленинские горы, 1, стр. 12

Контакты: Наталия Леонидовна Лазаревич lazarevich.nl@gmail.com

Введение. Ежегодно во всем мире от гепатоцеллюлярной карциномы (ГЦК) умирают более 600 тыс. человек. Заболевание часто 
выявляется на поздних стадиях и во многих случаях является некурабельным. Ранняя диагностика и мониторинг развития реци-
дивов ГЦК продолжают оставаться существенной проблемой клинической онкологии. Это определяет актуальность поиска 
высокочувствительных и специфичных биомаркеров для неинвазивной диагностики ГЦК.
Цель исследования – идентификация гиперметилированного при ГЦК локуса в промоторном районе гена септин 9 (Sept9) на ос-
новании анализа общедоступных данных метиломных исследований; экспериментальная валидация метилирования на пилотной 
панели парных клинических образцов пациентов с ГЦК, а также образцов ткани пациентов с доброкачественными опухолями 
печени и лимфоцитов здоровых доноров.
Материалы и методы. Для анализа метиломных данных были использованы выборки ГЦК TCGA, гепатоцеллюлярной аденомы 
из депозитария GEO (Gene Expression Omnibus), а также клеток периферической крови и тканей здоровых доноров Methbank. 
Экспериментальную валидацию уровней метилирования идентифицированного сайта проводили на пилотной выборке клинических 
образцов с использованием метода бисульфитного пиросеквенирования на приборе PyroMark Q24.
Результаты. На основании анализа метиломных данных нами был выбран сайт cg20275528, который характеризуется высоким 
уровнем метилирования в тканях ГЦК и минимальными уровнями метилирования в клетках неопухолевой ткани печени, гепато-
целлюлярной аденомы и периферической крови здоровых доноров. Экспериментальная проверка на пилотной выборке клинических 
образцов показала, что уровень метилирования маркерного сайта в ГЦК (медиана 42 %) значительно выше, чем в неопухолевых 
тканях печени (медиана 3 %) и доброкачественных новообразованиях (медиана 1,5 %) и превышает пороговое значение в ГЦК 
по сравнению с парными образцами прилежащей неопухолевой ткани печени в 20 (66,6 %) из 30 исследованных случаев. Показана 
принципиальная возможность детекции метилирования cg20275528 в циркулирующей ДНК плазмы больных ГЦК.
Заключение. Полученные результаты позволяют предположить, что разработанный и апробированный в этой работе подход 
к поиску и экспериментальной верификации диагностически значимых маркеров может быть использован для выявления новых 
дифференциально метилированных сайтов и разработки новых подходов к неинвазивной диагностике ГЦК.

Ключевые слова: гепатоцеллюлярная карцинома, маркеры метилирования, септин 9, жидкостная биопсия
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Identification of a new methylation site in the Sept9 promoter region for the diagnosis of hepatocellular carcinoma

N. L. Lazarevich1, 2, P. M. Abramov1, M. D. Fedorova1, I. F. Kustova1, D. A. Shavochkina1, A. N. Katargin1, N. P. Kisseljova1, 
N. A. Dyakova1, I. V. Botezatu1, V. N. Kondratova1, N. E. Kudashkin1, Yu. I. Patyutko1, A. V. Lichtenstein1, S. V. Vinokurova1

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia; 

2Biological Faculty, M. V. Lomonosov Moscow State University; Build. 12, 1 Leninskie Gory, Moscow 119991, Russia

Background. Over 600,000 people die from hepatocellular carcinoma (HCC) each year worldwide. The disease is often detected at ad-
vanced stages and in many cases is not curable. Early diagnostic and monitoring of HCC recurrences remains a substantial problem in clini-
cal oncology. That determines the need for a search for highly sensitive and specific biomarkers for the non-invasive of HCC diagnostics.
The objective of the study. Identification of the hypermethylated locus in the promoter region of the septin 9 (Sept9) gene based on the anno-
tated methylomes from the public databases. Experimental validation of methylation on a pilot panel of paired clinical samples of patients 
with HCC, as well as tissue samples from patients with benign liver tumors and lymphocytes from healthy donors.
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Введение
Гепатоцеллюлярная карцинома (ГЦК) – преобла-

дающая форма первичного рака печени, которая  
занимает 6-е место по распространенности 
и 4-е по смертности среди злокачественных новообра-
зований в мире [1]. ГЦК характеризуется бессимптом-
ным течением, поздними сроками диагностики 
и крайне неблагоприятным прогнозом [2]. Несмотря 
на то что наиболее высокая заболеваемость характерна 
для стран Азии и центральной Африки, за последние 
годы в развитых странах отмечена устойчивая тенден-
ция к росту заболеваемости и смертности от ГЦК [3].

Эти обстоятельства определяют необходимость 
поиска диагностических маркеров и разработки  
методов, которые могли бы обеспечить повышение 
эффективности ранней диагностики ГЦК. В настоя-
щее время основным клинически значимым белковым 
маркером для диагностики и мониторинга течения 
заболевания является альфа-фетопротеин [4], опреде-
ляемый в сыворотке крови, однако чувствительность 
теста недостаточна для эффективной диагностики 
ГЦК (особенно ранних стадий). Ведется анализ эф-
фективности использования совместно с альфа-фето-
протеином таких маркеров, как гли пикан 3 (GPC3) 
и дес-гамма-карбоксипротромбин (DCP), однако чув-
ствительность метода тестирования в случае ранних 
стадий заболевания остается недостаточной [5].

В настоящее время для диагностики онкологиче-
ских заболеваний различных локализаций ведется 
поиск маркеров, основанных на метилировании 
ДНК. Эти маркеры имеют ряд преимуществ, которые 
делают их перспективными в качестве опухолевых 
маркеров для неинвазивной диагностики:

• метилированная ДНК достаточно стабильна 
в плазме крови и других биологических жидко-
стях;

• метилирование ДНК зачастую легче поддается 
оценке ввиду ее специфического расположения 
в промоторной области определенных генов;

• некоторые эпигенетические маркеры имеют важ-
ное значение для раннего выявления рака вслед-
ствие их участия в процессах канцерогенеза;

• метилирование может быть обнаружено с помо-
щью чувствительных методик, основанных на по-
лимеразной цепной реакции (ПЦР), в том числе 
с использованием малоинвазивных подходов жид-
костной биопсии, позволяющих детектировать 
циркулирующие опухолевые маркеры в биологи-
ческих жидкостях организма.
Поэтому маркеры метилирования ДНК обладают 

высоким потенциалом и широким спектром приме-
нения в качестве биомаркеров для ранней и неинва-
зивной диагностики различных форм опухолей [6, 7].

Одним из первых маркеров метилирования, для ко-
торых была доказана возможность диагностического 
использования в малоинвазивных методах жидкостной 
биопсии, стал CpG-богатый район в альтернативном 
промоторе V2 гена септин 9 (Sept9), расположенного 
в геномном локусе 17q25.3. Было установлено, что ги-
перметилирование этого участка – не только частое 
событие в тканях колоректальной карциномы, но и по-
тенциальный диагностический маркер, который может 
быть выявлен в циркулирующей ДНК (цДНК), выде-
ленной из плазмы крови пациентов с колоректальным 
раком [8]. Детальный анализ профиля метилирования 
CpG-сайтов в этом районе позволил картировать уча-
сток с максимальным уровнем метилирования в образ-
цах колоректальной аденомы и карциномы – ампли-
кон 5 (chr17:75369420-75369648 по сборке генома 
человека GRCh37 / hg19) [9]. Эти исследования легли 
в основу разработки тест-системы mSept9 Epi proColon 
2.0 (Epigenomics, Германия) – первого теста на основе 
анализа метилирования цДНК из плазмы крови, одо-
бренного Управлением по санитарному надзору за ка-
чеством пищевых продуктов и медикаментов США 
для клинического использования при диагностике 
колоректального рака [10]. Гиперметилирование Sept9 
описано также при раке молочной железы, пищевода, 

Materials and methods. To analyze the methyl data, samples of HCC from TCGA, hepatocellular adenoma from GEO (Gene Expression 
Omnibus) depository, peripheral blood cells and tissues of healthy donors from Methbank were used. Experimental validation of methylation 
levels of the identified site was carried out on a pilot panel of clinical samples by bisulphite pyrosequencing using PyroMark Q24.
Results. Based on the analysis of methylome data, we selected cg20275528 site, which is characterized by high level of methylation in HCC 
tissues and minimal levels of methylation in non-tumor liver tissue, hepatocellular adenoma and peripheral blood of healthy donors. Experi-
mental testing on a pilot panel of clinical specimens showed that the level of marker site methylation in HCC (42 % median) is significantly 
higher than in non-tumor liver tissues (3 % median) and benign neoplasms (1.5 % median) and exceeds the threshold value in HCC com-
pared to paired samples of adjacent non-tumor liver tissue in 20 out of 30 studied cases (66.6 %). The general possibility for cg20275528 
methylation detection in circulating DNA of plasma in HCC patients was shown.
Conclusion. The obtained results indicate that the approach to the detection and experimental verification of diagnostically significant  
markers developed and tested in this study can be used to identify new differentially methylated sites and to establish new approaches for 
non-invasive HCC diagnosis.

Key words: hepatocellular carcinoma, methylation markers, septin 9, liquid biopsy

For citation: Lazarevich N. L., Abramov P. M., Fedorova M. D. et al. Identification of a new methylation site in the Sept9 promoter region 
for the diagnosis of hepatocellular carcinoma. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2019;6(4):26–37. 
(In Russ.).
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желудка, предстательной железы, вне- и внутрипече-
ночных желчных протоков [11].

Результаты нескольких исследований, опублико-
ванных к настоящему времени, указывают на то, 
что гиперметилирование промотора гена Sept9 также 
характерно и для ГЦК. При анализе профилей мети-
лирования в 221 клиническом образце ГЦК методом 
гибридизации с использованием Illumina HumanMeth-
ylation450 Chip гиперметилирование промотора гена 
Sept9 наблюдалось в 61 % проанализированных опу-
холей [12]. В экспериментальной статье, опубликован-
ной в 2018 г., продемонстрирована возможность  
использования теста mSept9 Epi proColon 2.0 для ди-
агностики ГЦК среди пациентов с алкоголь- или ге-
патитиндуцированным циррозом печени [13].

В то же время данные J. Li и соавт. свидетельствуют 
о том, что гиперметилирование CpG-богатого участка 
в промоторной области Sept9 (chr17:75369766-75369791) 
может быть использовано для дифференциальной диаг-
ностики метастазов колоректального рака в печени 
от тканей ГЦК, в которых этот участок не метилирован 
[14]. Несогласованность существующих к настоящему 
времени данных литературы указывает на необходи-
мость более точной детекции конкретных участков про-
моторной области Sept9, гиперметилирование которых 
характерно для ГЦК и может быть использовано для ди-
агностики ГЦК методами жидкостной биопсии.

В настоящей работе мы провели анализ уровней 
метилирования промоторных сайтов гена Sept9 на ос-
новании общедоступных баз данных, идентифициро-
вали участки, максимально метилированные в образцах 
ГЦК по сравнению с образцами неопухолевых тканей 
печени, и провели экспериментальную верификацию 
полученных результатов на панели клинических образ-
цов ГЦК и доброкачественных опухолей печени.

Материалы и методы
Анализ общедоступных баз данных метиломного про-

филирования. Анализ метиломных данных был прове-
ден с использованием выборки ГЦК Атласа генома 
опухолей (The Cancer Genome Atlas, TCGA-LIHC) [15] 
с помощью онлайн-сервера DiseaseMeth 2.0 
(http://bio-bigdata.hrbmu.edu.cn / diseasemeth), депозита-
рия первичных данных метиломных исследований  
генома человека GEO (Gene Expression Omnibus, https://
www.ncbi.nlm.nih.gov / geo), а также клеток перифериче-
ской крови и тканей здоровых доноров Methbank 3.0 
(http://bigd.big.ac.cn / methbank). Хромосомные коорди-
наты всех исследованных локусов приведены по сборке 
генома человека GRCh37 / hg19, при необходимости 
конвертацию из других версий проводили с использо-
ванием сервиса LiftOver UCSC Genome Browser  
(https://genome.ucsc.edu / cgi-bin / hgLiftOver).

Клинические образцы. В работе были использованы 
30 пар образцов нормальной и опухолевой тканей печени 
пациентов с гистологически верифицированным диаг-
нозом ГЦК, 10 пар образцов ткани пациентов с добро-

качественными опухолями печени (фокальная нодуляр-
ная гиперплазия или гепатоцеллюлярная аденома), 
полученных при резекции опухолей в отделении опухо-
лей печени и поджелудочной железы НМИЦ онкологии 
им. Н. Н. Блохина, а также 23 образца клеток перифери-
ческой крови здоровых доноров. Сбор образцов прово-
дили после подписания пациентом информированного 
согласия на исполь зование биологического материала. 
Кроме этого, в работе были использованы препараты 
архивных аутопсийных образцов тканей печени пациен-
тов без опухолевых патологий печени. Сводная характе-
ристика исследованных случаев ГЦК и доброкачествен-
ных опухолей печени представлена в табл. 1.

Выделение препаратов геномной ДНК и цДНК из плаз-
мы крови. Выделение геномной ДНК проводили из за-
мороженных в жидком азоте образцов неопухолевых 
и опухолевых тканей печени, масса которых не превы-
шала 30 мг, с помощью набора для выделения геномной 
ДНК Wizard SV Genomic DNA Purification System 
(Promega, США) согласно протоколу производителя. 
Выделение геномной ДНК из образцов периферической 
крови (100 мкл) выполняли с помощью набора для вы-
деления геномной ДНК DNeasy Blood & Tissue Kit 
(Qiagen, США) согласно протоколу производителя. Вы-
деление цДНК проводили из 1 мл плазмы крови с ис-
пользованием набора QIAamp ccfDNA / RNA kit (Qiagen, 
США). Концентрацию препаратов ДНК определяли 
c помощью флуориметра Qubit (Invitrogen, США).

Бисульфитная конверсия ДНК. Бисульфитную  
обработку геномной ДНК из тканей ГЦК, прилежа-
щей неопухолевой ткани печени и клеток перифери-
ческой крови проводили с использованием набора 
реактивов EZ DNA Methylation-Gold Kit TM (Zymo 
Research, США) согласно протоколу производителя. 
ДНК элюировали в 40 мкл буфера для элюции. Элюат, 
содержащий очищенную модифицированную ДНК, 
пригодную для ПЦР‐анализа, хранили при темпера-
туре –20 °С. Бисульфитную обработку цДНК из плаз-
мы крови пациентов с ГЦК проводили с использова-
нием набора EZ DNA Methylation-Lightning Kit (Zymo 
Research, США) согласно протоколу производителя. 
ДНК элюировали в 20 мкл буфера для элюции и хра-
нили при температуре –20 °С.

Амплификация бисульфитно-модифицированной ДНК 
и пиросеквенирование. Амплификацию бисульфитно-
модифицированной ДНК проводили с праймерами, 
специфичными к участку последовательности ампли-
кона 5 Sept9, содержащему целевой CpG-динуклеотид 
(cg20275528). Дизайн праймеров для амп лификации 
бисульфитно-обработанной ДНК и последующего  
пиросеквенирования выполнен с использованием  
программы MethylPrimer 2.0 (http://www.urogene.
org / methprimer2 [16]). После оптимизации условий 
бисульфитной конверсии образцов геномной ДНК 
и цДНК плазмы крови были отработаны оптималь - 
ные условия амплификации и последующего пиро  
секвенирования.
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Таблица 1. Клинические характеристики опухолевых образцов, вклю-
ченных в исследование 

Table 1. Clinical characteristics of tumor samples included in the study 

Характеристика 
Characteristic

Число случаев, n 
Number of cases, n

Гепатоцеллюлярная карцинома 
Hepatocellular carcinoma

Хронический вирусный гепатит: 
Chronic viral hepatitis:

нет  
no
HBV 
HCV

21 

4 
5

Пол, мужской/женский 
Gender, male/female

20/10

Возраст (среднее ± SD), лет 
Age (average ± SD), years 

55,5 ± 16,8

Стадия TNM: 
TNM stage:

I
II
III
IV

4
11
11
4

Размер опухоли, максимальное 
измерение, см: 
Tumor size, maximum dimension, cm
≤5
5–10
>10

10
8

12

Внутрипеченочные метастазы: 
Intrahepatic metastasis:

есть 
yes
нет 
no

7

23

Метастазирование в регионарные 
лимфатические узлы: 
Regional lymph node metastasis:

есть 
yes
нет 
no
НД 
ND

2

25

3

Отдаленные метастазы: 
Distant metastasis:

есть 
yes
нет 
no

1

29

Характеристика 
Characteristic

Число случаев, n 
Number of cases, n

Инвазия в сосуды: 
Vascular invasion:

есть 
yes
нет 
no

17

13

Степень дифференцировки 
(по Эдмондсон–Стейнер): 
Differentiation degree (Edmondson–Steiner):

G
1

G
2

G
3

G
x

3
16
7
4

Уровень АФП, нг/мл: 
AFP level, ng/ml:

низкий (<50) 
low (<50)
высокий (>50) 
high (>50)
НД 
ND

13

11

6

Очаги некроза в опухолевом узле: 
Necrotic areas in the tumor node:

есть 
yes
нет 
no

21

9

Цирроз: 
Cirrhosis:

есть 
yes
нет 
no

13

17

Доброкачественные образования печени 
Benign liver tumors

Фокальная нодулярная гиперплазия/
аденомы 
Focal Nodular Hyperplasia/аdenomas

5/5

Пол, мужской/женский 
Gender, male/female

5/5

Возраст (среднее ± SD), лет 
Age (average ± SD), years

38,0 ± 10,1

Размер опухоли, максимальное 
измерение, см: 
Tumor size, maximum dimension, cm
≤5
5–10
>10

4
4
2
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Использовали 2 праймера: один модифицирован 
биотином на 5'-конце для последующей иммобилиза-
ции на стрептавидиновой сефарозе в процессе  
пиросеквенирования (SEP9-CpG1  R  5'-RGAAATCR
GACATAATAACTAATAAACA-3') ,  второй –  
немодифицированный праймер (SEP9-CpG1 
F 5'-TYGGYGGTTAGTTTTGTA-3').

Для амплификации использовали термостабильную 
hot-start полимеразу SmarTaq в составе готовой смеси 
реактивов для ПЦР-анализа – 5X MasDDTaqMIX (Ди-
алат, Россия).

Амплификацию проводили в объеме 25 мкл. Смесь 
для выполнения реакции содержала: 5 мкл смеси 
5X MasDDTaqMIX, специфические праймеры и 2 мкл 
бисульфитно обработанной ДНК. Постановку ПЦР про-
водили на амплификаторе Т100 (Bio-Rad, США) по сле-
дующей программе: 95 °С – 3 мин; 95 °С – 15 с, 48 °С – 
15 с, 72 °С – 20 с (45 циклов). Продукты ПЦР 
анализировали электрофорезом в 1,8 % агарозном геле 
на буфере ТАЕ. Пробы ПЦР содержали только 1 полосу, 
соответствующую продукту с ожидаемой длиной 138 пар 
оснований.

Пиросеквенирование выполняли на приборе 
PyroMark Q24 (Qiagen, США) с использованием спе-
цифического праймера для секвенирования (SEP9-CpG1 
S 5'-GGTTAGTTTTGTATTGTAGGAG-3'). Анализи - 
руемая на пиросеквенаторе последовательность 
YGYGGGYGYGGYGTTTTAGTTAGYGYGTAG со-
держит 7 CpG-динуклеотидов, целевой сайт метили-
рования (cg20275528) отмечен подчеркиванием. По-
лученные в результате секвенирования последовательности 
анализировали с помощью программного обеспечения 

PyroMark Q24 Advanced Software, позволяющего про-
водить количественный анализ уровня метилирования 
сайтов. Изменение уровня метилирования в опухолевой 
ткани ГЦК рассчитывали как разность между про-
центом метилирования в ДНК из опухолевой и нео-
пухолевой тканей тех же пациентов. Изменение уровня 
метилирования в опухолевой ткани ГЦК выше 20 % 
принимали за положительный уровень метилирования, 
ниже 20 % – за отрицательный. Статистический анализ 
данных проводили с помощью программы GraphPad 
Prism 7.0.

Результаты
Идентификация специфических для ГЦК сайтов  

гиперметилирования гена Sept9 на основании данных ме-
тиломного профилирования. Поиск CpG-сайтов промо-
торного участка гена Sept9, гиперметилированных 
в образцах ГЦК, был проведен на основании анализа 
общедоступных данных метиломных исследований 
образцов неопухолевой ткани печени и ГЦК, получен-
ных c использованием платформы для гибридизации 
с ДНК-микрочипами Infinium Human Methylation 450К 
Bead Chip (Illumina, США), включающей более 480 тыс. 
специфических локусов метилирования генома чело-
века [17]. Для анализа была использована последова-
тельность, находящаяся между ампликонами 4 и 6 и со-
держащая ампликон 5 (chr17:75368900-75370620, 
GRCh37 / hg19), по данным литературы характеризую-
щийся наибольшей степенью дифференциального ме-
тилирования в опухолях различного происхождения [9]. 
Этот участок содержит 12 локусов, включенных в In-
finium Human Methylation 450К Bead Chip (табл. 2).

На первом этапе отбора был проведен анализ пер-
вичных данных профилей метилирования неопухоле-
вой ткани печени и ГЦК из выборки TCGA-LIHC [15]. 
В выборку вошел 371 образец гистологически подтвер-
жденных случаев ГЦК и 50 образцов неопухолевой 
ткани печени от пациентов с ГЦК. Данные, отражаю-
щие долю метилирования каждого из 12 исследуемых 
локусов, были загружены из базы данных DiseaseMeth 
2.0 [18]. Анализ этих результатов продемонстрировал 
существенную гетерогенность метилирования внутри 
исследуемого участка.

На 1-м этапе из рассмотрения были исключены ло-
кусы с высоким фоновым уровнем в неопухолевой тка-
ни печени, медианные значения уровня метилирования 
которых для выборки неопухолевой ткани превышали 
5 % и / или доля случаев с более чем 20 % уровнем ме-
тилирования которых превышала 10 % (cg19554255, 
cg02884239, cg05184938, cg02320862). После этого были 
отобраны варианты с высоким уровнем метилирования 
в ткани ГЦК, для которых медианное значение мети-
лирования по выборке было выше 40 % и / или доля 
образцов с более чем 40 % уровнем метилирования пре-
вышала 65 % (cg06848185, cg20275528, cg12783819). Два 
из выбранных локусов находятся в ампликоне 5, один 
непосредственно прилегает к ампликону 4.

Характеристика 
Characteristic

Число случаев, n 
Number of cases, n

Уровень АФП, нг/мл: 
AFP level, ng/ml:

низкий (<50) 
low (<50)
высокий (>50) 
high (>50)
НД 
ND

8

0

2

Очаги некроза в узле: 
Necrotic areas in the tumor node:

есть 
yes
нет 
no

3

7

Примечание. HBV – вирус гепатита B; HCV – вирус 
гепатита C; НД – нет данных; G

x
 – уровень дифференци-

ровки не применим; АФП – альфа-фетопротеин.  
Note. HBV – hepatitis B virus; HCV – hepatitis C virus;  
ND – no data, G

x
 – level of differentiation is not applicable;  

AFP – alpha fetoprotein.

Окончание табл. 1 
Еnd of table 1
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Важный критерий для выбора опухольспеци-
фических маркеров, используемых для жидкостной  
биопсии, – их минимальный фоновый уровень в тка-
нях и клетках, вносящих вклад в общий пул ДНК, 
циркулирующих в биологических жидкостях организ-
ма. Поскольку важным источником цДНК плазмы 
и сыворотки крови являются клетки периферической 
крови, на следующем этапе отбора мы сравнили уров-
ни метилирования исследуемых локусов по данным 
базы Methbank [19], которая включает данные о мети-
лировании образцов крови 4577 здоровых доноров 
разного возраста, а также от 38 до 322 образцов 8 типов 
нормальных тканей человека.

Все 3 отобранных сайта демонстрировали низкий 
(менее 5 %) уровень метилирования в клетках пери-
ферической крови здоровых доноров. Минимальный 
уровень метилирования (1,8 %) был отмечен для сайта 
cg20275528. Важно отметить, что, по данным сервера 
Methbank, уровень метилирования всех 12 локусов, 
расположенных в исследуемом районе, в нормальных 
тканях молочной железы, кишечника, печени, почки, 
легкого, щитовидной железы, предстательной железы, 
кожи не превышает 1 %.

Поскольку ГЦК относится к опухолям с наиболее 
низкой частотой морфологической верификации ре-
зультатов дооперационного обследования (66,3 %) 
[20], важной диагностической задачей является до-
стоверная дифференциация ГЦК от менее агрессив-
ных форм первичных опухолей печени, например 
гепатоцеллюлярной аденомы. Для решения этой  
задачи мы использовали данные метиломного анализа 
выборки, включающей 50 случаев гепатоцеллюлярной 
аденомы из депозитария первичных данных мети-
ломных исследований генома человека GEO (Gene  
Expression Omnibus, GSE43091). Для всех 3 выбранных 

сайтов медианный уровень метилирования в ткани 
гепатоцеллюлярной аденомы не превышал 4 %, одна-
ко доля случаев, в которых уровень метилирования 
превышал 20 %, для локуса cg12783819 была выше, 
чем для остальных, и составила 10 %.

Для дальнейшего исследования нами был выбран 
сайт cg20275528, для которого в клетках неопухолевой 
ткани печени, гепатоцеллюлярной аденомы и пери-
ферической крови здоровых доноров были выявлены 
минимальные уровни метилирования (см. табл. 2).

Экспериментальная верификация гиперметилирования 
сайта cg20275528 при ГЦК методом бисульфитного пиро-
секвенирования. В настоящем исследовании мы проана-
лизировали уровень метилирования нового маркерного 
CpG-динуклеотида (cg20275528) в ампликоне 5 гена 
Sept9 на пилотной выборке тканей ГЦК (30 случаев), 
парных образцов прилежащей неопухолевой ткани пе-
чени (30 случаев) и доброкачественных опухолей печени 
(5 случаев гепатоцеллюлярной аденомы, 5 случаев фо-
кальной нодулярной гиперплазии печени) с помощью 
метода бисульфитного пиросеквенирования. Сводная 
характеристика исследованных случаев представлена 
в табл. 1. Пиросеквенирование проводили на приборе 
PyroMark Q24 (Qiagen, США), полученные в результате 
секвенирования последовательности анализировали 
с помощью программного обеспечения PyroMark Q24 
Advanced Software, позволяющего проводить количест-
венный анализ уровня метилирования сайтов.

На рис. 1 приведен пример пирограммы для участ-
ка гена Sept9 в неопухолевой ткани печени и опухоле-
вой ткани пациента 18 (ГК 18). Целевой CpG-динук-
леотид (cg20275528) обозначен стрелкой. Как видно 
из пирограммы, уровень метилирования в опухолевой 
ткани ГЦК составляет 82 %, тогда как в нормальной 
прилежащей ткани печени – 2 %.

Рис. 1. Пример пирограммы промоторного участка гена Sept9: а – пирограммы геномной ДНК неопухолевой ткани печени: б – опухолевой ткани паци-
ента 18 (ГК 18). По оси абсцисс указан порядок нуклеотидов; по оси ординат – уровень сигнала в относительных единицах. Голубым выделены 7 CpG-
динуклеотидов, целевой CpG отмечен стрелкой. Процент метилирования указан над каждым CpG-динуклеотидом и в таблице под пирограммой 

Fig. 1. Example of a pyrogram of the promoter region of the Sept9 gene: а – pyrogramms for genomic DNA from non-tumor liver tissue; б – tumor liver tissue 
of the patient 18 (HC 18). The abscissa axis indicates the nucleotide order; the ordinate axis represents detected light in relative units. The “light blue” regions 
highlight the analyzed CpG sites, arrow indicates the marker CpG site. Рercentage of methylation for the respective CpG above them and in the table below 
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Последовательность для анализа: / Sequence to analyze:
YGYGGGYGYGGYGTTTTAGTTAGYGYGTAG

Позиция 
Position

1 2 3 4 5 6 7

Качество 
Quality

Прошлый / Passed

Метилирование, %  
Methylation, %

2 2 2 1 1 3 1

Последовательность для анализа: / Sequence to analyze:
YGYGGGYGYGGYGTTTTAGTTAGYGYGTAG

Позиция 
Position

1 2 3 4 5 6 7

Качество 
Quality

Прошлый / Passed

Метилирование, %  
Methylation, %

76 81 73 76 78 77 73

2 762 812 731 761 783 771 73
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На рис. 2 представлены данные по уровню мети-
лирования маркерного сайта в индивидуальных образ-
цах опухолевой ткани (ГЦК), прилегающей неопухо-
левой ткани печени тех же пациентов (П) и образцах 
доброкачественных опухолей печени (ДО).

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что уровень метилирования маркерного сайта в ГЦК 
(медиана 42 %) значительно выше, чем в неопухоле-
вых тканях печени (медиана 3 %) или доброкачествен-
ных новообразованиях (медиана 1,5 %). Значительное 

повышение уровня метилирования маркерного сайта 
в ГЦК по сравнению с парными образцами приле-
жащей нормальной ткани печени обнаруживается 
в 20 (66,6 %) из 30 исследованных случаев. Эти резуль-
таты полностью согласуются с данными, полученны-
ми при анализе данных метиломного профилирования 
образцов ГЦК из выборки TCGA-LIHC (см. табл. 1).

Кроме этого, в исследование были включены 
5 архив ных аутопсийных образцов печени без опухоле-
вой или неопухолевой патологии печени, а также 7 ауто-
псийных образцов тканей печени с такими патологиями, 
как цирроз печени, диабет и стеатогепатит, а также лим-
фоциты здоровых доноров (n = 23). Гиперметилирование 
маркерного CpG-динуклеотида Sept9 не выявлено 
ни в одном из контрольных образцов. Средний уровень 
метилирования маркерного сайта не превышал 4 %.

Полученные результаты полностью подтверждают 
наблюдения, сделанные нами при анализе баз данных, 
и свидетельствуют о достаточно высокой специфич-
ности выбранного маркерного сайта метилирования, 
который может быть использован для дифференци-
альной диагностики ГЦК от доброкачественных но-
вообразований и неопухолевых заболеваний печени.

На следующем этапе нами была апробирована воз-
можность выявления уровня метилирования маркерного 
сайта во фракции цДНК пациентов с ГЦК. Для 2 паци-
ентов с высоким (ГК 18) и низким (ГК 17) уровнем ме-
тилирования маркерного сайта Sept9 в опухолевой ткани 
были проанализированы образцы цДНК, выделенной 
из 1 мл плазмы крови этих пациентов (рис. 3). Оба случая 
характеризовались большим размером опухолевого узла 
(>10 см), наличием очагов некроза, отсутствием внутри- 
или внепеченочного метастазирования.

По данным бисульфитного секвенирования для па-
циента ГК 18 уровень метилирования маркерного сайта 

Рис. 3. Пример пирограммы промоторного участка гена Sept9: а – пирограммы циркулирующей ДНК (цДНК) пациента 17; б – цДНК пациента 18. 
По оси абсцисс указан порядок нуклеотидов; по оси ординат – уровень сигнала в относительных единицах. Голубым выделены 7 CpG-динуклеоти-
дов, целевой CpG отмечен стрелкой. Процент метилирования указан над каждым CpG-динуклеотидом и в таблице под пирограммой

Fig. 3. Example of a pyrogram of the promoter region of the Sept9 gene: а – pyrograms for circulating DNA (сDNA) form patient 17; б – сDNA form patient 
18. The abscissa axis indicates the nucleotide order; the ordinate axis represents detected light in relative units. The “light blue” regions highlight the analyzed 
CpG sites, arrow indicates the marker CpG site. Рercentage of methylation for the respective CpG above them and in the table below

Рис. 2. Уровень метилирования маркерного сайта cg20275528 в инди-
видуальных клинических образцах. ГЦК – опухолевые ткани (гепато-
целлюлярная карцинома); П – прилегающие неопухолевые ткани пече-
ни тех же пациентов; ДО – образцы доброкачественных опухолей 
печени. Пунктирной линией указан пороговый уровень метилирования – 
20 %. ***p <0,0002; ****p <0,0001 по непараметрическому методу 
Фридмана

Fig. 2. The level of methylation of the marker site cg202755528 in individual 
clinical samples. HCC – tumor specimens (hepatocellular carcinoma);  
L – adjacent non-tumor liver of the same patients; BT – benign tumors.  
The dotted line indicates the threshold level of methylation – 20 %.  
***p <0,0002; ****p <0,0001 by the non-parametric Friedman
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Последовательность для анализа: / Sequence to analyze:
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Прошлый / Passed

Метилирование, %  
Methylation, %
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в цДНК плазмы крови составил 42 %, тогда как для ГК 
17 – 2 %, что коррелирует с уровнем метилирования 
этого сайта, выявленным в препаратах геномной ДНК, 
выделенной из опухолевой ткани пациентов (81 и 3 % 
для ГК 18 и 17 соответственно).

Эти результаты свидетельствуют о том, что низкий 
уровень фонового метилирования в нормальных тканях 
организма и значительная степень гиперметилирования 
сайта cg20275528 в тканях ГЦК позволяют уверенно де-
тектировать опухольспецифическое метилирование этого 
маркера и демонстрируют принципиальную возможность 
его выявления в общем пуле цДНК, по крайней мере 
в опухолях достаточно большого размера, даже «грубым» 
методом бисульфитного пиросеквенирования.

Полученные нами данные позволяют рассматри-
вать метилирование сайта cg20275528 гена Sept9 
как достаточно специфичный маркер ГЦК и указы-
вают на целесообразность разработки высокочувст-
вительных методов (капельная цифровая ПЦР 
(ddPCR), метод количественной ПЦР с последую-
щим плавлением (DNA Melting Analysis, PCR-DMA)) 
[21,22] для создания диагностических тест-систем, 
позволяющих выявлять аберрантное метилирование 
этого маркера методами жидкостной биопсии в кли-
нических образцах плазмы крови пациентов с подо-
зрением на первичный рак печени, для скрининга 
групп риска или мониторинга результатов лечения.

Результаты, полученные в настоящей работе, допол-
няют наблюдение A. Oussalah и соавт. о том, что гипер-
метилирование промоторной области гена Sept9 может 
быть использовано для дифференциальной диагностики 
ГЦК среди пациентов с алкоголь- и гепатитининдуци-
рованным циррозом печени. Применение одобренного 
для клинического использования при колоректальном 
раке теста Epi proColon позволило уверенно детектиро-
вать с помощью малоинвазивного анализа плазмы крови 
около 80 % случаев ГЦК у этих групп пациентов и про-
демонстрировало более высокую диагностическую точ-
ность, чем анализ на онкоэмбриональный маркер альфа-
фетопротеин [13]. В нашем исследовании мы не только 
локализовали сайт, демонстрирующий максимальный 
уровень гиперметилирования при минимальных фоно-
вых значениях в неопухолевой ткани печени (независи-
мо от наличия или отсутствия цирроза, хронической 
инфекции вирусами гепатита B или С, метаболических 
нарушений), но и продемонстрировали, что аберрантное 
метилирование локуса cg20275528 позволяет дифферен-
цировать ГЦК от доброкачественных опухолей печени. 
Несомненно, для определения клинической ценности 
предложенного маркера целесообразно проведение до-
полнительных исследований на расширенных выборках 
пациентов с ГЦК разной этиологии.

Важно отметить, что, по данным анализа разных 
выборок образцов ГЦК смешанной этиологии ([12], 
TCGA-LIHC и это исследование), уровень метилиро-
вания промоторного участка гена Sept9 в опухолевой 
ткани колеблется в интервале 60–70 %.

Опыт поиска диагностических маркеров ГЦК 
и других форм злокачественных новообразований 
свидетельствует о том, что наиболее перспективным 
подходом является использование не единичных мар-
керов, а их сочетаний [7]. Например, было показано, 
что сочетание c другими белковыми или метиломными 
маркерами существенно увеличивает чувствительность 
использования теста Epi proColon при диагностике 
колоректального рака [23, 24]. Это наблюдение опре-
деляет необходимость поиска и экспериментальной 
верификации дополнительных маркеров метилирова-
ния ГЦК.

Накопление значительного массива данных о про-
филях метилирования генома различных типов опу-
холевых и нормальных тканей, полученных методами 
гибридизации с микрочипами или метиломного  
секвенирования на представительных коллекциях 
клинических образцов, открывает значительные пер-
спективы для рационального поиска чувствительных 
и специфичных маркеров для опухолей различной 
этиологии. Разработанный и апробированный в этой 
работе подход к поиску и экспериментальной верифи-
кации диагностически значимых маркеров может быть 
использован для выявления новых дифференциально 
метилированных сайтов и их сочетаний, которые бы 
обеспечили максимально чувствительное и специфич-
ное выявление ГЦК, верификацию диагноза и мони-
торинг течения заболевания.

Заключение
Таким образом, в настоящей работе на основании 

анализа общедоступных баз данных метиломного 
профилирования нами выявлен локус гена Sept9 
cg20275528, характеризующийся значительной степенью 
гиперметилирования в тканях ГЦК и низким уровнем 
фонового метилирования в нормальных тканях орга-
низма и доброкачественных опухолях печени. Диффе-
ренциальное метилирование сайта cg20275528 экспе-
риментально подтверждено на выборке клинических 
образцов российских пациентов с первичными опухолями 
печени методом бисульфитного секвенирования. 
На исследованной выборке пациентов с ГЦК частота 
гиперметилирования составляет 66,6 %, при этом 
в неопухолевых тканях печени и клетках перифериче-
ской крови фоновый уровень метилирования крайне 
низок. Эти результаты открывают возможность для раз-
работки на их основе чувствительных методов выявления 
опухольспецифической ДНК в плазме крови, которые 
могут быть использованы для дифференциальной 
диагностики ГЦК, мониторинга остаточной болезни 
и результатов лечения. Разработанный алгоритм поиска 
диагностически значимых сайтов метилирования может 
быть использован для идентификации дополнительных 
метиломных маркеров, которые могут быть включены 
в диагностические панели для высокоспецифической 
и чувствительной детекции ГЦК, а также других типов 
злокачественных новообразований.
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Клинико-анамнестические и молекулярно-генетические 
критерии синдрома Линча

А. В. Семьянихина1, Н. И. Поспехова1, М. Г. Филиппова1, Д. А. Головина1, А. О. Расулов2, Л. Н. Любченко1, 3
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2НИИ урологии и интервенционной радиологии им. Н. А. Лопаткина – филиал ФГБУ «Национальный медицинский 
исследовательский центр радиологии» Минздрава России; Россия, 105425 Москва, 3-я Парковая ул., 51, стр. 1; 

3ФГАОУ ВО Первый Московский государственный медицинский университет им. И. М. Сеченова Минздрава России 
(Сеченовский университет); Россия, 119991 Москва, ул. Трубецкая, 8–2

Контакты: Александра Владимировна Семьянихина alexandra_silina@mail.ru

Синдром Линча (СЛ) – самый частый наследственный онкологический синдром, ассоциированный с высоким риском развития рака 
толстой кишки, злокачественных новообразований верхних отделов желудочно-кишечного тракта, мочевыделительной системы, 
головного мозга, женской репродуктивной системы. В составе СЛ диагностируется единственно известная форма наследствен-
ного рака тела матки. Этиологическим фактором развития СЛ являются герминальные мутации в генах системы репарации 
неправильно спаренных оснований ДНК (DNA mismatch repair (MMR)). Картирование данных генов, а также открытие феноме-
на микросателлитной нестабильности (microsatellite instability, MSI) расширило наши представления о патогенезе линч-ассоци-
ированных опухолей и стало основой для молекулярных скрининговых исследований. Превышая в диагностической точности все 
разработанные ранее клинические критерии и рекомендации, MSI-тестирование наряду с оценкой экспрессии MMR-белков при им-
муногистохимическом исследовании уверенно занимает лидирующее место в ранней диагностике СЛ. В данной статье приведен 
краткий обзор литературы, отражающий основные эволюционные этапы развития клинико-анамнестических и молекулярно-
генетических критериев СЛ, а также собственные данные, демонстрирующие точность амстердамских критериев, рекоменда-
ций Бетезда и MSI-диагностики при определении показаний для MMR-генотипирования у больных с формально-генетическим 
диагнозом рака толстой кишки в составе СЛ.

Ключевые слова: рак толстой кишки, синдром Линча, амстердамские критерии, рекомендации Бетезда, микросателлитная 
нестабильность
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ские критерии синдрома Линча. Успехи молекулярной онкологии 2019;6(4):38–46.
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Clinical, anamnestic, molecular and genetic criteria for Lynch syndrome

A. V. Semyanikhina1, N. I. Pospekhova1, M. G. Filippova1, D. A. Golovina1, A. O. Rasulov2, L. N. Lyubchenko1, 3

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia; 

2N.A. Lopatkin Research Institute of Urology and Interventional Radiology – branch of National Medical Research Radiological Center, 
Ministry of Health of the Russia; Build. 1, 51 3rd Parkovaya St., Moscow 105425, Russia; 

3I.M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Ministry of Health of Russia;  
8–2 Trubetskaya St., Moscow 119 991, Russia

Lynch syndrome is the most common cancer-prone syndrome associated with a high risk of colorectal cancer (CRC), neoplasms of the upper 
gastrointestinal system, the urinary tract, the female reproductive system, brain tumours and others. The only known form of hereditary en-
dometrial cancer is also diagnosed as part of Lynch syndrome. One or more pathogenic germline mutations in one of the mismatch repair 
(MMR) genes are the cause of Lynch syndrome. Mapping of MMR genes and the discovery of microsatellite instability (MSI) have given rise 
to the possibility of using these clue characteristics of the pathogenic process for the elaboration of a screening test for Lynch syndrome. Being 
highly accurate and superior to all previously developed clinical criteria and guidelines, MSI-testing along with the assessment of the expres-
sion patterns of MMR proteins by immunohistochemistry has taken the leading role in the early diagnosis of Lynch syndrome. This article 
focuses on a brief review about the main evolutionary stages of clinical, anamnestic, molecular and genetic criteria for Lynch syndrome to-
gether with the results of our own research on the accuracy of the Amsterdam criteria, the Bethesda guidelines and MSI-diagnostics in the 
determination of the indications for MMR-genotyping in colorectal cancer patients suspected for Lynch syndrome.

Key words: colorectal cancer, Lynch syndrome, the Amsterdam criteria, the Bethesda guidelines, microsatellite instability

For citation: Semyanikhina A. V., Pospekhova N. I., Filippova M. G. et al. Clinical, anamnestic, molecular and genetic criteria for Lynch 
syndrome. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2019;6(4):38–46. (In Russ.).
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Введение
Наследственная синдромальная патология в струк-

туре злокачественных новообразований (ЗНО) толстой 
кишки регистрируется в 5–10 % случаев, при этом 
самым частым ее вариантом является синдром Линча 
(СЛ), один из наиболее изученных наследственных 
синдромов, на долю которого приходится до 3 %, т. е. 
подавляющее большинство случаев генетически об-
условленных форм колоректального рака [1–3]. СЛ – 
самый частый наследственный синдром1, обусловли-
вающий высокий риск онкологических заболеваний, 
с частотой аллельного носительства патологических 
вариантов в генах системы репарации неспаренных 
оснований ДНК (DNA mismatch repair (MMR)) 1:400 
в общей популяции. Являясь реже диагностируемым 
состоянием, СЛ уступает в распространенности лишь 
наследственному раку молочной железы и/или яич-
ников, где герминальные BRCA-мутации определяются 
у 1 на 500–1000 человек [1, 4, 5]. Продолжительное 
время СЛ был синонимичной номенклатурной едини-
цей с наследственным неполипозным раком толстой 
кишки для дифференциального отличия от истинных 
полипозных вариантов наследственного колоректаль-
ного рака. В настоящее время СЛ определяется как са-
мостоятельная нозологическая форма, диагностическим 
критериям которой не противоречит наличие у пациента 
олигополипозного поражения желудочно-кишечного 
тракта. Генетическая и фенотипическая гетерогенность 
СЛ, обусловленная в первую очередь молекулярной 
природой данного забо левания, определяет выражен-
ный клинический перекрест с другой синдромальной 
опухолевой патологией толстой кишки прежде всего 
с рецессивно-наследуемыми полипозными состояни-
ями, такими как MUTYH- и NTHL1-ассоциированный 
полипоз, синдром биаллельной инактивации MMR-
генов, а также некоторыми моногенными заболеваниями 
(POLE / POLD1-ассоциированный синдром, синдром 
Коудена и др.).

Этиологическим фактором развития опухолей 
в составе СЛ является снижение эффективности ра-
боты системы  репарации неправильно спаренных  
оснований, обусловленный в подавляющем большин-
стве случаев герминальными мутациями в генах 
MLH1 / MSH2 (70–85 %), реже в генах MSH6, PMS2 
и EPCAM [4–6]. Наследуемые эпимутации в гене 
MLH1, нарушения, вклад которых в развитие данной 
синдромальной патологии подтвержден относительно 
недавно, также ассоциированы с развитием СЛ, одна-
ко остаются крайне редко и / или гиподиагностиру-
емыми молекулярными изменениями [7]. Геномная 
нестабильность, реализуемая через недостаточность 
репаративных механизмов при СЛ, проявляется ми-
кросателлитной нестабильностью (microsatellite insta-
bility, MSI) – ведущим диагностическим скрининго-

вым маркером, тестирование которого включено 
во все международные диагностические стандарты 
для всех вновь диагностированных случаев рака тол-
стой кишки (РТК) [8–10].

Основными клиническими проявлениями СЛ яв-
ляются РТК и рак тела матки у женщин, кумулятив-
ные риски которых на протяжении жизни достигают 
80 и 60 % соответственно [11]. Другие реже манифе-
стирующие опухоли – ЗНО вышерасположенных  
отделов пищеварительного тракта, органов мочевыде-
лительной системы, гепатобилиарной системы, кожи, 
яичников у женщин и др. [11]. Риски развития опухо-
лей указанных локализаций зависят от генотипа па-
циента. Так, больные-носители патологического 
MSH2-генотипа характеризуются как большей веро-
ятностью онкологической патологии мочеполовой 
системы, так и в целом более широким спектром вто-
рых первичных опухолей [11].

Линч-ассоциированный колоректальный рак как 
основная форма онкологических заболеваний, наблю-
даемых при СЛ, характеризуется определенными кли-
нико-морфологическими чертами, позволяющими 
в ряде случаев уже на додиагностическом этапе если не 
предположить наследственный  характер заболевания, 
то усомниться в отсутствии вклада нарушений MMR-
системы в патогенезе этой опухоли у данного больного. 
Молодой возраст манифестации заболевания, пра-
восторонняя локализация опухолевого поражения,  
муцинозный, перстневидноклеточный, медуллярный 
гистотип низкой степени дифференцировки, кронопо-
добная лимфоидная реакция, а также первично-мно-
жественные опухоли толстой кишки определяют  
MMR-дефицитный фенотип, обусловленный у моло-
дых больных в подавляющем большинстве случаев гер-
минальными мутациями, у пациентов старшей возраст-
ной группы – соматическими изменениями в генах 
системы репарации неправильно спаренных  основа-
ний [9, 12, 13]. Возрастная граница РТК в составе 
СЛ является крайне относительным понятием, 
как и спектр ЗНО, ассоциированных с СЛ, который, 
как показано в недавних исследованиях, может вклю-
чать практически любую нозологическую опухолевую 
единицу [14].

Для дифференциации больных с формально- 
генетическим диагнозом СЛ в 1990-е годы последо-
вательно разработаны и внедрены в практику клини-
ческие критерии Амстердам I и Амстердам II, соот-
ветствие которым являлось прямым показанием 
для ДНК-диагностики генов MMR-системы [15, 16]. 
Консенсусные клинические критерии для диагности-
ки СЛ были впервые представлены в 1991 г. и обозна-
чены как амстердамские критерии [8]. Так назы ва-
емые критерии «3-2-1» подразумевали наличие 
не менее 3 родственников с колоректальным раком, 

1На сегодняшний день описано около 200 наследственных онкологических синдромов, ответственных за 5–10 % всех случаев 
злокачественных опухолей различных локализаций [1].
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не менее чем в 2 пораженных поколениях, не менее 
чем с 1 больным членом семьи в возрасте моложе 
50 лет. Расширение спектра опухолей, ассоциирован-
ных с СЛ, привело к пересмотру исходного варианта, 
и в 1999 г. представлены дополненные амстердамские 
критерии (табл. 1) [9].

С открытием патогенетического «фундамента», 
характеризующего генотип опухолей в составе СЛ – 
микросателлитной нестабильности, рекомендации 
Бетезда, опирающиеся на анамнестические и клинико- 
морфологические данные больных, вводят MSI-тести-
рование как обязательное диагностическое исследо-
вание для последующей молекулярно-генетической 
диагностики [17, 18]. Картирование генов MMR-сис-
темы, а также внедрение в клиническую практику те-
стирования позволили оптимизировать скрининговую 

программу, направленную на селективный отбор боль-
ных для последующего ДНК-генотипирования через 
определение MSI-статуса в образце опухолевой ткани. 
Показания для выполнения данного исследования 
и определяют рекомендации Бетезда (см. табл. 1), учи-
тывающие помимо семейной истории клинические 
данные пациента и гистологические особенности опу-
холи (так называемый линчподобный, или MSI-High-
подобный, фенотип) [10, 11].

Несмотря на высокую специфичность критериев 
Амстердам, особенно I пересмотра, а также крайне 
высокую специфичность рекомендаций Бетезда, точ-
ность данных диагностических критериев крайне низ-
кая, что не позволяет применять их как надежный 
скрининговый метод отбора больных с СЛ. В ряде 
исследований показано, что половина больных с мо-

Таблица 1. Клинические критерии Амстердам I, Амстердам II и рекомендации Бетезда

Table 1. Amsterdam I, Amsterdam II clinical criteria and the Bethesda guidelines

Клинические критерии / 
рекомендации 

Clinical criteria / guidelines

Описание 
Description

Амстердам I 
Amsterdam I

1. Три родственника с РТК
2. Один член семьи с РТК является родственником I степени родства по отношению 
к двум другим с РТК
3. Накопление случаев РТК более чем в 1 поколении
4. Не менее 1 родственника с РТК в возрасте до 50 лет
5. Семейный аденоматозный полипоз должен быть исключен 
1. At least three relatives with CRC
2. One relative with CRC is a first-degree relative of the other two relatives with CRC
3. At least two successive generations with CRC
4. At least 1 relative diagnosed before the age of 50
5. Familial adenomatous polyposis should be excluded

Амстердам II 
Amsterdam II

1. Три родственника со ЗНО из спектра СЛ
2. Один член семьи со ЗНО из спектра СЛ является родственником I степени родства 
по отношению к двум другим со ЗНО из спектра СЛ
3. Накопление случаев ЗНО из спектра СЛ более чем в 1 поколении
4. Не менее 1 родственника со ЗНО из спектра СЛ в возрасте до 50 лет
5. Семейный аденоматозный полипоз должен быть исключен 
1. At least three relatives with a MT from the SL spectrum 
2. One relative with a MT from the SL spectrum is a first-degree relative of the other two relatives with 
a MT from the SL spectrum
3. At least two successive generations with a MT from the SL spectrum
4. At least 1 relative with a MT from the SL spectrum diagnosed before the age of 50
5. Familial adenomatous polyposis should be excluded

Бетезда 
Bethesda

1. РТК у пациента в возрасте до 50 лет
2. Синхронный или метахронный первично-множественный РТК или другие ЗНО 
из спектра СЛ
3. MSI-High-ассоциированные морфологические черты опухоли у пациента моложе 60 лет
4. Не менее 1 родственника I степени родства со ЗНО из спектра СЛ в возрасте до 50 лет
5. РТК у больного при наличии 2 и более родственников I или II степени родства 
со ЗНО из спектра СЛ 
1. CRC diagnosed in a patient who is less than 50 years of age 
2. Presence of synchronous or metachronous multiple primary CRC or other MT from the LS spectrum
3. MSI-High-associated morphological characteristics of the tumor in a patient under 60 years of age
4. At least 1 relative with a MT from the LS spectrum diagnosed under the age of 50 years
5. CRC in a patient with at least 2 first- or second-degree relatives with a MT from the LS spectrum

Примечание. РТК – рак толстой кишки; ЗНО – злокачественное новообразование; СЛ – синдром Линча; MSI-High – высокий 
уровень микросателлитной нестабильности.
Note. CRC – colorectal cancer; MT – malignant tumour; LS – Lynch syndrome; MSI-High – high level of microsatellite instability.
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лекулярно-верифицированным СЛ не будет соответ-
ствовать критериям Амстердам II, а специфичность 
рекомендаций Бетезда обратно пропорциональна 
их чувствительности [5, 19–22]. Аналитические мате-
матические модели, такие как MMRpro [23], PREMM 
[24, 25], MMR predict [26], также не показали высокой 
скрининговой эффективности, будучи ориентиро-
ванными на определение группы риска, нежели 
чем на всю популяцию больных с СЛ. В связи с этим 
диагностические критерии при СЛ закономерно  
эволюционировали от клинико-анамнестического 
подхода до определения опухолеассоциированных 
маркеров с последующим генотипированием генов 
MMR-системы [27].

На сегодняшний день представлены 2 самосто-
ятельные методики, независимо выступающие 
как скрининговые диагностические тесты при СЛ: 
определение MSI-статуса с помощью полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) и иммуногистохимическое 
(ИГХ) исследование для оценки экспрессии MMR-
белков [27, 28].

MSI-тестирование, основанное на детекции дли-
ны как минимум 5 микросателлитных повторов в опу-
холевой ДНК, является регламентированным и высо-
коточным методом, особенно при применении панели 
однонуклеотидных маркеров, одобренных NIH 
(BAT25, BAT26, NR21, NR24, NR27) [17]. При нали-
чии 2 и более нестабильных маркеров опухоль счита-
ется микросателлитно-нестабильной с высоким уров-
нем данного показателя и обозначается как MSI-High. 
Один нестабильный маркер относит образец к РТК 
с низким уровнем микросателлитной нестабильно-
сти – MSI-Low. Статус MSI-High влечет за собой  
необходимость применения ряда дополнительных ди-
агностических тестов, таких как оценка BRAF-геноти-
па и определение гиперметилирования промоторной 
области гена MLH1, особенно у больных старшей воз-
растной группы [21]. При отсутствии соматических 
мутаций в гене BRAF и / или аномального метилирова-
ния в гене MLH1 выполняется последующее молеку-
лярно-генетическое исследование на предмет наличия 
герминальных мутаций в генах MMR-системы [9].

Число исследуемых MMR-белков при ИГХ-диаг-
ностике варьирует в различных исследовательских 
центрах. При этом оценка статуса как минимум 2 мар-
керов – MLH1 и MSH2 – является обязательной, в боль-
шинстве случаев она дополняется белками PMS2 и MLH6, 
образующими гетеродимеры с 2 вышеуказанными 
белками [29]. Чувствительность ИГХ-исследования 
в таком случае составляет 83 %, специфичность – 89 % 
[30]. По аналогии с ПЦР-тестированием при изоли-
рованной утрате экспрессии гена MLH1 рекомендуется 
оценка BRAF-генотипа и статуса метилирования про-
моторной области гена MLH1. Весомым преимуществом 
ИГХ-исследования перед ПЦР-методом является су-
жение диагностического поиска за счет определения 
утраты экспрессии конкретного белкового маркера, 

что невозможно оценить с помощью ПЦР-методики. 
Внедрение технологий секвенирования нового поко-
ления (next generation sequencing, NGS) с возможностью 
применения в ДНК-диагностике наследственных за-
болеваний таргетных панелей, изучения клинического 
экзома или полноэкзонного / полногеномного секве-
нирования, однако, нивелирует данную разницу. В целом 
определение статуса MSI или оценка MMR-экспрессии 
позволяют не пропустить более 90 % больных с СЛ, 
что значительно превосходит в точности и эффектив-
ности все клинические критерии.

Решением скринингового этапа при диагностике 
СЛ в ближайшие годы может стать комплексная 
синхронная оценка дефицита в MMR-системе, а так-
же сопутствующих соматических нарушений с по-
мощью технологий NGS. Разработанные на сегод-
няшний день тестовые платформы, такие как 
SINGH, MSIsensor,  приближают чувствительность 
и специфичность данного скринингового метода 
к 96–100 % [31, 32]. Оценивая состояние множествен-
ного количества локусов кандидатов, данные плат-
формы позволяют изучить соматический профиль 
генов MAPK-киназного пути, токсичности и др., 
широко варьируя в выборе маркеров, в зависимости 
от потребностей лаборатории-заказчика.

Цель нашего экспериментального исследования, 
дополняющего представленный аналитический  
обзор, — оценка точности клинических критериев Ам-
стердам I и Амстердам II у больных РТК с формально-
генетическим диагнозом СЛ при клиническом 
соответствии рекомендациям Бетезда.

Материалы и методы
В исследование включены 117 пациентов 

(57 (48,7 %) мужчин и 60 (51,3 %) женщин) с формаль-
но-генетическим диагнозом наследственного РТК 
в составе СЛ, которые проходили обследование 
и / или находились на лечении в НМИЦ онкологии 
им. Н. Н. Блохина с 1972 по 2018 г. Медико-генетиче-
ское консультирование проведено в Медико-генети-
ческом центре НИИ клинической онкологии им. 
Н. Н. Трапезникова на базе научно-консультативного 
отделения НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина. Все 
больные клинически соответствовали пересмотрен-
ным рекомендациям Бетезда, семейный аденоматоз-
ный полипоз исключен по клинико-анамнестическим 
данным.

ДНК-генотипирование на предмет наличия гер-
минальных мутаций в генах MLH1 (экзоны 1–19; Ref-
Seq ENST00 000 231 790.2) и MSH2 (экзоны 1–16, Ref-
Seq ENST00 000 233 146.2) в объеме оценки первичной 
структуры кодирующей части и сайтов-сплайсинга 
выполнено всем пациентам исследуемой группы.   
Статус MSI в образце опухолевой ткани с применени-
ем стандартной панели однонуклеотидных маркеров 
(BAT25, BAT26, NR21, NR24, NR27) оценен  
у 28 больных с молекулярно-верифицированным СЛ, 
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а также у 10 пациентов с СЛ с помощью ИГХ-метода 
(оценка экспрессии MLH1, MSH2, MSH6, PMS2). 
Двум больным MSI-тестирование не выполнено в свя-
зи с отсутствием биологического материала. Все мо-
лекулярно-генетические исследования проведены 
на базе лаборатории клинической онкогенетики 
НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина.

Статистическую обработку результатов исследова-
ния проводили с применением программы математи-
ческой обработки данных IBM SPSS Statistics (версия 
22.0, SPSS, Inc., Chicago, IL, США), а также компью-
терной программы Microsoft Excel. Соответствие кри-
териям Амстердам оценивали с помощью анализа 
клинико-анамнестических данных больных. Чувстви-
тельность диагностических критериев определяли 
как долю истинно положительных диагнозов среди 
больных, соответствующих критериям; специфич-
ность – как долю истинно отрицательных диагнозов 
среди больных, не соответствующих критериям. Точ-
ность метода определяли по отношению  числа истин-
но положительных и истинно отрицательных диагно-
зов к общему числу окончательных диагнозов.

Результаты
В представленном исследовании при анализе ос-

новных клинических характеристик группы пациентов 
средний возраст на момент манифестации РТК соста-
вил 41,8 ± 1,2 года. У 43 (36,8 %) больных колорек-
тальный рак диагностирован в составе первично-мно-
жественных ЗНО. В среднем у каждого пациента 
диагностировано 3 (2–7) ЗНО. Временнόй интервал 
до манифестации последующей первичной опухоли 
составил 3,6 ± 1,5 (0–26) года. Самыми частыми вто-
рыми ЗНО были синхронный или метахронный РТК 

(51 % (n = 43)) и рак тела матки (12 % (n = 10)). Часто-
та вторых первичных опухолей представлена на рис. 1.

Отягощенный онкологический семейный анамнез 
отмечен у 105 (89,7 %) пациентов. При анализе 
родословных:

• число родственников со ЗНО в среднем составило 
3 (1–12) человека;

• число пораженных поколений – 2,5 (1–4);
• наличие родственников I степени родства с любым 

ЗНО независимо от возраста выявлено 
у 81 (77,1 %) больного, у 32 (39,5 %) из них диаг-
ностирован РТК в возрасте до 50 лет;

• наличие родственников II степени родства со ЗНО 
выявлено у 80 (76,2 %) больных;

• наличие родственников III степени родства 
со ЗНО выявлено у 32 (30,5 %) больных;

• среднее число родственников I степени родства 
со ЗНО в среднем составило 2 (0–6);

• среднее число родственников II степени родства 
со ЗНО – 2 (0–5);

• среднее число родственников III степени родства 
со ЗНО – 1 (0–2).
На рис. 2 представлен спектр ЗНО в семейном 

анамнезе больных с формально-генетическим диагно-
зом СЛ.

При оценке первичной структуры кодирующей 
части генов MLH1 и MSH2 патогенные клинически 
значимые герминальные мутации выявлены у 30 боль-
ных (25,6 %); в гене MLH1 – у 17 (56,6 %), в гене 
MSH2 – у 13 (43,4 %).

Отягощенный онкологический семейный анамнез 
зарегистрирован у 28 (93,3 %) больных с СЛ. Отсутст-
вие онкологической нагруженности отмечено у 1 па-
циента с патологическим MLH1-генотипом и у 1 боль-

Рис. 1. Частота вторых первичных опухолей у больных с формально-генетическим диагнозом синдрома Линча, %
Fig. 1. Frequency of secondary primary tumors in patients with formal genetic diagnosis of Lynch syndrome, %
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ного с герминальной мутацией в гене MSH2. 
При анализе родословных:

• наличие родственников I степени родства со ЗНО 
выявлено у 27 (96,4 %) больных, у 15 (55,5 %) 
из них диагностирован РТК в возрасте до 50 лет;

• наличие родственников II степени родства со ЗНО 
выявлено у 24 (85,7 %) больных;

• наличие родственников III степени родства 
со ЗНО выявлено у 9 (32,1 %) больных;

• число пораженных поколений в среднем состави-
ло 2,7 (2–4);

• среднее число родственников со ЗНО в родослов-
ной – 4,1 (0–12);

• среднее число родственников I степени родства 
со ЗНО в родословной – 1,6 (0–5);

• среднее число родственников II степени родства 
со ЗНО в родословной – 2,4 (0–5);

• среднее число родственников III степени родства 
со ЗНО в родословной – 1,4 (0–2).

Все пациенты, включенные в исследование, кли-
нически соответствовали пересмотренным рекомен-
дациям Бетезда, при этом молекулярной верификации 
генетического диагноза СЛ удалось достичь только 
у 30 (25,6 %) больных.

При оценке чувствительности и специфичности 
амстердамских критериев наиболее высокое значение 
точности (85 %) показано для критериев I пересмотра. 
Критерии Амстердам I, являясь крайне строгими, 
при специфичности 90 % не позволили отобрать 
для ДНК-диагностики 41 % больных с СЛ, критерии 
Амстердам II – 31 %. В табл. 2 представлена точность 
критериев Амстердам I и Амстердам II для пациентов, 
включенных в исследование.

При оценке статуса микросателлитной нестабиль-
ности наличие более одного нестабильного маркера 
(MSI-High) в образцах колоректального рака у больных 
с СЛ выявлено во всех исследованных случаях при на-
личии опухолевого материала у пациента. У 6 больных 

Таблица 2. Точность критериев Амстердам I (КАI) и Амстердам II (КАII) для пациентов с формально-генетическим диагнозом синдрома Лин-
ча, включенных в исследование

Table 2. Accuracy of Amsterdam I (АI) and Amsterdam II (АII) criteria for patients with formal genetic diagnosis of Lynch syndrome included in the study

Критерии 
Criteria

Чувствительность, % 
Sensitivity, %

Специфичность, % 
Specificity, %

Точность, % 
Accuracy, %

Амстердам I 
Amsterdam I

КАI+ / СЛ+
AI+ / LS+

59

КАI– / СЛ–
AI– / LS–

90
85

Амстердам II 
Amsterdam II

КАII+ / СЛ+
AII+ / LS+

69

КАII– / СЛ–
AII– / LS–

75
75

Рис. 2. Спектр злокачественных новообразований в семейном анамнезе больных с формально-генетическим диагнозом синдрома Линча, %
Fig. 2. Spectrum of malignant tumors in family history of patients with formal genetic diagnosis of Lynch syndrome, %
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нестабильный MMR-фенотип определен в образцах 
опухолей других линч-ассоциированных локализаций 
(рак яичников, рак тела матки, рак мочеточника, рак 
мочевого пузыря и рак тонкой кишки).

Обсуждение
Основной целью настоящего исследования была 

оценка точности первых разработанных клинических 
рекомендаций, позволяющих идентифицировать 
больных с формально-генетическим диагнозом СЛ 
с последующим изучением вклада рекомендаций Бе-
тезда и MSI-тестирования в скрининговый этап ди-
агностики данного синдрома. Для достижения цели 
все больные, включенные в исследование, исходно 
соответствовали по клинико-анамнестическим дан-
ным пересмотренным рекомендациям Бетезда, 
что явилось основным критерием для ДНК-геноти-
пирования на предмет наличия герминальных мута-
ций в генах MLH1 и MSH2. Для всех молекулярно- 
верифицированных случаев СЛ выполнена MSI-ди-
агностика на доступных для исследования образцах 
биологического материала.

Рекомендации Бетезда, разработанные для се-
лективного отбора пациентов для последующей 
оценки статуса микросателлитной нестабильности 
в образце опухоли и при наличии высокого показа-
теля – поиска герминальных мутаций в генах систе-
мы MMR, являются, безусловно, более чувствитель-
ными относительно амстердамских критериев 
отбора (65 % vs 50 % [16, 22]), однако значительно 
уступают последним по специфичности. Низкие зна-
чения точности для всех клинических критериев 
показаны и в нашем исследовании. Обладая доста-
точно высоким показателем специфичности (90 %), 
критерии Амстердам I показали ложноотрицатель-
ный результат у 41 % пациентов с СЛ, критерии Ам-
стердам II – у 31 %.

На современном этапе, безусловно, применение 
только клинико-анамнестических данных больных 
РТК при определении показаний для ДНК-геноти-
пирования в качестве инициального теста является 
оправданным только в случае отсутствия биологи-
ческого опухолевого материала для проведения MSI-
тестирования. Другой возможной причиной для  
отказа от скринингового исследования является вы-
сокий риск ложноотрицательного результата в связи 
с недостаточными качественно количественными 
характеристиками опухолевой ткани. С открытием 
молекулярной природы СЛ, микросателлитной не-
стабильности, как главного следствия, отражающего 
нарушения в системе репарации неправильно спа-
ренных оснований, клинические критерии в качест-
ве скринингового этапа при СЛ были практически 
полностью вытеснены исследованиями, основанны-
ми на изучении опухолеассоциированных маркеров. 
Являясь экономически оправданным, менее трудо-
емким, стандартизованным, доступным и, самое 

главное, высокоточным диагностическим показате-
лем, MSI-тестирование согласно большинству меж-
дународных рекомендаций (NCCN, ASCO, ASMG 
и др.) выполняется всем пациентам с РТК в целях 
исключения СЛ [8–10]. Отсутствие назначения дан-
ного исследования может быть оправдано лишь 
для больных колоректальным раком возрастной ка-
тегории старше 70 лет при наличии несоответствия 
пересмотренным рекомендациям Бетезда [8].

В нашей работе высокий уровень микросател-
литной нестабильности (MSI-High) выявлен во всех 
исследованных образцах опухолевой ткани больных 
с СЛ с доступными для MSI-тестирования образца-
ми биологического материала, в том числе у пациен-
тов с «негативным» семейным анамнезом и при ма-
нифестации СЛ в возрасте старше 50 лет. Показана 
полная конкордантность между MSI-тестированием 
и определением экспрессионного профиля белков 
MMR-системы с помощью ИГХ-метода. Аналогич-
ный высокий показатель совпадения результатов 
2 указанных методов доказан и в других междуна-
родных исследованиях (97,5 % и 98,3 % по данным 
исследований A.L. Schwark и соавт. и L. Moreira и со-
авт. [14, 33]).

В представленном исследовании в диагностиче-
скую панель для определения статуса микро сателлитной 
не стабильности включены 5 высоко информативных, 
специфичных и патогномоничных однонуклеотидных 
маркеров для диагностики нарушений в системе ре-
парации неправильно спаренных оснований: BAT25, 
BAT26, NR21, NR24, NR27. Изучение менее точных 
маркеров, в том числе динуклеотидных повторов, 
бесспорно, повышает вероятность диагностики ми-
кросателлитной нестабильности, однако снижает 
диагностическую точность в отношении СЛ. В связи 
с тем, что геномная нестабильность может быть ас-
социирована с нарушениями в функционировании  
и в других репаративных системах, необходимо точно 
различать диагностические цели при назначении 
MSI-тестирования: исключение СЛ, определение 
стратегии адъювантного лечения у больных локали-
зованным РТК или определение показаний для им-
мунотерапии у пациентов с диссеминированным 
РТК, для которых расширение диагностической 
панели маркеров является диагностически оправ-
данным. У 6 больных с СЛ в нашем исследовании 
нестабильный MMR-фенотип определен в образцах 
опухолей других линч-ассоциированных локализаций 
(рак яичников, рак тела матки, рак мочеточника, рак 
мочевого пузыря и рак тонкой кишки), что подтвер-
ждает общность патогенетических путей развития 
ЗНО эпителиальной природы в составе СЛ. При этом 
маркеры, обладающие высокой специфичностью 
и успешно детектирующие MSI-High в опухолях тол-
стой кишки, демонстрируют диагностическую эф-
фективность и в опухолях других линч-ассоцииро-
ванных локализаций.
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Заключение
Амстердамские критерии наряду с рекомендаци-

ями Бетезда эволюционно уступили свое место сов-
ременным скрининговым подходам, основанным 
на определении биологических маркеров в опухоли, 
и закономерно могут рассматриваться как историче-
ский этап в диагностике СЛ. Расширение знаний 
о данной синдромальной патологии, в том числе 
о спектре опухолевой патологии, возрастных и ин-
тервальных границах реализации патологического 
генотипа у больных с герминальными мутациями 
в генах MMR-системы, не позволяет ни одному кли-
ническому критерию выступать независимым пре-
диктивным маркером при СЛ. Внедрение технологий 

NGS, с высокой специфичностью выявляющих нес-
табильность микросателлитных локусов, позволит 
повысить эффективность диагностики данных нару-
шений у больных с различными нозологическими 
формами онкологических заболеваний, так как мар-
керный ряд нестабильных повторов варьирует в до-
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Резистентные к вемурафенибу клетки меланомы 
приобретают свойства мезенхимальных стволовых клеток

А. А. Вартанян1, О. С. Бурова1, Х. С. Вишнякова2, И. В. Самойленко1,  
В. А. Мисюрин1, Е. Е. Егоров2, О. О. Рябая1, М. А. Барышникова1

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России;  
Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24; 

2ФГБУН «Институт молекулярной биологии им. В. А. Энгельгардта РАН»; Россия, 119991 Москва, ул. Вавилова, 32

Контакты: Амалия Арташевна Вартанян zhivotov57@mail.ru

Введение. Мутация в онкогене BRAF приводит к конститутивной активации BRAF-киназы и обеспечивает независимость про-
лиферации клеток меланомы от присутствия лиганда. Ингибиторы BRAF-киназы заметно увеличивают общую выживаемость 
больных метастатической меланомой, однако у половины больных через 6—8 мес приема препарата наступает резистентность.
Цель исследования — получение культуры клеток меланомы из опухолей больных, которые перестали отвечать на терапию ве-
мурафенибом, а также изучение механизмов, вовлеченных в возникновение этой резистентности.
Материалы и методы. Были использованы двухмерное культивирование опухолевых клеток, включая получение культуры клеток 
из опухолевого материала больных, иммуноцитохимический анализ, иммунофлуоресцентный анализ, полимеразная цепная реакция 
в реальном времени, модели дифференцировки клеток.
Результаты. Из опухолевого материала больных меланомой кожи с мутацией BRAFV600E, резистентной к вемурафенибу, были 
получены 2 клеточные линии меланомы — Mel Ki и Mel F1702. Клетки имели типичную для меланом веретеноподобную форму. 
Значения IC

50
 для Mel Ki и Mel F1702 составляли 4,7 и 6,3 мкМ вемурафениба соответственно. Экспрессия раково-тестикуляр-

ных антигенов практически отсутствовала в обеих линиях клеток. Иммунофенотипический профиль клеток выявил высокую 
экспрессию маркеров мезенхимальных стволовых клеток, таких как CD90, CD105 и CD44. Обе клеточные линии меланомы обла-
дали способностью дифференцироваться in vitro в остеобластподобные и адипоцитподобные клетки.
Заключение. Полученные результаты указывают на фенотипическую транзицию резистентных к вемурафенибу клеток мела-
номы в мезенхимальноподобные стволовые клетки.

Ключевые слова: меланома, BRAFV600Е, вемурафениб, резистентность, мезенхимальная стволовая клетка

Для цитирования: Вартанян А. А., Бурова О. С., Вишнякова Х. С. и др. Резистентные к вемурафенибу клетки меланомы приобре-
тают свойства мезенхимальных стволовых клеток. Успехи молекулярной онкологии 2019;6(4):47—57.

DOI: 10.17650 / 2313-805X-2019-6-4-47-57

Vemurafenib resistant melanoma cells acquire mesenchymal stem cell-like properties

A. А. Vartanian1, O. S. Burova1, Kh. S. Vishnyakova2, I. V. Samoylenko1,  
V. A. Misyurin1, E. E. Egorov2, O. O. Ryabaya1, M. A. Baryshnikova1

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia; 

2V.A. Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, 32 Vavilova St., Moscow 119991, Russia

Background. Activating mutations in the BRAF gene leads to a constitutive activation of the MAPK signaling. The highly selective BRAFV600E 
inhibitor, vemurafenib, improves the overall survival of BRAF-mutant melanoma patients. However, despite the excellent results of response 
rate, the average duration of the response was short and acquired resistance develops in most BRAF mutated melanoma patients within a few 
months.
Objective: to derive melanoma cell lines from surgical species of patients with BRAF mutant melanomas resistant to vemurafenib and to elu-
cidate the mechanisms involved in acquired drug resistance.
Materials and methods. Mel Ki and Mel F1702 melanoma cells were obtained from metastases of disseminated melanoma patients with 
BRAFV600E mutation. 2D tumor cell culture, MTT test, immunicytochemistry, flow cytometry, real-time polimerase chain reaction and osteo-
genic and adipocytic differentiation were used in the study.
Results. We have derived two melanoma cell lines Mel Ki and Mel F1702 from tumor samples of patients with BRAFV600E mutation resistant 
to vemurafenib. These cells were homogenous and had fibroblastic morphology. The IC

50
 values for Mel Ki and Mel F1702 were 4.7 and 

6.3 μM, respectively. The expression of cancer-testis antigens was not detected in both types of cells suggesting the stemness of Mel Ki and 
Mel F1702 melanoma cells. The immunophenotypic profile of the vemurafenib resistsant melanoma cells showed the expression of typical 
mesenchymal stem cells markers such as CD90, CD105 and CD44. In addition, we found that the melanoma cell lines derived from tumor 
resistant to vemurafenib differentiated into osteoblast- and adipocyte-like cells.
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Введение
Меланома, симптомы которой проявляются у па-

циентов в любом возрасте, – чрезвычайно злокачест-
венное новообразование. Это уникальная опухоль, 
поскольку ее можно легко обнаружить на поверхности 
кожи (визуально), при этом весьма коварная. Подда-
ющаяся лечению в горизонтальной фазе роста, мела-
нома становится резистентной к противоопухолевой 
терапии в вертикальной фазе роста [1]. Так, 5-летняя 
выживаемость отмечается в 97,9 % случаев, если раз-
мер опухоли <0,76 см, и снижается до 57,5 % при раз-
мере опухоли >3 см [2]. Эффективность лечения мета-
стазирующей меланомы даже в ведущих клиниках 
мира крайне низка. Классические подходы, такие 
как химиотерапия и радиотерапия, в случае меланомы 
дают менее выраженные эффекты, чем при других 
опухолях. Агрессивное распространение заболевания 
на ранних стадиях и резистентность меланомы к обыч-
ным методам лечения объясняют высокие показатели 
летальности при меланоме.

За последние 50 лет эффективность лечения дис-
семинированной меланомы практически не измени-
лась. Ситуация несколько улучшилась после обнару-
жения у части больных мутаций в киназе BRAF. Было 
показано, что некоторые из этих мутаций выполняют 
онкогенную функцию и приводят к конститутивной 
активации сигнального пути митогенактивируемой 
протеинкиназы (MAPK) [3]. У больных меланомами, 
которые несут мутацию BRAFV600E, прогноз менее бла-
гоприятный по сравнению с больными с BRAF дико-
го типа [4]. Несмотря на то что селективные ингиби-
торы мутантной киназы увеличивают безрецидивную 
и общую выживаемость больных меланомой с BRAF-
мутацией, у половины больных через 6–8 мес лечения 
развивается резистентность [5].

Для прохождения всех этапов метастазирования 
опухолевая клетка должна прибрести ряд свойств, обес-
печивающих высокий инвазивный потенциал. В качест-
ве одного из возможных механизмов его приобретения 
в последние годы активно изучается эпителиально – 
мезенхимальный переход (ЭМП). Под этим термином 
подразумевают обратимый процесс приобретения эпи-
телиальными клетками ряда морфологических призна-
ков и функциональных свойств мезенхимальных клеток 
[6]. ЭМП необходим опухолевым клеткам для успешно-
го отделения от первичного узла, инвазии в окружающие 
ткани или переноса в другие органы. ЭМП считается 
одним из ранних процессов, ведущих к диссеминации 

опухоли [7]. Помимо облегчения процессов метастази-
рования программа ЭМП играет важную роль и в воз-
никновении лекарственной резистентности и рецидивов 
заболевания [8].

Цель исследования – получение культуры клеток 
меланомы из опухолевого материала больных мелано-
мой, резистентной к вемурафенибу, и изучение меха-
низмов приобретенной резистентности.

Материалы и методы
Реактивы. Первичные анти-CD20, анти-CD24, 

анти-CD44, анти-CD54, анти-CD90, анти-CD105, 
анти-CD114, моноклональные антитела анти-CD117 
и анти-CD133 были получены от Мiltenyi Biotec (Te-
тероу, Германия). Антитела анти-CD63 и анти-CD271 
были приобретены у Serotec AbD (Ралег, США), анти-
HLA-DR, анти-HLA-ABC, анти-CD31, анти-CD34, 
анти-CD45 антитела получены от Chemicon. 
International, Inc (Темекула, США). Моноклональные 
антитела анти-Melan-А приобретены у Cell Margue 
(США), коллагеназа – у Sigma Aldrich (Ирвин,  
Великобритания). Dispase и Alexa Fluor 488-конъю ги-
рованные вторичные антитела получены от 
GIBCO / Invitrogen Life Technologies (Карлсбад, США), 
моноклональные антитела против Е-кадгерина (clone 
NCH-38), N-кадгерина (clone 6G11) и виментина 
(clone V9) – от DAKO A / S (Глоструп, Дания).

Дексаметазон, 3-изобутил-1-метил-ксантин 
и Sudan 4 приобретены у Sigma-Aldrich (Ирвин, Вели-
кобритания), β-глицерофосфат – у Calbiochem-Merck 
(Германия) и L-аскорбиновая кислота 2-фос-
фат – у Wako Chemicals GmbH (Германия).

Исходный материал. Из опухолевого материала 
больных метастатической меланомой с мутацией 
BRAFV600E, резистентной к вемурафенибу, выведены 
2 клеточные линии меланомы – Mel Ki и Mel F1702.

У больной 1, 55 лет, с метастатической злокачест-
венной меланомой кожи живота с синхронными мета-
стазами в лимфатические узлы левого пахового отдела 
выявлена мутация BRAFV600E. Терапию ингибитором 
BRAF-киназы начали с дозы 960 мг вемурафениба 
и 2 мг траметиниба. Данные компьютерной томографии 
подтвердили частичный ответ на лечение через 8 нед. 
Из-за очень плохой переносимости доза вемурафениба 
была снижена до 720 мг, затем – до 480 мг. Этот режим 
был продолжен в течение 4 мес, прежде чем был оста-
новлен из-за прогрессирования заболевания. Клетки 
меланомы были получены из метастазов кожи.

Conclusion. In this study we are offering an experimental evidence of the phenotypic transition of the vemurafenib-resistant melanoma cells 
into mesenchymal stem-like cells.

Key words: melanoma, BRAFV600E, vemurafenib, resistance, mesenchymal stem cell

For citation: Vartanian A. А., Burova O. S., Vishnyakova Kh. S. et al. Vemurafenib resistant melanoma cells acquire mesenchymal stem cell-
like properties. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2019;6(4):47—57. (In Russ.).
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У больной 2, 71 года, с метастатической злокачест-
венной меланомой правой стопы с множественными 
внутрикожными (транзиторными) метастазами выяв-
лена мутация BRAFV600E. Терапия вемурафенибом на-
чата с дозы 960 мг, траметинибом – 2 мг. В течение 
4 нед после начала приема вемурафениба наблюдалось 
значительное уменьшение кожных поражений. Пол-
ная доза вемурафениба плохо переносилась, вызывая 
токсичность, поэтому была снижена до 720 мг. Токсич-
ность продолжалась, и прием вемурафениба был оста-
новлен на 2 нед. Через 2 нед больная продолжила ле-
чение вемурафенибом в дозе 480 мг в течение 4 мес. 
Лечение прекратили из-за кожной токсичности и сни-
жения массы тела. Данные компьютерной томографии 
не выявили ответа.

Полученные образцы меланомы промывали и из-
мельчали в фосфатно-солевом буфере (PBS) до раз-
мера 2–4 мм. Диссоциацию опухолевых клеток  
проводили ферментативной обработкой 0,1 %  кол-
лагеназой и диспазой 50 Ед / мл. Далее клетки ресу-
спендировали в среде RPMI 1640 с добавлением 10 % 
фетальной бычьей сыворотки, 5 мМ глутамина 
и гентамицина. Клетки высевали в культуральные 
флаконы 25 см2 и растили при температуре 
37 °С в присутствии 5 % СО

2
.

Иммуноцитохимия. Клетки выращивали на стекле 
до 70–80 % монослоя. Далее клетки промывали PBS 
и фиксировали в ледяном ацетоне 10 мин. Неспеци-
фическая абсорбция антител была минимизирована 
путем блокирования 1 % BSA в PBS в течение 10 мин. 
Затем клетки инкубировали с первичными антителами 
в течение 45 мин и промывали PBS 3 раза по 5 мин. 
Для визуализации реакции антиген – антитело ис-
пользовали соответствующие Alexa Fluor 488-конъю-
гированные вторичные антитела. Ядра клеток окра-
шивали гематоксилином. Флуоресценцию определяли 
на флуоресцентном микроскопе IN Cell Analyzer (GE 
Healthcare, США).

Анализ экспрессии антигенов клеточной поверхности 
методом проточной цитофлуориметрии. Фенотипирова-
ние антигенов клеточной поверхности проводили в ре-
акции прямой иммунофлуоресценции. Трижды промы-
вали 1 × 105 клеток PBS (pH 7,5) и ресуспендировали 
в PBS. В каждую пробирку добавляли моноклональные 
антитела, меченные FITС или РЕ, и инкубировали 
30 мин при температуре 4 °С. Клетки дважды отмыва  
ли от не связавшихся антител и ресуспендировали 
в 200 мкл PBS, содержащем 1 % формалин. Экспрессию 
антигенов CD20, CD24, CD31, CD34, CD44, CD45, 
CD54, CD63, CD90, CD105 и CD117 на клеточной по-
верхности оценивали на проточном цитофлуориметре 
FACS CantoII (Becton Dickinson, США). В каждой про-
бе анализировали до 10 тыс. событий. Анализируемый 
гейт устанавливали на основании комбинации прямого 
и бокового рассеивания.

Полимеразная цепная реакция с обратной транскрип-
цией в реальном времени. Тотальную РНК выделяли 
из клеток Mel Ki и Mel F1702 с использованием набора 
RNeasy (Qiagen) в соответствии с инструкцией произ-
водителя. Обратную транскрипцию осуществляли с ис-
пользованием набора для полимеразной цепной реак-
ции GeneAmp RNA (Applied Biosystems, США). 
Количественную оценку матричных РНК раковотести-
кулярных антигенов (РТА) проводили с помощью сис-
темы детектирования последовательностей ABI PRISM 
310 (Perkin Elmer, США) комплементарной ДНК. Ген-
специфические олигонуклеотидные праймеры и зонды 
для РТА человека, а также эндогенная контрольная 
РНК ABL были получены от Eurogene (Москва, Рос-
сия). Детали праймеров приведены в табл. 1. Реакци-
онная смесь содержала 25 мкл TaqMan Master Mix 
(Applied Biosystems, США) и 2,5 мкл специфического 
праймера в конечном объеме 50 мкл. Условия реакции: 
60 мин при 45 °С, 10 мин при 70 °С, 5 мин при 4 °С, 
10 мин при 95 °С, 40 циклов в течение 15 с при 95 °С, 
1 мин при 60 °С и инкубация 5 мин при 25 °С.

Таблица 1. Праймеры, использованные для определения раковотестикулярных антигенов

Table 1. Primers used for identification of cancer / testis antigens

Ген 
Gene

Праймеры и зонды (прямой праймер, обратный праймер, зонд) 
Primers and probes (forward primer; reverse primer; probe) 

GAGE
5'-AGCTGCTCAGGAGGGAGAGGAT-3'
5'-GGTGACCCTGTTCCTGGCTA-3'
5'-(R6G)-CATCTGCAGGTCAAGGGCCGAAGCCTGAA-(BHQ1)-3'

HAGE
5'-GCCACAAGTGCCATGTCAAA-3'
5'-CCTTCAAGTCATCCCACGTT-3'
5'-(R6G)-AGCAGATAGTTGGAGGAAAGAAAATTTTAA-(BHQ1)-3'

MAGEA1
5'-GAAGGAACCTGACCCAGGCT-3'
5'-AATCCTGTCCTCTGGGTTGG-3'
5'-(R6G)-TGTGAGGAGGCAAGGTTTTCAGGGGAC-(BHQ1)-3'

NY-ESO-1
5'-TCTGAAGGAGTTCACTGTGT-3'
5'-AGACAGGAGCTGATGGAGAG-3'
5'-(R6G)-AACATACTGACTATCCGACTGACTGCTGCA-(BHQ1)-3'
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В качестве положительных контролей использо-
вали клетки Mel P и Mel Il, выведенные в клеточную 
линию из меланом с мутацией BRAF, не леченных 
вемурафенибом [9]. Происхождение и источники этих 
клеточных линий были описаны ранее [10].

Остеогенная дифференцировка клеток. Клетки вы-
севали при плотности 10 000 / см2 в среде для индукции 
остеодифференцировки, содержащей DMEM с 10 % 
FBS, 10 мМ β-глицерофосфата, 50 мкг / мл L-аскорби-
новой кислоты 2-фосфата и 10 нМ дексаметазона. 
Среду меняли каждые 3 дня. Отложение кальция 
на 28-й день дифференцировки было идентифициро-
вано окрашиванием ализариновым красным (AR-S). 
Остеобласты фиксировали 70 % ледяным этанолом 
в течение 1 ч при температуре –20 °С перед добавле-
нием AR-S, растворенного в дистиллированной воде 
(рН 4,2). Клетки окрашивали в течение 10 мин 
при комнатной температуре. Морфологию клеток 
оценивали с помощью инвертированного фазово-кон-
трастного микроскопа Diaphot (Nikon, Япония).

Адипогенная дифференцировка. Адипогенную диф-
ференцировку проводили на клетках, высеянных 
с плотностью 10 000 / см2. Когда клетки достигали 
75–80 % конфлюентности, среду заменяли средой 
для индукции дифференцировки, которую меняли 
каждые 3 дня. Культуральная среда для адипогенной 
дифференцировки содержала: 10 мкг / мл инсулина, 

1 мкМ дексаметазона и 100 мкг / мл 3-изобутил-1-ме-
тил-ксантина в DMEM с 10 % эмбриональной телячь-
ей сыворотки. Через 21 день клетки фиксировали 4 % 
формальдегидом и окрашивали насыщенным раство-
ром красителя Sudan 4. Морфологию клеток оценива-
ли с помощью инвертированного фазово-контрастно-
го микроскопа Diaphot (Nikon, Япония).

Заявление об этике. Исследования проводили по-
сле утверждения этическим комитетом НМИЦ онко-
логии им. Н. Н. Блохина (CA184-089) с письменного 
согласия пациентов. Протоколы по получению клеток 
меланомы Mel Ki и Mel F1702 были одобрены этиче-
ским комитетом.

Статистический анализ. Все эксперименты выпол-
няли 3 раза независимо друг от друга. Данные пред-
ставлены как среднее значение ± стандартное откло-
нение. Различия считали статистически значимыми 
при р <0,05. Все статистические анализы проведены 
с использованием программного обеспечения 
GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, США).

Результаты
Получение клеточных линий меланомы Mel Ki и Mel 

F1702. Первичные клеточные культуры, полученные 
из мутантных меланом, устойчивых к вемурафенибу 
и растущих в среде, были гомогенными и имели вере-
теноподобную форму. Клетки росли медленно, со 

Ген 
Gene

Праймеры и зонды (прямой праймер, обратный праймер, зонд) 
Primers and probes (forward primer; reverse primer; probe) 

PASD1
5'-GTGGGAAATGTTTGCATTCT-3'
5'-AGCTTCATCACTGACTGCCT-3'
5'-(R6G)-TCAGCTCCTGCAGCAACTTTACACTTC-(BHQ1)-3'

SCP1
5'-AAAAGGAACAGAACAAGAAC-3'
5'-TGTGGTAATGGCAGTTAACT-3'
5'-(R6G)-CCAAGCCAGAGAGAAAGAAGTACATGATTT-(BHQ1)-3'

SEMG1
5'-TCCTCATCTTGGAGAAGCAA-3'
5'-TGGGAAAATTCACTTGGTAA-3'
5'-(R6G)-ATGGGACAAAAAGGTGGATCAAAAGGCC-(BHQ1)-3'

SLLP1
5'-ACTTCGGGCTGGACGGATAC-3'
5'-GCGTTGAAACCGCTTGTGAA-3'
5'-(R6G)-ATACAGCCTGGCTGACTGGGTCTGCCTTGCTTA-(BHQ1)-3'

SPANXA1
5'-GAGGAGCGTCCCCTGTGATT-3'
5'-AGCAGGTTGCGGGTCTGAGT-3'
5'-(R6G)-AGGCCAACGAGATGATGCCGGAGACCCCAA-(BHQ1)-3'

SSX1
5'-GTATATGAAGAGAAACTATAAGG-3'
5'-TATTACACATGAAAGGTGGG-3'
5'-(R6G)-ATGACTAAACTAGGTTTCAAAGTCACC-(BHQ1)-3'

PRAME
5'-TCTTCCTACATTTCCCCGGA-3'
5'-GCACTGCAGACTGAGGAACTGA-3'
5'-(FAM)-AAGGAAGAGCAGTATATCGCCCAGTTCACC-(TAMRA)-3'

Окончание табл. 1

End of table 1



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

C
ES

 I
N

 M
O

LE
C

U
LA

R
 O

N
C

O
LO

G
Y 

   
4

, 
2

0
1

9

51ТОМ 6 / VOL. 6  ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

значительной задержкой во времени удвоения попу-
ляции, и оставались стабильными до 8–9 дней без сме-
ны среды.

Статус меланомы был подтвержден экспрессией 
меланоцит-ассоцированных антигенов, – CD63 
и Melan-A / MART-1. На обеих клеточных линиях, Mel 
Ki и Mel F1702, наблюдалась низкая экспрессия CD63 
(18 ± 2 и 16 ± 2 % соответственно) (рис. 1, см. табл. 3). 
Иммуноцитохимический анализ выявил незначитель-
ную экспрессию также меланоцит-ассоцированного 
антигена – Melan-A / MART-1 (см. рис. 1). При этом 
экспрессия Melan-A не претерпевала значительных 
изменений с 5-го по 18-й пассажи (данные не пред-
ставлены). Обе клеточные линии меланомы были от-
рицательными по тирозиназе (данные не представле-
ны). Низкая экспрессия обоих антигенов хорошо 
согласуется с данными литературы: по мере прогрес-
сии в фазу более агрессивного роста клетки меланомы 
сбрасывают тканеспецифические антигены [1].

Цитотоксичность действия вемурафениба в кле-
точных линиях меланомы, устойчивых к этому пре-
парату, была рассчитана на основе кривых доза – эф-
фект в МТТ-тестах (IC

50
 через 48 ч). Значения IC

50
 

для Mel Ki и Mel F1702 составили 4,7 и 6,3 мкМ со-
ответственно. Согласно данным литературы значение 
IC

50
 чувствительных к вемурафенибу клеток мелано-

мы с мутацией BRAFV600E варьирует от 20 нМ до 1 мкМ 
[11]. Таким образом, обе клеточные линии были ре-
зистентны к вемурафенибу, что подтверждало клини-
ческие данные.

Экспрессия Е- и N-кадгеринов в резистентных к ве-
мурафенибу клетках меланомы. Несмотря на то что клет-
ки меланомы происходят не из эпителиальных клеток, 
а из меланоцитов, в литературе накапливаются сообще-
ния о переключении фенотипа клеток меланомы, 
сходной с программой ЭМП (EMT-like) [12, 13]. Одни-
ми из ключевых событий, способствующих переходу 
меланомы в метастатическую фазу роста, являются 
потеря клетками E-кадгерина, участвующей в форми-
ровании плотных контактов между клетками, и уси-

 ление экспре ссии N-кадгерина, запускающей реорга-
низацию актина и увеличивающей подвижность клетки 
[7]. Мы предположили, что изменения в экспрессии 
кадгеринов могли бы внести свой вклад в возникнове-
ние резистентности к вемурафенибу. Иммуноцитохи-
мическое окрашивание клеток Mel Ki на экспрессию 
Е- и N-кадгеринов выявило, что экспрессия E-кадгери-
на в этих клетках сильно подавлена, в то время как экс-
прессия N-кадгерина значительно повышена (рис. 
2а, б), что указывало на мезенхимальный фенотип ре-
зистентных клеток. Высокая экспрессия вименти-
на – маркера мезодермальной ткани – подтверждала 
мезенхимальный характер клеток Mel Ki (рис. 2в).

Контрольные клетки Mel Il с мутацией BRAF, по-
лученные из опухолевого материала больной диссеми-
нированной меланомой, не получавшей вемурафениб, 
также экспрессировали Е- и N-кадгерины. Однако 
экспрессия E-кадгерина была в 2 раза выше, а экс-
прессия N-кадгерина и виментина существенно не ме-
нялась по сравнению с экспрессией этих белков 
клетками Mel Ki (рис. 2г). Полученные результаты 
позволяют предположить, что лечение вемурафенибом 
облегчает разрушение плотных межклеточных контак-
тов, но на дальнейшую реорганизацию актина и по-
вышение подвижности клетки существенно не влияет, 
следовательно, незначительным будет и вклад в при-
обретение клеткой способности к метастазированию 
и ассоциированной с метастазированием лекарствен-
ной резистентностью.

Экспрессия РТА в вемурафениб-резистентных клет-
ках меланомы. РТА в норме экспрессируются в семен-
никах, участвуя в блокировании дифференцировки 
и способствуя созреванию половых клеток. В послед-
ние годы появляется все больше работ, указывающих 
на то, что РТА экспрессируются и в опухолевых клет-
ках [14, 15] и их появление в опухоли коррелирует 
с резистентностью к терапии и короткой безрецидив-
ной выживаемостью больных [16]. Мы предположили, 
что следующей мишенью, способной инициировать 
резистентность клеток Mel Ki к вемурафенибу, 

Рис. 1. Подтверждение статуса меланомы: а — клетки Mel Ki, фазово-контрастное изображение; б — экспрессия CD63, определенная проточ-
ной цитофлуориметрией; в — флуоресцентное окрашивание клеток Mel Ki на антиген Melan-A (масштаб 200 мкм)

Fig. 1. Confirmation of melanoma status: а — Mel Ki cells, phase-contrast imaging; б — CD63 expression determined by flow cytometry; в — fluorescent staining 
of Mel Ki cells for Melan-A antigen (scale 200 μm)
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могла бы стать экспрессия РТА. Мы выбрали панель 
из 11 РТА (табл. 2), экспрессирующихся при меланоме 
[16]. В качестве положительных контролей использо-
вали 2 клеточные линии меланомы: Mel P с мутацией 
BRAFV600Е и Mel Il c мутацией BRAFV600К. В табл. 2 
обоб щены результаты полимеразной цепной реакции 
с обратной транскрипцией экспрессии РТА в клетках 
меланомы.

В обоих контролях, полученных из опухолей боль-
ной, не леченной вемурафенибом, наблюдалась высо-
кая экспрессия PRAME (4850,20 и 114,87 %), одного 
из основных представителей РТА. Клетки Mel P с му  
тацией BRAFV600Е также были положительными в отно-
шении GAGE, HAGE и SLLP. Наблюдалась высокая 
экспрессия SLLP, SCP, SPAN и SSX в клетках Mel Il 
с мутацией BRAFV600K и практически нулевая экспрес-
сия всех 11 РТА в клетках Mel Ki. Аналогичная зако-
номерность отмечена и во 2-й клеточной линии, ре-
зистентной к вемурафенибу, – Mel F1702.

Иммунофенотипический профиль клеток меланомы 
Mel Ki и Mel F1702. Чрезвычайно интересным нам 
представлялось проследить изменения в экспрессии 
маркеров стволовой клетки меланомы в резистентных 

к вемурафенибу клетках меланомы. До недавнего вре-
мени предполагалось, что все клетки опухоли облада-
ют одинаковой способностью инициировать опухоль 
и формировать метастазы. Сегодня достоверно пока-
зано, что такими свойствами обладает небольшая 
популяция особых, самообновляющихся клеток опу-
холи, называемых стволовыми. Именно эта клеточная 
популяция опухоли наиболее агрессивна и устойчива 
практически ко всем видам противоопухолевой тера-
пии. На сегодняшний день обнаружено и охарактери-
зовано несколько поверхностных маркеров стволовой 
клетки меланомы: CD20, CD133, CD271 и ABCB5 [17]. 
Ни клетки Mel Ki, ни клетки Mel F1702 не экспресси-
ровали эти антигены (табл. 3).

Поскольку экспрессия поверхностных антигенов 
в клетках меланомы с мутацией в BRAF, устойчивых 
к вемурафенибу, слабо изучена, мы решили просле-
дить и за экспрессией других антигенов. Всего лишь 
3,5 % клеток Mel Ki экспрессировали СD54, или ICAM-1, 
участвующем в интегрин-опосредованных комму-
никациях клеток [18]. Отсут ствие CD24 и низкая 
экспрессия рецепторов CD117 (см. табл. 3) указывали 
на высокозлокачественный фенотип клеток Mel Ki 

Рис. 2. Экспрессия маркеров эпителиально-мезенхимального перехода. Иммунофлуоресцентное окрашивание на E-, N-кадгерине (а, б) и вимен-
тине (в) в клетках Mel Ki (масштаб 200 мкм). Изменение интенсивности флуоресценции маркеров эпителиально-мезенхимального перехода (г) 
в контрольных клетках Mel Il (белые столбцы) и Mel Ki (черные столбцы)

Fig. 2. Expression of epithelial-mesenchymal transition markers. Immunofluorescent staining of E-, N-cadherin (а, б) and vimentin (в) in Mel Ki cells (scale 
200 μm). Changes in fluorescence intensity of epithelial-mesenchymal transition markers (г) in control Mel Il (white columns) and Mel Ki (black columns) 
cells

Таблица 2. Профиль экспрессии раковотестикулярных антигенов в клетках меланомы — Mel H1702 и Mel Ki. Уровень экспрессии генов дается 
как процент по отношению к экспрессии контрольного гена Abl (p <0,05)

Table 2. Expression profile of cancer–testis antigenes in Mel H1702 and Mel Ki melanoma cell lines. The expression levels are given in percentage relative to 
the expression level of the control gene Abl (р <0.05)

Клеточ-
ная 

линия 
Cell line

GAGE HAGE NY-
ESO1 MAGE1 PASD SCP SEMG SLLP SPANX SSX PRAME

Mel 
F1702

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4,12

Mel Ki 0,03 0,13 0 0 0 0 0,01 0 0 0,04 0,07

Mel P 2,72 2,92 0 0 0,03 0 0 4,74 0 0,01 4850,29

Mel IL 75,79 0 0 0 0 35,36 0 35,36 4,12 2,06 114,87
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и Mel F1702. Совершенно неожиданно FACS-анализ 
выявил, что более 99 % клеток меланомы Mel Ki экс-
прессируют типичные маркеры мезенхимальной 
стволовой клетки (МСК): CD90, CD105 и CD44 (рис. 
3, см. табл. 1) [19]. Подобно МСК клетки Mel Ki не экс-
прессировали ни HLA-DR, ни CD45, ни CD31 или CD34 
(см. табл. 3). Иммунофенотипический профиль экс-
прессии поверхностных антигенов на клетках Mel 
F1702 оказался тот же: маркеры стволовой клетки 
меланомы не экспрессируются, наблюдается высокая 
экспрессия маркеров МСК. В целом наши данные 
демонстрируют уникальный состав антигенов кле-
точной поверхности, сходный с МСК, на клетках 
меланомы, полученных из мутантных меланом, 
устойчивых к вемурафенибу.

Адипогенная и остеогенная дифференцировка 
клеток Mel Ki. Основываясь на высокой экспрессии 
молекулярных маркеров МСК на резистентных 
к вемурафенибу клетках меланомы, мы предполо-
жили, что эти клетки, как и МСК, должны диффе-
ренцироваться в клетки мезодермальной линии. 
Гистологическое окрашивание липидов Sudan 4 

в культурах адипогенной дифференцировки выя-
вило, что клетки меланомы к 21-му дню накаплива-
ют внутриклеточные липидные пузырьки – харак-
теристики адипоцитов (рис. 4).

Остеогенная дифференцировка клеток меланом, 
резистентных к вемурафенибу, также прошла успеш-
но. Окрашивание AR-S подтвердило наличие соеди-
нений кальция (см. рис. 4). Клетки обеих линий 
формировали типичные костные узелки. По срав-
нению с дифференцировкой человеческих МСК, 
адипо- и остеогенная дифференцировка культур 
меланом занимала больше времени, и доля диффе-
ренцированных клеток была меньше, хотя и несуще-
ственно.

Обсуждение
В основе летальности от меланомы лежит высо-

кая изменчивость клеток опухоли. Многообразие 
генетических и эпигенетических поломок наслед-
ственного аппарата клетки, тем не менее, позволи-
ло сформулировать несколько подтипов этого забо-
левания на основе гиперактивации того или иного 
сигнального пути [1]. После открытия мутаций 
в кодоне 600 гена BRAF начались активные поиски 
веществ, воздействующих на мутантный белок. 
Вемурафениб был фактически первым таргетным 
препаратом, который стали использовать для лече-
ния метастатической, неоперабельной меланомы 
[20]. Ингибиторы BRAF-киназы заметно снижали 
показатели смертности больных метастатической 
меланомой, однако у половины пациентов через 
6–8 мес приема препарата наступала резистент-
ность. Целью нашей работы было получить культу-
ры клеток меланом из опухолей больных, которые 
перестали отвечать на терапию вемурафенибом, 
и исследовать механизмы, вовлеченные в возник-
новение этой резистентности.

Эпителиально-мезенхимальный переход необ-
ходим опухолевым клеткам для успешного отделения 
от первичного узла, инвазии в окружающие ткани 
или перехода в другие органы. Помимо облегчения 
процессов метастазирования программа ЭМП игра-
ет важную роль и в возникновении лекарственной 
резистентности. Несмотря на то что клетки мелано-
мы происходят не из эпителиальных клеток, а из ме-
ланоцитов, в литературе накапливаются сообщения, 
связывающие изменения в экспрессии кадгеринов 
с метастатическим фенотипом клетки [6, 8]. Резуль-
таты иммуноцитохимического окрашивания клеток 
Мel Ki на экспрессию Е- и N-кадгеринов показали 
крайне низкую экспрессию E-кадгерина и высокую 
экспрессию N-кадгерина и виментина (см. рис. 
2а – в), что ассоциируется с переходом резистентных 
к вемурафенибу клеток в мезенхимальный фенотип. 
Клетки меланомы, выжившие после таргетной тера-
пии, должны адаптироваться к ингибированию 
BRAF-киназы, и эта адаптация, по-видимому, 

Таблица 3. Анализ экспрессии поверхностных антигенов клеток Mel 
Ki и Mel F1702 методом проточной цитометрии

Table 3. Flow cytometric analysis of Mel Ki and Mel F1702 melanoma cell 
surface antigens expression

Антиген 
Antigen

Антиген-позитивные клетки, % 
Antigen-positive cells, %

Mel Ki Mel F1702

HLA-ABC 90 ± 2 72 ± 2

HLA-DR 0,9 ± 0,1 0,6 ± 0,1

CD63 18 ± 2 16 ± 2

CD54 3,5 ± 0,1 1 ± 0,1

CD24 0,9 ± 0,1 0,7 ± 0,1

CD44 99 ± 1,0 98 ± 1,0

CD31 0,80 ± 0,05 0,4 ± 0,1

CD34 0,50 ± 0,05 0,60 ± 0,1

CD45 0,30 ± 0,05 0,30 ± 0,05

CD90 99,2 ± 2 97 ± 3

CD105 98 ± 5 60 ± 3

CD20 0,6 ± 0,1 0,2 ± 0,05

CD117 7,5± 0,5 11 ± 1,0

CD133 0,20 ± 0,05 0,20 ± 0,05

CD271 0,10 ± 0,05 0,10 ± 0,05

CD114 4,50 ± 0,05 1,00 ± 0,05
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Рис. 3. Иммунофенотипирование клеток меланомы Mel Ki и Mel F1702 проточной цитофлуориметрией: а, д — контрольные клетки Mel Ki и Mel 
F1702; б—г — окрашивание клеток Mel Ki на CD44, CD90 и CD105; е—з — окрашивание клеток Mel F1702 на CD44, CD90 и CD105

Fig. 3. Immunophenotyping of Mel Ki and Mel F1702 melanoma cells by using flow cytometry: а, д —  сontrol, an unstained sample; б—г, е—з — the staining 
for CD44, CD90 and CD10

Рис. 4. Дифференцировка вемурафениб-резистентных клеток: a—в — клетки Mel Ki; г—е — клетки Mel F1702; a, г — контрольные клетки 
(фазово-контрастное изображение); б, д — адипогенная дифференцировка (фазово-контрастное изображение); в, е — остеогенная дифферен-
цировка (темнопольная микроскопия с цифровым контрастированием). Масштаб a, в, г, е — 500 мкм; б, д — 100 мкм

Fig. 4. Differentiation of vemurafenib-resistant cells: a—в — Mel Ki cells; г—е — Mel F1702 cells; a, г — control cells (phase-contrast imaging);  
б, д — adipogenic differentiation (phase-contrast imaging); в, е — osteogenic differentiation (dark field microscopy with digital contrast). Scale in a, в, г, е — 
500 μm; б, д — 100 μm
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становится возможной благодаря приобретению 
клетками меланомы некоторых характеристик МСК. 
Недавно было показано, что передача сигналов 
RAS / RAF / MEK / ERK способствует экспрессии ме-
зенхимальных белков [21].

Следующей мишенью, способной инициировать 
резистентность клеток Mel Ki к вемурафенибу, была 
экспрессия РТА. Недавно было показано, что экс-
прессия РТА коррелирует с короткой безрецидивной 
выживаемостью больных метастатической мелано-
мой [16]. В обеих контрольных линиях клеток, полу-
ченных из опухолей пациентов, не леченных вемура-
фенибом, наблюдались высокая экспрессия PRAME 
и некоторых других РТА и практически нулевая 
экспрессия всех 11 РТА в клетках Mel Ki (см. табл. 2). 
Результаты недавних наблюдений продемонстриро-
вали, что снижение экспрессии PRAME подавляло 
дифференцировку соматических / половых клеток 
в первичных половых клетках, опухолевых клетках 
яичка и семиномах [22]. Поэтому мы предположили, 
что чрезвычайно низкий уровень РТА может поддер-
живать полипотентность клеток меланомы Mel Ki. 
Тогда единственно разумным объяснением получен-
ных результатов является допущение, что вемура-
фениб индуцирует дедифференцировку клеток 
меланомы до стволовой клетки и резистентность 
к вемурафенибу появляется, по всей видимости 
как результат обогащения клеток меланомы стволо-
выми клетками опухоли. Однако анализ экспрессии 
маркеров стволовой клетки меланомы выявил, 
что клетки Mel Ki не экспрессируют ни один из этих 
маркеров (см. табл. 3). Иммунофенотипический ана-
лиз поверхностных антигенов клеток Mel Ki неожи-
данно обнаружил, что более 99 % клеток экспресси-
ровали типичные маркеры МСК: CD90, CD44 
и CD105 (см. рис. 3). С началом кровоснабжения 
опухоль секретирует специфические факторы, спо-
собствующие миграции МСК из костного мозга 
в опухоль [23], где они дифференцируются в клетки 
соединительной и жировой тканей, а также в пери-
циты, способствуя формированию стромы опухоли. 
Для того чтобы подтвердить, что МСК-подобная 
дедифференцировка резистентных к вемурафенибу 
клеток меланомы – не уникальное свойство одной 
клеточной линии, нами была получена 2-я клеточ-
ная линия – Mel F1702 – из опухоли другой больной 
также с мутантной меланомой BRAFV600E, устойчивой 
к вемурафенибу. FACS-анализ подтвердил ту же тен-
денцию: нет экспрессии маркеров стволовой клетки 
меланомы, и более 90 % клеток меланомы экспресси-
руют типичные маркеры МСК (см. табл. 3). В этих 
клетках также не наблюдалась экспрессия РТА 
(см. табл. 2). Полученные нами результаты предпо-
лагают, что резистентность к вемурафенибу сопро-
вождается при обретением клетками меланомы не-
которых характеристик МСК. Эти свойства МСК 
могут иметь первостепенное значение 

для поддержания злока чественной прогрессии ме-
ланомы. Недавно маркер МСК CD90 был идентифи-
цирован как маркер прогноза течения болезни 
для первичных меланом, а экспрессия антигена 
CD44 была выше в меланомах с идентифицирован-
ными метастазами, чем у больных, у которых отсут-
ствовали метастазы [24, 25]. Экспрессию эндоглина 
(CD105) в меланоме, метастазировавшей в мозг, так-
же связывают с плохим прогнозом [26].

Полипотентность клеток Mel Ki и Mel F1702, 
полученных из меланом, устойчивых к вемурафе-
нибу, была подтверждена их дифференцировкой 
в адипоцит- и остеобластподобные клетки. Диффе-
ренцировка в адипоцитподобные клетки клеток 
рака молочной железы, полученной из опухоли, 
резистентной к терапии, была показана C. Garulli 
и соавт. [27]. Позднее L. F. Pavon и соавт. подтверди-
ли этот феномен на глиобластоме [28]. По-видимо-
му, мы стоим у самых истоков ранее не описанного 
в онкологии процесса – фенотипической транзи-
ции резистентных к терапии опухолевых клеток 
в мезенхимальноподобные стволовые клетки.

К сожалению, ожидания от применения таргет-
ных препаратов на основе ингибиторов мутантной 
BRAF-киназы оправдались не в полной мере в свя-
зи с обнаружением резистентности [29]. В большин-
стве случаев эта резистентность связана с реакти-
вацией сигнального пути MAPK [30, 31]. Около 20 % 
устойчивых к ингибиторам BRAF-киназы меланом 
демонстрируют усиление ERK-независимого меха-
низма устойчивости [32]. Кроме этого, известно, 
что меланомы имеют сложные мутационные про-
фили и скрытые параллельные изменения во мно-
гих генах [33, 34]. Как эти гены модулируют ответ 
на ингибиторы BRAF, пока неясно. Полученные 
нами результаты обосновывают еще один механизм 
резистентности к вемурафенибу – приобретение 
резистентными к терапии опухолевыми клетками 
некоторых характеристик МСК. Существование 
такого количества потенциальных механизмов ре-
зистентности потребует специфических для каждо-
го больного подходов к лечению меланомы.

Заключение
Мы показали, что клетки меланомы, получен-

ные из опухолей больных, прогрессирующих на фо-
не лечения вемурафенибом, экспрессируют ряд 
поверхностных маркеров, характерных для МСК, 
и дифференцируются в адипоцит- или остео-
бластподобные клетки. Очевидно, что полученные 
нами данные потребуют внесения поправок в курсы 
терапии больных меланомой, имеющих мутацию 
в гене BRAF, однако для этого необходимо проведе-
ние дополнительных исследований.

Открытым остается вопрос, для чего опухолевой 
клетке с высокозлокачественным фенотипом свой-
ства стволовой клетки.
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противоопухолевая активность кураксина CBL0137 
на моделях острых лейкозов in vitro

Т. И. Фетисов1, К. И. Кирсанов1, 2, А. А. Борунова1, М. Н. Зацепина3, Е. А. Лесовая1, 4, Т. Н. Заботина1, 
Г. А. Белицкий1, М. Г. Якубовская1

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России;  
Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24; 

2ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов»; Россия, 117198 Москва, ул. Миклухо-Маклая, 6; 
3ФГАОУ ВО Первый Московский государственный медицинский университет им. И. М. Сеченова Минздрава России 

(Сеченовский университет); Россия, 119991 Москва, ул. Трубецкая, 8, стр. 2; 
4ФГБОУ ВО «Рязанский государственный медицинский университет им. акад. И. П. Павлова»;  

Россия, 390026 Рязань, ул. Высоковольтная, 9

Контакты: Тимур Игоревич Фетисов timkatryam@yandex.ru

Введение. Кураксин CBL0137 – новое негенотоксичное соединение, обладающее противоопухолевой активностью, в основе кото-
рой лежит способность препарата нековалентно взаимодействовать с ДНК, вызывая транслокацию гистонового шаперона FACT 
в хроматиновую фракцию. Ранее противоопухолевая активность этого агента была продемонстрирована относительно широ-
кого спектра солидных опухолей in vitro и in vivo.
Цель исследования – изучение противоопухолевой активности CBL0137 в отношении клеток острого миелобластного лейкоза 
(THP-1) и острого лимфобластного лейкоза (CCRF-CEM) in vitro.
Материалы и методы. Для определения цитотоксичности CBL0137 использовали МТТ-тест, влияние на клеточный цикл и ин-
дукцию апоптоза оценивали с помощью проточной цитофлуориметрии, активность функционирования сигнальных путей 
при действии на клетки CBL0137 определяли с помощью полимеразной цепной реакции в реальном времени.
Результаты. Обработка клеток CBL0137 приводит к аресту клеточного цикла и активации апоптоза. При исследовании влия-
ния CBL0137 на кластеры таргетных генов 10 сигнальных путей, вовлеченных в онкогенез острых лейкозов, его ингибирующее 
действие было выявлено для сигнальных путей WNT и Hedgehog в обеих клеточных линиях. В клеточной линии THP-1 также 
наблюдалось ингибирование эфферентных генов PPARγ и генов, активирующихся при гипоксии. В клетках CCRF-CEM при дейст-
вии CBL0137, кроме того, наблюдалось усиление экспрессии всех исследованных таргетных генов сигнального пути Notch.
Заключение. На культурах клеток острых лейкозов продемонстрирована противоопухолевая активность CBL0137, препарат 
обладает цитотоксичностью, вызывает арест клеточного цикла и активацию апоптоза. При действии CBL0137 наблюдаются 
значительные изменения в экспрессии кластеров эфферентных генов сразу нескольких сигнальных путей.

Ключевые слова: кураксин CBL0137, противоопухолевая активность, острый миелобластный лейкоз, острый лимфобластный 
лейкоз, сигнальный путь

Для цитирования: Фетисов Т. И., Кирсанов К. И., Борунова А. А. и др. Противоопухолевая активность кураксина CBL0137 на мо-
делях острых лейкозов in vitro. Успехи молекулярной онкологии 2019;6(4):58–68.

DOI: 10.17650 / 2313-805X-2019-6-4-58-68

Anti-cancer activity of сuraxin CBL0137 on the models of acute leukemia in vitro

T. I. Fetisov1, K. I. Kirsanov1, 2, A. A. Borunova1, M. N. Zatsepina3, E. A. Lesovaya1, 4, T. N. Zabotina1, G. A. Belitsky1, M. G. Yakubovskaya1

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia; 

2Peoples' Friendship University of Russia; 6 Miklukho-Maklaya St., Moscow 117198, Russia; 
3I.M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Ministry of Health of Russia;  

Build. 2, 8 Trubetskaya St., Moscow 119991, Russia; 
4I.P. Pavlov Ryazan State Medical University; 9 Vysokovol'tnaya St., Ryazan 390026, Russia

Background. Curaxin CBL0137 is a novel non-genotoxic compound with anti-cancer activity based on CBL0137 ability of non-covalent 
interaction with DNA causing histone chaperone FACT relocation. Anti-cancer activity of this drug was demonstrated previously on the wide 
panel of solid cancer models in vitro and in vivo.
Objectives. Estimation of anticancer effects of CBL0137 on the acute myeloblastic leukemia cells (THP-1) and acute lymphoblastic leuke-
mia (CCRF-CEM).
Materials and methods. CBL0137 cytotoxicity was analyzed using the MTT test, the effects on the cell cycle and the induction of apoptosis 
was assessed by flow cytometry, the activity of signaling pathways in cells treated with CBL0137 was determined by real-time polymerase 
chain reaction.



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

C
ES

 I
N

 M
O

LE
C

U
LA

R
 O

N
C

O
LO

G
Y 

   
4

, 
2

0
1

9

59ТОМ 6 / VOL. 6  ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Results. Cell treatment with CBL0137 led to cell cycle arrest and apoptosis induction. In the study of CBL0137 effect on target gene clusters 
of 10 signal transduction pathways involved in the pathogenesis of acute leukemia we have showed that CBL0137 inhibited the expression of 
down-stream genes of WNT and Hedgehog signaling in both cell lines. In THP-1 cells we also observed the inhibition of the expression of 
PPARγ target and hypoxia-activated genes. In CCRF-CEM cells CBL0137 also induced the expression of Notch signaling target genes.
Conclusion. The antitumor activity of CBL0137 was demonstrated on acute leukemia cell cultures, the drug possesses cytotoxicity, causes cell 
cycle arrest and activation of apoptosis. Significant changes in the expression of efferent gene clusters of several signaling pathways were ob-
served in the cells treated with CBL0137.

Key words: сuraxin CBL0137, anti-cancer activity, acute myeloblastic leukemia, acute lymphoblastic leukemia, signal transduction pathway

For citation: Fetisov T. I., Kirsanov K. I., Borunova A. A. et al. Anti-cancer activity of сuraxin CBL0137 on the models of acute leukemia in 
vitro. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2019;6(4):58–68. (In Russ.).

Введение
Острые лейкозы (ОЛ) – наиболее злокачественная 

группа опухолей кроветворной системы. В данную 
группу входят острые лимфобластные лейкозы (ОЛЛ), 
происходящие из клеток лимфоидного ростка кро ве-
творения, и острые миелоидные лейкозы (ОМЛ) – 
из клеток миелоидного ряда. За последние десятилетия 
были достигнуты значительные успехи в лечении под-
ростковых ОЛЛ, при этом 5-летняя безрецидивная 
выживаемость возросла до 70 % [1]. Тем не менее ОЛЛ 
остается одной из основных причин смерти детей и лиц 
юношеского возраста. В отличие от ОЛЛ ОМЛ чаще 
встречается у пациентов старших возрастных катего-
рий, пик заболеваемости приходится на возраст 65 лет, 
а 5-летняя выживаемость варьирует от 10 до 90 % в за-
висимости от молекулярно-генетического подтипа [2]. 
При этом 7–18 % летальных исходов связаны с токси-
ческими последствиями терапии.

В настоящее время в терапии ОЛ применяют ци-
тостатические химиотерапевтические препараты (ци-
тарабин, ифосфамид, идарубицин, винкристин,  
доксорубицин и др.). Эти препараты не обладают из-
бирательностью по отношению к опухолевым клеткам 
и оказывают токсическое действие на все активно 
пролиферирующие нормальные клетки организма. 
Это определяет развитие таких угрожающих жизни 
побочных эффектов, как нарушение гемопоэза, раз-
витие гастроинтестинальной токсичности и др. Кроме 
этого, применение цитостатиков приводит к возник-
новению вторых первичных опухолей. В современной 
комбинированной химиотерапии лейкозов активно 
используются гормональные препараты – глюкокор-
тикостероиды (дексаметазон, преднизолон). Однако 
и эта группа препаратов не лишена недостатков, среди 
которых наиболее опасными являются инфекционные 
осложнения на фоне стойкой иммуносупрессии, раз-
витие диабета, асептический остеонекроз, нарушения 
водно-солевого баланса. Значительный вклад в повы-
шение эффективности терапии опухолей кроветвор-
ной системы внесли таргетные препараты, такие 
как ингибиторы тирозиновых киназ, особенно инги-
биторы химерного белка BCR-ABL (иматиниб, база-
тиниб и др.). Существенными ограничениями таргет-
ной терапии являются узкая направленность пре- 

парата на клетки, имеющие специфические генетиче-
ские нарушения, и быстрая клональная эволюция 
опухоли, приводящая к появлению резистентного 
клона опухолевых клеток. Кроме этого, множествен-
ность генетических изменений, обусловливающих 
малигнизацию клетки, делает необходимой разработ-
ку большого количества новых таргетных препаратов, 
что является исключительно трудозатратным и доро-
гостоящим процессом. Таким образом, все группы 
используемых препаратов имеют определенные недо-
статки, снижающие их эффективность и / или ограни-
чивающие их применение, что делает актуальным 
поиск новых подходов к терапии ОЛ.

В качестве одного из таких подходов можно рас-
сматривать применение негенотоксичных ДНК-троп-
ных малых молекул, которые, не взаимодействуя 
с ДНК ковалентно, способны формировать комплек-
сы с макромолекулой за счет водородных связей, 
а также Ван-дер-Ваальсовых и электростатических 
взаимодействий. Эти агенты влияют на структуру 
хроматина и работу ряда ферментов метаболизма 
ДНК. Это обусловливает широкий спектр их биологи-
ческих эффектов, в том числе их эпигенетическую 
активность, способность ингибировать активность 
PARP1, влияние на сигнальный путь WNT [3–4]. По-
мимо этого в экспериментах in vivo и in vitro была вы-
явлена их противоопухолевая активность относитель-
но ряда солидных опухолей (рак толстой кишки, 
саркома матки и т. д.).

Одно из таких соединений – производное карба-
зола кураксин CBL0137. Это соединение нековалент-
но взаимодействует с ДНК, интеркалируя между па-
рами оснований и связываясь с узкой бороздкой 
макромолекулы. Ранее противоопухолевая активность 
этого препарата была продемонстрирована относи-
тельно широкого спектра солидных опухолей in vitro 
и in vivo [5–8]. В основе противоопухолевого эффекта 
CBL0137 лежит его способность взаимодействовать 
с гистоновым комплексом FACT, выполняющим роль 
гистонового шаперона, что, в свою очередь, вызывает 
исключение комплекса FACT с транскрибируемых 
областей хроматина. Интегральным эффектом такого 
воздействия является активация p53- и IFN-за- 
висимых сигнальных путей [9, 10]. Также, на разных 
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моделях было показано влияние на сигнальные пути 
NF-κB, WNT, Notch [8, 9, 11].

Цель исследования – изучение цитотоксической 
активности кураксина CBL0137 относительно клеток 
ОМЛ и ОЛЛ, его влияния на клеточный цикл, актива-
цию апоптоза и уровень экспрессии таргетных генов 
10 основных сигнальных путей, вовлеченных в опухо-
левую трансформацию и прогрессию.

Материалы и методы
Клеточные линии. В работе использовали клеточ-

ные линии ОМЛ THP-1 (Институт цитологии РАН) 
и острого Т-клеточного лейкоза CCRF-CEM (ATCC). 
Клетки культивировали в среде RPMI-1640 (ПанЭко, 
Россия), содержавшей 10 % эмбриональной сыворотки 
телят (Biosera, FB-1001 / 500), 147 мг L-глутамина и ан-
тибиотики (пенициллин / стрептомицин) (ПанЭко, 
Россия) при температуре 37 °С, 5 % СО

2
. Кураксин 

CBL0137 был предоставлен LLC Incuron (США).
Для определения цитотоксической активности 

CBL0137 клетки лейкозов рассаживали в 96-луночные 
планшеты на 24, 48 и 72 ч по 20 × 103, 15 × 103 и 10 × 103 
клеток на лунку соответственно. Конечная концент-
рация составляла 0,1–10 мкМ. Затем вносили раствор 
МТТ-реагента (ПанЭко, Россия) до конечной кон-
центрации 250 мг / мл и инкубировали 3 ч при темпе-
ратуре +37 °С, образовавшийся формазан растворяли 
в 100 мкл диметилсульфоксида (ПанЭко, Россия). 
После полного растворения определяли оптическую 
плотность содержимого лунок с помощью спектрофо-
тометра MultiScan MCC 340 (Labsystems, США).

Способность CBL0137 активировать апоптоз 
в клетках опухолей кроветворной системы оценивали 
методом проточной цитофлуориметрии с использова-
нием набора FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I 
(Sigma-Aldrich, США), влияние на клеточный цикл 
исследовали с применением красителя PI (Invitrogen, 
США) на проточном цитофлуориметре FACSCalibur 
(BD, США).

РНК из опухолевых клеток была выделена с помо-
щью TRI reagent (Sigma-Aldrich, США) в соответствии 
с инструкцией производителя, обратная транскрипция 
полученных образцов РНК была проведена с исполь-
зованием набора ОТ-1 (Синтол, Россия). Анализ ин-
тегрального эффекта CBL0137 на основные сигналь-
ные пути клеток, вовлеченные в патогенез ОЛ, был 
проведен с помощью системы Human Signal 
Transduction Pathway Finder RT2Profiler PCR Array 
(Qiagen, США). Данная система представляет собой 
панель из 84 пар праймеров к таргетным генам 
для сигнальных путей, а также 5 генов домашнего 
хозяйства (ACTB, B2M, GAPDH, HPRT1 и RPLP0). 
При анализе учитывали гены, экспрессия которых 
увеличивалась / уменьшалась более чем в 2 раза отно-
сительно уровня экспрессии генов необработанного 
контроля (в 2 и более биологических повторах). Обра-
ботку данных проводили с помощью программного 

обеспечения, представленного на сайте производите-
ля (https://dataanalysis2.qiagen.com / pcr).

Результаты
Цитотоксическая активность кураксина CBL0137 

относительно клеток лейкозов. Для того чтобы оценить 
цитотоксический эффект, а также отобрать эффектив-
ные концентрации для дальнейших исследований, был 
проведен МТТ-тест. Клетки инкубировали 24, 48 и 72 ч 
с различными концентрациями CBL0137. Было пока-
зано, что препарат оказывает время- и дозозависимый 
цитотоксический эффект относительно клеток обеих 
линий, при этом клетки линии THP-1 оказались более 
чувствительны к препарату. Значения IC

50
 препарата 

составили для THP-1 и CCRF-CEM соответ ственно 
при 24 ч инкубации – 2 и 3,5 мкМ, при 48 ч – 1,7 и 1,9 
мкМ, при 72 ч – 0,57 и 0,9 мкМ (рис. 1).

Влияние CBL0137 на клеточный цикл и активацию 
апоптоза в клетках лейкозов. На 1-м этапе исследова-
ния механизма клеточной гибели, вызываемой курак-
сином CBL0137, мы изучили влияние данного препа-
рата на распределение клеток ОЛ по фазам кле- 
точного цикла. Для этого через 24 ч после обработки 
CBL0137 в концентрациях 1,5; 1,25 и 1 мкМ клетки 
окрашивали йодидом пропидия. Концентрации пре-
парата и продолжительность обработки клеток были 
выбраны на основании наших предыдущих исследо-
ваний эффектов CBL0137 на культивируемые опухо-
левые клетки ряда линий, в которых было продемон-
стрировано, что эффект на локализацию гистона H1 
и гистонового шаперона FACT развивается в течение 
1 ч [12], а влияние на эпигенетическую регуляцию 
экспрессии проявляется через 6 ч после начала обра-
ботки клеток препаратом и достигает максимального 
эффекта к 24 ч [10]. С помощью проточной цитофлуо-
риметрии было продемонстрировано, что обработка 
клеток CBL0137 приводила к значительному увеличе-
нию доли клеток в фазе G

2
 / M (рис. 2). Кроме этого, 

выбранные концентрации вызывали увеличение ин-
тервала subG

1
, что характерно для клеточной гибели.

Ранее была показана способность CBL0137 инду-
цировать апоптоз в клеточных линиях солидных опу-
холей. При оценке апоптогенной активности CBL0137 
в клетках лейкозов проводили анализ транслокации 
фосфатидилсерина и нарушения целостности клеточ-
ной мембраны, используя окраску аннексином 
V-FITC и йодидом пропидия. Обработка клеток 
CBL0137 приводила к индукции апоптоза, что отра-
жалось в значительном сдвиге в составе клеточной 
популяции: наблюдали время- и дозозависимое уве-
личение доли клеток с ранними апоптотическими 
изменениями, а также увеличивалась доля клеток, 
подверженных поздней стадии апоптоза, сопровожда-
ющейся вторичным некрозом клеток (рис. 3). При уве-
личении концентрации CBL0137 доля клеток с выяв-
ленными апоптотическими событиями возрастала с 13 
до 41 % в клеточной линии CCRF-CEM и с 16 
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до 52 % – в THP-1. Обработку клеток проводили в ши-
роком диапазоне концентраций, что позволяло срав-
нить эффекты не только эквимолярных доз, но также 
проанализировать уровень активации апоптоза в за-
висимости от дозы и интенсивности цитотоксическо-
го действия.

При эквимолярных концентрациях препарата 
соотношение количества клеток, находящихся в ран-
ней и поздней стадиях апоптоза, в линиях было раз-
личным. При концентрации CBL0137 3 мкМ в клеточ-
ной линии CCRF-CEM на долю клеток, подверженных 
раннему апоптозу, приходилось 29 %, а поздне-
му – 12 %, тогда как в клеточной линии THP-1–7 
и 45 % соответственно. Это согласуется с данными 
анализа цитотоксической активности CBL0137 на этих 
клеточных линиях и свидетельствует о большей чувст-
вительности клеток THP-1 к препарату.

Влияние кураксина CBL0137 на экспрессию генов 
различных сигнальных путей в клетках лейкозов. Ис-
следование влияния CBL0137 на экспрессию генов 
проводили с использованием набора Human Signal 
Transduction Pathway Finder RT2Profiler PCR Array 
(Qiagen, США), содержащего панель из 84 пар прай-
меров для таргетных генов следующих сигнальных 
путей: (1) WNT / β-катенин; (2) NF-κB; (3) Notch; (4) 
Hedgehog; (5) PPARγ; (6) TGFβ; (7) STAT / JAK; (8) 

p53; а также генов, активация которых связана с (9) 
гипоксией и (10) оксидативным стрессом. Выбор 
продолжительности обработки клеток CBL0137 был 
основан на предыдущих данных о динамике его 
действия. Изменение уровней экспрессии после об-
работки CBL0137 (1,5 мМ, 24 ч) было зарегистриро-
вано для 37 генов в линии THP-1 и для 36 генов 
в линии CCRF-CEM (рис. 4). В линии ТHP-1 наи-
большему влиянию были подвержены кластеры ге-
нов, относящихся к сигнальным путям WNT (7 
из 9 генов панели), Hedgehog (5 / 9), PPARγ (5 / 8), 
а также к путям, запускаемым в ответ на гипоксию 
(7 / 9). Для всех сигнальных путей было продемон-
стрировано снижение экспрессии эфферентных ге-
нов. Для других сигнальных путей обработка 
CBL0137 приводила к значимому изменению экс-
прессии не более чем 3 эфферентных генов, влияние 
препарата на экспрессию каждого из которых может 
изучаться отдельно. При действии препарата на клет-
ки CCRF-СЕМ было показано изменение экспрессии 
генов сигнальных путей WNT (7 / 9), Notch (8 / 9) 
и Hedgehog (6 / 9). При этом экспрессия практически 
всех таргетных генов сигнальных путей WNT 
и Hedgehog снизилась, тогда как экспрессия всех 
эфферентных генов сигнального пути возросла 
в 2–8 раз.

Рис. 1. Цитотоксический эффект кураксина CBL0137 на клетки острых лейкозов

Fig. 1. Cytotoxic effect of curaxin CBL0137 on acute leukemia cells
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Обсуждение
Кураксин CBL0137 является перспективным про-

тивоопухолевым препаратом. Механизм противо-
опухолевого действия этого агента основан на его 
способности нековалентно взаимодействовать с ДНК, 
изменять структуру хроматина и модулировать работу 
ферментов метаболизма ДНК и репарации, что опо-
средует широкий спектр эффектов этого агента [10, 
12]. Противоопухолевая активность CBL0137 in vivo 
была продемонстрирована относительно ряда солид-
ных опухолей, включая рак молочной железы [5], рак 
поджелудочной железы [6], глиобластому [7], рак лег-
кого [8], рак толстой кишки [13]. Более того, было 

показано, что этот препарат оказывает значительное 
антиканцерогенное действие при индукции рака тол-
стой кишки химическим канцерогеном у мышей [11]. 
В то же время противоопухолевые свойства данного 
соединения относительно опухолей кроветворной 
системы остаются малоизученными и рассмотрены 
лишь в нескольких работах. В одной из них R. Lock 
и соавт. продемонстрировали цитотоксическую актив-
ность CBL0137 относительно ряда линий ОЛЛ и пока-
зали противоопухолевую активность данного препа-
рата на моделях in vivo [14]. В другой работе K. Somers 
и соавт. продемонстрировали противоопухолевую 
активность CBL0137 на переживающих культурах ОЛ 

Рис. 2. Влияние кураксина CBL0137 на клеточный цикл: а – типичные гистограммы, показывающие влияние CBL0137 на клеточный цикл в ли-
ниях острых лейкозов при разных концентрациях; б – диаграмма распределения субпопуляций клеточных линий в ответ на обработку CBL0137. 
*p <0,05; **р <0,001 по сравнению с необработанными клетками

Fig. 2. Effect of curaxin CBL0137 on the cell cycle: а – typical histograms showing the effect of CBL0137 on the cell cycle in the acute leukemia cell lines at 
different concentrations; б – diagram of cell line subpopulation distribution in response to CBL0137 treatment. *p <0.05; **р <0.001 compared to untreated 
cells
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с перестройкой гена MLL (Kmt2A) [15]. В нашей рабо-
те рассмотрены эффекты CBL0137 на опухолевые 
клетки ОМЛ линии THP-1 в сравнении с таковыми 
на клетки ОЛЛ линии CCRF-CEM. Эффективность 
лечения ОМЛ продолжает оставаться весьма низкой, 
и поиск новых химиотерапевтических препаратов 
для лечения этой формы онкологического заболева-
ния актуален.

На 1-м этапе исследования мы продемонстриро-
вали цитотоксичность CBL0137 относительно клеток 
THP-1 и CCRF-CEM. Полученные значения IC

50
 

(THP-1–0,57 мкМ, CCRF-CEM – 0,9 мкМ при 72-ча-
совой обработке) выше значений, которые показаны 
в работе R. Lock и соавт. (0,15–0,3 мкМ), что связано 
с различием во времени инкубации с соединением. 
В последнем случае время обработки CBL0137 состав-
ляло 96 ч. В нашем исследовании мы продемонстри-
ровали цитотоксический эффект, включающий индук-
цию апоптоза и арест клеточного цикла у клеток ОЛ, 

уже через 24 ч после начала обработки препаратом. 
Выбор более короткого интервала воздействия препа-
рата был основан на данных о быстром проникнове-
нии СBL0137 в ядра клеток [12]. Попадание этого 
соединения в ядро, нековалентное связывание с ДНК, 
изменение структуры хроматина и транслокация ша-
перона гистонов FACT регистрируются уже через не-
сколько минут после обработки клеток этим агентом. 
С учетом того, что механизм избирательного противо-
опухолевого действия CBL0137 связывают с его спо-
собностью индуцировать транслокацию FACT в хро-
матиновую фракцию ядра, что приводит к изменению 
активности целого ряда сигнальных путей, мы скон-
центрировали свое внимание на более ранних ответах 
клетки. Кроме этого, в исследовании K. Леоновой 
и соавт. установлено, что реактивирующее влияние 
СBL0137 на экспрессию эпигенетически подавленных 
генов начинает проявляться уже через 6 ч культивиро-
вания клеток в присутствии препарата и достигает 

Рис. 3. CBL0137 индуцирует ранний и поздний апоптоз в клетках острых лейкозов. *p <0,05; **p <0,005

Fig. 3. CBL0137 induces early and late apoptosis in acute leukemia cells. *p <0.05; **p <0.005
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Рис. 4. Влияние CBL0137 на экспрессию таргетных генов сигнальных путей, вовлеченных в патогенез острых лейкозов

Fig. 4. Effect of CBL0137 on expression of the target genes of the signal pathways involved in pathogenesis of acute leukemias
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Рис. 5. Влияние CBL0137 на активность сигнальных путей в клетках CCRF-CEM и THP-1

Fig. 5. Effect of CBL0137 on signaling pathway activity in the CCRF-CEM and THP-1 cells

своего максимума к 24 ч [10], что также согласуется 
с необходимостью анализа более ранних эффектов 
СBL0137.

Несмотря на тот факт, что СBL0137 проявил не-
сколько более низкую цитотоксичность в отношении 
клеток THP-1 по сравнению с CCRF-CEM, он оказал 
весьма близкие по величине эффекты на активацию 
апоптоза. Таким образом, мы продемонстрировали, 
что СBL0137 проявляет противоопухолевую актив-
ность в отношении клеток как ОЛЛ, так и ОМЛ.

При изучении влияния кураксина CBL0137 на экс-
прессию кластеров эфферентных генов сигнальных 
путей было установлено, что обработка клеток ОЛ 
CBL0137 приводит к снижению экспрессии таргетных 
генов сигнальных путей WNT и Hedgehog в обеих кле-
точных линиях (рис. 5). Данные сигнальные пути 
участвуют в патогенезе ОЛ и рассматриваются как по-
тенциальные мишени в их терапии. Так, сигнальный 
путь WNT участвует в регуляции множества клеточных 
процессов, включая дифференцировку, пролифера-
цию, миграцию, апоптоз и поддержание фенотипа 
стволовых клеток [16, 17]. Нарушение регуляции это-
го сигнального пути – важный элемент патогенеза ОЛ. 
Основными механизмами его нарушения, выявле  

нными в настоящее время в ОЛ, являются повышение 
чувствительности к WNT-лиганду, эпигенетическая 
репрессия WNT-антагонистов, гиперэкспрессия 
WNT-лигандов, нарушения деградации β-катенина 
в цитоплазме и изменение активности TCF / Lef [18]. 
Сигнальный путь Hedgehog является одним из регуля-
торов эмбрионального развития [19], у взрослых же 
функциональная активность белков этого пути заклю-
чается в поддержке гемопоэза, в частности в диффе-
ренцировке Т-клеток [20]. В патогенезе ОЛ Hedgehog 
выполняет роль положительного регулятора пролифе-
рации и выживания, а также участвует в поддержании 
субпопуляции опухолевых клеток, имеющих стволо-
вый фенотип, и потенцирует развитие множественной 
лекарственной устойчивости [21].

В клетках линии ОМЛ CBL0137 приводил к сни-
жению экспрессии таргетных генов сигнальных путей 
PPARγ и гипоксии. Ингибирование экспрессии генов, 
запускаемых гипоксией, способствует преодолению 
множественной лекарственной устойчивости в клет-
ках ОМЛ [22], а ингибирование сигнального пути 
PPARγ должно приводить к ослаблению активации 
апоптоза и увеличению скорости пролиферации. 
Ранее было показано, что гиперактивация этого 
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сигнального пути приводит к редукции опухоли [23]. 
На клетках солидных опухолей неоднократно проде-
монстрировано, что CBL0137 приводит к активации 
эфферентных генов P53. В наших экспериментах 
при обработке клеток CBL0137 не выявлено однона-
правленного изменения кластеров таргетных генов 
P53, что отчасти может объясняться мутацией в гене 
P53, которая содержится в клетках обеих линий [24].

В линии Т-клеточного лейкоза кураксин CBL0137 
повышал экспрессию таргетных генов сигнального 
пути Notch, который является регулятором клеточ-
ной пролиферации, выживания, апоптоза. Этот сиг-
нальный путь гиперэкспрессирован более чем в 50 % 
случаев ОЛЛ из-за активирующей мутации NOTCH1 
[25]. Клетки CCRF-CEM несут мутацию в гене 
NOTCH1 [26], что отражается в более высоком базо-
вом уровне экспрессии почти всех эфферентных ге-
нов этого сигнального пути по сравнению с соответ-
ствующими уровнями экспрессии в клетках THP-1 
(данные не представлены), однако это не объясняет 
столь значительное увеличение экспрессии таргетных 
генов сигнального пути Notch при действии CBL0137. 
Ранее на клеточных линиях рака легкого было пока-
зано, что CBL0137 способен активировать экспрес-
сию NOTCH1 и его таргетных генов (HEY1, HEY2, 
HES) по следующему механизму: при взаимодей-
ствии с хроматином CBL0137 вытесняет негативный 
регулятор SP3 из промотора гена NOTCH1, что при-
водит к усилению экспрессии последнего [8]. В зави-
симости от типа клеток NOTCH1 репрессирует 
или активирует пролиферацию недифференцирован-
ных стволовых клеток [27]. Считается, что при не-
мелкоклеточном раке легкого [27], Т-клеточном 
лейкозе [25], глиобластоме [28] онкогенным фак  

тором является гиперактивация сигнального пути 
Notch, тогда как в ряде нейроэндокринных опухолей, 
в том числе в мелкоклеточном раке легкого,  
при котором этот сигнальный путь супрессирован, 
онкогенным фактором выступает именно его инак-
тивация [29, 30]. В работе E. Kolundzic и соавт. пока-
зано, что FACT является модулятором активности 
сигнального пути Notch [31]. Возможное  
FACT-опосредованное активирующее влияние 
CBL0137 на сигнальный путь Notch обсуждается 
в работе M. Z. Jin и соавт. [32]. Можно предположить, 
что наблюдаемый нами эффект CBL0137 на клетки 
CCRF-CEM с высоким мутационно обусловленным 
конститутивным уровнем активности NOTCH1 явля-
ется FACT-опосредованным, однако для подтвержде-
ния данной гипотезы требуется проведение дополни-
тельных исследований.

Заключение
В представленном исследовании продемонстри-

рована потенциальная противоопухолевая активность 
кураксина CBL0137 в отношении ОЛ. Исследуемый 
препарат вызывал арест клеточного цикла и актива-
цию апоптоза. В плане влияния этого соединения 
на активность сигнальных путей установлено, 
что CBL0137 приводит к значительным изменениям 
в экспрессии кластеров эфферентных генов сразу не-
скольких сигнальных путей, при этом эффект препа-
рата зависит от типа клеток. Таким образом, одним 
из направлений исследования механизмов противо-
опухолевой активности кураксина CBL0137 в отноше-
нии лейкозов может стать поиск взаимосвязей между 
генетическими характеристиками клеток и эффекта-
ми, вызываемыми этим соединением.
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Новые подходы в 3D-моделировании роста in vitro первичных 
культур злокачественных глиом

Ю. А. Хоченкова1, И. Г. Дырда2, Ю. С. Мачкова1, Э. Ш. Соломко1,  
Т. А. Сидорова1, Д. А. Хоченков1, 3, Е. А. Авилова4
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Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24; 

2ГБУЗ г. Москвы «Городская клиническая больница им. С. П. Боткина Департамента здравоохранения г. Москвы»;  
Россия, 115284 Москва, 2-й Боткинский проезд, 5; 

3ФГБОУ ВО «Тольяттинский государственный университет»; Россия, 445020 Тольятти, Белорусская ул., 14; 
4ООО «ДжиИ Хэлскеа»; Россия, 123112 Москва, Пресненская набережная, 10

Контакты: Юлия Александровна Хоченкова julia_vet@bk.ru

Введение. Заболеваемость глиомами головного мозга прочно занимает лидирующую позицию среди всех опухолей центральной 
нервной системы – 40–50 % выявленных случаев, более половины из них представлены глиобластомой. Существующие клеточные 
линии и методы культивирования не отражают всех особенностей трехмерной (3D) организации нативной глиобластомы. При-
менение темозоломида приводит к развитию лекарственной устойчивости и острого рецидива с последующим плохим клиническим 
исходом. Развитие резистентности в значительной степени связано с наличием в популяции опухолевых стволовых клеток 
и внутриопухолевой гетерогенностью. Получение 3D-культур из первичного материала позволит сохранить пул стволовых клеток 
и специфические для конкретной опухоли особенности.
Цель исследования – получить 3D-модель на основе первичных клеточных культур, позволяющую сохранить гетерогенную попу-
ляцию и исходный фенотип опухолевых клеток.
Материалы и методы. Использованы клетки линии человеческой глиомы U-87MG и первичная клеточная культура GBM002, 
полученная из операционного материала, с подтвержденным диагнозом глиобластомы. Из клеточных линий были получены ней-
росферы, рост которых контролировали с помощью автоматической системы для клеточного анализа InCell Analyzer 6000. 
Для определения содержания клеток CD133+ использовали метод проточной цитометрии. Оценку экспрессии в нейросферах 
рецепторных тирозинкиназ VEGFR1, VEGFR2 (рецепторы эндотелиального фактора роста 1-го и 2-го типов), FGFR2 (рецептор 
фактора роста фибробластов 2-го типа) и маркера гипоксии HIF-1α (фактор, индуцируемый гипоксией, 1α) проводили с помощью 
конфокальной микроскопии.
Результаты. Клетки глиобластомы GBM002, выделенные из операционного материала, образовывали нейросферы, при этом 
повышалось количество клеток CD133+ с 1–2 до 16–19 % по сравнению с двухмерными культурами. При длительном культиви-
ровании клеток с нецитотоксическими дозами темозоломида установлено, что такие клетки образуют нейросферы меньшего 
размера по сравнению с контрольными клетками. Показано, что экспрессия рецепторных тирозинкиназ при культивировании 
клеток глиобластомы GBM002 в нейросферах отличается от таковой в двухмерных культурах. Установлено, что в нейросферах 
в значительной степени увеличивается экспрессия FGFR2 и VEGFR1.
Заключение. 3D-культивирование первичных культур позволяет получать более гетерогенную популяцию опухолевых клеток, 
отражающую пространственную неоднородность клеток, повышать пул стволовых клеток и воссоздавать условия гипоксии 
внутри микроопухолей головного мозга.

Ключевые слова: глиобластома, 3D-культура, рецепторные тирозинкиназы, темозоломид

Для цитирования: Хоченкова Ю. А., Дырда И. Г., Мачкова Ю. С. и др. Новые подходы в 3D-моделировании роста in vitro первичных 
культур злокачественных глиом. Успехи молекулярной онкологии 2019;6(4):69–74.
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New approaches in 3D modeling of in vitro growth of primary cultures of malignant gliomas

Yu. A. Khochenkova1, I. G. Dyrda2, Yu. S. Machkova1, E. Sh. Solomko1, T. A. Sidorova1,  
D. A. Khochenkov1, 3, E. A. Avilova4

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia; 

2S.P. Botkin City Clinical Hospital; 5 2nd Botkinskiy Proezd, Moscow 115284, Russia; 
3Togliatti State University; 14 Belorusskaya St., Togliatti 445020, Russia; 

4GE Healthcare; 10 Presnenskaya naberezhnaya, Moscow 123112, Russia

Background. The incidence of brain gliomas firmly occupies a leading position among all central nervous system tumors – 40–50 % of 
the cases detected, more than half of them are glioblastoma. Existing cell lines and cultivation methods do not reflect all the features of 
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the three-dimensional (3D) organization of native glioblastoma. The use of temozolomide leads to the development of drug resistance and 
acute relapse, followed by a poor clinical outcome. The development of resistance is largely associated with the presence of tumor stem cells 
in the population and intratumoral heterogeneity. Obtaining 3D cultures from the primary material will allow us to save the stem cell pool and 
tumor-specific features.
The study objective. Get a 3D model based on primary cell cultures, which allows you to save a heterogeneous population and the original 
phenotype of tumor cells.
Materials and methods. We used U-87MG human glioma cells and GBM002 primary cell culture obtained from surgical material with 
a confirmed diagnosis of glioblastoma. Neurospheres were obtained from cell lines, the growth of which was monitored using the InCell Ana-
lyzer 6000 automatic cell analysis system. Flow cytometry was used to determine the CD133+ cell content. The expression of the receptor 
tyrosine kinases VEGFR1, VEGFR2 (endothelial growth factor type 1 and 2 receptors), FGFR2 (fibroblast growth factor receptor type 2) and 
the hypoxia marker HIF-1α (hypoxia inducible factor, 1α) in the neurospheres was evaluated using confocal microscopy.
Results. GBM002 glioblastoma cells isolated from the surgical material formed neurospheres, while the number of CD133+ cells increased 
from 1–2 to 16–19 % compared with two-dimensional cultures. During long-term cultivation of cells with non-cytotoxic doses of temozolo-
mide, it was found that such cells form smaller neurospheres compared to control cells. It was shown that the expression of receptor tyrosine 
kinases during cultivation of GBM002 glioblastoma cells in neurospheres differs from that in two-dimensional cultures. We found that in 
neurospheres, the expression of FGFR2 and VEGFR1, is significantly increased.
Conclusion. 3D cultivation of primary cultures allows one to obtain a more heterogeneous population of tumor cells that reflects the spatial 
heterogeneity of cells, increase the pool of stem cells and recreate hypoxia conditions inside the brain micro-tumors.

Key words: glioblastoma, 3D culture, receptor tyrosine kinases, temozolomide

For citation: Khochenkova Yu. A., Dyrda I. G., Machkova Yu. S. et al. New approaches in 3D modeling of in vitro growth of primary cultures 
of malignant gliomas. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2019;6(4):69–74. (In Russ.).

ВВЕДЕНИЕ
Глиобластома является высокоагрессивной и ре-

зистентной опухолью центральной нервной системы 
[1]. Несмотря на улучшения в хирургической технике 
и значительный прогресс в разработке различных схем 
химио- и лучевой терапии, медиана общей выживае-
мости после лечения все еще составляет около 15 мес, 
половину этого времени пациенты живут с прогресси-
рованием заболевания [2]. Данная опухоль неодно-
родна по своей природе и представляет собой гете-
рогенную клеточную популяцию с различными 
биологическими свойствами и типами генетических 
изменений [3], что усложняет задачу по созданию 
доклинической модели, достоверно повторяющей 
соответствующие аспекты биологии глио бластомы 
в условиях in vitro.

До настоящего времени стандартные протоколы 
доклинических испытаний противоопухолевых ле-
карств в значительной степени основывались на двух-
мерных (2D) клеточных моделях in vitro или исследова-
ниях на животных in vivo. Тем не менее в большинстве 
случаев данные, полученные на 2D-культурах, не отра-
жают в полной мере гетерогенности опухолевого ми-
кроокружения и фенотипа родительской опухоли, 
из которой была получена клеточная культура. В то же 
время исследования на животных в силу межвидовых 
различий не в состоянии полностью воспроизвести 
возможную реакцию на лекарства у людей.

На сегодняшний день представляется актуальным 
применение новых методик трехмерного (3D) культи-
вирования для поддержания первичной родительской 
культуры глиобластомы in vitro, так как эта техника 
обеспечивает благоприятную среду и микроокружение 
для роста и длительного сохранения исходного  
фенотипа опухоли. Было показано, что опухолевые 

сфероиды более точно воспроизводят пространствен-
ную организацию, градиенты питательных веществ 
и способны образовывать межклеточные взаимодей-
ствия. Использование 3D-модели позволяет нам под-
держивать смешанные гетерогенные популяции кле-
ток, включая пул стволовых опухолевых клеток, 
что в значительной мере сопоставимо с картиной, 
происходящей в организме [4]. Биологические  
3D-сфероиды из опухолевых клеток могут служить 
промежуточными системами между традиционными 
2D-культурами клеток и моделями опухолей in vivo.

Цель исследования – изучение фенотипических 
характеристик первичных клеток глиобластомы чело-
века, полученных из операционного материала, про-
являющихся при культивировании в 3D-многоклеточ-
ных сфероидах.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Клеточные культуры. В работе использовалась кле-

точная линия человеческой глиомы U-87MG (ATCC® 
HTB-14™, США), культивировалась согласно рекомен-
дациям на полной питательной среде EMEM (Gibco, 
Великобритания), содержащей 10 % эмбриональной 
телячьей сыворотки (HyClone, США). Клеточная 
культура GBM002 с гистологически подтвержденным 
диагнозом глиобластомы была получена из операци-
онного материала (ГКБ им. С. П. Боткина ДЗМ). 
Клетки культивировали на полной питательной среде 
DMEM / F12 (Gibco, Великобритания), содержащей 
10 % эмбриональной телячьей сыворотки (HyClone, 
США), с добавлением 2 мM / мл глутамина, 50 мг / мл 
пенициллин-стрептомицина (Gibco, Великобритания) 
при температуре 37 °С в атмосфере 5 % СО

2
.

Для роста в 3D-культуре клетки культивировали 
в бессывороточной среде с добавлением 10 мл добавки 
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B-27 (Invitrogen, Великобритания) в присутствии 
20 нг / мл основного фактора роста фибробластов 
(bFGF) и 20 нг / мл эпидермального фактора роста 
(EGF) (BectonDickinson, США).

Формирование нейросфер из клеток глиобластомы. 
Клетки глиобластомы диссоциировали в суспензию 
отдельных клеток с использованием TripleSelect (Gibco, 
Великобритания), отмывали в фосфатно-солевом бу-
фере (PBS) и ресуспендировали в питательной среде. 
Для формирования сфероидов клетки (1 × 103 клеток 
на лунку) высаживали на 96-луночные сфероидальные 
микропланшеты (Corning, США) и инкубировали 
при температуре 37 °С в атмосфере 5 % СО

2
 в течение 

9 сут. Замену среды проводили через каждые 3 сут, рост 
сфероидов контролировали с помощью автоматической 
системы для клеточного анализа InCell Analyzer 6000 c 
системой поддержки роста живых клеток InCell Analyzer 
Live Cell Package C (GE Healthcare).

Изучение пролиферативной активности клеток 
глиобластомы. Клетки (8 × 103 клеток на лунку) вно-
сили в 96-луночный планшет в полной среде. Через 
24 ч добавляли к клеткам темозоломид (Sigma-
Aldrich, Германия) в диапазоне концентраций от 5 
до 1500 мкМ в трехкратных повторах. Инкубацию 
проводили в течение 48 ч, затем добавляли в каждую 
лунку по 20 мкл раствора МТТ (3-[4,5-диметилтриа-
зол-2-ил]-2,5 дифенил тетразолия бромид (Sigma-
Aldrich, Германия)) в конечной концентрации 
0,5 мг / мл. Клетки инкубировали еще 4 ч, затем среду 
отбирали и добавляли к ним по 200 мкл диметилсуль-
фоксида (ДМСО). Оптическую плотность раствора 
формазана определяли на спектрофотометрическом 
анализаторе Multiscan FC (Thermo Scientific, США) 
при 570 нм, используя ДМСО как нулевой контроль. 
Для препарата строили график зависимости «доза–
эффект» и определяли IC

50
.

Определение количества клеток CD133+. Для про-
ведения анализа клетки первичной линии GBM002 
и U-87MG (2 × 105 клеток на лунку) высевали на 6-лу-
ночные планшеты в среде для роста стволового потен-
циала с добавлением EGF и FGF и культивировали 
14 сут для формирования нейросфер. После инкуба-
ции клетки были дезинтегрированы до моноклеточной 
суспензии с помощью трипсина (Sigma-Aldrich, Гер-
мания) и подготовлены для проведения исследования 
экспрессии поверхностного маркера CD133. В каче-
стве клеток сравнения брали клетки линии GBM002 
и U-87MG, растущие в 2D-культуре. Клетки окраши-
вали на клеточный маркер CD133 с помощью антител, 
меченых VioBright FITC (Myltenyi, Германия) в соот-
ветствии с протоколом произво дителя. Для исключе-
ния из анализа поврежденных клеток в образцы до-
бавляли 2 мкг / мл йодида пропидия. К контрольным 
клеткам добавляли изотипический контроль, меченый 
AlexaFluor 488 (Invitrogen, США). Анализ проводили 
на проточном цитометре Novocyte 2000R (ACEA 
Biosciences), собирая 3 × 104 событий в анализируемый 

гейт. Изучение экспрессии CD133 на поверхности 
клеток проводили путем установки маркера по отно-
шению к изотипическому контролю, меченному 
AlexaFluor 488 (Invitrogen, США).

Изучение формирования сфероидов под действием 
темозоломида. Для анализа клетки первичной линии 
GBM002 и U-87MG (2 × 105 клеток на лунку) высевали 
на 6-луночные планшеты в среде для роста стволового 
потенциала с добавлением EGF и FGF и культивиро-
вали 9 сут для формирования нейросфер. После этого 
клетки были разделены на 2 группы: контрольную 
и с добавлением 50 мкМ темозоломида (замену среды 
проводили каждые 2 сут). В контрольные клетки до-
бавляли аналогичную концентрацию ДМСО. После 
7-дневной инкубации с темозоломидом клетки были 
окрашены с помощью Hoechst 33258 (ПанЭко, Рос-
сия). Стекла заключали под покровное стекло с ис-
пользованием полимерной флуоресцентной монтаж-
ной среды (Dako, Дания) и изучали образовавшиеся 
нейросферы с помощью автоматической системы 
для клеточного анализа InCell Analyzer 6000 при уве-
личении 20 и программного обеспечения InCell 
Investigator (GE Healthcare).

Фиксация и иммунофлуоресцентное окрашивание 
сфероидов и клеток. Для проведения анализа экспрес-
сии поверхностных маркеров на клетках глиобласто-
мы фиксировали сфероиды in situ с использованием 
10 % нейтрального забуференного формалина  
с последующей промывкой в PBS для удаления фик-
сатора. Для окрашивания сфероидов обрабатывали 
их метанолом с последующим добавлением 20 % 
ДМСО / метанола для улучшения проникновения ан-
тител, а затем инкубировали в 10 % BSA. Сфероиды 
окрашивали первичными антителами к рецепторам 
эндотелиального фактора роста 1-го и 2-го типов 
(VEGFR1, VEGFR2), фактора роста фибробластов 
2-го типа (FGFR2) и фактору, индуцируемого гипо-
ксией, 1α  (HIF-1α) (Santa Cruz Biotechnology, США) 
при температуре 4 °С в течение 18 ч. Далее сфероиды 
промывали в PBS, последовательно обрабатывали 
коньюгатом антивидовых IgG с флуорофором 
AlexaFluor 488 (Life Technologies, США) и докрашива-
ли ядра Hoechst 33258 (ПанЭко, Россия). Стекла за-
ключали под покровное стекло с помощью полимер-
ной флуоресцентной монтажной среды (Dako, Дания). 
Аналогично окрашивали клетки глиобластомы, куль-
тивировавшейся в 2D-культуре. Стекла анализирова-
ли с помощью автоматической системы для клеточно-
го анализа InCell Analyzer 6000 при увеличении  20 
и программного обеспечения InCell Investigator 
(GE Healthcare).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для оценки роста клеток первичной глиобластомы 

мы провели исследование с помощью автоматической 
системы для клеточного анализа InCell Analyzer 6000 c 
системой поддержки роста живых клеток InCell 
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Analyzer Live Cell Package C (GE Healthcare) в течение 
9 сут после внесения клеток на поверхность планшета 
при температуре 37 °С (рис. 1).

Согласно полученным данным клетки первичной 
глиобластомы GBM002, выделенные из операцион-
ного материала, образуют нейросферы (см. рис. 1). 
После сборки 3D-модельной системы клетки глио-
бластомы GBM002 сохраняли способность к росту в 
2D-культурах и образованию нейросфер. Клетки 
линии U-87MG при культивировании в 3D-модели 
также образовывали нейросферы. Это указывает на то, 
что культивирование в 3D-модели может влиять 
на популяцию стволовых клеток с образованием 
нейросфер. Исследование 3D-культуры с помощью 
автоматической системы для клеточного анализа 
InCell Analyzer 6000 c системой поддержки роста 
живых клеток InCell Analyzer Live Cell Package C (GE 
Healthcare) позволяет проводить динамический конт-
роль изменений нейросфер при сохранении условий 
культивирования. Определение количества стволовых 
опухолевых клеток CD133+ при культивировании 
в 2D- и 3D-культурах было выполнено с использова-
нием проточной цитометрии (рис. 2).

При культивировании клеток U-87MG в 2D-кле-
точных культурах количество клеток CD133+ не пре-
вышает 2 %, как было показано ранее [5, 6]. После 
культивирования клеток глиобластомы в 3D-культу-
рах количество клеток CD133+ увеличивается 
до 19,22 % для клеток GBM002 и до 16,38 % для кле-
ток линии U-87MG (см. рис. 2).

Для определения влияния темозоломида на рост 
клеток глиобластомы GBM002 мы проводили куль-
тивирование нейросфер в присутствии данного 
препарата (Sigma, Германия) в субцитотоксических 
кон центрациях, затем дезинтегрировали их, нано-
сили полученную суспензию клеток на 8-луночные 
культуральные стекла (BD Biosciences) и культиви-
ровали в течение 3 сут. Полученные нейросферы 
были окрашены с помощью Hoechst 33258 (ПанЭко, 
Россия) и были исследованы с использованием ав-
томатической системы для клеточного анализа 
InCell Analyzer 6000 (GE Healthcare), результаты 
представлены на рис. 3.

Согласно полученным данным клетки глиобласто-
мы GBM002, которые длительно культивировали 
в присутствии нецитотоксических концентраций 

Рис. 1. Образование сфероидов из первичных клеток глиобластомы человека GBM002 на 0–9-е сутки культивирования

Fig. 1. The formation of spheroids from primary cells of human glioblastoma GBM002 on 0–9 days of cultivation

GBM002

0й день / 0th day 3й день / 3rd day 6й день / 6th day 9й день / 9th day
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Рис. 2. Сравнение содержания клеток CD133+ при культивировании клеток GBM002 и U-87MG в нейросферах и двухмерных (2D) культурах 
на 14-й день культивирования. Маркер установлен по отношению к контрольному образцу с изотипическим контролем, меченным AlexaFluor 488

Fig. 2. Comparison of CD133+ cell content in GBM002 and U-87MG cells cultured in neurospheres and 2D-cultures on day 14 of cultivation. The marker is 
set in relation to the control sample with isotypic control labeled AlexaFluor 488

Контроль / Control

1,65 % 16,38 %2,10 %19,22 %
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темозоломида, образуют нейросферы меньших плот-
ности и размера по сравнению с нейросферами, обра-
зованными контрольными клетками глиобластомы 
GBM002.

Для оценки экспрессии поверхностных рецептор-
ных тирозинкиназ VEGFR1, VEGFR2, FGFR2, а так-
же HIF-1α при росте клеток глиобластомы GBM002 
в нейросферах мы проводили окрашивание образо-
ванных сфероидов с помощью антител к VEGFR1, 
VEGFR2, FGFR2, HIF-1α и вторичных антител, 
конъюгированных с флуорофором AlexaFluor 488 
(Life Technologies, США) и Hoechst 33258 (ПанЭко, 

Россия) для окраски ядер. Серию микрофотографий 
экспрессии исследуемых биомаркеров получали с по-
мощью InCell Analyzer 6000 (GE Healthcare) (рис. 4).

Было показано, что экспрессия рецепторных 
тирозинкиназ при культивировании клеток глиобла-
стомы GBM002 в нейросферах отличается от таковой 
в 2D-культурах. Установлено, что в нейросферах 
в значительной степени увеличивается экспрессия 
FGFR2 и VEGFR1. В то же время экспрессия 
VEGFR2 снижалась по сравнению с клетками, куль-
тивировавшимися в плоских культурах. Экспрессия 
HIF-1α увеличивалась на клетках внутри нейросфе-
ры, но отсутствовала на поверхности, что свидетель-
ствует об увеличении уровня гипоксии внутри сфе-
роида. Клетки глиобластомы GBM002 в культуре 
не экспрессируют данный маркер.

Таким образом, при культивировании клеток 
в нейросферах они изменяют экпрессию ряда рецеп-
торных тирозинкиназ, увеличивают количество кле-
ток CD133+ и повышают экспрессию HIF-1α внутри 
сфероида.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Применение системы 3D-культур клеток позволя-

ет получать более гетерогенную популяцию опухоле-
вых клеток, отражающую пространственную неодно-
родность клеток, повышать пул стволовых клеток 
и воссоздавать условия гипоксии внутри микроопухо-
лей головного мозга.

Рис. 4. Экспрессия рецепторных тирозинкиназ и фактора, индуцируемого гипоксией, 1α (HIF-1α) на клетках, культивировавшихся в двухмерных 
культурах (а) и нейросферах (б) глиобластомы GBM002. Масштаб 50 мкм

Fig. 4. Expression of receptor tyrosine kinases and hypoxia inducible factor, 1α (HIF-1α) on cells cultured in two-dimensional cultures (а) and neurospheres 
(б) of GBM002 glioblastoma. Scalebar 50 μm

FGFR2 VEGFR1 VEGFR2 HIF1α

а

б

Рис. 3. Образование сфероидов из клеток глиобластомы GBM002 
под действием темозоломида (а) и контрольные нейросферы (б). Мас-
штаб 50 мкм

Fig. 3. The formation of spheroids from GBM002 glioblastoma cells under the 
influence of temozolomide (а) and control neurospheres (б). Scalebar 50 μm

а б
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