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русной нагрузкой и слабой силы – с продолжительностью
заболевания. Имеется тенденция к более высоким показа�
телям уровня галектина�3 при длительном течении ХГС в
сравнении с ранними сроками его развития, при этом до�
стоверно выше средний уровень галектина�3 у пациентов
с минимальным фиброзом печени (F

0
–F

1
) по сравнению

с продвинутыми стадиями, что позволяет предположить его
важное значение в пусковых и инициальных механизмах
фиброгенеза.

Ключевые слова: хронический гепатит С, галектин�3,
фиброз печени.
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ВВЕДЕНИЕ
Внутричерепные опухоли представляют собой

группу наиболее частых солидных опухолей у де�
тей. Ежегодно выявляется 4,3 случая первичных опу�
холей головного мозга (ОГМ) на 100 000 детей, более
40 % неоплазм представлены глиомами низкой сте�
пени злокачественности [11, 12, 23]. Стандартное ле�
чение детей с глиальными опухолями включает мак�
симально радикальное хирургическое удаление но�
вообразования, а также адъювантную лучевую (ЛТ)
и лекарственную терапию (ХТ) [13]. Несмотря на ис�
пользование современных методов диагностики и
лечения, 5�летняя выживаемость пациентов не пре�
вышает 5–10 %, и рецидивирование опухоли в бли�
жайшие сроки после специализированного лечения
в большинстве случаев признается неизбежным
[15, 21]. К одной из причин невысоких результатов
терапии этих больных относят невозможность инт�
раоперационного удаления микроскопических оча�
гов, не визуализируемых с помощью современных
диагностических методик [5, 13, 18].

В настоящее время наиболее перспективным
лечебным подходом при ОГМ считают комбиниро�
ванное использование таргетных препаратов, бло�
кирующих различные сигнальные каскады, что иг�
рает определяющую патогенетическую роль для
остановки развития опухоли [21]. Сегодня извест�
но, что патогенез глиом, как и других солидных опу�
холей, обусловлен различными биологическими
процессами, основанными на активации различ�
ных сигнальных каскадов. Наиболее изучены в этой
группе рецепторы ростовых факторов, а также ос�
новы ангиогенеза. Однако результаты многочислен�
ных исследований с использованием лекарствен�
ных средств с таргетным механизмом действия,
с учетом специфической мишени, но без предва�
рительной селекции больных, не показали значи�
мых результатов [26].

Комплексная оценка профиля молекулярно�ге�
нетических нарушений считается крайне перспек�
тивным направлением для выбора оптимальной
терапии [22]. Результаты исследований, проведен�
ных у больных взрослого возраста с ОГМ, позволи�
ли выявить многочисленные нарушения активно�
сти сигнальных каскадов и, как следствие, значи�
тельное число потенциальных мишеней для
таргетных препаратов [2, 3].

В связи с вышеизложенным, представляется ак�
туальным изучить профиль молекулярно�генети�
ческих нарушений при ОГМ у детей с целью опре�
деления потенциальных кандидатов для лекар�
ственной терапии с направленным механизмом
действия.

МАТЕРИАЛ  И  МЕТОДЫ  ИССЛЕДОВАНИЯ
В исследование включены 30 больных (20 (66 %)

мальчиков и 10 (34 %) девочек), средний возраст –
9,9 года (от 1 до 17 лет). Повторный анализ всех уда�
ленных опухолей выполнен независимым сертифи�
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Aim of the research – to assess the clinical and laboratory
parameters in patients with chronic hepatitis C (CHC) on the early
stages of development and their comparison with the level of
galectin�3. The study included 78 patients with oligosymptomatic
course of the disease and minimal liver fibrosis in the most cases. In
the most patients with stages of the disease exceeding 8 years,
viral load was over a million copies/ml. In 10 % of patients on the
early stages of the disease, changes corresponding to severe liver
fibrosis and cirrhosis F

3
 and F

4
 were detected. Moderate correlation

of ALT activity, viral load and low severity with the duration of the
disease was identified. There is a trend towards a higher level of
galectin�3 in a long course of CHC in comparison with earlier stages
of its development, with significantly higher average level of galectin�
3 in patients with minimal liver fibrosis (F

0
–F

1
) as compared to

advanced stages, suggesting its importance in the launching and
initial mechanisms of fibrogenesis.
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цированным патоморфологом и классифицирован
согласно ВОЗ [16]. Характеристика пациентов при�
ведена в табл. 1.

Как следует из данных табл. 1, 70 % новообразо�
ваний относились к высокозлокачественным: G

III
 –

в 47,0 % случаев, G
IV

 – в 23,0 % случаев. Остальные
9 опухолей расценены как неоплазмы низкой сте�
пени злокачественности: G

I
 – в 20,0 % и G

II
 – в 10,0 %

образцов. С точки зрения варианта гистологиче�
ского строения, наиболее часто определялись анап�
ластические олигоастроцитомы и анапластические
астроцитомы (30 % от общего числа исследованных
случаев). В работу включены исследования 6 пило�
цитарных астроцитом (20 %): по 2 фибрилярных
и пиломиксоидных астроцитом и 2 глиобластомы.
Большинство опухолей (74,0 %) локализовались суп�
ратенториально, 3 – в стволе мозга и 5 – в субтен�
ториальных структурах. Независимо от локализа�
ции, 15 (50,0 %) новообразований удалены субто�
тально, а 10 (34,0 %) – радикально. В 16 % случаев
(n=5) опухоль удалена частично.

Выделение ДНК проводили из материала опухо�
лей, полученного после хирургического лечения
больных и прошедшего стандартную процедуру
гистологического исследования в патоморфологи�
ческой лаборатории. После гистологической вери�
фикации опухолевой ткани 2–4 среза опухолей с
парафиновых блоков, толщиной 15 мкм, наносили
на предметные стекла. Выделение областей с мак�
симальным содержанием опухолевых клеток про�
изводили методом стереотактической диссекции,

под контролем световой микроскопии. В данный
этап включены образцы неоплазм, содержавшие
более 40 % опухолевых клеток. Для получения ДНК
из срезов парафиновых блоков использовали стан�
дартную методику, основанную на расщеплении
тканей протеиназой К, с последующим выделени�
ем нуклеиновых кислот фенол�формалиновым ме�
тодом [10]. Объем полученной ДНК оценивали
с помощью метода спектрофотометрии. В последу�
ющем растворы нуклеиновых кислот разводили ди�
стилированной водой до концентрации 10 мг/мл.

Молекулярно�генетический анализ производи�
ли на базе платформы, разработанной компанией
Sequenom. В данной работе использована мутаци�
онная панель OncoCarta v1.0, включавшая 24 пула
пар праймеров и соответствующих им 24 пула
«расширяющих» праймеров [29], что позволило оп�
ределить 298 мутаций в 19 генах (табл. 2).

Каждый пул включал 5–9 пар праймеров для про�
ведения полимеразно�цепной реакции (ПЦР). Мута�
ции выявляли в несколько этапов, согласно методике
OncoCarta Panel v1.0. Объем реакции составил 5 мкл,
включая 0,1 Ед Taq�полимеразы, 5 нг геномной ДНК,
2,5 пмоль каждого из ПЦР�праймеров и 2,5 мкмоль
dNTP (дезоксинуклеотид трифосфат). Проведение
ПЦР начиналось с 10�минутной активации Taq�по�
лимеразы при 95 оC; для накопления ПЦР�продукта
проводилось 45 циклов амплификации (денатурация:
15 с при 95оC; отжиг: 30 с при 57 оC; синтез: 30 с при
72 оC). Праймеры и зонды, использованные для стан�
дартной и расширяющей амплификации, входили в
состав комплекта для проведения работы. Детальная
характеристика использованных реактивов была
описана R. K. Thomas et al. в 2007 г. [29].

На этапе II все неизрасходованные dNTP дегра�
дировались с помощью алкалиновой фосфатазы кре�
ветки. В каждую лунку добавляли по 0,3 Ед фермен�
та, после чего полученный раствор инкубировали
при 45 оС в течение 4 ч. Праймеры расширяли пу�
тем добавления 5,4 пмоль расширяющих зондов для
каждого из ампликонов, с 50 мкмоль соответствую�
щей комбинации dNTP/ddNTP и 0,5 Ед термосек�
веназной ДНК�полимеразы. Цикл данной реакции
начинался с 2�минутной активации фермента при
95 оC, с последующими 40 циклами амплификации
(денатурация: 5 с при 94 оC; отжиг: 5 с при 50 оC;
синтез: 5 с при 72 оC). После удаления остаточных
солей из раствора при помощи катионообменной
смолы, 7 мл раствора расширенных ампликонов пе�
реносились на чип SpectroCHIP. Анализ полученно�
го массива производился с использованием масс�
спектрометра (SpectroREADER, Sequenom).

РЕЗУЛЬТАТЫ  ИССЛЕДОВАНИЯ
И  ИХ  ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ частоты мутаций в срезах парафиновых

блоков детских глиальных ОГМ позволил выявить

Т а б л и ц а  1
Kлиническая характеристика больных (n=30)

Исследуемые показатели Число пациентов,
абс. (%)

 Пол:

   мужчины 20 (66,0)

   женщины 10 (34,0)

 Варианты гистологического строения:

   анапластическая астроцитома 9 (30,0)

   фибрилярная астроцитома 2 (6,6)

   пиломиксоидная астроцитома 2 (6,6)

   пилоцитарные астроцитомы 6 (20,0)

   анапластические олигоастроцитомы 9 (30,0)

   глиобластомы 2 (6,6)

 Степень злокачественности:

   I 6 (20,0)

   II 3 (10,0)

   III 14 (47,0)

   IV 7 (23,0)

 Характер оперативного лечения:

   радикальное 10 (34,0)

   субтотальное 15 (50,0)

   частичное 5 (16,0)

 Локализация опухоли в структурах мозга:

   субтенториально 5 (16,0)

   ствол мозга 3 (10,0)

   супратенториально 22 (74,0)
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10 мутаций в 9 из 30 образцов. Вы�
явленные изменения приведены
в табл. 3.

Только в одном случае в опухо�
левой ткани одновременно выявле�
ны изменения двух генов. В целом
выявлены следующие молекуляр�
ные нарушения: EGFR: EGFR
(N771_P772>SVDNR, A289V), BRAF
(V600E), HRAS (G13S) и PI3K
(N345K, H1047R). Кроме того, обна�
ружены мутации в рецепторах,
определяющих передачу сигналов
по сигнальным каскадам, связан�
ным с EGFR: FGFR3 (K650M) и MET
(T992I).

Статистический анализ по мето�
ду Пирсона, проведенный для
выявления корреляций между
клиническими характеристиками
(возраст, пол, размер опухоли, ха�
рактер хирургического лечения)
и молекулярно�генетическими из�
менениями, не выявил значимых
закономерностей в частоте возник�
новения мутаций в целом и их от�
дельных видов.

В нашей работе впервые на по�
пуляции российских больных про�
ведена комплексная оценка моле�
кулярных изменений сигнальных
каскадов в клетках глиальных опу�
холей у детей. Активирующие мо�
лекулярные нарушения выявлены
в 9/

30
 образцов (30,0 %), что является

клинически значимой частотой,
определяющей целесообразность дальнейшего
изучения данного вопроса.

В отобранных образцах мы выявили несколько
потенциально активирующих генетических нару�
шений. Среди них наиболее часто измененным яв�
лялся ген EGFR. Так, в 2 случаях выявлена мутация

в экзоне 20 (N771_P772>SVDNR), а в 1 случае –
в 7�м экзоне внеклеточного домена (A298V). В то вре�
мя как возможность существования первого вида
мутаций уже показана для первичных ОГМ, точко�
вый замер в 771 позиции выявлен при данном типе
опухолей впервые [8, 9]. Кроме того, выявлены

Т а б л и ц а  2
Анализируемые генетические изменения

Ген Определяемые мутации

 ABL�1  G250E, Q252H, Y253H, Y253F, E255K, E255V, D276G, F311L, T315I,
F317L, M351T, E355G, F359V, H396R

 AKT�1  V461L, P388T, L357T, E319G, V167A, Q43X, E17del

 AKT�2  S302G, R371H

 BRAF  G464R, G464V/E, G466R, F468C, G469S, G469E, G469A, G469V, G469R,
G469R, D594V/G, F595L, G596R, L597S, L597R, L597Q, L597V, T599I,
V600E, V600K, V600R, V600L, K601N, K601E

 CDK�4  R24C, R24H

 EGFR  R108K, T263P, A289V, G598V, E709K/H, E709A/G/V, G719S/C, G719A,
M766_A767insAI, S768I, V769_D770insASV, V769_D770insCV,
D770_N771>AGG/V769_D770insASV/V769_D770insASV,
D770_N771insG, N771_P772>SVDNR, P772_H773insV, H773>NPY,
H773_V774insNPH/PH/H, V774_C775insHV, T790M, L858R, L861Q,
E746_T751del, E746_A750del, E746_T751del, E746_T751del, S752D,
L747_E749del, L747_T750del, L747_S752del, L747_T751del,
L747_S752del, P753S, A750P, T751A, T751P, T751I, S752I/F,
S752_I759del, L747_Q ins, E746_T751del, I ins (combined),
E746_A750del, T751A (combined), L747_E749del, A750P (combined),
L747_T750del, P ins (combined), L747_S752del, Q ins (combined)

 ERBB2  L755P, G776S/LC, G776VC/VC, A775_G776insYVMA,
P780_Y781insGSP, P780_Y781insGSP, S779_P780insVGS

 FGFR�1  S125L, P252T

 FGFR�3  G370C, Y373C, A391E, K650Q/E, K650T/M

 FLT�3  I836del, D835H/Y

 JAK�2  V617F

 KIT  D52N, Y503_F504insAY, W557R/R/G, V559D/A/G, V559I, V560D/G,
K550_K558del, K558_V560del, K558_E562del, V559del, V559_V560del,
V560del, Y570_L576del, E561K, L576P, P585P, D579del, K642E, D816V,
D816H/Y, V825A, E839K, M552L, Y568D, F584S, P551_V555del,
Y553_Q556del

 MET  R970C, T992I, Y1230C, Y1235D, M1250T

 PDGFRa  V561D, T674I, F808L, D846Y, N870S, D1071N, D842_H845del,
I843_D846del, S566_E571>K, I843_S847>T, D842V

 PIK3CA  R88Q, N345K, C420R, P539R, E542K, E545K, Q546K, H701P, H1047R/L,
H1047Y, R38H, C901F, M1043I

 H�RAS  G12V/D, G13C/R/S, Q61H/H, Q61L/R/P, Q61K

 K�RAS  G12C, G12R, G12S, G12V, G12D, G12A, G12F, G13V/D, A59T, Q61E/K,
Q61L/R/P, Q61H/H

 N�RAS  G12V/A/D, G12C/R/S, G13V/A/D, G13C/R/S, A18T, Q61L/R/P,
Q61H, Q61E/K

 RET  C634R, C634W, C634Y, E632_L633del, M918T, A664D

Т а б л и ц а  3
Kлиническая и генетическая характеристика детских глиальных опухолей

Kаскад Вариант мутированного гена Grade Степень радикальности
хирургического лечения Локализация опухоли Имеющиеся лечебные возможности

 EGFR EGFR (n=3) III, IV Радикально (2/
3
),

субтотально (1/
3
)

СТ (2/
3
),

ствол мозга (1/
3
)

 МKА: цетукимаб, панитумумаб,
ИТK: эрлотиниб, гефитиниб

BRAF (n=2) II III Радикально (1/
2
),

субтотально (1/
2
)

СТ (2/
2
)  ИТK: PLX4032

PI3K (n=1) III Субтотальное СТ  ИТK: в настоящее время проходят
клинические исследования

HRAS (n=1) II Частичное СТ  Негативный предиктивный маркер
для блокирования EGFR и PI3K

 MET MET (n=1) I Субтотальное Субтенториально  Резистентность к EGFR�блокирова�
нию

 FGFR FGFR (n=1) IV Ствол Частичное  МKА находятся на стадии клини�
ческой разработки

 П р и м е ч а н и е : МKА − моноклональные антитела; ИТK − ингибиторы тирозин�киназ; СТ − супратенториальное
расположение.
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нарушения в нижележащих сигнальных молеку�
лах, участвующих в передаче сигнала от EGFR,
в частности – PI3K.

Как показано ранее, наличие мутаций PI3K мо�
жет повышать пролиферативную активность опу�
холевых клеток [4]. Среди молекулярных наруше�
ний, уже известных ранее, обнаруженные нами
R88Q и H1047R относятся к относительно редким
[19]. Кроме того, был выявлен и другой вид редких
молекулярных нарушений PI3K – N345K, имеющих
активирующее значение при некоторых видах не�
глиальных злокачественых опухолей [7, 24, 29].

Шунтирующим EGFR�связанным молекулярным
путем является сигнальный каскад гепатоцеллю�
лярного фактора роста (cMET). В настоящее время
описано несколько механизмов изменения актив�
ности данной молекулы [19, 20]. В качестве приме�
ра можно привести амплификацию, ауто� и пара�
кринную активацию, а также мутационные нару�
шения. В нашем исследовании в 1 из случаев
выявлена мутация T992I, также известная как T1010I
[28]. Патогенетического значения этого нарушения
на сегодня не установлено, так как это не приводит
к изменению фосфорилирования нижележащих
сигнальных молекул. Тем не менее наблюдение
T992I в опухолях глиальной природы выполнено
впервые.

Проведенное исследование с использованием
OncoCarta v.1.0 на генетическом материале детских
опухолей головного мозга глиальной природы про�
демонстрировало возможность определения мута�
ций BRAF, описанных ранее для опухолей легкого,
меланомы кожи [1, 6]. Мы выявили наиболее час�
тый вариант нарушений этого гена – V600E в 14,5 %
случаев, что превосходит подобный показатель для
ОГМ низкой степени злокачественности.

Среди других молекулярных нарушений необ�
ходимо отметить выявленную в нашем исследова�
нии мутацию фактора роста фибробластов�3
(FGFR3) K650M, что ранее было описано для немы�
шечно�инвазивного рака мочевого пузыря. Кроме
того, не обнаружена мутация в гене PDGFR, что
подтверждено в исследованиях прежних лет, при
низкозлокачественных ОГМ [14].

Помимо активирующих нарушений патогенети�
чески важных сигнальных каскадов, нами показа�
ны нарушения фундаментальных механизмов кле�
точного деления. Так, R24C – единственная извест�
ная в настоящий момент мутация в гене CDK4,
определяющая вхождение клетки в фазу G1, выяв�
лена в 1 из исследованных нами случаев. Подоб�
ный тип нарушений был уже показан ранее в гли�
альных опухолях у взрослых [25]. Выявленные нами
активирующие мутации в генах BRAF, EGFR, FGFR
и PI3K подтверждают необходимость глубокого изу�
чения молекулярно�генетических особенностей
детских опухолей.

ВЫВОДЫ
Целесообразна реализация современных мето�

дик высокоэффективного скрининга опухолей го�
ловного мозга у больных детского возраста, в том
числе с использованием Oncocarta v1.0 (Sequenom,
USA). Это актуально для деятельности онкопедиат�
ров и нейрохирургов, поскольку поможет широко
применить возможности адъювантного лечения
пациентов, перенесших нерадикальные операции.
В свою очередь, применение полученных резуль�
татов в клинической практике поможет увеличить
показатель общей выживаемости детей с впервые
выявленными злокачественными опухолями голов�
ного мозга.
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РЕЗЮМЕ
П. С. Солтан, Ф. В. Моисеенко, В. Н. Очколяс,
В. Ю. Старцев
Молекулярногенетические исследования глиальных

опухолей у детей

Глиобластомы у детей представляют собой наиболее
частые злокачественные новообразования среди первич�
ных опухолей головного мозга. Несмотря на развитие комп�

лексного лечебного подхода, включающего нейрохирурги�
ческие, радиотерапевтические и химиотерапевтические ме�
тодики, общая выживаемость больных с впервые выявлен�
ными опухолями остается крайне низкой, не превышая 14
месяцев. При использовании таргетных препаратов, в час�
тности, гефитиниба, в общей популяции больных проде�
монстрирована низкая клиническая эффективность. Наи�
более перспективным в настоящий момент является опре�
деление популяции больных, потенциально чувствительных
к действию таргетных препаратов, с учетом определения
предиктивных молекулярных маркеров. В данной работе
определены мутационные изменения в тканях 30 детских
глиобластом. Анализ данных, основанный на результатах
масс�спектрометрического секвенирования (OncoCarta
v1.0, Sequenom), позволил определить 298 мутаций в 19 ге�
нах и идентифицировать 10 мутаций в 9 опухолях (30 %).
Изменения выявлены в генах BRAF, CDK, HRAS, EGFR, FGFR,
MET и PI3K. Наиболее часто (6/

30
, 20 % опухолей) мутации

выявлены у участников сигнального каскада EGFR. Полу�
ченные результаты позволяют говорить о потенциальных
возможностях изучения новейших таргетных препаратов,
включая ингибиторы BRAF, для лечения больных детского
возраста с глиальными опухолями головного мозга.

Ключевые слова: детские глиальные опухоли, мутации,
таргетная терапия, масс�спектрометрическое секвениро�
вание.

SUMMARY
P. S. Soltan, F. V. Moiseenko, V. N. Ochkolyas,
V. Yu. Startsev
Molecular genetic studies of glial tumors in children

Glioblastomas are the most frequent malignant neoplasm
among primary brain tumors of childhood. Despite the advances
in a multimodality treatment approach including neurosurgery,
radiotherapy and chemotherapy, the overall survival of such
patients remains poor and doesn’t exceed 14 months. The using
of targeted agents such as gefitinib in unselected patient
populations showed insufficient efficacy. Nowadays, the most
perspective approach is a selection of patient populations
potentially sensitive to targeted therapy based on predictive
markers of response. We performed a comprehensive analysis
of the mutational patterns in 30 glioblastomas of children. Data
Analysis was based on the new method of mass spectrometry
(OncoCarta v1.0, Sequenom) that enabled us to estimate 298
mutations in 19 genes and to identify 10 mutations in 9 tumors
(30 %). Mutations were found in BRAF, CDK, HRAS, EGFR, FGFR,
MET and PI3K. The most mutated pathway was EGFR – in 20 %
of the samples (6/30). The obtained results seem to be very
promising in terms of possibilities of using new targeted agents
including BRAF inhibitors for treatment of children with glial
brain tumors.

Keywords: glial tumors in children, mutations, targeted
therapy, mass spectrometry sequencing.
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