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Список принятых сокращений 

РЛ – рак легкого 

НМРЛ – немелкоклеточный рак легкого 

RT-PCR (real-time PCR) – ПЦР в режиме реального времени 

ИГХ - иммуногистохимия 

EGFR (Epidermal growth factor receptor) – рецептор эпидермального фактора роста 

wt – аллель «дикого типа» 
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Введение 

Рак легкого занимает позицию одного из самых частых онкологических 

новообразований: ежегодно диагностируется более 2 миллионов случаев [Globocan, 

2020]. Данные опухоли также характеризуются большим количеством рецидивов. 

Наиболее часто встречается немелкоклеточный рак легкого, включающий в себя 

плоскоклеточные карциномы и аденокарциномы. Несмотря на успехи в применении 

таргетной терапии, использование цитостатиков, в частности производных платины, 

является основным подходом к лекарственной терапии РЛ. В связи с широкой 

распространенностью заболевания необходимо изучить не только механизмы 

канцерогенеза, но и чувствительность опухолей на лекарственные препараты. Поиск 

адекватных in vitro моделей для оценки химиочувствительности опухолей является 

одной из актуальных проблем персонализированного похода в онкологии.  

Имеющиеся на данный момент модели первичных клеточных культур (2D-, 3D-

культивирование), клеточных сфероидов, опухолевых ксенографтов используются в 

основном в качестве экспериментальных. Дискордантность транскриптомных и 

геномных профилей в таких моделях по сравнению с первичной опухолью не 

позволяет использовать их в рутинной клинической практике. 

В связи с этим перспективной моделью для оценки химиочувствительности 

немелкоклеточных опухолей легкого представляются 3D-модели, сохраняющие 

пространственную структуру ткани и межклеточное взаимодействие – так 

называемые тканевые экспланты (опухолевые срезы, tumor tissue slices). 

Дополнительным преимуществом данной модели является возможность подобрать 

наиболее рациональную схему лечения, основанную на индивидуальных 

особенностях опухоли конкретного пациента. Экспланты представляют собой тонкие 

срезы опухолевой ткани (300-400 мкм), которые при помещении в питательную среду 

могут поддерживать жизнеспособность до 7 суток [Meijer et al., 2017]. Возможность 

использования пластинок для проведения краткосрочных тестов сразу нескольких 

противоопухолевых препаратов делают данную модель перспективной для 

использования в клинике.  



5 

 

Цель исследования: 

Апробация модели тканевых эксплантов для анализа химиочувствительности 

немелкоклеточных опухолей легкого ex vivo. 

 

Задачи исследования: 

1. Выполнить эксперименты по инкубации тканевых эксплантов с 

противоопухолевыми препаратами. 

2. Оценить сохранность ткани после инкубации с применением световой 

микроскопии. 

3. Определить статус клинически значимых мутаций в первичных опухолях (EGFR, 

KRAS, BRAF, ALK, ROS) для выбора положительных контролей. 

4. Сравнить уровень экспрессии маркеров пролиферации на уровне белка и РНК. 

5. Определить другие потенциальные маркеры чувствительности опухолей к 

терапии. 

6. Оценить возможность использования метода тканевых пластинок для 

экспериментальных исследований в клинике.  
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1. Обзор литературы 

1.1. Эпидемиология рака легкого 

В настоящий момент рак легкого является одной из самой распространенных 

онкологических патологий в мире, лишь немногим уступая новообразованиям 

молочной железы. По состоянию на 2020 год, количество заболевших превышает 2,2 

миллиона человек, что составляет 11,4% от общего числа опухолевых заболеваний, 

при этом летальный исход наблюдается в почти 1,8 млн случаев [Globocan, 2020]. В 

России за прошлый год было зарегистрировано свыше 63 тысяч случаев заболевания 

с существенным дисбалансом в сторону мужского населения: число заболевших 

среди мужчин превышает 50 тысяч, что составляет почти 80% от общего числа 

российских пациентов с новообразованиями легкого. 

Согласно гистологической классификации рак легкого подразделяется на две 

основные группы: мелкоклеточный и немелкоклеточный рак легкого. 

Мелкоклеточный рак встречается реже (15% от всех случаев рака легкого) и 

считается более агрессивным новообразованием и встречается в основном у 

курильщиков. Он характеризуется мелкими размерами клеток, отсутствием 

светооптических признаков дифференцировки, быстрым ростом опухоли, обширным 

и быстрым метастазированием и высокой чувствительностью к специфической 

терапии (Кузьмин И.В., 1999). 

Немелкоклеточный рак легкого (НМРЛ) в свою очередь подразделяется на 

аденокарциному, плоскоклеточную карциному и крупноклеточную карциному. 

Аденокарцинома типично развивается из клеток железистого эпителия, 

выстилающего дыхательные пути, и чаще распространяется через мягкие ткани в том 

месте, где она возникает. При высокодифференцированной карциноме опухолевые 

клетки чаще расположены в виде комплексов, форма клеток вариабельна с 

преобладанием округлых и призматических, наблюдается базальное расположение 

клеточных ядер. Также при аденокарциноме отмечается экспрессия «маркеров 

аденокарциномы» - белков TTF-1 и/или напсин А (Inamura, 2017).  Аденокарцинома 

составляет до 40-50% случаев NSCLC, при этом известно, что рак легкого у 

некурящих преимущественно представлен именно новообразованиями железистого 

происхождения (McIntyre & Ganti, 2017). 

Плоскоклеточная карцинома возникает в плоском эпителии и характеризуется 

локальным распространением. Она составляет 25-40% случаев НМРЛ. Основным 

гистологическим критерием, определяющим степень дифференцировки 

плоскоклеточного рака, является выраженность процессов ороговения, однако 
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различие между высоко-, умеренно- и низкодифференцированной плоскоклеточной 

карциномой изложено нечетко. Маркерами плоскоклеточного рака легкого, 

определяемыми с помощью метода иммуногистохимии, являются белки p40, CK5/6 

и p63 (Bishop et al., 2012). 

Крупноклеточными карциномами считаются опухоли, построенные из 

крупных полиморфных клеток без светооптически различимых признаков 

плоскоэпителиальной или железистой дифференцировки. Характерно наличие двух- 

или многоядерных клеток. Этому типу присуще быстрое увеличение размеров 

опухоли и метастазирование в другие органы. Такие опухоли составляют 3-5% 

случаев НМРЛ (Кузьмин И.В., 1999). 

Традиционно повышенный риск развития рака легкого связан с курением: 

несмотря на такие факторы, как контакт с канцерогенными веществами и 

наследственные причины, подавляющее большинство случаев новообразований 

легкого вызвано именно употреблением табачных изделий (Ferlay et al., 2007). До 

начала XX века никотиновая зависимость не была распространенным явлением, а 

запуск машинного производства сигарет в 1880-х годах был сопряжен с риском – 

предприниматели не верили в окупаемость такого количества продукции. Тем не 

менее во время Первой мировой войны началась так называемая «никотиновая 

эпидемия» - государства активно обеспечивали армии табаком, что связывали в том 

числе с адаптогенными свойствами никотина. В 1920-х годах было отмечено 

увеличение заболеваемости раком легкого, однако первые крупные исследования, 

связавшие данный рост с курением, были опубликованы лишь в 50-е годы прошлого 

века (Wynder & Muscat, 1995). 

Структура заболеваемости раком легкого менялась в зависимости от типа 

употребляемых табачных изделий. Исторически сигареты производились из крепких 

сортов табака, содержащих высокое содержание смол. Их употребление в большей 

степени ассоциировано с возникновением плоскоклеточного типа рака легкого, а 

основная доля канцерогенов в них представлена полициклическими ароматическими 

углеводородами (ПАУ). Спустя несколько десятилетий началась популяризация 

«низкосмолистых» или «легких» сигарет. Несмотря на мнение, что эти сигареты 

являются более безопасными, чем папиросы, вскоре выяснилось, что их табачный 

дым содержит большое количество нитрозаминов (Hoffmann et al., 2001). Данный 

канцероген привел к возрастанию доли аденокарцином среди курящих – если ранее 

соотношение этих типов рака было 1:18 в пользу плоскоклеточного типа, то теперь 

оно составляет примерно 1:1,2-1,4.  
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Отдаленные негативные последствия курения проявили себя уже спустя 

несколько лет после того, как в Европе и США начали проводить активную 

антиникотиновую политику. Так, несмотря на постепенное снижение потребления 

табака в США с 3800 сигарет на взрослого в год в 1965 г. до 2800 сигарет в 1993 г., 

смертность от рака легкого к концу XX века достигла высоких значений – 75/100000 

в год среди мужчин и 28.5/100000 в год среди женщин. Было также показано, что 

фазы заболеваемости в Европе у мужчин и женщин не совпадают: в конце 1990-х – 

начале 2000-х годов имелась тенденция к снижению или стабилизации смертности от 

рака легких у мужчин, что контрастирует с равномерно увеличивающимися 

показателями, наблюдаемыми среди женского населения (Bray & Weiderpass, 2010). 

Схожая ситуация с Европой наблюдается в Бразилии, где пик курения табака 

пришелся на 1970-е годы, а смертность от рака легких у мужчин достигла пика в 1993 

году и продолжает расти среди женщин (Chatenoud et al., 2010). 

Важную роль в структуре заболеваемости раком легкого играют региональные 

особенности употребления табачных изделий: так как большая часть населения 

Европы и США курила «облегченные» сигареты, в настоящий момент 

аденокарцинома является доминирующим типом рака легкого на этих территориях. 

В Российской Федерации развилась совершенно иная ситуация – до недавнего 

времени основным табачным продуктом были крепкие сигареты и папиросы, 

соответственно, большая часть случаев новообразований у курящих в России 

представлена плоскоклеточными карциномами (Cheng et al., 2016). Хотя эта 

закономерность постепенно становится менее выраженной в связи с 

распространением легких сигарет в 80-е годы, примерно половина аденокарцином 

легкого у нас в стране развивается у некурящих больных. Данный факт примечателен 

и имеет важную клиническую значимость, так как подавляющее большинство 

мутаций, ассоциированных с ответом рака легкого на лечение, регистрируется только 

в аденокарциномах, причем преимущественно у некурящих пациентов. 

1.2. Модели для изучения опухолей рака легкого 

Существуют определенные стандарты и требования, предъявляемые к 

подбору и тестированию противоопухолевых препаратов. Данные стандарты широко 

представлены в «Надлежащей лабораторной практике» (Good Laboratory Practice, 

GLP) и «Надлежащей практике клеточного культивирования» (Good Cell Culture 

Practice, GCCP) (ГОСТ 33647-2015; Chernov et al., 2018). Разнообразие 

фармакологических свойств молекул-кандидатов в лекарственные средства диктует 
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необходимость применения при их тестировании релевантных тест-систем и моделей 

как in vitro, так и ex vivo для адекватной оценки результатов клинических 

исследований. Стадия in vitro представляет собой важный этап, на котором 

проводится скрининг потенциальных и новых противоопухолевых веществ с целью 

выбора наиболее эффективных против конкретной опухоли препаратов. При этом 

модель, используемая в исследовании, должна отражать свойства первичной 

опухоли, а также быть достаточно простой и воспроизводимой (Rizvanov et al., 2013).  

В настоящее время культуры клеточных линий остаются наиболее широко 

используемыми системами для тестирования препаратов. К концу 1980-х годов была 

разработана панель для тестирования лекарственных средств in vitro NCI-60, 

включающая в себя 60 клеточных линий человека опухолевого происхождения 

(лейкемия, меланома, рак легких, рак толстой кишки, яичников, груди, почек, 

простаты и опухоли центральной нервной системы). Клеточные линии NCI-60 имеют 

известные молекулярные характеристики: экзом, протеом, уровни экспрессии мРНК 

и микроРНК, ферментная активность, уровень метилирования ДНК, метаболический 

профиль (Holbeck et al., 2017). Каждая из представленных клеточных линий NCI-60 

формирует специфический ответ на тестируемый препарат, что дает уникальный 

паттерн эффектов, который с помощью компьютерной программы сравнивают с уже 

описанными паттернами. Дальнейшая работа с панелью показала, что паттерны 

молекулярной экспрессии могут подразделяться на кластеры, объединяемые на 

основе биологических свойств и механизма реакции на лекарства. Таким образом, 

алгоритм позволяет сделать предположение о механизме действия потенциального 

препарата, а при отсутствии в базе данных схожих паттернов предположить, что 

механизм действия отличается от ранее известных (Chabner, 2016; Shoemaker, 2006). 

Скрининг соединений-кандидатов на панели NCI-60 внес существенный вклад 

в разработку лекарственных препаратов, в частности, бортезомиба (PS-341, дипептид 

борной кислоты), селективного ингибитора протеасомы 26S, участвующей в 

деградации убиквитинированных белков. Уникальная особенность бортезомиба 

заключается в ингибировании активации ядерного фактора (NF)-kB за счет 

стабилизации белка-ингибитора ikb. Это позволило одобрить использование данного 

ингибитора для терапии миеломы, поскольку клетки данного типа опухолей зависят 

от (NF)-kB-опосредованной транскрипции ростового фактора интерлейкина-6 (J. 

Adams, 2001; Julian Adams, 2004). Было показано, что бортезомиб очень эффективен 

в наномолярных концентрациях и проявляет высокую цитотоксичность по 

отношению к широкому спектру опухолей. Скрининг NCI-60 продолжает оставаться 
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полезным для лабораторий, но из-за ограниченного набора клеточных линий он 

постепенно вытесняется панелями, включающими в себя 300 и более клеточных 

культур. Известный мутационный профиль в сочетании с цитологическими 

характеристиками клеточных линий позволяет расширить спектр тестируемых 

противоопухолевых агентов. 

Несмотря на преимущества библиотечных клеточных линий, такие как 

стабильность их характеристик, неограниченность жизни in vitro и простота в 

обращении, их использование в персонализированной терапии представляется 

затруднительным, поскольку они не дают полной информации об ответе 

индивидуальной опухоли пациента на терапию даже при сходстве молекулярно-

генетического профиля. Культуры клеточных линий не могут в полной мере 

воспроизвести клеточно-клеточные взаимодействия и микроокружение реальных 

опухолей, что приводит к серьезным пробелам в понимании молекулярных 

механизмов, играющих центральную роль в развитии рака (Gillet et al., 2013; 

Vannucci, 2015). Более сложной моделью являются первичные клеточные культуры, 

полученные непосредственно от опухолей пациентов. Они могут быть получены как 

из опухолевой ткани, полученной в результате операции или биопсии, так и из 

периферической крови, которая может содержать циркулирующие опухолевые 

клетки. В качестве источников также могут выступать асциты или плевральный 

экссудат (Kodack et al., 2017). К примеру, первичные культуры, полученные из 

асцитной жидкости пациентов со спорадическим раком яичников, использовались 

для проверки возможности расширения использования ингибиторов поли(АДФ-

рибоза)-полимеразы (PARP-ингибиторов), применяемых в терапии BRCA1-

ассоциированного рака молочной железы (Mukhopadhyay et al., 2010). 

Неоспоримым преимуществом первичных клеточных культур является 

возможность подобрать наиболее рациональную схему лечения, основываясь на 

индивидуальных особенностях, характерных для опухоли каждого пациента (Gambar 

et al., 2018). Недостатком использования данной модели является ограниченность 

материала, получаемого от пациента, хотя это касается не всех опухолевых 

заболеваний. Исследования лейкемии и других гематологических злокачественных 

новообразований отличаются относительной легкостью получения большого 

количества жизнеспособных раковых клеток для дальнейшего культивирования 

(Pemovska et al., 2013). Другим серьезным ограничением модели первичных культур 

является низкий процент эффективности при их выведении. В исследовании, 

проведенном Kodack и соавт. (Kodack et al., 2017), было проанализировано 568 
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образцов, полученных у пациентов с различными онкологическими заболеваниями. 

Для первичных культур из опухолей разных типов был показан разный процент 

эффективности получения стабильной культуры. Наибольшего успеха удалось 

добиться при культивировании рака поджелудочной железы (38%), щитовидной 

железы (29%) и легкого (29%). Средняя эффективность получения стабильных 

культур для всех типов опухолей составила 26%. Такой результат связывают с малым 

количеством опухолевых клеток в исследуемых образцах и быстрым ростом 

стромальных клеток (фибробластов), вытесняющих опухолевые клетки в процессе 

пассирования (Miserocchi et al., 2017). С помощью ряда методов можно повысить 

жизнеспособность первичной культуры, к примеру, использовать «фидерные» клетки 

для поддержания роста культуры. Эти клетки представляют собой клеточную 

культуру, полученную из мезенхимальных стволовых клеток костного мозга или 

фибробластов, облученную гамма-излучением или обработанную антимитогеном. 

Такая культура теряет способность к делению, но продолжает вырабатывать в среду 

ростовые факторы и микрокомпоненты, способствующие жизнеспособности 

первичной культуры (Li et al., 2017).  

Линии раковых клеток являются ценным инструментом для 

высокопроизводительного скрининга лекарственных препаратов, хотя использование 

результатов этих скринингов в клинике может быть затруднительно. В целом, 

несмотря на преимущества двумерных клеточных культур, монослой клеток не 

может в полной мере отражать фенотип и морфологические свойства первичной 

опухоли. В 2D-культуре отсутствует опухолевое микроокружение, васкуляризация, 

ответ иммунной системы, межклеточные контакты, присущие опухоли. В связи с 

этим, все большее распространение получают трехмерные модели опухолевой ткани. 

Они представляют собой системы, в которых клетки растут в трехмерном окружении, 

формируя структуры, наиболее приближенные по своим характеристикам к 

первичной опухоли (Lv et al., 2017). Такие свойства, как гетерогенность, сохранение 

морфологической структуры первичной опухоли, наличие микроокружения и 

межклеточных контактов и возможность со-культивирования разных типов клеток, 

приближают 3D-культуры к моделям ex vivo и in vivo (Nagle et al., 2018).  

Одним из примеров подобных методов могут послужить 3D-органоиды, 

которые, в отличие от клеточных линий, культивируются в специальном трехмерном 

матриксе. Коллаген и матригель – обычно используемые матрицы для создания 

трехмерных органоидов. Техника трехмерного культивирования предотвращает 

прикрепление клеток ко дну планшета, поддерживая клетки в суспензии или 
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встраивая их в матрицу (Baker et al., 2016). В среду добавляются факторы роста, 

необходимые для естественного развития тканей. Не являясь полноценной опухолью, 

органоиды все же в большей степени отражают фенотип и цитоархитектонику 

карциномы, чем 2D-культуры. Они могут предоставить платформу для тестирования 

лекарственных препаратов за короткий период времени до или параллельно с 

проведением клинической терапии пациенту. В работе Vlachogiannis и соавт. 

органоиды, полученные из биопсии метастазов печени, вызванных 

гастроэзофагеальным раком, продемонстрировали те же паттерны первичной и 

приобретенной резистентности к паклитакселу, что и опухоль пациента во время 

лечения (Vlachogiannis et al., 2018). Главными ограничениями использования 

органоидов являются отсутствие стандартизированных условий для их 

культивирования и слабая сосудистая организация, приводящая к гипоксии (Weeber 

et al., 2017). 

Все чаще проводятся исследования с применением технологий по 

перевиванию опухолей пациентов экспериментальным животным. Подобные 

опухоли называются ксенографтами. Считается, что, растущие в условиях in vivo, они 

сохраняют свои нативные свойства и микроокружение. Таким образом, это позволяет 

проводить индивидуальные лекарственные тесты для определения наилучшей схемы 

лечения. Модельными животными обычно выступают мыши или крысы, однако 

существуют работы по получению ксенографтов у Zebrafish (Fior et al., 2017). Было 

показано, что у рыб процесс образования опухолей значительно ускорен в сравнении 

с грызунами, а терапевтические препараты вызывают фармакологические эффекты, 

схожие с таковыми у человека. Остается нерешенным вопрос соответствия кариотипа 

полученных ксенографтов генетическому портрету первичной карциномы. В 

мышиных опухолях наблюдалось быстрое накопление копий некоторых участков 

генома, причем приобретенные копии отличались от тех, что появились во время 

развития опухоли у пациентов. Было также отмечено, что геномная стабильность 

ксенографтов связана с их ответом на химиотерапию и таргетные препараты (Ben-

David et al., 2017). Дискордантность профилей в первичной и получаемой опухолях 

кажется серьезным препятствием для использования ксенографтов в рутинной 

терапии. 

Более сложной трехмерной моделью, отражающей гетерогенность опухоли, ее 

морфологическую структуру и микроокружение, являются тканевые пластинки 

(экспланты, слайсы). Они представляют собой тонкие срезы (300-400 мкм) 

опухолевой ткани, полученные из первичной опухоли и помещенные в питательную 
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среду (Nagaraj et al., 2018; Naipal et al., 2016). Исследования, проводившиеся с 

использованием данной модели, показали, что экспланты могут сохранять свою 

структуру и жизнеспособность от 2-3 до 7 суток в зависимости от условий 

культивирования (De Hoogt et al., 2017; Koerfer et al., 2016; Lim et al., 2018; Vaira et al., 

2010). Техника их получения проста, не занимает много времени и может быть 

применена для анализа большинства типов опухолей. Преимуществами данной 

модели являются возможность сохранения трехмерной структуры, микроокружения 

и клеточного состава, а также индивидуальных особенностей, характерных для 

опухоли пациента. Неоспоримым достоинством представляется возможность 

использовать серию срезов от одного пациента для изучения ответа ткани на терапию 

разными противоопухолевыми препаратами. Gerlach и соавт. продемонстрировали 

действие противоопухолевых препаратов на слайсах плоскоклеточного рака головы 

и шеи человека (Gerlach et al., 2014). После экспозиции пластинок с цисплатином, 

доцетакселом и цетуксимабом и последующем окрашивании срезов гематоксилин-

эозином была обнаружена фрагментация ядер. Иммуногистохимический анализ с 

использованием антител к каспазе-3 показал индукцию апоптоза, причем данный 

эффект распространялся на всю область слайсов, что говорит о равномерном 

проникновении лекарственного препарата. Другая работа была посвящена изучению 

влияния лекарственных препаратов герцептина, стауроспорина и гефитиниба на 

пластинки, полученные из тканей опухолей груди, толстой кишки и легких человека 

(Unger et al., 2015). Срезы, полученные из пластинок, подвергались 

иммуногистохимическому окрашиванию с применением антител к маркеру 

пролиферации Ki-67 и маркеру апоптоза каспазе-3. Контрольные слайсы сохраняли 

способность к пролиферации в клеточной среде не менее 4-х суток, в то время как 

ткани, инкубированные с препаратом, демонстрировали дозозависимое снижение 

жизнеспособности. Помимо стандартного метода оценки при помощи 

иммуногистохимического анализа, влияние препаратов на пластинки может быть 

определено посредством транскриптомного секвенирования. Это было 

продемонстрировано на примере срезов, полученных от пациента с глиобластомой 

(Haehnel et al., 2019). Пластинки инкубировали с цитостатическим препаратом 

темозоломидом, а также подвергали ионизирующему излучению. Затем были 

выполнены РНК-секвенирование и иммуногистохимическое окрашивание на Ki-67. 

После инкубирования в среде с препаратом наблюдалось снижение экспрессии 2017 

генов, среди которых были гены, участвующие в процессах роста и пролиферации 

клеток: MKI67, SPP1, PDGFRA, FGF1 и другие. Иммуногистохимическое 
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исследование также продемонстрировало снижение индекса пролиферации. 

Несмотря на то, что тканевые слайсы имеют наиболее близкие к первичной 

опухоли характеристики и морфологическую структуру, высокопроизводительный 

скрининг противоопухолевых препаратов с помощью данной модели сопряжен с 

рядом трудностей. Экспланты не приспособлены к долгосрочному культивированию, 

диффузия препарата в центральные части среза может быть ограничена, а трехмерная 

архитектура затрудняет наблюдение за состоянием клеток в режиме реального 

времени. Тем не менее, простота методики и возможность проведения краткосрочных 

тестов делают пластинки перспективной моделью для оценки 

химиочувствительности опухолей. 

1.3. Маркеры пролиферации, используемые в клинической 

практике 

Наиболее изученным и часто используемым маркером пролиферации 

является ген MKI67, кодирующий ядерный белок Ki-67. Впервые он был 

идентифицирован как антиген в ядрах клеток лимфомы Ходжкина (Gerdes et al., 

1983). Было показано, что этот ген экспрессируется во всех фазах клеточного 

цикла, кроме G0, и потому отражает количество митотически активных клеток (J 

Gerdes et al., 1984). Благодаря этой характеристике Ki-67 является хорошим 

предиктором клинических эффектов, связанных с уровнем пролиферации 

опухолевых клеток (Prihantono et al., 2017; Taylor et al., 2016). 

Еще одним широко используемым маркером пролиферации является 

ядерный антиген пролиферирующих клеток (PCNA). Он необходим для синтеза 

ДНК и является вспомогательным белком ДНК-полимеразы α. Его экспрессия 

повышается во время фаз G1/S клеточного цикла, в то время как в покоящихся 

или стареющих клетках его уровень сильно снижается (Kelman, 1997). Кроме 

того, этот белок играет важную роль в механизмах репликации и репарации ДНК, 

поэтому повышенный уровень экспрессии PCNA может быть вызван 

повреждениями ДНК в отсутствие клеточного цикла (Gaiger De Oliveira et al., 

2008). Эту характеристику можно использовать для оценки действия 

цитостатических препаратов. 

Специфическим маркером S-фазы является 5-бром-2’-дезоксиуридин 

(BrdU). Особенность этого вещества заключается в том, что его необходимо 

ввести в организм перед операцией, после чего он включается в ДНК, замещая 

самой тимидин в процессе репликации. Недостатками данного маркера являются 

цитотоксичность и достаточно сильный репликационно-зависимый мутагенез в 
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клетках млекопитающих (Xu et al., 1990). Тем не менее представляется 

возможным его использование в экспериментах с модельными организмами. 

1.4. Методы терапии опухолей легкого 

1.4.1. Цитостатические препараты 

Цитостатические препараты или цитостатики представляют собой группу 

противоопухолевых препаратов, нарушающих процессы роста, развития и 

механизмы деления клетки, тем самым инициируя апоптоз. Этот эффект достигается 

путем воздействия на различные мишени в клетке: ДНК, РНК, ферменты, 

необходимые для нормальной репликации и репарации ДНК, митотический аппарат 

клетки и другие. В то же время механизм действия групп цитостатиков может 

существенно отличаться, что объясняется различиями в химической структуре и 

метаболизме этих соединений. Цитостатики включают в себя алкилирующие 

вещества, вызывающие химические повреждения оснований ДНК; антиметаболиты, 

ингибирующие активность ферментов, необходимых для жизнеспособности клетки; 

противоопухолевые антибиотики, образующие разрывы ДНК вследствие 

интеркаляции в молекулу. Терапевтический эффект цитостатиков обусловлен тем, 

что для опухолевых клеток характерна геномная нестабильность – повышенная 

чувствительность к ДНК-повреждающим агентам, связанная с дефектом репарации 

ДНК (Lengauer et al., 1998; Martin et al., 2010). 

 К алкилирующим агентам относится большое число соединений различных 

химических групп, однако для химиотерапии опухолей легкого используются лишь 

несколько препаратов, в частности, комплексные соединения платины. Механизм их 

работы схож и заключается в повреждении системы репарации ДНК. Соединения 

платины состоят из двухзарядного иона платины, окруженного четырьмя лигандами, 

причем хлоридные или карбоксилатные группы являются уходящими, позволяя иону 

платины образовывать связи с двумя основаниями ДНК (преимущественно 

гуаниновыми). Аминные лиганды же образуют более сильные взаимодействия с 

ионом платины и остаются, когда лекарство связывается с ДНК (рис.1). В результате 

в ДНК образуются внутри- и межнитевые сшивки, на клеточном уровне приводящие 

к нарушению репликации и транскрипции ДНК (Goodsell, 2006). 

Первым из клинически применяемых препаратов платины является 

цисплатин. В 1960-х годах было обнаружено, что он обладает цитотоксическими 

свойствами, а в 1978 г. FDA (Food and Drug Administration, Управление по 

санитарному надзору за качеством пищевых продуктов и медикаментов) одобрило 
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данный препарат для лечения рака (Kelland, 2007). Развивающаяся резистентность 

опухоли к терапии и многочисленные побочные эффекты, включающие в себя 

проблемы с почками, аллергические реакции, желудочно-кишечные расстройства, 

кровотечения и потерю слуха, продиктовали необходимость разработки препаратов 

платины второго и третьего поколения – карбоплатина и оксалиплатина. Основным 

недостатком карбоплатина является пониженная эффективность в сравнении с 

цисплатином, хотя его действие характеризуется большей продолжительностью 

(период полураспада карбоплатина составляет 30 часов против 1,5-3 часов у 

цисплатина). 

Рис. 1. Химическая структура некоторых препаратов платины: А – цисплатин; B – 

карбоплатин; С – оксалиплатин; D – ормаплатин; E – энлоплатин (по Weiss & 

Christian, 1993) 

 

 Исследованы различные пути преодоления лекарственной резистентности 

опухолей к препаратам платины. Было предложено комбинировать малые дозы 

цисплатина с препаратами, обладающими иным механизмом действия (Cappuzzo et 

al., 2003) либо использовать отсутствие перекрестной резистентности к другим 

препаратам платины (Oh et al., 2005; Платинский Л.В. и др., 2002). В работе Oh и 

соавт. описано увеличение чувствительности цисплатин-резистентной опухоли к 

паклитакселу, что является дополнительным аргументом в пользу комбинированной 

терапии. На сегодняшний день препараты платины остаются основным компонентом 

большинства схем химиотерапии опухолей. 
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1.4.2. Таргетные препараты 

С развитием молекулярной онкологии на передний план вышла разработка 

препаратов, блокирующих рост и распространение опухоли, воздействуя на 

определенные молекулы в опухолевых клетках (так называемые «мишени»).  

Таргетные препараты подразделяют на антитела и низкомолекулярные ингибиторы. 

Процедура получения антител подразумевает иммунизацию какого-либо животного, 

с целью получения клона, производящего наиболее терапевтически активные 

антитела к «мишени». Низкомолекулярные ингибиторы киназ представляют собой 

аналоги АТФ, связывающиеся с каталитическим центром белка-мишени и 

препятствующие его взаимодействию с эндогенным АТФ. 

Чтобы создать эффективное таргетное лекарство, необходимо найти ту 

мишень, что играет ключевую роль в пролиферации и жизнеспособности опухолевых 

клеток. Длительное время считалось, что основным отличием раковой клетки от 

нормальной является способность к активной пролиферации, поэтому попытки 

поиска противоопухолевых агентов были сконцентрированы на веществах, 

обладающих антипролиферативным эффектом. В течение 1990-х годов концепция 

сменилась: усилия ученых были направлены на идентификацию тех молекул, 

которые активно экспрессируются в опухоли, но не в нормальных тканях. Опыт 

применения низкомолекулярных ингибиторов тирозинкиназ, приведший к 

обнаружению активирующих мутаций в гене эпидермального фактора роста EGFR, 

показал, что наилучшими мишенями представляются не столько 

гиперэкспрессированные, сколько мутированные белки (Имянитов Е.Н., 2010). 

Продукт гена рецептора эпидермального фактора роста EGFR (HER1/ErbB1) 

представляет собой рецепторную тирозинкиназу (ТК), влияющую на целый ряд 

внутриклеточных процессов. Этот рецептор относится к семейству рецепторов 

эпидермального фактора роста HER/ErbB, которое также представлено другими его 

видами: HER2 (ErbB2), HER3 (ErbB3) and HER4 (ErbB4). Данные структурно 

родственные рецепторы представляют собой одноцепочечные трансмембранные 

гликопротеины, состоящие из внеклеточного лиганд-связывающего домена, 

трансмембранного гидрофобного домена и внутриклеточного тирозинкиназного (ТК) 

домена (рис. 2). В роли лигандов выступают ростовые факторы EGF, TGF-a и 

амфирегулин которые аутокринным и/или паракринным путем регулируют 

активность рецептора эпидермального фактора роста (Hubbard, 2005). Связывание 

растворимого лиганда с внеклеточным доменом рецептора способствует 

последовательным конформационным изменениям в виде димеризации рецептора, 
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активации внутриклеточного тирозинкиназного домена и фосфорилирования C-

концевого хвоста. В результате активированная тирозинкиназа либо напрямую, либо 

через адаптерные белки запускает сигнальные пути Ras/MAPK, PI(3)K/Akt/mTOR, 

PLCγ/PKC и STAT, регулирующие пролиферацию, рост, миграцию клеток, их 

устойчивость к апоптозу (Bromberg, 2002; Normanno et al., 2006; Shaw & Cantley, 

2006). 

Рис. 2. Структура рецепторов семейства ErbB (по Wieduwilt & Moasser, 2008, с изм.) 

 

В опухолевых клетках активность тирозинкиназы EGFR может нарушаться 

из-за множества механизмов, включая избыточную продукцию факторов роста, 

появление мутаций гена EGFR, увеличение числа копий гена и сверхэкспрессию 

белка EGFR (Ciardiello & Tortora, 2008). В результате это приводит к увеличению 

выживаемости, пролиферации и метастазирования злокачественных клеток. 

Мутации киназного домена EGFR при раке легких называют 

«активирующими мутациями», потому что они дестабилизируют неактивную 

конформацию белка, тем самым приводя к лиганд-независимой активации рецептора 

(Yun et al., 2007). Их клиническая значимость была обнаружена случайно благодаря 

исследованиям ингибиторов EGFR. Изначально разработка этих препаратов 

основывалась на том факте, что гиперэкспрессия EGFR наблюдается в опухолях 

более чем у 60% пациентов с метастатическим НМРЛ (Sharma et al., 2007). На основе 

результатов лабораторных исследований к клиническим испытаниям фазы II были 

допущены препараты гефитиниб и эрлотиниб. Тем не менее, клинические испытания 

показали, что на терапию ответило лишь 10% европейских и 30% азиатских 

пациентов (Smrdel & Kovač, 2006; Thatcher et al., 2005). Последующее секвенирование 

гена EGFR показало, что карциномы, ответившие на терапию ингибиторами 

тирозинкиназ, несли мутации в первых четырех экзонах киназного домена EGFR 

(рис.3) (Kosaka et al., 2004; Shigematsu et al., 2005). Было отмечено, что генетические 
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повреждения EGFR чаще встречаются у женщин, некурящих пациентов, пациентов с 

аденокарциномами легких и пациентов азиатского происхождения (Park & Goto, 

2006; Thatcher et al., 2005). 

Рис. 3. Расположение наиболее частых мутаций в ТК-домене EGFR (по Kumar et al., 

2008, с изм.) 

 

Делеции в 19 экзоне и точечная мутация L858R в 21 экзоне являются наиболее 

распространенными активирующими мутациями, связанными с чувствительностью к 

гефитинибу и эрлотинибу (Jackman et al., 2006; Kumar et al., 2008). Соматические 

мутации EGFR вовлекают АТФ в АТФ-связывающий карман в ТК-домене, что 

приводит к лиганд-независимой активности рецептора. Механизм действия 

ингибиторов тирозинкиназ (рис. 4) заключается в конкурентном связывании в АТФ-

связывающей области, за счет чего происходит ингибирование работы ТК-домена и 

блокирование нижестоящих сигнальных каскадов (Stamos et al., 2002). 

Рис. 4. Механизм действия гефитиниба (по Liu & Seen, 2003)
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Таким образом, наличие в опухоли легкого активирующей мутации гена EGFR 

считается надежным предиктором ответа на терапию ингибиторами тирозинкиназ. 

Системный поиск интрагенных мутаций в опухолевой ДНК может принципиально 

изменить стратегию разработки новых таргетных препаратов. 
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2. Материалы и методы 

2.1. Материал 

В исследование включали образцы пациентов с диагнозом рак легкого, 

проходящих оперативное лечение на базе НМИЦ онкологии им. Н.Н. Петрова. 

Для приготовления тканевых пластинок использовали свежий операционный 

материал 28 пациентов. Данный опухолевый материал использовался для анализа 

химиочувствительности с помощью тканевых пластинок и молекулярно-

генетического анализа. Для пациентов выполнялся анализ клинически-значимых 

соматических мутаций в генах EGFR, KRAS, BRAF, а также транслокаций ALK, 

ROS1, RET, MET по протоколам, ранее разработанным в лаборатории молекулярной 

онкологии (Moiseyenko et al., 2010; Yanus et al., 2013; Моисеенко Ф.В. и др., 2018). 

Работа выполнялась при финансовой поддержке Российского научного фонда 

(грант 17-75-30027). Разрешение этического комитета на использование 

человеческого материала получено. 

2.2. Получение пластинок 

Небольшой образец ткани опухоли легкого, полученный в ходе операции, 

помещался в раствор легкоплавкой агарозы до застывания, после чего с помощью 

микротома получали серийные опухолевые срезы (пластинки) толщиной 400 мкм, 

которые затем попарно помещали в 24-луночный планшет. Такие идентичные друг 

другу пластинки назывались «зеркальными». В каждую лунку с пластинками вносили 

1 мл полной питательной среды с противоопухолевыми препаратами в соответствии 

с протоколом исследований. В контрольные лунки вносили 1 мл полной питательной 

среды без препарата. Для оценки чувствительности опухолей применялись такие 

препараты, как ингибитор тирозинкиназ Гефитиниб и цитостатический препарат 

Цисплатин. Концентрации использованных препаратов представлены в таблице 1. 

Табл. 1. Концентрации препаратов, использованных в эксперименте. 

Цисплатин CA209 Гефитиниб CST 

Ц1 15 мкг/мл Г4 4 мкг/мл 

Ц2 30 мкг/мл Г6 6 мкг/мл 

Ц3 45 мкг/мл Г8 8 мкг/мл 

Затем пластинки инкубировали при постоянном перемешивании в CO2 

инкубаторе при температуре 37° в течение 24 часов. После инкубации пластинки 

извлекались из среды. Одну из «зеркальных» пластинок фиксировали в формалине и 

окрашивали на маркер пролиферации Ki67 методом иммуногистохимии для 
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последующего морфометрического анализа количества пролиферирующих клеток в 

каждом образце. Вторую помещали в раствор RNAlater и хранили при температуре -

80° до этапа молекулярно-генетического анализа. 

2.3. Иммуногистохимическое исследование 

Пластинки, фиксированные в формалине, заключались в блоки, а затем 

заливались в парафин. Затем с каждого парафинового блока с помощью микротома 

Leica SM 2000R были получены срезы толщиной 6 микрон. Далее проводилось 

иммуногистохимическое исследование по следующей методике: 

1. Срезы расправлялись на водяной бане, после чего помещались на стекло, 

покрытое L-полилизином и высушивались в термостате при температуре 37° 

в течение 2 часов. 

2. Депарафинизация срезов в о-ксилоле два раза по 5 мин. 

3. Отмывание и обезвоживание в четырех сменах 96% спирта по 5 мин. 

4. Блокирование эндогенной пероксидазы в 3% водном растворе перекиси 

водорода в течение 5 мин. 

5. Промывка стекол в дистилированной воде в течение 3 мин. 

6. Демаскировка антигенов с помощью кипячения в цитратном буфере (pH = 6.0) 

или в ЭДТА (pH = 9.0) в водяной бане при температуре буфера 95° в течение 

20 мин, после чего еще 20 мин стекла остужались в контейнерах при 

комнатной температуре. 

7. Отмывание стекол в дистиллированной воде с последующим промыванием в 

TBS дважды по 5 минут. 

8. Инкубация с первичными антителами (Ki67 – clone SP6 (DBS), разведены 

Antibody Diluent with Background Reducing Components (Dako, Denmark)) в 

течение 1 часа при температуре 20°, после чего проводилось промывание в 

TBS-буфере дважды по 5 минут. 

9. Инкубация со вторичными антителами при помощи биотин-стрептавидин-

пероксидазного метода с диаминобензидином в качестве хромогена и 

последующее промывание срезов в дистилированной воде в течение 3 минут. 

10.  Докрашивание ядер гематоксилином Майера в течение 1-2 минут и 

последующее отмывание в воде в течение 15 минут. 

11.  Дегидратация срезов в двух сменах 96% спиртов и двух изопропиловых 

спиртов, осветление в ксилоле в течение 5 минут. Заключение в канадский 

бальзам. 
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Результаты окрашивания оценивались с помощью микроскопа Leica DM 2000M. 

Инкубация с первичными антителами к гену Ki67 давала ядерное коричневое 

окрашивание. Процент Ki67-позитивных опухолевых клеток подсчитывался в трех 

полях каждой пластинки с помощью программ ImageJ и Qupath. 

2.4. Анализ экспрессии маркеров пролиферации 

2.4.1. Выделение РНК 

Выделение РНК из пластинок, фиксированных RNAlater, производилось по 

следующей схеме: 

1. Пластинки извлекались из RNAlater, после чего остатки фиксатора удалялись с 

помощью чистой бумажной салфетки. Затем ткань помещалась в пробирки для 

гомогенизатора. 

2. Заморозка пробирок с образцом в жидком азоте. 

3. Пробирки помещались в гомогенизатор на максимальную скорость на 90 сек. 

4. Пробирки охлаждали в жидком азоте, после чего добавляли 200 мкл тризола. Затем 

пробирки снова помещались в гомогенизатор на среднюю скорость на 90 сек. 

5. Получившийся объём тризола переносили в чистые пробирки (1.5 мл, с плотной 

закрывающейся крышечкой Eppendorf Safe-Lock Tubes) и добавляли 0,3 объёма 

хлороформ–изоамилового спирта. 

6. Пробы помещались на шейкер и тщательно перемешивались. 

7. Образцы центрифугировались при 15000 rpm в течение 20 минут при температуре 

ротора 0-4°С. 

8. Надосадочную жидкость отбирали в чистые эпендорфы, избегая забора интерфазы. 

Далее добавляли 1 мкл раствора гликогена в качестве ко-осадителя, и 100 мкл 

изопропанола, перемешивали.  

9. Центрифугировали пробы при 15000 rpm в течение 30 минут при температуре 

ротора 0-5°С. После центрифугирования на дне пробирок появлялось небольшое 

количество белого осадка. 

10. Отбирали изопропанол, после чего промывали осадок в 500 мкл 70% этанола в 

течение 10 минут, слегка встряхивая пробирку. Далее собирали осадок 

центрифугированием при 15000 rpm в течение 5 минут при комнатной температуре. 

Этанол тщательно удаляли и подсушивали пробы при комнатной температуре или в 

термостате. 

11. Получившийся осадок растворяли в 50 мкл стерильной воды. 9 мкл раствора 

использовали в реакции обратной транскрипции для получения кДНК. 
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2.4.2. Молекулярно-генетический анализ 

В качестве маркеров пролиферации были выбраны Ki67 и TPX2. TPX2 

является микротрубочко-ассоциированным белком, высокий уровень экспрессии 

которого связан с повышенной пролиферативной активностью опухолевых клеток. 

Данный маркер практически не используется в клинических исследованиях, однако 

по экспрессионным базам данных его экспрессия коррелирует с экспрессией Ki67 

(Chang et al., 2012). 

После получения кДНК из пластинок нами проводилась RT-PCR с 

праймерами, амплифицирующими участок, ограниченный следующим образом: 

первый праймер находился в одном экзоне, а второй – в следующем экзоне. Таким 

образом мы избегали амплификации ДНК. После получения кривых амплификации 

нами проводилась оценка относительной экспрессии с помощью метода 2-ΔΔCt: 

1) Для каждой индивидуальной пластинки рассчитывалась внутренняя Δ 

между циклами амплификации гена-мишени TPX2 и гена-рефери SDHA, 

относящегося к группе генов домашнего хозяйства. 

2) Затем высчитывали ΔΔCt по формуле ∆∆Ct=∆Ct(эксперимент)-

∆Ct(контроль), где в качестве контроля использовались результаты 

пластинки, инкубированной в питательной среде без препарата. 

3) После высчитывали относительную экспрессию 2-ΔΔCt. 

На графиках (рис. 10, 11) представлена относительная экспрессия TPX2 в виде 

значений -∆∆Ct. 

2.5. Транскриптомное секвенирование 

Для выявления маркеров чувствительности на транскриптомное 

секвенирование было отобрано 7 образцов, продемонстрировавших «крайние» 

результаты экспрессии мРНК TPX2, то есть те, что оказались «резистентными» 

либо «чувствительными» после экспозиции с препаратами. Транскриптомное 

секвенирование было проведено с помощью набора TruSeq RNA Exome по 

протоколу производителя на приборе NextSeq 500. Данный набор требует 

меньшего количества входной РНК и меньшего количества чтений, что позволяет 

увеличить количество анализируемых образцов и снижает стоимость 

исследования. Truseq RNA Exome включает более 425000 зондов, покрывающих 

98,3% референсного генома человека NCBI37/hg19 и охватывающих 21415 

представляющих интерес генов. Последовательность этапов пробоподготовки РНК 
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представлена на рис. 5. Биоинформатическая обработка выполнялась с помощью 

пакета для языка программирования R  DESeq2. 

По данным биоинформатической обработки была построена тепловая карта 

дифференциальной экспрессии генов при воздействии гефитиниба и цисплатина 

(рис. 12). По результатам транскриптомного секвенирования для дальнейшего 

анализа были выбраны кандидатные гены, уровень экспрессии мРНК которых был 

оценен методом ПЦР в режиме реального времени в 173 пластинках, полученных 

от 21 пациента. Выделенные из пластинок нуклеиновые кислоты перед 

проведением реакции обратной транскрипции обрабатывали ДНКазой. Для оценки 

значимости полученных результатов был использован метод 2^-∆∆Ct. Результаты 

оценки экспрессии кандидатных генов сравнивали с помощью теста Манна-Уитни. 

Рис.5. Последовательность этапов подготовки обогащенной библиотеки РНК с 

помощью набора TrueSeq RNA Exome (2018 Illumina, Inc.) 

  

1) Фрагментация РНК 

2) Синтез первой цепи кДНК 

3) Синтез второй цепи кДНК 

4) Аденилирование 3’-концов 

5) Лигирование адаптеров 

6) Обогащение ДНК-фрагментов 

7) Гибридизация проб 

8) Захват гибридизированных проб 

9) Проведение второй 

гибридизации 

10)  Повторный захват 

гибридизированных проб 

11)  Очистка получившейся 

библиотеки 

12)  Амплификация обогащенной 

библиотеки 

13)  Очистка амплифицированной 

обогащенной библиотеки 
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3. Результаты и обсуждение 

Молекулярно-генетический анализ был проведен для 28 пациентов. Было 

обнаружено 4 образца с активирующими мутациями EGFR и по 2 образца с 

мутациями генов BRAF, MET, ROS1, KRAS. В таблице 2 представлены данные о 

найденных нами мутациях. 

Табл. 2. Результаты молекулярно-генетического анализа опухолей пациентов 

NSCLC# Возраст Пол Гистология Мутация 

210 64 Ж аденокарцинома EGFR ex19del 

211 54 М аденокарцинома wt 

212 82 Ж плоскоклеточный wt 

213 73 Ж аденокарцинома wt 

214 73 М плоскоклеточный wt 

216 70 Ж аденокарцинома wt 

217 71 Ж аденокарцинома EGFR L858R 

222 70 М аденокарцинома KRAS G12F 

223 71 Ж аденокарцинома BRAF V600E 

224 70 М аденокарцинома wt 

228 67 Ж аденокарцинома wt 

229 63 М аденокарцинома wt 

231 60 М плоскоклеточный CD74ex6/ROS1ex34 

232 68 М плоскоклеточный wt 

233 45 М аденокарцинома EML4ex6/ALKex20 (V.3) 

234 71 Ж аденокарцинома EGFR ex19del 

235 60 Ж аденокарцинома wt 

236 62 М аденокарцинома wt 

238 29 Ж аденокарцинома wt 

239 71 Ж аденокарцинома SDC4ex2/ROS1ex32 

240 63 Ж плоскоклеточный wt 

241 55 Ж аденокарцинома wt 

242 68 М плоскоклеточный EGFR L858R 

243 56 Ж аденокарцинома MET ex14del 

244 54 Ж аденокарцинома MET ex14del 

245 74 Ж аденокарцинома wt 

246 69 М аденокарцинома BRAF V600E 

247 65 М немелко-кл. РЛ KRAS G12C 
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В качестве положительных контролей были выбраны образцы с 

активирующими мутациями гена EGFR как чувствительные к ингибиторам 

тирозинкиназы. 

В процессе исследования было получено 210 пластинок от 28 пациентов. Была 

проведена оценка сохранности ткани после инкубации в среде (рис. 6, 7). По 

результатам сравнения полученных фотографий образцов с фотографиями контролей 

сохранность большей части материала представляется удовлетворительной.  

Рис. 6. Окрашивание гематоксилин-эозином, объектив 100х 

 

Рис. 7. Иммуногистохимия с первичными антителами Ki67, объектив 100х 
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Была проведена оценка изменения уровня экспрессии Ki67 на уровне белка в 

пластинках, которые инкубировались в противоопухолевых препаратах. Результаты 

не позволили выявить эффект препаратов в пластинках (рис. 8). 

Рис. 8. Результаты иммуногистохимического исследования Ki67 

 

Было проведено сравнение данных, полученных методами ИГХ и RT-PCR 

(рис. 9). Результаты, полученные с использованием этих двух методик, имеют 

значительную дискордантность (R2=0,2774). Это может быть связано с тем, что 

иммуногистохимическая оценка характеризовалась высоким уровнем 

субъективности и плохой воспроизводимостью.  

Рис. 9. Сравнение данных, полученных методами ИГХ и RT-PCR. 
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Таким образом, для дальнейшего исследования было решено использовать 

только анализ экспрессионных РНК-маркеров, преимуществом исследования 

которых является возможность точной численной оценки значений и анализа 

полученных данных в полуавтоматическом режиме. 

Так как экспрессии Ki67 и TPX2 коррелировали между собой, для оценки 

экспрессии было принято решение использовать только маркер TPX2. На рис. 10 

представлено изменение относительной экспрессии TPX2 в образцах по сравнению с 

их контрольной пластинкой. На графике совмещены все проанализированные точки, 

чтобы оценить, как реагируют на препараты пластинки с EGFR-мутацией. Опухоли с 

активирующими мутациями EGFR демонстрировали уменьшение относительной 

экспрессии маркера пролиферации TPX2 при инкубации с гефитинибом. Реакцию на 

цисплатин в виде уменьшения относительной экспрессии продемонстрировало 

большее количество образцов (рис. 11). Однако в связи с отсутствием клинически 

подтвержденных положительных контролей мы на данном этапе не можем сказать, 

соответствует ли это клиническому ответу. 

 

Рис. 10. Изменение относительной экспрессии TPX2 при экспозиции с гефитинибом 
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Рис. 11. Изменение относительной экспрессии TPX2 при экспозиции с цисплатином 

 

Фрагмент «тепловой карты» изменений экспрессии генов при воздействии 

гефитиниба и цисплатина представлен на рис. 12.  

После воздействия гефитиниба на тканевые пластинки с мутацией и без 

мутации EGFR не обнаружились гены с достоверно изменяющейся экспрессией. Это 

может быть связано с неудачно подобранной концентрацией препарата или более 

сложными процессами активации ответа клеток на терапию ингибиторами 

тирозинкиназ. 

  



31 

 

Рис. 12. Фрагмент «тепловой карты» изменений экспрессии генов при воздействии 

гефитиниба и цисплатина 

 

 

Для дальнейшего анализа по результатам транскриптомного секвенирования 

были выбраны гены HEXIM1 (log2FC 3.07), HSPA2 (log2FC 3.05), TOB1 (log2FC 2.46) 

и TSPYL2 (log2FC 2.32), экспрессия которых увеличилась при обработке эксплантов 

цисплатином. Для оценки воспроизводимости данных результатов уровень 

экспрессии мРНК HEXIM1, HSPA2, TOB1 и TSYPL2 был оценен методом RT-PCR в 

173 пластинках, полученных от 21 пациента. Было обнаружено статистически 

значимое увеличение экспрессии всех кандидатных генов при воздействии на 

тканевые пластинки цисплатина, но не гефитиниба (рис. 13). Дозозависимого 

эффекта препаратов обнаружено не было. 

Данные результаты демонстрируют, что клетки, находящиеся в тканевой 

пластинке, реагируют на воздействие препарата платины в клеточной среде в 

соответствии с его механизмом действия (активируется система репарации ДНК). 

Так, HEXIM1 является ингибитором транскрипции РНК - полимеразы II, и действует 

как опухолевый супрессор (Michels & Bensaude, 2018). Также увеличение экспрессии 

HEXIM1 предотвращает убиквитинирование p53 и увеличивает его стабильность, что 
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приводит к усилению регуляции генов-мишеней p53 (Lew et al., 2013). Было 

обнаружено, что HEXIM2 – ген, родственный HEXIM1 – экспрессируется при раке 

легких в шесть раз выше, чем в обычной ткани (Byers et al., 2005).  HSPA2 – ген белка 

теплового шока семейства A (Hsp70). Он выполняет функцию молекулярного 

шаперона и участвует в большом количестве клеточных процессов, включая защиту 

протеома от стресса, фолдинг и транспорт вновь синтезированных полипептидов, 

активацию протеолиза неправильно свернутых белков, а также образование и 

диссоциацию белковых комплексов. Его повышенная экспрессия может иметь 

определенное прогностическое значение при карциноме легкого. В частности, было 

показано, что высокий уровень HSPA2 у пациентов с НМРЛ связан с более низкой 

общей выживаемостью на поздних стадиях развития заболевания (Sojka et al., 2020). 

Кодируемый белок гена TSPYL2 участвует в ремоделировании хроматина и 

выполняет функции ингибитора клеточного цикла. TOB1 кодирует белок семейства 

tob/btg1, подавляет рост клеток в культуре ткани и может действовать как опухолевый 

супрессор. Более высокие значения tob/btg1 ассоциированы с лучшей общей 

выживаемостью пациентов с аденокарциномой легкого, при этом для пациентов с 

плоскоклеточным раком легкого такой тенденции не обнаружено (Bai et al., 2017). 

Рис. 13. Относительная экспрессия кандидатных генов в тканевых пластинках: 

обработка гефитинибом (4, 6, 8 мкг/мл) и цисплатином (15, 30, 45 мкг/мл). 
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Выводы 

1. Выполнены работы по получению и инкубации тканевых эксплантов 

опухолей легкого с цисплатином и гефитинибом для образцов 28 пациентов. 

2. После инкубации в части материала было выявлено структурное изменение 

ткани, связанное с действием цитостатических и таргетных препаратов. 

Сохранность большей части материала представляется удовлетворительной. 

3. Выполнен анализ клинически значимых мутаций в первичных опухолях, 

включенных в исследование. В качестве положительных контролей 

чувствительности к гефитинибу определены опухоли с активирующими 

мутациями гена EGFR. 

4. Коэффициент корреляции результатов иммуногистохимического и ПЦР-

анализа уровня экспрессии маркера пролиферации ki-67 составил R²=0,27, что 

свидетельствует о значительной дискордантности результатов, полученных 

этими методами.  

5. По результатам транскриптомного секвенирования в качестве потенциальных 

маркеров реакции опухолевой ткани на воздействие цисплатина были 

выбраны гены HEXIM1, HSPA2, TOB1 и TSYPL2.  

6. Тканевые пластинки представляются перспективной моделью для оценки 

эффекта лекарственной терапии ex vivo. 
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