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В основе клинической гетерогенности медуллобластом ле-
жат различия, выявляемые на молекулярном уровне в виде не-
одинакового профиля экспрессии генов, метилирования ДНК и 
мутационного спектра. Выявление данных различий послужи-
ли основанием для создания в 2016 г. классификации опухолей 
ЦНС, где предусмотрено разделение медуллобластом на моле-
кулярно-генетические подгруппы. Принадлежность к опреде-
ленной молекулярно-генетической подгруппе определяет исход 
заболевания, ответ на проводимую терапию, вероятность раз-
вития рецидива и прогноз. В настоящей работе представлены 
результаты использования технологии NanoString для определе-
ния молекулярно-генетической подгруппы медуллобластом на 
65 гистологических образцах.
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Введение
Стратификация пациентов с медуллобластомой на группы 

риска принципиальна для определения прогноза заболевания, 
оценки вероятности развития рецидива, а также планирования 
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терапии. В 2010 г. на консенсусной конференции в Бостоне 
было достигнуто соглашение о выделении четырех молекуляр-
но-генетических подгрупп медуллобластомы: WNT (Wingless), 
SHH (Sonic Hedgehog), подгруппа 3 и подгруппа 4 [1, 2]. Дан-
ные подгруппы отличаются не только генетическим (экспрес-
сионным, эпигеномным и мутационным) профилем, но и про-
гнозом, уровнем ответа на терапию и частотой возникновения 
рецидива. При этом пациенты с медуллобластомой подгруппы 
WNT характеризуются наиболее благоприятным прогнозом, 
SHH и подгруппы 4 — промежуточным, представляя собой наи-
более гетерогенные популяции, а подгруппы 3 — неблагопри-
ятным. В 2016 году Всемирная Организация Здравоохранения 
(ВОЗ) представила актуальную классификацию опухолей ЦНС, 
включающую указанные четыре подгруппы медуллобластомы. 

На основании диагностической эффективности для опреде-
ления подгруппы медуллобластомы, существующие аналитиче-
ские методы можно разделить на основные и второстепенные. 
Результаты основных методов исследования позволяют досто-
верно классифицировать опухоль, в то время как второстепен-
ные лишь указывают на её вероятную принадлежность к той 
или иной молекулярной подгруппе [1, 3-5]. 

К первой группе технологий относятся исследование про-
филя экспрессии генов, а также полногеномный профиль мети-
лирования ДНК. Данные методики признаны равнозначными и 
отражают две стороны процесса транскрипции генов. Гиперме-
тилированные гены имеют низкий уровень экспрессии, гипоме-
тилированные — высокий [6, 7]. На момент открытия подгрупп 
медуллобластомы (2006-2008 гг.) исследовался профиль экс-
прессии большого количества генов (более 18 000) на экспрес-
сионных чипах высокой плотности, что предъявляло высокие 
требования к качеству анализируемой РНК и существенно ус-
ложняло преаналитический этап [6]. В 2012 году P.A. Northcott 
с соавт. показали, что для надежной классификации медулло-
бластом достаточно знать уровень мРНК 22 генов, экспрессия 
которых наиболее значимо различается в клетках опухолей раз-
личных подгрупп [8]. Для анализа была выбрана технология 
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NanoString, в основе которой лежит гибридизация небольшого 
специфичного фрагмента мРНК с олигонуклеотидными зонда-
ми: репортерным и захватывающим, в результате чего образу-
ется комплекс, состоящий из трех молекул. Репортерный зонд 
имеет в своем составе цветовой «штрих-код» — уникальную 
последовательность шести флуорохромов, позволяющих иден-
тифицировать комплекс, а захватывающий зонд несет биотин, 
обеспечивающий фиксацию комплекса к твердой фазе. В даль-
нейшем иммобилизованные комплексы подсчитываются флуо-
ресцентным анализатором, а их количество, через этап норма-
лизации по референсным генам, трансформируется в величину 
экспрессии соответствующих генов. Поскольку участок ком-
плементарного связывания молекулы мРНК и зондов достаточ-
но мал, технология NanoString позволяет осуществлять анализ 
высокофрагментированной РНК, в том числе, выделенной из 
ткани, фиксированной в формалине и залитой в парафиновый 
блок [9].

К группе второстепенных методов классификации медул-
лобластом относятся стандартные морфологические и генети-
ческие методы. Сочетание ядерной аккумуляции β-катенина и 
однонуклеотидной замены в экзоне 3 гена CTNNB1, которые 
выявляются с использованием иммуногистохимии и секвениро-
вания по Сэнгеру, соответственно, является признаком медулло-
бластомы подгруппы WNT [5]. Результат может быть дополнен 
определением моносомии 6 [10, 11]. Нодулярно-десмопласти-
ческое гистологическое строение опухоли у детей раннего воз-
раста указывает на принадлежность к подгруппе SHH, однако 
у более старших пациентов данная зависимость утрачивается. 
Выявление амплификации гена MYC методом флуоресцентной 
in situ гибридизации (FISH) может служить маркеров подгруп-
пы 3, особенно в сочетании с анапластическим гистологиче-
ским строением и наличием метастатической диссеминации 
опухоли. Однако в данном случае чувствительность признаков 
невысока [5, 10]. Наличие изохромосомы 17q специфично для 
медуллобластомы подгрупп 3 и 4. При этом необходимо подчер-
кнуть, что мутации в кодирующей последовательности генов, 
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равно как и аберрации, связанные с изменением числа копий ге-
нов или хромосомных регионов (делеции или амплификации), 
с одной стороны, не является строго специфичными для той 
или иной подгруппы, с другой — даже наиболее специфичные 
аномалии не выявляются в абсолютном числе образцов соответ-
ствующего молекулярно-генетического варианта. Поэтому ни 
одна из указанных аберраций не может служить основанием для 
однозначной классификации опухоли в какую-либо подгруппу, 
а для точной интерпретации должны быть применены совре-
менные высокопроизводительные технологии, в особенности 
для разделения пациентов с опухолями 3 и 4 подгрупп, экспрес-
сионный и мутационный спектр которых частично перекрыва-
ется, а прогноз различается [5, 10, 12].

Таким образом, целью настоящей работы явилось исследова-
ние диагностических возможностей технологии NanoString для 
определения молекулярно-генетических подгрупп медуллобла-
стомы.

Материалы и методы
Проведен ретроспективный анализ клинических и молеку-

лярно-генетических данных 65 пациентов с диагнозом медулло-
бластома, верифицированным или подтвержденным в патолого-
анатомическом отделении ФГБУ НМИЦ им. Дмитрия Рогачева 
в период с 2013 по 2016 г. 

Медиана возраста пациентов составила 6,5 лет (диапазон от 
1,5 месяцев до 16 лет), 16 пациентов были младше 3 лет. Соот-
ношение мальчиков и девочек 2,25:1. Медиана наблюдения за 
пациентами составила 25 месяцев (диапазон 2,1–76,6 месяцев). 
26 пациентам терапия проводилась в отделениях ФГБУ НМИЦ 
ДГОИ, остальные дети получали терапию в других клиниках. 
Всем пациентам проводилась терапия по различным версиям 
протокола HIT (в том числе, версии HIT MED 2014). У 20 паци-
ентов к моменту начала терапии определялось метастатическое 
распространение опухоли (М+ стадия). У 17 пациентов опре-
делялась остаточная опухоль после проведенного оперативного 
лечения (R+ стадия). 
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Материалом для молекулярно-генетического исследования 
явилась ткань, полученная в результате резекции опухоли, фик-
сированная в формалине и залитая в парафиновый блок. Из 
фрагмента образца, содержащего не менее 70% ткани опухоли, 
готовили 5 срезов толщиной 10 мкм. После предварительной 
депарафинизации растворителем Bio Clear (Bio-Optica, Италия), 
общая РНК выделялась набором «Recover All Total Nucleic Acid 
Isolation Kit for FFPE» (Thermo Fisher Scientific, США), соглас-
но инструкции производителя. Выделенная РНК подвергалась 
количественной и качественной оценке: измерению концентра-
ции методом спектрофотометрии (Nanodrop 2000, Thermo Fisher 
Scientific, США) и исследованию уровня деградации с помо-
щью электрофореза флуоресцентно меченных фрагментов РНК 
на микроструйных чипах (Bioanalyzer 2100, Agilent, Германия) 
[13]. РНК в количестве 300 нг использовалась для исследования 
экспрессии генов методом NanoString, согласно стандартной 
методике, включающей гибридизацию РНК и зондов (16 часов), 
автоматизированную очистку продуктов гибридизации и под-
готовку картриджа (иммобилизацию комплексов РНК-зонды) 
и сканирование на флуоресцентном анализаторе nCounter 
(NanoString, США). Панель исследуемых генов была адапти-
рована из публикации P.A. Northcott et al., 2012 и включала 23 
анализируемых и 3 референсных гена (ACTB, GAPDH, LDHA) 
[8]. Генами, транскрипты которых специфичны для медулло-
бластомы подгруппы WNT являются WIF1, TNC, GAD1, DKK2, 
EMX2; подгруппы SHH — PDLIM3, EYA1, HHIP, ATOH1, SFRP1; 
подгруппы 3 — IMPG2, GABRA5, EYS, NRL, MAB21L2, NPR3, 
MYC; подгруппы 4 — KHDRBS2, KCNA1, EOMES, RBM24, 
UNC5D, OAS1. Обработка и анализ результатов сканирования 
осуществлялась с помощью программного обеспечения nSolver 
3.0 (NanoString, США).

С целью валидации диагностических возможностей метода 
NanoString была сформирована тестовая когорта, состоящая из 
7 пациентов (WNT — 1, SHH — 4, подгруппа 3 — 2 пациента), 
у которых принадлежность к молекулярно-генетический под-
группе медуллобластомы была определена на основании иссле-
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дования профиля метилирования ДНК, а также ряда второсте-
пенных маркеров: наличии мутации в экзоне 3 гена CTNNB1 и 
сочетания десмопластического гистологического строения опу-
холи с ранним возрастом пациента.

Результаты
Количество РНК, выделенной из фиксированной ткани опу-

холи, значительно различалось между образцами и находилось 
в диапазоне от 675,0 нг до 23,3 мкг (медиана 3,7 мкг). Она была 
представлена в основном короткоцепочечными фрагментами 
длиной 100 нуклеотидов, рибосомальные пики не визуализиро-
вались ни в одном случае, а показатель целостности РНК (RIN) 
находился в диапазоне от 1,2 до 2,6 (медиана 2,2). Типичная 
электрофореграмма образца РНК, выделенной из ткани опухо-
ли, фиксированной в формалине и залитой в парафиновый блок, 
представлена на рис. 1.

Рисунок 1. Электрофореграмма образца РНК, выделенной из ткани 
опухоли, фиксированной в формалине и залитой в парафиновый 
блок. Показатель целостности РНК (RIN) — 2,5

Распределение образцов медуллобластомы на молекулярно-
генетические подгруппы в тестовой когорте полностью соответ-
ствовало результатам проведенной ранее классификации, что 
подтвердило диагностические возможности метода NanoString.

Величины нормализованной экспрессии генов были под-
вергнуты агломеративной иерархической кластеризации, кото-
рая позволила выделить четыре неперекрывающиеся группы 
пациентов, в которых экспрессия генов, специфичных для со-
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ответствующей молекулярно-генетической подгруппы медул-
лобластомы была наивысшей (рис. 2). Таким образом, анализ 
экспрессии 23 генов с помощью технологии NanoString позво-
лил однозначно классифицировать образцы медуллобластомы 
на молекулярно-генетические подгруппы WNT, SHH, 3 и 4.

 

Рисунок 2. Иерархическая агломеративная кластеризация нормали-
зованных величин экспрессии генов позволяет разделить образцы 
медуллобластомы на молекулярно-генетические подгруппы WNT (си-
ний кластер), SHH (красный кластер), подгруппа 3 (желтый кластер) и 
подгруппа 4 (зеленый кластер)

В результате проведенного исследования образцы ткани опу-
холи пациентов с медуллобластомой были классифицированы 
следующим образом: подгруппа WNT — 8 больных, подгруппа 
SHH — 15, подгруппа 3 — 16 и подгруппа 4 — 26. 

Подгруппа медуллобластомы WNT была определена у 8 па-
циентов. Средний возраст на момент постановки диагноза со-
ставил 10 лет. Только у одного пациента в дебюте заболевания 
определялось метастатическое поражение ЦНС. Также у одного 
пациента выявлялась остаточная опухоль после проведенной 
операции. У большинства пациентов (n=7) был определен клас-
сический гистологический вариант опухоли, у 1 — десмопла-
стический.

7 пациентов в данной группе живы, 1 ребенок погиб от ло-
кального рецидива опухоли. 

Опухоль, относящаяся к подгруппе SHH, была обнаружена у 
15 пациентов. Средний возраст пациентов на момент постановки 
диагноза составил 3 года. Основным гистологическим вариан-
том МБ в данной подгруппе был нодулярно-десмопластический 
(n=12), однако у 2 пациентов была верифицирована классиче-
ская медуллобластома, а у одного пациента — анапластическая. 
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Метастатическое распространение заболевания определялось у 
трех пациентов. Неблагоприятные события были отмечены у 6 
пациентов, при этом в 5 случаях они были связаны с прогресси-
ей основного заболевания.

Единственным событием в группе детей до 3 лет была смерть, 
связанная с токсическими осложнениями терапии. У детей в 
возрасте старше 3 лет отмечались неблагоприятные события, 
связанные с заболеванием (прогрессии и рецидивы опухоли).

Опухоли молекулярно-генетической подгруппы 3 были вы-
явлены у 16 пациентов в исследуемой когорте. Средний возраст 
на момент постановки диагноза составил 4,9 лет. Более чем у 
половины пациентов (n=9) в дебюте заболевания определялось 
метастатическое распространение опухоли, а также значитель-
ная доля (n=6) неблагоприятных гистологических вариантов 
(анапластический вариант и классическая медуллобластома с 
очагами анаплазии). У 2 пациентов была выявлена десмопла-
стическая медуллобластома. Рецидивы и прогрессирование 
опухоли отмечались у 9 пациентов, при этом у всех детей млад-
шего возраста (менее 4 лет) было зафиксировано рефрактерное 
течение болезни. 

Наиболее многочисленной (n=26) в настоящем исследовании 
оказалась подгруппа 4. Средний возраст пациентов в данной 
подгруппе составил 7 лет. Основным гистологическим вариан-
том был классический тип медуллобластомы (n=20), десмопла-
стический вариант был определен в 6 случаях. Неблагоприятные 
события, представленные тремя случаями прогрессии заболева-
ния и одним случаем рецидива, были зарегистрированы только 
у тех пациентов, которые инициально имели метастатическое 
распространение опухоли (М+ стадию).

Обсуждение
Гетерогенность внутри одного типа опухолей, выявляемая на 

молекулярном уровне, определяет неодинаковое клиническое 
течение заболевания, разную вероятность развития рецидива и 
лежит в основе современных схем стратификации больных на 
группы риска. Использование данных молекулярной диагно-
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стики в клинике предполагает своевременное проведение ис-
следований, отвечающих высоким требованиям достоверности. 
Это подразумевает получение качественных и репрезентатив-
ных образцов на преаналитическом этапе исследования, а так-
же стандартизованной, надёжной и воспроизводимой методики 
анализа. Немаловажным критерием является скорость и тру-
доемкость обработки полученных результатов исследования и 
формирование клинического заключения.

Определение молекулярно-генетических подгрупп медулло-
бластом осуществляется двумя основными группами методов: 
исследованием профиля экспрессии генов или метилирования 
ДНК на уровне генома. Особенности логистики образцов и 
сложности стандартизации преаналитического этапа в условиях 
мультицентрового взаимодействия делают использование све-
жезамороженной ткани опухоли чрезвычайно затруднительным, 
что практически исключает применение биологических чипов 
высокой плотности для анализа профиля экспрессии генов, тре-
бующих РНК высокого качества. В связи с этим ткань опухоли, 
фиксированная в формалине и залитая в парафиновый блок, яв-
ляется оптимальным исследуемым материалом, позволяющим 
одновременно проводить и морфологические, и молекулярно-
генетические исследования. В то же время, ДНК, выделенная 
из фиксированной ткани, пригодна для анализа профиля мети-
лирования ДНК, позволяющего достоверно разделить образцы 
медуллобластомы на подгруппы. Однако, недостатками метода 
являются трудоемкость и значительная продолжительность об-
работки данных, а также высокая стоимость исследования.

Анализ экспрессии генов с помощью технологии NanoString 
позволяет с относительно небольшими трудозатратами исполь-
зовать высокофрагментированную РНК, выделенную из фикси-
рованной ткани, для получения достоверных результатов. При 
этом, программное обеспечение дает возможность быстрого 
проведения анализа врачу, не имеющему подготовки в сфере 
биоинформатики. Все вышеперечисленное делает данную плат-
форму оптимальной для использования в клинике, что было 
подтверждено при создании стандартизованной системы клас-
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сификации образцов рака молочной железы с использованием 
панели PAM50 [14].

В настоящем исследовании диагностические возможности 
технологии NanoString для классификации образцов медулло-
бластомы на молекулярно-генетические подгруппы были под-
тверждены. Метод продемонстрировал возможность получения 
надежной и клинически значимой диагностической информа-
ции.

Выводы
Технология NanoString позволяет надежно дифференциро-

вать образцы медуллобластомы различных молекулярно-гене-
тических подгрупп. Метод применим для анализа фрагментиро-
ванной РНК, выделенной из фиксированной ткани, и отличается 
высокой скоростью получения и анализа данных. Разделение 
медуллобластомы на молекулярно-генетические подгруппы 
клинически значимо, дает возможность прогнозировать вероят-
ность рецидива или прогрессии заболевания. Прогностическая 
значимость данных маркеров нуждается в валидации в рамках 
проспективных клинических исследований, но, несомненно, 
данная классификация будет являться основой для стратифи-
кации пациентов на группы риска в будущих терапевтических 
протоколах.
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