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В основе клинической гетерогенности медуллобластом лежат различия, выявляемые на 
молекулярном уровне, в виде неодинакового профиля экспрессии генов, метилирования  
ДНК и мутационного спектра. Выявление данных различий послужило основанием для 
создания в 2016 году новой классификации опухолей центральной нервной системы, в которой 
предусмотрено разделение медуллобластом на молекулярно-генетические подгруппы. 
Принадлежность медуллобластомы к определенной молекулярно-генетической подгруппе 
определяет исход заболевания, ответ на проводимую терапию, вероятность развития рецидива и 
прогноз. В настоящей работе представлены результаты использования технологии NanoString 
для определения молекулярно-генетической подгруппы медуллобластом на 65 гистологических 

образцах.
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Clinical heterogeneity of medulloblastoma is based on differences in the molecular landscape of the tumor, which include 
gene expression and DNA methylation profiles and mutational spectrum. WHO classification of CNS malignancies developed 
in 2016 implies segregation of medulloblastoma entity into 4 distinct molecular subgroups: WNT, SHH, group 3 and group 4. 
This division defines clinical presentation, response to therapy, risk of tumor recurrence and presents a basis for individualized 
and risk-adapted treatment conduction. Molecular genetic techniques for medulloblastoma subgrouping are based either 
on gene expression profiling or investigation of whole-genome DNA methylation. Method used in clinical practice should be 
reliable, fast, undemanding for preanalytic procedures and robust. For these reasons gene expression analysis by NanoString 
technology can be designated. In the current study we present the first Russian experience in the molecular classification of 
medulloblastoma based on gene expression profiling by Nanostring technique. The retrospective analysis of 65 pathologically 
verified medulloblastoma samples was performed. Among these cases WNT subgroup was revealed in 8, SHH – in 15, group 3 
– in 16 and group 4 in 26 patients. The subgroup distribution as well as clinical significance of each tumor type corresponded to 
the literature data. Notable, that NanoString technology allowed achieving reliable data on gene expression from complicated 

material – formalin-fixed paraffin embedded tissue.
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В 2016 году Всемирная организация здраво- 
охранения (ВОЗ) представила новую класси-
фикацию опухолей центральной нервной систе-

мы (ЦНС), включающую четыре подгруппы медул-
лобластомы: WNT (Wingless), SHH (Sonic Hedgehog), 
подгруппа 3 и подгруппа 4, отличающиеся не толь-
ко генетическим (экспрессионным, эпигеномным и  
мутационным) профилем, но и прогнозом, уровнем 
ответа на терапию и частотой возникновения реци-
дива [1–3] (табл.). Не вызывает сомнения, что дан-
ная классификация станет основой для пересмотра 

имеющихся и разработки новых протоколов терапии, 
поэтому необходима надежная, точная и быстрая ме-
тодика определения подтипа опухоли.

Существующие сегодня методы исследования с 
позиции диагностической эффективности определе-
ния подгрупп медуллобластомы можно разделить на 
основные и второстепенные. Результаты основных 
методов исследования позволяют достоверно класси-
фицировать опухоль, в то время как второстепенные 
указывают лишь на ее вероятную принадлежность к 
той или иной молекулярной подгруппе [1, 4, 5]. 

Шедевры диагностического мастерства
Revolution CT/HD/EVO
Семейство  компьютерных томографов для Ваших самых требовательных пациентов

 Пространственное разрешение 0.23 мм*
 Снижение лучевой нагрузки до 82% благодаря технологии итеративной реконструкции 

нового поколения ASiR-V
 Уменьшение акустического шума от вращения гентри более чем на 50% благодаря системе 

Whisper Drive

www.gehealthcare.ru

Revolution CT – томограф компьютерный Revolution CT с принадлежностями; Revolution HD – томограф компьютерный Revolution Discovery CT с принадлежностями; 
Revolution EVO – томограф компьютерный Revolution EVO с принадлежностями.

Использование технологии ASiR-V помогает снизить дозу облучения пациента до 82% в ходе процедуры компьютерной  томографии. Величина снижения дозы зависит от 
клинических метода и задачи, а также от размеров пациента и анатомической структуры. Необходимо проконсультироваться с рентгенологом и медицинским физиком, 
чтобы определить подходящую дозу облучения, позволяющую получить изображения диагностического качества для конкретной клинической задачи. 

Whisper Drive – система, используемая в томографе Revolution CT для создания более комфортных условий для пациента посредством снижения акустического шума во время 
вращения гентри со скоростью 0,28 с/оборот более чем на 50% по сравнению со стандартной системой с ременным приводом, работающей со скоростью 0,28 с/оборот.

* У компьютерных томографов Revolution CT и Revolution Discovery CT



К первой группе технологий относятся иссле-
дование профиля экспрессии генов, а также пол-
ногеномный профиль метилирования ДНК. Данные 
методики признаны равнозначными и отражают две 
стороны процесса транскрипции генов. Гипермети-
лированные гены имеют низкий уровень экспрессии, 
гипометилированные ЦНС – высокий [6, 7]. На момент 
открытия подгрупп медуллобластомы (2006–2008 гг.) 
исследовали профиль экспрессии большого количе-
ства генов (более 18 000) на экспрессионных чипах 
высокой плотности, что предъявляло высокие требо-
вания к качеству анализируемой РНК и существенно 
усложняло преаналитический этап [6]. В 2012 году 
P.A. Northcott и соавт. показали, что для надежной 
классификации медуллобластом достаточно знать 
уровень мРНК 22 генов, экспрессия которых наибо-
лее значимо различается в клетках опухолей разных 
подгрупп [8]. Для анализа была выбрана технология 
NanoString, в основе которой лежит гибридизация 
небольшого специфичного фрагмента мРНК с оли-
гонуклеотидными зондами – репортерным и захва-
тывающим, в результате чего образуется комплекс, 
состоящий из трех молекул. Репортерный зонд имеет 
в своем составе цветовой «штрихкод» – уникальную 
последовательность шести флуорохромов, позволя-
ющих идентифицировать комплекс, а захватываю-
щий зонд несет биотин, обеспечивающий фиксацию 
комплекса к твердой фазе. В дальнейшем иммобили-
зованные комплексы подсчитывает флуоресцентный 
анализатор, а их количество – через этап нормали-
зации по референсным генам – трансформирует-
ся в величину экспрессии соответствующих генов.  
Поскольку участок комплементарного связывания 
молекулы мРНК и зондов достаточно мал, технология 
NanoString позволяет осуществлять анализ высо-
кофрагментированной РНК, в том числе выделенной 
из ткани, фиксированной в формалине и залитой в 
парафиновый блок [9].

К группе второстепенных методов классифика-
ции медуллобластом относятся стандартные морфо-
логические и генетические методы. Сочетание ядер-
ной аккумуляции β-катенина и однонуклеотидной 
замены в экзоне 3 гена CTNNB1, которые выявляют 
с использованием иммуногистохимии и секвенирова-
ния по Сэнгеру соответственно, – признак медулло- 
бластомы подгруппы WNT [5]. Результат может быть 
дополнен определением моносомии 6, но абсолют-
ной специфичностью он не обладает [10, 11]. Ноду-
лярно-десмопластическое гистологическое строе-
ние опухоли у детей раннего возраста указывает на 
принадлежность к подгруппе SHH, однако у более 
старших пациентов данная зависимость утрачива-
ется. Выявление амплификации гена MYC методом 
флуоресцентной in situ гибридизации (FISH) может 
служить маркером подгруппы 3, особенно в соче-
тании с анапластическим гистологическим строе-
нием 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 подчеркнуть, что мута-
ции в кодирующей последовательности генов, рав-
но как и аберрации, связанные с изменением числа 
копий генов или хромосомных регионов (делеции 
или амплификации), с одной стороны, не являются 
строго специфичными для той или иной подгруппы, 
с другой – даже наиболее специфичные аномалии 
не выявляются в абсолютном числе образцов соот-
ветствующего молекулярно-генетического вари-
анта. Таким образом, ни одна из указанных аберра-
ций не может служить основанием для однозначной 
классификации опухоли в какую-либо подгруппу,  
а для точной интерпретации должны быть применены  
современные высокопроизводительные технологии, 
в особенности для разделения пациентов с опухоля-
ми подгрупп 3 и 4, экспрессионный и мутационный 
спектр которых частично перекрывается, а прогноз 
принципиально различен [5, 10, 12].

До настоящего времени в России были доступ-
ны гистологическое и иммуногистохимическое ис-
следования материала опухоли, выявление отдель-
ных мутаций методом секвенирования по Сэнгеру, 
определение хромосомных аберраций и амплифи-
кации гена MYC методом флуоресцентной in situ 
гибридизации. С появлением новой классификации 
ВОЗ этих методов явно недостаточно для страти-
фикации пациентов на группы риска, определе-
ния прогноза заболевания и подбора адекватной  
терапии.

Цель работы – исследование диагностических 
возможностей технологии NanoString для определе-
ния молекулярно-генетических подгрупп медуллоб-
ластомы в российской когорте пациентов. 
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Таблица
Классификация медуллобластом 
(Всемирная организация здравоохранения, 2016 г.)

Медуллобластома 
генетически 
идентифицированная

Медуллобластома с активацией WNT 9475/3*

Медуллобластома c активацией SHH 
и мутации в гене TP53 9476/3

Медуллобластома c активацией SHH 
и TP53 дикий тип 9471/3

Медуллобластома не-WNT/не-SHH
● медуллобластома, группа 3
● медуллобластома, группа 4

9477/3*

Медуллобластома 
гистологически 
идентифицированная

Медуллобластома классическая 9470/3

Медуллобластома, 
десмопластическая/нодулярная 9471-3

Медуллобластома с обширной 
нодулярностью 9471-3

Медуллобластома
 крупноклеточная/анапластическая 9474-3

Медуллобластома неспецифицированная 9470-3

* Обновленные коды Международной классификации заболеваний в онкологии (ICD-O).
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Материалы и методы исследования

Проведен ретроспективный анализ клинических 
и молекулярно-генетических данных 65 пациентов 
с диагнозом «медуллобластома», верифицирован-
ным или подтвержденным в патологоанатомическом 
отделении Национального медицинского исследова-
тельского центра детской гематологии, онкологии 
и иммунологии им. Дмитрия Рогачева Минздрава  
России в период с 2013 по 2016 год. 

Медиана возраста пациентов составила 6,5 года 
(от 1,5 мес. до 16 лет); 16 пациентов были младше  
3 лет. Соотношение мальчиков и девочек – 2,25:1. 
Медиана наблюдения за пациентами – 25 мес.  
В отделениях НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева 
терапию провели 26 пациентам, остальные дети по-
лучали терапию в других клиниках. Всем пациентам 
проводили терапию по различным версиям протокола 
HIT (в том числе по версии HIT MED 2014). У 20 паци-
ентов к моменту начала терапии наблюдалось мета-
статическое распространение опухоли (М+ стадия);  
у 17 пациентов определялась остаточная опухоль по-
сле проведенного оперативного лечения (R+ стадия). 

Материалом для молекулярно-генетического 
исследования была ткань, полученная в результа-
те резекции опухоли, фиксированная в формали-
не и залитая в парафиновый блок. Из фрагмента 
образца, содержащего не менее 70% ткани опухо-
ли, готовили пять срезов толщиной 10 мкм. После 
предварительной депарафинизации растворителем  
Bio Clear (Bio-Optica, Италия) общую РНК выделяли 
набором Recover All Total Nucleic Acid Isolation Kit 
for FFPE (Thermo Fisher Scientific, США) согласно 
инструкции производителя. Выделенную РНК подвер-
гали количественной и качественной оценке: изме-
рение концентрации методом спектрофотометрии 
(Nanodrop 2000, Thermo Fisher Scientific, США)  
и исследование уровня деградации с помощью элек-
трофореза флуоресцентно меченных фрагментов 
РНК на микроструйных чипах (Bioanalyzer 2100, 
Agilent, Германия) [13]. РНК в количестве 300 нг  
использовали для исследования экспрессии ге-
нов методом NanoString по стандартной методике, 
включая гибридизацию РНК и зондов (16 ч), авто-
матизированную очистку продуктов гибридизации и 
подготовку картриджа (иммобилизацию комплексов 
РНК-зонды) и сканирование на флуоресцентном 
анализаторе nCounter (NanoString, США). Панель 
исследуемых генов была адаптирована по публика-
ции P.A. Northcott et al., 2012 и включала 23 ана-
лизируемых и 3 референсных гена [8]. Обработка и 
анализ результатов сканирования осуществлялась 
с помощью программного обеспечения nSolver 3.0 
(NanoString, США).

С целью валидации диагностических возможно-
стей метода NanoString была сформирована тестовая 
когорта – 7 пациентов (WNT – 1, SHH – 4, подгруп- 
па 3 – 2 пациента); принадлежность медуллобластомы 
к молекулярно-генетический подгруппе определяли 
на основании исследования профиля метилирования 
ДНК у этих пациентов, а также ряда второстепенных 
маркеров – наличии мутации в экзоне 3 гена CTNNB1 
и сочетания десмопластического гистологического 
строения опухоли с ранним возрастом пациента. 

Результаты исследования

Используя в качестве анализируемого матери-
ала ткань опухоли, фиксированную в формалине и 
залитую в парафиновый блок, мы ожидали получить 
небольшое количество фрагментированной РНК. 
Оказалось, что количество выделенной РНК имело су-
щественные различия в разных образцах и находилось 
в диапазоне от 675,0 нг до 23,3 мкг (медиана – 3,7 мкг). 
В основном РНК была представлена короткоцепочеч-
ными фрагментами длиной 100 нуклеотидов, рибосо-
мальные пики не визуализировались ни в одном слу-
чае, а показатель целостности РНК (RIN) находился 
в диапазоне от 1,2 до 2,6 (медиана – 2,2). Типичная 
электрофореграмма образца РНК, выделенной из 
ткани опухоли, фиксированной в формалине и зали-
той в парафиновый блок, представлена на рисунке 1.

Распределение образцов медуллобластомы 
на молекулярно-генетические подгруппы в тесто-
вой когорте полностью соответствовало результа-
там проведенной ранее классификации, что под-
твердило диагностические возможности метода 
NanoString.

Величины нормализованной экспрессии генов 
были подвергнуты агломеративной иерархической 
кластеризации, которая позволила выделить четы-
ре неперекрывающиеся группы пациентов, в кото-
рых экспрессия генов, специфичных для соответ-
ствующей молекулярно-генетической подгруппы 

Рисунок 1
Электрофореграмма образца РНК, выделенной из ткани опу-
холи, фиксированной в формалине и залитой в парафиновый 
блок; показатель целостности РНК (RIN) – 2,5
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медуллобластомы, была наивысшей (рис. 2). Таким 
образом, анализ экспрессии 23 генов с помощью 
технологии NanoString позволил однозначно класси-
фицировать образцы медуллобластом на молекуляр-
но-генетические подгруппы – WNT, SHH, 3 и 4.

В результате проведенного исследования об-
разцы ткани опухолей пациентов с медуллобласто-
мой были классифицированы следующим образом:  
подгруппа WNT – 8; подгруппа SHH – 15; подгруппа 3 – 
16 и подгруппа 4 – 26 больных. 

Медуллобластома подгруппы WNT была опреде-
лена у 8 пациентов, их средний возраст на момент 
постановки диагноза составил 10 лет. У одного па-
циента в дебюте заболевания определялось метаста-
тическое поражение ЦНС, еще у одного – остаточная 
опухоль после проведенной операции. У большинства 
пациентов (n = 7) был выявлен классический гистоло-
гический вариант опухоли, у одного – десмопластиче-
ский. Семь пациентов данной группы живы; один ребе-
нок погиб (локальный рецидив опухоли). 

Опухоль, относящаяся к подгруппе SHH, была 
обнаружена у 15 пациентов: их средний возраст на 
момент постановки диагноза – 3 года. Основной ги-
стологический вариант медуллобластомы в данной 
подгруппе – нодулярно-десмопластический (n = 12), 
однако у двух пациентов верифицировали классиче-
скую медуллобластому, а у одного – анапластическую.

Единственным событием в группе детей до 3 лет 
была смерть, связанная с токсическими осложнени-
ями терапии. У детей старше 3 лет преобладали не-
благоприятные события, связанные с заболеванием 
(прогрессия и рецидив опухоли).

Опухоли молекулярно-генетической подгруппы 3 
были выявлены у 16 пациентов исследуемой когор-
ты; их средний возраст на момент постановки диагно-
за – 4,9 года. Более чем у половины пациентов (n = 9)  
в дебюте заболевания отмечено метастатическое 
распространение опухоли, а также высокий про-
цент неблагоприятных гистологических вариантов 
(анапластический вариант и классическая медул-
лобластома с очагами анаплазии). У двух пациен-
тов выявлена десмопластическая медуллобластома.  

У всех детей младшего возраста (менее 4 лет) на-
блюдалось рефрактерное течение болезни. 

Наиболее многочисленной (n = 26) в данном ис-
следовании оказалась подгруппа 4, средний возраст 
пациентов в которой составил 7 лет, а основным 
гистологическим вариантом был классический тип  
медуллобластомы (n = 20); десмопластический вари-
ант определен в 6 случаях. Неблагоприятные события 
были зарегистрированы только у пациентов с мета-
статическим распространением опухоли (М+ стадия). 

Обсуждение результатов исследования

Гетерогенность внутри одного типа опухолей, 
выявляемая на молекулярном уровне, определяет 
неодинаковое клиническое течение заболевания, 
разную вероятность развития рецидива и лежит в ос-
нове современных схем стратификации больных на 
группы риска. Использование данных молекулярной 
диагностики в клинике предполагает своевремен-
ное проведение исследований, отвечающих высоким 
требованиям достоверности. Это подразумевает по-
лучение качественных и репрезентативных образцов 
на преаналитическом этапе исследования, а также 
стандартизованной, надежной и воспроизводимой 
методики анализа. Немаловажным критерием явля-
ется скорость и трудоемкость обработки полученных 
результатов исследования и формирование клиниче-
ского заключения.

Определение молекулярно-генетических под-
групп медуллобластом осуществляется с помощью 
двух основных групп методов: исследование про-
филя экспрессии генов или метилирование ДНК на 
уровне генома. Особенности логистики образцов и 
сложности стандартизации преаналитического этапа 
в условиях мультицентрового взаимодействия дела-
ют использование свежезамороженной ткани опу-
холи, предусмотренное этими методиками, чрезвы-
чайно затруднительным, что практически исключает 
применение биологических чипов высокой плотности 
для анализа профиля экспрессии генов, требующих 
РНК высокого качества. В связи с этим ткань опухо-
ли, фиксированная в формалине и залитая в пара-
финовый блок, является оптимальным исследуемым 
материалом, позволяющим одновременно проводить 
и морфологические, и молекулярно-генетические 
исследования. В то же время ДНК, выделенная из 
фиксированной ткани, пригодна для анализа профи-
ля метилирования ДНК, позволяющего достоверно 
разделить образцы медуллобластомы на подгруппы. 
Среди недостатков этого метода – трудоемкость и 
значительная продолжительность обработки данных, 
а также высокая стоимость исследования.

Анализ экспрессии генов с помощью технологии 
NanoString позволяет с относительно небольшими 

Рисунок 2
Иерархическая агломеративная кластеризация нормализован-
ных величин экспрессии генов позволяет разделить образцы 
медуллобластомы на молекулярно-генетические подгруппы: 
WNT (синий кластер), SHH (красный кластер), подгруппу 3 
(желтый кластер) и подгруппу 4 (зеленый кластер)
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трудозатратами использовать высокофрагментиро-
ванную РНК, выделенную из фиксированной ткани, 
для получения достоверных результатов. Програм- 
мное обеспечение дает возможность врачу, не имею-
щему подготовки в сфере биоинформатики, быстро 
проводить анализ. Все вышеперечисленное делает 
данную платформу оптимальной для использования в 
клинике, что подтверждено при создании стандарти-
зованной системы классификации образцов рака мо-
лочной железы с использованием панели PAM50 [14].

В настоящем исследовании были подтверж-
дены диагностические возможности технологии 
NanoString для классификации пациентов с медул-
лобластомой на молекулярно-генетические подгруп-
пы. Метод продемонстрировал надежное и клиниче-
ски значимое распределение пациентов.

Выводы

Технология NanoString позволяет надежно диф-
ференцировать образцы медуллобластомы различ-
ных молекулярно-генетических подгрупп. Метод 
применим для анализа фрагментированной РНК, 

выделенной из фиксированной ткани, и отличает-
ся высокой скоростью получения и анализа дан-
ных. Разделение пациентов с медуллобластомой на  
молекулярно-генетические подгруппы клиниче-
ски значимо, дает возможность прогнозировать ве-
роятность рецидива или прогрессии заболевания.  
Прогностическая значимость данных маркеров  
нуждается в валидации в рамках проспективных 
клинических исследований, но, несомненно, данная 
классификация станет основой для стратификации 
пациентов на группы риска в будущих терапевтиче-
ских протоколах.
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