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Общая характеристика работы 
Актуальность темы исследования 

 На сегодня стандартом лечения рака яичника (в частности, серозных карцином 

высокой степени злокачественности, HGSOC) является терапия препаратами платины в 

сочетании с циторедуктивной операцией [1,2]. Однако, несмотря на высокую 

чувствительность к платиносодержащей терапии, данная опухоль склонна к 

рецидивированию, приобретая, как правило, платинорезистентность [3,4]. Таким образом, 

изучение спектров химиочувствительности клеток рака яичника (в основном, 

рецидивирующих случаев) представляется актуальной задачей. 

 В рамках данной работы планируется сравнение методов анализа чувствительности 

клеток серозных карцином яичника высокой степени злокачественности к 

платиносодержащим препаратам и другим цитостатикам. Предполагается сопоставление 

клинической картины и результатов лабораторных экспериментов. В случае установления 

подобного соответствия, возможно внедрение подбора терапии на основе данного 

тестирования. 

 

Цели и задачи 

 Цель исследования – разработка in vitro моделей для персонализированного 

определения спектра химиочувствительности опухолей яичника. 

 

Задачи: 

1. Провести оценку апоптотической активности в ответ на применение химиотерапии 

с помощью МТТ-тестов и тканевых пластинок РЯ; 

2. Сопоставить полученные данные с клиническими для установления соответствия; 

3. Провести анализ экспрессии мРНК в тканевых пластинках РЯ, обработанных 

цитостатическими препаратами – цисплатином и митомицином; 

4. Выбрать оптимальный метод для использования в рутинной диагностике. 

 

Положения, выносимые на защиту 

1. МТТ-тест не является достаточно достоверным для использования в рутинной 

диагностике химиочувствительности рака яичника; 
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2. Протокол, снованный на тканевых пластинках, несмотря на большую трудоемкость, 

является более достоверным методом для определения спектра 

химиочувствительности карцином яичника. 

 

Новизна 

1) Будет предложен экспресс-тест на химиочувствительность опухолей яичника, 

основанный на анализе тканевых пластинок, полученных непосредственно из 

нативной опухоли; будет установлено, насколько результаты теста in vitro 

соответствуют клиническим данным об эффективности лечения; если подобное 

соответствие будет наблюдаться, возможна апробация данного метода в 

клинической практике; 

2) Анализ экспрессии мРНК позволит раскрыть механизмы возникновения 

резистентности в серозных карциномах яичника высокой степени 

злокачественности. 

 

Теоретические и практическое значение работы 

 

Апробация работы 

 Основные результаты диссертационного исследования дважды доложены и 

обсуждены на Петербургском онкологическом международном форуме «Белые ночи» 

(Санкт-Петербург, 2019, 2021), а также на Европейском конгрессе, посвященном 

онкогинекологии (ESGO, 2021) 

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ 19-15-00168 

 

Публикации 

 По теме диссертации опубликовано 3 печатные работы в журналах, индексируемых 
в SCOPUS и Web Of Science. 
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Глава 1. Современные представления о методах определения спектра 

химиочувствительности опухолей 

 Различные in vitro модели, используемые для определения спектра 

химиочувствительности опухолей, особенно экспериментальные, имеют большое 

потенциальное значение в клинической практике. Несмотря на имеющиеся клинические 

рекомендации, предсказать поведение опухоли не всегда представляется возможным ввиду 

спонтанно возникающей резистентности [5]. Внедрение новых методов диагностики 

химиочувствительности позволит подбирать индивидуальную эффективную терапию для 

каждого пациента. 

 На сегодняшний день существует несколько путей для определения спектра 

химиочувствительности опухолевых клеток. 

1.1.1 Ксенографты 

 Одним из первых способов, разработанных для определения спектра 

химиочувствительности опухолей, является применение ксенографтов. Суть данного 

метода состоит во вживлении фрагментов нативной опухоли пациента в организм 

иммунодефицитного лабораторного животного. Перевивание происходит либо подкожно, 

либо ортотопически (если ткань перевивается в область аналогичного органа). Для 

подобных экспериментов используются мыши, например, SCID, NOD-SCID, NSG, Balb/c 

Nude [6]. Отличительной особенностью этих животных является их иммунодефицитный 

статус. Как следствие, опухоли хорошо приживаются, сохраняя свои гистологические 

свойства, иммунологические и молекулярно-генетические особенности [6-8]. В 

дальнейшем выращенную на первичном животном опухоль перевивают другим 

иммунодефицитным мышам-реципиентам, на которых тестируются различные варианты 

химиотерапии. Ответ на лечение оценивается по торможению роста опухоли, и стоит 

отметить, что в большинстве случаев полученные на ксенографтах результаты соотносятся 

с ответом опухоли непосредственно у пациента [9-11]. 

 К сожалению, несмотря на все достоинства метода, у него имеется ряд 

существенных недостатков. Одним из самых важных минусов с точки зрения применения 

на практике является длительность эксперимента, так как для приживления ксенографта 

требуется около 4-8 месяцев, а также дополнительное время для создания дочерних 

опухолей, при этом процент приживания опухоли не превышает 50%, а обычно он на 

порядок меньше [12]. Помимо этого, лабораторные животные, такие как 
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иммунодефицитные мыши, которые сами по себе дорогостоящи, требуют специальных 

условий содержания и высококвалифицированного персонала. 

1.1.2 МТТ-тест 

 МТТ-тест – это колориметрический метод, позволяющий определить спектр 

химиочувствительности опухоли, материалом для которого служат клеточные культуры, 

полученные либо из опухоли, либо из жидкости (асцитической или плевральной, 

подвергнувшейся опухолевой диссеминации). В основе данного эксперимента лежит 

химическое превращение желтого тетразола (МТТ) в формазан (соединение насыщенного 

пурпурного цвета) в клетках с помощью НАДФ-H-зависимых клеточных 

оксидоредуктазных ферментов [13,14]. Исходя из вышесказанного, следует вывод о том, 

что подобного рода эксперименты оценивают митохондриальную активность клеток, 

снижение которой сигнализирует об угнетении жизненных функций материала [15]. 

 

Рисунок 1. Химическая реакция превращения МТТ в формазан. 

 

 Дальнейшая фотометрия позволяет оценивать метаболическую активность 

клеточной линии, и, соответственно, степень токсичности добавленных в питательную 

среду препаратов. 

 Неоспоримым достоинством данного способа является простота получения 

культуры, ее неограниченный рост, обусловленный способностью клеток пролиферировать 

не только в организме, но и в питательных средах при наличии всех необходимых для 

жизнедеятельности химических веществ [15]. 

 Минусом получения клеточных культур из опухоли является ферментативная и 

механическая обработка, что является причиной дополнительного стрессового 
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повреждением клеток, что может приводить к изменению молекулярного профиля и, как 

следствие, снижению достоверности метода. 

 Также полученные культуры не отображают гистологические особенности опухоли, 

ее структуру. 

1.1.3 Органная культура 

 Существуют методики, позволяющие культивировать клетки не просто на пластике, 

а на особом каркасе, позволяющем хотя бы частично сохранять гистологическое строение 

нативной ткани. Для этого применяются либо некие синтетические производные, например, 

ацетат вискозы, различные гелевые подложки или даже металлическая сетка. В этом случае 

рост ткани происходит на границе фаз жидкость-газ, что позволяет предотвратить развитие 

некрозов [16]. 

 Также при данном типе культивирования возможно использование нескольких 

типов клеток. Одни из них, иммортализованные или с органиченным митотическим 

потенциалом, используются в качестве матрикса, на котором выращивается 

непосредственно интересующая нас культура. Подобного рода трехмерная структура 

поддерживает клетки, имитируя тканевую структуру [16]. 

 К недостаткам метода можно отнести излишнюю трудоемкость получения, 

невозможность длительного поддержания in vitro, что ограничивает применение подобного 

способа в рутинной экспериментальной и диагностической работе. 

1.1.4 Микрофлюидные системы 

 Одним из способов создания условий, приближенных к организменным, является 

использование микрофлюидных систем. Они состоят из оптически прозрачных материалов 

(стекло, пластик, полидиметилсоксан) и содержат компоненты, имитирующие транспорт 

веществ по аналогии с процессами, происходящими непосредственно в организме [17]. На 

сегодняшний день существует множество вариаций данных устройств, позволяющих 

имитировать не только тканеспецифичное окружение, но и, например, пути взаимодействия 

опухоли с лимфатической системой [18]. 

1.1.5 Тканевые пластинки (organotypic tumor slises) 

 Одним из способов сохранить строение нативной опухоли является применение 

тканевых опухолевых пластинок (organotypic tumor slises, эксплантов, слайсов). Они 

представляют собой тонкие серийные срезы (300-400 мкм), полученные с помощью 
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вибрационного микротома из фрагмента нативной опухоли, и помещенные в питательную 

среду [19,20]. На сегодняшний день показано, что слайсы способны сохранять 

жизнеспособность до 7 суток. [21,22]. Несмотря на ограничения, связанные с 

краткосрочным культивированием, возможные трудности, связанные с диффузией 

препарата в центр пластинки и сложности с наблюдением в реальном времени, у этого 

метода есть ряд неоспоримых плюсов. Например, простота получения эксплантов, 

сохранение цитоаритектоники нативной опухоли, иммунологических, молекулярно-

генетических особенностей. Неоспоримым достоинством является возможность 

использовать серию срезов для тестирования химиочувствительности к различным 

категориям препаратов и подбора персонализированной терапии. Благодаря этому можно 

считать применение тканевых опухолевых пластинок перспективной моделью для 

оперативного подбора терапии. 

1.2.1 Рак яичника 

 Рак яичника является одним из распространенных онкозаболеваний и занимает 

седьмое место среди злокачественных новообразований у женщин. Также опухоль данной 

локализации находится на восьмом месте среди причин женской смертности в онкологии, 

и на третьем – в онкогинекологии [23] Согласно данным ВОЗ, ежегодно выявляется 225,5 

тысяч новых случаев РЯ и 140,2 тысяч женщин погибает от данного заболевания. 

 Первичная терапия РЯ включает в себя препараты платины. Однако, несмотря на ее 

эффективность, в большинстве случаев возникают рецидивы. Например, у 25% пациенток 

заболевание прогрессирует в течение года после завершения терапии, у 50% рецидив 

возникает в течение полутора лет, а пятилетняя выживаемость даже в развитых странах не 

превышает 40-50% [24]. 

1.2.2 Молекулярные особенности рака яичника 

 Наиболее часто рак яичника ассоциирован с наследственными мутациями в 

BRCA1/2. Примерно 22-28% случаев данного заболевания обусловлено нарушениями 

именно в этих генах [25]. Функцией белкового продукта BRCA1/2 является репарация 

двунитевых разрывов ДНК. В опухоли зачастую наблюдается феномен утери «здорового» 

аллеля, что обуславливает особенности спектра химиочувствительности данной опухоли 

(чувствительность к препаратам платины, например, цисплатину). Однако, несмотря на это, 

в новообразовании присутствуют опухолевые клоны, не утратившие BRCA1/2, и именно 

этот клон подвергается селекции во время терапии. Это один из огромного количества 

вариантов развития платинорезистентных рецидивов рака яичника. 
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 Наиболее часто встречается high-grade серозная карцинома яичника (HGOS), до 70% 

случаев РЯ приходится на эту нозологию. Именно для неё характерны соматические 

мутации в гене TP53 [26]. 

 Ген TP53 носит неофициальное название «страж генома», что обусловлено его 

функциями. При накоплении повреждений ДНК данный фактор активируется и 

останавливает смену клеточных циклов. Подобная задержка клеточного цикла позволяет 

клеткам восстановить накопленные повреждения ДНК перед переходом в следующую 

фазу. Однако при чрезмерной активации именно р53 запускает программируемую 

клеточную смерть (апоптоз). 

 Эксперименты мышиных клеточных линиях показали, что наличие мутантных 

изоформ p53 приводит к возникновению резистентности к различным видам воздействий, 

как физических (гамма-излучение), так и химических (цисплатин и доксорубицин) [27]. 

Похожий эффект был обнаружен позднее на культуре рака легкого [28]. В дальнейшем 

значение подобных открытий было продемонстрировано, что при подавлении мутантного 

p53 чувствительность опухолевых клеток к различным видам терапии возрастает [28]. 
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Глава 2. Материалы и методы 

 Все планируемые экспериментальные процедуры проводились в соответствии с 

этическими стандартами национального комитета по исследовательской этике и 

рекомендациями Европейского сообщества по генетике человека. Информированное 

согласие больного является обязательным условием его участия в данном исследовании. 

 Для определения спектра химиочувствительности опухолей яичника было выбрано 

два метода – эксперименты на тканевых пластинках и МТТ-тест. Выбор МТТ-теста 

обусловлен простотой получения клеточного материала (выведение клеточных культур из 

асцитической жидкости). Тканевые пластинки же позволяют нам визуально оценивать 

патоморфоз опухоли, уровень апоптотической активности. Также благодаря сохранению 

цитоархитектоники нативной опухоли данный метод позволяет наблюдать комплексный 

ответ на терапию. 

2.1 МТТ-тест 

 МТТ-тест – это колориметрический тест для оценки метаболической активности 

клеток. В основе данного исследования лежит активность митохондриальной редуктазы, 

которая превращает МТТ в формазан. 

 Одним из неоспоримых достоинств метода можно считать простоту получения 

материала, поскольку асцит является распространенным осложнением РЯ. 

 Данный метод включает в себя следующие этапы: 

1. Получение культур клеток из асцитической жидкости пациенток, страдающих РЯ; 

2. Проведение МТТ-теста на полученных образцах; 

3. Молекулярно-генетический анализ клеток на том пассаже, на котором ставился тест 

(с помощью секвенирования нового поколения, NGS). 

 Для проведения эксперимента использовалась клеточная культура, полученная из 

асцитической жидкости, не достигшая третьего пассажа, поскольку при дальнейшем 

культивировании клетки могут утрачивать свойства опухолевых. 

 Подбор лекарственных средств осуществлялся на основе существующих протоколов 

лечения рака яичника и результатов клинических исследований. В данном случае выбор 

был остановлен на следующих препаратах и их комбинациях: 

 Митомицин-С; 

 Цисплатин; 
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 Паклитаксел; 

 Сочетание митомицина и цисплатина; 

 Сочетание митомицина и паклитаксела. 

 Одним из ключевых моментов данной методики является определение IC50. 

 IC50 – это доза полулетального ингибирования, являющаяся характеристикой 

эффективности химиопрепарата. Данный показатель является количественным, отображая 

количество лиганда, требуемое для гибели 50% клеток в культуре. 

 Величина IC50 для конкретного препарата определяется путём построения кривой 

доза-эффект. 

 Для этого необходимо: 

1. Рассчитать процент выживших клеток для различных препаратов и их комбинаций; 

2. Построить кривую доза-эффект; 

3. Определить с помощью полученного графика IC50; 

4. Соотнести полученное значение с диапазоном IC50, характерным для 

чувствительных к этому препарату клеток. 

 Основная цель проведения секвенирования нового поколения, NGS, состоит в 

верификации клеток, полученных на интересующем нас пассаже. Именно с помощью этого 

метода планировалось определение принадлежности полученных клеток к опухолевым, 

поскольку для серозных карцином яичника характерны мутации в гене TP53 [4]. 

2.2 Тканевые пластинки 

 В качестве альтернативного способа определения спектра химиочувствительности 

был выбран метод тканевых пластинок (эксплантов; organotypic tumor slises). 

 Злокачественные опухоли, помимо раковых, состоят из иммунных, эндотелиальных 

клеток, фибробластов и внеклеточной матрицы. Подобное микроокружение имеет большое 

значение при изучении биологии рака и, в частности, ответа на химиотерапию. Применение 

тканевых пластинок, в которых сохранена цитоархитектоника новообразования, позволяет 

получить более достоверные данные по химиочувствительности, чем, например, МТТ-тест. 

 Ниже приведена схема работы с тканевыми пластинками серозных карцином 

яичника высокой степени злокачественности. 
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Рисунок 2. Схема эксперимента на тканевых пластинках 

 

1. Фрагмент нативной опухоли нарезался на тонкие серийные слайсы толщиной 400 

мкм; 

2. Полученные слайсы попарно помещались в питательную среду, содержащую 

химиопрепараты в различных концентрациях (митомицин Ц в концентрации 30 

мкг/мл и 70 мкг/мл, цисплатин – 10 мкг/мл и 20 мкг/мл) и их комбинации 

(митомицин С 30 мкг/мл + цисплатин 10 мкг/мл и митомицин С 70 мкг/мл + 

цисплатин 20 мкг/мл); 

3. Пластинки выдерживались 24 часа в СО2-инкубаторе; 

4. Одна пластинка заливалась парафином для создания блока и проведения 

иммуногистохимического исследования (ИГХ), а вторая использовалась для 

выделения РНК и последующего секвенирования для определения изменения 

экспрессионного профиля. 

 Пластинки, которые помещались в гистологические блоки, подвергались окраске 

антителами на каспазу-3 (маркер программируемой клеточной гибели). В качестве 

контролей апоптотической активности использовались слайсы, не подвергавшиеся 

инкубации и слайсы, инкубированные в питательной среде без добавления 

химиопрепаратов. Оценка осуществлялась визуально в зависимости от количества 

окрашенных клеток. 
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 Ниже приведен пример устойчивости опухоли к комбинации препаратов. Слева 

расположена фотография пластинки, полученной из нативной опухоли без инкубации в 

питательной среде, справа – пластинка, выдержанная в комбинации препаратов. Как можно 

заметить, на изображении справа присутствует окраска единичных клеток, что говорит об 

отсутствии апоптотической активности в данном образце и резистентности опухоли. 

 

К0 
 

Ц3+М3 

 Фотографии ниже демонстрируют разницу в апоптотической активности 

контрольного и чувствительного образцов. Справа – пластинка, подвергавшаяся 

воздействию цитостатика. Количество клеток, окрасившихся каспазой-3, демонстрирует 

активацию сигнальных путей, связанных с апоптозом в значительном количестве 

опухолевых клеток. Таким образом можно сделать вывод о чувствительности данного 

образца к препарату (в данном случае это Митомицин Ц). 

 

К0 
 

М3 

 

 Данный метод позволяет визуализировать апоптотическую активность под 

воздействием лекарств, что, неоспоримо, является его преимуществом. Также стоит 

отметить, что в состав опухоли входят не только злокачественные клетки, но и 
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стромальные, иммунные клетки, соединительнотканные элементы. Таким образом, 

сохранение цитоархитектоники нативной опухоли позволяет нам оценивать комплексный 

ответ на терапевтическое воздействие. 

2.3 Анализ экспрессии мРНК 

 Анализ экспрессии мРНК осуществлялся с помощью панели Qiagen Human Cancer 

Transcriptome, включающей 395 генов, вовлеченных в апоптоз, клеточное старение, 

метаболизм, эпителиально-мезенхимальный переход, регуляцию клеточного цикла, 

ангиогенез, поддержание теломер, репарацию ДНК и ответ на гипоксию.  

 Ниже на рисунке 3 приведена последовательность шагов при работе с образцами, 

подвергавшимися секвенированию. На первом этапе требуется синтез кДНК, поскольку 

данная структура является более устойчивой, чем РНК. На втором к изучаемой 

последовательности добавлялась заведомо известная последовательность, по которой в 

дальнейшем происходила верификация образцов. После пробы очищались от остаточных 

продуктов реакции, затем ставилась ПЦР, в результате которой к продукту добавлялась 

универсальная последовательность. Затем следуют очистка продукта и обогащение 

полученной библиотеки. 

 

Рисунок 3. Последовательность этапов подготовки обогащенной библиотеки РНК с помощью 

набора Qiagen Human Cancer Transcriptome. 
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Глава 3. Результаты 

3.1 МТТ-тест 

 Было получено 99 образцов асцитической жидкости от пациенток, страдающих 

раком яичника, полученных во время диагностического лапароцентеза. Только для 45 из 

них (49%) удалось нарастить достаточное количество клеточной массы для выполнения 

МТТ-теста и сопоставления с клинической картиной. Результаты приведены в таблице 

ниже. 

Таблица 1. Чувствительность клеток асцитической жидкости к различным цитостатикам 

и их комбинациям. В заключении представлены результаты сопоставления полученных 

данных с историями болезни (наличие либо отсутствие соответствия) 

N Митомицин Цисплатин Паклитаксел Митомицин + 
Цисплатин 

Паклитаксел+ 
Цисплатин 

Заключение 

OC17 Нет Нет х Нет х Нет 
OC28 Да Да Да Да Нет Да 
OC32 Да Нет х Да Х Нет 
OC38 Да Нет Нет Да Да Да 
OC43 Да Нет Нет Нет Нет Нет 

OC44 Нет Да Нет Нет Да Нет 

OC46 Нет Нет Нет Нет Нет Да 
OC49 Нет Нет Нет Нет Нет Нет 

OC50 Да Нет Нет Да Да Нет 

OC51 Нет Нет Нет Да Нет Да 
OC52 Нет Нет Нет Нет Нет Нет 
OC54 Да Нет Нет Нет Нет Да 

OC55 Нет Нет Нет Нет Нет Да 

OC56 Да Нет Нет Да Да Нет 

OC57 Нет Нет Нет Да Да Нет 

OC58 Да Нет Нет Да Да Нет данных 
OC61 Нет Нет Нет нет Нет Нет 

OC62 Да Нет Нет Да Нет Нет 

OC64 Да Нет Нет Да Нет Нет 

OC65 Да Нет Нет Да Нет Нет 

OC66 Да Нет Нет Да Нет Нет 

OC67 Да Нет Нет Да Нет Нет 

OC68 Да Нет Нет Да Нет Нет 

OC69 Да Нет Нет Да Да Нет 

OC75 Нет Нет Нет Нет нет Нет данных 
OC77 Да Да Нет Да Да Нет 

OC79  Нет Нет Нет Нет Нет Нет 

OC80 Нет Нет Нет Да Нет Нет 

OC82 Да Нет Нет Да Нет Да 
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OC83 Да Нет Нет Да Нет Нет 

OC84 Нет Нет Нет Да Нет Нет 

OC85 Нет Нет Нет Да нет Нет данных 
OC87 Да Нет Нет Да Да Нет 

OC88 Да Нет Нет Да нет Нет 

OC89 Да Нет Нет Да Да Нет 

OC90 Да Нет Нет Да Да Нет данных 
OC91 Да Нет Нет Да Да Нет 

OC92 Да Нет Нет Нет Да Нет 

OC93 Да Да Да Да Да Да 
OC94 Да Нет нет Да Нет Нет данных 
OC95 нет Да нет Да Нет Нет данных 
OC96 Да Да нет Да Да Нет данных 

OC97 Нет Нет Нет Нет Нет Да 
OC98 Нет Нет Нет Нет Нет Нет данных 
OC99 Да Да Да Да Да Да 
 Как оказалось, в 27 случаях из 45 (60%) полученные в результате МТТ-тестирования 

данные не соответствуют клиническим данным, в 10 (22%) случаях удалось обнаружить 

соответствие, а в 8 (17%) не поступили клинические данные. Поскольку причины данного 

несоответствия были неясны, было решено использовать секвенирование нового поколения 

для верификации использованных культур. 

 Для 27 образцов клеточной культуры был проведен молекулярно-генетический тест, 

связанный с анализом последовательности ассоциированных с канцерогенезом генов. В 

результате оказалось, что мутации в гене TP53, характерные для серозных карцином 

яичника высокой степени злокачественности [24], присутствуют у 2 (7,4%) пациенток. Это 

говорит о том, что практически во всех поставленных МТТ-тестах отсутствуют опухолевые 

клетки. Возможно, причина кроется в том, что часть асцитов была получена практически 

сразу после получения химиотерапии пациентками, и поврежденные опухолевые клетки 

вытеснялись в культуре фибробластами. Исходя из этого был сделан вывод о 

непригодности данного метода для рутинной диагностики.  

3.2 Тканевые пластинки 

 Эксперименты по тканевым пластинкам были проведены для 12 пациенток. 

 При сравнении с контрольными образцами тканевых пластинок, также 

инкубированных в среде в течение 24 часов, в обработанных образцах наблюдается 

подавление гликолиза и ответа на гипоксию. 
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 Ниже приведены рисунки, иллюстрирующие изменение экспрессии различных 

генов после проведения терапии непосредственно в нативной опухоли и в тканевых 

пластинках. Зеленым цветом отмечены гены, экспрессия которых понижалась, красным – 

повышалась. 

 

Рисунок 4. Сравнение экспрессии мРНК опухоль-ассоциированных генов в образцах тканей 

пациенток, которые подвергались неоадъювантной платиносодержащей терапии. Зеленые 

— это гены, экспрессия которых упала после НАПХТ, красные — выросла. 
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Рисунок 5. Сравнение экспрессии мРНК опухоль-ассоциированных генов в опухолевых 

пластинках по сравнению с контрольными (не подвергавшимися обработке 

химиопрепаратами пластинками). 

 При использовании комбинации митомицин Ц и цисплатин наиболее существенно 

снижалась экспрессия генов HK2, PFKFB4 (ферменты гликолиза), транспортера глюкозы 

GLUT1 (SLC2A1), CA9 (карбоангидраза), проангиогенных факторов FLT1 и ANGPTL4 и 

транспортера SLC16A3 (MCT4 – ген, кодирующий мембранный белок, «выкачивающий» 

избыток лактата, образующегося при гликолизе). 

 Гексокиназа 2 (HK2) представляет собой фермент, основная функция которого – 

фосфорилирование глюкозы с образованием глюкозо-6-фосфата (G6P). Подобное 

превращение является первым этапом метаболизма глюкозы. Регулируется экспрессия гена 

HK2 с помощью инсулина. Было показано, что HK2 принимает непосредственное участие 

в увеличении скорости гликолиза, особенно в злокачественных новообразованиях [30]. 

 Белок, кодируемый геном PFKFB4, является бифункциональной 

киназой/фосфатазой, функцией которой является регуляция концентрации побочного 

продукта гликолиза - фруктозо-2,6-бисфосфата (F2,6BP). Высокая экспрессия характерна 

для раковых клеток и индуцируется гипоксией. Также он способен увеличивать 

концентрацию АТФ в клетке в условиях гипоксии. 
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 Глюкозный транспортер типа 1, GLUT1 (SLC2A1), является однонаправленным 

белковым переносчиком, позволяющим глюкозе преодолевать гематоэнцефалический 

барьер. Замечено, что экспрессия этого гена может быть повышена при различных 

онкологических заболеваниях, например, раке груди, простаты, колоректальном раке [31-

34]. 

 Для опухолевых клеток характерно состояние ацидоза, а также получение энергии с 

помощью гликолиза (так называемый эффект Варбурга). Помимо использования 

переносчика лактата SLC16A3, клетка может избавляться от этого метаболита с помощью 

диффузии через щелевые контакты, образованные коннексинами соседних клеток [34]. 

Однако подобного рода механизм не является достаточно эффективным, поскольку 

приводит к накоплению кислот в клетках и межклеточном пространстве [36,37]. 

 Карбоангидраза IX (CA9) относится к семейству белков карбоангидраз и 

представляет из себя трансмембранный гликопротеин, основная функция которого – 

катализ гидратации диоксида углерода. В опухоли гипоксия стимулирует гиперэкспрессию 

CA9. Гипоксия-индуцируемый фактор, HIF-1, связывается с промоторной зоной гена CA9, 

активируя транскрипцию данного гена [38].  
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3.3 Клинические случаи 

Ос4 

 Пациентка С., 74 года, носительница патогенной мутации BRCA2 c.6070C>T 

[p.Gln2024Ter]. 

 Диагноз: рак яичников (серозная high grade карцинома). Получила 3 курса 

неоадьювантной химиотерапии по схеме МР (Митомицин Ц+Цисплатин). В дальнейшем, 

после оптимальной циторедуктивной операции получила три курса адьювантной 

химиотерапии по той же схеме. Гистологически был отмечен лечебный патоморфоз в виде 

полного регресса опухоли. 

 В результате эксперимента с тканевыми опухолевыми пластинками была 

продемонстрирована чувствительность к Цисплатину и Митомицину Ц по сравнению с 

фрагментами опухоли, которые не подвергались обработке химиопрепаратами. 

 

Рисунок 6. Иммуногистохимическая окраска на каспазу-3. Тканевые пластинки пациентки C. 
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Ос12 

 Пациентка М, 54 года, носительница патогенной мутации BRCA2 c.4525C>T 

[p.Q1509X rs80358683]. 

 Диагноз: рак яичников (серозная high grade карцинома). Состояние после 

диагностической лапароскопии, биопсии опухоли и трех курсов неоадъювантной 

химиотерапии по схеме Митомицин Ц+цисплатин. После проведенной терапии был 

отмечен полный патоморфологический регресс. 

 По фотографиям пластинок, приведенным ниже, можно сделать вывод о 

чувствительности опухоли не только к комбинации Митомицина Ц и Цисплатина, но и к 

каждому из компонентов по отдельности. 

Control 0h 

 

Control 24h 

 

Cisplatin 10 

 

Cisplatin 20 

 

Mitomycin 30 

 

Mitomycin 70 

 

МР 10/30 

 

МР 20/70 

Рисунок 7. Иммуногистохимическая окраска на каспазу-3. Тканевые пластинки пациентки М. 
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Выводы 

1. Из двух использованных методик наиболее достоверной является способ тканевых 

пластинок. МТТ-тест, несмотря на простоту использования и получения материала, 

не является точным. 

2. Способ определения спектра химиочувствительности карцином яичника на основе 

тканевых пластинок может быть использован в клинической практике в качестве 

рутинного метода. 

3. Полученные результаты могут свидетельствовать о том, что эффективность 

воздействия комбинации цисплатина и митомицина Ц (активного в условиях 

пониженного содержания кислорода в клетке) связана с ингибированием эффекта 

Варбурга. Возможно, это обусловлено снижением эффективности работы системы 

репарации в условиях гипоксии и ролью лактата в индуцировании ангиогенеза и 

формировании иммуносупрессорного комплекса. 
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