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Список сокращений 

АА – анапластическая астроцитома (grade III) 

ВВ – внеклеточные везикулы 

ВОЗ – Всемирная организация здравоохранения 

ГБ – глиобластома (grade IV) 

ДА – диффузная астроцитома (grade II) 

ИГХ – иммуногистохимическое исследование 

ОДГ – олигодендроглиома   

ОСК – опухолевые стволовые клетки (ОСК) 

ALT – альтернативное удлинение теломер 

BRAF V600E – онкоген, при активирующей мутации заменяет глутамат на 

валин в кодоне 600 

DLGNT – диффузная лептоменингеальная глионейрональная опухоль 

EGFR – рецептор эпидермального фактора роста 

ERCC1 – фермент комплиментарной эксцизионной репарации ДНК (Excision 

Repair Cross-Complementing gene 1) 

FISH – флуоресцентная гибридизация in situ  

GFAP – глиальный фибриллярный кислый белок  

IDH – изоцитрат дегидрогеназа (isocitrate dehydrogenase) 

MAPK – митоген-активируемая протеинкиназа  

MGMT – O6-метилгуанин-ДНК-метилтрансфераза 

NER – эксцизионная репарация нуклеотидов  

NF1– ген нейрофиброматоза 1   

OLIG2 – фактор транскрипции олигодендроцитов 2 

PDGFR – рецептор тромбоцитарного фактора роста 

PNET– глиобластома с примитивной нейроэктодермальной опухолью 

PTEN – ген-супрессор PTEN (Phosphatase and ensin homolog) 

TERT– обратная транскриптаза теломеразы 

TOP2α – топоизомераза ДНК 2 альфа  

TP53 – ген-супрессор TP 53 (protein p53) 



4 
 

VEGF – сосудистый эндотелиальный фактор роста (Vascular Endothelial 

Growth Factor) 

VEGF – фактор роста эндотелия сосудов 

С-kit – ген С-kit, рецептор активации фактора роста стволовых клеток 
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Введение 

 

Астроцитарные новообразования составляют более 50% от всех 

нейроэпителиальных опухолей [1]. Несмотря на современные успехи 

онкологии, показатели 5-летней продолжительности  жизни пациентов с 

данным видом опухолей остаются по-прежнему невысокими: с диффузной 

астроцитомой (ДА) – 50,1%, с анапластической астроцитомой (АА) – 29,8%, 

а с первичной глиобластомой (ГБ) – всего 5,5% [2].  Это связано с высокой 

частотой рецидивирования данных опухолей и приобретением 

резистентности к проводимой терапии. Одна из возможных причин этого - 

внутриопухолевая гетерогенность, проявляющаяся на морфологическом и 

молекулярно-генетическом уровнях. 

Морфологическая гетерогенность глиом привлекала внимание учѐных 

ещѐ с первой половины XX века [3, 4]. В последние годы всѐ больше 

внимания обращено к проблеме молекулярно-генетической гетерогенности. 

В ряде исследований было  показано наличие в одной опухоли генетически 

неоднородных клеточных субклонов [5–8].  

Классификация опухолей ЦНС ВОЗ 2016 при постановке диагноза 

учитывает гистологическое строение новообразования и его молекулярно-

генетические характеристики [9]. Однако нет единого подхода к количеству 

опухолевых фрагментов, необходимых для определения данных 

характеристик. Недостаточное количество предоставленного материала для 

гистологического диагноза может привести к ошибочной постановке 

диагноза и, как следствие, неправильной тактике лечения.   

Определение молекулярно-генетических характеристик опухоли и учѐт 

их неоднородности также крайне важны, так как они позволяют предсказать 

ответ опухоли на стандартную химиотерапию и открывают новые 

возможности для назначения таргетных препаратов, обеспечивая 

персонализированный подход к пациенту. 
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Цель исследования: 

Определить наличие морфологической и молекулярно-генетической 

гетерогенности в первичной глиобластоме, анапластической астроцитоме и 

диффузной астроцитоме. 

Задачи исследования: 

1. Выявить частоту встречаемости морфологической внутриопухолевой 

гетерогенности. 

2. Изучить частоту встречаемости молекулярно-генетических маркеров 

MGMT, С-kit, TOP2α, PDGFR-α, ERCC1, VEGF и мутации в генах 

IDH1 и IDH2. 

3. Определить оптимальное число фрагментов опухолевой ткани 

необходимых для морфологического исследования.  
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Глава 1. Обзор литературы 

1.1 Эпидемиология астроцитарных новообразований 

 

По данным Центрального регистра опухолей мозга США (CBTRUS) в 

период с 2013 по 2017  было зарегистрировано 415 411 новых случаев 

заболевания первичными опухолями  ЦНС, из которых приблизительно  20% 

составляют астроцитомы различной степени злокачественности [10].  

Ожидается, что в 2021 году будет диагностировано 84 170 новых случаев 

опухолей ЦНС.  

 Среднегодовая заболеваемость первичными опухолями головного мозга 

составляет 23,79 на 100 000 человек, приблизительно треть из них – 

злокачественные. Астроцитарные новообразования демонстрируют самые 

высокие показатели уровня заболеваемости среди злокачественных опухолей 

ЦНС. Так, среднегодовая заболеваемость для ГБ составляет 3,23 случая на 

100 000 населения, ДА – 0,45 случая на 100 000 населения, АА – 0,42 случаев 

на 100 000 населения. Распространенность астроцитарных опухолей 

увеличивается с возрастом, при этом наибольшая частота наблюдается у 

людей в возрасте 75-84 года. Средний возраст заболевания для диффузной 

астроцитомы составляет 46 лет, анапластической астроцитомы – 53 года, 

глиобластомы – 65 лет. Астроцитарные опухоли чаще встречается у мужчин. 

Заболеваемость ГБ соотносится между мужчинами и женщинами как 1,6:1, 

заболеваемость другими астроцитомами как 1,3:1. 

За период с 2013 по 2017 год было зарегистрировано 81 246 смертей от 

первичных опухолей ЦНС, из них 61.3% приходится на ГБ. Медиана общей 

выживаемости в случае ГБ составляет 8 месяцев, ДА – 36 месяцев, АА – 18 

месяцев. 
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1.2 Классификация астроцитарных новообразований 

 

Глиомы – гетерогенная группа опухолей ЦНС, предположительно, 

возникающих  из  глиальных клеток-предшественников и обладающих 

морфологическим  сходством с неизмененными клетками глии [9]. Выделяют 

диффузные глиомы, характеризующиеся обширным инфильтративным 

ростом в окружающую паренхиму ЦНС, и другие опухоли, исходящие из 

клеток глии (пилоцитарная астроцитома и эпендимома). Диффузные глиомы 

– наиболее часто встречающиеся новообразования ЦНС, особенно у 

пациентов молодого и среднего возраста. На основании гистологического 

строения диффузные глиомы подразделяются на диффузные астроцитомы, 

олигодендроглиомы (ОДГ) или опухоли со смешанным астроцитарным и 

олигодендроглиальным фенотипом (олигоастроцитомы). Внутри данных 

подгрупп каждой опухоли присваивается степень дифференцировки опухоли 

(grade), основанная на таких признаках как: клеточная атипия, анаплазия, 

митотическая активность, наличие микроваскулярной пролиферации и 

некрозов. 

В новой классификации ВОЗ 2016 года учитываются также молекулярно-

генетические параметры. Одним из них является мутация в генах 

изоцитратдегидрогеназы 1 и 2 (IDH1/IDH2). Данные мутации чаще 

встречаются в астроцитомах, олигодендроглиомах, олигоастроцитомах grade 

II и grade III, а также «вторичных глиобластомах». Опухоли с IDH-

мутантным типом имеют более благоприятный прогноз [11].  

Среди IDH-мутантных диффузных глиом можно выделить две основные 

молекулярные подгруппы. Первая характеризуется наличием мутации в 

генах IDH1 и IDH2, ко-делеции 1p/19q и мутации промотора гена TERT, а 

другая – наличием мутаций в генах IDH1 и IDH2, в гене ATRX и в гене TP53. 

Первая группа демонстрирует морфологические признаки 

олигодендроглиомы (GII) и анапластической олигодендроглиомы (GIII), 
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вторая – диффузной астроцитомы (GII), анапластической астроцитомы (GIII),  

и вторичной глиобластомы (GIV) [12].  

Среди глиобластом IDH-дикого типа в классификации ВОЗ 2016 впервые 

был представлен гистологический вариант эпителиоидной глиобластомы.  

Данная опухоль чаще всего встречается у детей и молодых лиц, и в 50% 

случаев положительно коррелирует с мутацией BRAF V600E [13] .  В новую 

классификацию также была включена глиобластома с примитивным 

нейрональным компонентом. Ранее опухоли с данным паттерном 

описывались как глиобластома с примитивной нейроэктодермальной 

опухолью (PNET) – подобным компонентом, но термин «PNET» был 

исключен из классификации ВОЗ 2016. 

Также в новой классификации ВОЗ 2016 появилась диффузная глиома 

средней линии с мутацией H3 К27М. Данная опухоль возникает в 

большинстве случаев у детей и чаще всего располагается в стволе головного 

мозга, таламусе и/или спинном мозге, и характеризуется, преимущественно, 

астроцитарной морфологией. Однако важно отметить, что не каждая опухоль 

ЦНС, несущая мутацию H3 K27M, является диффузной глиомой средней 

линии. 

В тех случаях, когда молекулярное исследование не проводилось либо 

проводилось, но не найдено диагностических генетических повреждений, то 

указывается категория «не указано иное» (NOS- „not otherwise specified‟).   

1.3 Диагностика астроцитарных новообразований 

 

Диагностика астроцитарных новообразований основывается на 

клинических признаках, инструментальных, морфологических и 

молекулярно-генетических методах исследования. 
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Признаки и симптомы глиальных опухолей зависят от расположения и 

размера опухоли. У пациентов наблюдаются прогрессирующие 

неврологические симптомы, которые развиваются в течение нескольких дней 

или недель. Наиболее частыми симптомами новообразований ЦНС являются 

головная боль (50 – 60%) и судороги (20 – 50 %). Могут наблюдаться 

очаговые симптомы, такие как нарушения памяти и координации движений, 

парезы и параличи, зрительные, слуховые, обонятельные галлюцинации, 

выпадение полей зрения [14].  

Пациентам с опухолями ЦНС рекомендовано проводить МРТ 

(магнитно-резонансную томографию) головного мозга в 3 проекциях в 

стандартных режимах (Т1, Т2, FLAIR, Т1) с обязательным 

контрастированием. Глиальные опухоли визуализируются как 

гипоинтенсивные образования в Т1-взвешенном изображении и   

гиперинтенсивны на T2- взвешенных изображениях и FLAIR- взвешенных 

изображениях (Long Tau Inversion Recovery, восстановление инверсии с 

ослаблением жидкости).  При глиомах высокой степени злокачественности 

(grade III/IV) наблюдается перифокальный вазогенный отек, продуцирующий 

гипоинтенсивный сигнал в Т1 и гиперинтенсивный в Т2 режимах. Опухоль 

может оказывать объѐмное воздействие, что приводит к смещению головного 

мозга, сдавлению и деформация цистерн и борозд головного мозга.  Для 

определения границ опухоли на фоне отека используется дополнительно 

контрастирование. Степень накопления контрастного вещества зависит от 

степени злокачественности опухоли: grade I – хорошо накапливают 

контрастное вещество; grade II – не накапливают контрастное вещество; 

grade III – фокально накапливают контрастное вещество; grade IV – 

накапливают контрастное вещество по периферии в виде кольца. 

Глиобластома (grade IV) имеет ряд характерных особенностей: массивный 

некроз с геморрагическим компонентом в центре опухоли и выраженный 

перифокальный отек. Перед операцией рекомендуется выполнение 
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функциональной МРТ для визуализации функциональных зон коры мозга 

(сенсорной, моторной и др.), которые могут быть повреждены во время 

операции. 

Для определения степени злокачественности опухоли и 

дифференциальной диагностики возможно выполнение магнитно-

резонансной спектроскопии (MRS), на которой глиомы высокой степени 

злокачественности демонстрируют повышенное содержание холина и 

пониженное содержанием N-ацетиласпартата. Также глиомы высокой 

степени злокачественности характеризуются повышенной метаболической 

активностью и демонстрируют увеличение поглощения метионина на 

позитронно-эмиссионной томографии (ПЭТ). 

МРТ с контрастным усилением превосходит компьютерную 

томографию (КТ) для характеристики опухолей головного мозга. Пациентам 

с противопоказаниями к МРТ головного мозга или при его недоступности 

следует выполнить компьютерную томографию (КТ) головного мозга с 

контрастированием. На КТ опухоль глиальной природы выглядит как 

гиподенсное образование, в ряде случаев окруженное зоной перифокального 

отѐка белого вещества головного мозга («пальцевидный» отек). Возможно 

обнаружение кальцификатов и кист. При прорастании опухоли через 

мозолистое тело на противоположное полушарие она приобретает форму 

«крыла бабочки» [15].  

Для оценки васкуляризации опухоли возможно выполнение МР- и КТ-

перфузии. Ключевую роль в постановке диагноза играет морфологическое 

исследование. Астроцитарные опухоли состоят из клеток с удлиненными 

неправильными, гиперхромными ядрами и эозинофильной цитоплазмой. 

Напротив, ОДГ имеют округлые ядра, окруженные прозрачной цитоплазмой 

(сотовидное строение), зоны кальцификации и пронизаны тонкими 

ветвящимися кровеносными сосудами [16]. При морфологическом 

исследовании учитывается степень дифференцировки (grade), основанная на 
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таких признаках как: клеточная атипия, анаплазия, митотическая активность, 

наличие микроваскулярной пролиферации и некрозов [17]. Так, для grade I 

опухолей характерна низкая пролиферативная активность, отсутствие 

выраженной атипии, grade II – инфильтративный рост и низкий уровень 

пролиферативной активности, grade III – ядерная атипия и иногда 

выраженная митотическая активность. Напротив, для grade IV опухолей 

характерна ядерная атипия, митозы, пролиферация эндотелия сосудов, 

псевдопалисадные некрозы и инфильтрация окружающих тканей [9]. 

Диффузная астроцитома по степени дифференцировки относится к grade I и 

II глиомам и исторически обозначается, как глиома низкой степени 

злокачественности (low-grade). Анапластическая астроцитома соответствуют 

grade III и вместе с глиобластомой (grade IV) относятся к глиомам высокой 

степени злокачественности (high-grade). Глиомы часто демонстрируют 

выраженную морфологическую гетерогенность с пространственными 

различиями клеточного фенотипа и степени злокачественности. Плотность 

клеток и ядерная атипия не всегда коррелируют с общей 

злокачественностью, так что олигодендроглиомы низкой степени 

злокачественности часто являются высококлеточными, в то время как ГБ 

могут иметь участки с ограниченной клеточностью. Точно так же ядерная 

атипия  бывает выше у глиомы c  более низкой степенью злокачественности, 

чем у глиобластомы [15]. При наличии пространственной гетерогенности 

опухоли классифицируются гистологически в соответствии с их наиболее 

анапластическими областями [9].  

Иммуногистохимическое исследование (ИГХ) является неотъемлемым 

компонентом диагностики опухолей ЦНС. Ключевым маркером для 

распознавания глиальной дифференцировки является глиальный 

фибриллярный кислый белок (GFAP). GFAP – это промежуточный 

цитоскелетный филамент, экспрессируемый нормальными и опухолевыми 

глиальными клетками, главным образом, астроцитами и эпендимными 
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клетками. Олигодендроглиальные опухолевые клетки имеют обычно GFAP-

отрицательную окраску [15].  

 Глиальные опухоли характеризуются положительной экспрессией 

белка S-100, однако данный белок также экспрессируется множеством 

других клеток, включая нейроны, шванновские клетки, меланоциты, 

хондроциты, адипоциты и некоторые эпителиальные и миоэпителиальные 

новообразования. В связи с этим экспрессия S-100 является относительно 

неспецифическим маркером глиальных опухолей. 

Экспрессия OLIG2 наблюдается в клетках-предшественниках 

нейрального типа и в олигодендроглии, используется в дифференциальной 

диагностике диффузных глиом и опухолей нейронального, эпендимного или 

неглиального происхождения. 

Иммуногистохимическое окрашивание  синаптофизином долгое время 

считалось доказательством нейронального происхождения клеток. Однако 

дальнейшие исследования показали, что синаптофизином окрашиваются 

также  клетки-предшественники глиальных опухолей [18].  

Экспрессия промежуточных филаментов цитоскелета указывают на 

эпителиальную дифференцировку опухоли, характерную для эпителиоидного 

варианта глиобластомы и глиосаркомы. 

Белок Ki-67 отражает уровень пролиферативной активности. Его 

экспрессия в целом увеличивается со степенью злокачественности (примерно 

<5% в диффузных глиомах низкой степени злокачественности, 5–10% в 

анапластических глиомах, и > 10% в глиобластомах). 

ИГХ в 90% случаев подтверждает наличие мутаций в гене IDH у 

пациентов с диагнозом диффузной глиомы. Наиболее распространенным 

является вариант мутации в гене IDH1 (R132H). У пациентов с глиомами III 

степени злокачественности  и  лиц моложе 55 лет с ГБ, при отрицательном 



14 
 

ИГХ исследовании, рекомендуется выполнение геномного секвенирования, 

так как именно в этой группе пациентов данная мутация встречается 

наиболее часто [16].  

При подозрении на олигодендроглиому необходимо назначить 

исследование на наличие ко-делеции 1p/19q методом флуоресцентной 

гибридизации in situ (FISH), либо методом исследования потери 

гетерозиготности (LOH) (последнее является наиболее точным). 

При астроцитарной морфологии и срединной локализации 

опухолирекомендуется выполнить ИГХ исследование либо геномное 

секвенирование на мутацию H3 K27M. Промоторное метилирование MGMT 

необходимо исследовать во всех случаях глиобластом для прогнозирования 

ответа опухоли на химиотерапию. 

 

1.4 Молекулярно-генетические характеристики астроцитарных 

опухолей 

 

Мутация в гене изоцитратдегидрогеназы 1 (IDH1) обнаруживается в 70-

80%  астроцитом, олигодендроглиом и в большинстве случаев  вторичных ГБ 

и часто ассоциирована с мутацией в гене TР53 или ко-делецией 1p/19q [20, 

21]. Напротив, мутации в генах IDH1 и IDH2 достаточно редко 

обнаруживаются при первичной ГБ [21].  IDH1 и IDH2 – это ферменты, 

катализирующие окислительное декарбоксилирование изоцитрата с 

образованием альфа -кетоглутарата (αKG) и углекислого газа (CO2). IDH1 

обнаруживается в пероксисомах и в цитозоле, а IDH2 – в митохондриях. 

Мутантные формы генов IDH1 и IDH2 приобретают неоморфную 

ферментативную активность и превращают альфа-кетоглутарат в 

онкометаболит D-2-гидроксиглутарат (D2HG) [22]. D2HG ингибирует а-KG-

зависимые диоксигеназы, что приводит к нарушению эпигенетичесой 
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регуляции, подавлению нормальной клеточной дифференцировки и 

дальнейшей злокачественной трансформации клетки. В частности, 

повышенные уровни D2HG конкурентно ингибируют αKG-зависимую 

лизиндеметилазу, тем самым повышая  уровни  метилирования гистонов в 

различных моделях клеточных линий [23]. Наличие мутации IDH1 и IDH2 

связано с более длительной продолжительностью жизни[21].  

Мутация C-kit встречается в гастроинтестинальных стромальных 

опухолях, семиноме, меланоме и немелкоклеточном  раке легкого [24]. Так 

же данная мутация была обнаружена и в глиомах, причѐм чаще при 

рецидивах опухоли [27, 28]. C-kit  является рецепторной тирозинкиназой, 

участвующей  в пролиферации опухолевых клеток (в том числе и в 

пролиферации опухолевых стволовых клеток), эндотелия сосудов и 

поддержании опухолевого ангиогенеза [27, 29]. Однако истинное значение C-

kit  в развитии  глиальных опухолей  остаѐтся неизвестным [28]. 

 Рецептор эпидермального фактора роста (EGFR) является основным 

активатором множества сигнальных путей, участвующих в пролиферации, 

выживании и миграции опухолевых клеток. EGFR амплифицирован  

примерно у 40% пациентов с ГБ и ассоциирован с опухолями высокой 

степени злокачественности (grade IV) [29]. Около половины пациентов с 

амплификацией EGFR имеют мутацию делеции экзонов 2-7 (EGFRvIII) [30].  

PDGFR представляет собой рецептор с тирозинкиназной активностью,  

принимающий участие в пролиферации, выживании и миграции  клеток [31]. 

Известны два типа рецепторов PDGF: α-тип и β-тип. Амплификация  и 

активирующие мутации в α-типе PDGFR были выявлены в 5-10% случаев 

мультиформной глиобластомы и формировали пронейральный подтип [26].  

Экспрессия β-типа PDGFR наблюдалась в стволовых клетках глиобластомы  

[32]. Ряд ингибиторов тирозинкиназ, таких как иматиниб, дазотиниб, 

нилотиниб, довитиниб не показали эффективности в лечении глиальных 

опухолей [31]. 
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Глиальные опухоли гиперэкспрессирует проангиогенные факторы, 

среди них фактор роста эндотелия сосудов (VEGF) [33]. Фактор роста 

эндотелия сосудов является ключевым медиатором опухолевого ангиогенеза, 

а также подавляет опухолевый иммунитет путем ингибирования созревания 

дендритных клеток и индуцирования иммуносупрессивных клеток, таких как 

регуляторные Т-клетки, опухолевые макрофаги и миелоидные 

иммуносупрессивные клетки. Показано, что повышенные уровни VEGF 

связаны с плохими клиническими исходами при многих опухолях, включая 

глиальные опухоли [34]. Существуют таргетные препараты, направленные на 

подавление неоангиогенеза. Так, моноклональное антитело бевацизумаб 

является стандартом для назначения во 2-й линии лечения рецидивирующих 

ГБ [35]. Мультикиназный ингибитор регорафениб показал эффективнность в 

исследованиях 2-фазы у пациентов с рецидивирующей глиобластомой, 

увеличив продолжительность жизни на 1,8 месяцев по сравнению со 

стандартными режимами химиотерапии [36]. 

MGMT (O6-метилгуанин-ДНК-метилтрансфераза) – фермент, 

восстанавливающий повреждения ДНК, путѐм удаления гуанин-алкильной 

группы [37]. MGMT обеспечивает устойчивость к алкилирующим агентам,  в 

частности к широко применяемому в лечении глиальных опухолей 

темозоломиду [19]. Низкие уровни MGMT коррелируют с увеличением 

общей  выживаемости и ответом  на лечение темозоломидом [38].  

ERCC1 – ключевой фермент системы эксцизионной репарации 

нуклеотидов (NER), участвующей в исправлении однонитевых 

повреждений ДНК.  Препараты платины (цисплатин), используемые в 

лечении астроцитарных новообразований в 3-й линии терапии, вызывают 

однонитевые повреждения ДНК, путѐм образования внутри- и 

межспиральных сшивок, в результате чего нарушается структура ДНК 

клетки и подавляется еѐ синтез. Выявлена взаимосвязь между 
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гиперэкспрессией мРНК ERCC1 и лекарственной устойчивостью к 

цисплатину в глиальных опухолях [39]  

Топоизомераза ДНК 2 альфа (TOP2α) – фермент, индуцирующий  

двухцепочечные разрывы ДНК пролиферирующих клеток с целью 

исправления топологических «запутываний» ДНК во время конденсации, 

репликации и сегрегации хромосом [40]. TOP2α является мишенью действия 

для некоторых противоопухолевых препаратов (например, этопозида, 

доксорубицина). Данные лекарственные средства препятствуют 

расщеплению комплексов TOP2α/170-ДНК, что впоследствии приводит к 

накоплению разрывов ДНК и, в конечном итоге, к гибели клеток [41]. 

Вследствие этого опухоли с активацией TOP2α имеют большую 

эффективность лечения данными препаратами [42].  

βIII-тубулин – структурный белок микротрубочек. Некоторые 

противоопухолевые препараты (винкристин, винбластин, паклитаксел, 

доцетаксел) способны нарушить целостность микротрубочек в митотическом 

веретене, таким образом, блокируя и сдерживая деление клетки [43]. 

Экспрессия βIII-тубулина обнаружена в ДА и ОДГ и  значительно увеличена 

в глиомах высокой степени злокачественности, особенно в ГБ [44]. Также 

экспрессия βIII-тубулина замечена в стоволовых клетках глиомы и в участках 

гипоксии опухоли [45]. Препарат ингибитор полимеризации тубулина – 

плинабулин в клинических испытаниях на модели глиомы мышей с мутацией 

в гене KRAS показал улучшение общей выживаемости [46]. 

B-RAF – серин/треониновая киназа, участвующая в онкогенном 

сигнальном пути митоген-активируемой протеинкиназы (MAPK). Является 

протоонкогеном, участвующим в развитии различных опухолей, включая 

астроцитарные опухоли [47]. Самый частый вариант мутация B-RAF-V600E 

присутствует в 65–75% плеоморфных ксантоастроцитом, 25–60% 

ганглиоглиом и 50% эпителиоидных глиобластом [48]. Слияние KIAA1549-

B-RAF присутствует в ~ 70% пилоцитарных астроцитом и имеет высокую 
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дифференциально-диагностическую ценность, поскольку обнаруживается 

только в редкой диффузной лептоменингеальной глионейрональной опухоли 

(DLGNT) и очень редко в других глиомах [49]. Мутация B-RAF V600E в 

опухоли может служить мишенью для таргетных препаратов [50].  

Особую роль в патогенезе глиальных новообразований играют гены, 

связанные с удлинением теломер. TERT (обратная транскриптаза 

теломеразы) восстанавливает концы теломер хромосом во время деления 

клеток, обеспечивая тем самым их бессмертие [51]. Также, считается, что 

TERT вносит свой вклад в онкогенез, вызывая геномную нестабильность 

[52]. Активирующие мутации в промоторе TERT встречаются примерно в 

80% первичной ГБ [51]. Данные мутации часто ассоциированны с IDH-

мутантными олигодендроглиальными опухолями с коделецией 1p/19q  и  

глиобластомами IDH дикого типа [53, 55]. В настоящее время 

предпринимаются попытки воздействия на мутации в промотере гена TERT с 

помощью вакцин  и низкомолекулярных ингибиторов [54–56]. 

В 10-15% случаев опухолей происходит независимый от теломеразы 

механизм альтернативного удлинения теломер (ALT) [57]. Среди глиом, ALT 

чаще обнаруживается при астроцитоме с мутациями в генах IDH1 и IDH2 II 

или III степени злокачественности и ГБ с мутациями в генах IDH1 и IDH2 

[58].  Механизм альтернативного удлинения теломер (ALT)  тесно связан с 

мутациями в гене ATRX [59]. Ген ATRX расположен в хромосоме Xq21.1 и 

кодирует нуклеопротеин 280 кДа,  участвующий  в рекомбинации, репарации 

и регуляции транскрипции ДНК [60]. Мутации  в гене ATRX приводят к 

развитию α-талассемии, X-связанной умственной отсталости и других 

генетических заболеваний [61]. Мутации ATRX встречаются при множестве 

онкологических заболеваний, например, при нейробластоме, остеосаркоме и 

нейроэндокринных опухолях поджелудочной железы [62]. Однако, роль 

ATRX в онкогенезе до конца ещѐ не изучена. Считается, что белок ATRX 

может играть важную роль в эпигенетической регуляции [65, 66]. Также 



19 
 

онкогенный эффект ATRX может быть связан с воздействием на белок-

регулятор апоптоза p53 [65]. Было предложено несколько новых методов 

лечения нацеленных на опухолевые клетки с фенотипом ALT[66–68]. 

Инактивирующие мутации в гене TP53 встречаются примерно в 50% 

диффузных астроцитом и в 30% анапластических астроцитом и глиобластом 

[69–71]. TP53 кодирует белок-супрессор опухолевого роста p53. Белок p53 

вызывает задержку клеточного цикла в случае обратимого повреждения 

ДНК, и запускает апоптоз в случае повреждения ДНК, при котором еѐ 

репарация невозможна [72]. Было обнаружено, что наличие мутации TP53 

негативно влияет на общую выживаемость у пациентов с глиобластомой [73].  

1.5 Внутриопухолевая гетерогенность 

 

Внутриопухолевая гетерогенность – это явление, когда в пределах одной  

опухоли присутствуют клетки, обладающие различными молекулярными 

(генетическими/эпигенетическими) и морфологическими характеристиками 

[74]. Гетерогенность является одним из ключевых факторов развития 

рецидивов заболевания и приобретения резистентности к дальнейшей 

терапии в лечении пациентов со всеми онкологическими заболеваниями [75]. 

Внутриопухолевая гетерогенность может проявляться неравномерным 

распределением субпопуляций опухолевых клеток в различных участках 

опухоли (пространственная гетерогенность) или вариациями молекулярного 

состава с течением времени (временная гетерогенность) [76]. 

Механизмы формирования внутриопухолевой гетерогенности до конца не 

известны. Считается, что внутриопухолевое разнообразие развивается под 

действием факторов, приводящих к генетическим нарушениям в опухолевой 

клетке. Также множество эпигенетических механизмов, включая 

метилирование ДНК, ремоделирование хроматина и посттрансляционную 
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модификацию гистонов, могут вносить вклад в формирование 

гетерогенности [77]. Особое внимание уделяется и микросреде опухоли. 

В настоящее время развитие внутриопухолевой гетерогенности 

рассматривают в рамках двух теорий: опухолевых стволовых клеток (ОСК) и 

клональной эволюции опухоли [78]. Согласно теории ОСК опухолевый 

процесс инициируется генетическими нарушениями в стволовой клетке. ОСК 

обладают способностью к неограниченной пролиферации и самообновлению 

с образованием идентичных клеток либо генотипически и фенотипически 

различных опухолевых субклонов. Также эти клетки обладают высокой 

устойчивостью к стандартной химиотерапии и лучевой терапии [79]. 

Теория клональной эволюции объясняет возникновение 

внутриопухолевой гетерогенности как результат появления драйверных 

мутаций в соматических клетках, что ведѐт к образованию эволюционно 

новых субклонов. Внутриопухолевая гетерогенность возникает из-за 

постоянного приобретения молекулярных изменений во время 

прогрессирования опухоли. По мере роста опухоли отдельные клетки и 

клоны постоянно конкурируют за питательные вещества, кислород и 

пространство в микросреде опухоли. В этой селективной среде клоны 

развиваются и приобретают изменения, которые позволяют им выживать и 

размножаться, по сути становясь доминирующими субклонами, в то время 

как другие либо погибают, либо остаются неподвижными [80]. Данные 

мутации обеспечивают преимущество в опухолевом росте определѐнным 

субклоном. 

Также на развитие внутриопухолевой гетерогенности влияет 

микроокружение опухоли. Возможный вклад в этот процесс вносят 

внеклеточные везикулы (ВВ). Внеклеточные везикулы – это маленькие 

пузырьки размером от 10 нм до 1 мкм, высвобождаемые из опухолевых 

клеток и содержащие молекулы РНК, а также геномную ДНК и кДНК 

(комплементарную ДНК). Содержимое внеклеточных везикул проникает в 



21 
 

соседние клетки и передаѐт им проонкогенные сигналы, приводя к 

возникновению новых мутаций [81]. Микроокружение опухоли влияет на 

гетерогенность опухоли и за счѐт создания благоприятных условий для 

поддержания пула стволовых клеток [82]. Кроме того было показано, что 

микроокружение  способно регулировать экспрессию гена PTEN в клетках 

глиомы in vivo посредством специфического для астроцитов высвобождения 

микроРНК [83].  

Помимо вышеперечисленных причин внутриопухолевое разнообразие 

может быть индуцировано и химиотерапией [84]. 

1.6 Внутриопухолевая гетерогенность астроцитарных новообразований 

 

Морфологическая гетерогенность глиальных опухолей привлекала 

внимание учѐных ещѐ с первой половины XX века [3, 4].  В 1926 году Бейли 

и Кушинг впервые применили термин «мультиформная глиобластома», под 

которым подразумевалось наличие внутри одной опухоли отдельных 

областей, содержащих различные по форме клетки: анапластические 

астроциты, олигодендриоциты и недифференцированных клетки [85]. В  

дальнейшем морфологическая гетерогенность была подтверждена в 

нескольких исследованиях [88, 89].  

При гистологическом исследовании астроцитарных новообразований 

наблюдаются существенные разногласиям между патоморфологами. Частота 

расхождения диагнозов доходит до 20%, что подвергает сомнению 

однородную структуру опухоли [88].  

Во множестве исследований  показано, что недостаточное количество 

материала для морфологического исследования может приводить к 

неправильной постановке диагноза [89–92]. В 62% случаев глиальные 

опухоли сохраняют гистологические участки разной степени 
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злокачественности в пределах одной опухоли, что увеличивает вероятность  

неправильной постановки диагноза в случаях исследования небольших 

фрагментов новообразования [93]. Также была обнаружена корреляция 

между меньшим количеством патологических образцов и более низкой 

частотой выявления глиобластомы [96, 97]. В зарубежной литературе нет 

единого подхода к оптимальному количеству опухолевых фрагментов, 

необходимых для гистологического исследования астроцитарных 

новообразований. 

 О неоднородности строения глиальных опухолей сообщается и при 

применении инструментальных методов исследования. Так, при диагностике 

с помощью компьютерной томографии (КТ) описаны случаи различной 

плотности клеток в некротизированном центре и по периферии опухоли [98, 

99]. При использовании МРТ-визуализации также отмечается 

неоднородность изображения внутри одной опухоли, причѐм неодинаковые 

участки имели различную экспрессию генов в глиобластоме [98]. 

Молекулярно-генетическая гетерогенность изучается с помощью различных 

методов, как на уровне всей опухоли, так и на уровне отдельных клеток. The 

Cancer Genome Atlas (TCGA) подразделяет ГБ на несколько молекулярных 

подтипов: классический, невральный, проневральный и мезенхимальный. 

Классический подтитип  характеризуется амплификациями или мутациями 

рецептора эпидермального фактора роста (EGFR); невральный – экспрессией 

нейрональных генов NEFL, GABRA1, SYT1 и SLC12A5; пронейральный 

подтип экспрессирует гены нервных стволовых клеток, такие как Sox2 и 

Olig2, рецептор фактора роста тромбоцитов альфа (PDGFRA);  

мезенхимальный подтип – мутации в гене нейрофиброматоза 1 (NF1) [99]. В 

дальнейшем была выявлена связь между молекулярным подтипом и 

гистологическим строением. Так, мелкоклеточное строение и  

микрососудистая пролиферация были связаны с классическим подтипом; 

олигодендроглиальные признаки встречались в пронейральном подтипе; 
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плеоморфизм, эпителиоидные клетки и воспалительная инфильтрация 

характеризовали мезенхимальный подтип [100]. Однако в некоторых 

опухолях  были области, содержащие сразу оба молекулярных подтипа [103, 

104]. Такие опухоли имели худшую общую выживаемость по сравнению с 

однородным молекулярным подтипом [103].  

Множество исследований показывают, что подгруппы ГБ непостоянны и 

различаются пространственно и временно в пределах одной и той же опухоли 

[5, 103, 104, 106]. Первые попытки исследовать внутриопухолевую 

гетерогенность глиом заключались в исследовании различных участков 

одной опухоли. Анализ этих отдельных фрагментов опухоли выявил как 

уникальные, так и общие изменения числа копий генов в разных фрагментах 

[102].  

Несколькими учѐными отмечено наличие субклонов опухоли с  

гетерогенной  амплификацией тирозинкиназных рецепторов EGFR, 

PDGFRA, MET [7, 104, 107]. При этом клетки имели различную морфологию. 

Амплификации EGFR была ассоциирована с агрессивным фенотипом, 

скудной васкуляризацией и мелкоклеточной морфологической картиной. 

Наоборот, PDGFRA-амплифицированный клетки были в значительной 

степени связаны с фибриллярной морфологией и более васкуляризованными 

областями [106] .  Кроме того, обнаружены множественные аберрации в гене 

EGFR (EGFRvIII и карбоксиконцевые делеции EGFR) в разных участках 

опухоли [8, 109]. Также отмечено изменение амплификации ЕGFR и 

экспрессии EGFRvIII при рецидивах опухоли. Авторы связывают это с тем, 

что другие более адаптированные субклоны, существующие внутри опухоли, 

способны вытеснить клетки с данными мутациями. В этом случае речь идѐт о 

временной (longitudinal) гетерогенности – изменение состава опухоли с 

течением времени в процессе лечения. Было также описано так называемое 

мутационное переключение опухоли, когда одна мутация EGFR заменялась 

другой при рецидиве опухоли. Так, в исследовании Wang J. с соавт. (2016) 
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мутация EGFR S645C была  заменена на EGFRvIII [108]. Несмотря на 

множество попыток таргетного воздействия с помощью лекарственных 

препаратов, направленных на  блокирование тирозинкиназных рецепторов, 

так и не удалось достигнуть клинически значимого эффекта в лечении 

глиальных новообразований, что опять же говорит в пользу наличия 

нескольких субклонов в опухоли [109]. 

Гетерогенная экспрессия гена отмечалась также у гена ATRX, которая  

встречалась в 20% ГБ и была связана с более высокой частотой 

амплификаций гена EGFR [110]. 

 В немногочисленных работах отмечается гетерогенная экспрессия генов: 

PTEN, VEGF, TP53, BRAF, MYC, MET, PIK3CA, NOTCH2 [6, 86, 104, 105, 

113–115].  

Последующие исследования были направлены на изучение 

гетерогенности на уровне отдельных клеток и сообщали о различных 

программах транскрипции, состояниях клеток (дифференцированные,  

стволовые) и способности к пролиферации между отдельными опухолевыми 

клетками [102, 112, 115–117]. Было показано на геномном и функциональном 

уровне, что клетки глиобластомы состоят из множества субклонов, имеющих 

разные характеристики, в частности, такие как агрессивность опухоли и 

устойчивость к лекарственной терапии [113, 116]. Были определены 

различные функциональные области опухоли, например, область гипоксии, 

область пролиферации и область стволовых клеток [117].   

Возможным источником гетерогенности являются стволовые клетки. 

Впервые стволовые клетки в опухолях головного мозга человека были 

обнаружены ещѐ в 2003 году [118] . В  дальнейшем это было подтверждено 

во множестве исследований [121, 122]. Стволовые клетки способствуют 

развитию радиорезистентности, химиорезистентности, ангиогенеза, инвазии 

и рецидивирования опухоли [121]. Наблюдения как in vitro, так и in vivo 
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подтверждают существование субпопуляций опухолевых стволовых клеток 

человека, способных инициировать опухоли и повторять гетерогенность 

опухоли при введении мышам [122]. Стволовые клетки ГБ демонстрируют 

клеточную и фенотипическую гетерогенность, зависящую от анатомического 

расположения в опухоли и различных сигналов микросреды [121, 123, 125]. 

Особую роль в развитии гетерогенности играет микроокружение опухоли 

[126, 127]. Структура глиальных опухолей неоднородна, с помощью 

стандартного окрашивания гематоксилин-эозином можно выявить несколько 

областей: зону инфильтрации, передний край опухоли и центральное ядро, 

которое состоит из множества отдельных областей, включая клетки, 

пролиферирующие в области микрососудов, и псевдопалисадные клетки 

вокруг некрозов [126]. Prabhu А. с соавт. (2017), используя общедоступный 

набор данных секвенирования РНК проекта Ivy Foundation Glioblastoma Atlas 

Project (Ivy GAP, http://glioblastoma.alleninstitute.org/), содержащий геномные 

профили 119 структурных областей из 37 различных глиобластом, 

обнаружили взаимосвязь между гетерогенностью подтипа глиобластомы и ее 

локализацией в структурной области. Так, компоненты зоны инфильтрации 

несли пронейральный подтип, перинекротические области включали 

исключительно мезенхимальный подтип, центральные области опухоли были 

представлены либо классическими, либо невральными подтипами. Так же 

авторы отмечают, что отдельные области из разных опухолей несут 

одинаковые молекулярные подтипы, что говорит об отсутствии 

межопухолевой геномной гетерогенности [129, 130]. 

  Кроме того, внутриопухолевая гетерогенность может быть 

индуцирована химиотерапией. Было обнаружено возникновение новых 

мутаций после применения  химиопрепарата темозоломид у мышей с ГБ [79]. 

Также было продемонстрировано  одновременное наличие в первичной ГБ 

устойчивых и чувствительных к темозоломиду субклонов  [111].   

http://glioblastoma.alleninstitute.org/
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Особая роль в формировании гетерогенности отводится 

эпигенетическим процессам, а именно, пострансляционной модификации 

гистонов, изменяющих структуру хроматина, метилированию промоторной 

области ДНК и экспрессии микро-РНК.  Так, наблюдались различия в  уровне 

метилирования ДНК между областями опухоли на расстоянии 5 мм друг от 

друга [129]. В последующих исследованиях также были выявлены различия в 

уровне метилирования ДНК в различных участках опухоли [71, 134, 135]. 

Было показано, что гетерогенность метилирования ДНК связана с 

клональным прогрессированием глиомы низкой степени злокачественности 

[77]. Кроме того, найдена пространственная эпигенетическая неоднородность 

ферментов репарации ДНК (MGMT, MSH2,PMS2, APEX1 и PARP1) и генов 

регуляторов клеточного цикла (TP53)  [79, 136, 137].  Hayes J с соавт. (2018) 

описали различные точечные мутации в гене IDH1 (R132H и R132C) в 

разных областях глиомы низкой степени злокачественности (grade II) [134]. В 

первичной ГБ обнаружено гиперметилирование белков, связывающих 

хроматин (CTCF, EZH2 и KDM4A) [135].  

Таким образом, наличие морфологической и молекулярно-

генетической гетерогенности подтверждается в немногочисленных 

зарубежных исследованиях. Крайне мало работ посвящено изучению 

изменения экспрессии генов репарации ДНК – MGMT, ERCC1 и онкогенов – 

PDGFR-, VEGF, c-kit, а также TOP2A. В нашем исследовании мы впервые в 

России изучили внутриопухолевую морфологическую и молекулярно-

генетическую гетерогенность с оценкой уровней экспрессии мРНК генов 

MGMT, ERCC1, PDGFR-α, VEGF, TOP2A, C-kit и мутаций в генах IDH1/2 в 

каждом фрагменте опухолевой ткани у пациентов с диффузной 

астроцитомой, анапластической астроцитомой и первичной глиобластомой 

изучили внутриопухолевую морфологическую и молекулярно-генетическую 

гетерогенность с оценкой уровней экспрессии мРНК генов MGMT, ERCC1, 
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PDGFR-α, VEGF, TOP2A, C-kit и мутаций в генах IDH1/2 в каждом 

фрагменте опухолевой ткани. 
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Глава 2. Материалы и методы 

 

Проведено проспективное и ретроспективное исследование 22 больных 

в возрасте 18 лет и старше с впервые диагностированной 

супратенториальной нейроэпителиальной опухолью. Женщин было 14. Всем 

пациентам было выполнено хирургическое удаление опухоли со степенью 

циторедукции от субтотального до практически тотального удаления. Под 

макроскопически тотальным удалением понималась резекция опухоли 95% и 

более, под субтотальным – 80-94%. Интраоперационно проводился забор 

фрагментов опухолевой ткани из пяти равноудаленных точек с минимальным 

расстоянием между ними 15 мм под контролем УЗ-навигации и 

флюоресцентной микроскопии с использованием 5-аминолевулиновой 

кислоты (рис. 1).  

 

Рисунок 1. Точки интраоперационного забора материала для 

определения внутриопухолевой гетерогенности. 

Кусочки опухоли помещались в пробирки с 10% нейтральным 

формалином и маркировались по локализации. В дальнейшем выполнялось 

изготовление парафиновых блоков по стандартной методике. 

Гистологический диагноз ставился в соответствии с классификациями ВОЗ 
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опухолей ЦНС (2007/2016). ИГХ всех образцов опухолевой ткани 

выполнялось c использованием антител GFAP (poly, DakoCytomation) и Ki-67 

(MIB-1, DakoCytomation), а при подозрении на наличие примитивного 

нейроэктодермального компонента в опухоли: Syn (27G12, DakoCytomation), 

NB (NB84A, Leica), CD99 (12E7, DakoCytomation). При оценке 

цитоплазматического окрашивания антителами GFAP, Syn, NB, CD99 

применялся полуколичественный метод: 0 – окрашивание отсутствует, 1+ – 

слабое окрашивание, 2+ – умеренное окрашивание, 3+ – интенсивное 

окрашивание. При ядерном окрашивании антителом Ki-67 определялся 

процент окрашенных клеток к их общему числу. 

Для изучения молекулярно-генетической гетерогенности с блока 

производился прицельный забор опухолевых клеток с минимальным 

объемом информативного материала не менее 85%. Относительная 

экспрессия мРНК генов ERCC1, TOP2A, MGMT, VEGF, C-kit, PDGFR- 

определялась при помощи полимеразной цепной реакции (ПЦР) в режиме 

реального времени на оборудовании CFX96 Real-Time PCR DetectionSystem 

(BioRadLaboratories, США) (рис. 2). 

 

           

Рисунок 2. Метод определения экспрессии мРНК – ПЦР в режиме реального 

времени. а) высокий уровень экспрессии, б) низкий уровень экспрессии (∆ 

Ct< 0,7 – высокий; 0,7 < ∆Ct< 3 – средний; ∆ Ct= > 3 – низкий). 
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Мутации в генах IDH1 (экзон 4) и IDH2 (экзон 4) выявляли при помощи 

анализа кривых плавления ПЦР-продуктов с высоким разрешением (HRMA – 

High Resolution Melting Analysis) с последуюшим секвенированием ДНК. 
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Глава 3. Результаты исследования 

 

На наличие внутриопухолевой морфологической гетерогенности было 

исследовано 110 парафиновых блоков, полученных от 22 больных. 

Полученные результаты по внутриопухолевой морфологической 

гетерогенности представлены в таблице 1 (приложение 1). 

ДА была диагностирована у одного больного, АА – у 5, первичная ГБ – 

у 16 больных. В 16 случаях из 22 (72,7%) была выявлена внутриопухолевая 

морфологическая гетерогенность. Морфологическая гетерогенность 

отсутствовала у 6 пациентов (6/22, 27,3%), из которых 5 были с первичной ГБ 

и один с АА. Таким образом, внутриопухолевая морфологическая 

гетерогенность в первичной ГБ присутствовала в 68,8% (11/16), в АА – в 80% 

(4/5) и в единственном случае ДА. В 50% случаев опухоль была гетерогенна 

в трех и более фрагментах из пяти. 

Описание клинического случая (из таблицы 1, № 19) морфологической 

гетерогенности опухоли (рис. 3-7). 

           

а                                                                 б 
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Рисунок 3. Морфологическая гетерогенность. Правый полюс. а – мозг. 

Окраска гематоксилином и эозином; Х100. б – ИГХ-исследование, ядерное 

окрашивание антителом Ki-67; Х100. в – диффузная 

астроцитома/анапластическая астроцитома. Окраска гематоксилином и 

эозином; Х100. г – ИГХ-исследование, ядерное окрашивание антителом Ki-

67; Х100.  

 

            

а                                                                 б 
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Рисунок 4. Морфологическая гетерогенность. Левый полюс. а – диффузная 

астроцитома с явлением нейронофагии. Окраска гематоксилином и эозином; 

Х100. б – ИГХ-исследование, ядерное окрашивание антителом Ki-67; Х100. в 

– анапластическая астроцитома. Окраска гематоксилином и эозином; Х100. г 

– ИГХ-исследование, ядерное окрашивание антителом Ki-67; Х100. 

 

             

а                                                                 б 
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Рисунок 5. Морфологическая гетерогенность. Центр. а – диффузная 

астроцитома с микрокистозом. Окраска гематоксилином и эозином; Х100. б – 

ИГХ-исследование, ядерное окрашивание антителом Ki-67; Х100. в – 

анапластическая астроцитома. Окраска гематоксилином и эозином; Х100. г – 

ИГХ-исследование, ядерное окрашивание антителом Ki-67; Х100. 

 

             

а                                                                 б 
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                                  в 

Рисунок 6. Морфологическая гетерогенность. Задний полюс. а – диффузная 

астроцитома/анапластическая астроцитома. Окраска гематоксилином и 

эозином; Х100. б, в – ИГХ-исследование, ядерное окрашивание антителом 

Ki-67; Х100. 

 

          

а                                                                 б 

Рисунок 7. Морфологическая гетерогенность. Передний полюс. а –

анапластическая астроцитома. Окраска гематоксилином и эозином; Х100. б – 

ИГХ-исследование, ядерное окрашивание антителом Ki-67; Х100. 
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В ходе исследования была диагностирована глиобластома с 

примитивным нейроэктодермальным компонентом с индексом 

пролиферативной активности Ki-67 до 80-90% в участках эмбриональной 

опухоли и позитивной окраской антителами +Syn и NSE в ней (табл. 1, 

случай 14). Встречались участки опухоли с картиной «диффузной 

астроцитомы GII» и индексом пролиферативной активности в них 2-3% и Ki-

67 около 80-90% в фокусах примитивного нейронального компонента. 

Внутриопухолевая молекулярно-генетическая гетерогенность была 

изучена у 8 пациентов (2 пациента – АА и 6 – ГБ). Всего проанализировали 

33 фрагмента опухолевой ткани (по 5 фрагментов из каждого опухолевого 

узла, из них в 7 не удалось выделить достаточное количество РНК для 

проведения анализа). Изменение уровней экспрессии шести генов (ERCC1, 

TOP2A, MGMT, VEGF, C-kit, PDGFR-) изучено в 48 экспрессионных 

анализах (табл. 2). 

Таблица 2. Внутриопухолевая морфологическая и молекулярно-генетическая 

гетерогенность.  

Случай 1 (ГБ) MGMT TOP2A c-kit PDGFRA VEGF ERCC1 IDH1/IDH2 Ki-67 (%) 

перед.пол (AA-ГБ) 4.7 (н) 3.8 (н) 3.3 (ср) 1.1 (ср) -2.7 (в) -1.1 (в) WT 10-18 

центр (некроз-ГБ) 3.9 (н) 3.7 (ср) 2.7 (ср) 0.0 (ср) -1.9 (в) -1.3 (в) WT 22 

слева (AA-ГБ) 5.8 (н) 4.5 (н) 3.9 (н)  - 0.3 (ср) -3.9 (в) -1.1 (в) WT 8-20 

справа (AA-ГБ) 3.7 (н) 2.5 (ср) 3 (ср) 0.3 (ср) -2.2 (в) -1.5 (в) WT 8-25 

задн.пол   (ГБ) 3.8 (н) 3.9 (н) 2.8 (ср) 0.4 (ср) -1.9 (в) -0.9 (в) WT 20 

         

Случай 2 (ГБ) MGMT TOP2A c-kit PDGFRA VEGF ERCC1 IDH1/IDH2 Ki-67 

справа (ДA-AA) 2.9 (ср) 8.6 (н) 2.4 (ср) 2.6 (н) -0.4 (ср) -2.5 (в) IDH1 R132H н.д. 

слева (AA-ГБ) 2.2 (ср) 4.9 (н) 1.3 (ср) 4.5 (н) -3.9 (в) -1.0 (в) IDH1 R132H 7-20 

задн. пол (мозг-ДA) 2.3 (ср) 8.5 (н) 2.6 (ср)  - 1.8 (ср) 1.1 (ср) -0.7 (в) IDH1 R132H 0-1-5 

перед.пол (ДA-AA) 2.2 (ср) 9.8 (н) 3.4 (ср)  - 0.2 (ср) -0.5 (ср) -2.1 (в) IDH1 R132H н.д. 

центр (некроз-AA) 1.7 (ср) 4.7 (н) 1.4 (ср) 3.6 (н) -2.4 (в) -1.3 (в) IDH1 R132H 8 

                  

Случай 3 (ГБ) MGMT TOP2A c-kit PDGFRA VEGF ERCC1 IDH1/IDH2 Ki-67 

центр (ГБ) 3.0 (н) 1.8 (ср) 2.5 (ср) 0.8 (ср) -0.1 (ср) -1.0 (в) WT 18 

справа (некроз-ГБ) нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК 14 
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слева (некроз-ГБ) нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК 20 

задн.пол (ГБ) 2.0 (ср) 4.5 (н) 3.5 (ср) 0.3 (ср) -1.7 (в) -1.1 (в) WT 16 

перед.пол (ГБ) 3.6 (н) 1.0 (ср) 5.3 (н) 1.1 (ср) 0.2 (ср) -0.5 (в) WT 30 

                  

Случай 4 (AA) MGMT TOP2A c-kit PDGFRA VEGF ERCC1 IDH1/IDH2 Ki-67 

центр (ДA-АА) 3.7 (н) 4.7 (н) 1.6 (ср)   -0.9 (ср) 3.0 (н) 1.8 (н) IDH1 R132H 3-10 

справа (АА) 10.0 (н) 3.6 (ср) 2.8 (ср)   -0.1 (ср) 3.1 (н) 1.6 (н) IDH1 R132H 8 

слева (мозг-ДA) нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК 0-1-6 

задн.пол (АА) нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК 12 

передн.пол (AA) 10.0 (н) 9.0 (н) 2.3 (ср)   -1.6 (ср) 2.4 (н) 10.0 (н) IDH1 R132H 8 

                  

Случай 5 (ГБ) MGMT TOP2A c-kit PDGFRA VEGF ERCC1 IDH1/IDH2 Ki-67 

центр (некроз) 2.0 (ср) 3.2 (ср) 7.6 (н) 0.9 (ср) -4.7 (в) -3.0 (в) WT - 

справа (ГБ) 2.6 (ср) 1.8 (ср) 10.0 (н) 1.4 (н) -4.3 (в) -1.3 (в) WT 16 

слева (некроз) 2.0 (ср) 2.7 (ср) 5.6 (н) 0.9 (ср) -4.3 (в) -1.9 (в) WT - 

задн.пол (ГБ) 2.7 (ср) 1.5 (ср) 8.5 (н) 0.5 (ср) -4.2 (в) -2.1 (в) WT 20 

передн.пол (ГБ) 3.1 (н) 1.7 (ср) 5.3 (н) 1.7 (н) -3.0 (в) -1.0 (в) WT 25 

         

Случай 6 (ГБ) MGMT TOP2A c-kit PDGFRA VEGF ERCC1 IDH1/IDH2 Ki-67 

центр (ГБ)   3.9 (н) 2.6 (ср) 5.9 (н) -0.4 (ср) -3.1 (в) -0.9 (в) WT 12 

передн. пол (ГБ) 4.1 (н) 1.4 (ср) 7.0 (н) -1.6 (ср) -2.0 (в) -0.7 (в) WT 18 

слева (ГБ) 4.0 (н) 0.7 (в) 7.0 (н) -2.4 (в) -2.2 (в) -0.7 (в) WT 25 

справа (некроз-ГБ) 8.0 (н) 1.0 (ср) 6.2 (н) -0.4 (ср) -1.4 (в) 3.7 (н) WT 12 

задн.пол (некроз-ГБ) 2.8 (ср) 1.8 (ср) 7.1 (н) -0.2 (ср) -2.9 (в) -1.2 (в) WT 20 

         

Случай 7 (ГБGIV) MGMT TOP2A c-kit PDGFRA VEGF ERCC1 IDH1/IDH2 Ki-67 

центр (ДA- ГБ) нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК 5-14 

справа (мозг-ДA) нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК 0-1-4 

задн.пол (ГБ) нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК нет РНК 25 

слева (ГБ) 4.1 (н) 2.2 (ср) 3.6 (н) -2.4 (в) -2.5 (в) -1.6 (в) IDH1 R132H 16 

перед.пол (ДA-ГБ) 2.7 (ср) 2.8 (ср) 4.9 (н) -1.8 (ср) 0.2 (ср) -1.6 (в) IDH1 R132H 4-14 

         

Случай 8 (AAGIII) MGMT TOP2A c-kit PDGFRA VEGF ERCC1 IDH1/IDH2 Ki-67 

центр (AA) 3.0 (н) 4.0 (н) 4.1 (н) 0.2 (ср) 1.4 (ср) -0.7 (в) IDH1 R132H 8 

справа (ДА-AA) 4.0 (н) 3.8 (н) 5.6 (н) 0.1 (ср) 2.8 (н) -0.4 (в) IDH1 R132H 3-10 

задн.пол (ДA-AA) 3.0 (н) 3.0 (н) 3.1 (ср) -0.1 (ср) 1.7 (ср) -0.7 (в) IDH1 R132H 5-10 

слева (мозг-AА) 3.6 (н) 4.6 (н) 2.9 (ср) -0.3 (ср) 2.5 (н) -0.2 (в) IDH1 R132H 0-1-10 

передн.пол (AA) 3.1 (н) 3.4 (н) 3.3 (ср) 0.0 (ср) 2.2 (н) -1.1 (в) IDH1 R132H 8 

Примечание. ДА – диффузная астроцитома; АА – анапластическая астроцитома; ГБ – глиобластома; Ki-67 – 

индекс пролиферативной активности; н – низкий; в – высокий; ср – средний; н.д. – нет данных. 
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Экспрессия генов MGMT, ERCC1, PDGFR-α, VEGF, TOP2A, C-kit 

изучена в 48 экспрессионных анализах. Уровни экспрессии мРНК генов 

PDGFR-α, VEGF, TOP2A, MGMT в разных фрагментах одной опухоли 

различались в 4 из 8 случаев (50%), в гене C-kit – в 3 из 8 (37,5%),  в гене 

ERCC1 – 1 из 8 (12,5%). Таким образом, уровни экспрессии мРНК всех 

изучаемых генов отличались в 41,7% (20/48) и оставались неизменѐнными в 

58,3% случаев.  

Молекулярно-генетическая гетерогенность не выявлена при 

определении мутаций в генах IDH1/2. Мутация была обнаружена в гене IDH1 

(R132H) в 50% (4/8) случаев – в двух первичных ГБ и двух АА (табл. 2). 

 В 62,5% случаев (5/8) была выявлена морфологическая гетерогенность 

с различным значением индекса пролиферативной активности (Ki-67).  

Индекс пролиферативной активности иногда сильно различался в пределах 

одной опухоли. 

Морфологическая   характеризовалась большей частотой и встречалась  

в 72,7% случаев, а  молекулярно-генетическая в  41,7% случаев. 
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Заключение 

 

Было проведено проспективное и ретроспективное исследование 22 

больных в возрасте 18 лет и старше с впервые диагностированной 

супратенториальной нейроэпителиальной опухолью. Всем пациентам было 

проведено хирургическое удаление опухоли с интраоперационным забором 

фрагментов опухолевой ткани из 5 равноудаленных точек. Выполнена 

гистологическая верификация материала с иммуногистохимическим 

исследованием (ИГХ). В части случаев была определена относительная 

экспрессия мРНК генов ERCC1, TOP2A, MGMT, VEGF, C-kit, PDGFR-альфа 

и наличие мутации в генах IDH1 (экзон 4) и IDH2 (экзон 4).  

Внутриопухолевая морфологическая гетерогенность была изучена у 22 

больных (110 парафиновых блоков) и присутствовала в 68,8% ГБ (11/16), в 

АА – в 80% (4/5) и в единственном случае ДА. В 50% случаев опухоль была 

гетерогенна в трех и более фрагментах из пяти, что существенно осложняет   

постановку правильного гистологического диагноза в случае малого 

количества материала, предоставленного морфологам для исследования.   

Внутриопухолевая молекулярно-генетическая гетерогенность была 

изучена в 8 случаях (2 случая – АА и 6 – ГБ). Всего проанализировали 33 

фрагмента опухолевой ткани (по 5 фрагментов из каждого опухолевого узла, 

из них в 7 не удалось выделить достаточное количество РНК для проведения 

анализа). Изменение уровней экспрессии шести генов (ERCC1, TOP2A, 

MGMT, VEGF, C-kit, PDGFR-) изучено в 48 экспрессионных анализах. 

Уровни экспрессии мРНК генов PDGFR-α, VEGF, TOP2A, MGMT в разных 

фрагментах одной опухоли различались в 4 из 8 случаев (50%), в гене C-kit – 

в 3 из 8 (37,5%), в гене ERCC1 –1 из 8 (12,5%). Таким образом, уровни 

экспрессии мРНК всех изучаемых генов отличались в 41,7% (20/48) и 

оставались неизменѐнными в 58,3% случаев (28/48). В большинстве случаев 
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уровень экспрессии мРНК колебался в пределах уровня «низкий-средний» 

или «высокий-средний». И только в одном случае (№ 6) уровень экспрессии 

мРНК гена ERCC1 был в категории от низкого до высокого (табл. 2). На 

данный аспект теоретически мог повлиять процент опухолевых клеток в 

образцах, но мы постарались свести данный методологический недостаток к 

минимуму, забирая материал с содержанием опухолевых клеток более 85%. 

Самой стабильной аберрацией являлась мутация в гене IDH1(R132H), 

которая или присутствовала, или отсутствовала во всех фрагментах опухоли. 

Возможно, это связано с тем, что мутации для гена IDH являются 

неслучайными событиями и  появляются ещѐ на ранних этапах развития 

опухоли [21]. 
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Выводы 

 

1. Морфологическая внутриопухолевая гетерогенность была выявлена у 

пациентов с диффузной астроцитомой, анапластической астроцитомой 

и первичной глиобластомой в 72,7% случаев –  в 68,8% ГБ (11/16), в 

АА – в 80% (4/5) и в единственном случае ДА. 

2. Экспрессия мРНК генов MGMT, ERCC1, PDGFR-α, VEGF, TOP2A, C-

kit отличалась в разных фрагментах опухолевой ткани в 41,7% случаев. 

Молекулярно-генетическая гетерогенность при определении мутаций в 

генах IDH1/2 не выявлена. 

3. С целью повышения точности постановки гистологического диагноза 

необходимо во время оперативного вмешательства осуществлять забор 

не менее трѐх фрагментов опухолевой ткани. 
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Приложение 

 Приложение 1 

Таблица 1. Внутриопухолевая морфологическая гетерогенность. 

номер 

случая/

лок-

ция/д-з 

правый полюс левый полюс Центр передний полюс задний полюс окончательный 

диагноз 

гетерог

енность 

диагноз Ki-67 

(%) 

диагноз Ki-67 

(%) 

Диагноз Ki-67 

(%) 

диагноз Ki-67 

(%) 

диагноз Ki-67 

(%) 

  

1 АА 8-10 АА 8-12 АА  8-10 АА  7-8 АА    8  АА нет 

2 ГБ 30-35 ГБ 30 ГБ 35-40 ГБ 40-45 ГБ 40 ГБ нет 

3 ГБ 10-12 ГБ 20-25 ГБ 10-12 мозг/ ГБ 0/16-18 ГБ 18-20 ГБ есть 

4 ГБ 25-30 ГБ 30-40 ГБ 35-40 ГБ 40-45 ГБ 30-40 ГБ нет 

5 ДА/АА <5/7-9 АА   8-10 АА  6-8 ДA/АА <5/5-6 мозг/АА  0/6-8 АА есть 

6 ГБ 12-14 ГБ 18-20 ГБ 18 ГБ 30 ГБ 14-16 ГБ нет 

7 АА 7-8 мозг/ДА/АА 2-3/5-6 ДА/АА 2-3/10 АА  7-8 АА  10-12 АА есть  

8 ГБ  16 некроз н.д. Некроз н.д. ГБ 25 ГБ 20 ГБ нет 

9 ДА/ГБ 4-5/50 ДА/ГБ 1-2/25 ДА 2-3 АА/ГБ 5-7/35-40 ДА/АА 2-3/10 ГБ есть 
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Примечание: ДА ─ диффузная астроцитома GII; АА ─ анапластическая астроцитома GIII; ГБ ─ глиобластома GIV; Ki-67 ─ индекс 

пролиферативной активности; ПНЕО ─ примитивный нейроэктодермальная опухоль; н.д. – нет данных. (Note: DA ─ diffuse astrocytoma GII; 

AA  ─ anaplastic astrocytoma GIII; GB  ─ primary glioblastoma GVI; Ki67 ─ proliferative index; PNET ─ primitive neuroectodermal tumor; n/a  ─ 

no information available). 

10 мозг/ДА/АА 1/2-3/5-6 мозг/ГБ 1-2/10-12 АА 8-10 Мозг  0-1  АА  8-9 АА есть 

11  ДА/ГБ 1-2/10-12 ГБ 40-45 мозг/ДА н.д. ГБ 30-35 мозг/ГБ 1/50 ГБ есть 

12 ДА/АА  2-3/5-6 н.д. н.д. ГБ 30-40 АА  5-6 ГБ 20-25 ГБ есть 

13 ДА 2 ДА 1-2 ДА 1-2 ДА 2-5 мозг 1 ДА есть 

14 ГБ с ПНЕО 25-30 ГБ с ПНЕО 30/80-90 ГБ 10-40 ДА/ГБ с ПНЕО 2-3/90  ГБ с ПНЕО 80 ГБ с ПНЕО есть 

15 ГБ 12-16 ГБ 20-25 н.д. н.д. ГБ 20 ДА/ГБ 3-4/20 ГБ есть 

16 ГБ 30-40 АА/ГБ 5-7/20 ГБ 16-18 ДА/АА 4-5/8-10 ГБ 20 ГБ есть 

17 ГБ 25-30 ГБ 20-25 ГБ 40-45 ГБ 25-30 ГБ 35-40 ГБ нет 

18 мозг/ДА 0-1/3-4 ГБ 15-16 ДА/АА/ГБ 4-5/14 ДА/АА/ГБ 3-4/14 ГБ 20-25 ГБ есть 

19 мозг/ДА/АА 1/3/8-10 ДА/АА 3-4/8-10 ДА/АА 2-3/6-8 АА 6-8 ДА/АА 5/7-10 АА есть 

20 ГБ 25-35 ГБ 20-25 ГБ 20-25 АА 7-8 ГБ 16 ГБ есть  

21 мозг/ГБ 1/30 мозг 1 ГБ 20-25 ГБ 30 ДА/АА 2-3/10 ГБ есть  

22 ДА/АА н.д. АА/ГБ 5-7/20 АА 7-8 ДА/АА н.д. ДА 5 ГБ есть 



Приложение 2 

 

Морозова А.С. с соавт.  Внутриопухолевая морфологическая и молекулярно-

генетическая гетерогенность в астроцитомах разной степени 

злокачественности / Фундаментальная наука и клиническая медицина – 

Человек и его здоровье: Материалы научной конференции. – СПб.: Сциентиа, 

2021. – с 411-412.   

Введение. Астроцитарные новообразования характеризуется высокой 

частотой  рецидивирования  и приобретением резистентности к проводимой 

терапии. Одна из возможных причин этого – внутриопухолевая 

гетерогенность. 

Цель работы. Определить наличие морфологической и молекулярно-

генетической гетерогенности в первичной глиобластоме (ГБ), 

анапластической астроцитоме (АА) и диффузной астроцитоме (ДА). 

Материалы и методы. Было проведено проспективное исследование 22 

больных в возрасте 18 лет и старше с впервые диагностированной 

супратенториальной нейроэпителиальной опухолью. Всем пациентам было 

проведено хирургическое удаление опухоли с интраоперационным забором 

фрагментов опухолевой ткани из 5 равноудаленных точек. Выполнена 

гистологическая верификация материала с иммуногистохимическим 

исследованием (ИГХ). В части случаев была определена относительная 

экспрессия мРНК генов ERCC1, TOP2A, MGMT, VEGF, C-kit, PDGFR-альфа 

при помощи полимеразной цепной реакции (ПЦР) в режиме реального 

времени. Мутации в генах IDH1 (экзон 4) и IDH2 (экзон 4) выявлялась при 

помощи анализа кривых плавления ПЦР-продуктов с высоким разрешением 

(HRMA – High Resolution Melting Analysis) с последующим секвенированием 

ДНК. 
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Результаты. Морфологическая внутриопухолевая гетерогенность была 

выявлена в 72,7% случаев (16/22). В первичной ГБ гетерогенность 

наблюдалась в 68,8% (11/16), в АА – в 80% (4/5) и в единственном случае 

ДА. Ровно в половине случаев опухоль была гетерогенна в трех и более 

фрагментах из пяти (50%).  Внутриопухолевая молекулярно-генетическая 

гетерогенность изучена у 8 пациентов (2 случая – АА и 6 – ГБ) в 48 

экспрессионных анализах генов (ERCC1, TOP2A, MGMT, VEGF, C-kit, 

PDGFR-альфа) и присутствовала в 41,7% (20/48) случаев.  

Выводы. Для астроцитарных новообразований характерна морфологическая 

и молекулярно-генетическая внутриопухолевая гетерогенность. Данный факт 

осложняет постановку правильного  диагноза и выбор тактики лечения  в 

случае малого количества материала, предоставленного морфологам для 

исследования.   

 


