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Возможности традиционных методов диагностики (лучевой и морфологической) опухолей мозга на сегодняшний день практиче-
ски исчерпаны. Они доступны и наглядны, но имеют ряд недостатков: риск субъективизма при оценке изображений и микроско-
пической картины, ограниченные возможности существующей аппаратуры, необходимость использования инвазивных методик 
для получения материала. Кроме того, они не дают возможности индивидуализировать методы лечения, которые становятся 
доступны по мере углубления знаний о молекулярно-генетических особенностях опухолей. В последние годы разрабатывают ме-
тод «жидкой биопсии», который основан на определении клеток или других компонентов опухоли в биологических жидкостях. 
Этот метод показал свою информативность при ряде злокачественных опухолей внутренних органов. С его помощью удается 
идентифицировать генотип опухоли и на этой основе индивидуализировать процесс лечения, а также оценить его эффектив-
ность. Процесс поиска методов и разработки методик неинвазивной уточненной диагностики генотипов опухолей мозга в на-
стоящее время находится в стадии развития. При помощи определения специфичных для каждой опухоли маркеров в перифери-
ческой крови и спинномозговом ликворе уже сегодня можно идентифицировать наличие и состояние критически важных для 
глиом генов IDH-1 и MGMT и приступить к решению проблемы индивидуализации терапии.
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The possibilities of traditional methods of diagnosis (radiological and morphological) of brain tumors are now almost exhausted. With their 
availability and visibility, they have a number of drawbacks in the form of risks of subjectivity in the evaluation of images and microscopic 
pictures, limited capabilities of existing equipment, the need to use invasive techniques to obtain material. In addition, they do not meet the 
requirements for individualization of treatment methods, which becomes available as knowledge about the molecular genetic characteristics 
of tumors deepens. Developed in recent years, the method of “liquid biopsy”, based on the definition in the biological fluids of cells or 
other components of the tumor has shown its informative in a number of malignant tumors of internal organs. With its help, it is possible to 
identify the genotype of the tumor and on this basis to individualize the treatment process, as well as to evaluate its effectiveness. The process  
of finding methods and developing techniques for non-invasive diagnosis of refined genotypes of brain tumors is currently under development.  
By identifying tumor-specific markers in peripheral blood and cerebrospinal fluid, it is already possible to identify the presence and condition 
of IDH-1 and MGMT genes that are critical for gliomas and to start solving the problem of individualization of therapy.
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Введение
В последние 10 лет в методах диагностики и кон-

троля течения злокачественных опухолей происходят 
поистине революционные изменения. В дополнение 
к традиционным методам клинического осмотра, 
обследования при помощи методов визуализации 
и гистологического исследования материала разра-
ботаны и широко применяются методики углублен-
ного изучения структуры опухолей, в том числе на 
молекулярно-генетическом уровне. Получаемые 
данные позволяют разрабатывать и использовать 
методики индивидуализированной и таргетной тера-
пии. Одно из перспективных направлений исследо-
ваний в онкологии – развитие неинвазивных мето-
дов диагностики и контроля эффективности лечения 
опухолей, основанных на определении в биологиче-
ских жидкостях (крови, спинномозговой жидкости, 
моче) маркеров, выделяемых практически всеми 
типами опухолей, позволяющих идентифициро-
вать природу и оценить динамику патологии. Эти 
маркеры могут быть представлены в виде опухоле-
специфичных белков, отдельных клеток опухоли 
или их скоплений, а также нуклеиновых кислот, 
мелких молекул и др. Примером определения бел-
ковых продуктов опухоли могут служить реакции 
на выявление простатспецифического антигена, 
карциноэмбрионального антигена, СА-125 и др. 
Недостатком этих маркеров является возможность 
их присутствия в небольших концентрациях в кро-
ви здоровых людей [1, 2] и, напротив, наличие лишь 
в незначительных концентрациях при распростра-
ненном раке [3, 4], что лимитирует их специфич-
ность и чувствительность.

Обнаружение новых биологических маркеров, 
свидетельствующих о генетических нарушениях при 
появлении и прогрессировании опухолей, положило 
начало широкому кругу исследований, направлен-
ных на выявление соматических мутаций, свой-
ственных только определенному типу опухоли и не 
наблюдаемых в норме [5]. Наиболее информативно 
определение наличия этих мутаций при исследова-
нии гистологических препаратов. Однако получение 
материала для гистологического исследования не 
всегда возможно, поэтому разрабатываются методики 
определения генетических маркеров опухоли в биоло-
гических жидкостях, получить которые значительно 

проще, чем выполнить биопсию. Определение моле-
кулярно-генетического профиля опухолей по жидким 
средам получило название «жидкая биопсия». Такие 
методики открывают перспективы для создания 
новых, неинвазивных методов диагностики и мони-
торинга опухолей [6].

Маркеры опухоли попадают в биологические жид-
кости с клетками новообразования, которые, отделя-
ясь от основного массива и поступая в кровоток или 
ликворное пространство, циркулируют там. Источни-
ком получения информации могут быть также нукле-
иновые кислоты (ДНК и РНК) опухоли (ОНК) и их 
фрагменты, высвобождающиеся в результате спон-
танной или индуцированной гибели клеток опухоли 
и поступающие в биологические жидкости [7, 8].

Новые методы определения ОНК в крови откры-
вают возможности не только диагностики, но и оцен-
ки эффективности лечения. Определение ОНК в ряде 
случаев существенно опережает изменения, которые 
визуализируются при компьютерной томографии 
(КТ). Так, S.J. Dawson et al. диагностировали, по дан-
ным ОНК, рецидив рака молочной железы за 5 мес до 
того, как он был выявлен при КТ [9]. Аналогичные 
результаты получены при раке легкого [10, 11]. Это 
позволяет оценивать данные тесты как имеющие 
большие возможности по сравнению с традицион-
ными методами диагностики и мониторинга злока-
чественных опухолей. С помощью данного метода 
можно определить минимальное остаточное заболе-
вание, что уже доказано при опухолях системы гемо-
поэза [12]. Изменения в содержании ОНК в процессе 
лучевой терапии (ЛТ) или после ее окончания можно 
использовать для оценки эффекта и прогнозирования 
течения заболевания [13]. Поскольку полупериод 
жизни ОНК в крови составляет от 0,5 до 2 ч [14], сте-
пень изменений в концентрации ОНК после первых 
сеансов ЛТ позволяет оценить радиочувствительность 
опухоли, что показано на примере рака носоглот-
ки [15]. Динамика уровня ОНК в процессе лечения 
может стать основанием для изменения программы 
лечения или подключения других методов.

Данный обзор, основанный на анализе публи-
каций, имеющихся в информационной системе 
MEDLINE, имеет своей целью представить состояние 
проблемы определения генотипа опухолей мозга при 
помощи метода «жидкой биопсии».
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Молекулярная диагностика опухолей мозга
Положительные результаты исследований, направ-

ленных на определение в опухолях и биологических 
жидкостях маркеров при раке молочной железы, лег-
кого, предстательной железы и др., создали платфор-
му для проведения аналогичных исследований при 
опухолях мозга.

Диагностика и мониторинг течения опухолей 
мозга на данный момент в основном базируются на 
использовании морфологических и лучевых мето-
дов. Последние, несмотря на доступность и нагляд-
ность, обладают рядом существенных недостатков, 
обусловленных как техническими возможностями 
аппаратуры и опытом врача, так и влиянием различ-
ных факторов на качество получаемого изображения. 
С помощью КТ и магнитно-резонансной томогра-
фии (МРТ) часто затруднительно дифференцировать 
постлучевые изменения от рецидива опухоли. Воздей-
ствие ионизирующей радиации на ткань мозга при-
водит к отеку и может сопровождаться повышением 
накопления контраста, что дает повод для ошибочной 
диагностики рецидива опухоли в случаях так называ-
емой псевдопрогрессии, которая фактически является 
проявлением локального нарушения гематоэнцефа-
лического барьера или радиационного некроза [16]. 
Широко используемые при лечении опухолей мозга 
антиангиогенные препараты, напротив, могут умень-
шать накопление контрастного вещества в опухоли за 
счет снижения проницаемости сосудистой стенки, что 
создает повод для ошибочного заключения об эффек-
тивности лечения [17]. Надо также учитывать, что 
методы лучевой диагностики, основанные на исполь-
зовании ионизирующего излучения, сами по себе обла-
дают канцерогенным эффектом [18], и их применение, 
особенно у детей, желательно ограничивать.

Оценка состояния процесса с помощью хирур-
гической биопсии при опухолях мозга, особенно 
после проведенного химиолучевого лечения, связа-
на с риском повреждения функционально важных 
структур мозга или развития кровоизлияния, которое 
может иметь даже фатальный характер. Кроме того, 
локальный забор материала для гистологического 
исследования не позволяет оценить состояние гетеро-
генности структуры опухоли, свойственной опухолям 
мозга [19].

Проведенные в последние годы молекулярно-ге-
нетические исследования опухолей мозга позволили 
выявить ряд полезных для диагностики и планиро-
вания лечения маркеров при различных морфологи-
ческих вариантах. При глиомах, составляющих 64 % 
всех злокачественных опухолей центральной нервной 
системы, прогностическое значение имеет состояние 
гена IDH1 и степень метилирования промотора гена 
06 метилгуанин-ДНК-метилтрансферазы (MGMT).  
L. Mu et al. изучили методом иммуногистохимии 
наличие мутации гена IDH1 R132H в 55 парах гисто-
логических препаратов первичных и рецидивиро-
вавших астроцитарных опухолей. В 5 парах имела 
место пилоцитарная астроцитома; в 35 – астроцитома 

II–III степени злокачественности и в 15 случаях – 
глиобластома. Во всех наблюдениях из парных проб 
извлекали ДНК и с помощью полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) изучали состояние гена IDH1. Уста-
новлено, что мутации гена IDH1 R132H в группе боль-
ных с астроцитомой II–III степени злокачественности 
составили 68,6 % (у 24 из 35 больных), причем наличие 
мутации коррелировало с более длинным безрецидив-
ным периодом, но это не влияло на показатели выжи-
ваемости. В препаратах пациентов с пилоцитарной 
астроцитомой и глиобластомой мутаций этого гена не 
выявлено. Изменений состояния гена IDH1 при реци-
диве опухоли, в том числе при повышении степени 
злокачественности, также не обнаружено [20].

Установлен также факт влияния на прогноз степе-
ни метилирования промоутера гена фермента MGMT 
у больных со злокачественными глиомами. Этот фер-
мент принимает участие в репарации повреждений 
молекул ДНК, защищая при этом клетки опухоли от 
цитотоксического действия химиопрепаратов: если 
промоутер гена метилирован, т. е. к нему присоеди-
нена метильная группа СН3, процессы репарации 
повреждений ДНК тормозятся и цитотоксический 
эффект ЛТ и химиотерапии усиливается. А. Lee et al. 
провели анализ результатов лечения 12 725 больных 
глиобластомой, у 626 (4,9 %) из которых ген MGMT 
был метилирован, а у 1037 (8,1 %) – нет. Медиана 
продолжительности жизни и 2-летняя выживаемость 
в 1-й группе составили соответственно 20 мес и 40,2 %, 
а во 2-й – 14,6 мес и 27,5 % [21].

В связи со сложностями получения материала из 
мозга для исследования генетического профиля опу-
холи по гистологическому препарату особое значение 
приобретает разработка малоинвазивных методик 
диагностики, среди которых ведущее место в насто-
ящее время занимает методика «жидкой биопсии» 
с использованием в качестве объектов исследования 
периферической крови и спинномозговой жидкости.

Выявление в ликворе и крови больных с опухолями 
мозга циркулирующих клеток (ЦКО) стало доступ-
но благодаря созданию современной лабораторной 
аппаратуры [22]. Большая часть опубликованных 
работ посвящена исследованиям наличия ЦКО при 
глиобластомах. Выделение ЦКО из общего количе-
ства клеток, присутствующих в ликворе или крови, 
технологически весьма сложный процесс. Традици-
онно используют метод «положительной селекции», 
основанный на определении белков на поверхности 
клетки при помощи антител [23]. Однако его при-
менение возможно только при наличии на клетке 
белков, специфичных для данного вида опухоли. 
Другой вариант их изоляции – метод «отрицательной 
селекции», т. е. удаление из биологической жидкости 
клеток, не относящихся к данной опухоли [24]. F. Gao 
et al. использовали интегрированный клеточно-моле-
кулярный способ обнаружения клеток глиобластомы 
в крови и выявили эти клетки у 24 (77 %) из 31 боль-
ного. Авторы пришли к выводу, что частота наличия 
клеток глиобластомы в кровотоке значительно выше, 
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чем выявление сформировавшихся метастазов при 
помощи МРТ [25]. Так, в исследовании С. Müller et al.  
клетки глиобластомы в крови выявили у 29 из 141 
больного глиобластомой и диффузной глиомой [26]. 
К.М. MacArthur et al. c помощью определения промо-
утера теломеразы на поверхности клеток обнаружили 
клетки опухоли у 8 (72 %) из 11 больных со злокаче-
ственной глиомой до лечения и у 1 (12 %) из 8 пациен-
тов после ЛТ [27]. J.P. Sullivan et al. получили ЦКО у 13 
(39 %) из 33 больных глиобластомой [28]. Эти клетки 
позволяют оценить генотип опухоли и решать пробле-
му индивидуализации терапии, а также определить 
природу источника метастатического поражения моз-
га. J.G. Lohr et al. установили, что мутации в клетках 
рака предстательной железы, обнаруживаемых в про-
бах крови, в 90 % случаев позволяют точно опреде-
лить их принадлежность именно к этой опухоли [29]. 
Культивирование выделенных ЦКО теоретически 
позволяет использовать полученные клеточные куль-
туры для оценки эффективности цитотоксических 
препаратов. Ограничение в применении этого мето-
да заключается в необходимости использовать для 
исследования только свежую пробу крови или ликво-
ра, т. е. неотложно проводить анализ. Следовательно, 
такое исследование, требующее сложной аппаратуры 
и обученного персонала, можно выполнить только 
в отдельных крупных центрах, что ограничивает воз-
можности его использования в широкой практике для 
мониторинга состояния опухоли.

Большие диагностические перспективы имеет 
и более сложный метод – обнаружение в биологи-
ческих жидкостях принадлежащих данной опухоли 
молекул ДНК, РНК или их фрагментов. При опухолях 
мозга процесс поступления в плазму крови опухоле-
вой ДНК затруднен наличием гематоэнцефалическо-
го барьера, через который большие частицы проходят 
с трудом. Однако в крови и других жидкостях обна-
ружены иные биомаркеры, в том числе специфичные 
для опухолей. В частности, последние исследования 
показали, что нормальные клетки и клетки опухолей 
мозга выделяют пузырьки, названные «экзосомами» 
(ЭС), размером от 30 до 2000 нм, проходящие через все 
биологические мембраны и содержащие фрагменты 
ДНК, специфичные для каждого вида клеток. В обзо-
ре D.R. Santiago-Dieppa et al. описано, что биологи-
ческие функции ЭС разнообразны: ремоделирование 
клеток, внутриклеточные коммуникации, изменение 
микроокружения опухоли, регулирование иммунных 
функций; ЭС рассматривают как возможный источ-
ник макромолекул для выполнения процесса «жид-
кой биопсии» при опухолях мозга [30]. J. Skog et al. 
сообщили, что ЭС могут быть изолированы из сыво-
ротки крови больного с опухолью мозга, и в них могут 
быть обнаружены специфические альтерации в гене 
EGFR [31]. J.C. Akers et al. обнаружили эти пузырьки, 
содержащие фрагменты РНК глиобластомы, в ликво-
ре больных с этой опухолью [32]. W.W. Chen et al.  
с помощью специально разработанной методики 
BEAM нашли эти элементы не только в ликворе, но 

и в крови, и выделили из них фрагменты мутантно-
го гена IDH1. По их данным, чувствительность этого 
метода по результатам исследования ликвора состав-
ляет 63 %, а специфичность – 100 %. По мнению 
авторов, предложенный метод представляется новым 
направлением в диагностике рака [33]. J.M. Figueroa 
et al. сообщили, что им удалось обнаружить онкоген 
EGFRvII в РНК внеклеточных ЭС с показателем чув-
ствительности – 60 % и специфичности – 98% [34]. 
S.Y. Manda et al. провели аналогичное исследование 
с ЭС, полученными из плазмы, и установили, что 
возможность дифференцировки опухолевой РНК от 
нормальной составляет 80 % по критерию чувстви-
тельности и 78 % – по критерию специфичности [35]. 
Аналогичные результаты получили также J.C. Akers  
et al. при исследовании ЭС, полученных из спинно-
мозговой жидкости [36].

Проблему для «жидкой биопсии» на основе выде-
ления ЭС составляет сложный состав ЭС, полученных 
из крови. Так, установлено, что общая популяция 
везикул у ракового больного разнообразна и потенци-
ально может включать несколько субпопуляций одно-
временно: 1) ЭС, высвобождающиеся из делящихся 
опухолевых клеток: эти везикулы имеют молекуляр-
ный профиль, аналогичный профилю опухолевых 
клеток, и могут информировать об опухолевом росте, 
эволюции или патогенезе рака; 2) ЭС, полученные 
из иммунных клеток: понимание и профилирование 
молекулярных характеристик между иммунными 
везикулами и производными от опухоли, которые, 
как было показано, иммуносупрессивны, также 
может информировать врачей о состоянии опухоли 
и/или ответе на терапию; 3) везикулы, полученные из 
нормальной стромы вокруг опухоли, а также из других 
органов, которые прямо или косвенно затронуты при-
сутствием опухоли [37]. Необходимы дополнительные 
исследования для того чтобы точно разделить, изо-
лировать и профилировать различные субпопуляции 
ЭС, чтобы определить поверхностные маркеры или 
другие молекулярные различия, дабы правильно диф-
ференцировать источники и диагностическое значе-
ние обнаруженных везикул.

В исследовании Н. Shao et al. [38] продемон-
стрирована новая технология выявления опухоле-
ассоциированных белков на поверхности ЭС. Она 
основана на использовании магнитных наноча-
стиц с прикрепленными к ним маркерами белков  
глиобластомы. Полученную от больного глиобласто-
мой кровь обрабатывают этим реактивом и исследуют 
при помощи миниатюрной магнитно-резонансной 
системы. Метод обладает высокой чувствительностью 
и позволяет не только выделить ЭС, происходящие 
из глиобластомы, но и определить наличие мутаций, 
вызванных терапевтическим воздействием. С его 
помощью можно оперативно оценить эффективность 
химиотерапии и при необходимости внести коррек-
цию в ее схемы.

Свободно циркулирующие ДНК и РНК (ЦНК) 
опухоли также стали объектом разработки методов 
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«жидкой биопсии» при опухолях мозга. Y. Wang et al. 
показали, что у всех больных с интракраниальными 
опухолями, прилегающими к цистернальным про-
странствам, а также у всех больных со злокачествен-
ными глиомами можно определить ЦНК в ликворе. 
Авторы обнаруживали ЦНК в ликворе у всех пациен-
тов с медуллобластомами, эпендимомами и злокаче-
ственными глиомами. При других формах опухолей, 
не прилегающих к желудочковой системе, ЦНК не 
выявляли. Поэтому люмбальный ликвор может быть 
наиболее реальным объектом для определения гено-
типа опухоли мозга по содержащимся в нем ЦНК [39].

Обычно концентрация ЦНК в биологических 
жидкостях значительно меньше, чем в клетках или 
ткани опухоли. Этот показатель может составлять 
менее 100 нг/мл, т. е. в одной пробе может быть только 
несколько молекул. Кроме того, ЦНК представлена 
в крови не в виде целых молекул, а в виде их фраг-
ментов, поэтому для их определения требуются очень 
точные методики, позволяющие повысить их концен-
трацию за счет очистки пробы от других элементов. 
Проводятся исследования, показывающие возмож-
ность обнаружения ЦНК в различных биожидкостях.  
T.Y. Huang et al. показали, что внеклеточная ЦНК 
может быть выделена из цереброспинальной жидко-
сти, и по ней можно определить специфические мута-
ции в вариантах гена гистона Н3. Чувствительность 
теста (87,5 %) и его специфичность (100 %) были 
подтверждены иммуногистохимическим методом 
и секвенированием по Сэнгеру в 8 образцах опухо-
левой ткани [40]. J. Chen et al. показали, что ЦНК из 
опухоли у больных глиомой имеют более низкий по 
сравнению с контролем уровень метилирования эле-
мента Alu, который является одним из самых корот-
ких элементов в геномной ДНК и суррогатным марке-
ром для оценки уровня метилирования всей геномной 
ДНК организма [41].

Стандартизация и воспроизводимость
Существует насущная потребность в стандарти-

зации процесса получения материала для «жидкой 

биопсии». Например, на результаты получения 
макромолекул при различных методах получения 
биологической жидкости могут влиять протоколы 
замораживания/оттаивания, способ сбора, время 
обработки, уровень гемолиза, экспозиция консер-
ванта и условия хранения [42]. В случае ЭС метод 
подсчета везикул также может давать различные 
результаты [43], и эту переменную следует учиты-
вать при анализе. Еще одна причина ограниченной 
воспроизводимости биомаркерных исследований –  
отсутствие стандартизированных рекомендаций, 
в каждом исследовании по-разному рассматривают-
ся вопросы, касающиеся размеров когорт, влияния 
факторов лечения, а также выбора контрольных 
групп. Микрочипы, количественная ПЦР в режи-
ме реального времени, РНК и цифровая капельная 
ПЦР – одни из наиболее часто используемых мето-
дов исследования биомаркеров, каждый из которых 
имеет свои преимущества, ограничения и недостат-
ки. Необходимо обеспечить непрерывность техно-
логии, используемой от начала до полной проверки 
анализа.

Заключение
Разработка и использование методики «жидкой 

биопсии» при опухолях мозга находятся в начале сво-
его пути, но, несомненно, перспективны. Это особен-
но актуально в тех ситуациях, когда выполнение тра-
диционной биопсии связано с высокой опасностью 
осложнений: в случаях диффузнорастущих опухолей 
мозга, при состояниях после проведенного ком-
плексного лечения. Выявление в крови и ликворе ЭС 
и фрагментов ДНК и РНК опухоли может стать суще-
ственным дополнением к традиционным методам 
диагностики и мониторинга течения опухолей мозга. 
Однако сфокусированный, рентабельный анализ био-
маркеров из жидких биоматериалов будет возможен 
по мере того, как будущие исследования покажут, 
какие именно геномные изменения предоставляют 
важную клиническую информацию для выработки 
стратегии лечения.
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