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Статья содержит обзор литературы и теоретическое исследование, посвященное рассмотрению психотера-
пии в контексте современных нейронаучных концепций. В качестве мозговых коррелятов психотерапевтиче-
ских процессов предлагается рассматривать изменения в нейросетях ментализации и эмпатии. Выдвигаются 
гипотезы о возможных механизмах, приводящих к изменению связности нейросетей после психотерапии: 
усиление роли префронтальной системы в регуляции уровня возбуждения, окситоциновая модуляция си-
стемы привязанности, оптимизация предиктивного кодирования межличностного восприятия, включая 
путь обработки ошибки предикции. Выдвигаемые положения опираются на исследования социальной, аф-
фективной, когнитивной и поведенческой нейронауки, научные работы в области психотерапии, данные 
о нейрофизиологических коррелятах эффектов психотерапии.

Ключевые слова: психотерапия, фМРТ, функциональные сети покоя, функциональная связность головного 
мозга, ментализация, эмпатия, предиктивное кодирование, окситоцин
DOI: 10.31857/S0044467724010016

612.821

ВВЕДЕНИЕ

Начиная с  зарождения психоанализа в  ра-
ботах З. Фрейда, в  течение около века развитие 
психотерапии и нейробиологии шло параллель-
ными путями. В  последние десятилетия наме-
тилась тенденция к  интеграции накопленных 
в  этих областях знаний в  рамках социальной, 
аффективной, когнитивной и  поведенческой 
нейронаук – интенсивно развивающихся интер-
дисциплинарных направлений, использующих 
естественнонаучные методы исследования для 
понимания механизмов психических процес-
сов. Интегративная тенденция отражается в ра-
стущем количестве исследований на стыке об-
ластей (Goss, 2016), в  появлении тематических 
книг (Cozolino, 2017), специальных выпусков, 
секций, обзоров в журналах (Gonçalves, Perrone-
McGovern, 2014; Beeson, Field, 2017; Javanbakht, 
Alberini, 2019; Кремлева, 2021), в выделении на-
правления «нейропсихоанализ» (Каплан-Солмз, 
Солмз, 2017; Эйдемиллер, Тарабанов, 2019).

Статья посвящена современным нейронауч-
ным концепциям, которые представляют инте-
рес с точки зрения понимания механизмов пси-
хотерапии. В  качестве основы для интеграции 
между психотерапией и нейронаукой мы опира-

емся на мозговые нейросети покоя, выявляемые 
с  помощью функциональной МРТ покоя и  ин-
тенсивно исследуемые в последние годы (Пира-
дов и др., 2015; Гаврон и др., 2019). Тенденцией 
современной нейронауки является переход от 
рассмотрения функциональной локализации 
к функциональной связности с выделением моз-
говых нейросетей. Такого рода анализ осущест-
вляется за счет изучения временных корреляций 
в активации различных мозговых зон – предпо-
лагается, что корреляция между активностью 
в разных зонах свидетельствует об их функцио-
нальной общности. Нейросетевой анализ реле-
вантен сложным интегративным психическим 
процессам, необходимым для функционирова-
ния человека в социальной среде и являющимся 
мишенью психотерапии (Князев, 2023).

Ввиду интегративного характера статьи, в ней 
применяется терминология как из области со-
циальной, аффективной, когнитивной и  пове-
денческой нейронауки, так и из области психо-
терапии, при этом из-за ограничений формата 
подробно раскрываются лишь новые термины, 
но не более базовые понятия. Для получения до-
полнительной информации заинтересованному 
читателю рекомендуется обратиться к обзорным 

ОБЗОРЫ 
И ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ СТАТЬИ

, с. 3–13
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статьям по методам психотерапии (Калмыкова, 
Кэхеле, 2000; Марченкова, 2012), исследованиям 
эффективности психотерапии (Пуговкина и др., 
2009; Холмогорова и  др., 2010; Тукаев, 2022) 
и функциональных нейросетей покоя (Кремнева 
и др., 2022), а также к книге Л. Ф. Барретт о моз-
говых механизмах аффективного процессинга 
(Барретт, 2018).

Нейросети ментализации и эмпатии: значение для 
психотерапии

Социальное функционирование индиви-
да опирается на мозговые сети ментализации 
и  эмпатии (Можаева, 2017). Нейросеть мента-
лизации (теории психического, theory of mind) 
выявляется в  задачах, связанных с  интеллекту-
альным пониманием мыслей, эмоций, наме-
рений и  в  целом внутренних состояний других 
людей, а также своего собственного внутреннего 
состояния (Lombardo et al., 2010). Сеть эмпатии 
задействуется в  задачах, связанных с  эмоцио-
нальным пониманием своих состояний и  со-
стояний других людей (Fan et al., 2011; Tholen et 
al., 2020). Важным аспектом в  функционирова-
нии сети эмпатии является включение в  ее со-
став передней островковой и передней поясной 
коры, участвующих как в  восприятии эмоций, 
так и  в  интероцепции – восприятии, интегра-
ции и  интерпретации сигналов, исходящих из 
внутренней среды организма, таких как ощуще-
ния от дыхания и сердцебиения (Zaki et al., 2012; 
Добрушина и др., 2020). Согласно классическим 
(Cannon, 1927; James et al., 1981) и современным 
теориям эмоций (Barrett, 2017) восприятие эмо-
ций опирается на интерпретацию интероцептив-
ных сигналов в  контексте ситуации. Таким об-
разом, функциональное отличие сети эмпатии 
от сети ментализации связано с непосредствен-
но-эмоциональным, телесно-опосредованным 
(Тхостов, 2002; Николаева, Арина, 2003), а  не 
интеллектуальным восприятием состояний дру-
гих людей.

На рис.  1 и  2 представлены сети ментали-
зации и  эмпатии, визуализированные с  по-
мощью сервиса автоматического метаанали-
за данных фМРТ-исследований NeuroSynth 
(https://neurosynth.org), разработанного 
T. Yarkoni et al. (2011). Сети были выделены по 
тегам “mentalizing” и “empathy”. Сеть ментали-
зации включает ассоциативную кору внутрен-
ней поверхности головного мозга – медиаль-
ную префронтальную кору, заднюю поясную 
кору и предклинье, а также вентральную часть 
теменно-височного соединения, височный по-
люс и  зоны мозжечка (Schurz et al., 2014; Ио-
сифян и др., 2020; Князев и др., 2020; Tholen et 
al., 2020). Сеть эмпатии включает переднюю по-
ясную кору, передние островковые зоны, ниж-
нелобную извилину и, по данным части иссле-
дований, дорзальную часть теменно-височного 
соединения (Singer, 2006; Fan et al., 2011; Tholen 
et al., 2020).

Нейросети ментализации и  эмпатии могут 
рассматриваться в  качестве мозговых основ со-
циальных процессов, являющихся мишенью 
психотерапии. Установлено, что связность дан-
ных сетей формируется постепенно от младен-
чества к  взрослому возрасту, наиболее актив-
но в течение первых двух лет жизни (Gao et al., 
2015), и ключевую роль в этом процессе играют 
отношения со значимыми взрослыми (Atzil et al., 
2018). Процессы символической организации 
первичного аффективного опыта с  параллель-
ной надстройкой высокоуровневых нейросетей 
протекают с  опорой на систему привязанности 
(Fonagy et al., 2018). Следовательно, психотера-
певтические отношения могут рассматриваться 
как создание условий для компенсаторного раз-
вития связности нейросетей ментализации и эм-
патии. Придание новых значений первичным 
аффектам в условиях психотерапевтических от-
ношений следует по естественному пути разви-
тия высокоуровневых нейросетей (Jurist, 2018).

Прекунеус

Мозжечок

Медиальная
префронтальная 
кора

Височный полюс

Теменно-височное
соединение

Рис. 1. Нейросеть ментализации.
Fig. 1. Mentalizing Network.

ДОБРУШИНА
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Ряд работ, обобщенных в  метаанализах, 
подтверждает наличие функциональных из-
менений в  зонах, входящих в  сети ментализа-
ции и эмпатии (рис. 1, 2), после психотерапии 
(Messina et al., 2013; Kalsi et al., 2017; Cera et al., 
2022; Schrammen et al., 2022; Yuan et al., 2022). 
Существенная часть исследований основана на 
регистрации фМРТ-активации в  когнитивных 
и эмоциональных задачах. В ряде работ проде-
монстрированы изменения активации задней 
поясной и парапоясной коры, входящих в сеть 
ментализации, что может быть ассоциировано 
с  более эффективным задействованием вну-
тренних моделей, на которых основывается 
межличностное восприятие (Kalsi et al., 2017; 
Messina et al., 2013). Примечательно, что в ходе 
лечения депрессии активность правой пара-
поясной области повышается после психоте-
рапии и  понижается после фармакотерапии, 
что свидетельствует о наличии у психотерапии 
специфических нейросетевых коррелятов (Kalsi 
et al., 2017). Для сети эмпатии наиболее типич-
ной тенденцией является снижение активации 
островковой и  передней поясной коры в  ответ 
на негативные эмоциональные стимулы после 
психотерапии, что отражает снижение эмо-
циональной реактивности (Cera et al., 2022; 
Schrammen et al., 2022; Yuan et al., 2022).

В  исследованиях, использующих метод 
функциональной МРТ покоя для оценки ней-
росетевой связности, продемонстрировано 
усиление взаимодействия между зонами, вхо-
дящими в сети ментализации и эмпатии, после 
психотерапии. Так, у пациентов с пограничным 
расстройством личности после психодинамиче-
ской терапии наблюдаются изменения в паттер-
не связности средней и задней поясной и пара-
поясной коры, входящих в сеть ментализации, 
и  данные изменения коррелируют с  улучше-
нием способностей к  идентификации эмоций 
(Amiri et al., 2023). У пациентов с шизофренией 

после групповой когнитивно-поведенческой 
терапии отмечается усиление связности в  сети 
ментализации (Gallos et al., 2021). В  недавнем 
крупном (131 участник) исследовании показа-
но, что когнитивно-поведенческая психотера-
пия депрессии приводит к  распространенным 
изменениям функциональной связности в виде 
ее усиления, в то время как после лечения ан-
тидепрессантами связность преимущественно 
снижается (Dunlop et al., 2023). В частности, на-
блюдается повышение связности между перед-
ней поясной и островковой корой, входящими 
в сеть эмпатии.

Две системы регуляции уровня возбуждения  
и психотерапия

Возможность высокоуровневой регуляции 
поведения с  задействованием нейросети мен-
тализации зависит от уровня физиологического 
возбуждения (arousal). L. Mayes сформулиро-
вала концепцию двух систем регуляции уровня 
возбуждения (рис.  3) (Mayes, 2000). На низком 
и  умеренном уровне возбуждения в  регуляции 
социального поведения доминирует префрон-
тальная система, ассоциированная с произволь-
ной саморегуляцией на основании процессов 
ментализации. По мере повышения уровня воз-
буждения активность префронтальной системы 
убывает и  одновременно нарастает активность 
непроизвольной подкорковой регуляторной си-
стемы, связанной с базовыми автоматическими 
реакциями по типу «бей или беги». Как видно на 
рис.  3, зависимость активности каждой из двух 
систем от уровня возбуждения имеет форму ку-
пола, что соответствует универсальному закону 
Йеркса – Додсона, в соответствии с которым су-
ществует оптимум уровня возбуждения для вы-
полнения разных задач (Yerkes, Dodson, 1908). 
При этом типично, что для более простых, ав-
томатизированных задач оптимум возбуждения 
является меньшим, по сравнению с  более ком-
плексными и произвольными задачами.

Нижнелобная
извилина

Передняя
островковая 
кора

Передняя
цингулярная 
кора

Рис. 2. Нейросеть эмпатии.
Fig. 2. Empathy Network.
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Роль префронтальной системы в  регуляции 
уровня возбуждения подтверждена с  исполь-
зованием функциональной МРТ. Young et al. 
проанализировали корреляции функциональ-
ной связности нейросетей с частотой сердечных 
сокращений (ЧСС) во время просмотра эмоци-
онально насыщенных видеосюжетов (Young et 
al., 2017). Они выявили, что ЧСС коррелирует 
с функциональной связностью нейросети, вклю-
чающей переднюю поясную и  билатеральную 
островковую кору (данные зоны входят в  сети 
эмпатии). Также они выявили, что сила связей 
между двумя указанными зонами и лобно-темен-
ной сетью контроля имеет характерную куполо-
образную зависимость от уровня возбуждения. 
Данный эксперимент подтверждает гипотезу 
о  наличии критического уровня возбуждения, 
после которого роль префронтальной регуляции 
начинает снижаться.

В  контексте психотерапии важно, что воз-
буждение, связанное со стрессом через систему 
привязанности, обладает особым угнетающим 
воздействием на нейросеть ментализации (Nolte 
et al., 2013). В эксперименте Nolte et al. использо-
вали классический тест – «Чтение психического 
по глазам» (Reading the Mind in the Eyes Test), для 
выявления фМРТ-активации, связанной с мен-
тализацией. Тест проводили до и после двух ви-
дов стрессоров: вспоминание стрессовой ситу-
ации, связанной с  отношениями со значимым 
другим (стресс через систему привязанности), 
и  вспоминание стрессовой ситуации, не имею-
щей межличностного характера (неспецифиче-
ский стресс). Стресс через систему привязанно-
сти, по сравнению с неспецифическим стрессом, 

приводил к  снижению активации в  нижнелоб-
ной извилине, задневисочной области и темен-
но-височном соединении слева – в  зонах из 
нейросети ментализации. Полученные данные 
указывают на важность направленной работы 
над сохранением высокоуровневой регуляции 
(префронтальной, опосредованной процесса-
ми ментализации) в  особых условиях – в  ходе 
эмоционально насыщенного взаимодействия со 
значимыми другими, сопровождающегося акти-
вацией системы привязанности. Такого рода ра-
бота возможна в  рамках психотерапевтических 
отношений.

Другие данные указывают на то, что не только 
префронтальная регуляция, но и нейробиологи-
ческие процессы, лежащие в  основе научения, 
оптимально функционируют при умеренном 
уровне возбуждения, поскольку чрезмерно вы-
сокий уровень катехоламинов препятствует ре-
консолидации памяти (Baldi, Bucherelli, 2005). 
Следовательно, неконтролируемое повышение 
уровня возбуждения в  ходе эмоционально за-
ряженных взаимодействий может не сопро-
вождаться усвоением получаемого опыта. Эти 
данные обосновывают неоднократно сформули-
рованный в  психотерапии тезис о  необходимо-
сти регуляции уровня возбуждения в ходе сессии 
с  целью удержания его в  «окне толерантности» 
(Fonagy, Target, 2006; Рёдигер и  др., 2021). Со-
гласно P. Fonagy, в качестве результата психоте-
рапии возможно рассматривать смещение впра-
во точки переключения, в  которой происходит 
передача контроля от префронтальной системы 
к подкорковой (см. рис. 3). Иначе говоря, задача 
состоит в  расширении переносимой зоны воз-
буждения (Fonagy, Target, 2006).

Данные исследований, в  которых эффек-
ты психотерапии регистрировались с  исполь-
зованием фМРТ, подтверждают гипотезу об 
усилении роли префронтальной регуляции аф-
фекта, связанной с  ментализацией. В  ряде ис-
следований продемонстрировано усиление лоб-
но-лимбических связей и ослабление активации 
лимбических структур после индивидуальной 
и  групповой психотерапии (чаще всего когни-
тивно-поведенческой либо психодинамической) 
при депрессии, тревожных расстройствах, по-
граничных личностных расстройствах (Messina 
et al., 2013; Straub et al., 2017; Herpertz et al., 2018; 
Marwood et al., 2018). Данные эффекты зареги-
стрированы как с  помощью фМРТ покоя, так 
и  в  ходе выполнения фМРТ-задач, связанных 
с регуляцией эмоций.

Префронтальная
система

Подкорковая
система

Точка
переключения

Уровень возбуждения (arousal)

А
кт

ив
но

ст
ь 

си
ст

ем
ы

Низкий Высокий

Рис. 3. Две системы регуляции социального поведе-
ния.
Fig. 3. Two Systems of Arousal Regulation.
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Нейрогормональные основы системы привязанности 
и психотерапия

Как обсуждалось выше, нейросети ментали-
зации и эмпатии онтогенетически формируют-
ся в ходе взаимодействия ребенка со значимы-
ми взрослыми, через опосредование системой 
привязанности. Важным аспектом системы 
привязанности является биобихевиоральная 
синхрония – координация биологических и по-
веденческих процессов между ребенком и зна-
чимым взрослым с внешней регуляцией незре-
лого мозга ребенка зрелым мозгом взрослого 
(Feldman, 2015). Согласно психоаналитическим 
теориям, родитель постепенно интернализует-
ся как внутренний объект, выполняющий роль 
саморегуляции (Holmes, Nolte, 2019). На мозго-
вом уровне этому процессу может соответство-
вать созревание сетей ментализации и эмпатии 
(Atzil et al., 2018). Многочисленные исследова-
ния показали, что сходные с  биобихевиораль-
ной синхронией процессы наблюдаются в ходе 
взаимодействия психотерапевтов и  клиентов, 
включая синхронизацию движений (Ramseyer, 
Tschacher, 2011), сердечного ритма и  дыхания 
(Tschacher, Meier, 2019), кожно-гальваниче-
ской реакции (Marci et al., 2007). Метрики, 
характеризующие выраженность синхрониза-
ции, коррелируют с  качеством терапевтиче-
ского альянса и  удовлетворенностью сессиями 
(Koole, Tschacher, 2016).

На гормональном уровне медиатором системы 
привязанности является нейропептид окситоцин 
(Sue, Carter, 1998; Buchheim et al., 2009; Spengler et 
al., 2017; Терещенко, Смольникова, 2019; Zilcha-
Mano et al., 2019). Окситоцин выделяется у мате-
ри и ребенка в процессе грудного вскармливания, 
а также у отцов, берущих на руки младенцев; вы-
деление окситоцина способствует формированию 
диадных связей, необходимых для физического 
и  психического выживания младенца (Scatliffe 
et al., 2019). У взрослых уровень окситоцина по-
вышается в процессе романтических отношений 
и в целом в ходе близких отношений, задейству-
ющих систему привязанности (Sue, Carter, 1998; 
Schneiderman et al., 2012).

Согласно данным нейрофизиологических ис-
следований, окситоцин является мощным ин-
гибитором активности миндалины (амигдалы) 
(Domes et al., 2007a; Spengler et al., 2017). Акти-
вация миндалины ассоциирована с  повышен-
ной бдительностью, настороженностью, страхом 
(LeDoux, 2007). Повышенная реактивность мин-
далины и  гипербдительность наблюдаются при 

депрессии и личностных расстройствах (Arntz et 
al., 2000; Georgiadi et al., 2011; Koole, Tschacher, 
2016; Grogans et al., 2022), причем гипербдитель-
ность связана с нарушениями процессов мента-
лизации (Fonagy et al., 2017). Экспериментальное 
введение окситоцина приводит к улучшению по-
нимания ментальных состояний других (Domes 
et al., 2007b). Люди с  небезопасной привязан-
ностью после введения окситоцина начинают 
реалистичнее воспринимать межличностные 
ситуации, внося меньше искажений, связанных 
с  доминированием ригидных представлений, 
основанных на раннем травматическом опыте 
(Buchheim et al., 2009).

В исследовании S. Zilcha-Mano и соавт. было 
показано, что в ходе психотерапевтических сес-
сий происходит синхронизация между тера-
певтом и клиентом по уровню окситоцина и что 
окситоциновая синхронизация выступает фак-
тором успешного психотерапевтического лече-
ния депрессии (Zilcha-Mano et al., 2021). Окси-
тоциновый ответ терапевта служит медиатором 
в  ассоциации между выраженностью негатив-
ных эмоций у  пациента и  исходами терапии: 
более сильные негативные эмоции у  пациента 
являются предиктором большего повышения 
уровня окситоцина у  терапевта в  ходе сессии, 
а  повышение уровня окситоцина у  терапевта, 
в  свою очередь, является предиктором сни-
жения депрессивных симптомов (Fisher et al., 
2023).

Концепция предиктивного кодирования  
и психотерапия

В  последнее десятилетие функциональную 
роль нейросетей ментализации и  эмпатии объ-
ясняют в  рамках концепции предиктивного 
кодирования, согласно которой головной мозг 
представляется сложной нейросетевой систе-
мой, обеспечивающей точное прогнозирование 
следующего во времени внешнего и внутреннего 
состояния (Friston, 2010; Clark, 2013), включая 
положение тела (Brown et al., 2011), внутрен-
нее состояние организма (Apps, Tsakiris, 2014), 
ментальные состояния (Fotopoulou, Tsakiris, 
2017). В рамках теории конструируемых эмоций 
L. F. Barrett, эмоции связаны с межличностными 
предикциями: эмоциональная «реакция» возни-
кает вследствие ожидания того или иного дей-
ствия от партнера, еще до того, как это действие 
будет или не будет совершено (Barrett, 2017; Бар-
ретт, 2018). Межличностное предиктивное коди-
рование опирается на сети ментализации и  эм-
патии (Barrett, Satpute, 2019).
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На рис.  4 приведена схема генерации меж-
личностных предикций в режиме «замедленного 
кадра». В  каждый момент времени существует 
интегральная оценка состояния системы (мен-
тальных состояний, характера взаимодействия, 
контекста и т. д.). На основании внутренних моде-
лей, выстроенных в ходе предшествующего опы-
та, субъект предсказывает, к  каким последствия 
может привести то или иное действие, выбирает 
действие и  совершает его. В  следующий момент 
времени действие приводит к последствиям, пе-
реводя систему в следующее (реальное) состояние. 
Через каналы восприятия субъект получает об-
ратную связь о  результатах действия. Поскольку 
ни одно предсказание не является абсолютно точ-
ным, в  момент сопоставления полученной сен-
сорной информации и предсказания возникает не-
избежный конфликт оценок – ошибка предикции. 
Данный конфликт является центральной темой 
предиктивных моделей (Friston, 2010). Принци-
пиально возможно выделить два пути обработки 
ошибки предикции: усовершенствование вну-
тренних моделей (восходящий путь встраивания 
нового опыта) и  фильтрация входящей сенсор-
ной информации (нисходящий путь ориентации 
в восприятии на внутренние модели).

Яркой иллюстрацией систематического за-
действования нисходящего пути обработки 
ошибки предикции являются личностные рас-
стройства: ригидные модели (схемы), закрепив-

шиеся в  ходе раннего опыта, определяют даль-
нейшее межличностное восприятие, системно 
искажая его (Bach et al., 2018; Herzog et al., 2022). 
В  этом контексте интересно обратиться к  дан-
ным исследований предиктивного кодирования 
моторных актов. Научной группой K. Friston 
было продемонстрировано, что действие не яв-
ляется реакцией на внешнюю ситуацию – оно 
исходит из предсказанного будущего и  направ-
лено на то, чтобы привести реальность в соответ-
ствие с предсказанием (Brown et al., 2011). В слу-
чае моторного акта движение направлено на то, 
чтобы путем сокращения мышц создать следую-
щий предсказанный паттерн проприоцептивных 
ощущений. По аналогии, в случае общения ком-
муникативное действие может выстраиваться 
так, чтобы создать предсказанные чувства у себя 
и партнера.

Связь нарушений предиктивного кодирова-
ния с психопатологией была подтверждена рядом 
нейрофизиологических исследований, преиму-
щественно с использованием метода вызванных 
потенциалов. Так, при депрессии и  при погра-
ничном расстройстве личности наблюдается 
снижение вызванного потенциала негативности 
результата действия (feedback-related negativity), 
что может отражать трудности обработки полу-
чаемой из внешней среды обратной связи (Vega 
et al., 2013; Keren et al., 2018). При депрессии 
также наблюдается снижение амплитуды связан-

х
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Рис. 4. Предиктивная модель межличностных психических процессов.
Fig. 4. Predictive Model of Interpersonal Processes.
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ной с  наградой позитивности (reward positivity) 
(Proudfit et al., 2015) и негативности рассогласо-
вания при предъявлении девиантных стимулов 
в виде счастливых лиц на фоне стандартных сти-
мулов в виде нейтральных лиц (Wu et al., 2017). 
Феномен негативности рассогласования отра-
жает детекцию ошибки предикции, и его сниже-
ние в  ответ на счастливые лица может соответ-
ствовать типичной для депрессии нисходящей 
фильтрации позитивной информации. В  ходе 
клинических исследований было показано, что 
психотерапия может приводить к  коррекции 
типичных для депрессии нарушений в механиз-
мах предиктивного кодирования, что отражает-
ся в  появлении негативности рассогласования 
в  ответ на предъявление девиантных стимулов 
в виде счастливых лиц (Vanhatalo, 2009), а также 
в усилении связанной с наградой позитивности 
(Burkhouse et al., 2018). В  то же время имеются 
и менее обнадеживающие данные, указывающие 
на то, что нарушения в  системе предиктивного 
кодирования в  виде невосприимчивости к  об-
ратной связи являются предиктором неэффек-
тивности когнитивно-поведенческой терапии 
(Burkhouse et al., 2016; Queirazza et al., 2019).

В связи с трудностями преодоления дисфунк-
циональных предиктивных моделей представ-
ляет интерес поиск механизмов, влияющих на 
задействование восходящего либо нисходящего 
пути обработки ошибки предикции. С этой це-
лью уместно обратиться к функциональным ней-
ровизуализационным исследованиям. Недавнее 
исследование N. Dijkstra и S. Fleming посвящено 
механизмам различения образов, сгенерирован-
ных в  воображении (нисходящий путь) и  пред-
ставленных в  реальном стимульном материале 
(восходящий путь) в  ходе восприятия высоко-
зашумленных изображений (Dijkstra, Fleming, 
2023). Функциональная нейровизуализация по-
казала, что четкость воображаемого и реального 
изображений коррелирует с  активацией одних 
и тех же мозговых зон, однако критической от-
личительной чертой образов, исходящих из ре-
альности, является более выраженная активация 
первичной зрительной коры. Сходный эффект 
эмпирически используется в психотерапии: кли-
ентам рекомендуют фокусировать внимание на 
элементарных сенсорных характеристиках сти-
мулов из текущей реальности (grounding), а так-
же использовать сильные сенсорные стимулы, 
такие как расплавляемый на ладони лед, для того 
чтобы противостоять негативным эмоциональ-
ным переживаниям, cвязанным с реактивацией 
прошлого травматического опыта на фоне триг

герных событий (Линехан, 2020; Williston et al., 
2021).

Другие нейровизуализационные исследова-
ния указывают на роль миндалины в  обработ-
ке ошибки предикции. На модели соматопер-
цепции было показано, что нисходящий путь 
обработки ошибки предикции ассоциирован 
с функциональной связностью миндалины с ро-
стральной префронтальной корой (Dobrushina et 
al., 2021). При исследовании матерей с дисфунк-
циональным, излишне вторгающимся стилем 
родительства было обнаружено, что просмотр 
видео с  собственным младенцем сопровожда-
ется у них избыточной активацией миндалины, 
причем миндалина оказывается функциональ-
но связана с  зонами мозга, обеспечивающими 
направленные вовне действия (Atzil et al., 2011). 
Такого рода стремление корректировать поведе-
ние младенца может соответствовать динамике 
приведения реальности в соответствие с ожида-
ниями, т. е. нисходящему пути обработки ошиб-
ки предикции. У  матерей, демонстрирующих 
адаптивную биобихевиоральную синхронию 
с  младенцем, в  отличие от излишне вторгаю-
щихся матерей, активация миндалины в  ходе 
просмотра видео с собственным младенцем кор-
релирует с уровнем окситоцина (Atzil et al., 2011, 
2012). Учитывая, что окситоцин является инги-
битором амигдалярной активности (Domes et al., 
2007a; Spengler et al., 2017), его выделение может 
способствовать более принимающему, открыто-
му стилю межличностного восприятия, соответ-
ствующему восходящему пути обработки ошиб-
ки предикции.

Приведенные исследования указывают на 
возможный механизм переключения пути об-
работки ошибки предикции. Мы предполагаем, 
что формирование терапевтических отношений, 
задействующих систему привязанности и  ок-
ситоцин, может сопровождаться снижением 
амигдалярной активации и  возникновением на 
нейросетевом уровне условий для перестройки 
предиктивных моделей, лежащих в  основе ре-
гуляции восприятия и  поведения. Это предпо-
ложение согласуется с клиническими данными, 
свидетельствующими об эффективности видов 
психотерапии, уделяющих особое внимание те-
рапевтическим отношениям (психодинамиче-
ская терапия, схема-терапия, диалектическая 
поведенческая терапия), в  лечении личност-
ных расстройств (Jacob, Arntz, 2013; Stoffers-
Winterling et al., 2022). Более того, в ходе успеш-
ной психотерапии личностных расстройств 
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наблюдается снижение гипербдительности 
(Sieswerda et al., 2007) и амигдалярной активно-
сти (Iskric, Barkley-Levenson, 2021), что косвенно 
указывает на возможность задействования вос-
ходящего пути обработки ошибки предикции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В статье представлено нейронаучное видение 
психотерапевтических процессов, основанное 
на междисциплинарной интеграции концеп-
ций. В качестве мозговых коррелятов терапевти-
ческих изменений предлагается рассматривать 
функциональную перестройку нейросетей мен-
тализации и эмпатии. Возможными механизма-
ми этой перестройки являются усиление роли 
высокоуровневой регуляции возбуждения, моду-
ляция системы окситоцина и оптимизация меха-
низмов предиктивного кодирования в условиях 
психотерапевтических отношений. Выполнен-
ная интеграция нейронаучных и  психотерапев-
тических концепций призвана способствовать 
развитию исследований на стыке областей, что 
может привести как к  обогащению представле-
ний о мозговых основах межличностных процес-
сов, так и к разработке новых психотерапевтиче-
ских методов с опорой на нейронаучные данные.

ЛИТЕРАТУРА
Барретт Л. Ф. Как рождаются эмоции. М.: Манн,  
	 Иванов и Фербер, 2018.
Гаврон А. А., Araujo Y. I.D., Шарова Е. В., Смирнов А. С.,  
	 Князев Г. Г., Челяпина М. В., Фадеева Л. М., Абдулаев А. А.,  
	 Куликов М. А., Жаворонкова Л. А., Болдырева Г. Н.,  
	 Верхлютов В. М., Пронин И. Н. Групповой и  инди- 
	 видуальный фМРТ-анализ основных сетей покоя  
	 здоровых испытуемых. Журнал высшей нервной  
	 деятельности им. И. П. Павлова. 2019. 69 (2): 150–163.
Добрушина О.Р., Добрынина Л.А., Арина Г.А., Крем- 
	 нева Е. И., Суслина А. Д., Губанова М.В., Белопасова А.В.,  
	 Солодчик П. О., Уразгильдеева Г. Р., Кротенкова М.В.  
	 Взаимосвязь интероцептивного восприятия  
	 и  эмоционального интеллекта: функциональное  
	 нейровизуализационное исследование. Журнал  
	 высшей нервной деятельности им. И. П. Павлова.  
	 2020. 70 (2): 206–216.
Иосифян М. А., Мершина Е. А., Баженова Д. А., Сини- 
	 цын В. Е., Ларина О. М., Печенкова Е. В. Мозговые  
	 механизмы нарушения модели психического при  
	 расстройствах аутистического спектра и шизофре- 
	 нии: обзор данных фМРТ. Клиническая и специаль- 
	 ная психология. 2020. 9 (1): 17–46.
Калмыкова Е. С., Кэхеле Х. Психотерапия за рубежом:  
	 история и современное состояние (краткий обзор).  
	 Психологический журнал. 2000. 21 (2): 88–99.
Каплан-Солмз К., Солмз М. Клинические исследования  
	 в нейропсихоанализе. Введение в глубинную нейро- 

	 психологию. М.: Академический проект, 2017.
Князев Г. Г. Смена парадигмы в  когнитивных науках?  
	 Журнал высшей нервной деятельности им. И. П. Пав- 
	 лова. 2023. 73 (1): 102–123.
Князев Г. Г., Бочаров А. В., Савостьянов А. Н., Левин Е. А.,  
	 Рудыч П. Д. Анализ активности мозга по данным  
	 функциональной мрт при эмоциональной оценке  
	 себя и других людей. Журнал высшей нервной дея- 
	 тельности им. И. П. Павлова. 2020. 70 (1): 31–39.
Кремлева О. В. Нейронауки и эпигенетика в обоснова- 
	 нии биологических механизмов и эффектов психо- 
	 терапии: краткий обзор. Вестник УГМУ. 2021. 52 (1):  
	 83–6.
Кремнева Е. И., Синицын Д. О., Добрынина Л. А., Сусли- 
	 на А. Д., Кротенкова М. В. Функциональная МРТ  
	 покоя в неврологии и психиатрии. Журнал невроло- 
	 гии и психиатрии им. С. С. Корсакова. 2022. 122 (2): 5.
Линехан М. Когнитивно-поведенческая терапия погра- 
	 ничного расстройства личности. М.: Вильямс, 2020.
Линехан М. Диалектическая поведенческая терапия:  
	 руководство по тренингу навыков. М.: Диалектика  
	 (Вильямс); 2020.
Марченкова М. В. Очерк о  развитии психотерапии  
	 в России. Консультативная психология и психоте- 
	 рапия. 2012. 72 (1): 169–182.
Можаева Е. В  фокусе – эмпатия. Консультативная  
	 психология и психотерапия. 2017. 25 (2): 175–87.
Николаева В. В., Арина Г. А. Клинико-психологические  
	 проблемы психологии телесности. Психологический  
	 журнал. 2003. 24 (1): 119–126.
Пирадов М. А., Танашян М. М., Кротенкова М. В., Брю- 
	 хов В. В., Кремнева Е. И., Коновалов Р. Н. Передовые  
	 технологии нейровизуализации. Анналы клини- 
	 ческой и экспериментальной неврологии. 2015. 9 (4):  
	 11–18.
Пуговкина О. Д., Никитина И. В., Холмогорова А. Б.,  
	 Гаранян Н. Г. Научные исследования процесса психо- 
	 терапии и ее эффективности: история проблемы.  
	 Московский психотерапевтический журнал. 2009.  
	 60 (1): 35–68.
Рёдигер Э., Стивенс Б. А., Брокман Р. Контекстуальная  
	 схематерапия. Интегративный подход к расстрой- 
	 ствам личности, межличностных отношений  
	 и эмоциональной регуляции. М.: Научный мир, 2021.
Терещенко С. Ю., Смольникова М. В. Окситоцин – нейро- 
	 гормон доверия и эмоциональной привязанности:  
	 влияние на поведение у детей и подростков. Жур- 
	 нал неврологии и психиатрии им. С.С. Корсакова.  
	 2019. 119 (12): 148.
Тукаев Р. Д. Доказательные исследования эффектив- 
	 ности психотерапии: тренды и результаты. Психиат- 
	 рия, психотерапия и  клиническая психология.  
	 2022. Nov 21. 13 (3): 332–343.
Тхостов А. Ш. Психология телесности. М.: Смысл, 2002.
Хейс С. С., Уилсон К. Г., Штросаль К. Д. Терапия приня- 
	 тия и ответственности. Процессы и практика осоз- 
	 нанных изменений. М.: Вильямс, 2021.
Холмогорова А. Б., Гаранян Н. Г., Никитина И. В., Пугов- 
	 кина О. Д. Научные исследования процесса психо- 
	 терапии и ее эффективности: современное состоя- 
	 ние проблемы. Часть  2. Социальная и  клиниче- 

ДОБРУШИНА



11

ЖУРНАЛ ВЫСШЕЙ НЕРВНОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ          том 74         № 1          2024

	 ская психиатрия. 2010. 20 (1): 70–79.
Эйдемиллер Э. Г., Тарабанов А. Э. Современный нейро- 
	 психоанализ как интегративная научная и терапев- 
	 тическая практика. Консультативная психология  
	 и психотерапия. 2019. 27 (1): 64–78.
Amiri S., Mirfazeli F. S., Grafman J., Mohammadsadeghi H.,  
	 Eftekhar M., Karimzad N, Mohebbi M., Nohesara S.  
	 Alternation in functional connectivity within default  
	 mode network after psychodynamic psychotherapy in  
	 borderline personality disorder. Ann Gen Psychiatry.  
	 2023. 22 (1): 1–12.
Apps M. A.J., Tsakiris M. The free-energy self: A predictive  
	 coding account of self-recognition. Neuroscience and  
	 Biobehavioral Reviews. 2014. 41: 85–97.
Arntz A., Appels C., Sieswerda S. Hypervigilance in Border- 
	 line Disorder: A Test with the Emotional Stroop Para- 
	 digm. J Pers Disord. 2000. 14 (4): 366–373.
Atzil S., Gao W., Fradkin I., Barrett L. F. Growing a social  
	 brain. Nat Hum Behav. 2018. 2 (9): 624–636.
Atzil S., Hendler T., Feldman R. Specifying the Neurobio- 
	 logical Basis of Human Attachment: Brain, Hormones,  
	 and Behavior in Synchronous and Intrusive Mothers.  
	 Neuropsychopharmacology. 2011. 36(13): 2603–2615.
Atzil S., Hendler T., Zagoory-Sharon O., Winetraub Y.,  
	 Feldman R. Synchrony and Specificity in the Maternal  
	 and the Paternal Brain: Relations to Oxytocin and  
	 Vasopressin. J Am Acad Child Adolesc Psychiatry.  
	 2012. 51(8): 798–811.
Bach B., Lockwood G., Young J. E. A new look at the schema  
	 therapy model: organization and role of early maladap- 
	 tive schemas. Cogn Behav Ther. 2018. 47 (4): 328–349.
Baldi E., Bucherelli C. The Inverted “U-Shaped” Dose-Effect  
	 Relationships in Learning and Memory: Modulation  
	 of Arousal and Consolidation. Nonlinearity Biol Toxicol  
	 Med. 2005. 3(1): 9.
Barrett L. F. The theory of constructed emotion: an active  
	 inference account of interoception and categorization.  
	 Soc Cogn Affect Neurosci. 2017. 12 (1): 1–23.
Barrett L. F., Satpute A. B. Historical pitfalls and new direc- 
	 tions in the neuroscience of emotion. Neuroscience  
	 Letters. 2019. 693: 9–18.
Beeson E. T., Field T. A. Neurocounseling: A New Section  
	 of the Journal of Mental Health Counseling. J Ment  
	 Heal Couns. 2017. 39 (1): 71–83.
Brown H., Friston K., Bestmann S. Active Inference, Atten- 
	 tion, and Motor Preparation. Front Psychol. 2011. 2.
Buchheim A., Heinrichs M., George C., Pokorny D., Koops E.,  
	 Henningsen P., O’Conno, M., Gündel H. Oxytocin en- 
	 hances the experience of attachment security. Psycho	
	 neuro-endocrinology. 2009. 34 (9): 1417–1422.
Burkhouse K. L., Gorka S. M., Klumpp H., Kennedy A. E.,  
	 Karich S., Francis J., Ajilore O., Craske M. G., Lange- 
	 necker S. A., Shankman S. A., Hajcak G., Phan K. L.  
	 Neural Responsiveness to Reward as an Index of Dep- 
	 ressive Symptom Change Following Cognitive-Beha- 
	 vioral Therapy and SSRI Treatment. J Clin Psychiatry.  
	 2018. 79(4): 17m11836.
Burkhouse K. L., Kujawa A., Kennedy A. E., Shankman S. A.,  
	 Langenecker S. A., Phan K. L., Klumpp H. Neural reac- 
	 tivity to reward as a predictor of cognitive behavioral  
	 therapy response in anxiety and depression. Depress  

	 Anxiety. 2016. 33(4): 281–288.
Cannon W. B. The James-Lange Theory of Emotions: A  
	 Critical Examination and an Alternative Theory. Am J  
	 Psychol. 1927. 39 (1/4): 106.
Cera N., Monteiro J., Esposito R., Di Francesco G., Cordes D,.  
	 Caldwell J., Cieri F. Neural correlates of psychodynamic  
	 and non-psychodynamic therapies in different clinical  
	 populations through fMRI: A meta-analysis and syste- 
	 matic review. Front Hum Neurosci. 2022. 16: 848.
Clark A. Whatever next? Predictive brains, situated agents,  
	 and the future of cognitive science. Behav Brain Sci.  
	 2013. 36 (3): 181–204.
Cozolino L. The neuroscience of psychotherapy: Healing  
	 the social brain. New York: WW Norton & Co. 2017.
Dijkstra N., Fleming S. M. Subjective signal strength dis- 
	 tinguishes reality from imagination. Nat Commun.  
	 2023. 14(1): 1–11.
Dobrushina O. R., Arina G. A., Dobrynina L. A., Novikova E. S.,  
	 Gubanova M. V., Belopasova A. V., Vorobeva V. P., Sus- 
	 lina A. D., Pechenkova E. V., Perepelkina O. S., Krem- 
	 neva E. I., Krotenkova M. V. Sensory integration in in- 
	 teroception: Interplay between top-down and bottom- 
	 up processing. Cortex. 2021. 144: 185–197.
Domes G., Heinrichs M., Gläscher J., Büchel C., Braus D. F.,  
	 Herpertz S. C. Oxytocin Attenuates Amygdala Respon- 
	 ses to Emotional Faces Regardless of Valence. Biol Psy- 
	 chiatry. 2007a. 62 (10): 1187–90.
Domes G., Heinrichs M., Michel A., Berger C., Herpertz S. C.  
	 Oxytocin Improves “Mind-Reading” in Humans. Biol  
	 Psychiatry. 2007b. 61 (6): 731–733.
Dunlop B. W., Cha J., Choi K. S., Rajendra J. K., Neme- 
	 roff C. B., Craighead W. E., Mayberg H. S. Shared and Unique  
	 Changes in Brain Connectivity Among Depressed  
	 Patients After Remission With Pharmacotherapy  
	 Versus Psychotherapy. 2023. 180 (3): 218–229.
Fan Y., Duncan N. W., de Greck M., Northoff G. Is there a  
	 core neural network in empathy? An fMRI based quan- 
	 titative meta-analysis. Vol. 35, Neuroscience and  
	 Biobehavioral Reviews. Pergamon. 2011. p. 903–911.
Feldman R. The adaptive human parental brain: implica- 
	 tions for children’s social development. Trends Neurosci.  
	 2015. 38 (6): 387–399.
Fisher H., Solomonov N., Falkenström F., Shahar B., Shamay- 
	 Tsoory S., Zilcha-Mano S. Therapists’ oxytocin re- 
	 sponse mediates the association between patients’ ne- 
	 gative emotions and psychotherapy outcomes. J Affect  
	 Disord. 2023. 338: 163–170.
Fonagy P., Gergely G., Jurist E. L., Target M. Affect Regu- 
	 lation, Mentalization, and the Development of the Self.  
	 Fonagy P, Gergely G, Jurist EL, editors. Routledge, 2018.
Fonagy P., Luyten P., Allison E., Campbell C. What we have  
	 changed our minds about: Part 2. Borderline persona- 
	 lity disorder, epistemic trust and the developmental sig- 
	 nificance of social communication. Borderline Personal  
	 Disord Emot Dysregulation. 2017. 4(1): 1–12.
Fonagy P., Target M. The Mentalization-Focused App- 
	 roach to Self Pathology. J Pers Disord. 2006. 20 (6):  
	 544–576.
Fotopoulou A., Tsakiris M. Mentalizing homeostasis: The  
	 social origins of interoceptive inference. Neuropsycho- 
	 analysis. 2017. 19 (1): 3–28.

СОВРЕМЕННЫЕ НЕЙРОНАУЧНЫЕ КОНЦЕПЦИИ И ПСИХОТЕРАПИЯ



12

ЖУРНАЛ ВЫСШЕЙ НЕРВНОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ          том 74         № 1          2024

Friston K. The free-energy principle: a unified brain theory?  
	 Nat Rev Neurosci. 2010. 11 (2): 127–138.
Gallos I. K., Mantonakis L., Spilioti E., Kattoulas E., Savvi- 
	 dou E., Anyfandi E., Karavasilis E., Kelekis N., Smyrnis N.,  
	 Siettos C. I. The relation of integrated psychological  
	 therapy to resting state functional brain connectivity  
	 networks in patients with schizophrenia. Psychiatry  
	 Res. 2021. 306: 114270.
Gao W., Alcauter S., Smith J. K., Gilmore J. H., Lin W.  
	 Development of human brain cortical network archi- 
	 tecture during infancy. Brain Struct Funct. 2015. 220 (2):  
	 1173–86.
Georgiadi E., Liotti M., Nixon N. L., Liddle P. F. Electro- 
	 physiological evidence for abnormal error monitoring  
	 in recurrent major depressive disorder. Psychophysiology.  
	 2011. 48(9): 1192–1202.
Gonçalves Ó. F., Perrone-McGovern K.M. A neuroscience  
	 agenda for counseling psychology research. J Couns  
	 Psychol. 2014. 61 (4): 507–512.
Goss D. Integrating neuroscience into counseling psychology:  
	 A systematic review of current literature. Couns Psy- 
	 chol. 2016. 44 (6): 895–920.
Grogans S. E., Fox A. S., Shackman A. J. The Amygdala and  
	 Depression: A Sober Reconsideration. Am J Psychiatry.  
	 2022. 179(7): 454–457.
Herpertz S. C., Schneider I., Schmahl C., Bertsch K. Neuro- 
	 biological Mechanisms Mediating Emotion Dysregula- 
	 tion as Targets of Change in Borderline Personality  
	 Disorder. Psychopathology. 2018. 51 (2): 96–104.
Herzog P., Kube T., Fassbinder E. How childhood maltreat- 
	 ment alters perception and cognition – the predictive  
	 processing account of borderline personality disorder.  
	 Psychol Med. 2022. 52(14): 2899–2916.
Hohwy J., Roepstorff A., Friston K. Predictive coding ex- 
	 plains binocular rivalry: An epistemological review.  
	 Cognition. 2008. 108 (3): 687–701.
Holmes J., Nolte T. “Surprise” and the Bayesian brain:  
	 Implications for psychotherapy theory and practice.  
	 Front Psychol. 2019. 10.
Iskric A., Barkley-Levenson E. Neural Changes in Border- 
	 line Personality Disorder After Dialectical Behavior  
	 Therapy–A Review. Front Psychiatry. 2021. 12.
Jacob G. A., Arntz A. Schema Therapy for Personality Dis- 
	 orders – A Review. Int J Cogn Ther. 2013. 6 (2): 171–85.
James W., Burkhardt F., Bowers F., Skrupskelis I. K. The  
	 principles of psychology. Harvard University Press. 1981.
Javanbakht A., Alberini C. M. Editorial: Neurobiological  
	 Models of Psychotherapy. Front Behav Neurosci. 2019.  
	 13: 144.
Jurist E. L. Minding emotions: cultivating mentalization in 
	  psychotherapy. New York: The Guilford Press. 2018.
Kalsi N., Altavilla D., Tambelli R., Aceto P., Trentini C.,  
	 Di Giorgio C., Lai C. Neural Correlates of Outcome of  
	 the Psychotherapy Compared to Antidepressant Therapy  
	 in Anxiety and Depression Disorders: A Meta-Analysis.  
	 Front Psychol. 2017. 13: 1988.
Keren H., O’Callaghan G., Vidal-Ribas P., Buzzell G. A.,  
	 Brotman M. A., Leibenluft E., Pan P. M., Meffert L. K.,  
	 Ariela W. S., Pine D. S., Stringaris A. Reward Processing  
	 in Depression: A Conceptual and Meta-Analytic Re- 

	 view Across fMRI and EEG Studies. Am J Psychiatry.  
	 2018. 175(11): 1111–1120.
Koole S. L., Tschacher W. Synchrony in psychotherapy: A  
	 review and an integrative framework for the therapeutic  
	 alliance. Front Psychol. 2016 Jun 14; 7:862.
LeDoux J. The amygdala. Curr Biol. 2007 Oct. 17 (20):  
	 R868–74.
Lombardo M. V., Chakrabarti B., Bullmore E. T., Wheel- 
	 wright S. J., Sadek S. A., Suckling J., Baron-Cohen S.  
	 Shared Neural Circuits for Mentalizing about the Self  
	 and Others. J Cogn Neurosci. 2010. 22 (7): 1623–1635.
Marci C. D., Ham J., Moran E., Orr S. P. Physiologic Cor- 
	 relates of Perceived Therapist Empathy and Social- 
	 Emotional Process During Psychotherapy. J Nerv Ment  
	 Dis. 2007. 195(2): 103–111.
Marwood L., Wise T., Perkins A. M., Cleare A. J. Meta- 
	 analyses of the neural mechanisms and predictors of  
	 response to psychotherapy in depression and anxiety.  
	 Neurosci Biobehav Rev. 2018. 95: 61–72.
Mayes L. C. A developmental perspective on the regulation  
	 of arousal states. Semin Perinatol. 2000. 24 (4): 267–279.
Messina I., Sambin M., Palmieri A., Viviani R. Neural Cor- 
	 relates of Psychotherapy in Anxiety and Depression: A  
	 Meta-Analysis. PLoS One. 2013. 8 (9): e74657.
Nolte T., Bolling D. Z., Hudac C. M., Fonagy P., Mayes L.,  
	 Pelphrey K. A. Brain mechanisms underlying the impact  
	 of attachment-related stress on social cognition. Front  
	 Hum Neurosci. 2013. 7.
Proudfit G. H., Bress J. N., Foti D., Kujawa A., Klein D. N.  
	 Depression and event-related potentials: emotional dis- 
	 engagement and reward insensitivity. Curr Opin Psychol.  
	 2015. 4: 110–113.
Queirazza F., Fouragnan E., Steele J. D., Cavanagh J., Philia- 
	 stides M. G. Neural correlates of weighted reward pre- 
	 diction error during reinforcement learning classify re- 
	 sponse to cognitive behavioral therapy in depression.  
	 Sci Adv. 2019. 5(7).
Ramseyer F., Tschacher W. Nonverbal synchrony in psycho- 
	 therapy: Coordinated body movement reflects relation- 
	 ship quality and outcome. J Consult Clin Psychol. 2011.  
	 79(3): 284–295.
Rao R. P.N., Ballard D. H. Predictive coding in the visual  
	 cortex: a functional interpretation of some extra-classical  
	 receptive-field effects. Nat Neurosci. 1999. (1): 79–87.
Scatliffe N., Casavant S., Vittner D., Cong X. Oxytocin and  
	 early parent-infant interactions: A systematic review.  
	 Int J Nurs Sci. 2019. 6 (4): 445–453.
Schneiderman I., Zagoory-Sharon O., Leckman J. F., Feld- 
	 man R. Oxytocin during the initial stages of romantic  
	 attachment: Relations to couples’ interactive reciprocity.  
	 Psychoneuroendocrinology. 2012. 37 (8): 1277–1285.
Schrammen E., Roesmann K., Rosenbaum D., Redlich R.,  
	 Harenbrock J., Dannlowski U., Leehr E. J. Functional  
	 neural changes associated with psychotherapy in anxiety  
	 disorders – A meta-analysis of longitudinal fMRI studies.  
	 Neurosci Biobehav Rev. 2022. 142.
Schurz M., Radua J., Aichhorn M., Richlan F., Perner J. 
	 Fractionating theory of mind: A meta-analysis of func- 
	 tional brain imaging studies. Vol. 42, Neuroscience and  
	 Biobehavioral Reviews. Elsevier Ltd. 2014. p. 9–34.

ДОБРУШИНА



13

ЖУРНАЛ ВЫСШЕЙ НЕРВНОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ          том 74         № 1          2024

Sieswerda S., Arntz A., Kindt M. Successful Psychotherapy  
	 Reduces Hypervigilance in Borderline Personality Dis- 
	 order. Behav Cogn Psychother. 2007. 35 (4): 387–402.
Spengler F. B., Schultz J., Scheele D., Essel M., Maier W.,  
	 Heinrichs M., Hurlemann R. Kinetics and Dose Depen- 
	 dency of Intranasal Oxytocin Effects on Amygdala Re- 
	 activity. Biol Psychiatry. 2017. 82 (12): 885–894.
Stoffers-Winterling J.M., Storebø O. J., Kongerslev M. T.,  
	 Faltinsen E., Todorovac A., Sedoc J. M., Sales C. P., Ede- 
	 mann C. H., Pereira R. J., Völlm B. A., Lieb K., Simonsen E.  
	 Psychotherapies for borderline personality disorder: a  
	 focused systematic review and meta-analysis. Br J Psy- 
	 chiatry. 2022. 221 (3): 538–552.
Straub J., Metzger C. D., Plener P. L., Koelch M. G., Groen G.,  
	 Abler B. Successful group psychotherapy of depression  
	 in adolescents alters fronto-limbic resting-state connec- 
	 tivity. J Affect Disord. 2017. 209: 135–139.
Sue C. C. Neuroendocrine perspectives on social attachment  
	 and love. Psychoneuroendocrinology. 1998. 23 (8):  
	 779–818.
Tholen M. G., Trautwein F., Böckler A., Singer T., Kanske P.  
	 Functional magnetic resonance imaging (fMRI) item  
	 analysis of empathy and theory of mind. Hum Brain  
	 Mapp. 2020. 41 (10): 2611–2628.
Tschacher W., Meier D. Physiological synchrony in psy- 
	 chotherapy sessions. Psychotherapy Research. 2019.  
	 30(5): 558–573.
Vanhatalo H. Brief psychological intervention for depres- 
	 sion: an ERP study. University of Jyväskylä; 2009.
Vega D., Soto À., Amengual J. L., Ribas J., Torrubia R., Rodrí- 
	 guez-Fornells A., Josep Marco-Pallarés. Negative reward  
	 expectations in Borderline Personality Disorder patients:  
	 Neurophysiological evidence. Biol Psychol. 2013.  
	 94(2): 388–396.
Williston S. K., Grossman D., Mori D. L., Niles B. L. Mindful- 

	 ness interventions in the treatment of posttraumatic  
	 stress disorder. Prof Psychol Res Pract. 2021. 52(1):  
	 46–57.
Wu Z., Zhong X., Peng Q., Chen B., Mai N., Ning Y. Negative  
	 bias in expression-related mismatch negativity (MMN)  
	 in remitted late-life depression: An event-related poten- 
	 tial study. J Psychiatr Res. 2017. 95: 224–230.
Yarkoni T., Poldrack R. A., Nichols T. E., Essen D. C.V.,  
	 Wager T. D. NeuroSynth: a new platform for large-scale  
	 automated synthesis of human functional neuroimaging  
	 data. Front Neuroinform. 2011. 5.
Yerkes R. M., Dodson J. D. The relation of strength of stimulus  
	 to rapidity of habit-formation. J Comp Neurol Psychol.  
	 1908. 18(5): 459–482.
Young C. B., Raz G., Everaerd D., Beckmann C. F., Tendol- 
	 kar I., Hendler T, Fernández G. H., Erno J. Dynamic  
	 Shifts in Large-Scale Brain Network Balance as a  
	 Function of Arousal. J Neurosci. 2017. 37(2): 281–290.
Yuan S., Wu H., Wu Y., Xu H., Yu J., Zhong Y., Zhang N.,  
	 Li J., Xu Q., Wang C. Neural Effects of Cognitive Be- 
	 havioral Therapy in Psychiatric Disorders: A Systematic  
	 Review and Activation Likelihood Estimation Meta- 
	 Analysis. Front Psychol. 2022. 13: 1988.
Zaki J., Davis J. I., Ochsner K. N. Overlapping activity in  
	 anterior insula during interoception and emotional  
	 experience. Neuroimage. 2012. 62 (1): 493–499.
Zilcha-Mano S., Goldstein P., Dolev-Amit T., Shamay- 
	 Tsoory S. Oxytocin synchrony between patients and  
	 therapists as a mechanism underlying effective psycho- 
	 therapy for depression. J Consult Clin Psychol. 2021. 89 (1):  
	 49–57.
Zilcha-Mano S., Roose S. P., Brown P. J., Rutherford B. R.  
	 Not Just Nonspecific Factors: The Roles of Alliance  
	 and Expectancy in Treatment, and Their Neurobiological  
	 Underpinnings. Front Behav Neurosci. 2019. 12.

CONTEMPORARY NEUROSCIENTIFIC CONCEPTS AND PSYCHOTHERAPY: 
POSSIBILITIES FOR INTEGRATION

O. R. Dobrushina#

Research Center of Neurology, Moscow, Russia
#e-mail: dobrushina@neurology.ru

The article presents a review and analysis of literature aimed at grounding psychotherapy within the context of 
contemporary neuroscientific concepts. It is suggested that on the neural level psychotherapy is associated with changes 
in the mentalizing and empathy networks’ connectivity. Several mechanisms underlying these changes are proposed: 
enhancement of the prefrontal system’s role in arousal regulation, oxytocin-related modulation of the attachment 
system, and optimization of predictive coding of interpersonal perception, including the prediction error processing 
pathway. The hypotheses are supported by studies in social, cognitive, affective and behavioral neuroscience, research 
in the field of psychotherapy, and neuroimaging data on the effects of psychotherapy.
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Аннотация. Согласно литературе, радиотерапия (РТ), применяемая при опухолевом поражении головного 
мозга, наряду с позитивным эффектом, может сопровождаться негативными последствиями в форме разви-
тия нейрокогнитивного дефицита вследствие побочного воздействия облучения на критические структуры 
мозга. Вместе с тем есть указания на возможную модуляцию нейрогенеза гиппокампа c последующей акти-
вацией ряда когнитивных функций.
Важным компонентом когнитивной активности человека являются так называемые управляющие функ-
ции (УФ; executive functions), включающие инициацию, планирование, регуляцию и  контроль любой це-
ленаправленной деятельности. Их структурно-функциональное обеспечение связывают в настоящее время 
с  префронтальными и  теменными отделами полушарий, а  также образованиями нижней височной коры 
и гиппокампа. Работа направлена на динамическую оценку состояния сети УФ по данным анализа коннек-
тивности фМРТ покоя до и через 6 мес после РТ.
В динамике обследованы 14 пациентов с латерализованным опухолевым поражением медиобазальных отде-
лов височной доли: 7 – с левосторонним, 7 – с правосторонним. Контрольную группу составили 9 здоровых 
испытуемых. У каждого проводили фМРТ в состоянии покоя – с дальнейшим анализом функциональной 
коннективности между заданными областями интереса, соответствующими по топографии сети УФ. Резуль-
таты сопоставляли с данными МРТ-морфометрии опухоли. Показано, что у пациентов через 6 месяцев после 
проведенной РТ, на фоне уменьшения объема или стабилизации роста опухоли, функциональные эффекты 
неоднозначны и зависят от латерализации поражения: при правостороннем имеют тенденцию к нормализа-
ции, тогда как при левостороннем повреждении нарастают.

Ключевые слова: фМРТ, коннективность, состояние покоя, радиотерапия, управляющие функции, медиоба-
зальные отделы височной доли.
DOI: 10.31857/S0044467724010021

В  настоящее время эффективным способом 
лечения церебральных опухолей, при невозмож-
ности хирургической резекции, является ради-
отерапия (РТ). Показано, что РТ и  тотальное 
удаление опухоли обеспечивают сопоставимый 
контроль роста новообразования – порядка 80–
90% (Day et al., 2017; Apra et al., 2018).

Наряду с  лечебным эффектом РТ, значи-
тельный интерес представляет оценка влияния 
этого воздействия на системную деятельность 
головного мозга. С  одной стороны, имеются 
данные литературы о  возможной модуляции 
нейрогенеза гиппокампа, как одной из веро-

ятных косвенных мишеней подобного воздей-
ствия облучения, c последующей активацией 
некоторых когнитивных функций (показано на 
животных моделях (Полетаева и  др., 2019; Чи-
чёва и др., 2020)). С другой стороны, вероятным 
эффектом РТ может быть развитие нейроког-
нитивного дефицита у  больных после лечения 
(Kazda et al., 2014; Rogers et al., 2015). Имеют-
ся также данные о том, что изменения памяти, 
внимания, различных видов сенсомоторной 
деятельности человека в результате чрезмерно-
го ионизирующего облучения могут отражать 
быструю истощаемость нервной системы и сви-
детельствовать о снижении резервных возмож-
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ностей больных (Metlyeva et al., 2016). Согласно 
литературе, выявляемый при облучении когни-
тивный дефицит и  прогрессирующий психо-
органический синдром могут быть следствием 
наибольшей “чувствительности” к  ионизиру-
ющему излучению филогенетически молодых 
структур головного мозга: коры лобных и  ви-
сочных долей, а также лимбико-ретикулярного 
комплекса, в  том числе структур гиппокампо-
вого круга (Holodova et al., 2005).

В  качестве информативного показателя ког-
нитивной активности головного мозга в  норме 
и при церебральной патологии может выступать 
оценка состояния так называемых управляющих 
функций (УФ), под которыми понимается сово-
купность процессов формирования и удержания 
программы деятельности, регуляции поведения, 
формирования мотивации, серийная организация 
движений и действий, переключаемость, а также 
рабочая память (Miyake et al., 2000; Diamond, 2013; 
Elliott, 2003; Голдберг, 2003; Ахутина, Меликян, 
2012). Иными словами – инициация, планиро-
вание, регуляция и контроль любой целенаправ-

ленной деятельности. Традиционно реализацию 
УФ связывали с  активностью префронтальных 
отделов мозга (Лурия, 1969; 1970; Pribram, 1973). 
Позднее было выявлено участие в их реализации 
теменных корковых областей (Petersen, Posner, 
2012; Мачинская, 2015; Ярец и др., 2018). Кроме 
того, в  ряде работ обосновывается причастность 
к системе УФ нижней височной коры (Mishkin et 
al., 1983; Tonegawa et al., 2018) и гиппокампа (Ива-
ницкий, 1997; Kovner et al., 2019). Значимость по-
следних из указанных структур и  их латерализа-
ционные особенности в обеспечении УФ требуют 
уточнения.

В  нашей предыдущей работе была исследо-
вана структурно-функциональная организация 
сети УФ у  пациентов с  латерализованным опу-
холевым повреждением медиальных отделов ви-
сочной доли (в  сравнении со здоровыми людь-
ми) до курса терапевтической радиотерапии. 
Оценка ее состояния была основана на анализе 
пространственной организации, а также количе-
ственных характеристик функциональных свя-
зей фМРТ и  ЭЭГ между заданными локусами 

Таблица 1. Индивидуальные и групповые показатели морфометрии
Table 1. Individual and group morphometric indicators

Пациент Латерализация 
 опухоли

Объем опухоли (в см3) Групповые показатели (М ±σ)

до РТ через 6 мес. 
после РТ до РТ через 6 мес. после РТ 

№1 справа 22.7 21.5

21.6 ± 9.1 20.6 ± 9.1

№2 справа 42.7 42.5

№3 справа 20.3 18.1

№4 справа 25.2 24.4

№5 справа 13.6 13.2

№6 справа 13.4 13.3

№7 справа 19.1 18.5

№8 справа 13.9 13.7

№9 справа 23.2 20.0

№11 слева 26.0 25.1

23.2 ± 12.3 22.6 ± 12.2

№12 слева 18.2 16.8

№13 слева 16.8 16.7

№14 слева 22.3 22.1

№15 слева 26.4 25.4

№16 слева 13.6 13.1

№17 слева 19.8 19.4

№18 слева 53.8 52.9

№19 слева 8.2 7.6

№20 слева 27.1 26.8
Примечание. М – среднее арифметическое, σ – стандартное отклонение
Note: М – average σ – standard deviation



16

ЖУРНАЛ ВЫСШЕЙ НЕРВНОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ          том 74         № 1          2024

ШАРОВА и др.

системы УФ в  состоянии покоя (Кулева и  др., 
2022). Выявлены общие для всех пациентов на-
рушения коннективностей сети УФ: ослабле-
ние межполушарных связей и уменьшение чис-
ла значимых межструктурных взаимодействий 
по сравнению с группой нормы. Наряду с этим 
был отмечен ряд топографических особенностей 
сетевой организации функциональных связей, 
сопряженных с  латерализацией височного по-
вреждения. Они согласовывались с  данными 
нейропсихологического тестирования (опро-
сника Resting State Questionnaire (Delamillieure et 
al., 2010) и  методики зрительного запоминания 
(Кроткова и др., 2018)), преобладая при левосто-
ронней локализации опухоли.

Задача данной работы заключалась в оценке 
динамики состояния сети УФ по данным ана-
лиза коннективности фМРТ покоя у пациентов 
с  опухолевым поражением медиобазальных от-
делов правого и левого полушарий до и через 6 
мес после РТ.

МЕТОДИКА

Основную группу наблюдения составили па-
циенты с односторонней менингиомой области 
кавернозного синуса, расположенной в  меди-
обазальных отделах мозга в  непосредственной 
близости к  височной доле правого или левого 
полушария. Менингиома – это внемозговая опу-
холь, произрастающая из мозговых оболочек; 
заключение о  ее доброкачественности в  груп-
пе пациентов было обосновано особенностями 
клинической картины и  данными нейровизуа-
лизации. До РТ исследования были выполнены 
у 14 пациентов: 7 с левосторонним (возраст от 34 
до 63 лет), 7 – с правосторонним (возраст от 37 
до 61 года) расположением опухоли. Через 6 мес 
после РТ группа пациентов аналогично включа-
ла 14 человек: 7 – с левосторонней и 7 – с пра-
восторонней опухолью (табл.  1). Все пациенты 
были в ясном сознании, понимали и выполняли 
инструкции.

Группа контроля состояла из 9 здоровых ис-
пытуемых (4 женщины, 5 мужчин) в возрасте от 
23 до 48  лет. По результатам опросника Аннет 
(Бизюк, 2005), у всех испытуемых ведущей была 
правая рука.

Стереотаксическая радиотерапия проводилась 
при помощи фотонного пучка по стандартной 
методике на аппарате Novalis (Brainlab) – линей-
ном ускорителе электронов (6 МэВ), оснащен-

ном микромноголепестковым коллиматором. 
Лечение проходило в  отделении радиотерапии 
Национального медицинского исследователь-
ского центра нейрохирургии им. академика 
Н. Н. Бурденко. Индивидуальная программа 
лучевого лечения предполагала нахождение оп-
тимального соотношения лечебной дозы облу-
чения для опухоли и лучевой нагрузки на близ-
лежащие критические структуры. Курс лечения 
состоял из 30 ежедневных сеансов облучения 
в режиме стандартного фракционирования с ра-
зовой очаговой дозой 1.8 Гр, суммарной – 54.0 
Гр. Дозовая нагрузка на нормальные ткани 
(15 см3) составляла в среднем 47.0±4.0 Гр. Дозо-
вые нагрузки на 10, 30 и 50% объема ипсилате-
рального гиппокампа составляли соответствен-
но 40.0±8.0, 29.0±8.0 и 21.0±8.0 Гр.

ФМРТ-исследование проводилось до и  через 
6 мес после РТ, на магнитно-резонансном томо-
графе General Electric Signa HDxt (США) с  на-
пряженностью магнитного поля 3.0 Тл. Длитель-
ность регистрации в состоянии покоя составляла 
10.2  мин. Каждому испытуемому давалась ин-
струкция спокойно лежать с закрытыми глазами 
и стараться ни о чем специально не думать.

Для получения структурных данных в объеме 
всего мозга использовалась импульсная после-
довательность 3D FSPGR (BRAVO): TR8.8 мс, 
TE3.5 мс, толщина среза 1 мм, FOV 250 мм, ма-
трица изображения 256 × 256, размер воксела 0.97 
× 0.97 × 1.0 мм. Для получения функциональных 
данных использовалась эхопланарная последо-
вательность «спиновое эхо» (BOLD T2). TR2500 
мс, TE30 мс, толщина среза 3 мм, FOV 250 мм, 
матрица изображения 128 × 128, размер воксела 
1.95 × 1.95 × 3  мм. В  каждой временной серии 
было получено 300 наборов функциональных 
объемов, каждый из которых содержал 24–40 ак-
сиальных срезов, захватывающих весь головной 
мозг. Время сканирования одного функциональ-
ного объема – 2 сек. Общее число срезов в функ-
циональной серии составляло 7000–12000. Во 
время регистрации фМРТ проводились первич-
ный контроль качества гемодинамических сиг-
налов, автоматическая коррекция уровня шума, 
а  также оценка записей по присутствию двига-
тельных артефактов.

Обработка и  статистическая оценка данных 
фМРТ покоя выполнялась с помощью программ-
ного пакета CONN v.18b (Functional connectivity 
toolbox, https://web.conn-toolbox.org/), работающе-
го на базе MATLAB®. Использовали стандарт-
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ный шаблон обработки, включенный в  пакет: 
коррекцию временного и  пространственного 
сдвига функциональных изображений, кореги-
страцию со структурным изображением, нор-
мализацию в  стандартное MNI-пространство, 
сглаживание с  Гауссовым ядром (FWHM – 
8  мм), применение фильтра для BOLD-сигнала 
(0.008–0.09 Hz). Зонами интереса выступили 
области, соответствующие по топографии сети 
УФ, – с  дополнениями, касающимися зритель-
ной коры больших полушарий: Middle frontal 
gyrus, Inferior parietal gyrus, Precentral gyrus, 
Hippocampus, Lingual gyrus, Calcarine fissure 
правого и  левого полушарий, а  также Thalamus 
и  Cingulum, согласно координатам атласа AAL 
(Automated Anatomical Labeling; см. рис. 1). При 
выборе этих ROI мы руководствовались доволь-
но вариативными данными литературы о наибо-
лее стабильных компонентах сети УФ (лобные 
и  теменные корковые зоны) (Krmpotich et al., 
2013; Zhang et al., 2017; McIntosh et al., 2020), до-
полнив их структурами таламуса (Niendam et al., 
2012; Мачинская, 2015) и  гиппокампа (Zidda et 
al., 2019), а  также рядом зрительных корковых 
зон.

Функциональная связанность между обла-
стями интереса оценивалась с использованием 
ROI-to-ROI-анализа (отношение выбранной 
области интереса к  другой области интереса). 

Для определения уровня функционального 
взаимодействия использовался корреляци-
онный анализ Пирсона, проведенный для ка-
ждой пары ROI из всех возможных сочетаний, 
с последующим применением двумерного пре-
образования Фишера. Для межгруппового ана-
лиза применялся двухвыборочный критерий 
Стьюдента (two-sample t-test), для сравнения 
показателей до и  после облучения использо-
вался критерий Стъюдента для парных срав-
нений (Paired t-test). Порогом статистической 
значимости было принято значение р < 0.05, 
с  поправкой на множественность сравнений 
(FDR-false discovery rate).

Для точной оценки объема опухоли и ее про-
странственного расположения осуществлялось 
оконтуривание опухоли в системе дозиметриче-
ского планирования iPlan (BrainLab, Германия) 
по данным структурной МРТ.

Статистический анализ полученных морфо-
метрических данных проводился на базе пакета 
программы IBM SPSS Statistics Ver.21, с исполь-
зованием непараметрического критерия Вил-
коксона – Манна – Уитни. Различия в распре-
делениях значений категориальных переменных 
оценивали с  помощью критерия Хи-квадрат 
и точного критерия Фишера. Они признавались 
статистически значимыми при p < 0.05.
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Рис. 1. «Маска» для оценки коннективности фМРТ состояния покоя.
«Зоны интереса», согласно координатам атласа AAL: 1 – Middle frontal gyrus_L; 2 – Middle frontal gyrus_R; 3 – 
Precentral gyrus_L; 4 – Precentral gyrus_R; 5 – Inferior parietal gyrus_L; 6 – Inferior parietal gyrus_R; 7 – Lingual gyrus_L; 
8 – Lingual gyrus_R; 9 – Calcarine fissure_L; 10 – Calcarine fissure_R; 11 – Hippocampus_L; 12 – Hippocampus_R; 13 – 
Thalamus_LR; 14 – Cingulate gyrus_LR.
Fig. 1. «Mask» for assessing the connectivity of resting state fMRI.
«Regions of interest» (ROI), according to the coordinates of the AAL atlas: 1 – Middle frontal gyrus_L; 2 – Middle frontal 
gyrus_R; 3 – Precentral gyrus_L; 4 – Precentral gyrus_R; 5 – Inferior parietal gyrus_L; 6 – Inferior parietal gyrus_R; 
7 – Lingual gyrus_L; 8 – Lingual gyrus_R; 9 – Calcarine fissure_L; 10 – Calcarine fissure_R; 11 – Hippocampus_L; 12 – 
Hippocampus_R; 13 – Thalamus_LR; 14 – Cingulate gyrus_LR.
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До начала курса РТ

Менингиома
(объем 18.2 cм3)

Менингиома
(объем 16.8 cм3)

L R L R

После курса РТ

Рис. 2. Пример динамики снижения размеров опухоли после курса РТ. Структурное МРТ одного и того же паци-
ента: до начала лечения (слева) и через 6 мес после РТ (справа). Опухоль на снимках обозначена белым контуром.
Fig. 2. An example of the tumor size reduction dynamics after a course of RT. Structural MRI of the same patient: before 
treatment (left) and 6 months after RT (right). The tumor is marked with a white outline on the images.
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Рис. 3. Функциональные связи сети УФ по данным фМРТ покоя в выборках наблюдений. Линиями отображены 
функционально значимые связи (p-FDR corr < 0.05). Цветовая шкала соответствует величине эффекта (T-value). 
Зоны интереса для расчета коннективностей представлены на рис. 1. (а) – здоровые испытуемые (n = 9); (б) – паци-
енты с левосторонним поражением (n = 7); (в) – пациенты с правосторонним поражением (n = 7). I – до РТ, II – через 
6 мес после РТ.
Fig. 3. Functional connections of the executive network according to resting state fMRI data in the observation samples.
The figure shows functionally significant relationships (p-FDR corr < 0.05). The color scale corresponds to the size of the effect 
(T-value). Regions of interest for calculating connectivity are shown in Fig. 1. (a) – healthy subjects (n = 9); (б) – patients 
with lesions of the left temporal lobe (n = 7); (в) – patients with lesions of the right temporal lobe (n = 7). I – before RT; II – 6 
months after RT.

ШАРОВА и др.



19

ЖУРНАЛ ВЫСШЕЙ НЕРВНОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ          том 74         № 1          2024

ВЛИЯНИЕ РАДИОТЕРАПИИ НА КОННЕКТИВНОСТЬ СЕТИ

Данное исследование проведено в  соответ-
ствии с принципами Хельсинкской декларации, 
после получения информированного согласия 
и  одобрения этическими комитетами ФГБУН 
ИВНД и НФ РАН, а также ФГАУ НМИЦ ней-
рохирургии.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Данные структурной МРТ. Через 6 мес после 
проведенного курса РТ у всех пациентов, соглас-
но данным морфометрии, отмечалась опреде-
ленная положительная динамика в виде сниже-
ния объема опухоли (р = 0.008) или стабилизации 
ее роста. В группе с левосторонней локализацией 
средний объем опухоли уменьшился от 20.83 см3 
до 20.18 см3 (р = 0.068) (пример на рис. 2); при 
правосторонней – от 24.9  см3 до 23.94  см3 (р  = 
0.043), т. е. эффект был более выраженным и зна-
чимым (табл. 1).

Коннективность сети УФ фМРТ. Статистиче-
ски значимые связи сети УФ фМРТ в  клиниче-
ских группах пациентов с лево- и правосторонней 
локализацией опухоли (до  и после РТ), а  также 
в группе контроля представлены на рис. 3.

Структура коннективности сети УФ фМРТ 
покоя у  здоровых испытуемых (рис.  3 (а)) ха-
рактеризуется наличием высоко достоверных 
функциональных связей практически между 
всеми заданными областями. В передних отде-
лах полушарий наиболее сильными (по  коэф-
фициенту корреляции) являются связи между 
ROI в  симметричных лобных регионах, лоб-
ной и  центральной зонами левого полушария, 
а  также межгиппокампальные. В  задних отде-
лах полушарий отмечается повышенная кон-
нективность симметричных зрительных зон, 
при том, что, согласно инструкции, фМРТ-ис-
следование проводилось при закрытых глазах. 
Важно отметить наличие большого числа диа-
гональных межполушарных связей, образуемых 
чаще «зонами интереса» левого полушария – 
с  максимумом концентрации в  левой лобной 
области.

У пациентов с опухолевым поражением медио-
базальных отделов височной доли до РТ (рис. 3 I) 
наблюдаются качественные изменения про-
странственной организации сети УФ. Общим 
для обеих групп является редукция протяженных 
межструктурных связей (внутриполушарных 
и особенно диагональных межполушарных), ка-
сающаяся прежде всего лобной, а также прецен-

тральной и  теменной зон левой гемисферы, по 
сравнению с  нормой. При этом отмечается ряд 
особенностей сетевых нарушений, связанных 
с латерализацией опухоли.

Наибольшие качественные и количественные 
отличия от нормы выражены при левосторонней 
локализации опухоли (рис.  3 I  (б)): уменьшает-
ся число значимых протяженных межструктур-
ных связей, особенно для симметричных лобных 
и  затылочных областей, между левой и  правой 
лингвальной извилиной; отсутствуют досто-
верные коннективности таламуса; редуциро-
ваны связи правого и  левого гиппокампа. При 
правостороннем височном повреждении (рис.  3 
I  (в)) редукция протяженных функциональных 
связей не столь отчетлива. В то же время появля-
ются нехарактерные для нормы коннективности 
правой теменной области, а также между правым 
гиппокампом и поясной извилиной.

Результат статистического сопоставления 
коннективностей в  группах патологии по срав-
нению с нормой, подтверждающий более харак-
терные для левостороннего повреждения изме-
нения диагональных межполушарных связей, но 
односторонних внутриполушарных – для пра-
востороннего, представлены в  нашей предыду-
щей публикации (Кулева и др., 2022).

Сравнивая структуру связей УФ фМРТ до и по-
сле РТ (рис. 3 I, II), можно видеть, что, хотя зна-
чимость демонстрируемых достоверных конне-
ктивностей в  динамике не изменилась (р-FDR 
corr < 0.05), величина T-value, отображенная 
в  цветовых шкалах, возросла у  пациентов че-
рез 6 мес после РТ по сравнению с долечебным 
этапом, особенно в  группе с  левосторонней 
опухолью, превышая даже уровень нормы. Эти 
изменения свидетельствуют о том, что сила вза-
имосвязи (коннективности) гемодинамических 
сигналов в ряде областей мозга после РТ имеет 
тенденцию к повышению. Вместе с тем количе-
ство достоверных связей, как и до РТ, уменьше-
но по сравнению с контрольной группой. Кроме 
того, в  обеих выборках пациентов обращает на 
себя внимание отсутствие значимых межструк-
турных взаимодействий таламуса.

При этом топография связей сети УФ после РТ 
(рис. 3 II) имеет свои особенности в группах с лево- 
и правосторонней локализацией повреждения.

У  пациентов с  левосторонней опухолью после 
РТ (рис. 3 II б) число значимых коннективностей 
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не только не восстановилось, но даже несколь-
ко  уменьшилось по сравнению с  состоянием 
до лечения. По-прежнему не выражены протя-
женные межполушарные диагональные связи. 
К  числу отсутствующих добавились межполу-
шарная коннективность между симметричными 
лобными областями, а  также функциональные 
взаимодействия цингулярной коры. По сравне-
нию и с нормой, и с состоянием до лечения реду-
цированы связи затылочных и теменных корко-
вых областей, особенно левосторонние. Вместе 
с тем в данной группе наблюдений следует отме-
тить повышение после РТ показателя Т-value для 
связей зрительных областей (Calcarine – Lingual), 
соответствующего крайним (пороговым) зна-
чениям цветовых шкал. Этот факт может быть 
следствием небольшого объема выборки и  яв-
ляться предметом дальнейшего изучения.

В то же время в группе пациентов с правосто-
ронней опухолью спустя 6 мес после РТ (рис. 3 II (в)) 
в структуре связей сети УФ фМРТ отчетливо про-
является положительная динамика относительно 
состояния до лечения и тенденция к нормализа-

ции. Увеличивается число значимых протяжен-
ных меж- и  внутриполушарных взаимодействий 
центральных и  теменных регионов левого полу-
шария наряду с редукцией фокуса усиленной ак-
тивности в  правой теменной зоне, выраженного 
до лечения. Восстановился ряд коннективностей 
зрительных корковых областей, присущих норме.

Результаты статистической проверки этих 
изменений по критерию Стъюдента для парных 
сравнений представлены на рис.  4. Видно, что 
в группе с левополушарной опухолью (рис. 4 (а)) 
подтверждается отмеченное на рис. 3 дальней-
шее ослабление протяженных межполушарных 
функциональных связей лобных областей обо-
их полушарий, а также взаимодействий таламу-
са со зрительной корой. Вместе с  тем коннек-
тивности между левой лобной и  премоторной 
корой, а также левым гиппокампом и зритель-
ной корой справа усиливаются. При правосто-
роннем повреждении (рис.  4  (б)) достоверны 
односторонние изменения: ослабление патоло-
гической (отсутствовавшей в норме) связи гип-
покампа и  зрительной коры справа, моторной 
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Рис. 4. Значимые изменения коннективности сети управляющих функций фМРТ покоя у пациентов с опухолевым 
поражением медиобазальных отделов височной доли после РТ по сравнению с состоянием до лечения.
(а) – левополушарное поражение, (б) – правополушарное. Красные линии – усиление коннективности, синие – 
снижение после РТ при р < 0.05. Зоны интереса для расчета коннективностей представлены на рис 1.
Fig. 4. Significant changes in the connectivity of the executive functions resting fMRI network in patients with tumor lesions 
of the mediobasal parts of the temporal lobe after RT compared with the state before treatment.
(а) – left hemisphere lesion, (б) – right hemisphere lesion. Red lines – increased connectivity, blue – decreased after RT at p < 
0.05. Regions of interest for calculating connectivity are shown in Fig. 1.
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и зрительной коры слева. Подтверждается так-
же тенденция к  нормализации (усиление) свя-
зей симметричных зрительных областей коры. 
Следует отметить, что после применения по-
правки на множественные сравнения при со-
поставлении показателей коннективности до 
и после РТ значимых изменений не обнаруже-
но, что, по нашему мнению, связано с  малым 
размером выборки.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

У пациентов с  поражением медиобазальных 
отделов височной доли через 6 мес после про-
веденной РТ были выявлены положительные 
нейровизуализационные эффекты в виде умень-
шения объема или стабилизации роста опухоли. 
При этом отмечаемые у  них функциональные 
изменения, согласно данным фМРТ покоя, не 
столь однозначны и  проявляются по-разному 
в  зависимости от латерализации поражения. 
Данные оценки функциональных связей сети 
УФ фМРТ покоя показывают, что у  пациентов 
с левосторонней опухолью через 6 мес после РТ 
выявляется отрицательная динамика простран-
ственной организации сети УФ. В группе паци-
ентов с правосторонним повреждением, напро-
тив, по данным коннективности сети УФ фМРТ, 
изменения скорее позитивны – с  тенденцией 
к  нормализации структуры функциональных 
взаимодействий. Представленные факты могут 
отражать асимметрию влияния лучевого воздей-
ствия на гемисферы мозга.

Полученные в текущем исследовании резуль-
таты, хотя и  ограничены сравнительно неболь-
шой выборкой пациентов, затрагивают в  этом 
контексте сформулированные В. Ф. Фокиным 
представления о стационарных и динамических 
свойствах функциональной межполушарной 
асимметрии (ФМА) (Фокин и  др., 2009). Опре-
деляющим центральным механизмом стацио-
нарных свойств межполушарной асимметрии, 
помимо стабильности структурных различий 
в симметричных зонах правого и левого полуша-
рий мозга (Geschwind, Levitsky, 1968; Игнатова 
и др., 2016), являются различия биохимической 
(Jayasundar, 2002) и  биофизической природы. 
ФМА имеет также свои онтогенетические пред-
посылки: правополушарные функции формиру-
ются раньше, чем левополушарные; функции, 
которые обеспечиваются задними отделами 
(особенно правого полушария), формируются 
раньше, чем функции, обеспечиваемые перед-
ними лобными отделами (Геодакян, 2005).

К факторам, определяющим динамические 
характеристики латерализации и  вызывающим 
изменение межполушарных отношений, отно-
сятся связанные с  адаптационными процессами 
изменения окружающей среды, влияющие на 
динамику функционального состояния, факторы 
эндокринной и биоритмической природы (Бора-
вова, 2023). Важным дополнением этих положе-
ний являются представления Т. А. Доброхотовой 
и  Н. Н. Брагиной о  неидентичности функцио-
нальных связей левого и  правого полушария со 
срединными регуляторными структурами: право-
го больше с диэнцефальными, левого – со ство-
ловыми (Доброхотова, Брагина, 1977). Получив 
дальнейшее подтверждение и развитие в ЭЭГ-ис-
следованиях (Болдырева и др., 2000; Жаворонко-
ва и др., 2012; Шарова и др., 2009), эта неидентич-
ность срединно-полушарных взаимоотношений 
может быть отнесена к числу как стационарных, 
так и динамических факторов ФМА.

Представления о  двух свойствах ФМА реа-
лизуются в  конкретных формах ее проявления. 
Так, выделяется асимметрия глобальной страте-
гии функционирования полушарий – более диф-
фузная в  правом полушарии и  преимуществен-
но фокальная в левом (Лурия, 1969; Корсакова, 
Московичюте, 2003; Хомская, 2005). Согласно 
(Gordon, 1980), левое полушарие осуществля-
ет последовательный анализ информации, в  то 
время как в  правом происходит ее целостное, 
одномоментное «схватывание». По данным 
(Филиппова, 2012), независимо от модальности 
передаваемой информации (вербальной или не-
вербальной), восприятие и  анализ дискретной 
информации будут связаны с левым полушарием, 
континуальной – с правым. Во многих исследо-
ваниях показана неравнозначность полушарий 
в  проявлении высших психических функций. 
Известно, что лобная и  левополушарная систе-
мы внимания доминируют в организации произ-
вольных процессов, а теменная и правополушар-
ная – непроизвольных (Posner, Petersen, 1990). 
В последнее время появились данные о том, что 
активированные структуры дорсального потока 
переработки информации («где?» или «как?») 
локализуются скорее в  правом полушарии моз-
га, а вентрального потока («что?») – преимуще-
ственно в  левом (Velichkovsky et al., 2019). Еще 
одним вариантом межполушарного разделения 
функций является вектор «вовнутрь» – «нару-
жу». Правое полушарие отвечает за внутренний 
гомеостаз, поэтому обеспечивает биологиче-
скую адаптацию, а  левое отвечает за социаль-
ную внешнюю адаптацию. Такое представле-

ВЛИЯНИЕ РАДИОТЕРАПИИ НА КОННЕКТИВНОСТЬ СЕТИ
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ние частично подтверждается исследованиями 
(Ushakov et al., 2016; Velichkovsky et al., 2017; 
Velichkovsky et al., 2018) фМРТ покоя здоровых 
людей: о более эффективных связях левого гип-
покампа со структурами, передающими потоки 
информации из внешней среды, а  правого – 
с маркировкой информации из внутренней сре-
ды организма, включая процессы самосознания. 
Отчасти эти данные созвучны с  особенностями 
организации сети УФ фМРТ в группах пациен-
тов до РТ (рис. 3 I) (Кулева и др., 2022).

Можно полагать, что указанные стацио-
нарные свойства ФМА в  значительной степе-
ни определяют и  ее динамические проявления. 
К числу последних можно отнести выявленную 
ранее большую чувствительность левой гемис-
феры к внешним воздействиям, таким как иони-
зирующее облучение (Жаворонкова и др., 2012) 
или лечебная транскраниальная электромагнит-
ная стимуляция (Шарова и др., 2006). Показано 
также, что поток сознания, зависящий от стиму-
лов внешней среды, в  большей степени связан 
с функциональной активностью левой височной 
доли и левого гиппокампа, тогда как пережива-
ние независимых от внешних стимулов мыслей 
обнаруживало связь с правой нижней височной 
извилиной (Van Calster et al., 2017). Эту линию 
продолжает работа (Бычкова, 2021), в  которой 
выявлено, что компрессия медиальных отделов 
височных долей приводит к  специфическому 
проявлению межполушарной асимметрии во 
время фМРТ-исследования: увеличению доли 
слуховых образов при левостороннем повреж-
дении, а соматических, ориентированных «вов-
нутрь себя» – при правостороннем. Различие 
способов функционирования двух полушарий 
наблюдалось также при патологическом воз-
действии на височные структуры (внемозговое 
новообразование) – в  виде усиления полушар-
но-специфических факторов работы мозга: сук-
цессивного (последовательного) при компрес-
сии левого полушария мозга и  симультанного 
(одновременного) – при компрессии правого 
(Кроткова и др., 2018).

Полагаем, что полученные нами результаты 
анализа коннективности сети УФ фМРТ покоя 
до и после радиотерапии согласуются с данными 
литературы и  могут способствовать уточнению 
механизмов динамической ФМА. Выявленная 
неравнозначность ответа правой и  левой ге-
мисферы на лучевое воздействие ставит вопрос 
о  возможной необходимости дополнительной 
премедикации более «уязвимой» группы паци-

ентов с запланированным левосторонним облу-
чением в качестве профилактических мер перед 
началом терапевтической лучевой терапии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, в  данной работе показано, 
что через 6 месяцев после проведенной радиоте-
рапии у пациентов с опухолью медиобазальных 
отделов височной доли мозга, на фоне стабили-
зации роста опухоли, функциональные эффек-
ты не столь однозначны и  могут проявляться 
по-разному в зависимости от латерализации по-
ражения: при правостороннем имеют тенденцию 
к  нормализации, тогда как при левостороннем 
повреждении нарастают.
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INFLUENCE OF RADIOTHERAPY ON CONTROL FUNCTIONS NETWORK 
FMRI CONNECTIVITY IN PATIENTS WITH LATERALIZED MEDIOBASAL 

TEMPORAL LESIONS
E. V. Sharovaa, #, A. Yu. Kulevaa, Yu. V. Struninab, M. Yu. Yareca, M. V. Galkinb, A. S. Smirnovb, O. A. Krotkovab

aInstitute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia;
bFederal State Autonomous Institution «N. N. Burdenko National Medical Research Center of Neurosurgery» of the Ministry of Health of 

the Russian Federation, Moscow, Russia
#e-mail: esharova@nsi.ru

According to the literature, radiotherapy (RT) used for brain tumors, along with a positive effect, can be accompanied 
by negative consequences in the form of the development of neurocognitive deficit due to the side effects of radiation on 
critical brain structures. At the same time, there are indications of a possible modulation of hippocampal neurogenesis 
with subsequent activation of a number of cognitive functions.
An important component of human cognitive activity is the so-called executive functions (EF), which include the 
initiation, planning, regulation and control of any purposeful activity. Their structural and functional support is 
currently associated with the prefrontal and parietal sections of the hemispheres, as well as with the formations of the 
lower temporal cortex and the hippocampus. The work is aimed at dynamic assessment of the state of the EF-network 
according to the analysis of resting fMRI connectivity before and after 6 months after RT.
In dynamics, 14 patients with lateralized tumor lesions of the mediobasal temporal lobe were examined: 7 with the 
left side, 7 with the right side. The control group consisted of 9 healthy subjects. Each participant underwent fMRI at 
rest – with further analysis of the functional connectivity between the given regions of interest, corresponding to the 
topography of the EF-network. The results were compared with the MRI morphometry tumor data. It has been shown 
that in patients 6 months after RT, against the background of a decrease in volume or stabilization of tumor growth, 
the functional effects are ambiguous and depend on the lateralization of the lesion: with a right-sided lesion they tend 
to normalize, while with a left-sided lesion they increase.

Keywords: fMRI, connectivity, resting state, radiotherapy, executive functions, mediobasal parts of the temporal lobe.
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Глиобластома (ГБМ) – злокачественная опухоль со средней выживаемостью 15–16 месяцев при стандартном 
лечении; однако случаи успешного лечения дают надежду на то, что более глубокое понимание патологии 
улучшит прогноз. Глиальные опухоли содержат клоногенные клетки (клетки, способные образовывать ко-
лонии в культуральной среде) с высоким пролиферативным потенциалом, а их потомки обладают широким 
спектром возможной дифференцировки; данные клоногенные клетки в настоящее время рассматриваются 
как стволовые клетки глиомы (ГСК). В норме и патологии во взрослом мозге существуют зоны, которые 
содержат пролиферирующие нейральные стволовые клетки (НСК) и их потомки – начавшие дифференци-
ровку прогениторные клетки. Одна из таких зон, лежащая на латеральной стенке бокового желудочка, на-
зываемая субвентрикулярной зоной бокового желудочка (СВЗ), привлекает большое внимание в связи с ее 
значением для глиомогенеза. Многочисленные исследования показали, что интенсивный обмен сигналь-
ными молекулами и клетками между ГБМ и СВЗ приводит к ускорению роста опухоли и повышению ри-
ска рецидивов. Результаты исследований указывают на возможности разработки новых, более действенных 
стратегий борьбы с этим опасным заболеванием с учетом знаний о роли СВЗ в развитии этой патологии.

Ключевые слова: глиома, глиобластома, субвентрикулярная зона, стволовая клетка, нейрогенез, субвентри-
кулярная зона
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CXCR4 	 – рецептор хемокина CXCL12
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GFP 	 – зеленый флуоресцентный белок
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SOCS3 	 – супрессор передачи сигналов цитокинов 3
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ГБМ 	 – глиобластома
ГСК 	 – стволовая клетка глиомы
МРТ 	 – магниторезонансная томография
НСК 	 – нейральная стволовая клетка
ОВ 	 – общее выживание
СВЗ 	 – субвентрикулярная зона
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ВВЕДЕНИЕ

Открытие пролиферативных зон взрослого 
мозга млекопитающих позволяет по-новому ин-
терпретировать функционирование мозговой 
ткани в норме и при патологии (Корочкин и др., 
2005). Во взрослом мозге млекопитающих, и в том 
числе человека, были обнаружены пролифери-
рующие нейральные стволовые клетки (НСК), 
которые в  результате асимметричного деления 
дают начало прогениторным клеткам – незрелым 
клеткам, начавшим дифференцировку в том или 
ином направлении. При определенных условиях 
эти прогениторные клетки способны участвовать 
в восстановлении после травм и замещать старе-
ющие и погибающие клетки мозга (Revishchin et 
al., 2008). Были идентифицированы многочис-
ленные геномные механизмы, контролирующие 
пролиферацию стволовых клеток и  дифферен-
цировку прогениторных клеток (Павлова и  др., 
2008). В то же время показано участие стволовых 
клеток в  генезе злокачественных опухолей. Ги-
потеза о  существовании стволовых клеток опу-
холи была основана на ранних экспериментах 
по трансплантации лейкозных клеток, в которых 
было показано, что одна клетка может иниции-
ровать раковый трансплантат (Furth et al., 1937). 
Существование опухолевых стволовых клеток 
как родоначальников опухоли предлагает новые 
направления исследований функционирования, 
развития и патологии мозга (Sanai et al., 2005).

СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ ГЛИОМЫ

Мультиформная глиобластома (ГБМ) – опу-
холь головного мозга, которая является, по 
классификации ВОЗ, самой злокачественной 
формой глиомы (4 степень злокачественности). 
ГБМ характеризуется гетерогенностью, рези-
стентностью к терапии и рецидивирующим ро-
стом. Это наиболее агрессивная из всех извест-
ных глиом, при которой период выживаемости 
у  пациентов с  момента постановки диагноза 
в большинстве случаев составляет менее одно-
го года (Ichimura et al., 2004). Для разработки 
методов лечения этой опухоли решающее зна-
чение имеет идентификация наиболее результа-
тивных мишеней терапевтических воздействий. 
В этом отношении большие надежды дает кон-
цепция стволовых клеток опухоли (Sanai et al., 
2005). Культивирование клеток мультиформ-
ной глиобластомы человека в  3D-системе мо-
ноклональной культуры нейросфер показало 
наличие в этих культурах клеток со свойствами 
стволовых (Ignatova et al., 2002). Подобно клет-

кам пролиферативных зон здорового мозга, гли-
альные опухоли содержат клоногенные клетки, 
которые описаны как НСК-подобные клетки, 
потомки которых экспрессируют отдельные 
признаки нейрональной или глиальных про-
грамм (Yip et al., 2003). Эти клоногенные клетки, 
как и НСК, обладают высоким пролифератив-
ным потенциалом и способностью производить 
прогениторные клетки, обладающие широким 
спектром возможной дифференцировки. В  на-
стоящее время эти клетки рассматриваются как 
стволовые клетки глиомы (ГСК). Именно эти 
клетки становятся целью для антиопухолевой 
терапии (Mattei et al., 2021).

Накопленные знания о  физиологии и  функ-
ционированию нейральных стволовых клеток 
имеют большое практическое значение для 
разработки новых подходов к  лечению злока-
чественных опухолей, и  в  частности опухолей 
головного мозга. Одним из направлений может 
стать адресная терапия, нацеленная на торможе-
ние пролиферации ГСК, посредством стимуля-
ции их дифференцировки и  потери стволового 
статуса (Pavlova et al., 2022).

Наличие во взрослом мозге пролифератив-
ных зон, содержащих стволовые клетки, под-
нимает вопрос об их взаимоотношениях со 
злокачественными опухолями, и  в  частности 
с глиомами. Этот вопрос важен как в отношении 
выяснения инициализирующих клеток глиом, 
так и  в  отношении влияния пролиферативных 
зон на рост опухоли. Этим вопросам посвящено 
много работ, основные результаты которых из-
ложены в настоящем обзоре.

Многочисленные исследования показали, 
что ГСК во многом схожи с  НСК в  СВЗ. И  те 
и другие экспрессируют нестин, имеют способ-
ность к  пролиферации, высокую подвижность, 
разнообразное потомство, связь с сосудистой се-
тью и  другими компонентами микроокружения 
(Matarredona et al., 2019).

Полногеномные скрининги НСК и ГСК с по-
мощью CRISPR-Cas9 выявили несколько гене-
тических сходств стволовых клеток GBM (ГСК) 
и НСК (MacLeod et al., 2019). SOCS3 – модуля-
торный белок, который отвечает за поддержа-
ние статуса НСК как стволовых клеток (Cao et 
al., 2006). Ген этого белка (SOCS3) был иденти-
фицирован как ключевой (fitness gene), специ-
фичный для GBM (MacLeod et al., 2019). Потеря 
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функции SOCS3 приводит к подавлению множе-
ства ключевых генов ГСК, усилению маркеров 
нейральных предшественников и  в  конечном 
счете – к  потере пролиферативного потенциала 
и стволового статуса. SOX2 – еще один важный 
транскрипционный фактор НСК, который яв-
ляется высокоэффективным ключевым геном 
как для НСК, так и для ГБМ (Zhang et al., 2014). 
Обнаружены и другие гены с аналогичными по-
казателями экспрессии в  НСК и  ГСК: SQLE, 
CDK6 и DOT1L (MacLeod et al., 2019).

ПРОЛИФЕРАТИВНЫЕ ЗОНЫ ВЗРОСЛОГО 
МОЗГА

С точки зрения онкогенеза наибольший инте-
рес представляет субвентрикулярная пролифера-
тивная зона латеральных желудочков (СВЗ). Эта 
область основательно изучена в мозге грызунов. 
В  исследовании на мышах клональный анализ 
in vivo показал, что НСК составляют 0.2–0.4% 
клеток СВЗ (Morshead et al., 1998). Было пока-
зано, что постнатально НСК в СВЗ продолжают 
делиться с образованием дочерних прогенитор-
ных клеток (клеток-предшественников), кото-
рые впоследствии превращаются либо в  нейро-
ны, либо в астроциты, либо в олигодендроциты 
(Gage et al., 1995; Levison et al., 1993).

СВЗ отделена от просвета желудочка эпен-
димой – монослоем выстилающих желудоч-

ки эпендимоцитов, несущих микровилярные 
выросты, направленные в  полость желудочка. 
Субэпендимальный слой грызунов содержит 
3 класса клеток (Doetsch et al., 1999). Клетки 
класса B содержат глиальный маркер – гли-
альный кислый фибриллярный белок (glial 
fibrillary acidic protein – GFAP). Они окружают 
каналы (так называемые ростральные мигра-
ционные потоки), по которым клетки класса 
A, являющиеся молодыми нейробластами, ми-
грируют в  обонятельную луковицу. Клетки B 
делятся редко (и  это деление асимметрично), 
давая начало интенсивно пролиферирующим 
«мультипликативным» клеткам C (прогени-
торные клетки или клетки-предшественники), 
которые в  дальнейшем превращаются в  клет-
ки класса A, большинство которых мигрирует 
в обонятельную луковицу (Doetsch et al., 1999; 
Gleeson et al., 1999; Rousselot et al., 1995). Гер-
минативная зона существует и в субвентрику-
лярной зоне мозга человека (рис. 1), однако она 
сильно отличается от СВЗ грызунов (Eriksson 
et al., 1998; Kam et al., 2009; Sanai et al., 2004). 
Она содержит 4 слоя (рис. 2). Эпендимальный 
слой (слой I) выстилает границу желудочков 
и  паренхимы мозга. С  эпендимальным гра-
ничит отсутствующий у  грызунов гипоцел-
люлярный слой (слой II), который состоит из 
базальных отростков эпендимальных клеток, 
отростков астроцитов и  редких тел астроци-
тов. Глубже находится «астроцитарная лента» 
(слой  III) – слой клеток, несущих маркеры 
астроцитов. Это пролиферативная область, где 
расположены астроцитоподобные клетки. Не-
которые из этих астроцитов обладают свойства-
ми НСК, но небольшое количество прогени-
торных клеток и  мигрирующих нейробластов 
позволяет предположить, что большинство 
этих предполагаемых НСК в  головном мозге 
взрослого человека находятся в состоянии по-
коя (Eriksson et al., 1998; Kam et al., 2009; Sanai 
et al., 2004). Слой IV является переходной зо-
ной к  паренхиме головного мозга. В  этой об-
ласти много миелинизированных нейронных 
отростков и  тел нейронов (Quinones-Hinojosa 
et al., 2006). Количество пролиферирующих 
клеток и клеток с морфологией и экспрессией 
маркеров мигрирующих молодых нейронов, 
таких как даблкортин (DCX), в  СВЗ человека 
намного ниже, чем у грызунов (клетки типа А) 
(Quinones-Hinojosa et al., 2006; Sanai et al., 2007; 
Sanai et al., 2004). В СВЗ человека ростральный 
миграционный поток слабо выражен, и его су-
ществование остается весьма спорным (Wang 
et al., 2011). Немногочисленные клетки, содер-

Зубчатая фасция гиппокампа

Субвентрикулярная зона

Рис. 1. Схема расположения субвентрикулярной 
зоны (СВЗ) и эубчатой фасции гиппокампа на 
фронтальном срезе мозга человека. Рисунок выпол-
нен с использованием ресурса BioRender https://ikt-
masterilki.ru/biorender/
Fig. 1. Diagram of the location of the subventricular zone 
(SVZ) and fascia dentata of the hippocampus on a frontal 
section of the human brain. The drawing was made 
using the BioRender resource https://ikt-masterilki.ru/
biorender/
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жащие маркеры нейробластов, не мигрируют 
в обонятельную луковицу, являющуюся основ-
ным местом назначения нейробластов у  гры-
зунов и  обезьян (Kornack et al., 2001). Анализ 
клеток обонятельной луковицы человека с по-
мощью углерода‑14С подтверждает незначи-
тельную пролиферацию нейронов в этой обла-
сти взрослого мозга ((Bergmann et al., 2012).

Ernst с соавт. (Ernst et al., 2014), используя ги-
стологический подход и  методы датирования 
углеродом‑14, показали, что у взрослых людей но-
вые нейроны мигрируют в примыкающее к СВЗ 
полосатое тело, где интегрирующиеся нейробла-
сты, по-видимому, становятся интернейронами. 
Действительно, в  стриатуме рядом с  СВЗ были 
обнаружены клетки, меченные14С, коэкспрес-
сирующие маркеры нейробластов DCX и  PSA-
NCAM, а  также кальретинин и  нейропептид 
Y. Размер обновляющейся популяции нейронов 
во взрослом возрасте по результатам математи-
ческого моделирования этого процесса составил 
25% при средней скорости обновления нейронов 
в  пределах этой популяции, составлявшей 2.7% 
в год (Ernst et al., 2014). Однако потенциал нейро-
генеза в полосатом теле взрослого человека под-
вергается сомнению. Так, Wang с соавт. (Wang et 
al., 2014) подсчитывали количество интрастриар-
ных нейронов, содержащих транскрипционный 
фактор Sp8, экспрессирующийся в обонятельной 
луковице и  в  идентифицированном ими перед-
нем миграционном потоке. На основании очень 
малого количества Sp8-иммунопозитивных ней-
ронов авторы делают вывод о чрезвычайно малом 
количестве обновляющихся нейронов в стриату-
ме взрослого человека (Wang et al., 2014).

ВЛИЯНИЕ БЛИЗОСТИ СВЗ НА РОСТ ГЛИОМЫ

Взаимное расположение СВЗ и  глиальных 
опухолей давно вызывает интерес в связи с пред-
положением, что глиомы возникают из транс-
формированных эндогенных стволовых клеток, 
которые во взрослом мозге локализованы в про-
лиферативных зонах СВЗ и  субгранулярного 
слоя зубчатой фасции гиппокампа (Sanai et al., 
2005). Ellingson с  соавт. (Ellingson et al., 2013) 
проводили ретроспективный анализ данных 507 
пациентов с  гистологически подтвержденной 
глиобластомой (глиомой 4 степени злокаче-
ственности). МРТ-исследование сочетали с дан-
ными по возрасту, степени резекции и несколь-
ким молекулярным показателям. По результатам 
этого исследования оказалось, что большинство 
глиобластом прорастали в перивентрикулярные 
области белого вещества, прилегающие к  СВЗ. 
Интенсивность роста глиом, а  также молеку-
лярные особенности и  прогноз выживаемости 
пациентов варьировали в  связи с  локализацией 
опухоли (Ellingson et al., 2013).

По данным Jafri с  соавт. (Jafri et al., 2013), 
обследование первичной локализации опухоли 
относительно СВЗ и  новой коры у  91 пациента 
с помощью МРТ показало снижение продолжи-
тельности общего выживания после постановки 
диагноза (ОВ) у больных с опухолью, контакти-
ровавшей с СВЗ (Jafri et al., 2013). Kimura с соавт. 
в исследовании на 49 пациентах не подтвердили 
наличие связи течения рецидивов с первичным 
положением опухоли относительно СВЗ (Kimura 
et al., 2013). Однако Adeberg с соавт. на основа-
нии обследования 607 пациентов с  ГБМ под-

Рис. 2. Схема расположения клеток субвентрикулярной зоны мозга взрослого человека. Вверху указаны положе-
ния слоев: I – монослой эпендимальных клеток, II – промежуточный гипоцеллюлярный слой, III – полоска тел 
астроцитов IV – переходная зона. Рисунок выполнен с использованием ресурса BioRender https://ikt-masterilki.ru/
biorender/
Fig. 2. Diagram of the arrangement of cells in the subventricular zone of the adult human brain. The positions of the layers 
are indicated at the top: I – monolayer of ependymal cells, II – intermediate hypocellular layer, III – strip of astrocyte bodies 
IV – transition zone. The drawing was made using the BioRender resource https://ikt-masterilki.ru/biorender/
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твердили связь контакта СВЗ с опухолью с более 
короткой ОВ (Adeberg et al., 2014). Liu с  соавт. 
(Liu et al., 2016) уточнили определение вовле-
чения СВЗ в зону опухоли. Используя параметр 
кратчайшего расстояния от центра опухоли до 
края боковых желудочков, они показали, что для 
глиом низкой степени злокачественности про-
гноз ухудшается с  уменьшением расстояниями 
до желудочков (Liu et al., 2016). Исследование 
Ahmadipour с соавт., которые проанализировали 
данные 207 пациентов с диагнозом «глиобласто-
ма», также показало, что вовлечение СВЗ в зону 
опухоли сокращало ОВ до 7.8 ± 7.0 месяцев с 13.9 
± 10.1 в контроле (Ahmadipour et al., 2020). При 
этом наличие мутации гена IDH1, ассоцииро-
ванной с диффузными глиомами II и III степе-
ни, и отсутствие вовлечения СВЗ в опухоль улуч-
шают прогноз, тогда как «дикий тип» гена IDH1 
с  вовлечением СВЗ значительно ухудшает его 
у всех пациентов. Более того, у пациентов с гли-
областомой, не контактирующей с СВЗ, мутация 
гена белка IDH1, сочетающаяся с  расстоянием 
между опухолью и  СВЗ > 10  мм, имеет лучшие 
показатели ОВ и выживание без прогрессирова-
ния (ВБП). Аллель «дикого типа» IDH1 и рассто-
яние от опухоли до СВЗ от 0 до 10 мм указывают 
на более низкую ОВ и ВБП (Zhang et al., 2021). 
Недавнее исследование Kim с  соавт. (Kim et 
al., 2023) показало, что расстояние СВЗ от края 
опухоли является независимым неблагоприят-
ным прогностическим фактором у  пациентов 
с IDH-глиобластомой «дикого типа».

Таким образом, МРТ-обследование пациен-
тов до и после хирургической операции с оцен-
кой расстояния от края или центра опухоли до 
пролиферативных зон мозга (СВЗ и  субграну-
лярного слоя зубчатой фасции гиппокампа) мо-
жет быть использовано для прогноза выживания 
и перспектив рецидивов.

Влияние близости глиомы к СВЗ проявляется 
на молекулярном уровне. Близкие к  СВЗ глио-
мы (ГБМ+СВЗ) отличаются от далеко располо-
женных (ГБМ–СВЗ) экспрессией нескольких 
белков, важных для патологического процесса. 
Gollapalli с  соавт. (Gollapalli et al., 2017) прове-
ли сравнительное протеомное исследование 
сыворотки крови и  фрагментов ткани опухоли 
у пациентов ГБМ+СВЗ и ГБМ–СВЗ. Анализ сы-
воротки крови пациентов с  ГБМ с  использова-
нием 2D-DIGE выявил дифференциальную экс-
прессию четырех белков: гемопексина (HPX), 
аполипопротеина A1 (APOA1), альфа‑1-анти-
химотрипсина (SERPINA3) и  сывороточного 

альбумина (ALB). Гемопексин защищает клетки 
от гем-опосредованного окисления и играет важ-
ную роль в дифференцировке олигодендроцитов 
и  формировании миелиновой оболочки. Выяв-
ленные различия предположительно связаны 
с большей агрессивностью и большей защищен-
ностью от апоптоза ГБМ+СВЗ, по сравнению 
с опухолями ГБМ–СВЗ (Gollapalli et al., 2017).

Анализ протеома ткани ГБМ+/-СВЗ выявил 
значительные различия в экспрессии белков во 
многих важных метаболических путях. Мно-
гие белки, связанные с  системой свертывания 
крови, оказались повышены в  ГБМ+СВЗ, по 
сравнению с  ГБМ–СВЗ. Ингибиторы протеа-
зы, такие как альфа‑2-макроглобулин (A2M), 
альфа‑1-антитрипсин (SERPINA1) и антитром-
бин-III (SERPINC1), связанные с  системой 
свертывания крови, повышены в опухолях ГБ-
М+СВЗ, по сравнению с ГБМ–СВЗ. Показаны 
повышенные уровни альфа‑3 (VI) цепи колла-
гена и фибронектина в опухолях ГБМ+СВЗ, что 
коррелирует с их повышенной инвазивностью, 
по сравнению с  опухолями ГБМ–СВЗ. Уров-
ни тенасцина-С были повышены как в  опухо-
лях ГБМ+СВЗ, так и  в  опухолях ГБМ–СВЗ, 
по сравнению с  перитуморальной тканью, но 
в ГБМ+СВЗ он все же был выше, чем в опухо-
лях ГБМ–СВЗ. Показан также повышенный 
уровень регуляции тимозин бета‑4-подобного 
белка 3 у пациентов с ГБМ+СВЗ, по сравнению 
с ГБМ–СВЗ (Gollapalli et al., 2017).

ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ СВЗ И ГЛИОМЫ

Исследования на экспериментальных моде-
лях глиом на животных подтвердили влияние 
близости глиом к СВЗ как фактор, ускоряющий 
рост опухоли. Кроме того, эти эксперименты по-
казали также и наличие обратного влияния опу-
холи на СВЗ.

Ripari с соавт. (Ripari et al., 2021) получали клет-
ки из опухолевой ткани ГБМ пациентов, марки-
ровали их геном зеленого флуоресцентного бел-
ка (GFP) либо люциферазы и  имплантировали 
в проксимальные, промежуточные и дистальные 
относительно СВЗ области головного мозга мы-
шей с подавленным иммунитетом. Опухоли ГБМ, 
расположенные проксимально к  СВЗ, демон-
стрировали более высокий уровень пролифера-
ции и роста, чем опухоли, удаленные от СВЗ, что 
сопровождалось снижением медианы выживае-
мости. Эта модель, таким образом, воспроизво-
дит клинические аспекты влияния близости ГБМ 
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к СВЗ в отношении повышенного роста опухоли 
и снижения выживаемости. Кроме того, в экспе-
риментах показано, что наличие и близость опу-
холевой массы негативно влияет на пролифера-
цию и нейрогенез в СВЗ (Ripari et al., 2021).

В  других экспериментах также было показа-
но обратное влияние глиомы на близлежащую 
СВЗ. Bexell с соавт. имплантировали в стриатум 
крыс клетки линии глиомы крыс N32, помечен-
ные с помощью вирусной конструкции флуорес-
центным белком DsRed2. По мере роста опухоли 
в СВЗ наблюдали падение числа пролиферирую-
щих клеток, которому сопутствовало увеличение 
числа клеток, иммунореактивных по двум мар-
керам мигрирующих нейробластов – даблкор-
тину (DCX) и  полисиалилированных молекул 
адгезии нервных клеток (PSA-NCAM). Большое 
количество нейробластов наблюдали в зоне меж-
ду опухолью и СВЗ, которая, как считают авто-
ры, является источником этих клеток (Bexell et 
al., 2007). Ripari с соавт. (Ripari et al., 2021) в упо-
мянутой выше работе подтвердили это влияние: 
количество пролиферирующих, прогенитор-
ных и  мигрирующих клеток в  СВЗ мышей-ре-
ципиентов снижалось в  случае проксимальных 
имплантаций. В  случае проксимального распо-
ложения опухоли в СВЗ снижалось также коли-
чество SOX2- и  GFAP-иммунопозитивных кле-
ток (Ripari et al., 2021).

Перекрестные влияния глиом и СВЗ на пове-
дение незрелых мигрирующих клеток осущест-
вляется с участием сигнальных молекул и экзо-
сом, однако показано также явление миграции 
клеток между ними. Давно известно, что стволо-
вые клетки, включая НСК, обладают тропизмом 
к  локальным патологиям, и  в  частности к  зло-
качественным опухолям мозга (Yip et al., 2003). 
Было показано, что НСК крысы и  человека, 
инъецированные в  экспериментально иници-
ированную в  мозге крыс глиому, экстенсивно 
распределяются в теле опухоли, а также «пресле-
дуют» агрессивно мигрирующие в окружающую 
паренхиму мозга опухолевые клетки. Будучи 
инъецированы поодаль (в том числе и в проти-
воположное полушарие), НСК мигрируют по 
направлению к телу опухоли. Более того, НСК, 
введенные в кровь, также накапливались в глио-
ме. В этой работе также было показано, что НСК, 
экспрессирующие терапевтический трансген-
ный белок цитозиндеаминазу, сохраняют свою 
способность к  преследованию опухолевых кле-
ток и, таким образом, могут быть использованы 
в  противоопухолевой терапии как средство до-

ставки антиопухолевых препаратов к терапевти-
ческим мишеням (Aboody et al., 2000). Позднее 
это свойство НСК было подтверждено по от-
ношению к  спонтанно возникающим опухолям 
(Burns et al., 2003).

Опухолевым тропизмом обладают не толь-
ко экзогенные, но и  эндогенные НСК. Прово-
дили исследование с  использованием мышей, 
трансгенных по GFP, где ген GFP был постав-
лен под контроль промотора нестина, что по-
зволяло сфокусировать его экспрессию только 
в нейральных стволовых клетках. Спустя 14 дней 
после имплантации клеток глиобластомы ли-
нии G261, меченных красным флуоресцентным 
белком (RFP), в полосатое тело таких трансген-
ных мышей, нестин-GFP-клетки окружали ин-
дуцированную RFP-опухоль в  несколько слоев. 
Источником клеток была СВЗ (Glass et al., 2005). 
Интересно, что накопление эндогенных НСК 
и прогениторов в опухоли увеличивало продол-
жительность выживания подопытных животных, 
а кокультивирование клеток линии G261 с ней-
ральными прогениторами замедляло размноже-
ние опухолевых клеток и  вызывало их апоптоз 
(Glass et al., 2005). Интересно отметить, что эти 
результаты в совокупности с более ранними экс-
периментами in vivo (Staflin et al., 2004) и in vitro 
(Weinstein et al., 1990) противоречат упомянутым 
выше результатам более поздних работ, показав-
ших ускорение роста опухолей, инокулирован-
ных ближе к СВЗ (Ripari et al., 2021).

В  настоящее время известно несколько 
возможных механизмов, ответственных за 
миграцию НСК в  опухоль. Одним из важней-
ших является хемокиновая ось SDF‑1–CXCR4 
(Allport et al., 2004; Ehtesham et al., 2004). Было 
показано, что клетки астроцитомы экспресси-
руют Grade-зависимое количество хемокина 
SDF‑1 (CXCL12) и рецептора CXCR4 (Rempel 
et al., 2000), а  клетки глиомы экспрессируют 
рецептор CXCR4 (Ehtesham et al., 2006). Инте-
ресно, что сами опухолевые клетки использу-
ют такой же механизм миграции при инвазии 
(Goffart et al., 2015; Kucia et al., 2005; Zhang et 
al., 2005).

В  ряде работ показана также миграция ГСК 
в  обратном направлении из опухоли в  СВЗ. 
Kroonen с  соавт. (Kroonen et al., 2011) показал, 
что некоторые клетки глиобластомы человека, 
инъецированные в полосатое тело мышей с им-
мунодефицитом, проявляют тропизм к  СВЗ. 
Там, подобно собственным НСК мышей, эти 
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ГСК человека затем мигрировали в сторону обо-
нятельных луковиц. В свою очередь, клетки гли-
областомы, выделенные из СВЗ и обонятельных 
луковиц мышей-реципиентов, проявляют вы-
сокую онкогенность при вторичной инъекции 
в мозг другой мыши. Авторы делают вывод, что 
СВЗ может служить резервуаром для мигриро-
вавших туда клеток, которые могут иницииро-
вать рак (Kroonen et al., 2011).

При иммуногистохимическом исследовании 
мозга семи пациентов с глиобластомой было по-
казано, что у  шести из них ГСК присутствуют 
в СВЗ на расстоянии от тела опухоли (Hira et al., 
2021). ГСК при этом идентифицировали по экс-
прессии CD133, SOX2 и CD9. В отличие от них, 
НСК окрашивались только на CD133 и  SOX2. 
Эти данные позволили авторам предположить, 
что ГСК в нише СВЗ из-за их локализации вда-
ли от тела опухоли могут быть защищены от лу-
чевой терапии и  химиотерапии, а  также от хи-
рургической резекции и,  таким образом, могут 
способствовать рецидиву опухоли после лечения 
(Hira et al., 2021).

В  экспериментах in vivo Goffart с  соавт. 
(Goffart et al., 2017) показали, что ГСК (клет-
ки линии GB138), после имплантации в стриа-
тум мыши мигрировавшие в  СВЗ, были более 
радиорезистентны, чем ГСК, расположенные 
в  теле опухоли. В  экспериментах in vitro было 
показано, что культивирование в среде, конди-
ционированной клетками СВЗ, приводит к по-
вышению радиорезистентности ГСК. Авторам 
удалось показать как in vitro, так и in vivo, что ра-
диорезистентность опосредуется выделяемым 
НСК СВЗ хемокином CXCL12 (SDF1). Таким 
образом, было показано, что CXCL12 может 
действовать как радиозащитный хемокин для 
клеток GBM (Goffart et al., 2017).

Понимание роли взаимодействия СВЗ с ГБМ 
имеет большое клиническое значение. Пред-
ставляется логичным для повышения эффектив-
ности терапии ГБМ применять облучение СВЗ 
для снижения вероятности рецидива опухоли. 
В  метаанализе четырех исследований, в  кото-
рых наблюдалось влияние высокой дозы облу-
чения на прогноз, увеличение дозы облучения 
ипсилатеральной СВЗ значительно увеличивало 
выживание без прогрессирования (ВБП), но не 
приводило к  значительному улучшению общей 
выживаемости (ОВ) (Susman et al., 2019). Доза 
облучения контралатеральной СВЗ существен-
но не улучшала ВБП. Gupta T. с соавт. (Gupta et 

al., 2012) обнаружили повышенную ОВ с повы-
шением дозы облучения ипсилатеральной СВЗ, 
но снижение ОВ с понижением дозы облучения 
в  контралатеральной СВЗ. Rizzo с  соавт. (Rizzo 
et al., 2014) показали, что увеличение дозы дву-
стороннего облучения СВЗ прямо коррелирует 
с увеличением ВБП и ОВ.

Chen с  соавт. (Chen et al., 2013) проводили 
метаанализ результатов лечения 116 пациентов 
с диагнозом ГБМ, которые после хирургическо-
го лечения подвергались адъювантной лучевой 
терапии с дозами до 60 Гр и сопутствующим на-
значением темозоломида. Анализ показал, что 
более высокая доза облучения ипсилатеральной 
СВЗ была связана с улучшением ВБП и ОВ у па-
циентов с  ГБМ, перенесших тотальную резек-
цию опухоли, без негативного влияния на общий 
статус онкологического больного (Karnofsky 
Performance Status) (Chen et al., 2013).

Эти данные указывают на потенциальные 
возможности для применения облучения обла-
стей СВЗ с повышением показателей выживания 
и подчеркивают важность дальнейшего изучения 
взаимосвязей ГБМ и СВЗ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В  настоящем далеко не полном обзоре из-
ложены литературные данные, которые позво-
ляют получить представление об интенсивном 
молекулярном и  клеточном взаимодействии 
ГБМ с СВЗ, существенно влияющем на процесс 
развития глиомы. Исследователи предполагают 
различные механизмы терапевтически значи-
мых взаимодействий. Например, возможно, что 
миграция НСК из субвентрикулярной области 
дает начало глиоме, а рост опухоли «притягива-
ет» к ней дополнительные НСК из СВЗ, увели-
чивая тем самым ее агрессивность. Возможно, 
также существуют и  другие еще неизвестные 
виды взаимодействия, которые еще предстоит 
изучить и  выявить их значение для роста, те-
рапевтической устойчивости и  интенсивности 
диссеминации (диффузно-проникающего ро-
ста) глиомы. В этих исследованиях особое вни-
мание заслуживают стволовые клетки глиомы 
и  СВЗ (НСК и  ГСК). Также важно развивать 
поиск новых средств подавления пролифера-
тивного потенциала, которые должны быть на-
целены не только на ГСК тела опухоли, но и на 
опухолевые клетки, проникающие в  СВЗ, при 
этом данные подходы терапии не должны затра-
гивать собственно НСК.

РЕВИЩИН и др.
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PARTICIPATION OF THE SUBVENTRICULAR ZONE OF THE BRAIN IN THE 
DEVELOPMENT OF BRAIN GLIOMA
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Glioblastoma (GBM) is a malignant tumor with an average survival rate of 15–16 months with standard treatment; 
however, cases of successful treatment provide hope that a better understanding of the pathology will improve 
prognosis. Glial tumors contain clonogenic cells (cells capable of forming colonies in a culture medium) with a high 
proliferative potential, and their descendants have a wide range of possible differentiation; these clonogenic cells are 
currently considered as glioma stem cells (GSCs). In normal and pathological conditions, there are zones in the adult 
brain that contain proliferating neural stem cells (NSCs) and their descendants – progenitor cells that have begun to 
differentiate. One such zone lying on the lateral wall of the lateral ventricle, called the subventricular zone of the lateral 
ventricle (SVZ), has attracted much attention due to its importance for gliomagenesis. Numerous studies have shown 
that the intense exchange of signaling molecules and cells between the GBM and the SVZ leads to accelerated tumor 
growth and an increased risk of relapse. Research results indicate the possibility of developing new, more effective 
strategies to combat this dangerous disease, taking into account knowledge about the role of SVZ in the development 
of this pathology.
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Восстановление зрительной функции после повреждения или полного разрушения зрительного нерва 
у взрослых пациентов имеет много естественных барьеров на пути нейрорегенерации. Исследования по вос-
становлению зрения были сосредоточены на поддержании ганглиозных клеток сетчатки (ГКС), стимули-
ровании роста аксонов по направлению к  мозгу и  восстановлении их правильных синаптических связей. 
К сожалению, аксоны ГКС млекопитающих в обычных условиях не регенерируют после повреждения и в ко-
нечном итоге отмирают. В обзоре мы резюмируем известные в настоящее время механизмы выживания ГКС 
и регенерации аксонов у млекопитающих, включая специфические внутренние сигнальные пути, ключевые 
факторы транскрипции, репрограммирующие гены, факторы регенерации, связанные с воспалением, тера-
пию стволовыми клетками. Мы также рассматриваем современное понимание явлений, препятствующих 
регенерации зрительного нерва, и возможные пути преодоления этих препятствий. Полученные в последние 
десятилетия важнейшие результаты исследований могут оказаться информативными для разработки мето-
дов лечения поврежденной зрительной системы.
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неспособность
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ
ВБЧ 	 – верхние бугорки четверохолмия
ГКС 	 – ганглиозные клетки сетчатки
ЗН 	 – зрительный нерв
ООК 	 – обонятельные оболочечные клетки (olfactory ensheathing cells)
ПН 	 – периферический нерв
ЦНС 	 – центральная нервная система
ЭСК 	 – эмбриональная стволовая клетка
AAV 	 – аденоассоциированный вирус
Akt 	 – протеинкиназа B, играет ключевую роль в пути PI3K/Akt
Atoh7 	 – транскрипционный фактор, маркер ГКС
Bax 	 – регулятор апоптоза (ускоряет апоптоз)
Bcl‑2 	 – внутриклеточный противоапоптозный фактор
BDNF 	 – нейротрофический фактор мозга
BH3-only 	 – белок семейства BCL‑2 – эффектор митохондриального апоптоза
BMP 	 – костный морфогенетический белок
c-Jun 	 – онкогенный фактор транскрипции
c-Myc 	 – белок – блокатор апоптоза, опосредованного белком р53
CNTF 	 – цилиарный нейротрофический фактор, полипептидный гормон
DLK/LZK 	 – регуляторы дегенерации нейронов и роста аксонов
EGFR 	 – рецептор эпидермального фактора роста
FasL 	 – Fas-лиганд – белок семейства факторов некроза опухолей
GDNF 	 – нейротрофический фактор глиальной клеточной линии
GFRalpha3 	 – рецептор альфа‑3 семейства GDNF
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Jak 	 – янус-киназа – тирозинкиназа
LIF 	 – фактор ингибирования лейкозных клеток
mTOR 	 – серин-треониновая киназа, регулятор роста и пролиферации
NGF 	 – фактор роста нервов
p53 	 – транскрипционный фактор, супрессор злокачественных опухолей
PI3K 	 – фосфоинозитид‑3-киназа
PirB 	 – парный иммуноглобулин-подобный рецептор B
PTEN 	 – фосфатаза и гомолог тензина – регулятор клеточного цикла
REST 	 – фактор подавления транскрипции
RhoA 	 – трансформирующий клеточный сигнальный белок
ROCK 	 – белок серин / треонинкиназа
SOCS3 	 – супрессор цитокиновой сигнализации 3
VGF 	 – белок – регулятор энергетического гомеостаза и синаптической пластичности

ВВЕДЕНИЕ

Потеря зрения приводит к тяжелой инвалидно-
сти, а также пагубно влияет на качество жизни. По 
оценкам The lancet global health commission, в 2020 г. 
во всем мире 43 млн человек были полностью слепы 
(Burton et al., 2021). В настоящее время не существу-
ет лечения потери зрения из-за атрофии зрительно-
го нерва или потери ганглиозных клеток сетчатки, 
которые могут быть вызваны терминальной стадией 
глаукомы (Tham et al., 2014), отеком диска зритель-
ного нерва (Ghaffarieh et al., 2012), травматической 
атрофией зрительного нерва (Ellenberg et al., 2009), 
опухолью, компрессией, инфекцией (Behbehani, 
2007; Ghaffarieh and Levin, 2012; Prasad et al., 2010) 
и другими заболеваниями.

Восстановление зрительной функции после по-
вреждения или полного разрушения зрительного 
нерва у взрослых пациентов имеет много естествен-
ных барьеров на пути нейрорегенерации. Разра-
ботка клинически эффективных методов лечения 
заболеваний зрительного нерва потребует взаи-
модополняющих решений по преодолению этих 
барьеров.

Ганглиозные клетки сетчатки (ГКС) являются 
нейронами центральной нервной системы (ЦНС) 
и как таковые в обычных условиях не регенериру-
ют аксоны после повреждения зрительного нерва. 
У  взрослых млекопитающих разрыв аксонов ГКС 
в зрительном нерве (ЗН) приводит к гибели многих 
аксотомированных нейронов и неспособности вы-
живших клеток восстановить свои аксоны (Grafstein 
et al., 1982; Richardson et al., 1982). Через 1–3 дня по-
сле внутриглазничной перерезки зрительного нерва 
мыши количество ГКС уменьшалось примерно 
на 20%, и менее 10% ГКС выживают через 14 дней 
(Allcutt et al., 1984; Berkelaar et al., 1994; Fischer et al., 
2004; Villegas-Perez et al., 1993). Стратегии, появив-
шиеся после разработки новых методов прослежи-

вания нервных связей и  иммуногистохимических 
методов, выявили способность к регенерации и об-
разованию синапсов в  ЦНС взрослых млекопита-
ющих. Например, Aguayo и  соавт. использовали 
экспериментальный подход, основанный на кон-
цепции, согласно которой регенерация в перифери-
ческой нервной системе обусловлена пермиссивной 
средой, обеспечиваемой шванновскими клетка-
ми, присутствующими в нервной трубке (Aguayo et 
al., 1991; So et al., 1985; Vidal-Sanz et al., 1987). Ак-
соны ГКС отрастали до своей нормальной длины 
(2  см) через 4–18 недель после того, как сегменты 
аутологичных периферических нервов (ПН) были 
вставлены в сетчатку взрослых крыс (So and Aguayo, 
1985). В  следующих экспериментах один конец 
аутологичного ПН длиной 4 см помещали в оболоч-
ку ЗН, прижимая и пришивая к орбитальной культе 
рассеченного нерва, а  второй (дистальный) конец 
имплантировали в передние бугорки четверохолмия 
(ВБЧ) (Vidal-Sanz et al., 1987). Аксоны аксотомиро-
ванных ганглиозных клеток сетчатки прорастали 
через весь трансплантат, а  некоторые из них про-
никали в  ВБЧ, образовывая терминальные ответ-
вления на расстоянии до 500 мкм от конца транс-
плантата (Vidal-Sanz et al., 1987). Индуцированные 
светом электрические ответы в нейронах ВБЧ вбли-
зи трансплантата указывают на то, что регенериру-
ющие аксоны аксотомированных ганглиозных кле-
ток сетчатки могут устанавливать функциональные 
связи с нейронами ВБЧ взрослых млекопитающих 
(Keirstead et al., 1989; Keirstead et al., 1985). Если дис-
тальный конец трансплантата ПН имплантировали 
в оливарное претектальное ядро, в глазу может воз-
никнуть зрачковый рефлекс, что указывает на реге-
нерацию обоих эфферентов сетчатки на оливарное 
претектальное ядро, а  также проекций от цилиар-
ного ганглия на мышцу сфинктера радужной обо-
лочки глаза (Whiteley et al., 1998). Эксперименты in 
vitro и in vivo показывали, что регенерация через сам 
зрелый зрительный нерв очень ограничена из-за 
недопустимых условий субстрата в дифференциро-
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ванных зрительных нервах (Richardson et al., 1982; 
Schwab et al., 1985). Однако оказалось, что интен-
сивный рост аксонов ГКС в ПН обусловлен в пер-
вую очередь трофическими факторами, которые 
экспрессируются в шванновских клетках ПН (Berry 
et al., 1996). Авторы использовали модель раздавли-
вания зрительного нерва с  последующим просле-
живанием роста аксонов ГКС с  помощью ретро-
градного и  антероградного аксонного транспорта. 
У животных, в стекловидное тело которых была вве-
дена ткань ПН, волокна ГКС пересекали очаг по-
ражения и росли дистально. У контрольных ложно 
оперированных животных прорастания через очаг 
не наблюдали. Более того, при определенных усло-
виях регенерированные волокна ГКС пересекают 
хиазму и  формируют правильные соединения, из-
бегая целей, несоответствующих их функции (Lim 
et al., 2016).

Таким образом, ранние эксперименты показали, 
что ГКС обладают внутренней способностью реге-
нерировать аксоны, если внешняя среда благопри-
ятна (So and Aguayo, 1985), однако для восстановле-
ния зрительной функции пациентов до значимого 
уровня необходимо решить многие проблемы. Раз-
рабатываемые методы должны обеспечить наличие 
функционально значимого количества ГКС, жиз-
неспособных в  достаточной мере для регенерации 
разорванных аксонов. Необходимо также найти 
способы интенсифицировать процесс регенерации 
аксонов у  достаточно большого количества ГКС. 
В связи с этим предстоит нейтрализовать факторы, 
тормозящие регенерацию волокон в ЦНС (Silver et 
al., 2015). Не менее важной задачей является обе-
спечение ретинотопической упорядоченности по-
вторного подключения к  соответствующим целям 
во время регенерации. В настоящем, далеко не пол-
ном обзоре изложены основные результаты иссле-
дований по этим вопросам, которые дают надежду 
на значительное продвижение в решении проблемы 
восстановления зрения.

ПОДДЕРЖАНИЕ ЖИЗНЕСПОСОБНОСТИ 
АКСОТОМИРОВАННЫХ ГКС

Большая часть изложенных здесь знаний отно-
сительно дегенерации и регенерации ГКС и их аксо-
нов получены с  помощью экспериментальных мо-
делей, основанных на повреждении ЗН у грызунов, 
но часть информации получена на других моделях, 
например травмы спинного мозга. Чаще всего по-
вреждение ЗН включает контролируемое раздавли-
вание позади глазного яблока. Почти все аксоны 
при этом разрываются, а оболочка ЗН и сосудистая 
сеть, снабжающая ЗН, не повреждаются (Li  et al., 

1999). Комплексный критический обзор моделей 
и методов in vitro, ex vivo и in vivo, которые использо-
вались для расширения знаний о регенерации аксо-
нов в ретинофугальной системе у грызунов и рыбок 
данио соответственно, дан в работе Bollaerts с соавт. 
(Bollaerts et al., 2018).

Механизм апоптоза в  ГКС может быть связан 
с прямым разрушением целостности мембраны по-
сле механического повреждения аксонов, отсутстви-
ем трофических факторов, вызванным прерывани-
ем аксонального транспорта, потерей питательной 
поддержки после ишемии. Многие гены участвуют 
в регуляции апоптоза и выживании ГКС после по-
вреждения ЗН, включая Bcl‑2/Bax, DLK/LZK, c-Jun, 
p53, каспазы и FasL. Белки, кодируемые этими гена-
ми, образуют сложную сеть переключателей, кото-
рые определяют выживание клеток и/или апоптоз. 
Семейство генов Bcl‑2 включает антиапоптотиче-
ские гены (Bcl‑2, Bcl-xl), проапоптотические гены 
(Bax) и гены BH3-only (Maes et al., 2017). В сетчатке 
баланс между Bax и Bcl‑2 обеспечивает выживание 
ГКС после травмы. Сверхэкспрессия Bcl‑2 или де-
леция гена Bax укрепляют жизнеспособность ГКС 
после повреждения зрительного нерва (Bonfanti et 
al., 1996; Donahue et al., 2020). Эти результаты пока-
зывают, что гибель ГКС можно замедлить и таким 
образом продлить терапевтическое окно для эф-
фективного вмешательства.

Нейротрофические факторы хорошо известны 
своей ролью в  предотвращении апоптоза и  под-
держке жизнеспособности нейронов (Cui, 2006). 
Гибель ГКС после повреждения аксона частично 
может происходить из-за снижения ретроград-
ного транспорта нейротрофических факторов 
(Harrington et al., 2013). Есть надежда, что обра-
ботка сетчатки нейротрофическими факторами 
позволит повысить жизнеспособность ГКС после 
повреждения ЗН. Действительно, интравитреаль-
ное введение экзогенных NGF и BDNF задержи-
вает острую гибель ГКС после повреждения зри-
тельного нерва у  грызунов (Benowitz et al., 2010). 
Однако после введения BDNF или CNTF не на-
блюдалось улучшения в  регенерации аксонов 
в трансплантате периферического нерва, по срав-
нению с  контролем (Mansour-Robaey et al., 1994; 
Weibel et al., 1995).

Интравитреальная инъекция GDNF может зна-
чительно ослаблять дегенерацию ГКС дозозависи-
мым образом. Более того, комбинированное лече-
ние GDNF и BDNF показало лучшую защиту, чем 
использование каждого фактора по отдельности 
(Lindqvist et al., 2004; Yan et al., 1999).

РЕВИЩИН и др.
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ПРОБЛЕМЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ ВОССТАНОВЛЕНИЯ

Интравитреальная инъекция нервных стволовых 
клеток, трансфицированных вирусными векторами 
GDNF или CNTF после повреждения зрительного 
нерва, увеличивала количество выживших ГКС, но 
только при совместном введении GDNF и  CNTF 
(Flachsbarth et al., 2018).

Кроме перечисленных выше, благотворное вли-
яние на жизнеспособность ГКС после повреждения 
ЗН при интравитреальном введении оказывали:

1. �Пептид VGF (индуцируемый фактором роста не-
рвов полипептид AQEE‑30) (Takeuchi et al., 2018).

2. �Фактор, ингибирующий лейкоз (LIF) (Yang et al., 
2018).

3. �Геннотерапевтическая конструкция на осно-
ве аденоассоциированного вируса (AAV) AAV2 
TrkB‑2A-mBDNF, увеличивающая экспрессию не 
только BDNF, но и  его рецептора TrkB, что по-
зволяет избежать подавления рецептора, которое 
наблюдается при лечении только AAV2 BDNF 
(Osborne et al., 2018).

4. �Донор H2S морфолин‑4-ий-метоксифенилмор-
фолинофосфинодитиоата GYY4137 (Liu et al., 
2017).

5. �Пептид BMP4 (Thompson et al., 2019).

6. �Липоксины LXA4 и LXB4 – небольшие липидные 
медиаторы, выявленные и выделенные из среды, 
кондиционированной культурой астроцитов сет-
чатки (Livne-Bar et al., 2017).

7. �TAK‑242 (ингибитор Toll-подобного рецептора 4) 
(Nakano et al., 2017).

Идет ряд клинических испытаний для провер-
ки эффективности устойчивых нейротрофических 
факторов в  предотвращении потери ГКС при гла-
укоме, неартериальной передней ишемической не-
вропатии зрительного нерва и травматической оп-
тической невропатии (Gokoffski et al., 2020).

Ингибирование экспрессии каспазы‑2 с  помо-
щью химически модифицированной короткой ин-
терферирующей рибонуклеиновой кислоты (миР-
НК) при интравитреальном введении значительно 
повышало выживаемость ГКС в  течение по мень-
шей мере 30 дней (Ahmed et al., 2011).

Системное и  интравитреальное введение давно 
используемого в клинике противосудорожного пре-

парата вальпроата снижает апоптоз ганглиозных 
клеток сетчатки у крыс после повреждения зритель-
ного нерва (Pan et al., 2023; Zhang et al., 2023).

ИНТЕНСИФИКАЦИЯ РЕГЕНЕРАЦИИ 
АКСОНОВ ГКС

Само по себе выживание ГКС не означает обеспе-
чения восстановления зрения при потере нейронных 
связей. Следовательно, содействие регенерации аксо-
нов ЗН имеет решающее значение для восстановления 
нейронных связей с мозгом для передачи зрительного 
сигнала. Однако в  отличие от ПНС поврежденные 
аксоны в ЗН лишены способности к спонтанной ре-
генерации. Выявление способствующих регенерации 
факторов и  лежащих в  их основе молекулярных ме-
ханизмов поможет открытию новых стратегий лече-
ния и восстановления зрения. Понимание того, когда 
клинически применять стратегию регенерации аксо-
нов, требует понимания прогрессирования дегенера-
ции после повреждений аксонов ГКС.

Сразу после травмы ЗН кальций (Ca2+) попадает 
в  место повреждения через потенциал-зависимые 
кальциевые каналы (George et al., 1995). Удаление 
этого внеклеточного Ca2+ хелатором задерживает 
дегенерацию аксонов (George et al., 1995). Повы-
шенное содержание Ca2+ активирует кальпаины, 
цистеиновые протеазы, с  последующей аксональ-
ной дегенерацией путем деградации цитоскелета 
(Goll et al., 2003). В  спинном мозге процесс фраг-
ментации аксонов можно полностью блокировать 
ингибиторами кальпаина (Kerschensteiner et al., 
2005). Вскоре после травмы в проксимальном (бли-
жайшем к  глазу) и  дистальном сегментах аксонов 
начинаются дегенеративные процессы. Дистальные 
сегменты аксонов фрагментируются в  результате 
процесса, называемого валлеровской дегенераци-
ей, при котором цитоскелет дегенерирует, аксон 
набухает и  фрагментируется, миелин распадается 
на эллиптические структуры (Beirowski et al., 2010). 
Проксимальный сегмент аксона образует эллипти-
ческую ретракционную луковицу, которая посте-
пенно увеличивается, и  аксон отмирает, сокраща-
ясь по направлению к  соме (Blanquie et al., 2018). 
В  первый день после травмы сигналы молекуляр-
ного повреждения передаются от места поврежде-
ния аксона в тело ГКС (Shin et al., 2012). В сетчатке 
начинается воспалительная реакция, которая может 
влиять на неврологический исход как положитель-
но, так и  отрицательно (Kreutzberg, 1996). Чтобы 
активировать прорепаративные каскады, воспали-
тельная реакция должна быть достаточно сильной, 
но ниже порога, при котором активируются образо-
вание рубца и апоптоз. Известно, что внутриглазное 
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воспаление, вызванное либо инъекцией зимозана 
в  глаз, либо в  результате повреждения хрусталика, 
бывает достаточно для того, чтобы интенсифициро-
вать регенерацию аксонов ГКС и прорастание через 
поврежденный участок ЗН (Leon et al., 2000; Yin et 
al., 2003). Влияние внутриглазного воспаления на 
регенерацию ЗН опосредуется онкомодулином, ко-
торый накапливается в сетчатке до заметных уров-
ней через 12–24 ч после индукции воспалительной 
реакции (Kurimoto et al., 2010; Yin et al., 2009; Yin et 
al., 2006). Yin с соавт. показали, что интравитреаль-
ная инъекция онкомодулина и аналога циклическо-
го аденозинмонофосфата (цАМФ) усиливала реге-
нерацию зрительного нерва в 5–7 раз больше, чем 
цАМФ без онкомодулина (Yin et al., 2009; Yin et al., 
2006).

Данные Мюллера с  соавт. (Muller et al., 2007) 
показывают, что CNTF, выделяемый из астроци-
тов после повреждения ЗН, также участвует в ней-
ропротекторном и  стимулирующем рост аксонов 
эффекте повреждения хрусталика или инъекции 
зимозана. Эти результаты могут привести к  разра-
ботке терапевтического принципа, способствующе-
го регенерации аксонов в ЦНС в целом (Muller et al., 
2007).

Регенеративные способности ГКС различаются 
для разных стадий развития. В опытах in vitro ГКС 
эксплантата эмбриональной сетчатки обильно 
прорастали в эксплантат тектума, в отличие от ГКС 
постнатальной сетчатки (Chen et al., 1995). Следо-
вательно, после рождения происходит переклю-
чение клеточных программ, имеющих отношение 
к регенерации аксонов. Достижения молекулярной 
биологии в методах генного манипулирования по-
зволили выявить несколько важных путей реализа-
ции внутренней регенеративной способности ГКС, 
заблокированных у  взрослых животных. К  ним 
относится отрицательный регулятор сигнально-
го пути рапамицина (mTOR) – PTEN (phosphatase 
and tensin homolog deleted on chromosome). Сиг-
нальный путь PTEN/PI3K/Akt/mTOR участвует 
в  регуляции апоптоза, роста аксонов и  пролифе-
рации клеток и метаболизма (Mendoza et al., 2011). 
Делеция PTEN в  ГКС взрослых млекопитающих 
методом условного нокаута с  помощью вирусной 
конструкции in vivo способствует интенсивной ре-
генерации аксонов после повреждения ЗН (Park et 
al., 2008). Другим примером может служить сиг-
нальный путь янус-киназа / активатор транскрип-
ции, участвующий в передаче сигнала 3 / супрессор 
передачи сигнала цитокина 3 – JAK/STAT3/SOCS3 
(Krebs et al., 2001; Smith et al., 2009). SOCS3 акти-
вируется постнатально и  подавляет способность 

ГКС активировать путь Jak/STAT (Park et al., 2009; 
Qin et al., 2013; Smith et al., 2009). Удаление супрес-
сора SOCS3 во взрослых ганглиозных клетках сет-
чатки (ГКС) способствует усиленной регенерации 
поврежденных аксонов зрительного нерва (Smith 
et al., 2009).

Многие молекулы, ингибирующие рост, облег-
чают свое действие за счет изменения сигнального 
пути RhoA/ROCK, который является важным регу-
лятором актинового цитоскелета. Активация этого 
пути приводит к  быстрому коллапсу конуса роста 
и  ингибированию регенерации аксонов (Abbhi et 
al., 2020). Ингибирование RhoA/ROCK может быть 
потенциальной терапевтической стратегией, спо-
собствующей регенерации ЗН (Abbhi and Piplani, 
2020; Cen et al., 2017; Zhang et al., 2020). Tan с соавт. 
продемонстрировали, что эритропоэтин и ингиби-
тор ROCK Y‑27632 значительно улучшают выживае-
мость ГКС и регенерацию аксонов in vivo, и эффек-
ты этих агентов аддитивны (Tan et al., 2012).

Таким образом, модуляция негативных регуля-
торов передачи сигналов может быть эффективной 
стратегией стимулирования регенерации аксонов 
после повреждения ЗН.

Недавние исследования подтвердили показан-
ную ранее эффективность модуляции факторов 
транскрипции для усиления регенерации аксонов 
ЦНС и  ЗН в  частности (Moore et al., 2011). Так, 
Cheng с  соавт. идентифицировали фактор транс-
крипции RE1-Silencing (REST), также известный 
как Neuron-Restrictive Silencer Factor (NRSF), как 
прогнозируемый вышестоящий супрессор про-
регенеративной генной программы (Cheng et al., 
2022). Взрослые мыши, несущие специфичные для 
ГКС делеции REST или экспрессирующие доми-
нантно-негативный мутантный REST, демонстри-
руют улучшенную регенерацию ЗН после его раз-
рушения. Это сопровождается активацией генов, 
связанных с  регенерацией, в  ГКС (Cheng et al., 
2022).

Исследование протеома ГКС в  норме и  после 
перерезки ЗН выявило сеть молекулярных путей, 
которые изменены в поврежденных ГКС. В частно-
сти, было показано, что транскрипционный фактор 
c-Myc, который считается ключевым регулятором 
анаболического метаболизма, подавляется при по-
вреждении ЗН. Принудительная оверэкспрессия 
c-myc в ГКС до или после травмы способствует зна-
чительному повышению жизнеспособности ГКС 
и  регенерации аксонов после повреждения ЗН 
(Belin et al., 2015).

РЕВИЩИН и др.
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Как указано выше, некоторые нейротрофи-
ческие факторы демонстрируют положительное 
влияние на жизнеспособность ГКС после разру-
шения ЗН, однако далеко не все из них активиру-
ют регенерацию аксонов ЗН. Артемин, специфиче-
ский лиганд рецептора альфа‑3 семейства GDNF 
(GFRalpha3), оказывает нейропротекторное дей-
ствие на аксотомированные ГКС in vivo и  in vitro 
посредством активации внеклеточных сигнальных 
путей киназы и фосфоинозитид‑3-киназы-Akt. Ар-
темин также оказывает существенное влияние на 
регенерацию аксонов в ГКС как in vivo, так и in vitro, 
тогда как другие члены семейства GDNF (Нейрту-
рин, GDNF) этого не делают (Omodaka et al., 2014).

Интравитреальное и капельное (на поверхность 
глаза) введение рекомбинантного человеческого 
NGF может противодействовать эффектам разру-
шения ЗН у взрослых крыс. Было показано, что оба 
метода введения уменьшают потерю ГКС и стиму-
лируют возобновление роста аксонов после раз-
давливания ЗН (Mesentier-Louro et al., 2019).

Повышенная экспрессия адапторной молеку-
лы протрудина, которая обычно обнаруживается 
на низких уровнях в нерегенерирующих нейронах, 
обеспечивает регенерацию центральной нервной 
системы как in vitro в  первичной культуре корти-
кальных нейронов, так и in vivo в поврежденном ЗН 
взрослого животного (Petrova et al., 2020).

Увеличение активности ГКС за счет зрительной 
стимуляции может способствовать регенерации ак-
сонов после повреждения ЗН (Li et al., 2016; Lim et 
al., 2016). Если при этом зрительная стимуляция со-
четается с экспрессией положительного регулятора 
передачи сигналов mTOR, полученной с помощью 
вирусного вектора, аксоны ГКС регенерируют на 
больших расстояниях, проходят через хиазму, ин-
нервируют мозг и  даже частично восстанавливают 
зрительную функцию (Lim et al., 2016).

ПРОТИВОДЕЙСТВИЕ ИНГИБИТОРАМ РОСТА 
АКСОНОВ В ЗРИТЕЛЬНОМ НЕРВЕ

В ответ на повреждение ЗН покоящиеся астроци-
ты в сетчатке и зрительном нерве активируются, де-
монстрируют гипертрофию, активируют пролифе-
рацию, экспрессируют промежуточные филаменты 
(GFAP) и образуют глиальный рубец (Dezawa et al., 
1999). Глиальные рубцы создают механический ба-
рьер для роста аксонов ГКС. Менее активное обра-
зование глиального рубца у животных с нокаутом по 
митохондриальной аргиназе‑2 коррелировало с ин-
тенсификацией регенерации аксонов ГКС, по срав-

нению с нормальными животными, как in vitro, так 
и in vivo (Xu et al., 2018). Ингибирующие молекулы, 
связанные с миелином и глиальным рубцом, огра-
ничивают регенерацию аксонов взрослой ЦНС. На 
моделях глиального рубца in vitro и после поврежде-
ния ЗН (ONC) у  взрослых мышей было показано, 
что арилсульфатаза B снижает ингибирующее дей-
ствие содержащихся в глиальном рубце гликозами-
ногликанов и активирует регенерацию аксонов ГКС 
(Pearson et al., 2018).

После повреждений ЗН в  астроцитах проис-
ходит активация рецептора эпидермального фак-
тора роста EGFR, способствуя образованию гли-
ального рубца (Liu et al., 2006). Интересно, что 
ингибирование EGFR предотвращает активацию 
астроцитов (Liu et al., 2006). Введение в  область 
разрушения ЗН геля, насыщенного ингибитора-
ми киназной функции рецептора эпидермального 
фактора роста EGFR, позволяет ослабить действие 
миелиновых ингибиторов регенерации аксонов 
ГКС (Koprivica et al., 2005). В этих экспериментах 
использовали селективные ингибиторы тирозин-
киназной активности EGFR PD168393, AG1478, 
и Erlotinib (Tarceva). Последний препарат исполь-
зуется в  клинике для лечения немелкоклеточного 
рака легких и  рака поджелудочной железы. Этот 
препарат имеет потенциал применения и  в  лече-
нии нейродегенеративных заболеваний (Koprivica 
et al., 2005; Liu et al., 2006).

Ли с  соавт. исследовали влияние микроРНК‑21 
(miR‑21) и ее антагомира (синтетическая молекула, 
комплементарная miR‑21, способная ее инакти-
вировать) на регенерацию аксонов ЗН и  зритель-
ные вызванные потенциалы на крысиной модели 
повреждения ЗН. miR‑21 является регулируемым 
EGFR антиапоптотическим фактором. Инактива-
ция miR‑21 посредством интравитреальной инъек-
ции антагомира miR‑21 приводила к  ослаблению 
чрезмерной активации астроцитов и  ослаблению 
образования глиальных рубцов, тем самым способ-
ствуя регенерации аксонов и  облегчая нарушение 
зрительных вызванных потенциалов в  модели по-
вреждения ЗН (Li et al., 2018).

В  отличие от периферической нервной систе-
мы, где миелинизацию обеспечивают шванновские 
клетки, в  ЦНС миелинизирующими глиальными 
клетками являются олигодендроциты, которые ока-
зывают ингибирующее действие на регенерацию 
аксонов. Миелин, происходящий из олигодендро-
цитов, является одним из основных супрессоров 
роста аксонов в  ЦНС. Ингибирующие эффекты 
миелина связаны с  множеством молекул, включая 
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изоформы ретикулон-подобного белка Nogo, мие-
лин-ассоциированного гликопротеина, олигоден-
дроцитарно-миелинового гликопротеина и  сема-
форины (Goldberg et al., 2004; Schwab, 2004; Yiu et 
al., 2006). Хотя эти последние три молекулы струк-
турно не связаны между собой, все они связывают-
ся с  двумя общими рецепторами, так называемым 
Nogo-рецептором (NgR) и  PirB (Filbin, 2003; Yiu 
and He, 2006). NgR имеет три различные изоформы, 
и генетическая делеция всех трех достаточна, чтобы 
обеспечить весьма умеренный уровень регенерации 
зрительного нерва (Zheng et al., 2005). Этот эффект 
может усиливаться внутриглазным воспалением 
(Dickendesher et al., 2012).

КЛЕТОЧНАЯ ТЕРАПИЯ  
ДЛЯ РЕГЕНЕРАЦИИ ЗН

Для решения задачи восстановления зритель-
ной функции при разрушении зрительного нерва 
необходимы комбинированные подходы, сочета-
ющие воздействия, ограничивающие гибель ГКС 
и обеспечивающие благоприятную среду роста для 
регенерирующих аксонов (Benowitz et al., 2017; Plant 
et al., 2011). Было показано, что клеточная терапия 
с  трансплантацией мезенхимальных стволовых 
клеток может быть эффективна в этом отношении 
(Chen et al., 2013; Mesentier-Louro et al., 2014; Yang et 
al., 2014; Zaverucha-do-Valle et al., 2014). В отноше-
нии комплексного терапевтического воздействия 
представляют особый интерес обонятельные обо-
лочечные клетки (olfactory ensheathing cells, ООК) 
(Shkarubo et al., 2020; Yang et al., 2015; Шкарубо et al., 
2023). ООК располагаются в  обонятельной слизи-
стой оболочке по ходу волокон обонятельного нерва 
к обонятельной луковице, обеспечивая постоянное 
обновление волокон обонятельных нервов на про-
тяжении всей жизни (Mackay-Sim et al., 2011). ООК 
секретируют различные виды нейротрофических 
факторов (Lipson et al., 2003; Woodhall et al., 2001). 
Вместе со шванновскими клетками ООК создают 
трехмерную матрицу, которая обеспечивает благо-
приятную микросреду для успешной регенерации 
аксонов в  центральной нервной системе взрослых 
млекопитающих (Boyd et al., 2005). Результаты ис-
следований указывают на потенциальную резуль-
тативность клеточной терапии посредством транс-
плантации ООК либо отдельно, либо в  сочетании 
с нейротрофическим фактором или другими типа-
ми клеток при повреждении ЗН (Leaver et al., 2006; 
Liu et al., 2010).

Терапевтическое окно для применения средств, 
повышающих жизнеспособность и интенсивность 
регенерации аксонов ГКС, ограничено коротким 

промежутком времени, пока ГКС все еще живы. 
Это сильно затрудняет применение аутологичных 
ООК, так как выращивание их in vitro занима-
ет много времени. Применение гетерологичной 
трансплантации заранее выращенных ООК может 
вызвать проблему иммунного отторжения. Для 
решения этой проблемы была показана перспек-
тивность применения аутотрансплантации обоня-
тельного эпителия, который возможно получить 
у  пациента с  помощью назальной эндоскопии. 
Этот материал можно применять на острых стади-
ях повреждения ЦНС (Lu et al., 2001) и ЗН в част-
ности (Gong et al., 2018).

С точки зрения терапии острой фазы поврежде-
ния ЗН было бы очень полезно в  случае задержки 
в начале лечения иметь возможность пополнить кон-
тингент клеток, потенциально для этого пригодных. 
В тканях и органах человека и животных содержатся 
стволовые клетки, способные к  длительной проли-
ферации и  многонаправленной дифференцировке. 
Сетчатка млекопитающих, по данным Тропепе с со-
авт., может содержать популяцию стволовых клеток 
на периферии (Tropepe et al., 2000), однако пока нет 
доказательств того, что они могут заменить погиб-
шие ГКС. По этой причине постоянно предприни-
маются попытки разработать методические подходы 
к  применению заместительной клеточной терапии 
для замещения погибших ГКС. В  рамках этих ра-
бот исследуются плюрипотентные клетки, включая 
эмбриональные стволовые клетки и  индуцирован-
ные плюрипотентные стволовые клетки, на предмет 
их дифференцировки в  различные клетки сетчат-
ки. С  этой целью Cho с  соавт. разработали модель, 
в  которой ГКС генетически удаляются у  взрослых 
мышей с  последующей дегенерацией зрительного 
нерва с  последующей трансплантацией донорских 
прогениторных клеток из эмбриональной сетчатки, 
меченных трансгенным зеленым флуоресцентным 
белком, которые максимально экспрессируют Atoh7, 
необходимый для идентификации ГКС (Cho et al., 
2012). Было показано, что донорские клетки спо-
собны дифференцироваться в ГКС, интегрировать-
ся в слой нервных волокон реципиентной сетчатки 
и экспрессировать гены, связанные с дифференци-
ровкой ГКС (Cho et al., 2012).

Для заместительной терапии могут быть исполь-
зованы также эмбриональные стволовые клетки 
(ЭСК). Chao с соавт. дифференцировали ЭСК чело-
века в  нейроны сетчатки с  использованием специ-
альной методики и культивировали в течение 60–70 
дней, после чего вводили их в глаз беличьих обезьян. 
Аксоны некоторых трансплантированных клеток 
располагались в  слое нервных волокон реципиент-

РЕВИЩИН и др.
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ПРОБЛЕМЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ ВОССТАНОВЛЕНИЯ

ной сетчатки и посылали аксоны к зрительному дис-
ку, а затем проецировались в мозг (Chao et al., 2017).

Многочисленные исследования по применению 
клеточной терапии для лечения оптической нейро-
патии в  качестве источников клеточного материа-
ла использовали стволовые клетки сетчатки плода 
человека, аллогенные трупные клетки человека, 
нервные стволовые клетки гиппокампа взрослого 
человека, стволовые клетки ЦНС человека, цили-
арные пигментированные эпителиальные клетки, 
лимбальные стволовые клетки, клетки-предше-
ственники сетчатки, плюрипотентные стволовые 
клетки человека (включая ЭСК), индуцированные 
плюрипотентные стволовые клетки и мезенхималь-
ные стволовые клетки. Основные результаты этих 
исследований изложены в  обстоятельном обзоре 
Коко-Мартен с соавт. (Coco-Martin et al., 2021).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проблема регенерации зрительного нерва явля-
ется частью более крупной проблемы регенерации 
проводящих путей в  центральной нервной систе-
ме. Это удобная модель для исследования и испы-
тания методов преодоления препятствий на пути 
лечения многих патологических явлений в  ЦНС. 
За последние два десятилетия получено так много 
полезной информации, что восстановление зри-
тельного нерва выбыло из разряда нерешаемых 
проблем и  превратилось в  реалистичную цель на 
ближайшие 5–10  лет. На животных моделях пока-
зана возможность восстановления поврежденных 
связей между глазом и мозгом. Выявлены пути ре-
шения основных проблем – продления выживания 
ГКС и  интенсификации регенерации их аксонов. 
Эти пути – генная терапия, терапия нейротрофи-
ческими факторами, трансплантация клеток и  хи-
рургические приемы протезирования – клинически 
осуществимы. Конечно, многие из перечисленных 
выше проблем остаются нерешенными. Количе-
ство регенерирующих аксонов, достигающих пра-
вильных мишеней в мозге, еще слишком мало для 
восстановления зрения до клинически значимого 
уровня. Тем не менее дальнейшее движение по на-
меченным направлениям исследований и разработ-
ка новых направлений с использованием комбина-
ций терапевтических методов и  новых материалов 
позволят разработать методы, которые в  будущем 
улучшат жизнь пациентов с нарушениями зрения.
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Restoring visual function after damage or complete destruction of the optic nerve in adult patients has many natural 
barriers to neuroregeneration. Research to restore vision has focused on maintaining retinal ganglion cells (RGCs), 
stimulating axonal growth toward the brain, and restoring their proper synaptic connections. Unfortunately, mammalian 
RGC axons under normal conditions do not regenerate after injury and ultimately die. In this review, we summarize 
the currently known mechanisms of RGC survival and axonal regeneration in mammals, including specific intrinsic 
signaling pathways, key transcription factors, reprogramming genes, inflammation-related regeneration factors, and 
stem cell therapy. We also review the current understanding of the phenomena impeding optic nerve regeneration and 
possible ways to overcome these obstacles. The most important research results obtained in recent decades may be 
informative for the development of methods for treating the damaged visual system.
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Глиобластома (ГБ) отличается высокой степенью неоднородности развития в пространстве и времени, что 
вызвано геномной нестабильностью, высокой скоростью роста отдельных участков и гетерогенной неова-
скуляризацией. Молекулярно-генетические особенности ГБ играют важную роль в прогнозе заболевания, 
что отражено в новой классификации ВОЗ опухолей ЦНС от 2021 г. Целью данного исследования стало со-
поставление параметров кровотока и диффузии по данным МРТ, метаболизма опухолевой ткани по данным 
ПЭТ/КТ с генетическим профилем ГБ. 40 пациентам (возраст 55 ± 12 лет, пол М/Ж = 31/9) с впервые постав-
ленным диагнозом ГБ проведена оценка параметров МРТ (измеряемого коэффициента диффузии – ADC, 
скорости кровотока – CBF –по данным ASL-перфузии) и ПЭТ/КТ в виде индекса накопления метионина 
(MET). Все вышеперечисленные объемные контуры (VOI – 1  см3) автоматически с  помощью программ-
ного обеспечения (PMOD) были перенесены на все имеющиеся карты изображений и сопоставлены друг 
с другом; итого получено 9 параметров: METmax, METcbf, METadc, ADCmin, ADCmet, ADCcbf, CBFmax, 
CBFmet, CBFadc. Проведен сравнительный и корреляционный анализ параметров как в общей группе ГБ, 
так и отдельно в генетически разных подгруппах (MGMT+/- и EGFR+/-) и по уровню Ki67.
Исследование показало, что локализации зон высоких значений кровотока, плотноклеточности и метабо-
лизма аминокислот совпадают только в 45% случаев, доказывая наличие различий в структуре и функци-
ональной активности участков ГБ. Данные о взаимосвязи метилирования промотора гена MGMT и ADC 
(ADCmin > 1.01 (10–3 мм2/с), Se = 78%, Sp = 74%, AUC = 0.77) подтверждают результаты других авторов о бо-
лее низкой потребности данного генетического подтипа ГБ в строительстве новых мембран, обусловленной 
угнетением механизма системы репарации ДНК. Выявление амплификации гена EGFR в нашей выборке 
было ассоциировано со значимым повышением метаболизма МЕТ (МЕTmax > 3.29, Se = 88%, Sp = 70%, 
AUC = 0.82) и коррелировало с более высоким индексом Ki67 (Rs = –0.85), подтверждая факт увеличения 
потребления аминокислот клетками ГБ для синтеза мембран. Полученные корреляционные связи между 
ИН MET и ADC, отсутствие таковых с параметрами CBF подтверждают зависимость метаболизма метио-
нина в глиомах от процессов построения новых клеточных мембран, а не от неоваскуляризации. Феномен 
гетерогенности структуры ГБ был подтвержден на основе выявленных различий в  локализации зон мак-
симальных значений изучаемых параметров МРТ и ПЭТ/КТ, а также их значимых отличий в группах ГБ 
с разным молекулярно-генетическим профилем.

Ключевые слова: ПЭТ/КТ,11С-метионин, ASL, DWI, МЕТ, глиобластома
DOI: 10.31857/S0044467724010051

СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ
ADC 	 – apparent diffusion coefficient (измеряемый коэффициент диффузии)
ASL 	 – arterial spin labeling (артериальная спиновая маркировка)
CBF 	 – cerebral blood flow (скорость объемного кровотока)
SUV 	 – standardized uptake value (стандартизованный уровень накопления)
ВИ 	 – взвешенные исследования
ГБ 	 – глиобластома
ГЭБ 	 – гематоэнцефалический барьер
ДВИ 	 – диффузионно-взвешенные изображения
ИН 	 – индекс накопления
МРТ 	 – магнитно-резонансная томография
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МЕТ 	 – 11С-метионин
ПЭТ/КТ 	 – позитронная эмиссионная томография, совмещенная с компьютерной томографией
РФП 	 – радиофармпрепарат

ВВЕДЕНИЕ

Глиобластома (ГБ) среди опухолей головного 
мозга остается одним из самых неблагоприятных 
диагнозов (Efremov, 2021; Low, 2022), отличаясь вы-
сокой степенью неоднородности развития опухоле-
вого процесса как в пространстве, так и во времени, 
что обусловлено значительной геномной неста-
бильностью, высокой скоростью пролиферации 
отдельных участков с  формированием некрозов, 
устойчивостью к  апоптозу и  патологической нео-
васкуляризацией (Yabo, 2022; Nikitin, 2020). Гете-
рогенность структуры и  существование различных 
субпопуляций клеток в рамках одного образования 
обуславливает быстрый рост и способность адапти-
роваться к  лучевому и  лекарственному лечению 
(Efremov, 2021; Low, 2022; Yabo, 2022; Nikitin, 2020; 
Wu, 2021). Поиск взаимосвязей между молекуляр-
но-генетическими особенностями глиом и их кли-
нико-диагностической картиной является трендом 
последних лет (Yabo, 2022; Nikitin, 2020; Wu, 2021; 
Śledzińska, 2021; Osborn, 2022). Результаты послед-
них двух пересмотров классификации ВОЗ опухо-
лей ЦНС (Louis, 2016; Osborn, 2022) вызвали всплеск 
работ (Kazerooni, 2020; Overcast, 2021; Nomura, 
2018; Suh, 2019; Seow, 2018; Yang, 2019; Danilov, 2023; 
Saadeh, 2018), в  том числе отечественных (Batalov, 
2019; Беляев, 2021; Беляев, 2022), посвященных со-
поставлению различных геномных характеристик 
глиом с их фенотипом по данным МРТ и ПЭТ/КТ.

На сегодняшний день к ГБ относят все опухоли 
астроцитарного ряда (независимо от степени про-
лиферативной активности – Grade), без мутации 
гена изоцитратдегидрогеназы (IDH wild type) и ге-
нов гистонов H3, c характерной микрососудистой 
пролиферацией, некрозами и/или специфически-
ми молекулярными особенностями, включающи-
ми отсутствие или наличие следующих изменений: 
метилирования промотора гена MGMT, амплифи-
кации гена EGFR, мутации гена TERT и др. (Yabo, 
2022; Osborn, 2022). При этом злокачественные опу-
холи с наличием мутации в гене IDH, ранее назы-
ваемые «вторичные ГБ» (Louis, 2016), стали отно-
ситься к группе IDH-мутантных астроцитом Grade 
4, и  термин «глиобластома» к  ним не применим 
(Osborn, 2022).

Клинически внутри группы ГБ (ВОЗ 2021), в за-
висимости от присутствия тех или иных типов гене-

тических нарушений, наблюдается различное био-
логическое поведение опухоли (Yabo, 2022; Nikitin, 
2020; Wu, 2021; Śledzińska, 2021; Osborn, 2022). Так, 
амплификация гена EGFR (эпидермального фактора 
роста) или мутация промотора TERT (теломеразная 
обратная транскриптаза) определяют стремитель-
ное прогрессирование опухоли (Yabo, 2022; Osborn, 
2022; Chamberlain, 2015), а метилирование промото-
ра гена MGMT является важным прогностическим 
биомаркером ответа на химиотерапевтическое лече-
ние (Chamberlain, 2015). Последнее особенно важно 
в старшей группе пациентов ввиду плохой переноси-
мости препаратов (Wu, 2021; Chai, 2021).

Несмотря на современные достижения хирур-
гической техники, стереотаксического облучения 
и системной лекарственной терапии, общая выжи-
ваемость больных остается низкой и составляет от 
12 до 17.1 месяцев. Не более 15% пациентов пере-
живают порог 36 месяцев, что обуславливает необ-
ходимость дальнейших поисков возможности улуч-
шения диагностики и лечения этой патологии.

Мультимодальный и  мультипараметрический 
подход к  изучению ГБ в  данной работе призван 
оценить взаимосвязь фундаментальных процессов 
роста, неоангиогенеза и метаболизма аминокислот 
в ткани ГБ и связать их с генетическими особенно-
стями опухоли, а также пролиферативной активно-
стью, с целью сопоставления фенотипической и ге-
нетической гетерогенности ГБ.

МЕТОДИКА

В  исследование вошли 40 пациентов (возраст 
55 ± 12лет, пол М/Ж = 31/9) с впервые выявленны-
ми ГБ (IDH wild type Grade 4, ВОЗ 2021), которые 
прошли все диагностические и лечебные меропри-
ятия во ФГАУ «НМИЦ нейрохирургии им. акаде-
мика Н. Н. Бурденко». Всем пациентам на доопе-
рационном этапе проводилась МРТ в стандартных 
режимах (T2, T2-FLAIR, T1 до и после контрастно-
го усиления (КУ)), дополнительно включая диффу-
зионно-взвешенные изображения (ДВИ) с постро-
ением карт измеряемого коэффициента диффузии 
(ИКД) и  протокол ASL-перфузии с  построением 
карт объемного церебрального кровотока на ап-
парате Signa HDxt с  напряженностью магнитного 
поля 3.0 T (General Electric, USA). ПЭТ/КТ-иссле-
дование с 11С-метионином (МЕТ) проводилось на 
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аппарате Siemens Biograph 40 True Point (Siemens 
Medical Solutions, США) согласно стандартному 
протоколу сканирования, с  проведением рекон-
струкции изображения 3D OSEM (Ordered Subset 
Expectation Maximization) c 5 итерациями и  8 под-
множествами с коррекцией поглощения при помо-
щи низкодозной КТ. После проведения диагности-
ческих мероприятий выполнялось хирургическое 
лечение (удаление опухоли или стереотаксическая 
биопсия (СТБ)) с последующим иммуногистохими-
ческим исследованием материала (ИГХ).

Работа была одобрена этическим комитетом 
ФГАУ «НМИЦ нейрохирургии им. академика 
Н. Н. Бурденко», согласие пациентов на все виды ис-
следований и медицинских манипуляций получено.

В данной работе группы пациентов были разделе-
ны в зависимости от наличия метилирования промо-
тора гена MGMT (+/-) и амплификации гена EGFR 
(+/-). Кроме того, оценивалась степень пролифера-
тивной активности опухоли (Ki67), пороговое зна-
чение было выбрано согласно различиям в прогнозе 
течения злокачественных глиом по литературным 
данным и составило 20% (Armocida, 2020).

Сопоставление, анализ и интерпретация изобра-
жений ПЭТ/КТ и  МРТ проводились с  помощью 

программного обеспечения PMOD (версия 4.0, Цю-
рих, Швейцария).

Зоны интереса (Volume of Interest – VOI) 
на МРТ и  ПЭТ-сканах выбирались в  соответ-
ствии с  принятым протоколом обработки дан-
ных в  объеме 1см3 (рис.  1): 1) VOI наибольшей 
метаболической активности МЕТ на карте его 
распределения (МЕТmax); 2) VOI минимальных 
значений измеряемого коэффициента диффузии 
на карте ИКД (ADCmin); 3)  VOI максимальных 
значений скорости кровотока на карте ASL-пер-
фузии (CBFmax).

Далее все вышеперечисленные контуры VOI 
с  помощью программного обеспечения автомати-
чески переносились на другие карты и сопоставля-
лись друг с другом – рис. 1 и 2.

В результате количественно оценивались девять 
параметров:

– метаболические: METmax – максимальный 
уровень метаболической активности опухоли в виде 
ИН МЕТ, METcbf – ИН MET в области максималь-
ных значений кровотока, METadc – ИН MET в об-
ласти максимального ограничения диффузии, то 
есть минимальных значений ADC;

Рис. 1. Глиобластома правого полушария головного мозга. Зоны интереса на ПЭТ и МРТ изображениях: 1) карта 
распределения метионина (МЕТ), совмещенная с T1ВИ после контрастрирования; 2) карта измеряемого коэффи-
циента диффузии (ADC); 3) карта объемного мозгового кровотока (CBF) ASL перфузии. Цветом обозначены зоны 
интереса (VOI) сопоставленные друг с другом: синий – максимальное накопление метионина (METmax), розо-
вый – минимальные значения измеряемого коэффициента диффузии (ADCmin), красный – максимальные зна-
чения кровотока (CBFmax), желтый – измерения в нормальной паренхиме мозга. В данном клиническом примере 
зоны интереса не пересекаются.
Fig. 1. Right hemisphere glioblastoma. PET and MRI areas of interest: 1) methionine distribution map (MET) combined 
with contrast enhancement T1W; 2) apparent diffusion coefficient map (ADC); 3) ASL cerebral blood flow map (CBF). 
Mapping areas of interest (ROI) to each other is indicated by color: blue – methionine maximum accumulation (METmax), 
pink – diffusion coefficient minimum (ADCmin), red – cerebral blood flow maximum (CBFmax), yellow – normal brain 
parenchyma measurement. In this clinical case VOI didn’t match.

ВИХРОВА и др.
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Рис. 2. Совмещенные ПЭТ и МРТ изображений. Схематическое представление сопоставления зон интереса (VOI) 
максимального кровотока (CBFmax – красный контур), измеряемого коэффициента диффузии (ADCmin – черный 
контур), метаболической активности метионина в опухоли (METmax – синий контур): (а) совпадение VOI, (б) ча-
стичное совпадение VOI, (в) Отсутствие совпадения VOI.
Fig. 2. PET and MRI image сombination. Schematic comparison representation of voliume of interest (VOI) blood flow 
maximum (CBFmax – red contour), apparent diffusion coefficient minimum (ADCmin – black contour), tumor maximum 
methionine metabolic activity (METmax – blue contour): (а) VOI total match (б) VOI partial match (в) VOI mismatch.

MET
MET
MET

Пример Схематическое изображение

(а)

(б)

(в)

– диффузионные: ADCmin – минимальные 
значения измеряемого коэффициента диффузии, 
ADCmet – значения ADC в области максимально-
го метаболизма, ADCcbf – значения ADC в области 
максимального кровотока;

– перфузионные: CBFmax – максимальные зна-
чения кровотока, CBFmet – значения CBF в области 

максимального метаболизма, CBFadc – значения CBF 
в области максимального ограничения диффузии.

Уровень метаболической активности опухоли оце-
нивался в виде индекса накопления (ИН) метионина 
(MET), далее просто МЕТ, как отношение стандартизо-
ванного уровня накопления (SUV – standardized uptake 
value) аминокислоты в 1 см3 наиболее активной части 
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опухоли к уровню накопления РФП в неизмененной 
мозговой ткани контралатерального полушария.

Проведен сравнительный и  корреляционный 
анализ всех параметров как в общей группе ГБ, так 
и отдельно, в зависимости от молекулярно-генетиче-
ского статуса (MGMT+/- и EGFR+/-) и уровня Ki67.

Количество пациентов в  группах с  разными ге-
нетическими нарушениями было не равнозначно, 
но достаточно для статистической обработки дан-
ных (МGMT+/- n = 9/31, EGFR+/- n = 8/20 соот-
ветственно). Статус мутации гена EGFR определял-
ся только у больных старшей возрастной группы (> 
50  лет), поэтому количество случаев отличается от 
общего числа пациентов.

Статистический анализ проводился с  исполь-
зованием программы jamovi 2.3.12 и  web-tool for 
ROC curve analysis (ver. 1.3.1) и easyROC (http://www.
biosoft.hacettepe.edu.tr/easyROC/). Количественная 
оценка корреляционной связи между параметрами 
проводилась с  расчетом коэффициента ранговой 
корреляции Спирмена. Наличие статистически 
значимых различий между исследуемыми группами 
оценивалось с помощью непараметрического U-те-
ста Манна – Уитни. Кроме этого, для анализа был 
проведен ROC-анализ и рассчитаны такие параме-
тры, как чувствительность, специфичность, пло-
щадь под кривой (AUC), а также пороговые значе-
ния в соответствии со значениями индекса Юдена.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

По результатам исследования при сопоставле-
нии зон интереса (METmax, ADCmin, CBFmax) 

анатомически их полное совпадение было выяв-
лено только у 2 пациентов – 7% (рис. 2 (а)), в 48% 
случаев они пересекались или были расположены 
в  непосредственной близости друг от друга (рис. 2 
(б)), в 45% – разбросаны в структуре опухоли без пе-
ресечения (рис. 2 (в)).

Сопоставление МРТ- и  ПЭТ-параметров про-
водилось сначала в  общей группе ГБ, независи-
мо от мутаций. Средние значения представлены 
в  табл.  1, где видно, что уровень кровотока ста-
тистически значимо отличался между всеми кон-
турами (CBFmax vs CBFmet vs CBFadc, p < 0.05), 
а  значения коэффициента диффузии и  ИН МЕТ 
значимо отличались только в точке их максимума 
на своей карте от двух других значений (ADCmin 
vs ADCmet/ADCcbf и METmax vs METcbf/METadc, 
p < 0.05), при этом в остальных контурах различий 
выявлено не было.

Сравнение аналогичных показателей изучаемых 
параметров в подгруппах ГБ с  генетическими осо-
бенностями представлено в табл. 2.

Как видно в табл. 2, в группе ГБ MGMT+ стати-
стически значимые отличия были получены только 
для ADC с  более высокими значениями в  группе 
(пороговое значение ADCmin = 1.01 * 10–3 мм2с, Se 
= 78%, Sp = 74%, AUC = 0.77).

В  группе пациентов с  амплификацией гена 
EGFR значимые отличия выявлены для ИН МЕТ 
(METmax), при пороговом значении 3.29 и  выше 
чувствительность и специфичность ПЭТ/КТ в вы-
явлении ГБ EGFR+ составляет 88 и  70% соответ-
ственно (AUC = 0.82).

Таблица 1. Средние значения изучаемых параметров кровотока, диффузии и метаболизма МЕТ (заглавные – CBF, ADC, 
МЕТ) в каждой зоне интереса в структуре ГБ
Table 1. Average values of cerebral blood flow, diffusion and MET metabolism parameters (capital – CBF, ADC, MET) in each 
area of interest in GB structure

Параметры Общая группа ГБ (N=40) Сравниваемые параметры p-value

CBFmax 140.25 ± 59.07 CBFmax vs CBFmet < 0.001
CBFmet 81.24 ± 35.08 CBFmet vs CBFadc 0.03

CBFadc 61.50 ± 30.85 CBFadc vs CBFmax < 0.001

ADCmin 937.73 ± 181.05 ADCmax vs ADCmet 0.035
ADCmet 1060.60 ± 223.56 ADCmet vs ADCcbf 0.519

ADCcbf 1084.29 ± 271.75 ADCcbf vs ADCmax 0.004

METmax 3.42 ± 0.88 METmax vs METcbf < 0.001
METcbf 2.38 ± 0.88 METcbf vs METadc 0.998

METadc 2.4 ± 0.84 METadc vs METmax < 0.001

Ki-67 27.95 ± 18.81

ВИХРОВА и др.



53

ЖУРНАЛ ВЫСШЕЙ НЕРВНОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ          том 74         № 1          2024

ФЕНОТИПИЧЕСКАЯ И ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ГЕТЕРОГЕННОСТЬ

Таблица 2. Средние значения изучаемых параметров кровотока, диффузии и метаболизма МЕТ (заглавные – CBF, 
ADC, МЕТ) в каждой зоне интереса в структуре опухоли в подгруппах ГБ, в зависимости от метилирования гена MGMT 
и амплификации гена EGFR; а также Ki67
Table 2. Mean values of cerebral blood flow, diffusion and MET metabolism parameters (capital – CBF, ADC, MET) in each area 
of interest in GB structure and in different genetic GB subgroups with MGMT methylation and EGFR amplification; as well as 
by Ki67 level

Параметры  MGMT «-» MGMT 
«+» p EGFRamp

«-»
EGFRamp

«+» p Ki67 >20% Ki67 
< 20% p

N 31 9   20 8   20 19  

CBFmax 83.02 ± 
35.82

72.02 ± 
32.93 0.39 136.08 ± 62.59 118.41 ± 

55.44 0.76 160.45 ± 
46.01

111.83 ± 
66.26 0.04

CBFmet 62.57 ± 
32.63

55.93 ± 
20.88 0.48 82.03 ± 34.03 70.91 ± 30.30 0.44 91.17 ± 

33.60 65.97 ± 33.23 0.04

CBFadc 139.36 ± 
59.10

144.85 ± 
65.63 0.82 64.16 ± 32.68 53.44 ± 24.61 0.54 72.96 ± 

29.40 45.32 ± 27.14 0.01

ADCmin 0.90 ± 0.16 1.06 ± 0.15 0.02 0.94 ± 0.18 0.95 ± 0.94 0.94 0.96 ± 0.19 0.92 ± 0.17 0.59

ADCmet 1040.64 ± 
233.79

1129.37 ± 
178.36 0.17 1088.44 ± 

56.13
1003.47 ± 

143.57 0.35 1049.91 ± 
187.59

1085.72 ± 
257.89 0.90

ADCcbf 1073.08 ± 
285.10

1142.58 ± 
201.92 0.30 1108.36 ± 

237.00
1140.83 ± 

265.37 0.94 1150.07 ± 
248.82

1008.35 ± 
297.08 0.28

METmax 3.40 ± 0.92 3.49 ± 0.78 0.82 3.14 ± 0.78 4.07 ± 0.80 0.01 3.35 ± 0.82 3.55 ± 0.94 0.43

METcbf 2.41 ± 0.94 2.24 ± 0.37 0.93 2.32 ± 0.83 2.84 ± 1.06 0.17 2.25 ± 0.82 2.75 ± 1.03 0.23

METadc 2.40 ± 0.83 2.41 ± 0.93 0.97 2.26 ± 0.85 2.92 ± 1.07 0.35 2.49 ± 0.82 2.33 ± 0.88 1.00

Ki-67 26.40 ± 
18.22

33.11 ± 
20.95 0.18 28.32 ± 0.56 30.00 ± 15.12 0.40 40.25 ± 

19.09 15.00 ± 4.16  

Таблица 3. Корреляционные взаимосвязи параметров кровотока, диффузии и метаболизма МЕТ (заглавные – CBF, 
ADC, МЕТ) в каждой зоне интереса в структуре опухоли в общей группе пациентов и в генетических подгруппах, в 
зависимости от метилирования гена MGMT и амплификации гена EGFR, а также Ki67
Table 3. Correlations of cerebral blood flow, diffusion and MET metabolism parameters (capital – CBF, ADC, MET) in each area 
of interest in GB structure in the general patient group and in different genetic GB subgroups with MGMT methylation and EGFR 
amplification; as well as by Ki67 level

Параметры Общая 
группа MGMT «-» MGMT «+» EGFR «-» EGFR 

«+»
Ki-67 
>20%

Ki-67 
<20%

METmax CBFmet            

METmax ADCmet -0.37   -0.72 -0.56 -0.85 -0.65

ADCmet CBFmet             0.71

CBFmet Ki-67 0.38   0.89      

ADCmin METadc         -0.76 -0.47

ADCmin CBFadc            

METadc CBFadc            

CBFmax METcbf            

CBFmax ADCcbf            

METcbf ADCcbf -0.5 -0.5   -0.63 -0.93  

CBFmax Ki-67 0.48 0.41 0.89 0.83   0.58

METcbf Ki-67           0.52 
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В  группе ГБ с  уровнем Ki67 > 20% отчетливо 
проявился более высокий уровень кровотока по 
данным ASL-перфузии с  пороговым значением 
CBFmax 108.18 мл/100г/мин (Se = 70%, Sp = 94%, 
AUC = 0.75).

Для оценки взаимосвязей процессов клеточной 
пролиферации, неоангиогенеза и метаболизма МЕТ 
в опухолевой ткани были рассчитаны корреляцион-
ные взаимосвязи между изучаемыми параметрами, 
представленные в табл. 3.

Таким образом, в общей группе пациентов были 
получены значимые отрицательные корреляци-
онные взаимосвязи между МЕТ и  ADC, причем 
как в зоне наибольшего включения аминокислоты 
(METmax и ADCmet, k = –0.37), так и в области мак-
симальных значений кровотока (METcbf и ADCcbf, 
k = –0.5), с усилением взаимосвязей до максимума 
в группе EGFR+ (k = –0.85 и –0.93 соответственно).

В  свою очередь, только параметры кровотока 
в  области своего максимума и  в  контуре макси-
мального метаболизма были взаимосвязаны с Ki67 
(CBFmax k = 0.48 > CBFmet k = 0.38). Усиление вза-
имосвязи происходило в  группе ГБ MGMT+ (как 
CBFmet k = 0.89, так и  CBFmax k = 0.89), в  груп-
пе EGFR- (CBFmax k = 0.83) и  при Ki67 > 20% 
(CBFmax k = 0.58).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Гетерогенность глиобластом как фенотипиче-
ская, так и генетическая широко обсуждается в ли-
тературе последние несколько десятилетий (Yabo, 
2022; Nikitin, 2020). Механизмы роста и  агрессив-
ной инфильтрации вещества мозга являются пред-
метом особого интереса морфологов, клиницистов 
и  рентгенологов (Wu, 2021; Śledzińska, 2021) с  це-
лью разработки эффективных схем лечения глиом 
и прогнозирования исхода заболевания.

За последние 10 лет вышло несколько система-
тических обзоров по визуализации опухолей голов-
ного мозга (Suh, 2019; Seow, 2018; Yang, 2019;) обоб-
щающих публикации с  2003 по 2019 г., но работы, 
выполненные до 2016 г., не учитывают генетические 
особенности глиом и сосредоточены на выявлении 
отличий между двумя большими разнородными 
группами опухолей с  высокой и  низкой степенью 
злокачественности (LGG и  HGG). После обнов-
ления классификации ВОЗ в  2016 г. большинство 
диагностических работ сосредоточилось на поис-
ке фенотипических отличий ГБ с  IDH-мутантным 
и  «диким» статусом на основе стандартной МРТ 

(T2-FLAIR mismatch), диффузионных и  перфузи-
онных МР-технологий с получением значимых ре-
зультатов (Batalov, 2019; Беляев, 2021; Choi, 2016). 
Исследования ПЭТ/КТ с  аминокислотами при 
этом демонстрировали противоречивые данные. 
Так, некоторые авторы не выявили зависимости па-
раметров накопления ДОФА, в зависимости от ста-
туса IDH (Cicone, 2019), а в исследованиях с ФЭТ 
отмечалась стойкая взаимосвязь метаболизма ами-
нокислоты, мутации IDH и выживаемости пациен-
тов (Blanc-Durand, 2018; Unterrrainer, 2018; Verger, 
2018). При этом выборки пациентов были смешан-
ные с присутствием глиом (Grade 2–3), в том числе 
с олигодендрокомпонентом, что значительно влия-
ло на показатели прогноза. Интересно, что отличий 
по уровню метаболизма между ГБ (IDH +/-) и ОДГ 
выявлено не было (Verger, 2018) и это сильно умень-
шает практическую значимость полученных резуль-
татов.

Последний пересмотр классификации опухо-
лей ЦНС в  2021 г. еще больше сместил акцент ис-
следований в  область взаимосвязи прогноза с  ге-
нетическим профилем ГБ (Osborn, 2022), добавляя 
к статусу IDH еще несколько типов молекулярных 
нарушений, и сделал сравнение новых работ, в том 
числе и  этой, с  предыдущими нецелесообразным, 
ввиду принципиальных отличий в  формировании 
изучаемых групп опухолей.

По данным последних систематических обзоров 
отмечено, что большинство работ по радиогеноми-
ке ГБ сосредоточены на анализе изменений в генах 
EGFR (41.7%) и MGMT (20.8%) (Seow, 2018; Yang, 
2019; Danilov, 2023; Saadeh, 2018; Chamberlain, 2015; 
Han, 2018). При этом метаболические характери-
стики ГБ по данным ПЭТ/КТ в литературе иссле-
дуются с  использованием различных РФП (МЕТ 
(Yu, 2019), ФЭТ (Haubold, 2020), ДОФА (Qian, 2020) 
и ФДГ (Wang, 2019; Dev, 2021).

Данная работа уникальна тем, что в относитель-
но гомогенной группе глиом, представленных толь-
ко ГБ, были изучены особенности структурных, 
функциональных и метаболических процессов в со-
поставлении с пролиферативной активностью и ге-
нетическим профилем опухоли.

В нашем исследовании в группе ГБ MGMT+ на-
блюдались значимо более высокие показатели из-
меряемого коэффициента диффузии, то есть плот-
ноклеточность опухоли была ниже, чем в  группе 
ГБ MGMT-. При этом отмечалась отрицательная 
корреляционная взаимосвязь диффузионных пара-
метров с уровнем метаболической активности МЕТ 

ВИХРОВА и др.



55

ЖУРНАЛ ВЫСШЕЙ НЕРВНОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ          том 74         № 1          2024

ФЕНОТИПИЧЕСКАЯ И ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ГЕТЕРОГЕННОСТЬ

в ткани опухоли (METmax и ADCmet, табл. 1), что 
косвенно свидетельствует о более низкой потребно-
сти данного генетического подтипа ГБ в строитель-
стве новых мембран, обусловленной угнетением ме-
ханизма пролиферации клеток ферментом системы 
репарации ДНК – O6-метилгуанин-ДНК-метил-
трансферазой.

Хорошо известно, что в  норме этот фермент, 
экспрессируясь на высоком уровне, удаляет ме-
тильные и хлорэтильные группы из О6-позиции гу-
анина, нейтрализуя цитотоксический эффект алки-
лирующих агентов. Снижение уровня экспрессии 
фермента за счет метилирования промотора гена 
MGMT, которое может наблюдаться только в опу-
холевых клетках, приводит к тому, что именно они 
избирательно подвергаются цитотоксическому воз-
действию химиопрепаратов (например, темозоло-
мида) (Dev, 2021), что обуславливает хороший ответ 
опухоли на лечение и более благоприятный прогноз 
течения ГБ (Wu, 2021; Śledzińska, 2021; Chai, 2021). 
Наши данные о  взаимосвязи метилирования про-
мотора гена MGMT и ADC подтверждают результа-
ты более ранних работ (Blanc-Durand, 2018; Dadgar, 
2023; Kopylov, 2021).

В  одной из аналогичных работ по сопоставле-
нию ГБ с различным статусом метилирования гена 
MGMT (Dadgar, 2023) на основе данных МР-пер-
фузии (3D pCASL) коллектив авторов во главе с Yu 
Han продемонстрировал статистически значимые 
отличия показателей rCBF (p  < 0.001, AUC0.835) 
в изучаемых группах. В нашей работе не удалось по-
лучить пороговые значения CBFmax для разделения 
этих генетических подгрупп, но ГБ MGMT+ демон-
стрировали прямую корреляционную зависимость 
уровня кровотока (CBFmax и CBFmet) с пролифе-
ративной активностью опухоли (Ki67), что косвен-
но свидетельствует о взаимосвязи процессов неоан-
гиогенеза со степенью злокачественности опухоли 
в этой генетической подгруппе ГБ.

Следующий важный генетический маркер про-
гноза течения ГБ – трансмембранный рецептор 
тирозинкиназы эпидермального фактора роста 
(EGFR), активация которого происходит примерно 
у половины больных ГБ. Причем запуск различных 
сигнальных каскадов происходит независимо от ли-
ганда (24–67% случаев представлены мутацией гена 
EGFR, в 40% – амплификацией и 60% – гиперэкс-
прессией) (Muñoz-Hidalgo, 2020; Oprita, 2021). 
В  результате происходит активация процессов он-
когенеза, пролиферации и  миграции опухолевых 
клеток. Таким образом, изменение генетического 
статуса EGFR является важным фактором неблаго-

приятного прогноза и  быстрого прогрессирования 
ГБ (Wu, 2021; Śledzińska, 2021; Oprita, 2021).

По данным нашего исследования, выявление 
амплификации гена EGFR было ассоциировано со 
значимо более высоким ИН МЕТ (cut-off 3.29 AUC 
= 0.82) и  коррелировало с  Ki67, что сопоставимо 
с  общеизвестным фактом о  повышенном исполь-
зовании аминокислот при строительстве мембран 
опухолевых клеток. Кроме того, в  каждом изучен-
ном контуре (cbf, met, adc) наблюдалась сильная 
отрицательная взаимосвязь метаболизма и плотно-
клеточности в структуре опухоли, подтверждающая 
активацию процессов пролиферации, вероятно, за 
счет повреждения тирозинкиназных рецепторов 
(Saadeh, 2018; Muñoz-Hidalgo, 2020; Oprita, 2021). 
Исследования, аналогичные нашему, представлены 
в  единичных вариантах (Haubold, 2020). На совре-
менном этапе большинство авторов сосредоточено 
на поиске таргетных РФП с целью избирательного 
выявления EGFR+ ГБ (Dadgar, 2023), однако кли-
нически значимых успехов пока не достигнуто. 
Трудности связаны с  проникновением препаратов 
через гематоэнцефалический барьер (ГЭБ) и разви-
тием компенсаторных сигнальных путей, но ученые 
не теряют надежды и  продолжают поиски, в  том 
числе и на базе Центра нейрохирургии им. академи-
ка Н. Н. Бурденко (Kopylov, 2021).

Межопухолевая и  внутриопухолевая гетероген-
ность ГБ во временном и пространственном аспек-
тах является одной из причин устойчивости опухоли 
к  таргетной терапии и  делает ее предметом изуче-
ния не только морфологов (Nikitin, 2020), но и ди-
агностов (Kazerooni, 2020; Seow, 2018; Oprita, 2021).

Наше исследование показало, что локализация 
зон высоких значений кровотока, плотноклеточно-
сти и метаболизма аминокислот могут не совпадать 
более чем в 50% случаев, доказывая наличие разли-
чий в структуре и функциональной активности раз-
личных участков ГБ.

Зону максимальных значений кровотока 
(CBFmax) условно можно обозначить транспортной, 
где основным процессом является потребление пита-
тельных веществ из сети патологических опухолевых 
сосудов, независимо от нарушения ГЭБ. При этом 
процессы метаболизма в данной области могут быть 
и не ускорены. В нашем исследовании этот факт под-
тверждается отсутствием взаимосвязей между пока-
зателями METcbf и ADCcbf в данной области.

Зона максимального ограничения диффузии 
в структуре ГБ (ADCmin) также продемонстрирова-
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ла отсутствие корреляционных взаимосвязей с уров-
нем метаболизма и кровотока (METadc и CBFadc), 
что, в свою очередь, могло бы соответствовать зоне 
инкубации, где клетки делятся без увеличения их 
объема и построения новых мембран, что делает их 
расположение более компактным – плотноклеточ-
ным.

Участок максимального метаболизма метиони-
на (МЕТmax), в  свою очередь, отражает активное 
построение мембран с  ускоренными процессами 
пластического метаболизма в клетках, подтвержда-
ющееся отрицательной корреляцией METmax 
с ADCmet.

Следует предполагать, что вышеописанные зоны 
в  структуре опухоли переходят из одной в  другую 
соответственно инвазивному распространению ГБ 
в веществе мозга (Yabo, 2022; Nikitin, 2020), однако 
идею зонирования ГБ и  трансформации участков 
пролиферации и роста в структуре опухоли трудно 
доказать на практике по данным визуализации, так 
как в  этом случае необходимо будет наблюдать за 
ростом ГБ без лечения, что невозможно по этиче-
ским соображениям.

В данном исследовании мы комплексно подошли 
к задаче оценки фенотипа и генотипа ГБ, объединив 
диагностические, функциональные и  молекуляр-
но-генетические данные. Описание и характеристи-
ки основных закономерностей внутриопухолевой ге-
терогенности ГБ, по нашему мнению, в дальнейшем 
будут способствовать формированию новых пред-
ставлений о глиомогенезе и использоваться с прак-
тической точки зрения для поиска новых точек тар-
гетного лечебного воздействия.

Ограничения исследования: невозможность про-
ведения регрессионного анализа с  учетом малого 
количества пациентов в  генетических подгруппах; 
но надо учесть, что исследование – проспективное 
и  набор материала продолжается. Кроме того, не 
удалось оценить прогностическую значимость вы-
шеуказанных параметров в связи с короткими сро-
ками сбора катамнеза.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенное исследование показало, что гете-
рогенность структуры ГБ выражалась отличиями 
локализации участков максимального кровотока, 
диффузии и  метаболизма метионина в  структуре 
образования. Полученные корреляции между ИН 
MET и  ADC и  отсутствие таковых с  параметрами 
кровотока CBF свидетельствуют о том, что повыше-

ние метаболизма аминокислот в опухоли более ве-
роятно зависит от количества клеточных мембран, 
а  не сосудистого компонента. Более выраженные 
взаимосвязи индекса Ki67 с параметрами перфузии 
во всех группах определяют эту зону как более зло-
качественную и  целевую при планировании СТБ 
в  случаях несовпадения участков максимального 
включения МЕТ и CBF на картах ASL-перфузии.

Сопоставление вышеуказанных параметров 
с  результатами молекулярно-генетических иссле-
дований позволило наметить особенности фе-
нотипического портрета ГБ, в  зависимости от 
молекулярно-генетического статуса, и  показало 
необходимость проведения более масштабных ра-
бот. Метилирование гена MGMT, характерное для 
более благоприятного течения ГБ, в нашей выборке 
пациентов сопровождалось низким уровнем плот-
ноклеточности опухолевой ткани, а наличие ампли-
фикации гена EGFR как неблагоприятного фактора 
прогноза сопровождалось более высоким уровнем 
накопления МЕТ.

Данное исследование является стартовым, и его 
продолжение в виде дальнейшей оценки фенотипа 
опухоли по данным МРТ и ПЭТ/КТ, генотипа, а так-
же выживаемости больных представляется перспек-
тивным с точки зрения фундаментального изучения 
процессов глиомогенеза в  рамках персонализиро-
ванного подхода к терапии ГБ и нового представле-
ния о классификации опухолей WHO2021.
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GLIOBLASTOMA PHENOTYPIC AND GENETIC HETEROGENEITY, 
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Glioblastoma (GB) is an extremely heterogeneous tumor, which is caused by genomic instability, high growth rate, 
and neovascularization. Molecular and genetic characteristics of GB play a major role in the prognosis of the disease, 
which is reflected in the new WHO classification of CNS tumors from 2021.
Purpose of this research is comparison MRI parameters (ADC & CBF), metabolic activity on 11C-MET PET/СT 
with glioblastoma genetic profile. 40 patients (age 55±12 years, sex M/F = 31/9) with newly diagnosed GB were 
examined by MRI with assessment of diffusion parameters (ADCmin) and ASL perfusion (CBFmax) and 11С-МЕТ 
PET/CT with the calculation of tumor to normal index (METmax). Since these VOI (1cm3) did not always coincide, 
it was decided to measure all parameters in each VOI on all image maps (PMOD automatic contour transfer). A 
total of 9 measurements were obtained for each patient: METmax, METcbf, METadc; ADCmin, ADCmet, ADCcbf; 
CBFmax, CBFmet, CBFadc. Comparative and correlation analysis was carried out both in the total GB group and 
separately in the groups MGMT+/- and EGFR+/- and different Ki67 levels (cut-off 20%). In results 45% of patients 
had CBFmax, ADCmin and METmax mismatch. Significant correlations were found in the METmax VOI between 
METmax&ADCmet (Rs = -0.37) and METcbf&ADCcbf (Rs = -0.05). CBFmax and CBFmet correlated with Ki67 
(Rs = 0.38 and Rs = 0.48, respectively) and increased in Ki67 > 20% GB group. GB genetic subgroup analysis showed: 
MGMT+ had significantly higher ADCmin>1.01 (10-3 mm2/sec), Se = 78%, Sp = 74%, AUC = 0.77, it means that 
cells were more tightly packed. In METmax VOI, METmax was negatively correlated with ADCmet (Rs = -0.72) and 
CBFmet was positively correlated with Ki-67 (Rs = 0.89); EGFR+ tumors had significantly higher METmax > 3.29 
(Se = 88%, Sp = 70%, AUC = 0.82), that was negatively correlated with ADCmet (Rs = -0.85). In case when Ki67 
> 20% GB demonstrated significantly higher CBFmax >108.177ml/100/min (Se = 70%, Sp = 94%, AUC 0.75) and 
a strong negative correlation between METmax and ADCmet, (Rs = -0,65) in METmax VOI. Our study shown that 
CBFmax, ADCmin and METmax localization coincide in 45% of cases, which proves the presence of variety in the 
structure and functional activity of different areas of GB. The correlation of MGMT methylation and ADC (ADCmin 
> 1.01 (10-3 mm2/sec), Se = 78%, Sp = 74%, AUC = 0.77) confirms the recent studies results of this tumor subtype 
lower needs of the new membranes construction, that’s due to the inhibition of the mechanism of the DNA repair 
system. EGFR amplification presence in our patient sample was associated with a significant higher MET metabolism 
(МЕTmax > 3.29, Se = 88%, Sp = 70%, AUC = 0.82) and correlated with height level of Ki67 (Rs = -0.85), confirming 
the fact of GB cells amino acids increased consumption for membrane synthesis. The obtained correlations MET with 
ADC and the absence of those with CBF, confirms the dependence glioma methionine metabolism of the new cell 
membranes building, rather than on neovascularization.
Revealed mismatch of MRI and PET/CT parameters confirmed GB structure heterogeneity phenomenon, as well as 
their significant differences in various genetic status GB subgroups.
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В  настоящее время позитронно-эмиссионная томография, совмещенная с  компьютерной томографией 
(ПЭТ/КТ), – это стандартный метод визуализации в нейроонкологии при глиомах и метастатическом пора-
жении. Опыт применения ПЭТ/КТ при менингиомах – самых частых первичных новообразованиях ЦНС – 
значительно меньше, а интерпретация результатов исследований имеет ряд отличий. Целью работы стала 
оценка возможности и  особенностей применения ПЭТ/КТ для определения степени злокачественности 
менингиом, распространенности, ответа на лучевое лечение и диагностики рецидива и/или постлучевых из-
менений на основании собственного клинического опыта и обзора литературы.
В  исследование были включены 70 пациентов с  77 менингиомами, которым была выполнена ПЭТ/КТ 
с 11С-метионином. Средний возраст на момент обследования составил 57.4 года (19–86 лет).
Основной параметр оценки – индекс накопления (ИН)11С-метионина (11С–МЕТ) в  опухоли – составил 
в  среднем 3.13 (1.00–10.66). Менингиомы характеризовались высоким ИН11С–МЕТ, в  89.6% случаев ИН 
превышал 1.5. В гистологически верифицированных менингиомах 1, 2 и 3-й степени злокачественности по 
шкале ВОЗ медиана ИН составила 4.06 [3.04; 4.57], 2.32 [2.12; 3.69] и 4.29 [2.60; 5.10] и достоверно не разли-
чалась между группами. При этом в нерастущих или медленнорастущих гистологически неверифицирован-
ных менингиомах – случайных находках – ИН11С–МЕТ был достоверно ниже, чем в менингиомах 1 и 3-й 
степени.
Не было выявлено достоверного различия в ИН между облученными менингиомами с контролем роста опу-
холи (3.81 [2.97; 3.98]) и рецидивом (3.62 [2.60; 4.30]). При сопоставлении облученных и необлученных ме-
нингиом 1, 2 и  3-й степеней злокачественности, а  также объединенной группы опухолей 1–3-й степеней 
достоверных различий в ИН11С–МЕТ выявлено не было.
Применение ПЭТ/КТ при менингиомах имеет ряд важных особенностей. Менингиомы характеризуются 
высоким ИН11С–МЕТ. По нашим данным, ПЭТ/КТ с 11С–МЕТ не позволяет различать между собой менин-
гиомы разной степени злокачественности – 1, 2 или 3-й по шкале ВОЗ. При эффективном лучевом лечении 
и длительном локальном контроле ИН11С–МЕТ в менингиомах сохраняется стабильно высоким или про-
исходит невыраженное его снижение. При сопоставлении растущих и нерастущих менингиом, облученных 
и необлученных опухолей не выявляется достоверных различий в ИН11С–МЕТ.

Ключевые слова: менингиома, ПЭТ/КТ, радиофармпрепарат,11С-метионин, степень злокачественности, про-
долженный рост опухоли, радиотерапия, постлучевые изменения
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ВВЕДЕНИЕ

Позитронно-эмиссионная томография, со-
вмещенная с  компьютерной томографией (ПЭТ/
КТ), – современный стандарт обследования нейро-
онкологических пациентов в  целом ряде клиниче-
ских ситуаций (Verger et al., 2022). ПЭТ/КТ является 
молекулярным методом визуализации, в  отличие 
от привычных структурных методов компьютерной 
и магнитно-резонансной томографии (КТ и МРТ). 
ПЭТ/КТ с  аминокислотами, к  которым относят-
ся 11С-метионин (11С–МЕТ) и  18F-фтортирозин 
(18F-ФЭТ), на современном этапе рутинно приме-

няется в  диагностике глиальных новообразований 
головного мозга. Эти радиофармпрепараты (РФП) 
используются для оценки первичной распростра-
ненности и  определения степени злокачествен-
ности опухолей (Verger et al., 2022). В  дальнейшем 
в процессе лечения ПЭТ/КТ позволяет дифферен-
цировать постлучевые изменения от продолженно-
го роста, оценивать ответ опухоли на проводимое 
лечение, определять метаболически активный объ-
ем для оконтуривания мишени лучевого воздей-
ствия. Кроме того, на все те же вопросы ПЭТ/КТ 
может ответить и при метастатическом поражении 
ЦНС, позволяя получить уникальную клиническую 

КЛИНИЧЕСКИЕ  
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информацию, не всегда доступную при стандарт-
ных анатомических методах визуализации.

Такие возможности метода определяют желание 
применения ПЭТ/КТ при других нозологических 
формах, в  частности при менингиомах, которые яв-
ляются самыми частыми первичными интракрани-
альными опухолями ЦНС и активно лечатся хирурги-
ческим и лучевым методами (Rogers et al., 2015). При 
лечении менингиом также регулярно возникают во-
просы, которые потенциально могут быть разрешены 
с применением ПЭТ/КТ, – неинвазивная оценка зло-
качественности, уточнение распространенности про-
цесса, различие лечебных и  опухолевых изменений, 
подтверждение продолженного роста и др.

Однако применение ПЭТ/КТ с  аминокислота-
ми при менингиомах имеет свои нюансы и демон-
стрирует результаты, отличные от того, что являет-
ся рутиной в диагностике глиальных образований. 
В  силу особенностей тканевого строения менин-
гиом, независимо от степени злокачественности 
опухоли, отмечается крайне высокая степень ва-
скуляризации и повышенный уровень потребления 
аминокислот и жирных кислот. Это объясняет зна-
чительную интенсивность включения в  них таких 
РФП, как 11С–МЕТ и  18F-ФЭТ, и,  как следствие, 
высокое отношение опухоль / фон, обозначаемое 
в  литературе как индекс накопления (ИН). Высо-
кий ИН наблюдается одинаково и в злокачествен-
ных, и в обычных доброкачественных менингиомах 
(Slot et al., 2021).

Высокий уровень соматостатиновых рецепто-
ров подтипа 2 (SSTR2) обуславливает высокую чув-
ствительность ткани менингиом к  другим, более 
специфичным для них РФП, на основе лигандов ре-
цепторов к соматостатину, меченных изотопом гал-
лия‑68 (68Ga-DOTATOC,68Ga-DOTATATE и  68Ga-
DOTANOC) (Filippi et al., 2022). Среди основных 
первичных интракраниальных опухолей эти рецеп-
торы встречаются исключительно в менингиомах.

МЕТОДИКА

В  исследование были включены 70 пациентов 
с  77 интракраниальными менингиомами, кото-
рым была выполнена ПЭТ/КТ с  11С-метионином. 
Средний возраст на момент обследования соста-
вил 58.2 года (19.7–86.3 лет). Соотношение мужчин 
и женщин составило 1 к 4.

В 21 случае ПЭТ/КТ была выполнена на ранних 
этапах обследования в рамках постановки диагноза 
до проведения хирургического или лучевого лече-

ния. У 14 пациентов исследование было назначено 
для помощи в дифференцировке между лучевой ре-
акцией и продолженным ростом опухоли. В 35 слу-
чаях ПЭТ/КТ исходно выполнялась по поводу 
другой опухоли (глиомы – 29, лимфомы – 3, мета-
статическое поражение – 3), а менингиома являлась 
сопутствующим заболеванием.

Все ПЭТ/КТ-исследования были выполнены 
в период с 2011 по 2023 г. Основная масса исследо-
ваний (82.5%) была выполнена в условиях НМИЦ 
нейрохирургии им. академика Н. Н. Бурденко.

Из 77 менингиом 28 были верифицированы 
гистологически. Из них 16 опухолей имели 1-ю 
степень злокачественности по шкале ВОЗ, 7–2-ю 
степень и  5–3-ю степень. 49 менингиом не были 
верифицированы, эти опухоли были, как правило, 
случайной находкой и  характеризовались медлен-
ным ростом или его отсутствием, по данным МРТ, 
на протяжении нескольких месяцев (6 месяцев и бо-
лее). По клинико-рентгенологическим данным (не-
большие размеры, четкие контуры, округлая форма, 
отсутствие отека) эти опухоли можно было отнести 
к степени 1 по шкале ВОЗ. В литературе такие опу-
холи иногда обозначают как степень 0, что и было 
использовано в данной работе (Kaul et al., 2014).

По расположению опухоли распределились 
следующим образом: 26 (33.8%) – конвекситаль-
но, 16 (20.8%) – в  средней черепной ямке, по 
11  (14.3%) – парасагиттально и  в  задней черепной 
ямке, 8 (10.4%) – в  передней черепной ямке, по 
2  (2.6%) – в  области намета и  фалькса, 1 (1.3%) – 
в области бокового желудочка.

Предшествующее лучевое лечение проводилось 
в отношении 17 опухолей (22.1%). Соответственно, 
60 (77.9%) опухолей ранее не облучались.

На момент проведения ПЭТ/КТ 22 опухоли 
характеризовались явным ростом на протяжении 
последних месяцев, по данным МРТ. и  появле-
нием или нарастанием клинических проявлений. 
Девять из этих образований ранее были облучены. 
«Псевдопрогрессия», которая означает временное 
увеличение опухоли после проведенного лучевого 
лечения, у этих пациентов была исключена выпол-
нением нескольких снимков в динамике.

47 необлученных опухолей на момент ПЭТ/
КТ характеризовались медленным ростом (мини-
мальные или недостоверные изменения размеров 
на протяжении 1–3  лет наблюдения) или стаби-
лизацией. Восемь очагов были стабильны или 
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уменьшались после проведенного ранее лучевого 
лечения. Динамика или ее отсутствие подтвер-
ждались на основании серии МРТ в течение 6 ме-
сяцев и более.

Статистический анализ данных был прове-
ден с  помощью языка статистического програм-
мирования и среды R (версия 3.6.1) в IDE RStudio 
(версия 1.3.1093). Распределение непрерывных 
и  дискретных количественных переменных в  вы-
борке представлено как среднее арифметическое 
и стандартное отклонение (M ± SD) для нормаль-
но распределенных случайных величин, медиана 
и квартили (Me [Q1; Q3]) –для величин, распреде-
ление которых отличается от нормального. Катего-
риальные показатели представлены как абсолютное 
число и процентное соотношение (n (%)). Соответ-
ствие выборки нормальному распределению опре-
делялось с  помощью теста Шапиро – Уилка. Ну-
левую гипотезу в  статистических тестах отклоняли 
при уровне значимости p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Основной параметр оценки – индекс нако-
пления РФП в  опухоли – составил в  среднем 3.13 
(1.00–10.66). Основная масса менингиом характе-
ризовалась высоким ИН11С–МЕТ. В 89.6% случаев 

ИН превышал 1.50, в  70.1% случаев – 2.00 и  более 
и только в одном был равен 1.00.

Медиана индекса накопления11С–МЕТ в  ме-
нингиомах степеней 0, 1, 2 и 3 составила 2.24 [1.68; 
2.99], 4.06 [3.04; 4.57], 2.32 [2.12; 3.69] и  4.29 [2.60; 
5.10] соответственно. Отметим, что даже гистоло-
гически верифицированные доброкачественные 
менингиомы 1-й степени по классификации ВОЗ 
часто демонстрировали высокий ИН РФП (рис. 1). 
При попарном сравнении было выявлено, что ИН 
РФП в менингиомах степени 0 достоверно меньше, 
чем в менингиомах 1-й степени (p < 0.001) и в ме-
нингиомах 3-й степени (p  = 0.032). ИН в  гистоло-
гически верифицированных менингиомах 1, 2 и 3-й 
степеней злокачественности по шкале ВОЗ досто-
верно не отличался. Сопоставление ИН 11С–МЕТ 
в менингиомах 1-й степени (4.06 [3.04; 4.57]) и ме-
нингиомах 0 и 1-й степеней (2.63 [1.81; 3.82]) с ме-
нингиомами 2 и  3-й степеней (3.11 [2.28; 4.49]) не 
выявило статистически значимого отличия. Резуль-
таты сопоставления не изменились после исключе-
ния из групп сопоставления опухолей, которые ра-
нее подверглись лучевому лечению.

Было выполнено сопоставление ИН 11С–МЕТ 
в  3 группах: активно растущих клинически значи-
мых менингиомах, стабильных после облучения 

R RL L

Рис. 1. Петрокливальная менингиома степени 1 по классификации ВОЗ на МРТ (слева) и ПЭТ/КТ с 11С-метиони-
ном (справа). При ПЭТ/КТ определяется высокий уровень накопления РФП – 5.5.
Fig. 1. WHO grade 1 petroclival meningioma on MRI (left) and PET/CT with 11C-methionine (right). PET/CT shows a high 
tumor-to-brain ratio of 5.5.

ГАЛКИН и др.
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менингиомах и  бессимптомных медленно расту-
щих или нерастущих менингиомах. ИН11С–МЕТ 
в  группе бессимптомных медленно растущих или 
нерастущих менингиом был достоверно ниже (2.24 
[1.70; 2.95]), чем в группе активно растущих опухо-
лей (4.00 [2.39; 5.11]) (p < 0.001) и в группе менинги-
ом, не растущих после лучевого лечения (3.81 [2.97; 
3.98]) (p = 0.018). При этом группы клинически зна-
чимых менингиом с активным ростом и облученных 
нерастущих менингиом между собой достоверно 
не отличались по ИН. Медиана ИН составила 4.00 
[2.39; 5.11] и 3.81 [2.97; 3.98] соответственно. Такие 
же результаты сопоставления групп оставались при 
исключении из сопоставления злокачественных ме-
нингиом степеней 2 и 3.

Не было выявлено достоверного различия в ИН 
между облученными менингиомами с  контролем 
роста опухоли (3.81 [2.97; 3.98]) и рецидивирующи-
ми (3.62 [2.60; 4.30]). Также не было выявлено раз-
личий в ИН между группами облученных менинги-
ом степеней 0 и 1 при сопоставлении растущих (4.00 
[3.34; 4.31]) и нерастущих (3.86 [2.70; 4.06]).

Проводилось сопоставление ИН 11С–МЕТ в об-
лученных и необлученных менингиомах. При этом 
из анализа были исключены менингиомы степени 
0, так как, согласно ранее представленным дан-
ным, эти опухоли имели достоверно более низкий 
ИН и, как правило, являлись случайной находкой, 
в основном находились под динамическим наблю-
дением. При сопоставлении облученных и необлу-
ченных менингиом степеней 1, 2, 3 и объединенной 
группы опухолей 1–3-й степеней достоверных отли-
чий выявлено не было. Медиана ИН в облученных 
менингиомах степеней 1, 2, 3 и 1–3 составила 3.81 
[3.00; 4.23], 3.62 [2.97, 3.69], 2.60 [2.60; 3.85] и  3.66 
[2.60; 4.13] соответственно, а в необлученных – 4.75 
[3.10; 5.99], 2.12 [2.03; 2.95], 6.19 [5.24; 7.14] и  4.34 
[2.21; 5.50] соответственно.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

По данным литературы, ПЭТ/КТ при менинги-
омах в основном выполняется с несколькими ради-
офармпрепаратами.

Самым частым трассером для ПЭТ-визуализа-
ции в  онкологии является 18F-фтордезоксиглюко-
за (18F-ФДГ), но из-за высокого физиологического 
включения в коре головного мозга в нейровизуали-
зации применяется нечасто. А  при менингиомах, 
которые в большинстве своем являются доброкаче-
ственными медленнорастущими опухолями с  низ-
ким энергетическим метаболизмом, применяется 

еще реже из-за низкой контрастности изображений 
(Slot et al., 2021; Hua et al., 2019; Lee et al., 2009).

С учетом того, что в менингиомах практически 
в 100% случаев фиксируется повышенная экспрес-
сия рецепторов к  соматостатину и  эти рецепторы 
крайне специфичны для менингиом, в  последние 
годы для ПЭТ/КТ активно применяются следующие 
лиганды: 68Ga-DOTATOC, 68Ga-DOTATATE и 68Ga-
DOTANOC (Filippi et al., 2022). Эти РФП обеспе-
чивают высокие чувствительность и контрастность 
ввиду отсутствия накопления в  окружающих ме-
нингиому тканях (за  исключением гипофиза, ко-
торый демонстрирует высокое физиологическое 
накопление) и могут также использоваться для про-
ведения дифференциального диагноза (Kowalski 
et al., 2021; Filippi et al., 2022). Тем не менее дан-
ные ПЭТ/КТ должны оцениваться в совокупности 
с другими исследованиями, так как экспрессия ре-
цепторов к соматостатину и выявление активности 
при специфической ПЭТ/КТ иногда может также 
быть выявлено в  метастазах (например, рака мо-
лочной железы и др.), очагах гранулематозного вос-
паления, аденомах и  аденокарциномах гипофиза, 
глиомах, эстезионейробластомах, фиброзной дис-
плазии (Afshar-Oromieh et al., 2012; Palmisciano et al., 
2022). Повышенное накопление аминокислот или 
их аналогов, таких как 11С–МЕТ и 18F-ФЭТ, отмеча-
ется уже в  медленно растущих доброкачественных 
опухолях глиального ряда (Astner et al., 2008). ПЭТ/
КТ с  аминокислотами имеет высокую контраст-
ность относительно фона, по сравнению с 18F-ФДГ 
(Mitamura et al., 2018; Arita et al., 2012). На данный 
момент для оценки менингиом на ПЭТ/КТ в основ-
ном применяются РФП на основе лигандов рецеп-
торов к  соматостатину и  аминокислот (11С–МЕТ 
и 18F-ФЭТ), при этом последние имеют значительно 
большую распространенность.

Перед ПЭТ/КТ при менингиомах обычно ста-
вится несколько задач, и  представленные РФП 
имеют различный потенциал и  возможности для 
их выполнения. При ПЭТ/КТ с лигандами сомато-
статиновых рецепторов, а также с аминокислотами 
менингиомы имеют высокую контрастность отно-
сительно окружающих тканей (Filippi et al., 2022; 
Mitamura et al., 2018). Это может быть более инфор-
мативным, по сравнению с МРТ и КТ в выявлении 
менингиом (Rachinger et al., 2015; Kowalski et al., 
2021).

В  работе Afshar-Oromieh и  соавт. при обследо-
вании 134 пациентов были выявлены 190 менинги-
ом с  помощью 68Ga-DOTATOC ПЭТ/КТ и  только 
171 менингиома – при помощи МРТ с контрастиро-
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ванием (Afshar-Oromieh et al., 2012). Авторы заклю-
чили, что ПЭТ/КТ с 68Ga-DOTATOC демонстриру-
ет более высокую чувствительность, по сравнению 
с МРТ, особенно в отношении образований фальк-
са, основания черепа, а  также опухолей, скрытых 
кальцинацией и артефактами.

Актуальное направление применения ПЭТ/КТ 
при менингиомах – это определение мишени для 
проведения лучевой терапии, так как стандартные 
методы визуализации (КТ и МРТ) имеют ограниче-
ния в оценке распространенности опухолей в обла-
сти синусов, основания черепа и орбиты.

В  работе Grosu и  соавт. расхождение объемов 
менингиом в  3 из 10 случаев составило более 20% 
при оконтуривании разными специалистами (Grosu 
et al., 2006). Использование ПЭТ/КТ с  11С–МЕТ 
уменьшило вариабельность определения мишени 
и ускорило процесс. После добавления ПЭТ корре-
ляция между объемами увеличилась с 0.855 до 0.988. 
В работе Astner и соавт. использование ПЭТ с 11С–
МЕТ при определении мишени позволило в  боль-
шей части случаев (29 из 32) добавить небольшие 
фрагменты опухоли (1.6 ± 1.7 см3), которые были не 
видны на МРТ и КТ (Astner et al., 2008). В среднем 
это увеличение составило 9.4% ± 10.7% объема.

Kessel и  соавт. оценивали влияние ПЭТ/КТ на 
результаты лучевого лечения менингиом (Kessel et 
al., 2020). В исследование были включены 332 паци-
ента с 339 менингиомами. В 203 случаях при плани-
ровании лучевого лечения использовалась ПЭТ/КТ 
(68Ga-DOTA (104), 18F-FET(26), 11C–MET(73)). При 
медиане периода наблюдения 5.6 лет было показа-
но достоверное увеличение общей и безрецидивной 
выживаемости пациентов с  доброкачественными 
менингиомами при добавлении ПЭТ/КТ к процес-
су планирования. Такого влияния не было выявлено 
у пациентов со злокачественными менингиомами.

Подобные данные об информативности ПЭТ/
КТ были получены и  в  исследованиях с  лиганда-
ми рецепторов соматостатина (Perlow et al., 2022; 
Kriwanek et al., 2022; Kowalski et al., 2021; Acker et al., 
2019). В подобных исследованиях с 68Ga-DOTATATE 
была показана способность ПЭТ исключать из объ-
ема облучения послеоперационные и  постлучевые 
изменения (Rachinger et al., 2015; Ivanidze et al., 2019).

В данном исследовании только одна менингио-
ма имела ИН 1.00 и не выделялась на фоне вещества 
мозга. Большая часть менингиом имела высокий 
ИН 11С–МЕТ, что выделяло опухоли на фоне окру-
жающих тканей. В 89.6% случаев ИН превышал 1.50, 

в 70.1% случаев составил 2.00 и более. Это позволяет 
использовать ПЭТ/КТ с 11С–МЕТ как для детекции 
менингиом, так и для точного определения конту-
ров мишени при проведении лучевой терапии.

Большое значение ПЭТ/КТ в  нейроонкологии 
имеет для неинвазивного определения степени зло-
качественности глиальной опухоли. По аналогии 
были предприняты попытки применения ПЭТ/КТ 
для неинвазивного определения этого параметра 
в менингиомах.

Основная масса исследований возможностей 
ПЭТ/КТ с 18F-ФДГ демонстрирует способность ме-
тодики различать доброкачественные (степень 1 по 
шкале ВОЗ) и  злокачественные менингиомы (сте-
пени 2–3 по шкале ВОЗ). По разным данным, поро-
говый ИН в этом случае составляет 1–1.3 (Lee et al., 
2009; Cremerius et al., 1997; Hua et al., 2019). В то же 
время исследования с 11С–МЕТ и 68Ga-DOTATATE 
говорят о  неспособности метода различать добро-
качественные и злокачественные менингиомы, как 
это традиционно делается для различения диффуз-
ных глиальных опухолей (Arita et al., 2012; Rachinger 
et al., 2015).

В  2021 г. Slot и  соавт. представили система-
тический обзор и  метаанализ по оценке степени 
злокачественности менингиом при помощи ПЭТ/
КТ (Slot et al., 2021). Работа включила 22 исследо-
вания 432 пациентов, основная масса которых была 
выполнена с  18F-ФДГ. Объединенные данные по-
казали, что средний ИН 18F-ФДГ в  менингиомах 
степеней 2–3 был на 0.42 (0.12–0.73) больше, чем 
в менингиомах степени 1, средний SUV 18F-ФДГ – на 
2.51 (1.36–3.66). Авторы также пересчитали данные 
по 18F-ФЭТ, 11С–МЕТ и другим РФП и не выявили 
для них зависимости от степени злокачественности 
опухоли, отметив малое количество подобных ис-
следований.

В нашем исследовании не было получено досто-
верного отличия в ИН11С–МЕТ между гистологиче-
ски верифицированными менингиомами 1, 2 и 3-й 
степеней, медиана составила 4.06 [3.04; 4.57], 2.32 
[2.12; 3.69] и 4.29 [2.60; 5.10] соответственно. Следует 
отметить высокий уровень накопления в менингио-
мах 1-й степени злокачественности по классифика-
ции ВОЗ, что демонстрирует неспособность ПЭТ 
с  11С–МЕТ адекватно оценивать степень злокаче-
ственности этих опухолей. При этом достоверно 
более низкий ИН был получен в группе менингиом 
степени 0, которую составляли небольшие нерасту-
щие или медленно растущие гистологически неве-
рифицированные менингиомы, часто выявленные 

ГАЛКИН и др.
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ПЭТ/КТ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 11С–МЕТИОНИНА

случайным образом. Видимо, такие опухоли имеют 
более низкий метаболизм аминокислот в отличие от 
менингиом 1–3-й степеней, которые своим ростом 
вызывали клинические проявления, требуя в  ито-
ге хирургического лечения. Эта группа менингиом 
степени 0 фактически представляла собой группу 
«бессимптомных медленно растущих или нерасту-
щих менингиом», в которой ИН 11С–МЕТ был до-
стоверно ниже (2.24 [1.70; 2.95]), чем в группе «ак-
тивно растущих клинически значимых менингиом» 
(4.00 [2.39; 5.11]) и группе «стабильных после облу-
чения менингиом» (3.81 [2.97; 3.98]). Полученные 
данные могут свидетельствовать о метаболической 
и, вероятно, клинической гетерогенности доброка-
чественных менингиом, что требует дополнитель-
ного исследования.

Большое количество исследований посвящено 
оценке ответа менингиом на проведенное лучевое 
лечение. При МРТ-исследовании размеры менин-
гиом могут оставаться без динамики после облу-
чения, а  иногда могут демонстрировать признаки 
«псевдопрогрессии». Применение ПЭТ/КТ может 
дать дополнительную клиническую информацию 
в таких случаях (Jung et al., 2022).

В  исследовании Jeltema и  соавт. проводилось 
сопоставление данных ПЭТ/КТ с  11С–МЕТ, вы-
полненных перед лучевой терапией, и в катамнезе 
(медиана – 84 месяцев) у 20 пациентов с менингио-
мами (Jeltema et al., 2021). Исследователи отметили 
высокий уровень накопления РФП в менингиомах, 
которые не прогрессировали, по данным МРТ. ИН 
находился в  диапазоне 2.16–3.17. При этом среди 
большого количества параметров после облучения 
было отмечено только достоверное уменьшение ме-
дианы пикового ИН с 2.57 до 2.20.

Gudjonsson и соавт. оценивали динамику ПЭТ/
КТ с  11С–МЕТ в  течение 36 месяцев после про-
тонного облучения менингиом у  19 пациентов 
(Gudjonsson et al., 2000). В 15 случаях была гистоло-
гически подтверждена менингиома 1-й степени по 
шкале ВОЗ. ИН составил 1.35–5.1 до лучевого лече-
ния и 1.13–4.62 – через 36 месяцев. Среднее умень-
шение ИН составило 0.71. В 15 из 19 случаев было 
отмечено уменьшение ИН в динамике, а в 4 случа-
ях – нарастание без явной прогрессии опухоли, по 
данным МРТ. В работе Ryttlefors и соавт. было про-
должено наблюдение до 10 лет за этой группой па-
циентов с выполнением новой ПЭТ/КТ с 11С–МЕТ 
(Ryttlefors et al., 2016). У 2 пациентов за этот период 
был выявлен продолженный рост, которому пред-
шествовало нарастание ИН 11С–МЕТ за 2 и 3 года 
до прогрессии опухоли по МРТ.

Подобные же результаты получены в небольших 
сериях с использованием лигандов рецепторов со-
матостатина: у большей части пациентов отмечено 
некоторое снижение активности, у меньшей части – 
стабилизация или нарастание показателей при кон-
троле роста опухоли, по данным МРТ (Lütgendorf-
Caucig et al., 2023; Kowalski et al., 2021). При этом 
сопоставление SUV 68Ga-DOTATATE в облученных 
и необлученных менингиомах не выявило статисти-
чески значимых отличий (Campos Neto et al., 2022).

В нашей работе также не удалось получить до-
стоверного отличия в ИН11С–МЕТ между облучен-
ными и  необлученными менингиомами. Так, ИН 
в активно растущих клинически значимых менин-
гиомах (4.00 [2.39; 5.11]) не отличался от ИН в ста-
бильных облученных менингиомах (3.81 [2.97; 3.98]). 
Не было выявлено различий по уровню активности 
11С–МЕТ в  облученных менингиомах с  контро-
лем роста опухоли (медиана ИН = 3.81 [2.97; 3.98]) 
и с рецидивом (медиана ИН=3.62 [2.60; 4.30]). При 
сопоставлении облученных и необлученных менин-
гиом степеней 1, 2, 3 и объединенной группы опу-
холей 1–3-й степеней достоверных отличий в  ИН 
11С–МЕТ также не обнаружено.

Таким образом, однократно проведенное ПЭТ/
КТ-исследование с различными РФП не позволяет 
сделать выводы об эффективности лучевой терапии 
и  подтвердить рецидив, однако проведение ПЭТ/
КТ в динамике с наблюдением уровня метаболизма 
РФП может быть целесообразно для решения по-
ставленных задач.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Использование ПЭТ/КТ при менингиомах 
имеет ряд особенностей, при этом прямое экстра-
полирование опыта диагностики глиальных новоо-
бразований на ПЭТ/КТ может привести к диагно-
стическим ошибкам.

Основные используемые на сегодняшний день 
РФП – это группа аминокислот (18F-ФЭТ и  11С–
МЕТ) и лиганды рецепторов соматостатина – име-
ют схожие диагностические возможности (68Ga-
DOTATOC, 68Ga-DOTATATE и  68Ga-DOTANOC). 
ПЭТ/КТ с  этими РФП демонстрирует высокий 
уровень метаболической и рецепторной активности 
в  менингиомах различных степеней злокачествен-
ности, что, с одной стороны, не позволяет диффе-
ренцировать злокачественные опухоли от добро-
качественных, но способствует их более детальной 
визуализации и  достоверной оценке объема опу-
холи в  сравнении со стандартной МРТ. В  данном 
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контексте применение ПЭТ/КТ целесообразно при 
выявлении менингиом в сложных для МРТ локали-
зациях (основание черепа, область венозных сину-
сов), а также для оконтуривания мишени при пла-
нировании лучевой терапии.

Следует отметить, что однократное проведе-
ние ПЭТ/КТ с  целью диагностики продолженно-
го роста менингиомы после проведенного ранее 
лучевого лечения может быть неинформативным. 
Проведение нескольких исследований в  динами-
ке может подтвердить рецидив при выявлении на-
растания активности накопления аминокислот или 
увеличения уровня соматостатиновых рецепторов. 
Эта методика требует проведения дополнительных 
клинических исследований. Кроме того, ПЭТ/КТ 
хорошо зарекомендовала себя в  дифференциаль-
ной диагностике опухолевой ткани и  постлучевых 
изменений.

Таким образом, ПЭТ/КТ может решать разные 
задачи при диагностике и лечении менингиом. Зна-
ние возможностей различных радиофармпрепара-
тов и правильное определение показаний к иссле-
дованию лежит в  основе получения клинически 
значимого результата.
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Currently, positron emission tomography (PET) is the standard imaging modality in neuro-oncology for gliomas and 
metastatic lesions. The experience of PET application in meningiomas, the most frequent primary CNS neoplasms, is 
much less, and the interpretation of the study results has a number of differences. The aim of the study was to evaluate 
the possibility and peculiarities of PET application in meningiomas based on our own clinical experience and literature 
review.
The study included 70 patients with 77 meningiomas who underwent PET/CT with 11C-methionine. The mean age at 
the time of examination was 57.4 years (19–86 years).
The main evaluation parameter, the tumor-to-brain ratio (TBR) of 11C-methionine (11C–MET) averaged 3.13 (1.00–
10.66). Meningiomas were characterized by high 11C–MET TBR, with 89.6% of cases having TBR greater than 1.5. In 
histologically verified WHO grade 1, 2, and 3 meningiomas, the median TBR was 4.06 [3.04, 4.57], 2.32 [2.12, 3.69], 
and 4.29 [2.60, 5.10] and did not differ significantly between groups. Meanwhile, in histologically unresectable slow-
growing or non-growing incidental meningiomas, TBR of 11C–MET was significantly lower than in WHO grade 1 and 
3 meningiomas.
There was no significant difference in the accumulation index between irradiated meningiomas with tumor growth 
control (3.81 [2.97, 3.98]) and recurrence (3.62 [2.60, 4.30]). When irradiated and non-irradiated meningiomas of 
WHO grade 1, 2 and 3, as well as the combined group of grade 1–3 tumors were compared, no significant differences 
in 11C–MET TBR were found.
The use of PET/CT in meningiomas has a number of important features. Meningiomas are characterized by high TBR 
of 11C–MET. According to our data PET/CT with 11C–MET does not allow differentiating between meningiomas of 
different degrees of malignancy – 1, 2 or 3 according to WHO. With effective radiotherapy, meningiomas show partial 
reduction of TBR or remain stable. Even with prolonged growth control after radiation treatment, meningiomas may 
still have high TBR of 11C–MET. When comparing growing and stable meningiomas, irradiated and non-irradiated 
tumors, no significant differences in TBR of 11C–MET are found.

Keywords: meningioma, PET/CT, radiopharmaceutical, 11C-methionine, grade of malignancy, tumor growth, 
radiotherapy, post-radiation changes
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Актуальность. В настоящее время нет единой концепции относительно эффективности применения флуо-
ресцентной микроскопии (ФМ) у пациентов с новообразованиями, расположенными вблизи функциональ-
но значимых зон головного мозга (ФЗЗ), где резекция может быть осознанно остановлена хирургом ввиду 
высокого риска нарастания неврологического дефицита.
Задача. Оценить эффективность ФМ при удалении глиом вблизи моторной коры (МК) и кортикоспиналь-
ного тракта (КСТ).
Методика исследования. 108 взрослых пациентов с глиомами вблизи МК и КСТ, оперированных с примене-
нием нейрофизиологического мониторинга, разделены на две группы, в зависимости от использования ФМ: 
контрольную (34 пациента без ФМ) и основную (62 пациента с ФМ).
Результаты. Объем резекции, частота неврологического дефицита в послеоперационном периоде статисти-
чески значимо не отличались в исследуемых группах.
Заключение. Несмотря на отсутствие статистически значимой разницы между группами, применение ФМ 
может быть полезным в составе комплексного интраоперационного мониторинга у данной группы пациен-
тов.

Ключевые слова: флуоресцентная микроскопия, интраоперационная флуоресценция, нейрофизиологиче-
ский мониторинг, кортикоспинальный тракт, моторная кора, глиомы, 5-аминолевуленовая кислота
DOI: 10.31857/S0044467724010077
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ВВЕДЕНИЕ

Соблюдение онкофункционального баланса 
является краеугольным камнем хирургии опухо-
лей, расположенных вблизи моторной коры (МК) 
и  кортикоспинального тракта (КСТ), поскольку 
на прогноз заболевания в  равной степени ока-
зывают влияние как объем резекции (Sanai et al., 
2008), так и неврологический статус в послеопе-
рационном периоде (Rahman et al., 2017).

Однако достигнуть его не всегда удается, и ре-
зультаты хирургии опухолей функционально 
значимых зон головного мозга (ФЗЗ) остаются 
далекими от целевых. Так, при удалении опухо-
лей, расположенных вблизи МК и  КСТ, тран-
зиторный моторный дефицит (регрессирующий 
в течение 3 месяцев) может достигать 96% (Rossi 
et al., 2019), а стойкий, что более значимо в про-
гностическом плане, – 47% (González-Darder 

et al., 2010). Объем резекции новообразований 
у  пациентов с  данной локализацией процесса 
также недостаточный, в  ряде публикаций то-
тальное удаление глиом не превышает 56–64% 
(Ren et al., 2018; Shiban et al., 2015).

Золотым стандартом, позволяющим снизить 
риски нарастания неврологического дефицита 
в послеоперационном периоде, являются различ-
ные методики нейрофизиологического монито-
ринга (De  Witt Hamer et al., 2012); для увеличе-
ния объема резекции во многих центрах, наряду 
с  другими опциями, рутинно используют флуо-
ресцентную микроскопию (ФМ) (Li et al., 2014).

Применение ФМ в относительно безопасных 
в  отношении нарастания неврологического де-
фицита зонах головного мозга безусловно полез-
но и может использоваться в качестве основно-

КЛИНИЧЕСКИЕ  
ИССЛЕДОВАНИЯ

, с. 69–76



70

ЖУРНАЛ ВЫСШЕЙ НЕРВНОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ          том 74         № 1          2024

го ориентира в  ходе удаления новообразования 
(Li et al., 2014). Однако при хирургии в области 
МК и  КСТ фактором, ограничивающим резек-
цию опухоли, будут данные нейрофизиологи-
ческого мониторинга, сообщающие о  близости 
ФЗЗ. Соответственно, возникает вопрос: це-
лесообразно ли использование ФМ в  хирургии 
опухолей ФЗЗ?

ЗАДАЧА ИССЛЕДОВАНИЯ

Оценить целесообразность применения ФМ 
в процессе резекции опухоли у пациентов с гли-
омами головного мозга, расположенными в не-
посредственной близости от МК и КСТ.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ

Для решения поставленной задачи было про-
ведено ретроспективное одноцентровое иссле-
дование, в которое были включены 108 взрослых 
пациентов с  глиальными опухолями, располо-
женными не далее 2  см от КСТ или МК, проо-
перированных с  применением нейрофизиоло-
гического мониторинга (прямая кортикальная 
и  субкортикальная стимуляция (ПКС и  ПСС) 
и транскраниальные моторные вызванные потен-
циалы (ТК МВП)) на базе НМИЦ нейрохирургии 
им. академика Н. Н. Бурденко с 2015 по 2023 г. Ис-

следование проведено после одобрения локаль-
ного этического комитета. Наличие подписанно-
го добровольного информированного согласия 
являлось обязательным критерием включения 
пациентов в исследование. В зависимости от ис-
пользования ФМ, пациенты были разделены на 
две группы: контрольную, в  которую вошло 34 
пациента, оперированных без ФМ, и  основную, 
включившую 62 пациента, которые были опери-
рованы с применением этой методики (табл. 1).

Аласенс (препарат 5-аминолевуленовой кис-
лоты) вводился перорально за 2 ч до разреза ТМО 
из расчета 20  мг/кг. Из исследования были ис-
ключены 12 пациентов, у которых не отмечалось 
визуальной флуоресценции во время операции. 
Всем пациентам была проведена оценка мы-
шечной силы до операции, на первые и седьмые 
сутки после хирургического лечения, выполне-
на предоперационная МРТ (Т1, Т2, Т2-FLAIR, 
DWI, T1+C, DTI) с определением расстояния от 
опухоли до КСТ и типа взаимоотношения меж-
ду трактом и  новообразованием. Было показа-
но, что из 108 пациентов у 21 (19.4%) наблюдал-
ся интактный КСТ, у  43 (39.8%) – смещенный, 
у  34  (31.5%) – смещенный и  инфильтрирован-
ный, у  8 (7.4%) – инфильтрированный, и  толь-
ко в  одном наблюдении опухоль располагалась 
в структуре тракта, расщепляя его (рис. 1).

Таблица 1. Основные характеристики контрольной и основной групп
Table 1. The main characteristics of the control and main groups

Контрольная группа Основная группа
Количество пациентов 34 62
Средний возраст (лет) 48.5 50
Пол (м/ж) 16/18 29/33
Гистология% (grade I–II/III–IV) 25/75 19/81
Объем контрастируемой части опухоли по данным МРТ  
до операции (см3) 39.5 52

Объем опухоли в режиме Т2-FLAIR по данным МРТ  
до операции (см3) 125 119.2

Среднее расстояние от КСТ до зоны накопления контраста 
(мм) 14.6 13.8

Среднее расстояние от КСТ до зоны отека инфильтрации (мм) 6.2 5.9
Количество инфильтрированных КСТ% 50 34
Средний объем удаления контрастируемой части опухоли (%) 98 92
Средний объем удаления опухоли в режиме Т2-FLAIR(%) 53.53 63.6
Интраоперационная визуальная оценка радикальности  
операций

10 (45.5%) – визуальные 
остатки

20 (39.2%) – остаточная 
флуоресценция

Причины остановки резекции

1 – положительные 
моторные ответы, 1 – 

снижение ТК МВП, 6 – 
другие причины

15 – положительные 
моторные ответы, 2 – 

снижение ТК МВП, 7 – 
другие причины

Нарастание пареза после операции 9 (26%) 11 (17.7%)
Стойкий парез 2 (5.8%) 4 (6.5%)
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Рис.  1. (а) – пример интактного КСТ по данным 
ДТ-трактографии у  пациента с  глиобластомой. 
Тракты симметрично расположены и не отличаются 
значимо по объему. (б) – пример смещенного КСТ, 
по данным ДТ-трактографии у  пациента с  глиоб-
ластомой. Тракты не вовлечены в  опухоль, однако 
положение их отличается. (в) – пример инфильри-
рованного КСТ, по данным ДТ-трактографии у па-
циента с глиомой Grade IV. Несмотря на вовлечение 
КСТ в  опухоль, по данным Т2-FLAIR отмечается 
правильное, симметричное положение тракта. (г) – 
пример смещенного и инфильтрированного КСТ, по 
данным ДТ-трактографии у пациента с глиобласто-
мой. Тракты расположены асимметрично и  вовле-
чены в зону отека-инфильтрации. (д) – пример рас-
щепленного тракта у  пациента с  анапластической 
астроцитомой. Опухоль располагается внутри КСТ, 
расщепляя его волокна.
Fig. 1. Different types of relationship between the corti-
cospinal tract and the tumor according to MR-tractog-
raphy (intact, displaced, infiltrated, displaced and infil-
trated, split).

77 пациентов (13 из контрольной группы 
и 44 из основной) прошли МРТ-контроль в ран-
нем послеоперационном периоде, для данных 
больных посчитан объем резекции в  режиме 
Т2-FLAIR и  контрастируемой части опухоли. 
Исследуемые группы были проанализированы 
в отношении факторов, которые могли бы по-
влиять на объем резекции и нарастание пареза 
в послеоперационном периоде. Анализ показал, 
что объем контрастируемой части опухоли был 
значимо больше в основной группе (52 против 
39.5 см3), в то время как зона изменений в ре-
жиме Т2-FLAIR, расстояние от КСТ до зоны 
отека-инфильтрации и  зоны накопления кон-
траста абсолютно идентичны в  обеих группах 
пациентов.

Анализ данных проведен с  помощью язы-
ка статистического программирования R (вер-
сия 4.2.2) в  среде интегрированной разработ-
ки RStudio Server (версия 2022.07.2). Проверку 
статистических гипотез об отсутствии различий 
в распределениях количественных непрерывных 
величин проводили с помощью непараметриче-
ского теста Манна – Уитни, категориальных – 
с помощью критерия Хи-квадрат и точного теста 
Фишера. Различия признавали статистически 
значимыми при уровне статистической значи-
мости p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В ходе исследования было выявлено, что при-
менение ФМ достоверно не влияет ни на объем 
резекции контрастируемой части опухоли (р  = 
0.138), ни на объем резекции в режиме Т2-FLAIR 
(р = 0.589).

Тотальной резекции контрастируемой части 
опухоли в  контрольной группе удалось достичь 
в  среднем 98.4 против 92% в  основной группе. 
Однако это можно объяснить двумя причина-
ми. Во-первых, объем контрастируемой части 
был значимо больше у  пациентов из основной 
группы. Во-вторых, зона накопления контраст-
ного препарата, по данным МРТ, как правило, 
имеет визуальные интраоперационные отличия 
в  «белом свете», что позволяет удалять пато-
логические ткани без ФМ. Однако в  основной 
группе была показана большая радикальность 
в  отношении резекции зоны отека-инфильтра-
ции (средний объем удаления 63.6 против 53.5% 
в контрольной группе), что оказалось статисти-
чески незначимым. Данные ткани доказанно яв-
ляются патологическими, содержат опухолевые 
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клетки, и объем их резекции влияет на прогноз 
заболевания. При этом в «белом свете» зона оте-
ка-инфильтрации практически не отличается 
от нормальной мозговой ткани, и при резекции 
данных участков применение ФМ оправдано, 
несмотря на отсутствие статистически значимой 
разницы.

Интраоперационная оценка радикально-
сти удаления также значимо не отличалась 
в контрольной и основной группах (р = 0.812). 
В контрольной группе хирург предполагал на-
личие остатков опухолевой ткани в 45.5% слу-
чаев, в основной – в 39.2%. При этом у 12 па-
циентов основной группы (19%), по данным 
протоколов операции, данные ФМ были ис-
пользованы как основание для расширения 
резекции. Основными причинами остановки 
резекции были распространенный характер 
опухоли с  инфильтрацией глубинных струк-
тур головного мозга, переходом на противопо-
ложное полушарие и фиксация к магистраль-
ным кровеносным сосудам (12 пациентов: 
7 – в  основной группе и  6 – в  контрольной) 
и, что более принципиально в данной выбор-
ке, появление моторных ответов при ПКС 
и  ПСС (16 пациентов: 15 – в  основной груп-
пе и 1 – в контрольной) и снижение ТК МВП 
(2 пациента из основной группы и 1 – из кон-
трольной). Таким образом, в основной группе 
в большем количестве случаев резекция была 
ограничена ввиду объективных лимитирую-
щих причин. Интересным фактом является 
то, что у трех пациентов из основной группы 
положительные моторные ответы были по-
лучены при стимуляции в  участках с  интен-
сивной флуоресценцией при пороговой силе 
тока в 5 мА, что в очередной раз подтверждает 
инфильтративный характер роста глиальных 
опухолей и возможность включения в строму 
опухоли нормально функционирующей моз-
говой ткани (рис. 2).

У пациентов, вошедших в исследование, была 
проанализирована динамика моторного стату-
са в раннем и отсроченном послеоперационном 
периоде. В  контрольной группе снижение мы-
шечной силы на 1 и более баллов наблюдалось у 
9 пациентов (26.4%), в основной – у 11 пациен-
тов (17.7%). Стойкий неврологический дефицит 
наблюдался всего у 6 пациентов (2 – в контроль-
ной группе, 4 – в  основной). Превалирование 
транзиторного пареза среди пациентов, опери-
рованных без ФМ, интересно и требует дальней-
шего изучения.

(а) (б)

(а) (б)

(в) (г)

Рис.  2. (а) – интраоперационная фотография ложа 
удаленной опухоли у пациента с глиобластомой ле-
вой лобной доли в  «белом свете». Визуально опре-
деляется неизмененное мозговое вещество, при 
прямой субкортикальной биполярной и  монопо-
лярной стимуляции с  пороговой силой тока 5 мА 
в этой области получены моторные ответы с языка. 
(б) – интраоперационноая фотография той же обла-
сти. В зоне стимуляции определяется яркая розовая 
флуоресценция, что свидетельствует о наличии опу-
холевой ткани. У  данного пациента резекция была 
остановлена.
Fig. 2. There are motor responses by direct bipolar with a 
threshold current of 5 mA stimulation in the bright pink 
fluorescence area.

Рис. 3. МРТ до операции. Внутримозговая опухоль 
правой теменной доли, прилегающая к  прецен-
тральной извилине. Опухоль кольцевидно накапли-
вает контрастный препарат и  окружена небольшой 
зоной отека-инфильтрации. (а) – аксиальная проек-
ция, Т2-FLAIR, (б) – аксиальная проекция, Т1 + С, 
(в) – сагиттальная проекция, Т1 + С; (г) – фронталь-
ная проекция, Т1 + С.
Fig. 3. Preoperative MR-images.

КОСЫРЬКОВА и др.
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Рис.  4. МРТ у  пациента с  внутримозговой опухо-
лью правой теменной доли. (а, б) – данные фМРТ; 
(а) – оранжевым цветом обозначена корковая зона 
ноги, располагающаяся вовнутрь и  на некотором 
отдалении от медиальной границы опухоли; (б) – 
представлена зона руки, прилегающая к  переднему 
краю опухоли; (в, г) – данные МР-трактографии 
(CSD HARDI), использованный алгоритм построе-
ния позволил построить и разделить волокна КСТ, 
иннервирующие ногу (горчичный цвет), руку (фио-
летовый), лицо (зеленый). Волокна КСТ прилегают 
к медиальному и переднему краям опухоли.
Fig. 4. fMRI (leg and arm areas) and MR-tractography 
(CSD HARDI, yellow – leg, purple – hand, green – 
facial muscles) before surgery.

Рис. 5. (а) – интраоперационная фотография мони-
тора навигационной системы FIAGON. Маркером 
отмечена точка, при стимуляции которой получены 
положительные моторные ответы с  мышц кисти. 
Данная точка соответствует в  данном случае мо-
торной коре. (б) – интраоперационная фотография 
ложа удаленной опухоли в  режиме флуоресценции 
и в «белом свете». Маркерами отмечены точки, при 
субкортикальной стимуляции которых получены по-
ложительные моторные ответы. Видно, что в «белом 
свете» ложе опухоли представлено нормальной моз-
говой тканью. В режиме флуоресценции отмечается 
фокальное розовое свечение (соответствующее т. 1). 
Данный участок оставлен во избежание нарастания 
моторного дефицита.
Fig. 5. Intraoperative photos. The tumor resection cavity 
with markers of stimulation points (motor response) and 
residual focus of the fluorescence.

КЛИНИЧЕСКОЕ НАБЛЮДЕНИЕ

Пациент М., 59  лет, госпитализиро-
ван в  НМИЦ нейрохирургии им. академика 
Н. Н. Бурденко с жалобами на слабость, нелов-
кость и онемение в левых конечностях. Данные 
жалобы возникли около 2 месяцев назад и  по-
степенно нарастали, что послужило поводом 
для выполнения МРТ головного мозга с  в/в 
контрастированием, которая выявила объемное 
образование правой теменной доли с  умерен-
ным перифокальным отеком, предположитель-
но глиома высокой степени злокачественности, 
прилежащая к  функционально значимым дви-
гательным зонам коры мозга и  пирамидного 
тракта (рис. 3).

При неврологическом осмотре на момент го-
спитализации у пациента отмечались гипестезия 
и  снижение мышечной силы в  левых конечно-
стях до 4 баллов.

Учитывая локализацию процесса и  клини-
ческую картину заболевания, в  качестве предо-
перационной подготовки пациенту были про-
ведены фМРТ с  визуализацией моторных зон 
и МР-трактография с построением КСТ (рис. 4).

В связи с непосредственной близостью опухо-
ли к  моторным центрам головного мозга запла-
нировано проведение операции с  обязательным 
нейрофизиологическим мониторингом, включа-
ющим динамику ТК МВП, прямую кортикаль-
ную и  субкортикальную моно- и  биполярную 
стимуляции и использование магнитной интрао-
перационной навигационной системы FIAGON. 
Для использования последней данные фМРТ, 
МР-трактографии и  структурной МРТ были ко-
регистрированы в едином файле. Для демаркации 
границ опухоли также использовалась флуорес-
центная навигация (препарат «Аласенс»). Опухо-
левая ткань светилась ярко-розовым цветом.

(а) (б)

(в) (г)

(а)

(б)
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Данному пациенту проводилась поточечная 
сравнительная моно- и биполярная стимуляции, 
в ходе которых получено 6 точек с моторными от-
ветами в ложе удаленной опухоли (рис. 5). Пара-
метры стимуляции в данных точках следующие: 
для монополярной стимуляции сила тока соста-
вила в т. 1–3–4 мА (кисть), т. 7–5–6 мА (кисть), 
т. 6–5 мА (кисть), т. 9–3–4 мА (плечо), т. 8–4 мА 
(кисть); для биполярной – в т. 7–6.5 мА (кисть), 
т. 6–14 мА (кисть), т. 2–3–4 мА (плечо), т. 5–2–
5  мА (кисть). Таким образом, ответы были по-
лучены во всех точках как при моно-, так и при 
биполярной стимуляциях, вовлекаемые в  ответ 
мышцы также были идентичны. Пороговая сила 
тока составила 3 мА для монополярной стимуля-
ции и 2.5 мА – для биполярной. Опухоль удалена 
в пределах макроскопически неизмененной моз-
говой ткани. В режиме флуоресценции наблюда-
лось остаточное розовое свечение, соответству-
ющее по локализации т.  1, где были получены 
положительные моторные ответы от кисти на 
низком пороговом токе (3 мА). Этот участок был 
оставлен, несмотря на наличие флуоресценции, 
с целью снижения риска развития моторного де-
фицита в послеоперационном периоде.

По данным гистологического исследования – 
глиобластома, WHO Grade IV. В раннем послео-
перационном периоде отмечалось транзиторное 
нарастание мышечной слабости до 2–3 баллов 
(преимущественно в  руке) с  практически пол-
ным восстановлением до исходного уровня к мо-
менту выписки.

По данным контрольной СКТ сразу после 
операции, интракраниальных осложнений не 

выявлено, по данным контрольной МРТ, вы-
полненной на следующие сутки, – тотальное уда-
ление контрастируемой части опухоли (рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ

В литературе вопрос эффективности исполь-
зования ФМ у пациентов с новообразованиями 
ФЗЗ прицельно рассматривается лишь в немно-
гих публикациях. Так, в 2019 г. Raffa G. с соавт. 
было проведено исследование, сравнивающее 
эффективность комбинированного использова-
ния навигационной ТМС, флуоресцентной диа-
гностики (флуоресцин натрия) и нейрофизиоло-
гического мониторинга у пациентов с глиомами 
первичной МК и КСТ. Пациенты, включенные 
в исследование, были разделены на 2 группы: ис-
следуемую (79 пациентов) и контрольную (55 па-
циентов). В контрольной группе интраопераци-
онно проводился только нейрофизиологический 
мониторинг. В исследуемой группе были показа-
ны значимо лучшие результаты как в отношении 
радикальности операций (тотальное удаление 
64.5 против 47.2%, P = 0.04), так и в отношении 
нарастания мышечной слабости после опера-
ции (11.4 vs. 20%) (Raffa et al., 2019). В  нашем 
исследовании статистически значимой разницы 
в  объеме резекции опухоли (как контрастиру-
емой части, так и  в  режиме Т2-FLAIR) достиг-
нуто не было. Нельзя исключать такие факторы, 
которые могли повлиять на объем резекции, как 
больший размер контрастируемой части опухоли 
в  основной группе, наличие объективных при-
чин для остановки резекции в основной группе 
(24 больных против 8 в контрольной). Возможно, 
применение ФМ в контрольной группе позволи-

Рис. 6. Контрольная МРТ у пациента после микрохирургического удаления глиобластомы правой теменной доли, 
режим Т1 + С. (а) – аксиальная проекция; (б) – сагиттальная проекция; (в) – фронтальная проекция.
Fig. 6. Postoperative MRI.

(а) (б) (в)

КОСЫРЬКОВА и др.
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ло бы расширить объем резекции у  пациентов 
без объективных причин для остановки резек-
ции. Кроме того, как было показано на выборке 
из 108 пациентов с использованием МР-тракто-
графии и реконструкции КСТ, опухоль смещает 
тракт в одну из сторон, локализация опухоли не-
посредственно в проводящем пучке наблюдается 
крайне редко (0.9%) (Косырькова, 2021). Таким 
образом, ФМ может обеспечить максимально 
радикальное удаление в  других направлениях. 
Lavrador J. P. в  своем клиническом наблюдении 
пациента с новообразованием вблизи КСТ при-
знает эффективность использования ФМ для 
прицельного забора гистологического материала 
в условиях ограниченной возможности резекции 
(Lavrador et al., 2022).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, локализация глиомы вбли-
зи двигательной коры или пирамидного тракта 
не является противопоказанием к  применению 
ФМ. В таких случаях необходимо выполнять ре-
зекцию с флуоресценцией и нейрофизиологиче-
ским контролем, что позволяет уточнить тип со-
отношения флуоресцирующего остатка опухоли 
и моторных зон мозга. Это позволяет в ряде слу-
чаев продолжить резекцию флуоресцирующей 
части глиомы.

Использование ФМ при удалении новообра-
зований, расположенных вблизи МК и  КСТ, 
целесообразно несмотря на то, что главным ори-
ентиром для остановки резекции, безусловно, яв-
ляются данные нейрофизиологического монито-
ринга. Как было показано в нашем исследовании, 
даже ярко флуоресцирующие участки могут со-
держать функционально значимые ткани голов-
ного мозга, удаление которых приведет к грубому 
нарастанию неврологического дефицита.

Использование ФМ у пациентов с новообра-
зованиями вблизи моторных зон оправдано, по-
скольку КСТ в подавляющем количестве случа-
ев располагается в одной стороне от образования 
и,  значит, ограничивает резекцию только в  од-
ном из направлений, позволяя в оставшихся до-
стигнуть максимальной радикальности. В нашей 
серии только в 0.9% случаев образование распо-
лагалась в  структуре КСТ, расщепляя волокна 
последнего в разные стороны.

Принципиальное значение использование 
ФМ имеет при удалении зон отека-инфиль-
трации, которые крайне плохо отличаются от 

нормальной мозговой ткани, при этом редук-
ция которых напрямую влияет на прогноз за-
болевания.

Кроме того, использование ФМ позволяет 
наиболее прицельно взять материал для гисто-
логического исследования, особенно в  случаях, 
когда возможности резекции ограничены близо-
стью функциональных зон.

Таким образом, комбинированное использо-
вание различных диагностических методик яв-
ляется оправданным у  пациентов с  опухолями 
вблизи МК и КСТ. При разумном подходе к ана-
лизу получаемой с  их помощью информации 
о ФЗЗ и опухоли можно как увеличить объем ре-
зекции, так и минимизировать неврологический 
дефицит.
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FLUORESCENCE-GUIDED SURGERY IN PATIENTS WITH TUMORS NEAR 
MOTOR AREAS OF THE BRAIN

A. V. Kosyrkova#, S. A. Goryaynov, A. I. Batalov, R. M. Afandiev, K. S. Semin, N. E. Zakharova, 
A. A. Ogurtsova, G. V. Danilov, A. A. Aristov, V. A. Okhlopkov, A. D. Kravtchuk, I. N. Pronin

N.N. Burdenko National Medical Research Center of Neurosurgery, Ministry of Healthcare of Russia, Moscow, Russia
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There is no common concept regarding the effectiveness of the use of fluorescence-guided surgery in patients with 
tumors located in eloquent areas of the brain, in which resection can be stopped because the high risk of an increase of 
neurological deficit.

Objective is to evaluate the effectiveness of fluorescence-guided surgery in patients with tumors located near the motor 
cortex and corticospinal tract.

Methods. Our research includes 108 adult patients with gliomas near the motor cortex and corticospinal tract divided 
into two groups depending on the use of fluorescence-guided surgery: control (34 patients without fluorescence) and 
main (62 patients with fluorescence).

Results. There is no difference between study groups in the radicality of surgery and neurological outcomes.

Conclusion. Fluorescence-guided surgery can be a useful tool as part of complex intraoperative monitoring in patients 
with tumors located near the motor cortex and corticospinal tract despite the absence of a statistically significant 
difference.

Keywords: fluorescence-guided surgery, intraoperative fluorescence, neurophysiological monitoring, corticospinal 
tract, motor cortex, gliomas, 5-aminolevulenic acid
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НЕИНВАЗИВНОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ МУТАЦИИ ГЕНА IDH‑1 ГЛИОМ 
ГОЛОВНОГО МОЗГА НА ОСНОВЕ МЕТОДА ПРОТОННОЙ  
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Мутации в генах изоцитратдегидрогеназы (IDH) имеют важную прогностическую значимость для пациентов 
с глиальными новообразованиями головного мозга. Метод протонной МР-спектроскопии позволяет на до
операционном этапе неинвазивно определять метаболические свойства опухолевой ткани.
Целью данной работы явилось изучение возможности определения статуса мутации изоцитратдегидрогена-
зы (IDH) с помощью магнитно-резонансной спектроскопии (МРС) для обнаружения присутствия 2-гидрок-
сиглутарата (2HG), продукта метаболизма фермента IDH.
Нами были обследованы 33 пациента с глиальными опухолями головного мозга различной степени злокаче-
ственности (Gr. 2–4), с последующим выявлением мутации IDH. В 20 случаях выявленная мутация IDH, по 
данным протонной магнитно-резонансной спектроскопии, была подтверждена с помощью иммуногистохи-
мического исследования. В 13 случаях пик 2HG не определялся на МР-спектре, а анализ на IDH не выявил 
мутаций.
Использование метода протонной магнитно-резонансной спектроскопии показало высокую чувствитель-
ность данной методики в прогнозировании мутационного статуса глиальных опухолей головного мозга, что 
делает данный метод важным инструментом в дооперационной диагностике.

Ключевые слова: магнитно-резонансная спектроскопия, 2-гидроксиглуторат, изоцитратдегидрогеназа, био-
маркер, глиомы низкой степени злокачественности, глиомы высокой степени злокачественности
DOI: 10.31857/S0044467724010088

616.831–006

ВВЕДЕНИЕ

Глиомы являются самыми распространенны-
ми первичными опухолями головного мозга. Со-
гласно классификации Всемирной организации 
здравоохранения (ВОЗ), глиомы головного моз-
га имеют 4 степени злокачественности: глиомы 
Grade 1–2 (низкой степени злокачественности) 
и глиомы Grade 3–4 (высокой степени злокаче-
ственности). Предоперационная оценка опухо-
левой пролиферативной активности или степени 
злокачественности играет важную роль в  опре-
делении стратегии лечения пациентов с глиаль-
ными опухолями головного мозга. Последние 
достижения в  лечении глиом головного мозга 
повысили требования к  предоперационной лу-
чевой диагностике для планирования терапии 
и  прогнозирования ответов на лечение у  таких 
пациентов. Магнитно-резонансная спектроско-
пия (МРС) рассматривается сегодня как допол-
нительная и  уточняющая методика, позволяю-
щая определить важную информацию о степени 

и  характере изменений на микроструктурном 
уровне на основе анализа концентрации и  со-
отношения метаболитов. Так, эффект лечения 
может проявляться в выраженном снижении пи-
ков представленных метаболитов (Padelli, 2022). 
Эта информация может использоваться как для 
определения точки биопсии, так и для определе-
ния целей лучевой терапии, мониторинга паци-
ентов после лечения.

После пересмотра классификации ВОЗ 
в  2016 г. статус мутации изоцитратдегидрогена-
зы (IDH) стал одним из наиболее важных био-
маркеров в прогнозировании лечения глиальных 
опухолей головного мозга (Han, 2020).

Эти мутации являются соматически приоб-
ретенными и  происходят на различных остатках 
аргинина IDH1 (R132) и  IDH2 (R172 или R140). 
Мутации IDH1 встречаются гораздо чаще, чем му-
тации IDH2, в  глиомах низкой степени злокаче-
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ственности (Molenaar, 2014). Считается, что в гли-
омах низкой степени мутации IDH играют важную 
роль в раннем онкогенезе и предшествуют другим 
онкогенным мутациям (Juratli, 2013; Suh, 2020).

Мутации генов IDH изменяют функции изо-
цитратдегидрогеназы и  приводят к  аномально 
высокому накоплению D‑2-гидроксиглутарата 
(D‑2HG) (Ward, 2010). Изоцитратдегидрогена-
за является ферментом цикла Кребса. При воз-
никновении мутации в  гене IDH1 происходит 
снижение скорости превращения изоцитра-
та в  α-кетоглутарат и  аномальное накопление 
D‑2-гидроксиглутарата. Это накопление снижа-
ет скорость прохождения реакций в цикле Креб-
са и  уменьшает синтез НАДФН2, следователь-
но, снижает скорость биосинтеза нуклеотидов. 
Недостаток материала для репликации ДНК, 
в  свою очередь, приводит к  снижению митоти-
ческой активности опухолевых клеток.

В  рекомендациях Европейской ассоциации 
нейроонкологии говорится, что отрицательный 
результат иммуногистохимии на экспрессию 
IDH1 (R132H) достаточен для классификации 
глиобластомы IDH дикого типа у  пациентов 
старше 55 лет (Weller, 2020).

Неинвазивная методика МР-спектроскопии 
для определения 2-гидроксиглутарата может 
стать важным инструментом для прогнозирова-
ния мутации глиальных опухолей головного моз-
га. По данным ряда работ, магнитно-резонансная 
спектроскопия (по  2HG) продемонстрировала 
более высокую диагностическую эффективность 
(чувствительность 89–100% и  специфичность 
81–88%), чем рутинная МРТ (чувствительность 
71–100% и специфичность 51–100%), диффузи-
онно-взвешенное изображение, а также МР-пер-
фузия (чувствительность 56–100% и  специфич-
ность 63–100%) (Chong, 2018). Следовательно, 
прогнозирование состояния мутации IDH с ис-
пользованием 2HG МРС может быть ценным 
методом для принятия клинических решений.

Цель исследования – оценить возможности 
методики протонной магнитно-резонансной 
спектроскопии в  определении мутации изоци-
тратдегидрогеназы (IDH) в глиальных новообра-
зованиях головного мозга.

МЕТОДИКА

В  анализируемую группу на предоперацион-
ном этапе были включены 33 пациента в возрас-

те от 35 до 50 лет с МРТ-признаками первичной 
супратенториальной глиальной опухоли голов-
ного мозга. Всем пациентам в  последующем 
была выполнена операция по удалению опухоли 
с установлением гистологического диагноза.

Исследование проводилось на магнитно-ре-
зонансном томографе (3.0 Т) с  использованием 
8-канальной головной катушки.

Протокол исследования включал следующие 
последовательности:
1. �Т1-ВИ – TR600 мс, TE12.6 мс, с  толщиной 

среза 5 мм и межсрезовым интервалом 1 мм.
2. �T2 – TR6714 мс, TE104.16 мс с толщиной среза 

5 мм и межсрезовым интервалом 1 мм.
3. �T2-FLAIR TR9500 мс TE122.04 мс, с толщиной 

среза 5 мм и межсрезовым интервалом 1 мм.
4. �DWI TR8000 мс, TE71.0 мс, b = 1000 с/мм2 

с толщиной среза 5 мм и межсрезовым интер-
валом 1 мм, с построением карт измеряемого 
коэффициента диффузии (ADC).

5. �Sag T2 Flair Cube – TR6400 мс, TE148.94 мс, 
толщина среза 1.40 мм.

6. �Assym Mega TE26/80; 2HG-Press-TR/TE1/TE2 
= 1500/35/97.

7. �Sag T1 Cube c подавлением сигнала от жиро-
вой ткани после в/в введения МР-контрастно-
го препарата. TR600 мс, TE12.962 мс, толщина 
среза 1.2 мм. Введение МР-контрастного пре-
парата проводилось из расчета 0.2 мл на 1  кг 
массы тела.
В  анализ результатов исследования были 

включены 33 пациента (20 пациентов с IDH-му-
тантной глиомой и 13 – с IDH-диким типом гли-
омы). По гистологическому типу было выявлено 
10 диффузных астроцитом (Gr. 2), 4 анапласти-
ческих астроцитомы (Gr. 3), 6 анапластических 
олигодендроглиом (Gr. 3), 13 глиобластом.

Иммуногистохимические исследования 
с  определением наличия мутации гена IDH 
проводились в  лаборатории нейроморфологии 
ФГАУ «НМИЦ нейрохирургии им. академика 
Н. Н. Бурденко» Минздрава России.

Из парафиновых блоков с  фиксированными 
в  них образцами опухолей изготавливали сре-
зы толщиной 3 микрометра, депарафинировали 
с  использованием ксилола и  повторно гидра-
тировали с  помощью различных концентраций 
этанола, срезы высушивали в  термостате при 
45  °C. Затем срезы последовательно инкубиро-
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НЕИНВАЗИВНОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ МУТАЦИИ

вали c моноклональными антителами к продук-
ту мутантного гена IDH‑1 2-гидроксиглутарату 
и  после этого конъюгировали с  антимышины-
ми IgG-антителами против пероксидазы хрена. 
Сайты связывания антител визуализировали 
с  использованием тетрагидрохлорида 3,3›-диа-
минобензидина (Ventana Medical Systems, США), 
ядра клеток окрашивали гематоксилином. При 
наличии положительной цитоплазматической 

экспрессии делался вывод о  наличии мутации 
R132H в гене IDH‑1.

Постобработка данных МР-спектроскопии 
проводилась с  использованием программно-
го пакета LCModel, v6.2, который использует 
расширенный спектральный базисный набор, 
включая 2HG, позволяющий определить кон-
центрацию (Ммоль) основных метаболитов.

Рис. 1. МР-изображения диффузно-растущей глиомы правой лобно-височной области. В Т2-ВИ и Т2 Flair опухоль 
имеет гиперинтенсивный сигнал и нечеткие контуры.
Fig. 1. MR images of a diffuse glioma in the right frontotemporal region. In T2 and T2 Flair, the tumor has a hyperintense 
signal and fuzzy contours.

Рис. 2. МР-спектр при последовательностях Press (a) и Mega (б). Синей стрелкой на частоте 2.25 ppm указан пик 
2HG, который свидетельствует о наличии мутации IDH в опухолевой ткани.
Fig. 2. MR spectrum for Press (a) and Mega (б) sequences. The blue arrow at a frequency of 2.25 ppm indicates the 2HG peak, 
which indicates the presence of an IDH mutation in the tumor tissue.
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Статистическую обработку результатов 
проводили с  помощью программного пакета 
STATISTICA 10.0. Для групп пациентов с  гли-
альными опухолями вычисляли медианы и  ис-
пользовали U-критерий при их сравнении.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

По данным T2–ВИ, T2-FLAIR определяли 
сигнальные характеристики диффузно-расту-
щего объемного образования и  выбирали зону 

mI

Cho

Cr

NAA

(а) (б)

Рис. 3. (а) – Т2-взвешенная МР-томограмма в аксиальной проекции. Диффузная опухоль левой лобно-височной 
области; (б) – спектр, полученный из участка опухоли (обозначен желтым квадратом): отмечается заметное сни-
жение пика NAA, снижение отношения NAA/Cho, NAA/Cr, высокий пик mI, мало изменено отношение Cho/Cr.
Fig. 3. (a) – T2-weighted MRI in axial view. Diffuse tumor of the left frontotemporal region; (б) – The spectrum obtained 
from the tumor site (indicated by a yellow square): there is a decrease in the NAA peak, a decrease in the NAA/Cho, NAA/Cr 
ratio, a high mI peak, the Cho/Cr ratio is slightly changed.

Рис. 4. МР-спектр после обработки с использованием LC Model. На резонансной частоте 2.25 ppm определяется 
пик 2HG (красная стрелка). Гистологический диагноз «Астроцитома Gr.2, IDH1-мутантная».
Fig. 4. MR spectrum after processing using the LC Model. At a resonant frequency of 2.25 ppm, a 2HG peak is detected (red 
arrow). Histological diagnosis – Astrocytoma Gr.2, IDH1-mutant.
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Рис. 5. МР-спектр после обработки на LC-модуле. На резонансной частоте 2.25 ppm пика 2HG не определяется 
(красная стрелка). Анализ IDH не выявил мутаций. Гистологический диагноз «Глиобластома, дикий тип».
Fig. 5. MR spectrum after processing on the LC module. At a resonant frequency of 2.25 ppm, the 2HG peak is not detected 
(red arrow). IDH analysis revealed no mutations. The histological diagnosis was Glioblastoma, wild type.

интереса, на которую впоследствии выставлялся 
воксел для получения спектральных характери-
стик в зоне патологических изменений (рис. 1).

Сигнал, относящийся к  2HG, был различим 
в  спектрах на 2.25 ppm по шкале химического 
сдвига в  глиальных опухолях с  идентифициро-
ванной мутацией IDH в 92% случаев. В 2 случаях 
из 20 пик 2-гидроксиглутарата при МР-спектро-
скопии не определялся, при этом гистологиче-
ски было выявлено наличие IDH-мутации. При 
использовании последовательности Mega Press 
мы добились более четкой визуализации данного 
пика (рис. 2 (б)) путем инверсии пика NAA ниже 
базовой линии. По данным одновоксельной про-
тонной МР-спектроскопии (TE = 35 мс), в спек-
тре опухолевой ткани была получена ожидаемая 
картина с изменениями соотношений основных 
метаболитов, характерных для глиом низкой сте-
пени злокачественности (рис. 3).

2HG-Press-TE35/97; Assym Mega TE26/80 
позволял визуально определить наличие пиков 
2HG в протонном спектре опухоли (рис. 2).

Данные одновоксельной МРС мы обра-
батывали с  помощью программного обеспе-
чения – LCModel (https://lncd.pitt.edu), ис-
пользуя резонансы 20 метаболитов в  качестве 
базисного набора при количественной оценке 

концентрации этих метаболитов в объеме вок-
села. Концентрация 2HG была оценена при 
использовании сигнала воды в качестве осно-
вы, а  эффекты релаксации в  сигналах наблю-
даемых метаболитов были скорректированы, 
используя времена релаксации метаболитов 
мозга для 3.0 Тесла.

LCModel воспроизводит форму и  вычисляет 
интегральную концентрацию пиков метаболи-
тов в спектре in vivo. Остаточные значения уров-
ня шума не демонстрировали значительных за-
висимостей от химического сдвига.

Из 33 исследуемых спектров в 20 случаях был 
определен пик 2HG с помощью МРС, и в каждом 
случае была подтверждена мутация IDH1 (рис. 4). 
В остальных 13 случаях не было обнаружено 2HG 
с помощью МРС, а иммуногистохимический ана-
лиз не выявил мутаций IDH (рис. 5).

В случаях, где не было выявлено концентра-
ций 2-гидроксиглутарата, установили гистоло-
гический диагноз «Глиобластома, дикий тип». 
В табл. 1 представлены выборочные концентра-
ции 2HG, в  зависимости от гистологического 
типа опухоли. Оценки отношений концентра-
ции 2HG в опухоли статистически значимо раз-
личались между глиомами с IDH-мутацией и ди-
ким типом (р < 0.001).
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Таблица 1. Концентрации метаболита 2HG в различных 
типах глиальных опухолей
Table 1. 2HG metabolite concentrations in different types of 
glial tumors

Гистологический 
тип опухоли IDH-статус Концентрация 

2HG, мМоль

1 Астроцитома  
Grade 2 IDH1 mutation 4.5

2 Астроцитома  
Grade 2 IDH1 mutation 5.1

3 Астроцитома  
Grade 2 IDH2 mutation 3.8

4 Олигодендроглиома 
Grade 3 IDH1 mutation 1.3

5 Олигодендроглиома 
Grade 3 IDH2 mutation 2.2

6 Глиобластома Wild type Не 
определялся

7 Глиобластома Wild type Не 
определялся

8 Глиобластома Wild type Не 
определялся

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе мы неинвазивно определили 
пик 2-гидроксиглутарата с  помощью оптими-
зированного метода протонной магнитно-резо-
нансной спектроскопии у  пациентов с  глиаль-
ными опухолями головного мозга и  показали 
совпадение с наличием мутации IDH1/2.

Последовательность PRESS, используемая 
для измерения 2HG в  настоящем исследова-
нии, обычно доступна на клинических МР-то-
мографах. Поскольку наличие мутации IDH1/2 
является важным прогностическим маркером, 
то возможность обнаружения 2HG с  помощью 
МРС может рассматриваться как ценный диа-
гностический инструмент.

Дополнительное клиническое преимущество 
этого биомаркера заключается в  возможности 
его динамического измерения в течение курса те-
рапии и последующего наблюдения. Поскольку 
концентрация 2HG отражает изменения в  кле-
точности опухоли, то пролиферация приведет 
к увеличению его концентрации, в то время как 
его концентрация в процессе комбинированного 
лечения (ЛТ + ХТ) должна снижаться.

В  сочетании с  ингибиторами IDH, пик 2HG 
можно использовать в  качестве суррогатного 
маркера целевого ингибирования, тогда как сни-
жение концентрации 2HG будет сигнализиро-
вать об адекватном проникновении лекарствен-
ного препарата в опухолевую ткань.

Для пациентов без гистологического диагноза 
использование данной методики дает возмож-
ность поставить предположительный молеку-
лярный диагноз мутации IDH на основе уровня 
концентрации 2HG. Более того, последующее 
лечение селективным ингибитором IDH1 или 
IDH2 в  сочетании с  оценкой 2HG потенциаль-
но может сузить молекулярный диагноз до от-
дельного гена, поскольку снижение 2HG можно 
ожидать только в  том случае, если ингибитор 
точно соответствует мутации.

Оценка ответа на повторное лечение может 
быть основана на данных концентрации 2HG, 
где отсутствие его снижения будет соответство-
вать резистентности к проводимой терапии.

Используя метод МРС для обнаружения 
2HG, наше исследование показало высокую 
(92%) чувствительность данной методики 
в прогнозировании мутационного статуса IDH, 
что согласуется с данными ранее выполненных 
исследований (Zhou et al., 2018). В 2 случаях пик 
2HG не определялся на резонансной частоте 
2.25 ppm, но при проведении иммуногистохи-
мического исследования была выявлена мута-
ция IDH1. Более вероятно, данные результаты 
связаны с  гетерогенностью опухолевой ткани, 
с наличием кальцинатов и участков микрокро-
воизлияний в строме опухоли, что требует даль-
нейшего исследования.

Взаимосвязь, наблюдаемая между 2HG и кле-
точностью опухоли, согласуется с  представле-
нием о том, что увеличение плотности опухоле-
вых клеток влияет на повышение концентрации 
2HG, о  чем свидетельствуют данные ранее вы-
полненных исследований и исследования, в ко-
торых ADC использовался в  качестве суррогата 
клеточности.

Учитывая текущие проблемы с  мониторин-
гом ответа на лечение в рамках ряда стандартных 
и экспериментальных методов лечения, несколь-
ко многообещающих исследований уже попыта-
лись использовать эту методику, фиксируя из-
менения 2HG, связанные с  прогрессированием 
заболевания и радиохимиотерапией (Choi, 2016; 
Andronesi, 2016; De la Fuente, 2016). Коллектив-
ные достижения в области визуализации метабо-
лита 2HG подтверждают растущую клиническую 
ценность спектроскопии in vivo и  ее потенциал 
для улучшения существующих протоколов МРТ 
для пациентов с  глиомами различной степени 
злокачественности.

ТЮРИНА и др.



83

ЖУРНАЛ ВЫСШЕЙ НЕРВНОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ          том 74         № 1          2024

ВЫВОДЫ

Метод протонной МР-спектроскопии в опре-
делении IDH-мутации продемонстрировал свою 
эффективность у  пациентов с  глиальными но-
вообразованиями головного мозга, и его можно 
рекомендовать для более широкого клиническо-
го применения. На основе этого возможно про-
вести дооперационную оценку IDH-статуса, что 
позволяет выбрать оптимальную таргетную тера-
пию, а также прогнозировать и оценивать реак-
цию опухолевой ткани на проведенное лечение 
посредством качественного и  количественного 
анализа метаболитов головного мозга.
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NON-INVASIVE DETECTION OF IDH‑1 MUTATION IN BRAIN GLIOMAS 
BASED ON PROTON MR SPECTROSCOPY

A. N. Tyurina#, A. I. Batalov, N. E. Zakharova, L. M. Fadeeva, D. B. Kalaeva, I. N. Pronin
N. N. Burdenko National Medical Research Center of Neurosurgery, Ministry of Healthcare of Russia, Moscow, Russia

#e-mail: alfa.net@list.ru

Mutations of isocitrate dehydrogenase (IDH) have important prognostic significance for patients with glial brain 
tumor. The method of proton MR spectroscopy makes it possible to non-invasively determine the metabolic properties 
of the tumor tissue at the preoperative stage.
The aim of this work was to study the possibility of determining the IDH status, by using magnetic resonance 
spectroscopy (MRS) to detect the 2-hydroxyglutarate (2HG), a metabolic product of the IDH enzyme.
We examined 33 patients with glial tumors varying degrees of malignancy (Gr. 2–4), followed by identification of IDH 
mutations. IDH mutation identified in 20 cases, according to proton magnetic resonance spectroscopy, was confirmed 
by immunohistochemistry. Peak of 2HG did not detect in 13 cases on the MR spectrum, and the analysis for IDH did 
not reveal mutations.
Using of proton magnetic resonance spectroscopy showed a high sensitivity of this technique in predicting the 
mutational status of glial brain tumors, which makes this method an important in preoperative diagnostics.

Keywords: magnetic resonance spectroscopy, 2-hydroxyglutarate, isocitrate dehydrogenase, biomarker, low-grade 
gliomas, high-grade gliomas
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Гиперэкспрессия рецептора эпидермального фактора роста (EGFR) или его мутации опосредуют сигналь-
ные пути, приводящие к пролиферации, инвазии опухолевых клеток, а также к повышению их выживаемо-
сти. Несмотря на успешность клинического применения антител против EGFR у пациентов с колоректаль-
ным раком и плоскоклеточным раком головы и шеи, показана их низкая эффективность при глиобластоме. 
Поэтому для терапии глиом необходим специфичный к EGFR препарат, способный проникнуть в опухо-
левый очаг в головном мозге и обладающий низкой иммуногенностью. В данной работе в качестве такого 
препарата представлены аптамеры – одноцепочечные ДНК-олигонуклеотиды, специфичные к EGFR, U2 
и Gol1. В этом исследовании мы получили клеточную модель глиомы человека с гиперэкспрессией EGFR 
и  EGFRvIII, на которой показали специфичность аптамеров U2 и  Gol1 к  данным рецепторам, используя 
классические методы, а также метод апта-иммуноцитохимии. Исследование влияния связывания аптамера 
Gol1 с рецептором EGFRvIII на следующие ступени сигнального пути показало изменение уровней экспрес-
сии генов, связанных с пролиферацией и выживаемостью клеток (JUN, FOS, CCND1, PI3K и AKT3), в то вре-
мя как аптамер U2 не продемонстрировал значимый эффект на клетках in vitro. Эти результаты показали, что 
аптамер Gol1 обладает терапевтическим потенциалом против опухолевых клеток глиобластомы человека, 
гиперэкспрессирующих рецептор мутантного типа EGFRvIII.
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ВВЕДЕНИЕ

Злокачественные новообразования являются 
одной из острейших проблем современной меди-
цины. В России в 2021 г. они явились второй причи-
ной смерти после патологий сердечно-сосудистой 
системы (Каприн, 2022). Глиомы же, как наибо-
лее часто встречаемые опухоли головного мозга, 
остаются серьезной проблемой для человечества, 
несмотря на развитие технологий и медицины. Их 
особенности, такие как наличие гематоэнцефали-
ческого барьера, иммунное микроокружение и то-

пология, представляют ряд трудностей для тера-
пии. EGFR на сегодняшний день является одной 
из наиболее перспективных мишеней терапии, 
поскольку наблюдается его гиперэкспрессия более 
чем в 60% глиом (Zhou et al., 2017).

Во многих глиомах выявляются разные из-
менения EGFR, в  частности метилирование, 
амплификации, делеции и  однонуклеотидные 
полиморфизмы (SNP). Эти изменения корре-
лируют с  пролиферацией, инвазией опухоле-
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вых клеток и с патологическим ангиогенезом. 
Также мутации данного гена коррелируют 
с  выживаемостью пациентов и  ответом на те-
рапию ингибиторами тирозинкиназ (Wan et 
al., 2010). Глиобластома (ГБ) – наиболее агрес-
сивная форма глиом (Grade IV), более 60% ГБ 
гиперэкспрессируют EGFR, и примерно в по-
ловине из них гиперэкспрессия EGFR явля-
ется результатом мутантной формы рецепто-
ра, EGFRvIII (Zhou et al., 2017). В  EGFRvIII 
происходит внутрирамочная делеция экзонов 
2–7 (NM_001346941.2), что приводит к  ги-
перэкспрессии укороченного рецептора. Этот 
прототип онкопротеина не связывается с  ли-
гандом и  конститутивно активен (Zok et al., 
2018). По сравнению с  EGFRwt, в  EGFRvIII 
отсутствуют аминокислоты 6–273, и  удаление 
этих 268 аминокислот создает сайт соединения 
с новым остатком глицина между аминокисло-
тами 5 и 274 (Babic et al., 2013).

EGFRvIII увеличивает экспрессию белков, 
важных для апоптоза, инвазии, стволовости, 
метаболизма и  ангиогенеза, включая BCL-xL, 
белки внеклеточного матрикса (ECM), аномаль-
ный веретенообразный белок, ассоциированный 
с  микроцефалией (ASPM), белок-переносчик 
глюкозы типа 1 (GLUT1), фактор, ингибирую-
щий лейкемию (LIF) и  фактор сплайсинга ге-
терогенного ядерного рибонуклеопротеина A1 
(hnRNPA1) (Feng et al., 2012; Oprita et al., 2021; 
Reuter, Mathews, 2010; Ward et al., 2012; Xia et al., 
2009). Эти факторы способствуют пролифера-
ции и выживанию.

Редкие клетки в  ГБ человека совместно 
экспрессируют EGFR и  EGFRvIII, при этом 
коэкспрессия EGFR и  EGFRvIII делает но-
вообразования более злокачественными. Боль-
шинство опухолей глиобластомы человека, в ко-
торых показана совместная экспрессия EGFR 
и  EGFRvIII, представлены гетерогенными опу-
холевыми клетками, часть из которых экспрес-
сируют преимущественно один из вариантов 
рецептора. При этом клетки, экспрессирующие 
EGFRvIII, могут передавать сигналы клеткам, 
экспрессирующим только EGFR, паракринным 
образом. Показана возможная модель, включаю-
щая эти функции (Cvrljevic et al., 2011).

Воздействие на столь важную терапевти-
ческую мишень в  клетках глиомы, как EGFR, 
влечет за собой ряд трудностей и  неразрешен-
ных вопросов. Препараты моноклональных ан-
тител, которые чаще всего используются в  ме-

дицине для ингибирования EGFR, показывают 
крайне низкую эффективность при глиоме. Это 
связано с  трудностями их доставки в  опухоле-
вую ткань, находящуюся в головном мозге. Ап-
тамеры, или малые ДНК (или РНК), – аналоги 
химических антител, за счет уникальных тре-
тичных структур обладают высоким сродством 
и  специфичностью к  белкам-мишеням. Апта-
меры отбирают путем систематической эволю-
ции лигандов при помощи экспоненциального 
обогащения (SELEX) и  разрабатываются в  том 
числе как антагонисты факторов, ассоцииро-
ванных с различными заболеваниями (Mayer & 
Arteaga, 2016). Они обладают рядом привлека-
тельных черт в качестве молекулярных зондов, 
в  сравнении с  антителами: (1) низкая молеку-
лярная масса; (2) низкая иммуногенность и ток-
сичность; (3) высокая аффинность и специфич-
ность; (4) быстрый, воспроизводимый синтез 
и  модификация (Horvath et al., 2006; Ratushny 
et al., 2009).

В случае аптамеров, специфичных к маркерам 
злокачественных образований, один из приори-
тетных объектов – это маркер EGFR. На сегод-
няшний день известно более 30 аптамеров ну-
клеиновых кислот к EGFR (Kopylov et al., 2021). 
Эти «химические малые нуклеиновые антитела» 
рассматриваются как крайне перспективные со-
единения, способные специфически связывать-
ся с  EGFR и  его мутантной формой EGFRvIII 
и, возможно, даже оказывать на них определен-
ное воздействие, а  также осуществлять опосре-
дованную доставку препаратов в клетки. Два ап-
тамера в  более ранних исследованиях показали 
интересные антипролиферативные свойства для 
глиом человека: аптамер U2 (Mayer & Arteaga, 
2016) и  полученный в  результате укорачивания 
U2 с  сохранением специфичных структур для 
связывания с EGFR – Gol1.

В данной работе была создана клеточная мо-
дель глиомы человека с гиперэкспрессией EGFR 
и  EGFRvIII с  последующей оценкой специ-
фичности аптамеров U2 и  Gol1 к  данным ре-
цепторам. Для сравнения в  качестве «золотого» 
стандарта была принята клеточная линия U87, 
а также использована клеточная культура глиоб-
ластомы человека G01, полученная из опухоле-
вой ткани пациента (Pavlova et al., 2021). В ходе 
работы необходимо было понять роль U2 и Gol1 
в изменении экспрессии генов молекул сигналь-
ных путей EGFR, приводящих к росту и делению 
клеток, пролиферации и  выживаемости опухо-
левых клеток глиобластомы человека.

ДЗАРИЕВА и др.
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МЕТОДИКА

Клеточные культуры и клеточные линии 
глиобластомы человека

Линия клеток U87 была получена из Инсти-
тута цитологии РАН (Санкт-Петербург). Пер-
вичная культура клеток глиобластомы человека 
G01 была получена из эксплантата, предостав-
ленного НМИЦ нейрохирургии им. академика 
Н. Н. Бурденко (Москва).

U87/EGFRwt, G01/EGFRwt и G01/EGFRvIII 
были получены в результате трансфекции генети-
ческими конструкциями при использовании ре-
агента TurboFect (ThermoFisher Scientific, США). 
Селекция проводилась с  использованием анти-
биотика гигромицина В (ThermoFisher Scientific, 
США) в концентрации 200 мкг/мл. Для контро-
ля уровня трансфекции клеток проводили транс-
фекцию клеток плазмидой pEGFP-N1 (Clontech, 
США), содержащей ген GFP (зеленый флуорес-
центный белок), после которой было подсчитано 
соотношение клеток с флуоресцентным зеленым 
свечением к ядрам клеток. Результаты были оце-
нены при помощи флуоресцентного микроскопа 
KEYENCE BZ‑9000.

Трансфицированные и  нетрансфицирован-
ные клетки U87 и  G01 пассировали в  культу-
ральной среде DMEM/F12 (ПанЭко, Россия) 
с  добавлением L-глутамина (ПанЭко, Россия) 
в концентрации 292 мг/л, 10% фетальной бычь-
ей сыворотки (Thermo Fisher Scientific, США) 
и  100-кратного антибиотика-антимикотика 
(10 000 единиц / мл пенициллина, 10 000 мкг / мл 
стрептомицина и 25 мкг / мл Gibco Amphotericin 
B) при 37 ℃ и  5% СО2. Трансфицированные 
клетки культивировали до получения трансген-
ных культур с  устойчивой экспрессией EGFR 
или EGRFvIII.

Аптамеры

Поиск новой последовательности ДНК, спо-
собной связываться с EGFR, опирался на предпо-
ложение об оптимизации вторичной структуры 
известных аптамеров. В качестве источника дан-
ных о  вторичной структуре использовали пред-
сказанные состояния для ДНК-аптамера U2, 
который был отобран командой X. Zhang (Wu et 
al., 2014). На основании анализа вариантов 
предсказанных структур двух разных аптамеров 
U2 и  U31, специфичных к  EGFR и  EGFRvIII, 
был выбран дизайн новой структуры, содержа-
щий мультипетлю. Предполагалось, что имен-
но мультипетля служит узнающим элементом. 

По результатам вычислительной оптимизации 
последовательности под желаемую вторичную 
структуру методом многомерного сканирования 
Больцмана в утилите RNASketch (Hammer et al., 
2017, 2019) был предложен аптамер Gol1 с  по-
следовательностью: 5›-GCCGGCATTTTGACG
CCGCCCCGGCTGCTTATGCTCCGGGGCAT
ATGGC‑3›.

Антитела

В  исследовании были использованы анти-
тела против EGFR «дикого типа» EGFR (225) 
(# MA5–12880 ThermoFisher Scientific, США), 
антитела против мутантной формы EGFRvIII 
(L8A4) (MABC1126–100UG Merck, Германия), 
антитела против бета-тубулина (T7816) (Sigma, 
США), вторичные ослиные антимышиные ан-
титела, меченые HRP (115–035–003 Jackson 
ImmunoResearch, Англия), вторичные ослиные 
антимышиные антитела, конъюгированные 
с  флуоресцентным красителем Cy5 (715–175–
151 Jackson ImmunoResearch, Англия).

Клонирование

В  результате клонирования была получе-
на генно-инженерная конструкция EGFRvIII/
CMV3, основанная на экспрессионном векто-
ре CMV3-untagged (Sinobiological, США), пред-
назначенном для гиперэкспрессии в  клетках 
млекопитающих. EGFRvIII был получен в  ре-
зультате инвертированного ПЦР на основе 
коммерческого вектора pCMV-EGFR (кат. но-
мер HG10001-UT, Sinobiological, США), ко-
торый содержит кодирующую последователь-
ность «дикого типа» EGFR, вектор EGFRwt/
CMV3. Для инвертированного ПЦР дополни-
тельно создали конструкцию на основе вектора 
pBluescript II SK(+) (pBSK II SK(+)) (Stratagene, 
США): EGFRwt был вырезан эндонуклеазами 
рестрикции Kpn1 и  Xba1 и  лигирован в  pBSK 
II SK(+), обработанный этими же рестриктаза-
ми. В  результате инвертированного ПЦР была 
получена делеция в  801 пн, что соответствует 
делеции 2–7 экзона дикого типа EGFR. Пара-
метры ПЦР-реакции для Phusion-полимеразы 
(ThermoFisher Scientific, США): предваритель-
ная денатурация 98℃ 4 мин; денатурация 98℃ 
15 сек, отжиг 60℃ 15 сек, элонгация 90 сек, 
35  циклов; финальная элонгация 72℃ 5 мин. 
Нуклеотидная последовательность праймеров: 
EGFRvIII_F0 CGG GCT CTG GAG GAA AAG 
AA; EGFRvIII_R0 GAG GGA GCG TAA TCC 
CAA GG; EGFRvIIIinvF GTA ATT ATG TGG 
TGA CAG A; EGFRvIIIinvR CTT TCT TTT CCT 
CCA GAG C.

СПЕЦИФИЧНОСТЬ АПТАМЕРОВ U2 И GOL1



88

ЖУРНАЛ ВЫСШЕЙ НЕРВНОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ          том 74         № 1          2024

Вестерн-блот-гибридизация

Клетки лизированы в  SDS–Лэммли-буфере 
(62.5 мМ Tris–HCl (pH 6.8), 2% SDS и 10% гли-
церол, 100 мМ дитиотреитол). Нормализован-
ное количество клеток образцов было разделено 
в  8.0%-м SDS-полиакриламидном геле, прове-
ден перенос на нитроцеллюлозную мембрану 
0.22 мкрн (BioRad, США) при 100 В в течение 1 ч 
при охлаждении. Для иммуноблоттинга исполь-
зовали антитела против EGFR (225) (1:750), ан-
титела против EGFRvIII (L8A4) (1:1000), анти-
тела к бета-тубулину (T7816) (1:700), вторичные 
антитела, меченные HRP (1:20000).

Апта-иммуноцитохимия

Клетки предварительно инкубировали на 
круглых покровных стеклах, помещенных в лун-
ки 24-луночного планшета, в течение 3 ч в при-
сутствии аптамеров U2 и  Gol1 в  концентрации 
1 мкМ и полной ростовой среды DMEM/F12. По-
сле этого отмытые 3 раза по 5 мин фосфатно-со-
левым буфером клетки фиксировали 4%-м пара-
формальдегидом в течение 30 мин при +4℃ для 
дальнейшего иммуноцитохимического анализа. 
Препараты клеток инкубировали в  течение часа 
при комнатной температуре с  первичными ан-
тителами против EGFR (225) и против EGFRvIII 
(L8A4) в титре 1:50, затем проводили инкубацию 
в темноте со вторичными антимышиными мечен-
ными Cy5 антителами (1:50). Ядра клеток окра-
шивали Hoechst 33342 (1:500) (Sigma).

Препараты исследовали на комплексе лазер-
ного сканирующего конфокального микроскопа 
Carl Zeiss серии LSM‑710 с короткоимпульсным 

фемтосекундным инфракрасным лазером с  пе-
рестраиваемым диапазоном (800–1500 нм) для 
мультифотонного возбуждения флуоресценции.

Проточная цитометрия

Клетки U87, G01, U87/EGFRwt, G01/
EGFRwt и  G01/EGFRvIII плотностью 5 × 105 
были диссоциированы и осаждены центрифуги-
рованием 5 мин при 1000 g. Промытый фосфат-
но-солевым буфером осадок клеток разделили 
на 3 пробирки: контроль, клетки с  добавлени-
ем U2, клетки с добавлением Gol1. Инкубацию 
клеток с  аптамерами, меченными FAM, в  кон-
центрации 1000 наномоль проводили в  течение 
30 мин при +4℃ в темноте. Далее клетки трижды 
промывали фосфатно-солевым буфером путем 
осаждения в течение 3 мин при 1000 g и последу-
ющего ресуспендирования в буферном растворе, 
ресуспендировали в 200 мкл буферного раствора 
и проводили измерение на приборе. Интенсив-
ность флуоресценции определяли путем под-
счета 10 000 событий на проточном цитометре 
CytoFLEX LX и ПО CytExpert (Beckman Coulter, 
США).

Оценка уровня экспрессии белков сигнального пути 
EGFR методом полимеразной цепной реакции 

в реальном времени

При достижении конфлюентности 70% к кле-
точным культурам добавляли аптамер U2 или 
Gol1 в  концентрации 10 мкМ, в  качестве отри-
цательного контроля были приняты клетки без 
воздействия. Спустя 72 ч из клеток выделяли 
тотальную РНК с  помощью реагента RNAzol® 
RT (Sigma, США), в  соответствии с  протоко-

Таблица 1. Последовательность олигонуклеотидных праймеров
Table 1. Sequence of oligonucleotide primers

Ген Прямой праймер 5’-3’ Обратный праймер 5’-3’
Grb2 GGCGTTCTCCTGCTTGTACT ATGACTTCCTCCTCCGCTCT
SOS GCAGCTGCCCTACGAGTTT GGCTGAGCTTGGCATAGCA
Ras AGCAGATCAAACGGGTGAAGG TCTTGGCCGAGGTCTCGAT

A-RAF CAAGGGACGAAAGACGGTCA CAAGGGACGAAAGACGGTCA
MEK TCTGCAGTTAACGGGACCAG- GGCTTGTGGGAGACCTTGAA
ERK CCAGAGAACCCTGAGGGAGA TGTTGAGCAGCAGGTTGGAA
PI3K CTGCAGTTCAACAGCCACAC TGTGCATTCTTGGGCTCCTT
AKT3 CCATTGTGAAAGAAGGTTGGGT TGCCACTGAAAAGTTGTTGAGG
JUN GGATCAAGGCGGAGAGGAAG GCTGCGTTAGCATGAGTTGG
c-Fos CAAGCGGAGACAGACCAACT TGCTGCTGATGCTCTTGACA

Cyclin D1 GGCGGAGGAGAACAAACAGA TGTGAGGCGGTAGTAGGACA
CDK4 GCCAGTGGCTGAAATTGGTG CAGTCGCCTCAGTAAAGCCA

RPL13A CATAGGAAGCTGGGAGCAAG GCCCTCCAATCAGTCTTCTG
GAPDH CAGGGCTGCCTTCTCTTGTG GCCTTGACTGTGCCGTTGAA

TBP GAGCTGTGATGTGAAGTTTCC TCTGGGTTTGATCATTCTGTAG
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лом производителя. Для получения кДНК ис-
пользовали обратную транскриптазу MMLV 
H minus (Thermo Fischer, США) и  рандомный 
N10-праймер (Евроген, Россия). Полученную 
кДНК использовали для проведения полиме-
разной цепной реакции. Параметры ПЦР-РВ: 
предварительная денатурация – 95˚С 5 мин; 
40  циклов амплификации: 10 сек денатурации 
при 95˚С; 30 сек – отжиг праймеров при 60˚С; 30 
сек элонгации при 72˚С; финальная элонгация – 
72˚С 3 мин. Анализ проводился при помощи ам-
плификатора LightCycler 96 и  программного 
обеспечения LightCycler 96 Software Version 1.1 
(ROCHE, Швейцария).

Праймеры подбирали к  генам человека, ис-
пользуя программу Primer-Blast (NCBI). В каче-
стве референсных генов были выбраны GAPDH 
(Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase), 

RPL13A (ribosomal protein L13a). Целевые гены 
были выбраны из сигнального пути EGFR. Экс-
перимент проводился в трех повторностях.

Праймеры, которые использовали в исследо-
вании, представлены в табл. 1.

Статистический анализ

Статистический анализ проводили двухфак-
торным дисперсионным анализом (two-way 
ANOVA) с последующим апостериорным тестом 
Тьюки или U-тестом Манна – Уитни с  помо-
щью GraphPad Prism 9.0.0 (GraphPad Software, 
Бостон, Массачусетс, США). Данные выража-
ли как среднее значение ± стандартная ошибка 
среднего, p-критерий считался значимым при * 
= р < 0.05, ** = р < 0.01, *** = р < 0.001, **** = р 
< 0.0001. Все эксперименты проводились в трех 
повторностях.
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Рис. 1. (а) – карта молекулярно-генетической конструкции EGFRwt/CMV3; (б) – карта молекулярно-генетической 
конструкции EGFRvIII/CMV3; оценка эффективности трансфекции клеточной культуры G01 (в) и клеточной ли-
нии U87 (г), GFP – зеленое свечение. Ядра клеток окрашивали бисбензимидом (Hoechst 33342, Sigma) – синее све-
чение. (д) – анализ экспрессии EGFR в контрольных и трансгенных клетках линии U87 и в клетках культуры G01, 
полученной от пациента. Нормализовано по бета-тубулину.
Fig. 1. (а) – Plasmid map of the vector EGFRwt/CMV3; (б) – Plasmid map of the vector EGFRvIII/CMV3; Evaluation of the 
efficiency of transfection of G01(в) cell culture and U87 (г) cell line by human glioblastoma, GFP – green. The cell nuclei 
were stained with bisbenzimide (Hoechst 33342, Sigma) – blue. (д) – Analysis of EGFR expression in control and transgenic 
cells of the human glioblastoma cell line U87 and in patient-derived human glioblastoma G01 cultured cells. Normalised for 
beta-tubulin.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Получение трансгенных клеточных культур  
U87/EGFRwt, G01/EGFRwt и G01/EGFRvIII

Полученные в  результате клонирования ген-
но-инженерные конструкции EGFRvIII/CMV3 
и  EGFRwt/CMV3 использовали для трансфек-
ции клеточной линии глиобластомы человека 
U87 и первично-перевиваемой культуры клеток 
глиобластомы человека G01 с последующим вы-
ведением стабильно-трансгенных культур кле-
ток с гиперэкспрессией EGFRwt или EGFRvIII 
(рис. 1 (а) и 1 (б)).

Оценка уровня трансфекции клеточных ли-
нии и культуры показала, что процент трансфек-
ции у клеток G01 составил 8.125%, у клеток U87–
21.21% (рис. 1 (в) и 1 (г)). Клетки U87/EGFRvIII 
после трансфекции продемонстрировали крайне 
низкую выживаемость, и,  так как не было по-

лучено достаточного количества для дальней-
ших исследований, данная линия исключена из 
экспериментов. Эксперимент повторялся более 
трех раз с  повторяющимся эффектом – нежиз-
неспособной трансгенной клеточной линии. 
Таким образом, для дальнейшего исследования 
были получены стабильные трансгенные линии 
культур U87/EGFRwt и  культуры G01/EGFRwt 
и G01/EGFRvIII.

Подтверждение экспрессии EGFRwt или EGFRvIII 
в трансгенных клеточных культурах глиобластомы 

человека методом Вестерн-блот-гибридизации

Созданные трансгенные клеточные культуры 
U87/EGFRwt, G01/EGFRwt и  G01/EGFRvIII 
были проанализированы на наличие трансген-
ного белкового продукта (рис. 1 Д). Наибольший 
уровень экспрессии белкового продукта наблю-
дается в трансгенных клетках U87wt, G01vIII.
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Рис. 2. Анализ связывания клеток глиобластомы человека in vitro с мечеными аптамерами U2-FAM и Gol1-FAM, 
специфичными к EGFR, методом проточной цитофлуориметрии (а) и апта-иммуноцитохимии (б). В качестве кон-
троля взяты интактные клетки. Антитела против EGFR (красный), аптамеры U2 и Gol1 (зеленый), синий – окраска 
ядер бисбензимидом.
Fig. 2. Analysis of binding of human glioblastoma cells in vitro with labeled aptamers U2-FAM and Gol1-FAM, specific for 
EGFR, by flow cytometry (a) and aptaimmunocytochemistry (b). Intact cells were taken as a control. Antibodies against 
EGFR (red), aptamers U2 and Gol1 (green), blue – staining of nuclei with bisbenzimide.

ДЗАРИЕВА и др.



91

ЖУРНАЛ ВЫСШЕЙ НЕРВНОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ          том 74         № 1          2024

U2 и Gol1 специфично связываются с клетками U87/
EGFRwt, G01/EGFRwt и G01/EGFRvIII

Оценка уровня интенсивности флуоресцен-
ции клеток методом проточной цитофлуориме-
трии после инкубации с аптамерами U2 и Gol1, 
меченными FAM (амидитом, содержащим флуо-
ресцеин), показала окрашивание аптамерами це-
левых клеток (рис. 2 (а)). Клетки U87/EGFRwt, 
G01/EGFRwt и  G‑01/EGFRvIII продемонстри-
ровали наилучшее связывание с U2 (рис. 2 (а)). 
В целом, полученные результаты проточной ци-
тометрии позволяют утверждать, что выбранные 
нами аптамеры U2 и Gol1 специфичны к высоко 
экспрессирующим EGFR клеткам (табл. 2).

Если проанализировать взаимодействие 
аптамеров U2 и  Gol1, специфичных к  EGFR, 
с  клетками культуры глиобластомы человека 
G01, то совершенно очевидно, что оба апта-
мера показывают большее сродство именно 
с EGFRvIII, что показывает привлекательность 
данных аптамеров для прогнозирования тече-
ния заболевания, а также возможность исполь-
зовать их для доставки терапевтических аген-
тов. Следует также обратить внимание: в случае 
взаимодействия с  линейными трансгенными 
клетками U87/EGFRwt мы обнаруживаем вы-
сокое сродство к  дикой форме. К  сожалению, 
в  данном случае мы не можем сравнить с  му-
тантной формой U87/EGFRvIII, так как дан-
ную трансгенную линию не удалось вывести для 
анализа.

Апта-иммуноцитохимический анализ с использова-
нием флуоресцентно-меченых аптамеров U2-FAM 
и Gol1-FAM, специфично связывающихся с EGFR

Для цитологической оценки экспрессии клет-
ками был проведен иммуноцитохимический 
анализ в  модифицированном варианте – ап-
та-иммуноцитохимия (использовалась конку-
рентная окраска опухолевых клеток антителами 

и  аптамерами, специфичными к  EGFR). Пред-
варительная инкубация в  течение 3 ч трансген-
ных клеточных культур глиобластомы человека 
G01 и трансгенной клеточной линии U87 глиоб-
ластомы человека с аптамерами U2 и Gol1 с по-
следующим иммуноцитотохимическим анали-
зом позволила получить одновременную окраску 
клеток как аптамерами, так и антителами против 
EGFRwt и EGFRvIII.

Анализ результатов окрашивания антителами 
показал, что EGFR в  исследуемых препаратах 
локализуется по всей цитоплазме клеток, в неко-
торых случаях по ядерной мембране (рис. 2 (б)). 
Аптамеры имеют ту же локализацию и  полно-
стью накладываются на окраску антителами, что 
подтверждает их специфичность к  интересую-
щему рецептору.

Стоит отметить более яркое свечение антител 
и аптамеров в трансгенных клетках U87/EGFRwt 
и G01/EGFRvIII, что говорит о большем количе-
стве искомого рецептора, нежели в контрольных 
клетках (рис. 2 (б)). Результаты совпадают с дан-
ными Вестерн-блоттинга.

Кроме того, привлекает внимание тот факт, 
что воздействие аптамера Gol1 блокировало даль-
нейшую окраску антителами против EGFRvIII 
(рис. 2 (б)), что говорит о совпадении специфич-
ного эпитопа для связывания антитела и аптамера 
Gol1 и о конкурентном их связывании.

При наложении зеленого свечения аптаме-
ров на красный свет флуоресцирующих антител 
против EGFR наблюдается оранжевое свече-
ние. Оранжевое свечение говорит о  взаимодей-
ствии аптамера и антитела с разными эпитопами 
EGFR, которое не создает конкуренции. В то же 
время совпадение распределения свечения анти-
тела и  аптамера говорит о  совпадении мишени 

Таблица 2. Цифровые показатели проточной цитофлуориметрии взаимодействия аптамеров U2 и  Gol1 с  клетками 
глиобластомы человека G01 и U87
Table 2. Digital indicators of flow cytofluorimetry of interaction of U2 and Gol1 aptamers with human glioblastoma cells G01 and 
U87

Среднее значение интенсивности 
флуоресценции клеток

(контроль)

Среднее значение интенсивности 
флуоресценции клеток

(связывание с аптамером U2)

Среднее значение интенсивности 
флуоресценции клеток

(связывание с аптамером Gol1)
G01 1202 1222 1459

G01/EGFRwt 10 522 13 882 13 676
G01/EGFRvIII 12 708 21 760 18 909

U87 14 567 21 187 21 434
U87/EGFRwt 23 790 34 838 29 112
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EGFR. Наличие только зеленого свечения ап-
тамера говорит о полном совпадении специфи-
ческого эпитопа EGFR, связывание с  которым 
аптамера не позволяет ему уже связаться с анти-
телом.

По результатам апта-иммуноцитохимическо-
го анализа можно сказать, что U2 более специ-
фичен к эпитопу EGFR дикого типа (EGFRwt), 
а Gol1 более специфичен к EGFRvIII.

Изменение уровней экспрессии белков сигнального 
пути EGFR после воздействия аптамеров U2 и Gol1 

в клетках глиобластомы U87 и G01

Воздействие аптамеров U2 и  Gol1 на клетки 
глиобластомы человека, гиперэкспрессирующие 
EGFRwt или EGFRvIII, оценивали методом по-
лимеразной цепной реакции в реальном времени. 
Для панели были взяты гены основных молекул 
сигнальных путей EGFR, приводящих к  росту, 
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Рис.  3. Анализ изменения уровней экспрессии генов молекул каскада EGFR методом ПЦР-РВ в  клетках глио
бластомы человека до и после трансфекции (а), до и после добавления аптамеров U2 и Gol1 в клетках линии U87 
(б) и клетках культуры G01 (в).
Экспрессию генов нормализовали относительно референсных генов GAPDH, RPL13A и TBP. Данные представлены 
в виде логарифмической шкалы среднего значения ± стандартная ошибка среднего, p-критерий считался значи-
мым при * = р < 0.05, ** = р < 0.01, *** = р < 0.001, **** = р < 0.0001 (ANOVA-тест). Все эксперименты проводились 
в трех повторностях.
Fig. 3. Analysis of changes in gene expression levels of EGFR cascade molecules by qPCR in human glioblastoma cells before 
and after transfection (а), before and after the addition of U2 and Gol1 aptamers in U87 line cells (б) and G01 culture cells (в).
Gene expression was normalized relative to the reference genes GAPDH, RPL13A and TBP. The data are presented as a 
logarithmic scale of the mean value ± standard error of the mean, the p-criterion was considered significant at *= p < 0.05, ** 
= p < 0.01, *** = p < 0.001, **** = p < 0.0001 (ANOVA test). All experiments were carried out in three replicates.
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пролиферации клеток и их способности к выжи-
ванию (PI3K/Akt; RAS/MAPK; MAPK/CREB).

В клетках линии U87/EGFRwt не наблюдает-
ся статически значимых изменений экспрессии 
этих генов по сравнению с исходной U87 (рис. 3 
(а)), в отличие от клеток культуры G01, получен-
ных из ткани глиобластомы пациента. В клетках 
трансгенной культуры G01/EGFRwt наблюдался 
сниженный уровень экспрессии генов CCND1 
и CDK4 (р < 0.05, р < 0.01), по сравнению с G01. 
Мы наблюдали статистически значимое сни-
жение экспрессии гена CDK4 в  клетках G01/
EGFRwt (р  < 0.01) и  в  клетках G01/EGFRvIII 
(р  < 0.0001), по сравнению с  контрольной кле-
точной культурой G01. При этом в культуре G01/
EGFRvIII значительно повышалась экспрессия 
генов MEK1, JUN, FOS и  AKT3, по сравнению 
с контролем (р < 0.05).

Далее был проведен анализ изменения экс-
прессии генов отобранной панели в  контроль-
ных и трансфицированных клетках линии U87, 
а также в культуре глиомы человека G01 при воз-
действии аптамерами U2 и Gol1.

Анализ оценки влияния аптамера U2 на экс-
прессию отобранной панели генов в  клетках 
культуры U87 показал статистически значи-
мое снижение экспрессии генов HRAS, ARAF, 
CCND1 и CDK4; а экспрессия AKT3 повышается 
(рис.  3 (в)). Аналогичная картина наблюдает-
ся при добавлении к  клеткам данной культуры 
аптамера Gol1, снижается экспрессия HRAS, 
CCND1, CDK4 и  повышается экспрессия AKT3 
и JUN (рис. 3 (в)). На трансгенные клетки U87wt 
аптамеры U2 и Gol1 оказывают практически та-
кой же эффект, что и на контрольной культуре, 
но в данной культуре оба аптамера значительно 
повышают экспрессию FOS, аптамер U2 не вли-
яет на экспрессию AKT3, а Gol1 повышает экс-
прессию SOS1 (рис. 3 (в)).

Подобный анализ изменения экспрессии ге-
нов отобранной панели был проведен на клет-
ках первичной культуры глиобластомы человека 
G01, G01/EGFRwt и  G01/EGFRvIII (рис.  3 Б). 
В  культуре G01 оба аптамера повышают экс-
прессию PI3K и  AKT3, участвующих в  PI3K/
Akt-сигнальном пути, ассоциированном с выжи-
ваемостью клеток. Помимо этого, и U2, и Gol1 
повышают экспрессию JUN, FOS. Интересно, 
что аптамер U2 снижает экспрессию CCND1 
и CDK4, а, как уже говорилось выше, как прави-
ло, экспрессия JUN и FOS имеет прямую корре-

ляцию с геном CCND1. Аптамер Gol1 не влияет 
на экспрессию CCND1, но снижает экспрессию 
CDK4.

В клетках культуры G01/EGFRwt наблюдает-
ся менее выраженный эффект аптамера U2, по 
сравнению с аптамером Gol1 (рис. 3 (б)), повы-
шается экспрессия генов ARAF, FOS и снижает-
ся экспрессия CDK4. Аптамер Gol1 значительно 
увеличивает экспрессию PI3K и AKT3, как и экс-
прессию генов JUN и FOS, при этом показывая 
аналогичный эффект и на CCND1. Помимо это-
го, Gol1 увеличивает экспрессию генов SOS1 
и ERK.

Оптимальная картина наблюдается при оцен-
ке влияния аптамеров U2 и Gol1 на экспрессию 
панели отобранных генов в  клетках культуры 
G01/EGFRvIII (рис. 3 (б)). В случае аптамера U2 
наблюдается повышение экспрессии JUN и FOS, 
а аптамер Gol1 снижает экспрессию генов JUN, 
FOS и CCND1, обуславливающих пролиферацию 
клеток. При этом впервые наблюдается сниже-
ние генов, ассоциированных с  выживаемостью 
клеток, таких как PI3K и AKT3.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В то время как редкие клетки в ГБ экспресси-
руют совместно EGFR и EGFRvIII, большинство 
опухолевых клеток экспрессируют преимуще-
ственно EGFR или EGFRvIII. Эти наблюдения 
предполагают иерархическую модель, в  кото-
рой EGFR и  EGFRvIII потенциально передают 
сигналы в компартменте опухолевых стволовых 
клеток и сегрегируют отдельно в дочерние клет-
ки в опухоли (Sugawa et al., 1990) (рис. 4 (а)).

В опухолевых клетках, где EGFR и EGFRvIII 
экспрессируются совместно, EGFRvIII способ-
ствует росту клеток, экспрессирующих EGFR 
дикого типа, через паракринный интерлейкин 6 
(IL‑6) и/или LIF-зависимый путь. Эти цитоки-
ны активируют EGFR через гликопротеин 130 
(GP130) (Reuter, Mathews, 2010). После связы-
вания лиганда с  внеклеточным доменом EGFR 
активируются зависимые от этого связывания 
сигнальные пути, такие как митоген-активируе-
мые протеинкиназы, фосфоинозитид‑3-киназа/
Akt, киназа Jak/преобразователь сигнала и акти-
ватор транскрипции, а также фосфолипаза C-γ/ 
пути протеинкиназы С (Goto et al., 2023; Wilson 
et al., 2014). Эти пути приводят к  активации 
транскрипции генов-мишеней, которые важны 
для клеточной пролиферации, выживания, ми-
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грации, инвазии и свойств, инициирующих опу-
холи (Cooper et al., 2022). Во многих карциномах 
гиперэкспрессия EGFR и  его мутация участву-
ют в  поддержании пролиферативной передачи 
сигналов, что является важным признаком рака 
(Hanahan, 2022; Hanahan, Weinberg, 2011).

Воздействие на столь важную терапевтиче-
скую мишень в клетках глиомы, как EGFR, вле-
чет за собой ряд трудностей и  неразрешенных 
вопросов. Препараты моноклональных антител, 
которые чаще всего используются в  медицине 
для ингибирования EGFR, показывают крайне 
низкую эффективность при глиоме. Несмотря 
на применение при лечении других опухолей, 
ни одно из них не одобрено для лечения глиоб-
ластомы ввиду многочисленных отрицательных 
клинических испытаний (Zok et al., 2018). Апта-
меры же представляют особый интерес, в связи 
с тем, что, как мы уже подчеркивали ранее, об-
ладают продолжительной стабильностью, высо-
кой аффинностью и  специфичностью, а  также 
низкой иммуногенностью и  токсичностью (Lao 

et al., 2015; Zhu, Chen, 2018). В  исследовании 
китайских ученых, опубликованном в  2018 г., 
продемонстрировано, что аптамер U2 может 
влиять на рост клеток U87/EGFRvIII и их ради-
очувствительность. Было обнаружено, что апта-
мер U2 способен ингибировать пролиферацию, 
миграцию, инвазию и передачу сигналов в клет-
ках U87/EGFRvIII. Таким образом, результаты 
показали многообещающий потенциал аптамера 
U2 как нового кандидата в  качестве лекарства 
и системы доставки лекарств для терапии глио
бластомы (Mayer, Arteaga, 2016).

В  своей работе мы, наряду с  аптамером U2, 
предположительно специфичным к EGFR дико-
го типа и EGFRvIII, тестируем его укороченную 
модифицированную форму – аптамер Gol1, ко-
торый, в связи с сохранением активного центра 
связывания, сохраняет высокую специфичность 
связывания с рецептором EGFR.

В  данном исследовании получены валидные 
модели трансгенных клеточных культур G01/
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Рис. 4. (а) Иерархическая модель передачи сигналов EGFR и EGFRvIII. Клетки в опухолях глиобластомы человека, 
экспрессирующие EGFRvIII, могут передавать сигналы клеткам, экспрессирующим EGFR, и наоборот, паракрин-
ным образом (Cvrljevic et al., 2011); (б) Сигнальные пути EGFR в клетках глиомы, взято и адаптировано из KEGG 
PATHWAY.
Fig. 4. (a) Hierarchical model of EGFR and EGFRvIII signal transmission. Cells in human glioblastoma tumors expressing 
EGFRvIII can transmit signals to cells expressing EGFR, and vice versa, in a paracrine manner (Cvrljevic et al., 2011); (б) 
EGFR signaling pathways in glioma cells, taken and adapted from KEGG PATHWAY.
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EGFRwt и  G01/EGFRvIII на основе эксплан-
тата ткани глиобластомы человека G01, полу-
ченной от пациента НМИЦ нейрохирургии им. 
академика Н. Н. Бурденко. Гиперэкспрессия 
EGFRwt и  EGFRvIII, подтвержденная методом 
Вестерн-блот-гибридизации, позволила прове-
сти апта-иммуноцитохимический анализ.

Анализ результатов окрашивания антите-
лами показал, что EGFR в  исследуемых пре-
паратах локализуется по всей цитоплазме кле-
ток, в некоторых случаях по ядерной мембране 
(рис. 2 (б)). В исследовании Brand и соавт. гово-
рится, что альтернативная локализация EGFR 
от клеточной мембраны до ядра клетки может 
являться одним из механизмов устойчиво-
сти к  ингибиторам EGFR (Brand et al., 2013). 
Кроме того, внутри ядра EGFR действует как 
ко-транскрипционный фактор для нескольких 
генов, участвующих в  клеточной пролифера-
ции и  ангиогенезе, и  как тирозинкиназа – для 
активации и  стабилизации ядерного антигена 
пролиферирующих клеток и  ДНК-зависимой 
протеинкиназы. Локализованный в ядре EGFR 
тесно связан с прогрессированием заболевания, 
ухудшением общей выживаемости при многих 
видах злокачественных образований и  повы-
шенной устойчивостью к  лучевой терапии, 
химиотерапии, в  том числе таргетной терапии 
против EGFR гефитинибом и  цетуксимабом 
(David et al., 2005). Апта-иммуноцитохимией 
была показана специфичность аптамеров U2 
и Gol1 к EGFRwt и EGFRvIII одинаковой окра-
ской клеток антителами и аптамерами. Требую-
щим внимания фактом является блокирование 
аптамером Gol1 дальнейшей окраски антите-
лами против EGFRvIII, что особенно наглядно 
представлено на клетках глиобластомы чело-
века G01 c гиперэкспрессией EGFRvIII (рис. 2 
(б)). На основе этого можно предположить кон-
курентное связывание аптамера и  антитела со 
специфическим эпитопом EGFRvIII. Таким об-
разом, можно утверждать, что оба отобранных 
аптамера проявляют высокую специфичность 
к клеткам с экспрессией EGFRwt и EGFRvIII, 
но при этом аптамер Gol1 демонстрирует бо-
лее высокую конкурентоспособность связыва-
ния с EGFRvIII, по сравнению с аптамером U2 
и антителами к EGFRvIII.

Результаты проточной цитометрии демон-
стрируют, что выбранные аптамеры U2 и  Gol1 
эффективно окрашивают клетки U87, U87/
EGFRwt, G01/EGFRwt и  G01/EGFRvIII, но 
в разной степени. U2 продемонстрировал более 

высокую специфичность, что позволяет предпо-
ложить либо дополнительную мишень, либо до-
полнительный эпитоп сродства у  дикой формы 
EGFR.

Широко известно, что ингибирование EGFR 
подавляет пролиферацию и  инвазию опухоле-
вых клеток при глиобластоме (Brand et al., 2013; 
Odajima et al., 2005; Peng et al., 2020; Ratushny et 
al., 2009). Было выдвинуто предположение, что 
связывание аптамеров U2 и Gol1 с рецепторами 
EGFRwt и EGFRvIII приведет к ингибированию 
активности рецептора, соответственно, будет 
наблюдаться уменьшение амплификации генов 
молекул его сигнальных путей, таких как PI3K/
Akt, RAS/MAPK, MAPK/CREB, JAK2/STAT, че-
рез которые опосредованы рост, пролиферация 
и выживание клеток глиомы (рис. 4 (б)).

PI3K/Akt-путь, помимо опухолевого роста 
и  ангиогенеза, участвует в  клеточной выжива-
емости (Yu, Cui, 2016). Кроме того, стоит об-
ратить внимание на c-Fos. Например, Linder 
и соавт. в своей работе (Linder et al., 2018) утвер-
ждают, что у  пациентов с  остеосаркомой с  ко-
экспрессией EGFR и  c-Fos снижается общая 
выживаемость. Также доклинические исследо-
вания с  использованием ксенотрансплантатов 
остеосаркомы человека показали, что толь-
ко опухоли, экспрессирующие как EGFR, так 
и c-Fos, реагировали на терапию против EGFR, 
демонстрируя, что c-Fos можно рассматривать 
как новый биомаркер, предсказывающий ответ 
на лечение анти-EGFR у пациентов с остеосар-
комой (Pawson, 2004). Следовательно, когда мы 
говорим о  противоопухолевой терапии, поми-
мо снижения экспрессии генов, опосредующих 
пролиферацию и  рост клеток, ожидается сни-
жение выживаемости клеток, то есть экспрес-
сии генов PI3K/Akt-сигнального пути и  повы-
шение экспрессии гена c-Fos.

Белок JUN в сочетании с белком Fos образу-
ет фактор транскрипции раннего ответа AP‑1, 
который контролирует ряд клеточных процес-
сов, включая дифференцировку, пролиферацию 
и апоптоз (Kappelmann et al., 2014). AP‑1, в свою 
очередь, регулирует транскрипцию циклина D1 
(CCND1) (Shen et al., 2008).

По данным литературы, экспрессия генов 
CCND1 и  CDK4 имеет положительную ассо-
циацию с  уровнем злокачественности опухо-
ли (Fiano et al., 2003; Zhang et al., 2005). В своей 
работе ученые из США утверждают, что гены 
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CCND1 и CDK4 участвуют как непосредственно 
в пролиферации опухолевых клеток, так и в регу-
ляции активности неопухолевых клеток микроо-
кружения, что опосредованно влияет на злокаче-
ственную прогрессию (Ciznadija et al., 2011). При 
этом в другой работе авторы связывают высокую 
экспрессию CCND1 с хорошим прогнозом рака 
молочной железы (Peurala et al., 2013).

В работе Zhou и соавт. говорится о том, что ге-
номное профилирование показывает, что регуля-
торы клеточного цикла изменены в большинстве 
EGFR-амплифицированных опухолей, а  комби-
нация ингибиторов циклинзависимой киназы 
4/6 (CDK4/6) и EGFR предотвращает появление 
резистентности in vitro и in vivo (Zhou et al., 2017). 
При этом почти во всех случаях был отмечен рост 
экспрессии генов молекул, отвечающих за спо-
собность клетки к выживанию (PI3K, Akt).

В  нашей работе при оценке изменения экс-
прессии генов отобранной панели в клетках кон-
трольной культуры U87 и  трансфицированной 
культуры U87wt не было обнаружено статисти-
чески достоверных различий. Под воздействием 
аптамеров U2 и Gol1 в обеих вышеперечислен-
ных культурах наблюдалось снижение экспрес-
сии генов, участвующих в пролиферации и росте 
клеток (HRAS, HRAF, CCND1, CDK4). Как от-
мечалось выше, соотношение экспрессии генов 
CCND1 и  CDK4 имеет положительную ассоци-
ацию со степенью злокачественности опухоли. 
Помимо этого, в  клетках культуры U87wt на-
блюдалось значительное повышение экспрессии 
гена FOS, ассоциированного с  благоприятным 
ответом на EGFR-ассоциированную терапию. 
Но также было зафиксировано повышение экс-
прессии гена AKT3, ассоциированного с  выжи-
ваемостью клеток под воздействием аптамера 
Gol1 в  двух культурах, а  аптамера U2 – в  кон-
трольных клетках культуры U87.

Следовательно, можно сделать вывод, что 
клетки культуры U87 являются не лучшей мо-
делью для оценки воздействия на EGFRvIII, 
поскольку, во‑первых, трансфицированные 
клетки U87vIII продемонстрировали низкую вы-
живаемость, а  во‑вторых, не было обнаружено 
статистически значимых изменений в  экспрес-
сии основных генов сигнальных путей, опосре-
дованных EGFR, между клетками культур U87 
и  U87wt, что позволяет предположить низкий 
вклад мутантной формы рецептора EGFRvIII. 
Известно, что U87 уже стала достаточно одно-
родной за длительное время использования в ис-

следованиях, что сильно отдаляет эту линию от, 
собственно, глиобластомы. Возможно, это одна 
из причин отсутствия результата.

В  предлагаемой нами экспериментальной 
модели первичной клеточной культуры гли-
областомы человека G01 был получен ожидае-
мый эффект. Мы показали, что в трансгенной 
культуре G01wt снижается экспрессия генов 
ARAF, CCND1 и  CDK4, то есть наблюдается 
тенденция к  снижению злокачественности 
опухоли. В трансгенной культуре G01vIII так-
же наблюдается снижение экспрессии генов 
ARAF и CDK4, но при этом не изменяется экс-
прессия гена CCND1; помимо этого, происхо-
дит значительное увеличение экспрессии ге-
нов JUN и FOS, опосредующих пролиферацию 
клеток, и  гена AKT3, опосредующего клеточ-
ную выживаемость.

Аптамер U2 в контрольных клетках G01 уве-
личивает экспрессию генов PI3K, JUN, FOS 
и снижает экспрессию генов CCND1, CDK4, что 
в совокупности говорит о том, что аптамер сни-
жает злокачественность опухоли, но увеличивает 
пролиферативный потенциал клеток и их устой-
чивость. На клетках культуры G01wt данный 
аптамер не демонстрирует влияние на выживае-
мость клеток, но увеличивает экспрессию генов 
HRAS и  FOS, то есть стимулирует пролифера-
цию клеток, также он снижает экспрессию гена 
CDK4, но не влияет на экспрессию гена CCND1, 
вследствие чего мы не можем говорить о  том, 
что аптамер снижает злокачественность кле-
ток данной культуры. На клетках же культуры 
G01vIII аптамер U2 демонстрирует небольшое 
увеличение экспрессии генов JUN и FOS, но на 
экспрессию гена CCND1, которую опосредуют 
упомянутые выше два гена, он не влияет, из чего 
можно сделать вывод, что аптамер U2 не оказы-
вает ощутимого эффекта на клетки, богатые му-
тантной формой рецептора EGFRvIII.

Наибольший интерес представляют резуль-
таты влияния аптамера Gol1 на клетки культуры 
G01, G01wt и  G01vIII. В  клетках G01 и  транс-
фицированных клетках G01wt при воздействии 
Gol1 наблюдается увеличение экспрессии генов, 
отвечающих за выживаемость клеток, то есть 
PI3K и AKT3. В клетках G01vIII воздействие Gol1 
снижает экспрессию этих генов, следовательно, 
потенциально снижает выживаемость клеток, 
которые, как известно из данных литературы, 
наиболее тяжело поддаются терапии. То есть 
аптамер Gol1, возможно, не только стимулиру-
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ет снижение выживаемости плохо поддающихся 
терапии клеток, но и стимулирует выживаемость 
клеток, которые характеризуются активным от-
ветом на EGFR-опосредованную терапию. По-
мимо этого, в клетках культуры G01vIII данный 
аптамер снижает экспрессию генов, опосредую-
щих пролиферацию и рост клеток, а именно ге-
нов JUN, FOS и CCND1. Как правило, клеточные 
агенты, снижающие пролиферацию клеток, сти-
мулируют их выживаемость, в связи с чем можно 
назвать аптамер Gol1 многообещающей молеку-
лой в  дальнейшей анти-EGFRvIII-противоопу-
холевой терапии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Глиобластома является одной из наиболее 
острых проблем современности. С  каждым 
годом наблюдается положительная динами-
ка роста заболеваемости среди населения, при 
этом методы диагностики и  терапии остается 
малоэффективными. Одним из наиболее пер-
спективных направлений для решения данной 
проблемы являются исследования на основе 
аптамеров.

Поскольку гиперэкспрессия EGFR или его 
мутантной формы EGFRvIII опосредует сиг-
нальные пути, приводящие к  пролиферации 
и инвазии опухолевых клеток, а также к повы-
шению их выживаемости, в  своей работе мы 
сосредоточились на аптамерах U2 и Gol1, спец-
ифичных именно к  данным молекулам-мише-
ням.

На основе клеточной модели глиобластомы 
человека с гиперэкспрессией EGFR и EGFRvIII 
мы продемонстрировали специфичность ото-
бранных аптамеров к целевым молекулам. При 
использовании метода апта-иммуноцитохимии 
было показано, что аптамер U2 более специ-
фичен к дикому типу EGFR, а Gol1, напротив, 
к его мутантной форме EGFRvIII. Помимо это-
го, при гиперэкспрессии EGFRvIII аптамер 
Gol1 оказывал подавляющий эффект на экс-
прессию генов, связанных с  пролиферацией 
и  выживаемостью клеток (JUN, FOS, CCND1, 
PI3K и  AKT3), в  то время как аптамер U2 не 
продемонстрировал значимый эффект на клет-
ках in vitro. Результаты исследований позволяют 
нам предположить, что аптамер Gol1 обладает 
терапевтическим и  диагностическим потенци-
алом против опухолевых клеток глиобластомы 
человека, гиперэкспрессирующих рецептор му-
тантного типа EGFRvIII.
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Overexpression of the epidermal growth factor receptor (EGFR) or its mutations mediate signaling pathways leading 
to proliferation, invasion of tumor cells, as well as to an increase in their survival. Despite the success of the clinical 
use of antibodies against EGFR in patients with colorectal cancer and squamous cell carcinoma of the head and neck, 
their low effectiveness in glioblastoma has been shown. Therefore, for the treatment of gliomas, a specific EGFR drug 
is needed, capable of penetrating into the tumor focus in the brain, and having low immunogenicity.
In this work, aptamers – single-stranded DNA oligonucleotides specific to EGFR, U2 and Gol1 are presented as such 
a preparation. In this study, we obtained a cellular model of human glioma with EGFR and EGFRvIII overexpression, 
which showed the specificity of U2 and Gol1 aptamers to these receptors using classical methods, as well as the method 
of aptaimmunocytochemistry. A study of the effect of binding of the Gol1 aptamer to the EGFRvIII receptor on the 
next steps of the signaling pathway showed a change in the expression levels of genes associated with cell proliferation 
and survival (JUN, FOS, CCND1, PI3K and AKT3), while the U2 aptamer did not demonstrate a significant effect on 
cells in vitro.
These results showed that the Gol1 aptamer has therapeutic potential against human glioblastoma tumor cells 
overexpressing the EGFRvIII mutant type receptor.

Keywords: EGFR, EGFRvIII, glioblastoma, aptamer, glioma cell model, aptaimmunocytochemistry

СПЕЦИФИЧНОСТЬ АПТАМЕРОВ U2 И GOL1
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ АНТИ-EGFR АПТАМЕРНОЙ КОНСТРУКЦИИ GR20hh 
ДЛЯ РЕГУЛИРУЕМОЙ ДОСТАВКИ ДОКСОРУБИЦИНА В КЛЕТКИ 
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В данной статье представлено исследование возможности регулируемой доставки доксорубицина (ДОКС) 
в  клетки глиобластомы (ГБ) в  составе нековалентной конструкции с  ДНК-аптамером, специфичным 
к EGFR, путем интеркаляции в искусственно созданный дуплекс. Конструкция представляла собой ранее 
описанный ДНК-аптамер GR20 (46 нуклеотидов), удлиненный на 18 нуклеотидов с 3’-конца (GR20h), кото-
рый гибридизовали с комплементарным ДНК-олигонуклеотидом (h). Сборка дуплекса происходит эффек-
тивно, полученная конструкция GR20hh стабильна при 37 °C, Тпл = 59 °C. В конструкцию интеркалирован 
ДОКС. С помощью метода xCelligence, с оригинальной обработкой данных, обнаружено, что при добавле-
нии в культуру клеток ДОКС, в составе нековалентной конструкции GR20hh-ДОКС, сохраняет цитотокси-
ческие свойства, однако кинетика действия комплекса на клетки ГБ оказалась принципиально отличной от 
действия чистого ДОКСа. Уникальный подход и полученные c его помощью данные открывают возможно-
сти для регулирования цитотоксической активности ДОКС и разработки методов направленного действия 
на клетки-мишени ГБ.

Ключевые слова: доксорубицин, глиобластома, аптамер, таргетная доставка
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ
ДОКС 	 – доксорубицин
ГБ 	 – глиобластома
Ат 	 – антитела
ВЭЖХ 	 – высокоэффективная жидкостная хроматография
EGFR 	 – рецептор эпидермального фактора роста (англ. epidermal growth factor receptor)
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ВВЕДЕНИЕ

Стандартная терапия глиобластомы (ГБ) со-
стоит в хирургическом вмешательстве, облуче-
нии и  химиотерапии, однако эффективность 
последней часто ограничена в  связи с  низкой 
селективностью и высокой токсичностью при-
меняемых противоопухолевых препаратов. 
Регулируемая и  таргетная доставка цитоток-
сического агента к  клеткам опухоли позволя-
ет снизить негативное воздействие на клетки 

нормы, тем самым снижая нежелательные по-
бочные эффекты. Доксорубицин (ДОКС) – из-
вестный представитель антрациклиновых про-
тивоопухолевых терапевтических препаратов, 
который применяется в  медицине (Martins‐
Teixeira et al., 2020). Противоопухолевая актив-
ность антрациклиновых препаратов основана 
на их способности эффективно ингибировать 
синтез нуклеиновых кислот в  клетке, что обу-
словлено рядом механизмов, в том числе интер-
каляцией в  двуцепочечную ДНК клетки и  по-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ  
ИССЛЕДОВАНИЯ

, с. 100–108
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следующим блокированием топоизомеразы II 
(Minotti et al., 2004). Действие ДОКСа не спец-
ифично, поэтому его токсичность для нормаль-
ных клеток высока (Pugazhendhi et al., 2018). 
Возможным решением этой проблемы является 
регуляция активности ДОКСа и  нацеливание 
его на клетки глиобластомы (ГБ) с  помощью 
таргетирующего агента.

В качестве нацеливающего агента традицион-
но используют антитела (Ат). Одним из способов 
селективной доставки ДОКСа является создание 
ковалентных конъюгатов противоопухолево-
го препарата с  векторными молекулами (ADC, 
antibody-drug conjugate), такими как Ат и пепти-
ды (Ai et al., 2018; Akhtar et al., 2022). Однако при 
конъюгации ДОКСа происходит химическая мо-
дификация, что снижает его противоопухолевую 
активность.

Способность ДОКСа интеркалировать 
в двойную спираль ДНК позволяет осуществить 
доставку ДОКСа в клетки с использованием не-
ковалетного комплекса ДОКСа и  двуцепочеч-
ным фрагментом ДНК. Успешное применение 
комплекса ДОКСа с двуцепочечной ДНК, конъ-
югированной с  Ат, для направленной доставки 
ДОКСа было описано (Liu et al., 2019).

В настоящей работе в качестве потенциально-
го таргетирующего агента использовали ДНК-ап-
тамер к рецептору эпидермального фактора роста 
(EGFR) – GR20 (Zavyalova et al., 2020). EGFR 
является значимым молекулярным маркером 
ГБ и,  соответственно, может быть использован 
в  качестве мишени для направленной доставки 
ДОКСа к клеткам ГБ (Horbinski et al., 2021). Кон-
струкцию GR20hh получали путем гибридизации 
олигодезоксирибонуклеотида h с комплементар-
ным ему 3’-концевым одноцепочечным участком 
аптамера GR20h и затем использовали ее для свя-
зывания ДОКСа путем интеркаляции в получен-
ный двуцепочечный участок.

Целью настоящей работы было исследование 
возможности использования конструкции на 
базе аптамера GR20 для доставки токсического 
агента – ДОКСа, в  клетки ГБ. Было необходи-
мо получить ответы на следующие вопросы: как 
собрать нековалентную конструкцию аптамера 
с  дополнительным двутяжевым участком ДНК; 
насколько конструкция стабильна в  клеточных 
тестах; cохраняется ли активность аптамера GR20 
в  конструкции GR20hh; насколько эффективна 
интеркаляция ДОКСа в  двуцепочечный участок 

конструкции; действует ли комплекс GR20hh-
ДОКС на клетки ГБ и  отличается ли кинетика 
действия от кинетики для самого ДОКСа?

МЕТОДИКА

Олигонуклеотиды и  реактивы. Нуклеотид-
ные последовательности ДНК-аптамера GR20, 
ДНК-аптамера GR20h с  3’-концевым одноце-
почечным дополнительным участком и  ком-
плементарного олигонуклеотида h приведены 
в табл. 1.
Таблица 1. Используемые в работе олигонуклеотиды
Table 1. Oligonucleotides used in the research

Шифр Длина, 
нт

Нуклеотидная последовательность, 
5’ – 3’

ah 18 TTGTGTTGGTCCTAAATG
h 18 CATTTAGGACCAACACAA

GR20 46 ACGCACCATTTGTTTAATATGTTTT
TTAATTCCCCTTGTGGTGTGT

GR20h 64
ACGCACCATTTGTTTAATATGTTTT
TTAATTCCCCTTGTGGTGTGTCATT

TAGGACCAACACAA

Получение комплекса аптамера GR20hh или 
дуплекса ahh. Удлиненный аптамер GR20h 
и  комплементарный олигонуклеотид h смеши-
вали в одинаковой концентрации в буфере Tris-
HCl pH = 7.4 с добавлением 50 мМ NaCl, 10 мМ 
KCl, 5 мМ MgCl2 и  преформировали: раствор 
нагревали течение 5 мин при температуре 95 °C, 
после чего медленно охлаждали до комнатной 
температуры. Аналогично дуплекс ahh получали 
смешением двух олигонуклеотидов: ah и  ком-
плементарного ему h.

УФ-спектроскопия. Спектрофотометрические 
кривые плавления образцов олигонуклеотидов 
регистрировали в кювете с длиной оптического 
пути 10  мм с  помощью УФ-спектрофотометра 
Hitachi U‑2900 (Hitachi, Япония), оснащенной 
термоэлектрическим контроллером SPR‑10. 
Данные собирали в  интервале температур от 20 
до 90 °C при длине волны 260 нм. Скорость на-
грева составляла 0.5 °C/мин.

Эксклюзионная ВЭЖХ. Эксклюзионную 
ВЭЖХ проводили на ВЭЖХ-системе Agilent 1200 
(Agilent, Santa Clara, CA, USA) при температуре 
25  °C и  скорости потока 0.5 мл/мин, на хрома-
тографической колонке TSKgel G2000SWXL 
длиной 30  см, диаметр частиц 5 мкм, средний 
диаметр пор 12.5 нм (Tosoh Bioscience, South San 
Francisco, CA, USA). Подвижная фаза состояла 
из калийно-фосфатного буфера (60 мМ KH2PO4 
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и 140 мМ K2HPO4, pH 6.85) и ацетонитрила в со-
отношении 9:1 об/об. Детектировали поглоще-
ние при 260 нм. Калибровку колонки и экспери-
менты проводили, как описано ранее (Zavyalova 
et al., 2019), (Alieva et al., 2019).

Интерферометрия биослоев. Концентрация 
комплекса аптамера biotin-GR20hh в  буфере 
Tris-HCl составляла 2 мкМ. Рекомбинантный 
внеклеточный домен человеческого EGFR ком-
пании Cloud-Clone Corp. (США) растворяли 
в  охлажденном фосфатном буферном растворе, 
концентрация стокового раствора составляла 
0.1 мг/мл. Образцы белка готовили путем после-
довательного разбавления стокового раствора 
в фосфатном буферном растворе до концентра-
ций: 12 нМ, 2.5 нМ, 0.5 нМ, 0.1 нМ. Для реге-
нерации сенсоров использовался 1 М раствор 
этаноламина гидрохлорида pH 8.5, и  на стадии 
отмывки использовали фосфатный буферный 
раствор. Для проведения измерений использо-
вали биосенсоры с иммобилизованным стрепта-
видином, SA (ForteBio, США). Иммобилизацию 
осуществляли за счет использования меченного 
биотином по 5’-концу олигонуклеотида h. Экс-
периментальное исследование выполнялось на 
приборе Sartorius Octet R2 (Германия). Обработ-
ку сенсограмм проводили с  помощью програм-
мы Origin 2021 (OriginLab, США) в соответствии 
с моделью связывания Ленгмюра 1:1.

Флуориметрическое титрование. Спектро-
флуориметрическое титрование проводили на 
приборе Varian Cary BIO 50 UV/VIS/NIR (Agilent 
Technologies Inc., США). Спектры поглощения 
измерялись в  кварцевых кюветах с  длиной оп-
тического пути 1 см. Длина волны возбуждения 
λex – 480 нм; диапазон длин волн испускания λem 
520–750 нм с шагом в 1 нм.

В  буферный раствор Tris-HCl, содержащий 
фиксированную концентрацию ДОКСа (СДОКС 
= 1 мкМ), последовательно добавляли по 1–5 
мкл стокового раствора исследуемого олигону-
клеотида или комплекса олигонуклеотида, рас-
твор перемешивали и  выдерживали в  течение 
минуты для установления равновесия, а  затем 
регистрировали спектр флуоресценции. Изме-
рения повторяли 3 раза. Перед экспериментом 
регистрировали базовую линию флуоресценции 
буферного раствора. Базовая линия автомати-
чески вычиталась программным обеспечением 
прибора. Измеренные спектры флуоресценции 
усредняли, расчеты вели по усредненным дан-
ным.

Получение комплекса GR20hh+ДОКС. К  ох-
лажденному раствору комплекса GR20hh добав-
ляли эквимолярное количество ДОКСа, тща-
тельно перемешивали, выдерживали не менее 
30 мин при комнатной температуре, после чего 
полученный раствор использовали для тестиро-
вания жизнеспособности клеток.

Культивация клеток. Клетки культуры Sus/fP2, 
выделенные из опухолевой ткани глиобластомы 
пациента, для проведения исследования любезно 
предоставлены лабораторией молекулярно-кле-
точной нейрогенетики ФГАУ «НИИ нейрохи-
рургии им. Н. Н. Бурденко» Минздрава России. 
Клетки, используемые в эксперименте, культиви-
ровали в ростовой среде DMEM/F12 с пируватом 
натрия с  добавлением 10% эмбриональной те-
лячьей сыворотки, 1% раствора HEPES для под-
держания pH, 1% GlutaMAX и  1% антибиотика 
стрептомицина в среде 5% СО2 при 37оС.

Исследование выживаемости клеток. Исследо-
вание жизнеспособности проводили с помощью 
клеточного анализатора xCelligence S16 (Agilent 
Technologies, США). Исходный уровень сопро-
тивления измеряли, поместив в прибор планшет 
с  заполненными средой лунками. Клетки Sus/
fP2 рассевали на лунки по 7000 в объеме 200 мкл. 
Далее планшет помещали в  анализатор и  реги-
стрировали сопротивление лунок планшета. Че-
рез 24 ч регистрацию останавливали, к клеткам 
добавляли исследуемые вещества: ДОКС в кон-
центрациях 1 мкМ и 0.05 мкМ, комплекс ДОК-
Са с аптамером GR20hh–ДОКС в концентрации 
1 мкМ (соотношение аптамер:ДОКС в комплек-
се – 1:1), в  контрольные лунки вносили анало-
гичный объем фосфатно-солевого буфера, после 
чего возвращали планшет в прибор, и в режиме 
реального времени регистрировали сопротивле-
ние в  лунках еще в  течение 100 ч. Полученные 
данные обрабатывали с помощью ПО Origin 2021 
(OriginLab, США). Полученные кривые выжи-
ваемости сглаживали, затем дифференцировали 
по времени для получения графиков изменения 
скорости роста/гибели клеток.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Спектрофотометрический анализ плавления 
олигонуклеотидов при 260 нм использовали для 
верификации образования дуплексов ДНК. На 
кривых плавления дуплекса в  18 пар нуклеоти-
дов ahh наблюдается перегиб (рис.  1 (а)), соот-
ветствующий плавлению дуплекса. Обнаружить 
образование двуцепочечных участков в структу-
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ре исходного аптамера GR20 с  помощью плав-
ления затруднительно (рис. 1 (б)). Кривая плав-
ления нековалентной конструкции GR20hh 
соответствовала суперпозиции кривых плавле-
ния отдельных элементов – аптамера GR20 и ду-
плексного модуля (рис. 1 (в)) с Тпл = 59 °C.

Прямое доказательство образования кон-
струкции GR20hh получали с  помощью ориги-
нального варианта метода эксклюзионной ВЭЖХ 
(Zavyalova et al., 2019; Alieva et al., 2019). При 
проведении ВЭЖХ для конструкции GR20hh на 
хроматограмме наблюдается единственный пик, 
смещенный в область более низких времен удер-
живания относительно пика исходного аптамера 
GR20 и  удлиненного варианта аптамера GR20h 
(рис. 2(а)).

Кинетику взаимодействия иммобилизован-
ного GR20h с  рекомбинантным внеклеточным 
доменом рецептора EGFR изучали методом 
интерферометрии биослоев. Комплементар-
ный олигонуклеотид h с биотиновой меткой на 
5’-конце иммобилизовали на поверхность стреп-
тавидинового сенсора и добавляли GR20h, что-
бы собрать конструкцию GR20hh (рис. 2 (б, в)).

За включением ДОКСа в двуцепочечный уча-
сток конструкции GR20hh наблюдали при туше-
нии флуоресценции ДОКСа. Спектры флуорес-
ценции, полученные в ходе титрования ДОКСа 
исходным аптамером GR20 и  конструкцией 
GR20hh, приведены на рис. 3 (а, б). ДОКС обла-
дает максимумом эмиссии флуоресценции при 
длине волны 590 нм, при добавлении аптамера 
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Рис. 1. Спектрофотометрическое плавление двуцепочечного дуплекса ahh (а), аптамера GR20 (б) и конструкции 
удлиненного аптамера GR20h c комплементарным олигонуклеотидом h (в). На каждом графике приведены соб-
ственно кривые плавления при 260 нм и их дифференциальный вид (снизу).
Fig. 1. Spectrophotometric melting of the double-stranded duplex ahh (а), the GR20 aptamer (б), and the construct of the 
extended GR20h aptamer hybridized with complementary oligonucleotide h (в). Each graph shows the melting curves at 260 
nm and their differential appearance (bottom).

Рис. 2. Хроматограммы разделения аптамера GR20 (красная), его удлиненного варианта GR20h (голубая) и неко-
валентной конструкции GR20hh (зеленая) (а). Сенсограммы связывания иммобилизованной конструкции GR20hh 
с рекомбинантным внеклеточным доменом белка EGFR (б). Схема образования ДНК-белкового комплекса, иллю-
стрирующего предыдущий пункт (в).
Fig. 2. Сhromatogramm of the GR20 aptamer (red line), its extended variant GR20h (blue line), and the construction 
of the extended GR20h aptamer hybridized with its complementary oligonucleotide h (green line) (а) – Sensogramms of 
binding of the construction GR20hh with the recombinant EGFR protein (б). Scheme of interaction of immobilized aptamer 
construction GR20hh with protein EGFR (в).
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или конструкции наблюдалось снижение интен-
сивности максимума флуоресценции.

Значения максимумов флуоресценции при 
590 нм пересчитывали в  относительные значе-
ния связанного ДОКСа, принимая значение 
максимума флуоресценции для чистого ДОКСа 
за единицу, наносили на график зависимости от-
носительной интенсивности флуоресценции от 
соотношения концентрации аптамера и ДОКСа 
в растворе (рис. 3 (в)). Согласно графикам, уже 
при соотношении 0.5:1 GR20hh по отношению 
к ДОКСу значение падения флуоресценции вы-
ходит на плато.

Для 1 мкМ концентрации исходного аптаме-
ра GR20 и ДОКСа около 75% ДОКСа интерка-

лировано, в  то время как конструкция GR20hh 
связывает в комплекс 95% ДОКСа. Именно эту 
концентрацию использовали для тестирования 
регулируемой доставки ДОКСа в клетки ГБ.

Изучение эффективности доставки 
ДОКСа в  составе конструкции GR20hh в  клет-
ки ГБ проводили с использованием уникального 
современного метода xCelligence – определения 
жизнеспособности клеток по изменению прово-
димости подложки адгезивных клеток. Так как 
метод измерения клеточного индекса xCelligence 
еще достаточно новый, то универсальный под-
ход, позволяющий интерпретировать получае-
мые данные в полном объеме, еще не разработан. 
Программное обеспечение прибора, предостав-
ленное производителем, позволяет рассчитывать 
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Рис. 3. Спектры эмиссии флуоресценции раствора ДОКСа (СДОКС = 1 мкМ) при добавлении GR20 (a) и конструк-
ции GR20hh (б). Зависимость интенсивности максимума флуоресценции ДОКСа от соотношения концентраций 
олигонуклеотида и ДОКСа (в).
Fig. 3. Fluorescence emission spectra of DOX (СDOX = 1 µМ) solution upon addition of the GR20 (а) and GR20hh construction 
(б). Dependence of the intensity of the DOX fluorescence maximum on the ratio of the concentrations of the oligonucleotide 
and DOX (в).

Рис. 4. Изменение клеточного индекса для клеток перевиваемой клеточной культуры ГБ Sus/fP2 при воздействии 
ДОКСа в концентрациях 0.05 мкМ и 1 мкМ (голубая и синяя линии) и ДОКСа, интеркалированного в конструк-
цию GR20hh (оранжевая линия); интактные клетки Sus/fP2 без обработки (серая линия). Данные в стандартном 
представлении (а), данные в виде оригинальных дифференциальных кривых, отражающих скорость роста/гибели 
клеток (б).
Fig. 4. Cellular index alteration for cells of the continuous GB cell culture Sus/fP2 when cells were exposed to DOX at 
concentrations of 0.05 μM and 1 μM (blue and blue lines) and DOX intercalated into the GR20hh complex (orange line): 
intact Sus/fP2 cells without exposure (gray line). Data in classical representation (а) and the same data in differentiated form, 
representing the rate of cell growth/death (б).

ИВАНОВ и др.
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временной показатель удвоения популяции кле-
ток и отражает итог воздействия в целом только 
для конкретного рассматриваемого промежутка 
времени.

Предлагаемый нами новый подход анализа 
дифференциальных кривых клеточного индекса 
позволяет перейти к рассмотрению процесса ци-
тотоксического воздействия в  динамике. Диф-
ференцирование кривых клеточного индекса 
позволяет получить новые параметры для опи-
сания пролиферативных процессов – скорости 
роста или гибели клеток (рис. 4).

Внесение образцов препаратов в клеточный 
адгезионный слой в  приборе изменяет адге-
зию клеток, поэтому обсчет данных проводили 
начиная с  30 ч ведения эксперимента, после 
того как состояние клеток стабилизировалось. 
Кривые выживаемости клеток, полученные 
для ДОКСа в контрольной концентрации 0.05 
мкМ (остаточная концентрация ДОКСа, не 
связанного с  конструкцией), существенно не 
отличаются от кривых, полученных для бу-
ферного раствора. В  обоих случаях значения 
производной клеточного индекса оставались 
положительными, что говорит об отсутствии 
токсичности. Добавление к  клеткам ДОК-
Са в  рабочей концентрации 1 мкМ приводит 
к  полной гибели клеток в  течение двух суток 
после его добавления, при этом значение про-
изводной клеточного индекса падало ниже 
нуля уже через 8 ч после добавления ДОКСа 
(на 32-й ч эксперимента) и на протяжении все-
го эксперимента оставалось отрицательным, 
что говорит о  гибели клеток. Минимум зна-
чения производной клеточного индекса на-
блюдался через 23 ч после добавления ДОКСа. 
Затем скорость гибели клеток постепенно сни-
жалась. Добавление ДОКСа, интеркалирован-

ного в  конструкцию GR20hh, также приводит 
к  гибели клеток, однако производная клеточ-
ного индекса опускается ниже нуля только че-
рез 25 ч (против 8 ч) после добавления интер-
калированного ДОКСа, а  минимум значения 
производной был достигнут только через 46 ч 
после добавления (против 23 ч). Это говорит 
об отложенном действии ДОКСа, интеркали-
рованного в конструкцию.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Образование нековалентной конструкции, 
состоящей из удлиненной версии аптамера 
GR20h и  его комплемента h, анализировали 
с помощью оригинального метода эксклюзион-
ной ВЭЖХ, образование дуплекса происходит 
с  количественным выходом. Тпл конструкции 
GR20hh составляла 59 °C, что значительно пре-
восходит температурные диапазоны его приме-
нения в биомедицинских исследованиях.

С  помощью метода интерферометрии био-
слоев было показано, что конструкция GR20hh 
способна связываться с мишенью исходного ап-
тамера GR20 – с  рецептором EGFR без потери 
аффинности в наномолярном диапазоне.

Эффективность интеркаляции ДОКСа в дву-
цепочечный участок конструкции GR20hh опре-
деляли с помощью флуоресцентного титрования. 
ДОКС интеркалирует между комплементарны-
ми парами азотистых оснований (Pérez-Arnaiz 
et al., 2014). Возможные вторичные структуры 
аптамера GR20 и  конструкции GR20hh приве-
дены на рис. 5 (Zavyalova et al., 2020). В предпо-
лагаемой структуре аптамера GR20 имеется два 
двутяжевых участка с  суммарной длиной в  11 
нуклеотидов, в  то время как дополнительный 
двутяжевой участок имеет длину 18 нуклеоти-

Рис. 5. Возможная вторичная структура аптамера GR20 (а) и конструкции GR20hh (б).
Fig. 5. Possible secondary structure of aptamer GR20 (a) and GR20hh construction (б).

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ АНТИ-EGFR АПТАМЕРНОЙ КОНСТРУКЦИИ
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дов. Увеличение кривизны кривой связывания 
для GR20hh говорит о том, что дополнительный 
двутяжевой участок обеспечивает основное, бо-
лее эффективное связывание ДОКСа, при этом 
концентрация свободного ДОКСа не превыша-
ла 5% от исходной. Различие в  эффективности 
связывания ДОКСа с аптамером GR20 и с кон-
струкцией GR20hh обусловлено разным количе-
ством центров связывания и  разной природой. 
Таким образом, за счет формирования дополни-
тельного дуплекса в нековалентной конструкции 
GR20hh удалось увеличить эффективность свя-
зывания ДОКСа.

Впервые для измерения непрерывной ки-
нетики цитотоксического действия ДОКСа на 
клетки использован метод измерения электри-
ческой проводимости адгезионной культуры 
клеток – xCelligence в реальном времени.

Впервые предложен метод обсчета данных, 
который позволяет оценивать результат выжи-
ваемости клеток не в конкретной точке, по до-
стижении какого-то конкретного момента вре-
мени, а  в  динамике, в  реальном времени – на 
всем протяжении времени проведения экспе-
римента. Оригинальный разработанный метод 
применили для обсчета результатов экспери-
ментов по изучению цитотоксического воздей-
ствия ДОКСа, интеркалированного в конструк-
цию GR20hh, на перевиваемую культуру клеток 
ГБ человека Sus/fP2.

Клетки перевиваемой культуры ГБ человека 
Sus/fP2 по-разному реагируют на действие сво-
бодного ДОКСа и комплекса GR20hh-ДОКС.

При добавлении 1 мкМ ДОКСа к клеткам на-
блюдается продолжение роста клеточного ин-
декса в течение 8 ч (рис. 4 (б)). Затем значение 
производной клеточного индекса становится от-
рицательным, что отражает начало гибели кле-
ток. Затем скорость гибели клеток увеличивает-
ся, что можно объяснить накоплением ДОКСа 
в  клетках. Через 23 ч после добавления ДОКСа 
наблюдается снижение скорости гибели клеток, 
что, скорее, связано с уменьшением общего ко-
личества живых клеток.

При добавлении комплекса GR20hh-ДОКС 
в  течение 25 ч наблюдается постепенное за-
медление роста клеток, после чего клеточный 
индекс начинает уменьшаться. Концентрация 
ДОКСа 5% от исходной не является цитотоксич-
ной, жизнеспособность клеток не изменяется. 

Отсюда следует, что при добавлении к  клеткам 
нековалентного комплекса GR20hh-ДОКС мы 
наблюдаем действие именно ДОКСа, интерка-
лированного в  конструкцию, а  не остаточного 
свободного ДОКСа вне конструкции.

Если ДОКС в  низкой концентрации прак-
тически не токсичен, то при добавлении ДОК-
Са в концентрации 1 мкМ наблюдается гибель 
клеток. ДОКС в  составе комплекса GR20hh-
ДОКС сохраняет активность, уже через двое 
суток воздействия клетки практически полно-
стью погибают (рис. 4). Однако характер дей-
ствия комплекса GR20hh-ДОКС на клетки ГБ 
Sus/fP2 оказался принципиально отличным 
от действия свободного ДОКСа: предложен-
ный нами метод обсчета данных xCelligence 
позволил выявить временной лаг в  действии 
комплекса относительно действия свободно-
го ДОКСа. Такое поведение комплекса объ-
яснимо, если предположить иной механизм 
проникновения в клетки ГБ Sus/fP2 комплек-
са GR20hh-ДОКС, по сравнению с  чистым 
ДОКСом. Таким образом, показана возмож-
ность изменять кинетику цитотоксического 
действия ДОКСа на клетки ГБ. Приводит ли 
это к  изменению механизма гибели клеток 
и  уменьшению общей токсичности ДОКСа, 
еще предстоит выяснить.

ВЫВОДЫ

В данной работе впервые создана и охарак-
теризована система для регулируемой доставки 
противоопухолевого цитотоксического аген-
та – ДОКСа, которая представляет собой апта-
мер к опухолевому биомаркеру EGFR – GR20 
c дополнительным двуцепочечным участком 
для более эффективного связывания ДОК-
Са. Действие комплекса GR20hh-ДОКС было 
протестировано на опухолевых клетках пе-
ревиваемой культуры глиобластомы Sus/fP2, 
полученной из постоперационного образца 
опухоли пациента. Тестирование проводили 
методом измерения жизнеспособности кле-
ток по проводимости поверхности, на кото-
рой растут прикрепленные клетки, на приборе 
xCelligence. В свободном виде ДОКС начинает 
действовать на клетки Sus/fP2 сразу, прони-
кая через мембрану опухолевых клеток путем 
свободной диффузии. Цитотоксическое дей-
ствие ДОКСа в  комплексе с  нековалентной 
конструкцией сохраняется, однако кинетика 
действия свободного ДОКСа и ДОКСа, интер-
калированного в  конструкцию GR20hh, раз-
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личается кардинально: наблюдается запазды-
вание действия комплекса GR20hh-ДОКС на 
жизнеспособность клеток. Детально механизм 
попадания ДОКСа в комплексе с нековалент-
ной конструкцией в  клетку не исследовался. 
Можно предположить, что различие в кинети-
ке происходит вследствие ряда причин: иной 
мехнизм проникновения конструкции в  клет-
ку, медленное высвобождение конструкции из 
эндосом и  медленное высвобождение ДОКСа 
из конструкции.

В настоящей работе показано сохранение ток-
сичности доксорубицина, интеркалированного 
в  двойную спираль ДНК. Полученные данные 
служат основой для создания других нековалент-
ных конструкций. Например, для направленно-
го токсического действия на определенный тип 
клеток-мишеней за счет дизайна узнающего 
участка аптамерной конструкции.

Предложенный новый подход для диф-
ференцирования и  интерпретации данных 
xCelligence позволяет изучать кинетику действия 
многих токсических агентов на адгезионные 
культуры клеток.
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ANTI-EGFR APTAMERIC CONSTRUCT GR20HH FOR CONTROLLABLE 
DELIVERY OF DOXORUBICIN INTO GLIOBLASTOMA CELLS
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This publication describes research on a possibility of controllable delivery of doxorubicin (DOX) into glioblastoma 
(GB) cells, being inside non-covalent construct with anti-EGFR DNA aptamer by intercalating into artificially 
created duplex. The construct has been made with previously described DNA aptamer GR20 (46 nucleotides), with 
3’-end 18 nucleotides extension (GR20h), which was hybridized with the complementary DNA oligonucleotides (h).
The duplex assembly is effective, the construct GR20hh is stable at 37 ºС, Tm = 59 ºС. DOX is intercalated into the 
construct. By applying xCelligence Real-Time Cell Analysis (RTCA) combined with self-created data processing, it 
has been shown that during a treatment of cell culture DOX, inside the non-covalent construct GR20hh – DOX, saves 
cytotoxic ability, though a kinetics of toxic action of the complex on GB cells is completely different from the kinetics 
of DOX along.
The unique approach and the data are the bases for a development of both a regulation and a targeting of DOX cytotoxic 
activity toward specific GB cells.

Keywords: doxorubicin, glioblastoma, aptamer, targeted delivery
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Глиобластома остается неизлечимой формой опухоли головного мозга. Существующие методы терапии 
способны только незначительно продлить жизнь пациентов с таким диагнозом. Поэтому необходимо ис-
кать новые подходы и разрабатывать новые способы терапии глиобластомы. В данной работе мы описываем 
принцип воздействия на опухолевые клетки глиобластомы, заключающийся в направленном ингибирова-
нии пролиферации L1CAM-позитивных клеток с помощью аптамеров. L1CAM принято считать маркером 
опухолевых стволовых клеток глиомы, наличие которых в опухоли может отвечать за резистентность к те-
рапии. В  результате работы из панели аптамеров к  L1CAM был отобран аптамер yly12, для которого был 
продемонстрирован антипролиферативный эффект, более выраженный на клетках глиобластомы человека 
с повышенной экспрессией L1CAM. Таким образом, оказываемое воздействие может решить вопрос устой-
чивости клеток глиобластомы и  предотвратить рецидивирование опухоли за счет влияния на опухолевые 
стволовые клетки глиомы.

Ключевые слова: глиобластома, опухолевые стволовые клетки глиомы, пролиферация, L1CAM, аптамеры
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ВВЕДЕНИЕ

Глиобластома – это самая распространенная 
и  агрессивная форма опухоли головного моз-
га, относящаяся к  глиомам IV Grade. Согласно 
статистике, процент выживаемости пациентов 
с этим диагнозом составляет около 42.5% (Caru-
so et al., 2017; Louis et al., 2021; Ostrom et al., 2021; 
Stoyanov et al., 2022). На настоящий момент вы-
сокой выживаемостью считается 36 месяцев 
с  момента первого хирургического вмешатель-
ства и проведения лучевой и химиотерапии для 
предотвращения возможных рецидивов заболе-
вания. Процент пациентов, проживших более 
36 месяцев, в среднем составляет примерно 15%, 
больных, проживших более 5  лет, – 6,8% (Louis 
et al., 2021; Stoyanov et al., 2022). Согласно ста-
тистике, в среднем на 100 тыс. человек каждый 
год выявляют примерно 3–5 человек с  данным 
диагнозом (Caruso et al., 2017; Louis et al., 2021).

Одной из причин устойчивости клеток глио
бластомы к существующим видам терапии может 

считаться наличие популяции опухолевых ство-
ловых клеток глиомы (ОСКГ), составляющих, 
по разным данным, 1–5% опухолевой массы 
(Biserova et al., 2021). Эти клетки обладают спо-
собностью к самообновлению (Aum et al., 2014; 
Li et al., 2009) и  продуцированию прогенитор-
ных клеток опухоли (Biserova et al., 2021). ОСКГ 
характеризуются наличием таких маркеров, как 
CD133, CD44, L1CAM, Nestin, и  очевидно, что 
это не конечный их список (Tang et al., 2021). 
Также стоит отметить такие особенности ОСКГ, 
как склонность к инвазии, устойчивость к лекар-
ственным препаратам и лучевой терапии. Иссле-
дователи отмечают, что ОСКГ обладают общими 
молекулярным маркерами и  функциональным 
сходством с  обычными стволовыми клетками 
(Pesenti et al., 2019).

На сегодняшний день нет точной характери-
стики ОСКГ, поэтому можно сделать предполо-
жение о  существовании различных популяций 
ОСКГ, характеризующихся более выраженным 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ  
ИССЛЕДОВАНИЯ
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наличием одного или нескольких маркеров. 
В  данной работе основное внимание уделяется 
маркеру L1CAM как мишени для воздействия на 
ОСКГ, для которых характерна экспрессия этого 
маркера.

L1CAM представляет собой поверхностный 
маркер, отвечающий за клеточную адгезию, а 
также связанный с процессами выживания, ми-
грации нервных клеток и разрастанием их аксо-
нов (Maness, Schachner, 2007). Высокий уровень 
экспрессии L1CAM обычно связан с худшим 
прогнозом и более неблагоприятным исходом у 
пациентов (Giordano, Cavallaro, 2020; Wachowiak 
et al., 2018). Клетки, экспрессирующие L1CAM, 
могут проявлять повышенную инвазивность и 
метастатические свойства. Интересно отметить, 
что высокий уровень экспрессии L1CAM часто 
наблюдается в клетках, которые также экспрес-
сируют CD133, также предположительно свя-
занный со стволовостью (Bao et al., 2009).

Молекула L1 (L1CAM) является молекулой 
клеточной адгезии и  представляет собой гли-
копротеин, присутствующий в  клеточной мем-
бране и имеющий массу от 200 до 220 кДа. В ее 
полноразмерной форме, известной как L1CAM-
FL (FL), она содержит длинный эктодомен, со-
стоящий из шести иммуноглобулиноподобных 
(Ig) доменов, за которыми следуют пять повто-
ров фибронектина III типа. Кроме того, L1CAM 
содержит один трансмембранный домен и отно-
сительно короткий, но высококонсервативный 
цитоплазматический домен (Herron и др., 2009). 
У  человека L1CAM кодируется геном L1CAM, 
расположенном на длинном плече Х-хромосомы 
(Xq28; chrX: 153,861,514–153,886,173 (GRCh38/
hg38)), и включает в себя 29 экзонных областей 
(база данных PubMed Gene). На настоящий мо-
мент, помимо основной формы белка, обнаруже-
ны еще 2 изоформы, получающиеся в результате 
альтернативного сплайсинга, в  которых отсут-
ствуют экзоны 2 или 27 (Yunusova et al., 2019).

Помимо мембранной локализации, обнару-
живается еще цитоплазматическая локализа-
ция L1CAM, где эта молекула отвечает за вза-
имодействие с  другими белками и  участвует 
в  различных клеточных процессах, таких как 
сигнальные пути и регуляция клеточной актив-
ности (Guo et al., 2017; Maten et al., 2019; Raveh 
et al., 2009).

Роль L1CAM во множестве биологических 
процессов клетки, в  том числе в  росте нейро-

нов, фасцикуляции, клеточной адгезии, мигра-
ции клеток, миелинизации и выживании клеток, 
указывает на его участие в  активации сигналь-
ных путей, отвечающих за реализацию данных 
процессов. L1CAM может активировать важные 
сигнальные пути в  опухолевых стволовых клет-
ках глиобластомы, включая PI3K/Akt/mTOR, 
Wnt/β-катенин и  Notch (Almeida Magalhães de 
et al., 2020; Cheriyamundath, Ben-Ze’ev, 2020; 
Jhanwar-Uniyal et al., 2015).

В  сигнальном пути PI3K/Akt/mTOR, кото-
рый важен для клеточного роста и  выживаемо-
сти, L1CAM активирует фосфоинозитид‑3-ки-
назу (PI3K), что приводит к фосфорилированию 
белка Akt и активации молекулярного комплекса 
mTOR. То есть активированный L1CAM способ-
ствует выживаемости и пролиферации опухоле-
вых стволовых клеток глиобластомы (Jhanwar-
Uniyal et al., 2015).

Сигнальный путь Wnt/β-катенин играет важ-
ную роль в регуляции клеточной пролиферации 
и  дифференцировки. L1CAM может взаимо-
действовать с участниками этого пути, включая 
фосфопротеин γ-катенин, и  активировать сиг-
нальные механизмы, связанные с β-катенином. 
Активация этого пути влияет на судьбу опухоле-
вых стволовых клеток глиобластомы и  их спо-
собность продуцировать прогениторные клетки 
опухоли разной дифференцировочной специа-
лизации (Cheriyamundath, Ben-Ze’ev, 2020).

Также L1CAM может связываться с рецепто-
рами Notch и влиять на активацию сигнального 
пути Notch. Активированный Notch регулирует 
различные клеточные процессы, включая про-
лиферацию и выживаемость клеток, в том числе 
клеток глиобластомы (Almeida Magalhães de et 
al., 2020).

В  данной работе мы акцентируем внимание 
на молекуле L1CAM как маркере ОСКГ глио
бластомы человека и ее взаимосвязи с пролифе-
ративным потенциалом этих клеток.

Аптамеры, которые являются аналогами ан-
тител, представляют собой структурированные 
короткие одноцепочечные олигонуклеоти-
ды на основе молекул ДНК или РНК с  опти-
мальной длиной 30–40 нуклеотидов, которые 
специфично связываются со своими молеку-
лами-мишенями. Они являются перспектив-
ным инструментом для диагностики и терапии 
различных патологий, в  том числе опухолей. 

КОЛЕСНИКОВА и др.
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По сравнению с  антителами аптамеры име-
ют некоторые преимущества: процесс их по-
лучения более простой и  менее дорогостоя-
щий, аптамеры не обладают иммуногенностью 
и токсичностью (Bouchard et al., 2010). Синтез 
аптамеров осуществляется с  помощью техно-
логии SELEX (Systematic Evolution of Ligands 
by EXponential enrichment), благодаря которо-
му в процессе позитивной, а затем негативной 
селекции происходит постепенный отбор ап-
тамеров с  наибольшим сродством к  мишени. 
На сегодняшний день разработано множество 
вариаций этой технологии, выбор осуществля-
ется исходя из задач исследования и  возмож-
ностей метода (Sharma et al., 2017).

В нашей работе в качестве блокаторов актив-
ности L1CAM были использованы аптамеры, 
исследованные Wang L. et al. (Wang et al., 2018). 
Для аптамеров ylQ3, yly12 и yly10 была доказана 
мишень L1CAM, и экспериментально было до-
казано их ингибирующее действие на процес-
сы роста нейронов. Аптамеры yly11 и yly4 были 
сконструированы на базе приведенных выше ап-
тамеров (Kelly et al., 2021; Zhou et al., 2019).

В  ходе исследований из панели аптамеров 
был выбран аптамер, показавший наилучший 
антипролиферативный эффект и  не обладаю-
щий цитотоксическими свойствами. В  работе 
продемонстрирована разница в  ответе L1CAM-
обогащенных и L1CAM-обедненных клеток гли-
областомы человека в  ответ на воздействие ап-
тамером. Полученные результаты подтверждают 
значимость молекулы L1CAM в  жизнедеятель-
ности клеток глиобластомы и  открывают пер-
спективы для дальнейшего использования ан-
типролиферативного подхода с использованием 
аптамеров в терапии экспрессирующих L1CAM 
опухолей.

МЕТОДИКА

Клеточные культуры G01 и Sus\fP2
Клеточные культуры G01 и Sus\fP2 выращи-

вали в  среде DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified 
Eagle Medium/Nutrient Mixture F‑12) (Gibco, 
Великобритания) с  добавлением 10% бычьей 
сыворотки (FBS) (Fetal Bovine Serum) и 1% глу-
тамина (ПанЭко, Россия). Культуры содержали 
в СО2-инкубаторе при 37 °C.

Иммуномагнитная сепарация

Для удаления конгломератов клетки в  ко-
личестве 1*10^7 пропускали через фильтр с  ди-
аметром 40 микрон, после чего клетки центри-
фугировали при 1000 об/мин в  течение 10 мин. 
Для проведения разделения клеток по маркеру 
L1CAM использовали набор L1CAM MicroBead 
Kit (Miltenyi Biotec, США). Мечение и разделе-
ние клеток на колонке проводили согласно про-
токолу.

Полученные фракции L1CAM+ и  L1CAM– 
центрифугировали при 1000 об/мин в течение 10 
мин. После центрифугирования клетки подсчи-
тывали и высаживали в культуральные флаконы.
Культивирование клеточных культур в присутствии 

L1CAM- специфичных аптамеров

В качестве подавляющих клеточную про-
лиферацию агентов были выбраны аптамеры 
yly4, yly10, yly11, yly12, ylQ3 (GenTerra, Россия) 
(табл. 1).

Аптамер преформировали перед его введени-
ем в среду культивирования клеточной культуры 
глиобластомы человека. Преформация проводи-
лась при 95  °C в течение 5 мин с последующим 
охлаждением при комнатной температуре в  те-
чение 1 ч. В  работе использовались аптамеры 
в концентрациях 37.5 и 10 мкМ.

Таблица 1. Список используемых в работе ДНК-аптамеров
Table 1. List of DNA aptamers used in the work

Название 
аптамера

Длина аптамера 
(нукл.) Последовательность

ylQ3 85 AAGGAGCAGCGTGGAGGATAGGGGGTAGCTCGGTCGTGTTTTTGGGTTGT
TTGGTGGGTCTTCTGTTAGGGTGTGTCGTCGTGGT

yly4 57 TGGAGGATAGGGGGTAGCTCGGTCGTGTTTTTGGGTTGTTTGGTGGGTCT
TCTGTTA

yly10 54 TGGAGGATAGGGGGTAGCTCGGTCGTGTTTTTGGGTTGTTTGGTGGGTCT
TCTG

yly11 54 AGGATAGGGGGTAGCTCGGTCGTGTTTTTGGGTTGTTTGGTGGGTCTTCT
GTTA

yly12 51 AGGATAGGGGGTAGCTCGGTCGTGTTTTTGGGTTGTTTGGTGGGTCTTCTG
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МТS-тест

Для оценки влияния исследуемых аптаме-
ров на пролиферацию клеток глиобластомы 
G01 и  Sus\fP2 использовали MTS-тест. Клетки 
высаживали из расчета 1000 клеток на лунку на 
96-луночные плашки (Corning, США). Культуры 
глиобластом человека вели на среде DMEM/F12 
(Gibco, США) с  добавлением 10% FBS (Gibco, 
США) и  L-глутамина (ПанЭко, Россия) при 
37 оС во влажной атмосфере с 5% СО2. При по-
становке МТS-теста производили смену среды 
и из расчета 1:10 к 100 мкл свежей среды добав-
ляли 10 мкл реагента MTS. Клетки инкубирова-
ли в течение 2 ч во влажной атмосфере с 5% СО2. 
Для определения оптической плотности исполь-
зовали анализатор SPECTROstar Nano при дли-
не волны 495 нм с  использованием программы 
MARS. В качестве контроля использовали клет-
ки без добавления аптамера.

Аптоцитохимическое окрашивание клеток  
аптамерами и антителами

Иммунофлуоресцентное окрашивание кле-
точных культур глиобластом человека прово-
дили для детекции связывания исследуемого 
аптамера с целевой молекулой-мишенью. Клет-
ки в  количестве 20 000 высевали на покров-
ные стекла для культуральных планшетов (SPL 
Lifesciences, Корея), вложенные в  4-луночный 
планшет, и на следующий день в среду добавля-
ли аптамеры, меченные флуоресцентной меткой 
в  необходимой концентрации. Инкубирование 
культур производили в  термостате при 37  оС 
и 5% СО2 в течение 3 ч. Затем производили от-
мывку культур от среды с  использованием рас-
твора фосфатно-солевого буфера (PBS) (рН 7.3) 
и дальнейшую фиксацию клеток с помощью па-
раформальдегида в течение 20 мин при темпера-
туре +4 оС. После чего производили трехкратную 
5-минутную отмывку в PBS.

Далее клетки инкубировали в растворе первич-
ных антител кролика против L1CAM (разведение 
1:100, PA5–85876, Invitrogen, США) с добавлени-
ем 0.3% Triton X‑100 (Sigma, США). После инку-
бации при комнатной температуре в течение 1 ч 
клетки трижды промывали в PBS в течение 5 мин. 
Затем проводилась инкубация клеток с  вторич-
ными ослиными анти-кроличьими антителами, 
конъюгированными с  флуоресцентным краси-
телем Alexa Fluor 594 (Jackson ImmunoResearch, 
США), в  PBS с  0.3% Triton X‑100. Инкубацию 
производили в темноте при комнатной темпера-
туре в течение 1 ч. После этого клетки 3 раза по 
5 мин промывали в растворе PBS.

Для окраски клеточных ядер использовали 
раствор бисбензимида Hoechst 33342 (Sigma-
Aldrich, Германия), который добавляли к  клет-
кам глиобластомы на 5 мин, и далее промывали 
в растворе PBS в течение 5 мин. Клетки фикси-
ровали с использованием среды на основе поли-
винилового спирта Mowiol 4–88 (Sigma-Aldrich, 
Германия). Оценку флуоресцентной окраски 
проводили с помощью лазерного сканирующего 
конфокального микроскопа Carl Zeiss LSM 900.

Иммуноцитохимическое окрашивание клеточных 
культур глиобластом человека

Клетки высаживали на покровные стекла для 
культуральных планшетов (SPL Lifesciences, Ко-
рея) в количестве 2*10^4 с добавлением 350 мкл 
среды DMEM/F12 (Gibco, Великобритания). 
Инкубацию проводили в  течение 10 суток, при 
этом исследуемый аптамер вносили каждые три 
дня. По истечении времени эксперимента сре-
ду удаляли, клетки промывали в  PBS (pH  7.3) 
(Gibco, Великобритания). Клетки фиксировали 
добавлением 500 мкл 4%-го параформальдегида 
и выдерживали при температуре +4 °C в течение 
20 мин. После этого клетки снова промывали 
в PBS трижды по 5 мин.

После отмывки клетки окрашивали первичны-
ми антителами в пяти различных комбинациях:
1) �кроличьи антитела против L1CAM (титр 1:100, 

PA5–85876, Invitrogen, США) + мышиные ан-
титела против CD133/1 (титр 1:50, W6B3C1, 
MiltenyiBiotec, США);

2) �кроличьи антитела против L1CAM (титр 1:100, 
PA5–85876, Invitrogen, США) + мышиные ан-
титела против CD44 (титр 1:100, FNab01483, 
FineTest, Китай);

3) �кроличьи антитела против ki67 (титр 1:100, 
ab15580, Abcam, Великобритания) + мыши-
ные антитела против L1CAM (титр 1:100, 
ab24345, Abcam, Великобритания);

4) �козлиные антитела против Nestin (титр 1:25, 
sc‑21248, Santa Cruz Biotechnology, США) + 
кроличьи антитела против Sox2 (титр 1:100, 
ab97959, Abcam, Великобритания).

Инкубацию проводили в  течение 1 ч при 
комнатной температуре. После инкубации 
с  первичными антителами клетки отмывали 
трижды в PBS в течение 5 мин. Далее клетки ин-
кубировали с  вторичными ослиными антитела-
ми к  IgG кролика, конъюгированными с  флуо-
ресцентным красителем Alexa Fluor 488 (Jackson 
ImmunoResearch, США) и  ослиными антите-
лами к  IgG мыши и  козла, конъюгированными 
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с  флуоресцентным красителем Alexa Fluor 594 
(Jackson ImmunoResearch, США) в соотношении 
1:50 в PBS с добавлением 0.3% Triton X‑100. Ин-
кубацию производили в темном месте в течение 
1 ч. По истечении времени инкубации клетки 
промывали раствором PBS3 раза по 5 мин. Для 
визуализации клеточных ядер клетки инкубиро-
вали в растворе бисбензимида (разведение 1:500, 
Hoechst 33342, Sigma) в  течение 5 мин. Затем 
клетки трижды отмывали в PBS в течение 5 мин. 
Клетки фиксировали с  использованием среды 
на основе поливинилового спирта Mowiol 4–88 
(Sigma-Aldrich, Germany). Оценку флуоресцент-
ной окраски проводили с  помощью лазерного 
сканирующего конфокального микроскопа Carl 
Zeiss серии LSM 900.

ПЦР-РВ

Оценку экспрессии маркеров стволовости 
CD133, CD44, Nestin, L1CAM, Sox2 и  GFAP по-
сле воздействия аптамера проводили при помо-
щи метода ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) 
на клеточных культурах глиобластомы человека 
G01 L1CAM⁺ и G01 L1CAM⁻. В качестве контро-
ля использовали клеточные культуры без дей-
ствия аптамера.

Для выделения тотальной РНК с  помощью 
RNAzol® RT использовали протокол RNAzol® 
RT RNA Isolation Reagent User Manual (MRC, 
США). Для синтеза кДНК применяли обрат-
ную транскриптазу MMLV (MMLV RT kit, Ев-
роген) и  рандомный N10 праймер (Евроген) 
в  соответствии с  протоколом производителя. 
Реакцию проводили с  помощью амплификато-
ра LightCycler 96 (Roche, Швейцария) и  набора 
5X qPCRmix-HS SYBR (Евроген, Россия).

Для проведения ПЦР-РВ были использова-
ны специфические праймеры, перечисленные 
в табл. 2. Праймеры подбирали с использовани-

ем программы Primer-Blast (NCBI). В  качестве 
генов «домашнего хозяйства» были выбраны 
GAPDH и HPRT.

Исследование проводили с  использованием 
следующих температурных условий: нагрев смеси 
при 95 °C 5 мин, далее денатурация ДНК при 94 °C 
20 сек, отжиг праймеров при 60 °C 12 сек и элонга-
ция при 72 °C 15 сек. Количество циклов 41.

Для анализа полученных данных использова-
ли программное обеспечение CFX96, поставля-
емое с прибором LightCycler® 96 SW 1.1 (Roche, 
Швейцария). Для каждого образца выполняли 
3 повтора.

Статистическая обработка

Статистическую обработку проводили с  ис-
пользованием программы GraphPad Prism 9. По-
лученные данные представлены в виде means ± 
SD. Для анализа использовали метод ANOVA, 
статистически значимые различия показаны 
с помощью астериксов, * – p < 0.05, ** – p < 0.01, 
*** – p < 0.001, **** – p < 0.0001.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Подбор клеточных культур глиобластом челове-
ка с различной экспрессией L1CAM и определение 
рабочей концентрации аптамеров, специфичных 

к L1CAM

С помощью ПЦР-РВ в  пяти культурах гли-
областом человека (IV Grade) была исследована 
экспрессия L1CAM, и  на основе полученных 
данных были выбраны две культуры, с  высо-
кой и  низкой экспрессией этого маркера. Из 
рис.  1  (а) видно, что наибольшей экспрессией 
L1CAM обладает культура глиобластомы чело-
века G01. В  качестве культуры сравнения была 
выбрана культура глиобластомы человека Sus\
fP2 с низкой экспрессией целевого гена.

Таблица 2. Панель праймеров для ПЦР-РВ
Table 2. Panel of primers for RT-qPCR

Исследуемые гены Нуклеотидная последовательность прямых 
праймеров, 5̕ – 3̕

Нуклеотидная последовательность обратных 
праймеров, 5̕ – 3̕

CD133 TGGATGCAGAACTTGACAACGT ATACCTGCTACGACAGTCGTGGT
CD44 CCCCAGCAACCCTACTGATG GCCTCTTGGTTGCTGTCTCA
Nestin TTGCCTGCTACCCTTGAGAC GGGCTCTGATCTCTGCATCTAC

L1CAM CATGTGATGGAGCCACCTGT CCCAGCTCTTCCTTGGGTTT
Sox2 GCTCGCAGACCTACATGAAC GGGAGGAAGAGGTAACCACA

GFAP GCACGCAGTATGAGGCAATG TAGTCGTTGGCTTCGTGC TT
HPRT TGAGGATTTGGAAAGGGTGT GAGCACACAGAGGGCTACAA

GAPDH AGATCCCTCCAAAATCAAGTGG GGCAGAGATGATGACCCTTTT
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Для изучения влияния аптамеров на уро-
вень пролиферативной активности клеточ-
ных культур глиобластомы были выбраны 
две концентрации аптамеров: 10 и  37.5 мкМ. 
Оценка пролиферативной активности прово-
дилась с  использованием метода MTS-теста 
(рис.  2  (а)). Для клеток культуры G01 не на-
блюдалось статистически значимого снижения 
пролиферации. В  случае с  культурой Sus\fP2 
антипролиферативный эффект был выражен 
у аптамеров yly4, yly10 и yly11 в концентрации 
10 мкМ (рис. 2 (б)).

На основании этих результатов для даль-
нейших исследований была выбрана концен-
трация 10 мкМ, которая показала выраженный 
антипролиферативный эффект на культуре 
Sus\fP2.
Анализ влияния L1CAM–специфичных аптамеров на 

пролиферативный потенциал G01 L1CAM+ и G01 
L1CAM⁻ культур клеток глиобластомы

Для проверки специфичности аптамеров, 
которые должны оказывать действие, связыва-
ясь с  целевой молекулой L1CAM, проводилось 
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Рис. 1. Экспрессия L1CAM в культурах клеток глиобластомы и аптоцитохимическое окрашивание культур клеток 
G01 L1CAM+ и G01 L1CAM- антителами против L1CAM и меченым аптамером yly12-FAM. (а) – уровни экспрес-
сии гена L1CAM в клеточных культурах глиобластомы человека G01, Sus\fP2, Bl, Sh\fP3, Rozh. Данные представле-
ны в виде mean ± SD; n = 3 для каждой группы. Статистически значимые различия показаны с помощью астериксов 
(One-Way ANOVA, post-hoc Tukey HSD Test, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001, **** – p < 0.0001). (б) – Аптоцитохими-
ческое окрашивание клеток глиобластомы человека G01 L1CAM+ и G01 L1CAM- аптамером yly12-FAM (зеленое 
свечение) и антителами против L1CAM (красное свечение). Ядра клеток окрашивали раствором бисбензимида 
(Hoechst 33342) – синее свечение.
Fig. 1. Expression of L1CAM in glioblastoma cell cultures and aptocytochemical staining of G01 L1CAM+ and G01 L1CAM- 
cells with anti-L1CAM antibodies and labeled yly12-FAM aptamer. (а) – Levels of L1CAM expression in human glioblastoma 
cell cultures G01, Sus\fP2, Bl, Sh\fP3, Rozh. Data are represented as mean ± SD. n = 3 for each group. Statistically significant 
differences between the control and the treatment groups are indicated by asterisks (One-Way ANOVA, post-hoc Tukey HSD 
Test, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001, **** – p < 0.0001). (б) – Aptocytochemical staining of human glioblastoma cells G01 
L1CAM+ and G01 L1CAM- with yly12-FAM aptamer (green), and anti-L1CAM antibodies (red). Nuclei are stained with 
Hoechst 33342 (blue).
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исследование на обогащенных и  обедненных 
по L1CAM клетках культуры глиобластомы че-
ловека G01. Аптамеры в концентрации 10 мкМ 
добавлялись на следующие сутки после высева 
клеток, на 10-й день эксперимента проводился 
MTS-тест.

Как видно из рис.  2 (в), при однократном 
добавлении аптамеров в  концентрации 10 мкМ 
на культуре G01 L1CAM+ не наблюдалось зна-
чительного снижения пролиферативной актив-
ности клеток, за исключением аптамера yly11. 
Культура клеток G01 L1CAM– оказалась менее 
устойчивой к  воздействию аптамерами, значи-
мое снижение пролиферации наблюдалось при 
действии аптамерами yly11, yly12 и ylQ3.

Чтобы проверить, будет ли усиление антипроли-
феративного эффекта для клеток G01 L1CAM+ по-
сле многократного добавления аптамеров, был вы-
бран интервал добавления аптамеров раз в три дня.

Снижение пролиферации в G01 L1CAM⁺ от-
мечалось при действии всех исследуемых апта-
меров (рис. 2 (г)). При этом аптамер ylQ3 оказал 
антипролиферативный эффект при действии на 
культуру G01 L1CAM⁻, что указывает на его не-
специфичность, следовательно, он является не-
подходящим для дальнейшего исследования.

Для дальнейшей работы был выбран аптамер 
yly12, значительно снижающий пролиферацию 
клеток G01 L1CAM⁺.
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Рис. 2. Результаты MTS-теста при однократном и трехкратном добавлении аптамеров к L1CAM к клеткам гли-
областомы человека. МTS-тест на 10-й день после добавления к клеткам глиобластомы (а) – G01, (б) – Sus\fP2 
аптамеров к L1CAM yly4, yly10, yly11, yly12, ylQ3 в концентрациях 10 и 37.5 мкМ. МTS-тест на 10-й день после до-
бавления аптамеров к L1CAM yly4, yly10, yly11, yly12, ylQ3 в концентрации 10 мкМ к клеткам G01 L1CAM+ и G01 
L1CAM- (в) однократно и (г) каждые три дня. Данные представлены в виде mean ± SD; n = 3 для каждой группы. 
Статистически значимые различия показаны с помощью астериксов (Two-Way ANOVA, post-hoc Bonferroni test, 
** – p < 0.01, *** – p < 0.001, **** – p < 0.0001).
Fig. 2. Results of the MTS assay for single and triple addition of aptamers to L1CAM to human glioblastoma cells. MTS-assays 
on the 10th day after exposure to L1CAM aptamers yly4, yly10, yly11, yly12, ylQ3 to glioblastoma cells (а) – G01, (б) – Sus\
fP2 in concentrations 10 mcM and 37.5 mcM. MTS-assays on the 10th day after exposure to L1CAM aptamers yly4, yly10, 
yly11, yly12, ylQ3 in concentration 10 mcM to glioblastoma cells G01 L1CAM+ and G01 L1CAM- (в) once and (г) every 
three days. Data are represented as mean ± SD. n = 3 for each group. Statistically significant differences between the control 
and the treatment groups are indicated by asterisks (Two-Way ANOVA, post-hoc Bonferroni Test, ** – p < 0.01, *** – p < 
0.001, **** p < 0.0001).
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Оценка связывания аптамера yly12 с целевой 
молекулой-мишенью L1CAM

Аптоцитохимический анализ локализации 
в клетке аптамера yly12-FAM, связанного с флу-
оресцентной меткой, проводился на клеточных 
культурах глиобластомы человека, обогащенных 
(G01 L1CAM⁺) и обедненных (G01 L1CAM⁻) по 
целевому маркеру. В  качестве подтверждения 
связывания аптамера именно с L1CAM исполь-
зовался иммуноцитохимический анализ с  при-
менением антител против L1CAM (титр 1:100, 
PA5–85876, Invitrogen, США).

Показано, что клеточная культура G01 
L1CAM⁻ обладает низким сигналом красной 
флуоресценции, детектируемой в основном в об-
ласти ядра, характерной для экспрессии L1CAM, 
что подтверждает отсутствие данной молекулы 
на поверхности и ее преимущественную локали-
зацию в нуклеоплазме (рис. 1 (б)). На изображе-
нии слева, в опыте с G01 L1CAM⁺, наблюдается 
высокий уровень сигнала для L1CAM, в основ-
ном располагающегося в  области цитоплазмы 
и  по периметру клетки на мембране опухоле-
вых клеток (рис.  1 (б)). Данный результат под-
тверждает специфичность yly12 к белку-мишени 
L1CAM.

Иммуноцитохимический анализ влияния  
L1CAM-специфичного аптамера yly12 на экспрессию 

маркеров стволовости клеток глиобластомы 
человека

Был проведен иммуноцитохимический ана-
лиз клеточных культур глиобластомы человека 
G01 с  высокой экспрессией L1CAM и  Sus\fP2 
с  низкой экспрессией L1CAM после воздей-
ствия аптамера yly12. Разработчики yly12 по-
казали, что yly12 специфически связывается 
с  L1CAM, что мы также подтвердили в  своих 
экспериментах (Wang et al., 2018). Было обна-
ружено, что при воздействии yly12 на клетки 
G01 обнаруживается снижение экспрессии на 
уровне белка L1CAM с  одновременным сни-
жением CD133, что может говорить о влиянии 
на клетки, имеющие общие маркеры стволо-
вости L1CAM и  CD133 (рис.  3 (а)). При этом 
при воздействии yly12 на клетки Sus\fP2 (где 
незначительна экспрессия L1CAM) обнаружи-
вается представленность CD133 в  клетках, что 
подтверждает тот факт, что yly12 не ингиби-
рует экспрессию CD133 в  отсутствие L1CAM 
(рис.  3  (а)). Для подтверждения этого предпо-
ложения мы проанализировали воздействие ап-
тамера yly12 на G01 L1CAM⁺ и G01 L1CAM⁻, где 
подтвердили предположение (рис. 3 (а)). В G01 

L1CAM⁺ после добавления аптамера yly12 экс-
прессия CD133 резко снижалась до отсутствия 
визуализации, тогда как в  G01 L1CAM⁻ после 
введения yly12 в небольшом количестве присут-
ствовали клетки CD133-позитивные (рис. 3 (а)).

При анализе других маркеров стволовости 
в  клетках G01 и  Sus\fP2 было обнаружено, что 
в  обеих культурах после добавления аптаме-
ра yly12 снижается экспрессия Sox2 и  Nestin 
(рис.  3  (а)). При этом мы обратили внимание, 
что в клетках G01, обладающих высокой проли-
феративной активностью и  высокой представ-
ленностью L1CAM, Nestin-позитивных клеток 
существенно меньше, чем в  клеточной культу-
ре Sus/fP2. После воздействия аптамера yly12 
Nestin-позитивных клеток мы не обнаруживали 
ни в  одной культуре (рис.  3 (а)). Что касается 
маркера CD44, то мы обнаружили существенное 
снижение его представленности в  клетках Sus\
fP2 и  незначительное снижение в  клетках G01 
воздействия yly12 (рис. 3 (а)).

При разделении G01 на две культуры – G01 
L1CAM⁺ и  G01 L1CAM⁻ – было показано, что 
после введения в  культуры аптамера yly12 сни-
жалась экспрессия Sox2 (рис. 3 (а)). Что касает-
ся Nestin-позитивных клеток, то до воздействия 
мы обнаруживали их только в  клеточной куль-
туре G01 L1CAM⁺, но не в  G01 L1CAM-, а  по-
сле использования аптамера экспрессия Nestin 
не наблюдалась ни в  G01 L1CAM⁺, ни в  G01 
L1CAM⁻ (рис. 3 (а)). Данный результат сопоста-
вим с результатом на неразделенных клеточных 
культурах G01 и Sus/fP2.

Кроме того, после воздействия аптамера yly12 
наблюдается падение ki67 – маркера пролифера-
тивной активности опухолевой клетки в культу-
ре G01 L1CAM⁺, при этом в  G01 L1CAM⁻ этот 
показатель не меняется (рис. 3 (а)).

Оценка уровня экспрессии маркерных генов 
стволовости на уровне РНК в культурах G01 L1CAM⁺ 

и G01 L1CAM⁻ после воздействия аптамера yly12

В  целях сравнения стволовых характеристик 
в  культурах G01 L1CAM⁺ и  G01 L1CAM⁻ по-
сле воздействия yly12 проводили анализ экс-
прессии генов, ассоциированных со стволово-
стью, CD133, L1CAM, CD44, Nestin, Sox2 и GFAP 
с  помощью ПЦР-РВ. Анализ экспрессии генов 
на уровне мРНК проводили на 10-й день после 
воздействия аптамера yly12. В качестве контроля 
использовали клетки, инкубированные в тех же 
условиях без использования yly12.
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При анализе данных, полученных в  резуль-
тате ПЦР-РВ для клеточной культуры G01 
L1CAM⁺, приведенных на рис. 3 (б), отмечается 
значимое снижение экспрессии гена CD44 по-
сле воздействия аптамером yly12. В то же время 
после действия yly12 в  культуре G01 L1CAM- 
наблюдалось повышение экспрессии гена CD44 
(рис. 3 (б)).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Глиобластома как одна из наиболее агрес-
сивных и  сложных форм опухоли продолжает 
представлять серьезную медицинскую пробле-

му с  ограниченными возможностями лечения. 
Традиционные методы, такие как хирургиче-
ское удаление, химиотерапия и  радиотерапия, 
оказывают временный эффект и  не способны 
не только обеспечить полное излечение паци-
ентов, но и  увеличить их продолжительность 
жизни (Rong et al., 2022). В связи с этим иссле-
дование глиобластомы и поиск новых подходов 
к ее лечению становятся особенно актуальными. 
Один из перспективных подходов – использова-
ние ДНК-аналогов антител – аптамеров. В дан-
ном исследовании использовали ряд аптамеров, 
специфичных к молекуле L1CAM, которая игра-
ет важную роль в  функционировании клеток 
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Рис. 3. Иммуноцитохимическое окрашивание клеток глиобластомы G01, Sus\fP2, G01 L1CAM⁺ и G01 L1CAM⁻ и 
ПЦР-анализ клеток глиобластомы G01 L1CAM⁺ и G01 L1CAM⁻ после воздействия аптамером к L1CAM yly12. (а) – 
иммуноцитохимическое окрашивание клеток G01, Sus\fP2, G01 L1CAM⁺ и G01 L1CAM⁻ после воздействия ап-
тамером yly12 на маркеры стволовости CD133, L1CAM, CD44, Nestin, Sox2 и маркер пролиферирующих клеток 
ki67. Зел – зеленое свечение, кр – красное свечение. Ядра клеток окрашивали раствором бисбензимида (Hoechst 
33342) – синее свечение. (б) – ПЦР-РВ генов, ассоциированных со стволовостью CD133, L1CAM, CD44, Nestin, 
Sox2 и GFAP, в культурах клеток G01 L1CAM⁺ и G01 L1CAM⁻ после воздействия аптамером yly12. Статистически 
значимые различия показаны с помощью астериксов (Two-Way ANOVA, post-hoc Bonferroni test, * – p < 0.05, **** – 
p < 0.0001).
Fig. 3. Immunocytochemical staining of glioblastoma cells G01, Sus\fP2, G01 L1CAM⁺ and G01 L1CAM⁻ and PCR analysis of 
glioblastoma cells G01 L1CAM⁺ and G01 L1CAM⁻ after exposure to the aptamer to L1CAM yly12. (а) –Immunocytochemical 
staining of G01, Sus\fP2, G01 L1CAM⁺ and G01 L1CAM⁻ cells after exposure to yly12 aptamer on stem cell markers CD133, 
L1CAM, CD44, Nestin, Sox2 and proliferation marker ki67. Зел – green, кр – red. Nuclei are stained with Hoechst 33342 
(blue). (б) – Real-time quantitative PCR associated with stemness CD133, L1CAM, CD44, Nestin, Sox2 and GFAP, in 
cell cultures G01 L1CAM⁺ and G01 L1CAM⁻ after exposure to yly12 aptamer. Statistically significant differences between 
the control and the treatment groups are indicated by asterisks (Two-Way ANOVA, post-hoc Bonferroni Test, * – p < 0.05, 
**** – p < 0.0001).
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глиобластомы (Wachowiak et al., 2018). L1CAM 
считается одним из маркеров опухолевых ство-
ловых клеток глиобластомы (ОСКГ) (Terraneo et 
al., 2020), предполагается, что данный мембран-
ный белок участвует в поддержании выживания 
этих клеток (Bao et al., 2009). Кроме того, из-
вестно, что L1CAM активирует NBS1, который 
является участником комплекса NBS1/hMre11/
Rad50, необходимого для репарации двухцепо-
чечных разрывов ДНК (Cheng et al., 2011).

Таким образом, L1CAM является особен-
но привлекательной мишенью для разработки 
новых подходов к  терапии глиобластомы, по-
средством воздействия на ОСКГ (Cheng et al., 
2011). Однако мы обнаружили, что клеточные 
культуры глиобластом человека имеют доста-
точно различную экспрессию L1CAM. Поэтому 
для работы мы выбрали две клеточные культуры 
глиобластомы человека – G01 и Sus\fP2, – кото-
рые имели высокую и  низкую экспрессию гена 
L1CAM соответственно (рис. 1 (а)). Важно было 
понять, насколько существенно влияет специ-
фичный к L1CAM аптамер на экспрессию мар-
керов, характерных для ОСКГ. Мы отметили, 
что однократное добавление всех анализируе-
мых аптамеров к  L1CAM показало низковыра-
женный эффект на клеточной культуре G01, что 
заставило нас предположить, что для перехода 
в  «восприимчивое» состояние клеткам необхо-
димо более длительное воздействие, поскольку 
на переключение сигнальных путей может тре-
боваться больше времени. Поэтому в  дальней-
шем использовали добавление аптамеров каж-
дые три дня в течение 10 дней эксперимента. Для 
точности исследований из клеточной культуры 
G01 были получены обедненная (G01 L1CAM–) 
и  обогащенная (G01 L1CAM+) по L1CAM кле-
точные культуры, на которых была подтвержде-
на эффективность трехкратного воздействия 
аптамеров. Кроме того, было показано, что 
наибольшим антипролиферативным эффектом 
обладает yly12 (рис.  2 (г)). В  ходе исследования 
из всех аптамеров, специфично блокирующих 
L1CAM, был выбран yly12, так как именно этот 
аптамер показал наилучший дозозависимый ан-
типролиферативный эффект на обеих клеточных 
культурах глиобластом при использовании двух 
концентраций – 10 и 37.5 мкМ.

Иммуноцитохимическое окрашивание клеток 
G01 L1CAM⁻ и  G01 L1CAM⁺, предварительно 
меченных специфичным к  L1CAM аптамером, 
антителами против L1CAM показало, что в клет-
ках глиобластомы G01 L1CAM⁻ L1CAM встреча-

ется в единичных клетках в области ядра, а в G01 
L1CAM⁺ высоко представлен на поверхности кле-
ток (рис. 1 (б)). При этом yly12 проявляет аффин-
ность к L1CAM глиобластомы человека, а также 
способен не только взаимодействовать с  мем-
бранной формой L1CAM, но и проникать внутрь 
клетки и  взаимодействовать с  ядерной формой 
L1CAM, оказывать антипролиферативное дей-
ствие путем ингибирования L1CAM, что под-
тверждается результатами MTS-тестов (рис. (2)). 
Очень интересна ядерная локализация L1CAM. 
По этому поводу крайне мало сообщений, но в ра-
боте F. Angiolini показана цитоплазматическая 
форма L1CAM, которую авторы назвали L1-ΔTM, 
характерная именно для опухолевых стволовых 
клеток. Авторами показано, что L1-ΔTM полу-
чается посредством NOVA2-опосредованного 
альтернативного сплайсинга. L1-ΔTM проявля-
ет проангиогенную активность и  активируется 
в опухолевых сосудах, что может иметь большое 
клиническое значение (Angiolini et al., 2019). Дан-
ное наблюдение не является целью наших иссле-
дований, но может служить объяснениями ряда 
наших результатов.

Мы показали, что при воздействии на клеточ-
ную культуру G01 с высокой экспрессией L1CAM 
аптамером yly12 наблюдается падение экспрес-
сии некоторых белков, характерных для ОСКГ, 
таких как CD133, CD44, Sox2, Nestin (иммуно-
цитохимический анализ). При этом в низко-экс-
прессирующей L1CAM клеточной культуре Sus/
fP2 воздействие yly12 стимулировало понижение 
экспрессии CD44, Sox2, Nestin, но не влияло на 
представленность CD133 в  небольшом количе-
стве клеток. Для более подробного исследования 
феномена одновременного падения экспрессии 
маркеров L1CAM и  CD133 в  культуре клеток 
G01 и падения экспрессии маркера L1CAM без 
изменения экспрессии CD133 в культуре клеток 
Sus\fP2 после воздействия аптамера yly12 мы ре-
шили проанализировать этот эффект на культу-
рах клеток G01 L1CAM⁻ и G01 L1CAM⁺.

Полученный результат совпал с  результатом 
на G01 и  Sus\fP2. Было обнаружено, что в  G01 
L1CAM⁺ после воздействия yly12 падает экс-
прессия L1CAM и  CD133, в  то время как в  G01 
L1CAM⁻ при падении экспрессии L1CAM экс-
прессия CD133 возрастает (рис.  3 (а)). Вероятно, 
в случае G01 L1CAM⁺ мы имеем дело с нормаль-
ной молекулой L1CAM, взаимодействие с  кото-
рой влияет на представленность CD133 в клетках. 
А в случае G01 L1CAM–, вероятно, мы имеем дело 
с растворимой формой L1-ΔTM, которая никак не 
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связана с каскадами, управляющими CD133. Дан-
ный результат очень интересен для дальнейших 
исследований разных типов опухолевых стволо-
вых клеток глиобластомы. Кроме того, для даль-
нейших исследований важен тот факт, что из всех 
аптамеров, специфичных к  L1CAM, только yly12 
специфичен к любой форме этого белка, что пока-
зывает его универсальность и предпочтительность. 
Кроме того, мы обнаружили, что при воздействии 
аптамера yly12 на клеточные культуры Sus\fP2 
и  G01 падает экспрессия другого белка, связан-
ного с  опухолевыми столовыми клетками глиоб-
ластомы, – Sox2. Причем подобное падение Sox2 
характерно не только для обеих культур, но и для 
G01 L1CAM⁺ и G01 L1CAM–, что говорит о том, 
что ингибирование молекулы L1CAM при помо-
щи аптамера yly12 оказывает влияние на процессы 
клеточного самообновления. Это дает основания 
предположить, что L1CAM играет важную роль 
в сигнальном пути Wnt/β-катенин.

Мы обратили внимание, что в опухолевых клет-
ках крайне плохо представлен маркер нейральных 
стволовых клеток Nestin. Так, его практически 
нет в клеточной культуре с высокой экспрессией 
L1CAM G01 и очень мало в низко-экспрессиру-
ющей L1CAM Sus\fP2; воздействие на клеточные 
культуры аптамером либо снижает эту экспрес-
сию, либо блокирует вовсе (как это видно в куль-
туре G01 L1CAM–) (рис. 3 (а)).

В  обеих культурах глиобластом человека – 
G01 и  Sus\fP2 – аптамер yly12 снижал экспрес-
сию CD44. Такой эффект может свидетель-
ствовать о  большом количестве определенных 
ОСКГ, обладающих высокой степенью адгезии. 
Считается, что данный ген связан с процессами 
стволовости и пролиферации и высоко экспрес-
сируется в ОСКГ (Mesrati et al., 2021; Morath et 
al., 2016). Результат подтверждается и  на куль-
турах G01 L1CAM⁺ и  G01 L1CAM– (рис.  3 (б)). 
Таким образом, можно заключить, что аптамер 
yly12 оказывает влияние на процессы, происхо-
дящие в  стволовых клетках, и  может изменять 
экспрессию Sox2, CD44, Nestin, CD133. При 
этом разная представленность маркеров стволо-
вых клеток и изменение экспрессии этих марке-
ров в ответ на добавление аптамеров, специфич-
ных к L1CAM, позволяют изучать в дальнейшем 
разные типы ОСКГ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В  целом, данное исследование подтверждает 
антипролиферативный эффект аптамера yly12, 

что особенно выражено на клетках с повышен-
ной экспрессией L1CAM. Эти результаты могут 
иметь важное значение для разработки новых 
подходов к  лечению глиобластомы и  преодоле-
ния ее лекарственной резистентности.
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ANTIPROLIFERATIVE EFFECT OF L1CAM-SPECIFIC APTAMERS  
IN HUMAN GLIOBLASTOMA CELL CULTURES
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Glioblastoma remains an uncurable form of brain tumor. Existing methods of therapy allows to insignificantly prolong 
patient’s lifespan with this diagnosis. Thus, it is necessary to search for new approaches and develop new principals of 
glioblastoma therapy. In this paper, we describe the principle of impact on glioblastoma tumor cells, which consists in 
targeted inhibition of the proliferation of L1CAM-positive cells using aptamers. L1CAM is considered to be a marker 
of tumor glioma stem cells, the presence of which in a tumor may be responsible for resistance to therapy. As a result 
of the work, the yly12 aptamer was selected from a panel of aptamers for L1CAM and its antiproliferative effect was 
shown, which was more pronounced on human glioblastoma cells with increased expression of L1CAM. Thus, the 
effect can solve the problem of glioblastoma cell resistance and prevent tumor recurrence by influencing cancer glioma 
stem cells.

Keywords: glioblastoma, cancer glioma stem cells, proliferation, L1CAM, aptamer
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мендуется вводить в аннотацию нестандартные аб-
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и руководствуясь какими правилами утвердил прото-
колы работы с животными, наличие оснований для 
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EEG a. Clin. Neurophysiol. 1963. 24: 219–225.

Roger D.  Operant control of evoked potentials. Self-
regulation of the Brain and Behavior. Ed. Elbert T.H. 

Berlin: Springer-Verlag, 1984. 180–195 pp.
Если статья была опубликована в нашем журнале, 

а затем переведена и опубликована в «Neuroscience 
and Behavioral Physiology», цитировать ее следует по 
первой публикации в «Журнале высшей нервной дея-
тельности им. И.П.Павлова».

Цитировать Журнал высшей нервной деятельно-
сти в статьях на английском языке нужно следующим 
образом: 

Zh. Vyssh. Nerv. Deiat. 2000. V.50. № 3. P. 25–30. 
Важные требования
1) не менее 50% цитируемой в статье литературы 

должно быть новой, то есть опубликованной за 5 по-
следние лет (за исключением особых случаев, согла-
сованных с редакцией); 2) самоцитирование (ссылки 
на работы авторов и соавторов статьи) не должно пре-
вышать 15%.

4. Таблицы
Таблицы следует приводить в тех случаях, когда 

данные не могут быть приведены в тексте. Каждая 
таблица оформляется на отдельной cтpанице и имеет 
cвой заголовок. Заголовок таблицы дается на русском 
и английском языках. Колонки в таблице должны 
быть озаглавлены. Необxодимо cтpемитьcя к макcи-
мальной кpаткоcти заголовков колонок. Повтоpение 
одниx и теx же данныx в текcте, в таблицаx или  на 
pиcункаx не допуcкаетcя. Таблицы принимаются 
только в формате Word (doc, docx).

5. Иллюстрации
Форматы файлов: tif, jpg.
Рисунок должен обладать высоким реальным раз-

решением: не ниже 300 dpi для полутоновых иллю-
страций; не ниже 600 dpi для штриховых и смешан-
ных (полутоновых/штриховых) иллюстраций. Линии 
рисунков должны быть толщиной не менее 3 пунктов 
(point). Следует избегать чрезмерно мелких обозначе-
ний (букв, цифр, значков и т.д.).

Рисунки даются  в виде отдельных графических 
файлов. Название каждого файла должно содержать 
порядковый номер рисунка в настоящей статье (на-
пример: «1_Схема.tif»).

В тексте статьи, на полях должно быть указано, 
где именно следует поместить рисунок. На рисунках 
рекомендуется размер букв и цифр 9 пунктов, шрифт 
Arial. 

Рисунки не должны содержать подрисуночные 
подписи.

Подрисуночные подписи (максимально краткие) 
даются на русском и английском языках на отдельных 
листах и должны содержать информацию обо всех ри-
сунках, на которые есть ссылки в статье: номер рисун-
ка (в порядке упоминания в тексте), его название, все 
надписи, расположенные на рисунке, а также расшиф-
ровку всех обозначений, использованных на рисунке.

Цветные иллюстрации публикуются бесплатно 
для авторов в том случае, если они будут размещены 
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только в электронной версии статьи, а в печатной 
версии журнала они будут в черно-белом исполне-
нии. При этом авторы должны иметь в виду, что в пе-
чатной версии с черно-белыми рисунками сохранят-
ся подрисуночные подписи из цветной электронной 
версии, поэтому следует избегать указаний на цвет в 
подрисуночных подписях. Авторам необходимо под-
бирать цвета таким образом, чтобы при черно-белой 
печати не утратилась информативность. Цветные 
линии графиков желательно размечать обозначения-
ми, цифрами или спецсимволами или делать разли-
чающиеся типы линий для каждого цвета. Цветные 
области на иллюстрациях желательно размечать раз-
личающимися обозначениями или спецсимволами, 
а не одинаковыми символами разных цветов. Если 
цветовое разделение областей находится примерно в 
одном цветовом тоне, то желательно провести тон-
кую линию границы между ними. При большом ко-
личестве цветных областей в схожих цветовых тонах 
желательно дополнительно обозначить области сим-
волами или штриховкой. Все надписи и обозначения 
желательно делать не цветными, а черными или бе-
лыми, в зависимости от цвета подложки.

Подготовленные рисунки желательно распечатать 
и убедиться, что они хорошо выглядят в напечатан-
ном виде. Все элементы рисунка должны быть хоро-
шо видны на распечатке, фон должен быть чистым, 
надписи и цифры должны быть четкими. 

Если рисунок был опубликован ранее, необходи-
мо письменное разрешение от владельца права на его 
публикацию.

6. Формулы
Формулы должны быть оформлены только 

в MathType.

7. Дополнительные материалы
Ссылка на наличие дополнительных материа-

лов при их наличии.  Дополнительные материалы 
публикуются только в электронной версии журна-
ла на сайте журнала https://jvnd.ru/supplemental-
materials/

Подробнее с правилами оформления можно озна-
комиться на сайте журнала https://jvnd.ru/index.php. 
Статьи, оформленные не по правилам, не рассматри-
ваются.
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