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Глиобластомы – класс злокачественных новообразований центральной нервной системы, представляющий особую сложность 

для молекулярной диагностики и подтверждения диагноза ввиду значительной внутриопухолевой гетерогенности. Помимо 

поиска характерных генетических мутаций, например IDH, H3F3A, в «горячих точках» G34 и К27, согласно рекомендациям 

Всемирной организации здравоохранения, важную роль играет анализ эпигенома опухоли – определение ее класса по структуре 

метилирования ДНК и статуса метилирования конкретных участков генома, в частности области промотора гена MGMT. 

Исходя из практического опыта, результаты молекулярно-генетических исследований нередко оказываются противоречивыми 

из-за неоднородного клеточного состава глиобластом. В данной работе мы приводим серию наблюдений из 35 образцов 

глиобластом, где сопоставляем морфологические особенности и результаты анализа клеточных типов методом деконволюции 

на основе общих профилей метилирования ДНК. Согласно нашим результатам, образцы глиобластом мезенхимального класса 

могут содержать более 50 % неопухолевых иммунных клеток, что следует учитывать при генетических исследованиях данных 

опухолей.
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Glioblastomas are malignant tumors that belong to the central nervous system and are challenging to diagnose due to their significant 

intratumoral heterogeneity, which makes molecular testing and diagnosis confirmation particularly difficult. In addition to identifying typical 

genetic mutations such as IDH, H3F3A G34 and K27, WHO recommendations emphasize the importance of analyzing the tumor epigenome 

to define its class based on DNA methylation patterns and methylation status of specific genomic regions, particularly the MGMT promoter 

region. Based on our clinical experience, molecular genetic studies sometimes yield contradictory results due to the heterogeneous cellular 

composition of glioblastomas. In this study, we present a series of observations made on 35 glioblastoma samples in which we compare the 

morphological features and the results of cell type detection by deconvolution method based on total DNA methylation profiles. Our results 

suggest that samples of mesenchymal class glioblastomas may contain over 50 % non-tumor immune cells, which should be considered in 

genetic testing of these tumors.

Key words: glioblastoma, epigenetics of CNS tumors, molecular diagnostics, DNA methylation, cell type deconvolution, Illumina 

EPIC Methylation microarray
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Введение
Глиобластома – наиболее частая первичная вну-

тримозговая опухоль, поражающая как детей, так 

и взрослых, и отличающаяся крайне неблагоприят-

ным прогнозом [1].

Исторически под глиобластомами понимались 

злокачественные диффузные опухоли глиального 

ряда, характеризующиеся 2 основными морфоло-

гическими признаками: пролиферацией эндотелия 

сосудов и некрозами. При дальнейшем изучении 

стало понятно, что это гетерогенная группа опухолей, 

и в 4-м издании классификации опухолей централь-

ной нервной системы (ЦНС) Всемирной организации 

здравоохранения (ВОЗ) от 2016 г. глиобластомы были 

впервые подразделены в зависимости от мутационно-

го статуса генов IDH [2].

Следующим шагом стало выделение 2 глобальных 

групп глиобластом – взрослые и педиатрические – 

в 5-м издании классификации опухолей ЦНС ВОЗ от 

2021 г. [3]. Такая нозологическая единица, как «глио-

бластома» теперь рассматривается исключительно 

как диффузная астроцитарная глиома взрослого типа 

высокой степени злокачественности (high grade) 

с дикими типами генов IDH1, IDH2. IDH-мутант-

ные астроцитарные глиомы в классификации теперь 

определяются как «астроцитома, IDH-мутантная», 

а группа бывших педиатрических глиобластом вклю-

чает в себя 3 нозологии: диффузная срединная глиома, 

H3 K27-мутантная, диффузная полушарная глиома, 

H3 G34-мутантная и диффузная глиома педиатри-

ческого типа высокой степени злокачественности, 

IDH-дикий тип, H3-дикий тип.

Одной из основ типирования глиобластом стало 

исследование особенностей их эпигенома: сочетание 

метилированных и неметилированных CpG-остров-

ков ДНК опухоли, складывающееся в уникальный для 

каждой опухоли профиль. Изначально глиобласто-

мы были подразделены на 6 групп: IDH-мутантные, 

H3F3A K27-мутантные, H3F3A G34-мутантные, RTK I

(PDGFRA), RTK II (классические) и мезенхимальные [4].
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В 2018 г. D. Capper с коллегами разработали и опу-

бликовали свою версию классификации опухолей 

ЦНС, основанную на профиле метилирования ДНК 

[5]. В этой классификации глиобластомы, IDH-дикий 

тип, были подразделены на 7 метиляционных клас-

сов: GBM RTK I, GBM RTK II, GBM RTK III, GBM 

MES, GBM MID, GBM MYCN, GBM G34. Отдельно 

от глиобластом выделялась диффузная срединная 

глиома, H3 K27-мутантная – DMG K27.

В последней версии (12.8) классификатора опухо-

лей ЦНС на основе метилирования ДНК структура 

приближена к классификации ВОЗ: есть глобаль-

ное подразделение на диффузные глиомы взросло-

го и педиатрического типа. В диффузные глиомы 

взрослого типа входит глиобластома, IDH-дикий тип 

с 5 подтипами (RTK1, RTK2, мезенхимальный, с при-

митивным нейрональным компонентом и средней 

линии/задней черепной ямки H3/IDH-дикий тип). 

Все остальные описанные подтипы теперь рассматри-

ваются как группа диффузных глиом высокой степени 

злокачественности педиатрического типа.

Классификация опухолей ЦНС ВОЗ от 2021 г. [3] 

и опыт ведущих мировых научных центров [6] пока-

зывают важность внедрения эпигенетических иссле-

дований для точной диагностики и выбора адекват-

ных методов лечения пациентов с опухолями ЦНС. 

С 2021 г. в патологоанатомическом отделении НМИЦ 

нейрохирургии им. акад. Н.Н. Бурденко использу-

ются микрочипы Illumina Infinium Methylation EPIC 

BeadChip Array для анализа общего профиля метили-

рования ДНК опухолей в целях определения их моле-

кулярного класса [7].

Помимо молекулярной классификации полу-

ченные данные могут быть применены для анализа 

метилирования специфических участков генома, хро-

мосомных вариаций, визуализации эпигенетического 

сходства между образцами [8, 9], а также для научных 

исследований, направленных на изучение биологиче-

ских свойств редких и малоизученных типов опухолей 

ЦНС.

Цель настоящей работы – провести анализ молеку-

лярных классов и клеточного состава образцов глио-

бластом на основе общего профиля метилирования 

ДНК и сопоставить полученные результаты с особен-

ностями морфологии данного подтипа опухоли.

Материалы и методы
В ходе данной работы были исследованы 35 образ-

цов опухолей (замороженной ткани или парафиновых 

блоков) взрослых пациентов в возрасте 30–82 лет, 

проходивших обследование и лечение в НМИЦ ней-

рохирургии им. акад. Н.Н. Бурденко в 2021–2022 гг. 

с диагнозом «глиобластома, NOS, CNS WHO grade 4» 

и «глиобластома, IDH-дикий тип, CNS WHO grade 4».

Диагноз установлен одним или двумя врачами-па-

тологоанатомами на основании диагностических кри-

териев 5-го издания классификации опухолей ЦНС 

ВОЗ от 2021 г.

Выделение ДНК для определения общего профиля 

метилирования проводилось из свежезамороженных 

образцов ткани опухоли набором Illumina Infinium 

Methylation EPIC BeadChip Kit. Далее подготовлен-

ные образцы ДНК были отсканированы на платформе 

Illumina Next-Seq 550 Sequencing System. Для каждо-

го образца опухолевой ДНК был выполнен анализ 

профилей метилирования ДНК, определен молеку-

лярный (метиляционный) подкласс опухоли и статус 

области промотора гена MGMT.

Первичная обработка данных об интенсивности 

сигнала метилирования, полученных на приборе 

Illumina, проводилась в среде Rstudio с помощью 

средств языка программирования R и специализи-

рованной библиотеки Bioconductor minfi (v.1.42.0) 

[10]. Для получения данных о структуре метили-

рования ДНК, согласно рекомендациям произво-

дителя микрочипов Illumina [11], был выполнен 

подсчет M- и Вeta-значений уровней интенсивности 

сигнала на метилированных и неметилированных 

CpG-участках опухолевой ДНК. Для оценки статуса 

метилирования области промотора гена MGMT был 

использован специальный алгоритм анализа данных 

MGMT-STP27 [12]. Для определения молекулярных 

классов глиобластом на основании профилей мети-

лирования ДНК был задействован классификатор 

опухолей ЦНС (MNP brain classifier v11b4/12.3/12.5), 

основанный на алгоритмах машинного обучения [5] 

и реализованный на онлайн-платформе https://www.

molecularneuropathology.org/.

На основании результатов морфологической оцен-

ки и определения молекулярных классов образцы 

опухолей были отобраны для дальнейшего анализа 

клеточных типов методом деконволюции данных. 

С этой целью был применен комбинированный алго-

ритм EpiDISH (Epigenetic Dissection of Intra-Sample-

Heterogeneity) [13], позволяющий разделить сигналы 

метилирования ДНК, свойственные определенным 

типам клеток, из общего массива Вeta-значений 

уровней интенсивности сигнала метилирования ДНК 

в образце опухоли, представляющем собой неодно-

родную смесь клеток. В качестве контрольного набора 

данных для определения клеточного состава образцов 

были использованы характерные профили метилиро-

вания ДНК 11 типов неопухолевых/иммунных кле-

ток, наиболее характерных для опухолей ЦНС: регу-

ляторные Т-клетки, CD4+ T-клетки, CD8+ T-клетки, 

B-клетки, NK-клетки, эозинофилы, нейтрофилы, 

моноциты, эндотелиальные клетки, глиальные клет-

ки и нейроны [14].

Результаты
В результате анализа общих профилей метилиро-

вания ДНК образцов глиобластом были определены 

следующие молекулярные классы (согласно 11-й вер-

сии классификатора): глиобластома, IDH-дикий тип, 

RTK 1 (7 образцов), глиобластома, IDH-дикий тип, 

RTK 2 (11 образцов), глиобластома, IDH-дикий тип, 
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мезенхимальная (9 образцов), IDH-глиома/астроци-

тома (1 образец), нормальная ткань коры головного 

мозга/опухолевое микроокружение (6 образцов), не 

удалось определить класс для 1 образца. При повтор-

ной оценке с помощью более новой уточненной 

12-й версии классификатора опухоли распределились 

следующим образом: глиобластома, IDH-дикий тип, 

RTK 1 (5 образцов), глиобластома, IDH-дикий тип, 

RTK 2 (8 образцов), глиобластома, IDH-дикий тип, 

мезенхимальная (15 образцов), IDH-глиома/астро-

цитома (1 образец), диффузная глиома детского типа 

RTK1/2 (2  образца) нормальная ткань/опухолевое 

микроокружение (2 образца), не удалось определить 

класс для 2 образцов. Область промотора гена MGMT

была метилирована в 17 образцах, неметилирована – 

в 18.

Для дальнейшего анализа клеточных типов были 

отобраны 18 образцов глиобластом мезенхималь-

ного класса и классов RTK1/2, у которых конечный 

результат совпадал по обеим версиям классификато-

ра, а также получил высокую оценку (prediction score/

коэффициент соответствия > 0.9). Образцы, получив-

шие противоречивые результаты, низкие коэффи-

циенты соответствия, а также классифицированные 

как нормальная ткань/опухолевое микроокружение, 

были исключены из следующих этапов анализа.

При последующей деконволюции клеточного 

состава образцов было обнаружено, что во всех при-

сутствовали неопухолевые/иммунные клетки в раз-

ных пропорциях. При этом в образцах глиобластом 

классов RTK1/2 доля неопухолевых клеток составля-

ла 17–47 %, в то время как для мезенхимальных глио-

бластом этот показатель был значимо выше (43–70 %)

(рис. 1).

Состав неопухолевых клеток в разных образцах 

был неоднородным, однако в части мезенхимальных 

глиобластом преобладали моноциты и нейтрофилы 

(рис. 2).

Вышеизложенные результаты подтверждались 

наблюдениями в ходе морфологической оценки: 

инфильтрация нейтрофилами наблюдалась лишь 

в глиобластомах мезенхимального подтипа и была 

ассоциирована с выраженным ангиоматозом и крово-

излияниями (рис. 3).

При морфологической оценке инфильтрации 

иммунными клетками условно были выделены 

4 группы: менее 1 %, менее 10 %, от 10 до 30 % и более 

30 %. В группе мезенхимальных глиобластом было 

выявлено следующее распределение: 3 образца имели 

более 30 % лимфоидной инфильтрации, 4 образца –

от 10 до 30 %, 3 образца – менее 10 %. В группе RTK1 

2 образца имели от 10 до 30 % лимфоидной инфиль-

трации, 1 образец – менее 10 % и 1 образец – менее 

1 %. В группе RTK2 2 образца имели более 30 % 

лимфоидной инфильтрации и 1 образец – от 10 

до 30 %.

Рис. 1. а – оценка процентного соотношения опухолевых и иммунных клеток в образцах глиобластом. Столбики гистограммы по оси абсцисс 

обозначают образцы, по оси ординат показан процент содержания клеток. Образцы помечены как GBM MES – мезенхимальная глиобластома, 

GBM RTK1, RTK2 – глиобластома класса RTK1, RTK2 соответственно; б – сравнение процентного содержания опухолевых клеток в образцах 

глиобластом разных классов. По оси ординат – процент опухолевых клеток согласно профилю метилирования, по оси абсцисс – группы образцов 

опухолей в соответствии с молекулярным классом (GBM MES – мезенхимальная глиобластома, GBM RTK1/RTK2 – глиобластома класса RTK1 

и RTK2 вместе). Значение р-value приведено на основании t-теста

Fig. 1. a – estimated percentage of tumor and immune cells in glioblastoma samples. The bars of the histogram along the x-axis denote tumor samples, while 

the y-axis shows the percentage of cell types. Samples are labeled as GBM MES – mesenchymal glioblastoma, GBM RTK1, RTK2 – RTK1, RTK2 class 

glioblastoma, respectively; б – comparison of tumor cell proportion in glioblastoma samples of different classes. Along the y-axis is the percentage of tumor 

cells according to methylation profile, along the x-axis are the groups of tumor samples according to molecular class (GBM MES – mesenchymal glioblastoma, 

GBM RTK1/RTK2 – glioblastoma of RTK1 and RTK2 class together). The p-value is given based on t-test

а б
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Обсуждение
В ходе данной работы мы наблюдали высокую 

инфильтрацию ткани глиобластом иммунными 

клетками при деконволюции данных общего профи-

ля метилирования. Вероятно, высокое процентное 

содержание иммунных клеток обусловлено тем, что 

в своем развитии глибластомы активно стимулируют 

ангиогенез с явлениями микрососудистой проли-

ферации, которая приводит к нарушению плотных 

контактов в гематоэнцефалическом барьере (ГЭБ). 

Повышенная проницаемость ГЭБ позволяет иммун-

ным клеткам более свободно проникать в опухоль. 

Глиомы рекрутируют иммунные клетки и «заставля-

ют» их ингибировать иммунные реакции, например, 

за счет повышения экспрессии индоламин-2,3-диок-

сигеназы 1 (от англ. – indoleamine 2,3-dyoxygenase 1, 

IDO1) [15–18].

Чем выше проницаемость ГЭБ, тем больше 

иммунных клеток сможет проникнуть в ткань опухо-

ли. Выделенные условные группы имели между собой 

гистологические сходства: группу «менее 1 %» чаще 

всего составляли образцы в краевой зоне опухоли на 

границе с инфильтрацией мозгового вещества и еди-

ничными иммунными клетками; группа «менее 10 %» 

была представлена опухолью с начальными явлени-

ями микрососудистой пролиферации и отсутствием 

некротизированных участков; группа «от 10 до 30 %» 

отличалась уже более «развернутой» морфологической 

картиной глиобластомы с явной микрососудистой 

пролиферацией и сформированными очагами некро-

за; и последняя группа «более 30 %» зачастую харак-

теризовалась преобладанием сосудистого и некроти-

ческого компонентов над витальной опухолью, что 

сопровождалось выраженной инфильтрацией иммун-

ными клетками, в том числе высоким содержанием 

нейтрофилов, нетипичных опухолей ЦНС. Особенно 

часто в последнюю группу входили образцы мезен-

химальной глиобластомы. Это может быть связано, 

например, с более активной стимуляцией ангиогенеза 

в сравнении с глиобластомами группы RTK.

Помимо повышения жизнеспособности опухоли, 

иммунные клетки снижают точность определения 

молекулярных классов глиобластом, так как вносят 

«шум», искажающий работу алгоритмов-класси-

фикаторов профилей метилирования ДНК – это, 

вероятно, является причиной того, что разные вер-

Рис. 2. Оценка процентного содержания разных типов неопухолевых/иммунных клеток в образцах глиобластом. Столбики гистограммы по 

оси абсцисс обозначают образцы, по оси ординат показан процент содержания клеток. Образцы помечены как GBM MES – мезенхимальная 

глиобластома, GBM RTK1, RTK2 – глиобластома класса RTK1, RTK2 соответственно. Сокращенные названия типов клеток: регуляторные 

Т-клетки (T-рег), CD4+ T-клетки (CD4-T), CD8+ T-клетки (CD8-T), B-клетки (B-клетки), NK-клетки (NK), эозинофилы (Эоз), нейтрофилы 

(Нейт), моноциты (Моно), эндотелиальные клетки (Энд), глиальные клетки (Глия) и нейроны (Нейр)

Fig. 2. Estimated percentage of different types of non-tumor/immune cells in glioblastoma samples. The bars of the histogram along the x-axis denote 

the samples, while the y-axis shows the percentage of cell types. Samples are labeled as GBM MES – mesenchymal glioblastoma, GBM RTK1, RTK2 – 

glioblastoma of RTK1, RTK2 class, respectively. Abbreviations of cell types: regulatory T cells (T-рег), CD4+ T cells (CD4-T), CD8+ T cells (CD8-T), B cells 

(B-клетки), NK cells (NK), eosinophils (Эоз), neutrophils (Нейт), monocytes (Моно), endothelial cells (Энд), glial cells (Глия), and neurons (Нейр)

Рис. 3. Мезенхимальный подтип глиобластомы с выраженной микро-

сосудистой пролиферацией и инфильтрацией нейтрофилами. Окраска 

гематоксилином и эозином, × 200

Fig. 3. Mesenchymal subtype of glioblastoma with brisk microvascular 

proliferation and neutrophilic infiltration. Stained with hematoxylin and 

eosin, × 200



20

РОССИЙСКИЙ ЖУРНАЛ 
ДЕТСКОЙ ГЕМАТОЛОГИИ и ОНКОЛОГИИ  // Russian Journal of Pediatric Hematology аnd Oncology

2023
ТОМ/VOL. 103
,

Ор
иг

ин
ал

ьн
ы

е 
ис

сл
ед

ов
ан

ия
  /

/ 
 O

rig
in

al
 s

tu
di

es

сии классификаторов в нашей практике показывают 

противоречивые результаты и низкие коэффициенты 

соответствия.

С другой стороны, высокий процент иммунных 

клеток в образце опухоли не стоит рассматривать 

только как «шум», затрудняющий диагностику, – воз-

можно, именно для таких пациентов наиболее пер-

спективным методом лечения окажется иммуноте-

рапия. Данные молекулярного подтипа глиобластом 

и процентного содержания различных популяций 

иммунных клеток в перспективе можно использовать 

в качестве одного из критериев включения в клини-

ческое исследование иммунной терапии у пациентов 

с глиобластомами.

Для изучения взаимосвязи молекулярного подтипа 

и клеточного состава опухоли с ответом на иммунную 

терапию необходимо исследовать большее количе-

ство различных образцов, уделяя особенное внимание 

выбору зоны взятия пробы для последующего выде-

ления ДНК предварительным созданием криостатных 

срезов, и, возможно, сочетать примененный нами 

метод с более традиционными методами типирования 

клеток, например, с иммуногистохимическим иссле-

дованием.

В дальнейшем деконволюцию клеточного состава 

образцов можно использовать и для других опухолей 

ЦНС, оценивая перспективы использования иммун-

ной терапии.

Выводы
В данной работе продемонстрированы результаты 

анализа молекулярных классов и клеточного состава 

образцов глиобластом на основе общего профиля 

метилирования ДНК и проведена оценка их соот-

ветствия особенностям морфологической картины 

данного подтипа опухолей ЦНС. Примененный 

нами алгоритм деконволюции данных для выделе-

ния иммунных клеток в исследуемых образцах ДНК 

показал свою эффективность и позволил обнаружить 

статистически значимые различия в содержании 

иммунных клеток между глиобластомами различных 

классов.

Следует отметить, что проведенный анализ демон-

стрирует потенциальные возможности иммуно-ме-

тиломного профилирования как дополнительного 

инструмента для оценки опухолей на основе данных 

метилирования ДНК. Мы предполагаем, что развива-

ющиеся вычислительные методы деконволюции кле-

точных типов впоследствии будут полезны для отбора 

пациентов и дальнейших исследований в области 

иммунотерапии опухолей ЦНС.
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