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Âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíûé àíàëèç åäèíè÷íûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê...

Êóëüòèâèðîâàíèå è àíàëèç åäèíè÷íûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê ñòàíîâÿòñÿ âñå áîëåå àêòóàëüíûìè â ñâÿ-
çè ñ ãåòåðîãåííîñòüþ îïóõîëåé, ÿâëÿþùåéñÿ îñíîâíîé ïðè÷èíîé íåýôôåêòèâíîñòè òàðãåòíîé òåðàïèè
ïðè îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèÿõ. Ðåøåíèå ýòîé ïðîáëåìû — äèíàìè÷åñêàÿ îöåíêà ñîñòîÿíèÿ è ñîñòà-
âà îïóõîëè. Ñðàâíèòåëüíîå èññëåäîâàíèå åäèíè÷íûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê ïîçâîëÿåò âûÿâèòü ïðèíöèïè-
àëüíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó îïóõîëåâûìè êëîíàìè, êëþ÷åâûå ìîëåêóëû-ìèøåíè äëÿ ïðîòèâîîïóõîëåâûõ
ïðåïàðàòîâ, ñîçäàòü èíäèâèäóàëüíûå àëãîðèòìû ëå÷åíèÿ äëÿ ïàöèåíòîâ. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ åäèíè÷íûõ
îïóõîëåâûõ êëåòîê èñïîëüçóþò ïðîòî÷íóþ öèòîìåòðèþ, ìàãíèòíûé ñîðòèíã, ìèêðîôëþèäíûå ñèñòåìû
è ëàçåðíóþ ìèêðîäèññåêöèþ. Àíàëèç åäèíè÷íûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê îñóùåñòâëÿåòñÿ ïîñðåäñòâîì âû-
ñîêîïðîèçâîäèòåëüíûõ ìåòîäîâ: ñåêâåíèðîâàíèÿ òðàíñêðèïòîìà, ñåêâåíèðîâàíèÿ ýêçîìà, ÷òî ïîçâîëÿåò
îöåíèòü íå òîëüêî êà÷åñòâåííûå, íî è êîëè÷åñòâåííûå èçìåíåíèÿ ãåíîâ, ïðåæäå âñåãî — ìóòàöèîííûé
ñòàòóñ êëåòêè. Ïðèìåíåíèå âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíûõ ìåòîäîâ àíàëèçà åäèíè÷íûõ ñòâîëîâûõ îïóõîëå-
âûõ êëåòîê ïîçâîëèëî âûÿâèòü ãåíû, èãðàþùèå âàæíóþ ðîëü â îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè, ïîêàçàòü ãå-
òåðîãåííîñòü ïîïóëÿöèè ñòâîëîâûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê, îáíàðóæèòü êëèíè÷åñêè çíà÷èìûå ìóòàöèè â
ïîïóëÿöèè öèðêóëèðóþùèõ îïóõîëåâûõ êëåòîê è îïðåäåëèòü ìàðêåðû ðåçèñòåíòíîñòè ê ïðîòèâîîïóõî-
ëåâûì ïðåïàðàòàì. Èñïîëüçîâàíèå âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíûõ ìåòîäîâ àíàëèçà äëÿ èçó÷åíèÿ îïóõîëåâî-
ãî ìèêðîîêðóæåíèÿ ïîçâîëÿåò îöåíèòü ñïåöèôèêó âçàèìîäåéñòâèé ìåæäó îïóõîëåâûìè êëåòêàìè è àñ-
ñîöèèðîâàííûìè ñ îïóõîëüþ êîìïîíåíòàìè ìèêðîîêðóæåíèÿ. Òàêèì îáðàçîì, ïðèìåíåíèå è ñîâåðøåí-
ñòâîâàíèå ñîâðåìåííûõ áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ ïîäõîäîâ ïîçâîëÿò ðåøèòü ïðîáëåìû, îáóñëîâëåííûå
îïóõîëåâîé ãåòåðîãåííîñòüþ, à çíà÷èìîñòü ïîëó÷åííûõ ñ èõ ïîìîùüþ ðåçóëüòàòîâ áóäåò ïîâûøàòüñÿ
êàê äëÿ êëåòî÷íîé áèîëîãèè, òàê è äëÿ êëèíè÷åñêîé ôàðìàêîëîãèè è îíêîëîãèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: îïóõîëåâàÿ ãåòåðîãåííîñòü, ñòâîëîâûå îïóõîëåâûå êëåòêè, öèðêóëèðóþùèå
îïóõîëåâûå êëåòêè, âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíûå ìåòîäû, ñåêâåíèðîâàíèå.

Ñåêâåíèðîâàíèå ãåíîìà ÷åëîâåêà è ïîñëåäóþùåå èñ-
ïîëüçîâàíèå äàííîãî ïîäõîäà äëÿ ñåêâåíèðîâàíèÿ ãåíî-
ìîâ êëåòîê çëîêà÷åñòâåííûõ íîâîîáðàçîâàíèé ïðèâåëè ê
ñîçäàíèþ íîâûõ ñïîñîáîâ ïðîòèâîîïóõîëåâîé òåðàïèè íà
îñíîâå öåëåíàïðàâëåííîãî âîçäåéñòâèÿ íà ìîëåêóëû-ìè-
øåíè ñ öåëüþ èíãèáèðîâàíèÿ ïðîëèôåðàöèè êëåòîê îïó-
õîëè. Ïðèìåíåíèå òàðãåòíîé òåðàïèè ïðè ðÿäå îíêîëîãè-
÷åñêèõ çàáîëåâàíèé (â ÷àñòíîñòè, ïðè íåìåëêîêëåòî÷íîì
ðàêå ëåãêîãî, ìåëàíîìå êîæè, ðàêå ìîëî÷íîé æåëåçû è
êîëîðåêòàëüíîì ðàêå) ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ ïîêàçàòå-
ëåé âûæèâàåìîñòè ïàöèåíòîâ (Ndoye, Weeraratna, 2016;
Notsuda et al., 2017; Sambi et al., 2017; Takegawa et al.,
2017). Âìåñòå ñ òåì, êàê ñòàëî ïîíÿòíî â äàëüíåéøåì, ýô-
ôåêòèâíîå èñïîëüçîâàíèå òàðãåòíûõ ïðåïàðàòîâ ñóùåñò-
âåííî îãðàíè÷åíî ãåòåðîãåííîñòüþ îïóõîëåé, ëåæàùåé â
îñíîâå êëþ÷åâûõ ìåõàíèçìîâ ðàçâèòèÿ ðåçèñòåíòíîñòè.
Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçîâàíèå ñòàòè÷íûõ ðåæèìîâ ïðî-
òèâîîïóõîëåâîé òåðàïèè âûçûâàåò ãèáåëü îòäåëüíûõ ñóá-
êëîíîâ îïóõîëè, íî ïðè ýòîì ìîæåò íå îêàçûâàòü âîç-
äåéñòâèÿ íà äðóãèå ñóáêëîíû îïóõîëè. Ðåçèñòåíòíûå
ïîïóëÿöèè îïóõîëåâûõ êëåòîê ìîãóò äàâàòü íà÷àëî
ñëåäóþùèì ýòàïàì ðîñòà è ïðîãðåññèè îïóõîëè. Ýòè íà-

áëþäåíèÿ ïðèâåëè ê çàêëþ÷åíèþ î òîì, ÷òî ïîäõîäû ê
ïðîòèâîîïóõîëåâîé òåðàïèè äîëæíû áûòü îñíîâàíû íà
äèíàìè÷åñêîé îöåíêå ñîñòîÿíèÿ (ñîñòàâà) îïóõîëè äëÿ
âûáîðà íàèáîëåå ýôôåêòèâíûõ ñïîñîáîâ ñóïðåññèè ðîñòà
íîâîîáðàçîâàíèÿ (Jonsson et al., 2017). Â äàííîì îáçîðå
èçëîæåíû îñíîâíûå àñïåêòû ðàçðàáîòêè ïîäõîäîâ ê ïðî-
òèâîîïóõîëåâîé òåðàïèè íà îñíîâå âûøåóêàçàííîé ïàðà-
äèãìû, îïèñàíû ïðîáëåìû âíåäðåíèÿ ýòèõ òåõíîëîãèé â
êëèíè÷åñêóþ ïðàêòèêó è ñïîñîáû èõ óñòðàíåíèÿ.

Êîñâåííûìè ïðèçíàêàìè ãåòåðîãåííîñòè îïóõîëåâîé
òêàíè ÿâëÿþòñÿ õîðîøî èçâåñòíûå âðà÷àì ðàçëè÷èÿ â òå-
÷åíèè è èñõîäàõ îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé îäíîãî è
òîãî æå âèäà ó ðàçíûõ ïàöèåíòîâ. Íîâîîáðàçîâàíèå ìî-
æåò ñóùåñòâåííî ðàçíèòüñÿ ïî ãèñòîòèïó, à òàêæå ïî ìîð-
ôîëîãè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì îòäåëüíûõ êëåòîê, â òîì
÷èñëå â ïðåäåëàõ îäíîãî ãèñòîòèïà îïóõîëè. Åùå â
1967 ã. Óèëëèñ (Willis) ïðåäïîëîæèë, ÷òî â îñíîâå ðàçâè-
òèÿ îïóõîëè ìîãóò ëåæàòü íåñêîëüêî î÷àãîâ ïðîëèôåðà-
öèè, êëåòêè êîòîðûõ ïðèíàäëåæàò ê ðàçíûì êëîíàì.
Â 1988 ã. Íîóâåëë (Nowell) ïðåäñòàâèë äàííûå î ïåðåõî-
äå ìîíîêëîíîâîé ñòàäèè çàáîëåâàíèÿ â ïîëèêëîíîâóþ
âñëåäñòâèå âòîðè÷íûõ ìóòàöèé (Hesketh, 2013). Äàííûå
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êîíöåïöèè íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ïðåòåðïåëè ñóùåñòâåí-
íûå èçìåíåíèÿ, íî îíè îòðàæàþò ïîñòåïåííîå ðàçâèòèå
ïîíèìàíèÿ ôåíîìåíà ãåòåðîãåííîñòè îïóõîëåâîé òêàíè è
åãî êëèíè÷åñêîé çíà÷èìîñòè.

Îäíèì èç àêòóàëüíûõ ïîäõîäîâ â ðåøåíèè ïðîáëåìû
ðåçèñòåíòíîñòè îïóõîëè ê òåðàïèè ÿâëÿåòñÿ ñðàâíèòåëü-
íûé àíàëèç åäèíè÷íûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê, êîòîðûé äîë-
æåí ïðèâåñòè ëèáî ê âûÿâëåíèþ êðèòè÷åñêè âàæíûõ ðàç-
ëè÷èé ìåæäó îïóõîëåâûìè êëîíàìè, èäåíòèôèêàöèè
êëþ÷åâûõ ìîëåêóë â îòíîøåíèè ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê ïðî-
òèâîîïóõîëåâûì àãåíòàì, ëèáî ê ñîçäàíèþ íîâûõ àëãî-
ðèòìîâ äëÿ âûÿâëåíèÿ èíäèâèäóàëüíîé ÷óâñòâèòåëüíî-
ñòè îòäåëüíîãî ïàöèåíòà ê òåðàïèè.

Ìåòîäû âûäåëåíèÿ åäèíè÷íûõ
îïóõîëåâûõ êëåòîê

Äëÿ àíàëèçà åäèíè÷íûõ êëåòîê âàæíûì ÿâëÿåòñÿ ñî-
áëþäåíèå òðåõ òðåáîâàíèé: 1) âûáðàííûå êëåòêè îáÿçà-
òåëüíî äîëæíû ñîäåðæàòü ïîëíûé ãåíîì èëè òðàíñêðèï-
òîì; 2) îáÿçàòåëüíî íàëè÷èå («ïîïàäàíèå») ñîäåðæèìîãî

åäèíè÷íûõ êëåòîê â àíàëèçèðóåìîé ïðîáå; 3) èñêëþ÷å-
íèå âîçìîæíîñòè êîíòàìèíàöèè îáðàçöà áèîëîãè÷åñêèì
ìàòåðèàëîì äðóãèõ êëåòîê.

Òàêèì îáðàçîì, ðåïðåçåíòàòèâíûå ðåçóëüòàòû ìîæíî
ïîëó÷èòü ïðè îáåñïå÷åíèè íå òîëüêî àäåêâàòíîãî êîëè÷å-
ñòâà, íî è êà÷åñòâà ìàòåðèàëà. Ìåõàíè÷åñêîå ïîâðåæäå-
íèå êëåòîê, äåãðàäàöèÿ íóêëåèíîâûõ êèñëîò, à òàêæå èñ-
ïîëüçîâàíèå òàêèõ ðàñïðîñòðàíåííûõ ôèêñàòîðîâ, êàê
ôîðìàëèí, ìîãóò â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè âëèÿòü íà êà÷å-
ñòâî îáðàçöà è ñîáñòâåííî ðåçóëüòàòà â äàëüíåéøåì (Kro-
neis, El-Heliebi, 2015).

×òîáû ïîëó÷èòü èíòåðåñóþùèå èññëåäîâàòåëÿ åäè-
íè÷íûå îïóõîëåâûå êëåòêè, ñóùåñòâóåò íåñêîëüêî ñïîñî-
áîâ — ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ, ìàãíèòíûé ñîðòèíã, ìèê-
ðîôëþèäíûå ñèñòåìû è ëàçåðíàÿ ìèêðîäèññåêöèÿ (ñì.
òàáëèöó). Ïðåäâàðèòåëüíî, äî ïðèìåíåíèÿ ïðîòî÷íîé öè-
òîìåòðèè èëè ìèêðîôëþèäíûõ òåõíîëîãèé, íåîáõîäèìî
ïîëó÷èòü ñóñïåíçèþ îòäåëüíûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê ñ ïî-
ìîùüþ ìåõàíè÷åñêîãî èçìåëü÷åíèÿ òêàíè èëè èñïîëüçî-
âàíèÿ ãèäðîëèòè÷åñêèõ ôåðìåíòîâ — êîëëàãåíàçû. Ïî-
ìèìî ôåðìåíòàòèâíîãî ìåòîäà äëÿ àíàëèçà åäèíè÷íûõ
êëåòîê ìîæíî èñïîëüçîâàòü âûäåëåíèå ÿäåð êëåòîê.
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Ñðàâíåíèå ìåòîäîâ ïîëó÷åíèÿ åäèíè÷íûõ êëåòîê äëÿ âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíîãî àíàëèçà

Ìåòîä Ïðèíöèï ìåòîäà Ïðåèìóùåñòâà Íåäîñòàòêè
Ëèòåðàòóðíûé

èñòî÷íèê

Ïðîòî÷íàÿ öèòî-
ìåòðèÿ

Ñïåöèôè÷åñêàÿ îêðàñêà êëå-
òîê ôëóîðåñöåíòíîìå÷åí-
íûìè àíòèòåëàìè, ñïåöè-
ôè÷íûìè ê ìàðêåðíûì
áåëêàì, ñ ïîñëåäóþùèì
ðàçäåëåíèåì ñóáêëîíîâ ïî
äëèíå âîëíû èëè èíòåí-
ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè

Ïîçâîëÿåò îöåíèâàòü îñíîâ-
íûå ïðîöåññû â êëåòêå:
àïîïòîç, ïðîëèôåðàöèþ,
áûñòðî è òî÷íî ðàçäåëÿòü
êëîíû êëåòîê ïî ðàçëè÷-
íûì õàðàêòåðèñòèêàì

Íå ïîçâîëÿåò îäíîâðåìåííî
îöåíèâàòü ìíîãî ïàðà-
ìåòðîâ èç-çà ïåðåêðûòèÿ
ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè
(äî 8—12 ïàðàìåòðîâ);
âûñîêàÿ ñòîèìîñòü â
ñðàâíåíèè ñ àëüòåðíàòèâ-
íûìè ìåòîäàìè

Perfetto et al.,
2004; Bendall
et al., 2012

Ìàññ-öèòîìåòðèÿ Ìå÷åíèå êëåòîê àíòèòåëàìè
ñ èçîòîïíûìè ìåòêàìè ñ
ïîñëåäóþùèì ðàçäåëåíè-
åì ïî èçîòîïíûì ïèêàì

Ïîçâîëÿåò îäíîâðåìåííî àíà-
ëèçèðîâàòü ìíîæåñòâî ïà-
ðàìåòðîâ, èñïîëüçóÿ ìíî-
æåñòâî ìàðêåðîâ

Ïîâûøåííûå òðåáîâàíèÿ ê
÷èñòîòå ðàáîòû, îòñóòñò-
âèþ êîíòàìèíàöèè, îãðà-
íè÷åííûé ñïåêòð êîì-
ìåð÷åñêèõ ìåòîê, ñëîæíàÿ
ñòðóêòóðà àíàëèçà äàí-
íûõ

Bendall et al.,
2011, 2012

Ìàãíèòíûé ñîð-
òèíã (MACS)

Ìå÷åíèå áåëêîâ â êëåòêàõ
ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòå-
ëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè
ñ ìàãíèòíûìè ÷àñòèöàìè,
ñ ïîñëåäóþùèì îñàæäå-
íèåì êëåòîê-ìèøåíåé íà
ìàãíèòå

Ïðîñòîòà, ýêîíîìè÷åñêàÿ ýô-
ôåêòèâíîñòü

Âûñîêàÿ ñòîèìîñòü ñèñòå-
ìû, ðàñõîäíûõ ìàòåðèà-
ëîâ, çàâèñèìîñòü êà÷åñò-
âà ðàçäåëåíèÿ îò ñðîäñòâà
àíòèòåë ê ìèøåíåâîìó
áåëêó

Gross et al., 2015;
Hu et al., 2016

Ôëóîðåñöåíòíûé
ñîðòèíã (FACS)

Àññîöèàöèÿ ìåòîäîâ ïðî-
òî÷íîé öèòîìåòðèè è ñîð-
òèíãà

Âîçìîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ êëå-
òî÷íûõ êëîíîâ âûñîêîé
ñòåïåíè ÷èñòîòû

Òðåáóåò ïîäáîðà àíòèòåë,
íåîáõîäèìî áîëüøîå ñòàð-
òîâîå êîëè÷åñòâî ìàòå-
ðèàëà

Basu et al., 2010;
Dalerba et al.,
2011

Ìèêðîôëþèäíûå
ñèñòåìû

Ãðóïïà óñòðîéñòâ, ïîçâî-
ëÿþùèõ ðàçäåëÿòü, êóëü-
òèâèðîâàòü è àíàëèçèðî-
âàòü åäèíè÷íûå êëåòêè â
ìèêðî- è íàíîîáúåìàõ

Øèðîêèé ñïåêòð èññëåäîâà-
íèé ïðè ìèíèìàëüíûõ
îáúåìàõ îáðàçöîâ, âîçìîæ-
íîñòü ïðîâåäåíèÿ èññëåäî-
âàíèé áèîëîãè÷åñêèõ ïðî-
öåññîâ â äèíàìèêå

Âûñîêàÿ ñòîèìîñòü îòäåëü-
íûõ ýëåìåíòîâ ñèñòåì,
çàòðóäíåíèÿ ñ ïîâòîðíûì
èñïîëüçîâàíèåì ðàñõîä-
íûõ ìàòåðèàëîâ (ñòåðè-
ëèçàöèÿ)

Lee et al., 2011;
Valencia et al.,
2012; Deng
et al., 2014

Ëàçåðíàÿ ìèêðî-
äèññåêöèÿ (LCM)

Îòäåëåíèå åäèíè÷íûõ êëå-
òîê èëè èõ êîìïàðòìåíòîâ
ïðè ïîìîùè ëàçåðíîãî ëó-
÷à ñ âèçóàëèçàöèåé ñ ïî-
ìîùüþ ìèêðîñêîïà

Ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü åäèíè÷-
íûå êëåòêè èç ïëîòíûõ
òêàíåé è òêàíåé, ôèêñèðî-
âàííûõ ôîðìàëèíîì è çà-
êëþ÷åííûõ â ïàðàôèí, áû-
ñòðîå ïîëó÷åíèå åäèíè÷-
íûõ êëåòîê

Âûñîêàÿ ñòîèìîñòü îáîðó-
äîâàíèÿ è äîïîëíèòåëü-
íûõ ìàòåðèàëîâ, âûñîêèå
òðåáîâàíèÿ ê ìèêðîñêî-
ïè÷åñêîé âèçóàëèçàöèè

Curran et al.,
2000; Gross
et al., 2015



Ñ ýòîé öåëüþ îáðàçöû òêàíè îïóõîëè îáúåìîì äî 1 ìì3

îòñîðòèðîâûâàþòñÿ â ëèçèðóþùåì áóôåðå, ñîäåðæàùåì
DAPI (ôëóîðåñöåíòíûé ÄÍÊ-èíòåðêàëèðóþùèé êðàñè-
òåëü) (Saadatpour et al., 2015).

Ëàçåðíàÿ ìèêðîäèññåêöèÿ ïîçâîëÿåò âûäåëÿòü îò-
äåëüíûå êëåòêè èç òêàíåé, ôèêñèðîâàííûõ â ôîðìàëèíå è
çàëèòûõ â ïàðàôèí, à òàêæå èç çàìîðîæåííûõ òêàíåé.
Îáû÷íî èññëåäîâàòåëü ìàðêèðóåò èíòåðåñóþùóþ îá-
ëàñòü íà ñðåçå, à çàòåì èçâëåêàåò èç òêàíè äàííûé êîìï-
ëåêñ êëåòîê ñ ïîìîùüþ óãëåêèñëîòíîãî ëàçåðà. Ïðå-
èìóùåñòâîì äàííîãî ìåòîäà ÿâëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü ïîëó-
÷åíèÿ êëåòîê èç ôðàãìåíòà òêàíè, ïðåäñòàâëÿþùåãî
èíòåðåñ äëÿ èññëåäîâàòåëÿ. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, íåäîñòàò-
êîì äàííîãî ìåòîäà ÿâëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü ïîâðåæäåíèÿ
êëåòîê è èõ ÿäåð ëàçåðîì, ÷òî ìîæåò â äàëüíåéøåì ïðè-
âîäèòü ê èñêàæåíèþ ðåçóëüòàòîâ.

Ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè åäèíè÷íûå îïó-
õîëåâûå êëåòêè ìîãóò áûòü âûäåëåíû èç ïðåäâàðèòåëüíî
ïîëó÷åííîé ñóñïåíçèè êëåòîê èç ñâåæèõ òêàíåé è äàæå
ìîãóò áûòü ðàñïðåäåëåíû ïî ôðàêöèÿì ïîñðåäñòâîì ìå-
÷åíèÿ ôëóîðåñöåíòíûìè àíòèòåëàìè ñïåöèôè÷åñêè ýêñï-
ðåññèðóþùèõñÿ àíòèãåíîâ (Schmidt, Efferth, 2016). Ñõî-
æàÿ òåõíîëîãèÿ ëåæèò â îñíîâå ìàãíèòíîãî ñîðòèíãà,
òîëüêî äëÿ âûäåëåíèÿ èíòåðåñóþùèõ ïîïóëÿöèé êëåòîê
èñïîëüçóþòñÿ àíòèòåëà, ñâÿçàííûå ñ ìàãíèòíûìè ÷àñòè-
öàìè.

Âûäåëåíèå åäèíè÷íûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê ñ ïîìî-
ùüþ ìèêðîôëþèäíûõ óñòðîéñòâ îñíîâàíî íà àíàëèçå îá-
ðàçöîâ â óëüòðàòîíêèõ îáúåìàõ è ïðèìåíåíèè ìèêðî-
ôëþèäíûõ êëåòî÷íûõ ñîðòåðîâ (Ying, Wang, 2013). Ìè-
íèàòþðèçàöèÿ îáúåìîâ îáðàçöà è ðåàãåíòîâ ÿâëÿåòñÿ
êëþ÷åâûì ïðåèìóùåñòâîì ïðè èñïîëüçîâàíèè ìèêðî-
ôëþèäíûõ óñòðîéñòâ. Òðàäèöèîííî ìèêðîôëþèäíûé ìî-
äóëü âêëþ÷àåò â ñåáÿ êàíàë, îáåñïå÷èâàþùèé ëàìèíàð-
íûé ïîòîê êëåòîê, óñòðîéñòâî äëÿ ãèäðîäèíàìè÷åñêîé
ôîêóñèðîâêè âõîäÿùåãî ïîòîêà àíàëèçèðóåìîãî ðàñòâî-
ðà, óñòðîéñòâî äëÿ êàïåëüíîãî íåïåðåìåøèâàåìîãî ïî-
ñòóïëåíèÿ îáðàçöà, ðåãóëÿòîð íàïðàâëåíèÿ æèäêîñòè è
íàíîêàíàëû äëÿ ïðîñòðàíñòâåííîé îðèåíòàöèè ìàêðîìî-
ëåêóë ñ öåëüþ èõ äàëüíåéøåé äåòåêöèè (Streets, Huang,
2014). Ïðèìåíåíèå äàííîãî ñïîñîáà ïîçâîëÿåò ïîâûñèòü
÷óâñòâèòåëüíîñòü ìåòîäà è ñíèçèòü óðîâåíü ïîãðåøíî-
ñòåé. Íåäîñòàòêîì äàííîãî ïîäõîäà ÿâëÿåòñÿ ñëîæíîñòü
ñî÷åòàíèÿ íåïîñðåäñòâåííî ïðèáîðîâ äëÿ ìèêðîôëþèäè-
êè ñ äðóãèìè óñòðîéñòâàìè, ðàáîòàþùèìè ïðè áîëåå íèç-
êîì ðàçðåøåíèè (Wang et al., 2015).

Â åäèíè÷íîé êëåòêå ñîäåðæèòñÿ êîëè÷åñòâî ÄÍÊ, íå-
äîñòàòî÷íîå äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ àíàëèçà âûñîêîïðîèçâî-
äèòåëüíûìè ìåòîäàìè. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî â ñðåäíåì îäíà
êëåòêà ñîäåðæèò 6 ïã ÄÍÊ è 10—30 ïã òîòàëüíîé ÐÍÊ (èç
êîòîðîé òîëüêî 5 % ÿâëÿåòñÿ ìÐÍÊ) (Zhang et al., 2016).
Åñëè æå äàëüíåéøåå èññëåäîâàíèå ïðåäïîëàãàåò ïðèìå-
íåíèå âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíûõ ìåòîäîâ, òî òðåáóåòñÿ
âûïîëíåíèå ïðåàìïëèôèêàöèè. Â ÷àñòíîñòè, äëÿ àíàëèçà
ÐÍÊ íåîáõîäèìî âûïîëíåíèå ðåàêöèè îáðàòíîé òðàíñ-
êðèïöèè òîòàëüíîé ÐÍÊ. Ýòî ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåíî â
îäèí èëè äâà ýòàïà, äëÿ àíàëèçà åäèíè÷íûõ êëåòîê ïðåä-
ïî÷òèòåëüíåå ïîñòàíîâêà äâóõýòàïíîé ðåàêöèè îáðàòíîé
òðàíñêðèïöèè, òàê êàê ýòî ïîçâîëÿåò â äàëüíåéøåì ðàçäå-
ëèòü êÄÍÊ äëÿ âûïîëíåíèÿ ðàçëè÷íûõ èññëåäîâàíèé.
Ïðè îñóùåñòâëåíèè îäíîýòàïíîé ðåàêöèè îáðàòíîé
òðàíñêðèïöèè òàêîå íåâîçìîæíî, òàê êàê â ýòîì ñëó÷àå
ðåàêöèÿ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè è ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ
ðåàêöèÿ îñóùåñòâëÿþòñÿ ïîñëåäîâàòåëüíî â îäíîé è òîé
æå ðåàêöèîííîé ñìåñè.

Ïîìèìî ýòîãî, ïðåäâàðèòåëüíîå îñóùåñòâëåíèå ïîë-
íîãåíîìíîé àìïëèôèêàöèè òðåáóåòñÿ äëÿ ïîëó÷åíèÿ íå-
îáõîäèìîãî êîëè÷åñòâà ÄÍÊ. Âûïîëíåíèå ïîëíîãåíîì-
íîé àìïëèôèêàöèè âîçìîæíî íåñêîëüêèìè ñïîñîáàìè:
àìïëèôèêàöèÿ ñ ìíîæåñòâåííûì çàìåùåíèåì öåïè (mul-
tiple displacement amplification), ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðå-
àêöèÿ, à òàêæå ñî÷åòàíèå äâóõ äàííûõ ìåòîäîâ.

Ïðè ïðèìåíåíèè àìïëèôèêàöèè ñ ìíîæåñòâåííûì
çàìåùåíèåì öåïè èñïîëüçóþòñÿ ðýíäîì-ïðàéìåðû —
ñëó÷àéíûå øåñòèíóêëåîòèäíûå ïðàéìåðû, ïîñðåäñòâîì
êîòîðûõ ñèíòåçèðóþòñÿ êîðîòêèå ïåðåêðûâàþùèåñÿ
ôðàãìåíòû êÄÍÊ, â öåëîì êîìïëåìåíòàðíûå âñåé ìÐÍÊ.
Îáû÷íî â êà÷åñòâå ôåðìåíòà èñïîëüçóåòñÿ f29 ÄÍÊ-ïî-
ëèìåðàçà, ïîëó÷àåìàÿ èç áàêòåðèîôàãà f29 Bacillus subti-
lis è îáëàäàþùàÿ âûñîêîé ïðîöåññèâíîñòüþ è òî÷íîñòüþ
ðåïëèêàöèè (Cardoso et al., 2004): äàííûé ôåðìåíò äîáàâ-
ëÿåò 70 òûñ. íóêëåîòèäîâ êàæäûé ðàç, êîãäà ñîåäèíÿåòñÿ
ñ êîìïëåêñîì ïðàéìåð—ìàòðèöà. Ýòî ïîçâîëÿåò ïîëèìå-
ðàçå ïîñòîÿííî êîïèðîâàòü ìàòðèöó, îäíîâðåìåííî óâå-
ëè÷èâàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìîëåêóëû êÄÍÊ (Lasken,
2009). Âûïîëíåíèå ïîëíîãåíîìíîé àìïëèôèêàöèè íà
îñíîâå ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè ÿâëÿåòñÿ ìåíåå
óÿçâèìûì ê ïîâðåæäåíèþ ÄÍÊ, ïîýòîìó ïðèâîäèò ê áî-
ëåå âûñîêîé ýôôåêòèâíîñòè ïî ñðàâíåíèþ ñ òåõíîëîãèåé
àìïëèôèêàöèè ñ ìíîæåñòâåííûì çàìåùåíèåì öåïè (Ba-
bayan et al., 2016). Ïîýòîìó ÿâëÿåòñÿ îáîñíîâàííûì ñî-
çäàíèå ñïîñîáîâ ïîëíîãåíîìíîé àìïëèôèêàöèè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ýòèõ äâóõ òåõíîëîãèé.

Ïðèìåíåíèå â äàëüíåéøåì âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíûõ
ìåòîäîâ ïîçâîëÿåò èçó÷àòü ìåõàíèçìû ìåæêëåòî÷íûõ
âçàèìîäåéñòâèé, öèòîòîêñè÷íîñòè ïðîòèâîîïóõîëåâûõ
ïðåïàðàòîâ, èññëåäîâàòü óíèêàëüíûå ïðîôèëè ñåêðåòèðó-
åìûõ êëåòêàìè ìîëåêóë (Rakszewska et al., 2014).

Àíàëèç åäèíè÷íûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê

Âïåðâûå ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ïðè àíàëèçå òðàíñ-
êðèïòîìà åäèíè÷íûõ êëåòîê ñ ïîìîùüþ ñåêâåíèðîâàíèÿ,
áûëè îïóáëèêîâàíû Òàíãîì ñ ñîàâòîðàìè â 2009 ã. (Tang
et al., 2009). Â 2011 ã. âïåðâûå áûëè ïðåäñòàâëåíû ðå-
çóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ åäèíè÷íûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê íà
îñíîâå ñåêâåíèðîâàíèÿ, ïðè ýòîì àâòîðû ïðîâåëè äàííûé
àíàëèç â òêàíÿõ îïóõîëåé äâóõ âèäîâ — òðèæäû íåãàòèâ-
íîé ïðîòîêîâîé êàðöèíîìû ìîëî÷íîé æåëåçû è äèññåìè-
íèðîâàííîé êàðöèíîìû ïå÷åíè. Èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëè
ñ ïðåäâàðèòåëüíîé ñåïàðàöèåé îïóõîëè íà ñåêòîðû ñ ó÷å-
òîì èõ àíàòîìè÷åñêîé ñòðóêòóðû. Äàëüíåéøåå ðàçúåäè-
íåíèå êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ
ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè íà îñíîâå îöåíêè ïëîèäíîñòè
ÿäåð. Àâòîðû âûÿâèëè îò÷åòëèâîå ðàçäåëåíèå àíåóïëîèä-
íûõ êëåòîê ìåòàñòàçîâ è ïåðâè÷íîé îïóõîëè, óêàçûâàÿ íà
òî, ÷òî ýòè äâà ïóëà êëåòîê ðàçâèâàëèñü îòäåëüíî ñ ìî-
ìåíòà ôîðìèðîâàíèÿ âòîðè÷íûõ î÷àãîâ (Navin et al.,
2011).

Ïðèáëèçèòåëüíî ñ 2012 ã. ñïåêòð èññëåäîâàíèé â îò-
íîøåíèè àíàëèçà åäèíè÷íûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê çíà÷è-
òåëüíî ðàñøèðÿåòñÿ. Âûïîëíåííûé â åäèíè÷íûõ îïó-
õîëåâûõ êëåòêàõ ïî÷å÷íî-êëåòî÷íîãî ðàêà è êëåòêàõ íîð-
ìàëüíîé òêàíè àíàëèç ýêçîìà ïîêàçàë, ÷òî òîëüêî
íåçíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü êëåòîê õàðàêòåðèçóåòñÿ âûñîêîé
÷àñòîòîé ìóòàöèé. Íàèáîëåå ÷àñòî âñòðå÷àëèñü ìóòàöèè ñ
÷àñòîòîé 0—5 %, ÷òî óêàçûâàåò íà øèðîêóþ ðàñïðîñòðà-
íåííîñòü òàê íàçûâàåìûõ ïàññàæèðñêèõ ìóòàöèé â îïó-
õîëåâûõ êëåòêàõ. 15—20 % ìóòàöèé áûëè ñõîæèìè äëÿ

656 Ò. Ã. Ðóêøà è äð.



âñåõ àíàëèçèðóåìûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê, à 70 % îêàçà-
ëèñü ñïåöèôè÷íûìè äëÿ êàæäîé îòäåëüíîé êëåòêè.
Ïðè áîëåå äåòàëüíîì àíàëèçå áûëî âûÿâëåíî ïðåâàëèðî-
âàíèå çàìåí C�G� T�A, îïèñàííûõ ðàíåå êàê òèïè÷íûõ
äëÿ ñâåòëîêëåòî÷íîãî ïîäòèïà ïî÷å÷íî-êëåòî÷íîé êàðöè-
íîìû (Xu et al., 2012). Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ðåçóëüòàòîâ
ñåêâåíèðîâàíèÿ ýêçîìà îïóõîëü-èíèöèèðóþùèõ êëåòîê
ðàêà ìî÷åâîãî ïóçûðÿ (ôåíîòèï EPCAM+ CD44+
CD49f+) ïåðâè÷íîé îïóõîëè è ðåãèîíàðíûõ ëèìôàòè-
÷åñêèõ óçëîâ ïîêàçàë çíà÷èòåëüíîå ñîîòâåòñòâèå ïî ñðåä-
íåé ÷àñòîòå àëëåëåé. Ïðîöåäóðà êëåòî÷íîãî ñîðòèíãà
ïîçâîëèëà âûÿâèòü åäèíè÷íûå êëåòêè ñ âûøåóêàçàííûì
ôåíîòèïîì â ëèìôàòè÷åñêèõ óçëàõ ïðè îòñóòñòâèè èçìå-
íåíèé, â ãèñòîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòàõ, îêðàøåííûõ ãåìà-
òîêñèëèíîì è ýîçèíîì, ÷òî ïîäòâåðæäàåò âîçìîæíîñòü è
àêòóàëüíîñòü ñî÷åòàííîãî ïðèìåíåíèÿ òåõíîëîãèé âûäå-
ëåíèÿ åäèíè÷íûõ êëåòîê ïîñðåäñòâîì ñîðòèíãà è èõ àíà-
ëèçà íà îñíîâå ñåêâåíèðîâàíèÿ íîâîãî ïîêîëåíèÿ äëÿ
äèàãíîñòèêè ìèêðîìåòàñòàçîâ (Prado et al., 2017).

Äàííûå ïîäõîäû òàêæå ïîçâîëÿþò àíàëèçèðîâàòü íå
òîëüêî êà÷åñòâåííîå, íî è êîëè÷åñòâåííîå ñîäåðæàíèå
êîïèé ãåíîâ. Â êà÷åñòâå ïðèìåðà ìîæíî ïðèâåñòè îïðå-
äåëåíèå òðàíñëîêàöèè t(14;18), â ðåçóëüòàòå êîòîðîé íà-
áëþäàåòñÿ ïîâûøåíèå ýêñïðåññèè àïîïòîçîàññîöèèðî-
âàííîãî ãåíà BCL2. Èçâåñòíî, ÷òî äàííàÿ ìóòàöèÿ ìîæåò
âñòðå÷àòüñÿ ó çäîðîâûõ ëþäåé è â òî æå âðåìÿ äèàãíîñòè-
ðóåòñÿ ó 80 % ïàöèåíòîâ ñ ôîëëèêóëÿðíîé ëèìôîìîé, à
òàêæå â 25 % ñëó÷àåâ ó áîëüíûõ ñ êðóïíîêëåòî÷íîé
Â-êëåòî÷íîé ëèìôîìîé. Ïðè èñïîëüçîâàíèè öèôðîâîé
ãíåçäîâîé ÏÖÐ îïðåäåëåíî, ÷òî ó çäîðîâûõ ëèö îïðåäå-
ëÿåòñÿ â 9 ìêã ~3�106 êîïèé t(14;18) (Shuga et al., 2013),
÷òî ìîæåò áûòü ïðèìåíåíî â äèàãíîñòèêå ëèìôîì â äàëü-
íåéøåì.

Åùå îäíèì ïåðñïåêòèâíûì ïîäõîäîì â ñèñòåìíîé
áèîëîãèè ÿâëÿåòñÿ èíòåãðàöèÿ äàííûõ, ïîëó÷åííûõ ïî-
ñðåäñòâîì àíàëèçà âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíûìè ìåòîäàìè
åäèíè÷íûõ êëåòîê íà ðàçëè÷íûõ óðîâíÿõ, íàïðèìåð ñðàâ-
íèòåëüíîãî àíàëèçà ðåçóëüòàòîâ ïðî÷òåíèÿ ãåíîìà è
òðàíñêðèïòîìà. Èññëåäîâàíèå êîïèéíîñòè ãåíîâ 8-é õðî-
ìîñîìû è ñîîòíåñåíèå ýòîãî ñ óðîâíåì ìÐÍÊ â åäèíè÷-
íûõ êëåòêàõ ïîêàçàëè, ÷òî ýêñïðåññèÿ ãåíîâ êîððåëèðóåò
ñ ÷èñëîì êîïèé ñîîòâåòñòâóþùåãî ó÷àñòêà ãåíîìà. Ïîìè-
ìî ýòîãî, ãåíû, õàðàêòåðèçóþùèåñÿ áîëüøåé âàðèàáåëü-
íîñòüþ â ÷èñëå òðàíñêðèïòîâ ìåæäó êëåòêàìè, îáû÷íî
èìåþò îòíîøåíèå ê ó÷àñòêàì ãåíîìà ñ ïîíèæåííûì ÷èñ-
ëîì êîïèé, è íàîáîðîò. Äàííûé ôàêò ìîæåò óêàçûâàòü íà
âëèÿíèå âàðèàöèé ÷èñëà êîïèé ãåíîâ íà ýêñïðåññèþ ãå-
íîâ (Dey et al., 2015).

Ïðèìåíåíèå âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíûõ ìåòîäîâ
äëÿ îïðåäåëåíèÿ îñîáåííîñòåé
îïóõîëåâûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê

Îñîáóþ âàæíîñòü àíàëèç åäèíè÷íûõ îïóõîëåâûõ
êëåòîê ïðèîáðåë â ñâÿçè ñ ðàçâèòèåì ó÷åíèÿ îá îïóõîëå-
âûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ. Îïóõîëåâûå ñòâîëîâûå êëåòêè
(îïóõîëü-èíèöèèðóþùèå êëåòêè) ðàññìàòðèâàþòñÿ êàê
íåáîëüøàÿ ïîïóëÿöèÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê, ñïîñîáíàÿ ê
ôîðìèðîâàíèþ îïóõîëè, ïîääåðæàíèþ ÷èñëåííîñòè îïó-
õîëåâûõ êëåòîê, à òàêæå ïîÿâëåíèþ ãåòåðîãåííûõ êëîíîâ
îïóõîëåâûõ êëåòîê, ñîñòàâëÿþùèõ ñîáñòâåííî çëîêà÷åñò-
âåííîå íîâîîáðàçîâàíèå (Abbaszadegan et al., 2017). Ñ÷è-
òàåòñÿ, ÷òî îïóõîëü-èíèöèèðóþùèå êëåòêè ìîãóò áûòü
öèðêóëèðóþùèìè (ïðåèìóùåñòâåííî â ïåðèôåðè÷åñêîé

êðîâè) èëè ñòàòè÷íûìè (ëîêàëèçóÿñü â òêàíÿõ ðàçëè÷íûõ
îðãàíîâ). Ïðè ýòîì îïóõîëü-èíèöèèðóþùèå êëåòêè õà-
ðàêòåðèçóþòñÿ ïîâûøåííîé ðåçèñòåíòíîñòüþ ê õèìèîòå-
ðàïåâòè÷åñêèì ñðåäñòâàì çà ñ÷åò íåñêîëüêèõ ìåõàíèç-
ìîâ, íàïðèìåð ïîñðåäñòâîì ôóíêöèîíèðîâàíèÿ â íèõ
ÀÂÑ-òðàíñïîðòíûõ áåëêîâ (Dean et al., 2005).

Â ýêñïåðèìåíòå ñ èììîðòàëèçîâàííûìè ñòâîëîâûìè
êëåòêàìè ïå÷åíè ïîñðåäñòâîì ïîâûøåíèÿ ýêñïðåññèè îí-
êîãåíà MYC ïîñëåäíèå áûëè òðàíñôîðìèðîâàíû â îïó-
õîëåâûå êëåòêè. Âûïîëíåííûé äàëåå àíàëèç òðàíñêðèï-
òîìà âûÿâèë áîëåå 1000 ðàçëè÷íî ýêñïðåññèðóþùèõñÿ ãå-
íîâ, ñâÿçàííûõ ïðàêòè÷åñêè ñî âñåìè àñïåêòàìè
æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòîê — ìåòàáîëèçì, àäãåçèÿ, ðîñò è
äåëåíèå, êëåòî÷íûé öèêë. Ïðè ýòîì áûëî âûÿâëåíî 6 ãå-
íîâ (CDO1, C22orf39, DKK2, ENPEP, GPX6 è SRPX2), ýê-
ñïðåññèÿ êîòîðûõ áûëà ïîëíîñòüþ ïðåêðàùåíà â îïóõî-
ëåâûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ. Íà îñíîâå ïîëó÷åííûõ äàííûõ
àâòîðû ïðåäïîëàãàþò, ÷òî äàííûå ãåíû òàêæå ìîãóò èã-
ðàòü âàæíóþ ðîëü â îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè (Aravalli
et al., 2015).

Àíàëèç 59 îïóõîëåâûõ êëåòîê, ïîëó÷åííûõ îò 3 ïàöè-
åíòîâ ñ ðàêîì ýïèòåëèÿ ìî÷åâîãî ïóçûðÿ, îïðåäåëèë êëî-
íàëüíîå ñõîäñòâî íîðìàëüíûõ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê è
êëåòîê îïóõîëè. Â ñòâîëîâûõ îïóõîëåâûõ êëåòêàõ áûëî
âûÿâëåíî øåñòü ìóòàöèé, íå îïèñàííûõ ðàíåå äëÿ äàííî-
ãî âèäà îïóõîëè. Äàëüíåéøåå îäíîâðåìåííîå âîññîçäà-
íèå ïðè ïîìîùè òåõíîëîãèè ðåäàêòèðîâàíèÿ ãåíîìà òðåõ
èç âûøåóêàçàííûõ ìóòàöèé — â ãåíàõ ARID1A, GPRC5A
è MLL2 — âûçûâàëî ïîâûøåíèå ñïîñîáíîñòè êëåòîê ê
ñàìîîáíîâëåíèþ è ôîðìèðîâàíèþ îïóõîëè (Yang et al.,
2017). Ïðè àíàëèçå åäèíè÷íûõ êëåòîê, ïîëó÷åííûõ îò ïà-
öèåíòà ñ BRAF/NRAS-íåãàòèâíîé ìåëàíîìîé, íà îñíîâå
ÐÍÊ-ñåêâåíèðîâàíèÿ áûëè âûÿâëåíû òðè îñíîâíûå ãðóï-
ïû ðàçíîâèäíîñòåé îïóõîëåâûõ êëåòîê — ñòðîìàëüíûé,
ïðîëèôåðàòèâíûé è ïèãìåíòíûé òèïû. Ïðè ýòîì îòäåëü-
íîé ñóáïîïóëÿöèè îïóõîëåâûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê îïðåäå-
ëåíî íå áûëî, íî 10 % êëåòîê èìåëè ïîâûøåííóþ ýêñï-
ðåññèþ ÀÂÑ-òðàíñïîðòåðîâ, à òàêæå äðóãîãî ìàðêåðà
îïóõîëåâûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê — àëüäåãèääåãèäðîãåíàçû
(Gerber et al., 2017).

È ñîâñåì íåäàâíî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñàìà ïîïóëÿöèÿ
îïóõîëåâûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ìîæåò áûòü âåñüìà ãåòå-
ðîãåííîé. Íàïðèìåð, ïðè õðîíè÷åñêîì ìèåëîëåéêîçå îïó-
õîëåâûå ñòâîëîâûå êëåòêè CD45RA– è CD26+ áûëè íà-
èìåíåå ÷óâñòâèòåëüíû ê òèðîçèíêèíàçíûì èíãèáèòîðàì.
Â èòîãå àâòîðû îïðåäåëèëè ïîïóëÿöèþ îïóõîëåâûõ ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê Lin–CD34+CD38–/lowCD45RA–cKIT–CD26+

êàê íàèáîëåå çíà÷èìóþ ìèøåíü ñ òî÷êè çðåíèÿ ïî-
âûøåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè òåðàïèè (Warfvinge et al.,
2017).

Êëèíè÷åñêàÿ çíà÷èìîñòü èññëåäîâàíèé
öèðêóëèðóþùèõ îïóõîëåâûõ êëåòîê

âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíûìè ìåòîäàìè

Íåñîìíåííóþ âàæíîñòü â îòíîøåíèè ðàçðàáîòêè íî-
âûõ ìåòîäîâ äèàãíîñòèêè íîâîîáðàçîâàíèé, îïðåäåëåíèÿ
ìàðêåðîâ äëÿ ïðîãíîçèðîâàíèÿ òå÷åíèÿ äàííûõ çàáîëåâà-
íèé è îòâåòà íà ïðîòèâîîïóõîëåâóþ òåðàïèþ èìååò àíà-
ëèç êàê åäèíè÷íûõ öèðêóëèðóþùèõ îïóõîëåâûõ êëå-
òîê, òàê è èõ ÐÍÊ è ÄÍÊ, öèðêóëèðóþùèõ â ïåðèôåðè-
÷åñêîé êðîâè. Öèðêóëèðóþùèå îïóõîëåâûå êëåòêè
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ãåòåðîãåííóþ ïîïóëÿöèþ îïóõîëå-
âûõ êëåòîê, ðàñïðîñòðàíÿþùèõñÿ ïîñðåäñòâîì êðîâîòîêà
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è ÿâëÿþùèõñÿ ïîòåíöèàëüíûì èñòî÷íèêîì ðàçâèòèÿ ìå-
òàñòàçîâ. Ïóë öèðêóëèðóþùèõ îïóõîëåâûõ êëåòîê íåîä-
íîðîäåí è ìîæåò áûòü ïðåäñòàâëåí íå òîëüêî ýïèòåëèàëü-
íûìè îïóõîëåâûìè êëåòêàìè, íî òàêæå îïóõîëåâûìè
êëåòêàìè, íàõîäÿùèìèñÿ â ñîñòîÿíèè ýïèòåëèàëüíî-ìå-
çåíõèìàëüíîãî ïåðåõîäà, ãèáðèäíûìè (ÝÌÏ+/ýïèò+)
êëåòêàìè, öèðêóëèðóþùèìè îïóõîëåâûìè ñòâîëîâûìè
êëåòêàìè. Öèðêóëèðóþùèå ñòâîëîâûå êëåòêè ìîãóò áûòü
åäèíè÷íûìè è îðãàíèçîâàííûìè â êëàñòåðû (Jia et al.,
2017).

Îïðåäåëåíèå ìóòàöèîííîãî ñòàòóñà öèðêóëèðóþùèõ
îïóõîëåâûõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ ïðèâëåêàòåëüíûì ñ òî÷êè
çðåíèÿ îïðåäåëåíèÿ êëèíè÷åñêè çíà÷èìûõ ìóòàöèé, íà-
ïðèìåð ïðè HER2-íåãàòèâíîì ðàêå ìîëî÷íîé æåëåçû,
ìóòàöèé â 9-ì è 20-ì ýêçîíàõ ãåíà PIK3CA, ÷òî íåîáõîäè-
ìî äëÿ ïðîãíîçèðîâàíèÿ ðàçâèòèÿ ðåçèñòåíòíîñòè ê òàð-
ãåòíîé òåðàïèè ó òàêèõ ïàöèåíòîâ (Gasch et al., 2016).

Ó ïàöèåíòîâ ñ ðàêîì ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû åäèíè÷-
íûå îïóõîëåâûå êëåòêè áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû ñ ïðèìå-
íåíèåì ìåòîäîâ NanoVelco-ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè,
ïîëíîãåíîìíîé àìïëèôèêàöèè è ñåêâåíèðîâàíèÿ ïî Ñýí-
ãåðó. Äëÿ àíàëèçà áûëî âûáðàíî 385 åäèíè÷íûõ êëåòîê,
163 èç êîòîðûõ áûëè ïîëó÷åíû èç êëåòî÷íûõ êóëüòóð, à
222 — èç ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè 12 KRAS-ïîçèòèâíûõ
ïàöèåíòîâ. Â êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ â 67 % ìóòàöèè áûëè
ãîìîçèãîòíûìè, 38 % — ãåòåðîçèãîòíûìè, â îáðàçöàõ
îïóõîëè, ïîëó÷åííûõ îò ïàöèåíòîâ, ìóòàöèè áûëè îáíà-
ðóæåíû â 27.7 % ñëó÷àåâ (Court et al., 2016). Íà îñíîâå
ìèêðîôëþèäíûõ óñòðîéñòâ áûëî âûïîëíåíî ñåêâåíèðî-
âàíèå ÐÍÊ åäèíè÷íûõ öèðêóëèðóþùèõ îïóõîëåâûõ êëå-
òîê ðàêà ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû. Äàëüíåéøèé êëàñòåð-
íûé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî â öèðêóëèðóþùèõ îïóõîëåâûõ
êëåòêàõ ïðèñóòñòâóþò êàê ýïèòåëèàëüíûå (öèòîêåðàòè-
íû), òàê è ìåçåíõèìàëüíûå ìàðêåðû (âèìåíòèí) — òàê
íàçûâàåìûé ôåíîìåí «áèôåíîòèïè÷åñêîîãî ñîñòîÿíèÿ».
Îïðåäåëÿëàñü àáåððàíòíàÿ ýêñïðåññèÿ áåëêîâ, ñâÿçàííûõ
ñ èíâàçèåé è ìèãðàöèåé êëåòîê, â ÷àñòíîñòè áåëêà Sparc,
÷òî îòëè÷àåò öèðêóëèðóþùèå îïóõîëåâûå êëåòêè îò êëå-
òîê ïåðâè÷íîé îïóõîëè è êëåòî÷íûõ êóëüòóð äàííîãî
òèïà îïóõîëè. Ïîìèìî ýòîãî, öèðêóëèðóþùèå îïóõî-
ëåâûå êëåòêè õàðàêòåðèçîâàëèñü íèçêèì óðîâíåì ýêñï-
ðåññèè ãåíîâ, ñâÿçàííûõ ñ ïðîëèôåðàöèåé, íî ïðè ýòîì
îïðåäåëÿëñÿ âûñîêèé óðîâåíü òðàíñêðèïòîâ ãåíîâ
ýïèòåëèàëüíî-ìåçåíõèìàëüíîãî ïåðåõîäà, ÷òî ìîæåò
áûòü ñâÿçàíî ñ âîçìîæíîñòüþ öèðêóëèðóþùèõ îïóõîëå-
âûõ êëåòîê äàâàòü íà÷àëî äèñòàíòíûì âòîðè÷íûì îïóõî-
ëåâûì î÷àãàì (Ting et al., 2014).

Ïðè ðàêå ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû ñåêâåíèðîâàíèå ýê-
çîìà öèðêóëèðóþùèõ îïóõîëåâûõ êëåòîê ïîçâîëèëî âûÿ-
âèòü ïîðÿäêà 40 % ìóòàöèé, ñïåöèôè÷íûõ äëÿ öèðêóëè-
ðóþùèõ îïóõîëåâûõ êëåòîê, íî íå äëÿ ïåðâè÷íîé îïóõî-
ëè (Lack et al., 2017). Ñõîæèå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû
â ðåçóëüòàòå ÐÍÊ-ñåêâåíèðîâàíèÿ 77 öèðêóëèðóþùèõ
êëåòîê, ïîëó÷åííûõ îò 13 ïàöèåíòîâ ñ ðàêîì ïðåäñòà-
òåëüíîé æåëåçû (â ñðåäíåì 6 öèðêóëèðóþùèõ îïóõîëå-
âûõ êëåòîê îò 1 ïàöèåíòà). Èññëåäîâàíèå, âûïîëíåííîå ñ
ïðèìåíåíèåì ìèêðîôëþèäíûõ óñòðîéñòâ, ïîêàçàëî çíà-
÷èòåëüíóþ ãåòåðîãåííîñòü êëåòîê, â òîì ÷èñëå â îòíîøå-
íèè ÷àñòîòû ìóòàöèé ãåíà àíäðîãåíîâîãî ðåöåïòîðà
(AR), âàðèàíòîâ ñïëàéñèíãà ÐÍÊ (Miyamoto et al., 2015).
Îáíàðóæåíî, ÷òî íåêàíîíè÷åñêàÿ àêòèâàöèÿ ñèãíàëüíîãî
ïóòè Wnt ñíèæàåò àíòèïðîëèôåðàòèâíûé ýôôåêò èíãèáè-
ðîâàíèÿ AR, ñóïðåññèÿ äàííîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè ïðèâî-
äèò ê âîññòàíîâëåíèþ ýôôåêòèâíîñòè òåðàïåâòè÷åñêîãî
âîçäåéñòâèÿ (Miyamoto et al., 2015).

Èñïîëüçîâàíèå ñåêâåíèðîâàíèÿ íîâîãî ïîêîëåíèÿ
äëÿ àíàëèçà ñòàòóñà 50 îïóõîëü-àññîöèèðîâàííûõ ãåíîâ â
îáðàçöàõ, ïîëó÷åííûõ îò 4 ïàöèåíòîâ ñ ìåòàñòàçèðóþ-
ùèì ðàêîì ìîëî÷íîé æåëåçû è ñîäåðæàùèõ ïî 3—5 îïó-
õîëåâûõ êëåòîê ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè, ïîêàçàëî ãåòåðî-
ãåííîñòü èññëåäóåìûõ êëåòîê, â òîì ÷èñëå è ïîëó÷åííûõ
îò 1 ïàöèåíòà. Íàèáîëüøåå ÷èñëî ìóòàöèé áûëî îáíàðó-
æåíî â ãåíå TP53, à íåñîîòâåòñòâèå ìåæäó ìóòàöèîííûì
ñòàòóñîì ïåðâè÷íîé îïóõîëè è öèðêóëèðóþùèìè îïóõî-
ëåâûìè êëåòêàìè íàáëþäàëè ó 3 ïàöèåíòîâ èç 4 (De Luca
et al., 2016). Äðóãîå èññëåäîâàíèå åäèíè÷íûõ îïóõîëåâûõ
êëåòîê áûëî âûïîëíåíî ñ èñïîëüçîâàíèåì îáðàçöîâ êðî-
âè 20 ïàöèåíòîâ ñ ìåòàñòàçèðóþùèì ðàêîì ìîëî÷íîé æå-
ëåçû. Äëÿ àíàëèçà èñïîëüçîâàëè 5 èëè ìåíüøåå ÷èñëî
êëåòîê, ïðè ýòîì ñíà÷àëà ïðîâîäèëè ïîëíîãåíîìíóþ àì-
ïëèôèêàöèþ, çàòåì ñåêâåíèðîâàíèå äëÿ îöåíêè ñòàòóñà
ãåíà PIK3CA, ìóòàöèè êîòîðîãî âñòðå÷àþòñÿ â 30 % ñëó-
÷àåâ ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû (Elwy et al., 2017). Ó 18 èç
20 ïàöèåíòîâ óäàëîñü âûïîëíèòü ñåêâåíèðîâàíèå 9-ãî è
20-ãî ýêçîíîâ ãåíà PIK3CA, äèêèé òèï áûë âûÿâëåí ó
12 ïàöèåíòîâ. Èç îñòàâøèõñÿ 6 îáñëåäóåìûõ ñ ìóòàíò-
íûì PIK3CA ãåòåðîãåííîñòü â àíàëèçèðóåìûõ êëåòêàõ
îïðåäåëÿëàñü ó 2 ïàöèåíòîâ êàê ïîòåðÿ ãåòåðîçèãîòíîñòè,
ó 3-ãî ïàöèåíòà áûëî âûÿâëåíî òðè ðàçëè÷íûõ âàðèàíòà
èññëåäóåìîãî ãåíà. Â 6 èç 18 ñëó÷àåâ îïðåäåëÿëè ìóòà-
öèþ â ïåðâè÷íîé îïóõîëè, ó 1 ïàöèåíòà áûëî âûÿâëåíî
íåñîîòâåòñòâèå ìåæäó ðåçóëüòàòàìè, ïîëó÷åííûìè äëÿ
êëåòîê ïåðâè÷íîé îïóõîëè è äëÿ öèðêóëèðóþùèõ îïóõî-
ëåâûõ êëåòîê ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè: â ïåðâè÷íîé îïóõî-
ëè áûë âûÿâëåí äèêèé òèï PIK3CA, â öèðêóëèðóþùèõ
îïóõîëåâûõ êëåòêàõ áûëà âûÿâëåíà ìóòàöèÿ â 20-ì ýêçî-
íå (Pestrin et al., 2015). Òàêèì îáðàçîì, ñ îäíîé ñòîðîíû,
ïðèìåíåíèå òåõíîëîãèé àíàëèçà åäèíè÷íûõ îïóõîëåâûõ
êëåòîê ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ìîæíî ðàñöåíèâàòü êàê
ïåðñïåêòèâíûé ïîäõîä, òàê êàê ïîëó÷àåìûå ðåçóëüòàòû â
çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ìîæíî ñîîòíåñòè ñ õàðàêòåðîì ãå-
íîòèïà êëåòîê ïåðâè÷íîé îïóõîëè; ñ äðóãîé ñòîðîíû,
ïðîáëåìà äèñêîðäàíòíûõ îáðàçöîâ â çíà÷èòåëüíîé ñòåïå-
íè ìîæåò ñíèæàòü ñïåöèôè÷íîñòü äàííîãî ìåòîäà íà ñå-
ãîäíÿøíèé äåíü.

Ïðèìåíåíèå èññëåäîâàíèé
åäèíè÷íûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê äëÿ âûáîðà

ñðåäñòâ ïðîòèâîîïóõîëåâîé òåðàïèè

Íåñîìíåííî, áîëüøîå çíà÷åíèå èìååò èñïîëüçîâàíèå
âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíûõ ìåòîäîâ àíàëèçà îïóõîëåâûõ
êëåòîê äëÿ âûÿâëåíèÿ ìàðêåðîâ ðåçèñòåíòíîñòè. Â ÷àñò-
íîñòè, ïðè ðàêå ëåãêèõ ñ ìóòàíòíûì ãåíîì EGFR áûëè
âûÿâëåíû íóêëåîòèäíûå âàðèàíòû, ñâÿçàííûå ñ ðåçèñòåíò-
íîñòüþ ê òèðîçèíêèíàçíûì èíãèáèòîðàì (Jia et al.,
2013). Ïîëíîòðàíñêðèïòîìíûé àíàëèç ñ ïîìîùüþ ñåêâå-
íèðîâàíèÿ åäèíè÷íûõ êëåòîê ìåòàñòàçèðóþùåãî ðàêà ìî-
ëî÷íîé æåëåçû ïîçâîëèë îáíàðóæèòü íåçíà÷èòåëüíûå
ðàçëè÷èÿ ìåæäó êëåòêàìè äî è ïîñëå èíêóáàöèè ñ ïðîòè-
âîîïóõîëåâûì ïðåïàðàòîì ïàêëèòàêñåëîì, à òàêæå ìåæäó
ðåçèñòåíòíûìè è ÷óâñòâèòåëüíûìè ïîïóëÿöèÿìè êëåòîê,
íî â òî æå âðåìÿ çíà÷èòåëüíóþ ãåòåðîãåííîñòü íàáëþäà-
ëè è âíóòðè âûøåóêàçàííûõ ãðóïï êëåòîê íà óðîâíå åäè-
íè÷íûõ êëåòîê. Ðåçèñòåíòíûå ê ïàêëèòàêñåëó êëåòêè ñî-
äåðæàëè ñïëàéñèðîâàííûå âàðèàíòû ÐÍÊ ãåíîâ, ïðîäóê-
òû êîòîðûõ ó÷àñòâóþò â ôîðìèðîâàíèè è ñòàáèëèçàöèè
ìèêðîòðóáî÷åê, à òàêæå ñâÿçàíû ñ ïðîöåññàìè àäãåçèè è
ñèãíàëèçàöèåé ñ ïîâåðõíîñòè êëåòêè (Lee et al., 2014).
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Â äðóãîì èññëåäîâàíèè ñ ïîìîùüþ ñåêâåíèðîâàíèÿ ãåíà
Ò-êëåòî÷íîãî ðåöåïòîðà ó ïàöèåíòîâ ñ îïóõîëÿìè ìîëî÷-
íîé æåëåçû îöåíèâàëè ÷èñëî îïóõîëü-èíôèëüòðèðóþùèõ
ëèìôîöèòîâ â åäèíèöå îáúåìà äî è ïîñëå ëå÷åíèÿ èììó-
íîòåðàïåâòè÷åñêèìè ñðåäñòâàìè. Áûëî âûÿâëåíî, ÷òî ðå-
çóëüòàòû ñåêâåíèðîâàíèÿ êîððåëèðóþò ñ äàííûìè ãèñòî-
ëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé íà îñíîâå îêðàñêè îáðàçöîâ
îïóõîëè ãåìàòîêñèëèíîì è ýîçèíîì. Ïîìèìî ýòîãî, ñåê-
âåíèðîâàíèå Ò-êëåòî÷íîãî ðåöåïòîðà ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü
äîïîëíèòåëüíûå äàííûå î êëîíàëüíîì ðàçíîîáðàçèè îïó-
õîëü-èíôèëüòðèðóþùèõ ëèìôîöèòîâ. Ðåçóëüòàòû ñåêâå-
íèðîâàíèÿ ãåíà Ò-êëåòî÷íîãî ðåöåïòîðà ìîãóò ïðèìå-
íÿòüñÿ â êà÷åñòâå ïðîãíîñòè÷åñêîãî ôàêòîðà ïðè ïðîâå-
äåíèè èììóíîòåðàïèè (Page et al., 2016).

Äîïîëíèòåëüíî ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî äëÿ ìîëåêóëÿð-
íîé è êëèíè÷åñêîé îíêîëîãèè èìååò çíà÷åíèå åäèíè÷íûé
àíàëèç íå òîëüêî ñîáñòâåííî îïóõîëåâûõ êëåòîê, íî è
äðóãèõ «ó÷àñòíèêîâ» êàíöåðîãåíåçà. Íà äàííûé ìîìåíò
ïîä ýòèì ñòîèò ïîäðàçóìåâàòü â ïåðâóþ î÷åðåäü îïóõîëå-
âîå ìèêðîîêðóæåíèå — åãî õàðàêòåðèñòèêà ñ ïîìîùüþ
âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíûõ ìåòîäîâ àíàëèçà òàêæå ïîçâî-
ëÿåò ëó÷øå ïðåäñòàâëÿòü ñïåöèôèêó ìåæêëåòî÷íûõ âçàè-
ìîäåéñòâèé, ïðîèñõîäÿùèõ â îïóõîëåâîì î÷àãå.

Ñðàâíèòåëüíî íåäàâíåå èññëåäîâàíèå (Reuben et al.,
2017) îïóõîëåâîãî ìèêðîîêðóæåíèÿ ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷-
íîé öèòîìåòðèè è ñ âûäåëåíèåì åäèíè÷íûõ ñóáïîïóëÿ-
öèé èììóííûõ êëåòîê (Ò-êëåòêè, gdÒ-êëåòêè, Â-êëåòêè,
íîðìàëüíûå êèëëåðû, äåíäðèòíûå êëåòêè, ìàêðîôàãè,
ìàñòîöèòû, íåéòðîôèëû, ýîçèíîôèëû è áàçîôèëû) ïîêà-
çàëî, ÷òî íàèáîëüøèå ðàçëè÷èÿ â óðîâíÿõ íàáëþäàëèñü
ñðåäè ñóáïîïóëÿöèé CD4+-, CD8+- è ðåãóëÿðíûõ Ò-êëå-
òîê. Àíàëèç ðåçóëüòàòîâ ïðî÷òåíèÿ ãåíîìà êëåòîê ìåëà-
íîìû è óðîâíÿ âûøåóêàçàííûõ êîìïîíåíòîâ îïóõîëåâî-
ãî ìèêðîîêðóæåíèÿ ïîêàçàë, ÷òî áîëåå âûñîêàÿ ìóòàöè-
îííàÿ íàãðóçêà êîððåëèðóåò ñ ïîâûøåíèåì ÷èñëà
CD8+-êëåòîê â ìèêðîîêðóæåíèè, ÷òî, ïî ìíåíèþ àâòî-
ðîâ, ñâÿçàíî ñ óâåëè÷åíèåì âîçìîæíîñòè ïîÿâëåíèÿ èì-
ìóíîãåííûõ ýïèòîïîâ, ñïîñîáíûõ èíäóöèðîâàòü àíòè-
ãåí-ñïåöèôè÷íûé îòâåò (Reuben et al., 2017).

Çàêëþ÷åíèå

Òàêèì îáðàçîì, ôîðìèðîâàíèå ïðåäñòàâëåíèÿ îá îïó-
õîëÿõ êàê î ñëîæíûõ ìíîãîóðîâíåâûõ äèíàìè÷íûõ ñèñ-
òåìàõ ïðèâåëî ê çàêîíîìåðíîìó ðàçâèòèþ ìåòîäîâ èññëå-
äîâàíèÿ îòäåëüíûõ êîìïîíåíòîâ äàííûõ ñèñòåì íà îñíîâå
ñîâðåìåííûõ áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ ïîäõîäîâ. Â ñîâîêóïíî-
ñòè ñ ìåòîäàìè áèîèíôîðìàòèêè ïîäîáíûå ïîäõîäû ïî-
çâîëÿþò áûñòðåå ôîðìèðîâàòü öåëîñòíîå ïðåäñòàâëåíèå
îá èçìåíåíèÿõ, ïðîèñõîäÿùèõ ïðè ïðîãðåññèè íîâîîáðà-
çîâàíèÿ.

Âìåñòå ñ òåì íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ñóùåñòâóåò ðÿä
ïðèíöèïèàëüíûõ ôàêòîðîâ, ñíèæàþùèõ èíôîðìàòèâ-
íîñòü àíàëèçà åäèíè÷íûõ êëåòîê. Â ïåðâóþ î÷åðåäü ðå÷ü
èäåò î ïðîáëåìå âîçíèêíîâåíèÿ òåõíè÷åñêèõ àðòåôàêòîâ
è øóìîâ âî âðåìÿ âûäåëåíèÿ åäèíè÷íûõ êëåòîê, âî âðåìÿ
ïîñòàíîâêè ïîëíîãåíîìíîé àìïëèôèêàöèè è íåïîñðåäñò-
âåííîãî îñóùåñòâëåíèÿ âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíûõ òåõíî-
ëîãèé. Äàííûå àðòåôàêòû íåîáõîäèìî äèôôåðåíöèðî-
âàòü îò èñòèííûõ èçìåíåíèé, èìåþùèõ ìåñòî â àíàëèçè-
ðóåìûõ êëåòêàõ. Äëÿ ðåøåíèÿ äàííûõ ïðîáëåì óæå
ðàçðàáîòàí ðÿä ñïîñîáîâ. Â ÷àñòíîñòè, äëÿ ðàñïîçíà-
âàíèÿ ëîæíîïîëîæèòåëüíûõ ðåçóëüòàòîâ, âîçíèêøèõ
ïðè âûïîëíåíèè ïîëíîãåíîìíîé àìïëèôèêàöèè, òðå-

áóþòñÿ âûïîëíåíèå àìïëèôèêàöèè äâóõ àëëåëåé è âòî-
ðè÷íîå ïîäòâåðæäåíèå äàííûõ ñ ïîìîùüþ ïîâòîðíîãî
àíàëèçà èñõîäíîãî îáðàçöà îïóõîëè. Òàêæå äëÿ ñíèæåíèÿ
óðîâíÿ îøèáîê ïðè ñåêâåíèðîâàíèè ìîæíî èñïîëüçîâàòü
ÄÍÊ-øòðèõêîäèðîâàíèå (Hou et al., 2012).

Â çàêëþ÷åíèå ñòîèò ïîä÷åðêíóòü åùå ðàç, ÷òî ïåðñ-
ïåêòèâíîñòü ïðèìåíåíèÿ âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíûõ ìåòî-
äîâ è àíàëèçà åäèíè÷íûõ êëåòîê ñâÿçàíà ñ íåîáõîäèìî-
ñòüþ ðåøåíèÿ ïðîáëåìû îïóõîëåâîé ãåòåðîãåííîñòè. Ïî
ìåðå ñîâåðøåíñòâîâàíèÿ âûøåóêàçàííûõ ïîäõîäîâ ðå-
çóëüòàòû òàêèõ èññëåäîâàíèé áóäóò ñòàíîâèòüñÿ âñå áî-
ëåå çíà÷èìûìè íå òîëüêî äëÿ êëåòî÷íîé áèîëîãèè, íî è
äëÿ êëèíè÷åñêîé ôàðìàêîëîãèè è îíêîëîãèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (äîãî-
âîð 16-44-242056/16 îò 17.11.2016) è Êðàñíîÿðñêîãî
êðàåâîãî ôîíäà ïîääåðæêè íàó÷íîé è íàó÷íî-òåõíè÷å-
ñêîé äåÿòåëüíîñòè (ñîãëàøåíèå ¹ 11 îò 12.08.2016).
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Cultivation and analysis of single cancer cells are getting more actual due to cancer heterogeneity, the main
cause of ineffective target therapy under cancer. The solvation of this problem is a dynamic assessment of the
state and composition of the tumor. A comparative study of single cancer cells allows identify the principle dif-
ferences between tumor clones, key molecular targets for anticancer drugs, to create individual treatment algo-
rithms for patients. Flow cytometry, magnetic-activated cell sorting, microfluidic systems, laser capture micro-
dissection are used to separate single cancer cells. Analysis of single cancer cells is carried out by means of the
high throughput methods: transcriptome sequencing, exome sequencing. It allows to assess qualitative as well
as quantitative gene alterations, and, firstly, gene mutation status of cell. Investigation of single stem cells by
the high throughput methods has revealed some genes involved in cancer transformation, and also, heterogenei-
ty of cancer stem cell population. The clinically significant mutations have been shown in circulating tumor cell
population. Because of these methods, the markers of anticancer drug resistance have been found out. The use
of the high throughput methods for the analysis of tumor microenvironment allows to assess the specificity of
cell-cell interactions. Therefore, the use and the improvement of modern biotechnological approaches allows to
solve the problems caused by cancer heterogeneity and the received results for cell biology as well as clinical
pharmacology and oncology will be getting more significant.

K e y w o r d s: cancer heterogeneity, cancer stem cells, circulating tumor cells, high throughput methods,
sequencing.
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