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Основания. Анализ циркулирующих клеток опухоли 
(ЦКО) является новой многообещающей областью диагно-
стики для оценки риска метастатического рецидива и про-
грессирования метастазов у пациентов с раковой опухолью.

Содержание. Для изолирования и обнаружения ЦКО бы-
ли разработаны различные аналитические системы, такие как 
иммунологические и биохимические тесты, чаще всего вклю-
чающие стадии разделения по размеру или биологическим 
характеристикам, например, экспрессия эпителиальных или 
специфичных для опухоли маркеров. Новейшие технологи-
ческие усовершенствования обнаружения и характеристики 
ЦКО состоят в применении методов, основанных на обратно-
транскриптазной количественной ПЦР и подходах, основан-
ных на выявлении, микрофильтре и микрочипных устрой-
ствах. Новые области исследований ЦКО ориентированы на 
молекулярную характеристику ЦКО. Для анализа ЦКО важен 
контроль качества; для включения ЦКО в проспективные 
клинические исследования их клинической полезности важ-
на стандартизация методик детекции микрометастатических 
клеток и методологии их характеристики. Молекулярная ха-
рактеристика ЦКО может дать важную информацию о моле-
кулярной и биологической природе этих клеток, в том числе 

о состоянии рецепторов гормонов и рецепторов эпидермаль-
ных и других членов семейства факторов роста и показаниях 
характеристик стволовых клеток. Такая информация важна 
для идентификации терапевтических целей и механизмов ре-
зистентности ЦКО, а также для стратификации пациентов и 
мониторинга в реальном времени системного лечения.

Заключение. Анализ ЦКО может быть использован в фор-
ме жидкостной цитологии для целей прогноза и предсказа-
ния исхода при раке молочной железы и других формах рака. 
В данном обзоре рассматриваются лучшие платформы для 
изолирования, получения изображения и детекции; контроль 
качества анализа ЦКО и возникающие проблемы при молеку-
лярной характеристике ЦКО.

Присутствие циркулирующих клеток было впервые опи-
сано в 1869 г. австрийским врачом Томасом Ашвортом [1]. 
Через 20 лет Стив Пейджет описал в первом выпуске Lancet 
"гипотезу семени и почвы", в соответствии с которой "ме-
тастазы зависят от общения между клетками рака (семена) 
и специфическим органом микроокружения (почва)"; эта ги-
потеза была пересмотрена через много лет I. Фидлером [2].  
В настоящее время проблема циркуляции рака является очень 
острой темой в онкологических исследованиях [3].
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Критическая роль, которую ЦКО играют в распростране-
нии метастазов при карциноме, в настоящее время широко 
признана [4–6]. Европейские группы исследователей ясно 
показали клиническое значение диссеминированных клеток 
опухоли (ДКО) в костном мозге больных раком молочной же-
лезы [7]. Детекция и подсчет ЦКО в раке молочной железы 
были установлены во многих клинических исследованиях, 
результаты которых показали корреляцию со снижением сво-
бодной прогрессии и общего выживания при операбельном 
раке молочной железы до [8–12] и после химиотерапии [13]. 
В 2004 г. М. Христофанилли и др. обнаружили важность де-
текции ЦКО для оценки прогрессирования болезни и выжи-
вания при метастатическом раке молочной железы [14].

Анализ ЦКО является многообещающей новой областью 
диагностики у пациентов с высокой стадией болезни. Од-
нако, поскольку ЦКО имеются в малом количестве и объем 
доступной пробы очень ограничен, такой анализ связан с ис-
ключительными аналитическими и технологическими про-
блемами. Новейшие технические усовершенствования детек-
ции и характеристики ЦКО включают методы, основанные 
на мультиплексной обратно-транскриптазной количествен-
ной ПЦР (RT-qPCR), подходах, основанных на визуализации 
изображений и применении устройств с микрофильтрами и 
микрочипами. Платформы детекции ЦКО, обладающие вы-
сокой аналитической чувствительностью, позволяют прово-
дить мониторинг болезни и эффективности лечения [15].

ЦКО являются новыми биомаркерами опухоли, по суще-
ству представляющими "жидкую" пробу биоптата и выполня-
ющими мониторинг после многообещающего персонализиро-
ванного лечения. Более того, ЦКО служат хорошо определен-
ной целью для понимания биологии опухоли и рассеивания 
опухолевых клеток [16]. Молекулярная характеристика ЦКО 
представляет собой эффективный подход к лучшему пони-
манию биологии метастазирования и резистентности к при-
нятым способам терапии. Новые терапевтические цели могут 
быть идентифицированы путем выяснения взаимоотношений 
между ЦКО и раковыми стволовыми клетками. Для более 
глубокого понимания биологии развития метастазирования у 
больных раком должны быть проведены дальнейшие исследо-
вания молекулярных характеристик ЦКО.

В данном обзоре внимание сосредоточено на рассмотре-
нии лучших технологических платформ для получения изо-
бражений, детекции, и молекулярной характеристики ЦКО и 
описании новейших данных по молекулярной характеристи-
ке ЦКО и их значению в будущем для понимания молекуляр-
ных процессов и персонализированной медицины.
Аналитические технологии для изолирования, детекции 
и молекулярной характеристики ЦКО

ЦКО встречаются не часто и редко следуют распределению 
Пуассона [17]. Чтобы уверенно обнаружить эти клетки, абсо-
лютно необходимо применить высокоэффективное исследова-
ние и высоко стандартизованный протокол подготовки препара-
та. Распределение Пуассона применимо в случаях, если распре-
деленные случайным образом объекты (клетки) подсчитывают 
в определенном интервале или объеме [17]. Предел обнаруже-
ния в случае ЦКО ограничивается не добавлением идентифици-
рующих ЦКО средств или улучшением инструментов, а коли-
чеством крови, которая исследуется на предмет наличия ЦКО. 
Это ограничение следует принимать в расчет перед началом 
анализа, особенно на ранней стадии болезни. Была разработана 
модель, которая использует распределение Пуассона для сбора 
крови и описывает статистику различных этапов процесса, ко-
торые необходимы для изолирования и обнаружения ЦКО [17]. 
В большинстве случаев ЦКО обнаруживают при использовании 
комбинации из 2 этапов изолирования – обогащения и детекции. 
Основные аналитические подходы, используемые в настоящее 
время для анализа ЦКО, представлены в табл. 1.
Изолирование и обогащение цко

В большинстве широко используемых подходов для изо-
лирования и обогащения ЦКО используется центрифугиро-
вание в градиенте плотности в присутствии фикола и имму-

номагнитное изолирование. Оба подхода представляют собой 
трудоемкие процедуры с переменной эффективностью. Ме-
тоды обогащения также комбинируются, например, устрой-
ство для фильтрации с позитивным отбором с помощью ан-
титела, направленного против антигена пан-эпителиальной 
дифференциации, молекулы адгезии эпителиальной клетки 
(ЕрСАМ) или обогащение после позитивного электромагнит-
ного изолирования. Однако во многих исследованиях была 
показана гетерогенная природа ЦКО и продемонстрировано, 
что все методы обогащения имеют смещения, поскольку не 
все ЦКО экспрессируют одинаковые антигены поверхности, 
такие как ЕрСАМ [18–20]. Недавно были также разработа-
ны микропроточные устройства и и фильтрация по размеру. 
Основные подходы для изолирования ЦКО представлены на 
рис. 1.

Иммуномагнитное обогащение. Большинство исследо-
ваний для обнаружения ЦКО использует позитивную селек-
цию, основанную на экспрессии ЕрСАМ на клетках опухоли. 
Эти технологии обогащения ЦКО связаны с антителами, на-
правленными против ЕрСАМ [18]. Однако некоторые опу-
холевые клетки экспрессируют мало ЕрСАМ или совсем не 
экспрессируют этот антиген и поэтому ЕрСАМ-негативные 
клетки не могут быть обнаружены зависящими от ЕрСАМ 
методами обогащения. Оценка ЦКО в качестве прогностиче-
ских маркеров должна включать как ЕрСАМ-положительные, 
так и ЕрСАМ-отрицательные субпопуляции [19]. Недавно 
сообщалось, что в отличие от других молекулярных под-
типов рака молочной железы "по-видимому нормальные" 
линии клеток лишены экспрессии ЕрСАМ и поэтому не за-
хватываются, когда ЦКО связываются методом, основанным 
на ЕрСАМ [20]. Отрицательная селекция ЦКО была также 
применена при удалении лейкоцитов с помощью анти-CD45 
[15]. В. Mostert еt al. недавно предложили комбинированное 
применение анти-CD146 и анти-ЕрСАМ для улучшения де-
текции ЦКО у пациентов с раком молочной железы [21], а 
C. Schindlbeck et al. показали, что частота детекции клеток 
опухоли повышается при использовании анти-CD176 [22]. 
Описана высокая чувствительность и воспроизводимость 
метода обогащения, который основан на связывании с одним 
анти-СК или на комбинации анти-СК и анти-ЕрСАМ. В этом 
методе используется Ariol® system (Genetix USA) для авто-
матизированного захвата изображения клеток и анализа ЦКО 
на стеклянных слайдах [23].
Микрофлюидные и фильтрационные устройства для се-
лекции и обогащения цко

Разработаны различные современные аналитические 
платформы, основанные на микрофлюидных и фильтраци-
онных устройствах для захвата ЦКО. В обзоре приведены 
описания только фильтрационных устройств для ЦКО, кото-
рые были оценены при исследовании проб периферической 
крови от больных раком.

Системы для изолирования по размеру опухолевых эпи-
телиальных клеток основаны на индивидуальном изолирова-
нии опухолевых эпителиальных клеток с помощью фильтра-
ции, поскольку их наибольший размер сравним с размером 
лейкоцитов периферической крови. Для выполнения хромо-
сомного анализа опухолевых клеток, собранных с помощью 
ISET, был использован метод FISH, а также генетический 
анализ, основанный на ПЦР, который был применен к клет-
кам, изолированным с помощью ISET [24].

Н. Лин и др. разработали портативное микроустройство, 
основанное на фильтре, которое служит платформой как для 
схватывания, так и для анализа, способное к мультиплексно-
му выявлению изображения и генетическому анализу, при-
годное для рутинного анализа ЦКО в клинических учреж-
дениях для эффективного ведения больных раком [25]. Это 
устройство использует разницу в размере между ЦКО и клет-
ками крови человека. Сообщалось о захвате ЦКО на фильтре 
примерно с 90% открытием в течение 10 мин. Та же груп-
па авторов разработала и подтвердила работоспособность 
нового трехразмерного микрофильтровального устройства, 
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Т а б л и ц а  1
Обзор аналитических технологий для обнаружения и молекулярной характеристики ЦКО

Система ис-
следования

Обогащение Обнаружение Преимущества Недостатки Литература

Цитологические исследования

Тест 
CellSearch 
ЦКО

Позитивная селекция: 
ЕрСАМ антитела, 
связанные на ферро-
жидкости

Специфические марке-
ры: ЦКО: СК19
Лейкоциты: CD45: Жиз-
неспособность клеток: 
DAPI

Одобрено FDA
Визуальное подтверждение 
ЦКО
Клиническая связь с метастати-
ческим раком молочной железы

Зависимость 
от ЕрСАМ-
позитивности
Ограниченное число 
маркеров

S. Riethdorf et 
al. [32]

Чип ЦКО Позитивная селекция: 
ЕрСАМ антитела, 
связанные на микро-
пятнах

Положительные марке-
ры: СКs
Отрицательные марке-
ры: CD45
Ядро: DAPI

Высокая частота детекции
Визуальное подтверждение 
ЦКО

Субъективный анализ 
ЦКО
Дальнейшее изучение 
специфичным тестом
Зависимость 
от ЕрСАМ-
позитивности

S. Nagrath et al. 
[27], S. Stott et 
al. [28]

Тест EpiSpot Негативная селекция: 
клетки CD45+ 

Иммунологическая се-
лекция секретируемых 
белков: СК-19, муцин-1, 
катепсин D

Обнаружение только жизнеспо-
собных клеток

Клиническая значи-
мость не продемон-
стрирована

C. Alix-
Panabieres et al. 
[46]

Система Ariol Антитела с СК и 
антитела к ЕрСАМ, 
связанные на микро-
шариках

Положительные марке-
ры: СКs
Негативные маркеры: 
CD45
Ядро: DAPI

Выше частота детекции ЦКО, 
чем у CellSearch

Зависимость от 
ЕрСАМ- и СК-19-
позитивности

G. Deng et al. 
[23]

ЦКО-
фильтрующее 
устройство

По размеру (фильтр) Положительные марке-
ры: СКs

Платформа для захвата и ана-
лиза
Мультиплексная визуализация и 
генетический анализ

Клетки опухоли мо-
гут быть различного 
размера

G. Vona et al. 
[24], H. Lin 
et al. [25], S. 
Zheng et al. [26]

Лазер-
сканирующий 
цитометр

Позитивная селекция: 
ЕрСАМ антитела свя-
занные на колонке

Конъюгироваанное 
с флюорохромом 
антиэпителиальное 
антитело

Автоматизированная микро-
скопическая процедура для 
скрининга до 5 x 104 клеток за 
подходящее время
Обогащение до 10 000 раз
Подсчет минимального числа 
опухолевых клеток

Зависимость 
от ЕрСАМ-
позитивности

K. Pachmann et 
al. [31]

Технология 
DyLight

Фильтрующее 
устройство

Множество антител: 
цитокератин, HER2/neu, 
ALDH1, CD44, CD24

Мультимаркерный анализ изо-
бражений

Применение на лини-
ях клеток

M. Balic et al. 
[33]

Молекулярные исследования
RT-PCR Центрификация в 

градиенте фикола
CK-19, HER2, h-MAM, 
CEA, maspin, GABA A, 
B726P

Высокая чувствительность
Прогностическое значение при 
ранней стадии болезни
Обнаруживает только жизнеспо-
собные клетки

Нет морфологическо-
го анализа

M. Slade et 
al. [35], M. 
Reinholz et al. 
[41]

RT-qPCR Центрификация в 
градиенте фикола

CK-19, BST1, PTPRC Высокая чувствительность
Количественное определение
Обнаруживает только жизнеспо-
собные клетки
Нет ЕрСАМ -зависимости

Нет морфологическо-
го анализа

A. Stathopoulou 
et al. [36], A. 
Stathopoulou et al. 
[37], A. Sieuwerts 
et al. [44]

RT-qPCR Обогащение с по-
мощью OncoQuick 
и преамплификация 
РНК

CCNE2, 
DKFZp762E1312, 
EMP2, MAL2, PPIC 
и SLC6A8, hMAM и 
EpCAM

Высокая чувствительность
Количественное определение
Обнаруживает только жизнеспо-
собные клетки 

Нет морфологическо-
го анализа

E. Obermayr et 
al. [40]

Множествен-
ная RT-PCR 
AdnaTest 
Breast Cancer

ЕрСАМ антитела 
и MUC1 антитела, 
связанные на ферро-
жидкости

Мультиплексная ПЦР 
для: муцина–1, HER2, 
EpCAM, актина

Высокая чувствительность
Обнаруживает только жизнеспо-
собные клетки
Уменьшение объема пробы, 
расхода времени, экономия 
стоимости

Нет морфологическо-
го анализа

B. Aktas et al. 
[42]

Жидкий 
капельный 
зонд

Центрифугирование 
в градиенте фикола 
и положительная 
селекция с ЕрСАМ-
антителами, связан-
ными с феррожидко-
стью

Мультиплексная ПЦР 
для СК-19, HER2, 
MAGE-A3, hMAM, 
PBGD, TWIST-1

Уменьшение объема пробы, 
расхода времени, экономия 
стоимости
Одновременное определение 6 
маркеров на ЦКО
Обнаруживает только жизнеспо-
собные клетки

Нет морфологическо-
го анализа
Зависимость 
от ЕрСАМ-
позитивности
ПЦР конечной точки

A. Markou et al. 
[45]

П р и м е ч а н и е . hMAM – человеческий МАМ; СЕА – раково-эмбриональный антиген; GABA – гамма-аминомасляная кислота; PTPRC 
– белок тирозинфосфатаза, рецептор типа С; CCNE2 – циклин Е2; ЕМР 2 – белок 2 мембраны эпителия; MAL2 – миелин и лимфоцит 2; PPIC 
– пептидилпролилизомераза С; SLC6A8 – раствор переносчика семейства 6 (переносчик нейротрансмиттера, креатин) член 8; BST – антиген 
клеток стромы костного мозга; MAGE – антиген, ассоциированный с меланомой; PBGD – порфобилиногендезаминаза.
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способного обогащать жизнеспособные циркулирующие 
опухолевые клетки из крови. Устройство представляет собой 
эффективное средство для оценки и характеристики жизне-
способных обогащенных опухолевых клеток как в исследо-
вательских, так и в клинических целях [26].

Микропроточное устройство, называемое чипом ЦКО, 
было разработано для захвата экспрессирующих ЕрСАМ 
клеток из крови с помощью покрытых антителами микропо-
стов [27]. Позднее та же группа разработала высокопроизво-
дительное микропроточное смешивающее устройство, чип в 
виде колоса, которое служит усиливающей платформой для 
изолирования ЦКО [28]. Конструкция чипа в виде колоса по-
зволяет пассивное прохождение клеток крови через микропо-
лости для существенного повышения числа взаимодействий 
между искомыми ЦКО и покрытой антителами поверхностью 
чипа. Эффективность захвата опухолевых клеток была под-
тверждена путем добавления определенного числа раковых 
клеток в контрольную кровь. Клиническая полезность при-
менения устройства была продемонстрирована на образцах 
от пациентов, больных раком предстательной железы и про-
должает изучаться. Было показано, что другое новое микро-
проточное устройство способно избирательно и специфично 
изолировать чрезвычайно малое число ЦКО с использовани-

ем процесса, опосредованного моноклональными антитела-
ми при пропускании большого объема цельной крови непо-
средственно за короткий промежуток времени [29]. ЦКО бы-
ли сконцентрированы в небольших объемах (190 нл) и число 
клеток было подсчитано без метки с использованием сенсора 
интегрированной проводимости после высвобождения с по-
верхности захвата. Высвобожденные клетки подсчитывались 
на устройстве с помощью нового, без метки раствора датчи-
ка проводимости, способного обнаружить единственную 
опухолевую клетку, проходящую через электроды детектора. 
Недавно был разработан новый метод спектроскопии Рамана 
на усиленной поверхности (SERS) для прямого измерения 
искомых ЦКО в присутствии лейкоцитов [30]. Наночастицы 
SERS с пептидным эпидермальным фактором роста в каче-
стве лиганда мишени успешно идентифицируют ЦКО в пе-
риферической крови пациента.
Системы детекции цко

Последние технические усовершенствования детекции 
ЦКО и их характеристики включают:

а) основанные на визуализации подходы, типа иммуно-
цитохимии, разрешенная FDA CellSearsh® system (Veridex), 
система Ariol и лазерная сканирующая цитометрия;

б) молекулярные исследования, основанные на анализе ну-

Рис. 1. Основные подходы к изолированию-обогащению ЦКО.
А – обогащение с применением центрифугирования в градиенте плотности в присутствии фикола. Б – иммуномагнитное разделение (Fehm et al. 
[18], Konigsberg et al. [19], Sieuwerts et al. [20], Mostert et al. [21], Schindlbeck et al. [22], Deng et al. [23]). Б1 – негативная селекция путем удаления 
лейкоцитов с применением анти-CD45; Б2 – позитивная селекция с помощью антител против антигена пан-эпителиальной дифференциации ЕрСАМ; 
Б3 – комбинированное применение антител против маркеров поверхности ЦКО (анти-CD146, анти-CD176; анти-CK-19 и других). C – система ISET 
(Vona et al. [24]). Д – микропроточное устройство: захватывающий ЦКО чип захватывает в периферической крови клетки, экспрессирующие ЕрСАМ 
с помощью покрытых антителами к ЕрСАМ пятнами (Nagrath et al. [27]). E – портативное, основанное на фильтре микроустройство, использующее 
разницу размеров ЦКО и клеток крови человека (Lin et al. [25], Zheng et al. [26]). PBMC – одноядерные клетки периферической крови; PDMS – по-
лидиметилсилоксан.
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клеиновых кислот ЦКО. В том числе высокочувствительные 
методы RT-qPCR, мультиплексные обратно-транскриптазные 
ПЦР (RT-PCR) исследования или комбинация молекулярных 
методов и способов визуализации и 

с) основанные на белке исследования типа EpiSpot, кото-
рые обнаруживают специфичные для опухоли белки, высво-
бождаемые из ЦКО.

Обнаружение с применением антицитокератиновых анти-
тел является в настоящее время наиболее хорошо подтверж-
денным и стандартизированным подходом, позволяющим 
морфологическую интерпретацию положительных событий.

Перечисленные подходы различаются, в основном, спосо-
бом детекции ЦКО (рис. 2). Подходы с получением изобра-
жений основаны на характеристике изолированных клеток как 
ЦКО с помощью меченых флюоресцентным красителем анти-
тел в основном против эпителиальных антигенов, таких, как 
СК-19. Ограниченное число других белковых маркеров было 
также использовано по этой причине. Напротив, молекуляр-
ные исследования основаны, преимущественно, на анализе 
экспрессии гена в ЦКО. С применением этого подхода при-
сутствие малого числа ЦКО может быть показано путем вы-
сокочувствительной детекции эпителиальных маркеров типа 
СК-19 в присутствии миллионов одноядерных клеток перифе-
рической крови. Молекулярные исследования не могут быть 
использованы, чтобы точно оценить число ЦКО, присутству-
ющих в пробе; однако, многие молекулярные маркеры (напри-

мер, экспрессия гена, мутации ДНК) могут быть обнаружены 
в ЦКО, позволяя осуществить их молекулярную характери-
стику. Эти подходы могут дополнить друг друга, поскольку 
они дают различную информацию относительно ЦКО.

Подходы, основанные на изображении. Детекция диссе-
минированных опухолевых клеток путем применения клас-
сических иммуноцитохимических методов, обычно выпол-
няемых опытными патологами путем визуального наблюде-
ния окрашенных СК-положительных эпителиальных ЦКО, 
очень трудоемка, требует многих часов, если не дней, при ис-
следовании многих проб. K. Pachman и соавт. подсчитывали 
минимальное число опухолевых клеток, используя лазерный 
сканирующий цитометр, быструю количественную автома-
тизированную процедуру микроскопии, которая позволяет 
осуществить обогащение до 10 000 раз [31].

Допущенная FDA система CellSearch (Veridex) [14], осно-
ванная на комбинации иммуноцитохимии и иммунофлюорес-
ценции, использует такие специфические маркеры ЦКО, как 
СК (преимущественно СК-19), лейкоцитов (CD45) и жизне-
способности клеток (4’6-диамидино-2-фенилиндол, DAPI, по-
ложительная реакция, окраска ядер). Система CellSearch для 
детекции циркулирующих клеток была валидирована с помо-
щью строгой программы клинического тестирования [32]. Эта 
технология дает наибольшее количество клинических данных 
относительно клинического значения ЦКО для прогноза при 
раке молочной железы. Недавно A. Steuwerts и соавт. исследо-

Рис. 2. Основные подходы к обнаружению и молекулярной характеристике ЦКО.
А – подходы, основанные на изображениях: А1 – классическая иммуноцитохимия; А2 – система CellSearch (одобрена FDA); А3 – система Ariol; A4 
– лазер-сканирующая цитометрия; А5 – исследование EPISPOT (обнаружение опухолеспецифичных белков, выделяемых ЦКО); Б – молекулярное 
исследование, основанное на анализе нуклеиновой кислоты в ЦКО; Б1 – классическая RT-PCR; Б2 – мультиплексная RT-PCR, AdnaTest Breast Cancer; 
Б3 – RT-qPCR; Б4 – жидкий капельный зонд.
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вали, идентифицируются ли системой CellSearch 5 подтипов 
клеток рака молочной железы человека, определенные путем 
глобального профилирования экспрессии гена [подобные нор-
мальным, базальные, положительные по рецептору 2 челове-
ческого эпидермального фактора роста (HER2), люминальные 
А и В]. Эти исследователи обнаружили, что метод изолиро-
вания в CellSearch, использующий ЕрСАМ на поверхности 
циркулирующих опухолевых клеток, не распознает, в част-
ности, подобные нормальным клетки рака молочной железы, 
которые обычно проявляют агрессивность [20]. A. Steuwerts и 
соавт. сделали заключение, что необходимы новые тесты, с ис-
пользованием антител, распознающие подобные нормальным 
клетки рака молочной железы, но не клетки гематопоэтиче-
ского происхождения.

M. Balic и соавт. недавно разработали метод для мульти-
маркерного анализа изображений для ЦКО, используя новую 
технологию DyLight [33]. Этот подход к анализу изображений 
основан на применении множественных антител [например, 
против СК, Her2/neu, альдегиддегидрогеназы 1 (ALDH1), 
CD44 и CD24], меченых флюорохромами различного цвета и 
спектральном анализе изображений для разделения различ-
ных цветов спектра. Этот новейший метод облегчит детек-
цию и фенотипическую характеристику диссеминированных 
клеток опухолей и с помощью дополнительных маркеров по-
зволит различить субпопуляции, которые могут экспрессиро-
вать отдельные терапевтические цели.
Молекулярные исследования для детекции и молекуляр-
ной характеристики ЦКО

Молекулярные исследования для детекции и подсчета 
ЦКО обладают преимуществами чрезвычайной аналити-
ческой чувствительности и специфичности ПЦР. Эти ис-
следования имеют высокую производительность и легко 
выполняются, поскольку они основаны на изолировании об-
щей РНК из жизнеспособных ЦКО и последующей обратно-
транскриптазной ПЦР-амплификации мишеней, специфич-
ных для опухоли и эпителия. Важно, что RT-PCR исследо-
вания легко могут быть автоматизированы и их результаты 
могут быть оценены с помощью внутрилабораторного кон-
троля и внешней оценки качества [34].

Учитывая состав циркулирующих клеток, возможно, не-
обходимо обнаружить 1 раковую клетку в присутствии более 
чем 106 лейкоцитов. Хотя RT-PCR потенциально обладает 
достаточной аналитической чувствительностью и специфич-
ностью, чтобы решить эту задачу, для успеха необходимо 
использовать соответствующие маркеры mRNA. Единствен-
ным недостатком этого подхода является то, что он не позво-
ляет точно определить число ЦКО, представленных в пробе, 
поскольку разное число транскриптов может быть экспрес-
сировано различными клетками, и может быть установлено 
только число транскриптов мишеней. Основным преиму-
ществом молекулярных методов является их гибкость, осо-
бенно при мультиплексных методах, что снижает требуемые 
объемы проб, время и стоимость исследования.

Почти 22 года назад M. Slade и соавт. разработали мето-
дологию RT-PCR для обнаружения микрометастазов у паци-
ентов с раком молочной железы, основанную на определении 
числа транскриптов гена кератина 19 (KRT 19, также извест-
ный как СК-19) в пробах крови и костного мозга [35]. Авторы 
статьи разработали исследование RT-qPCR для KRT19 mRNA 
[36, 37] и оценили его аналитическую и диагностическую 
чувствительность и клинический потенциал для молекуляр-
ного обнаружения скрытых опухолевых клеток в перифери-
ческой крови пациентов с раком молочной железы [10–13].

Идентификация специфических подтипов ЦКО, основан-
ных на экспрессии различных генов, может дать информа-
цию относительно биологии метастазов и улучшить лечение 
пациентов. Чтобы быть эффективным, метод, используемый 
для идентификации ЦКО, должен обнаруживать все типы 
клеток опухоли. Однако то обстоятельство, что ЦКО встре-
чаются весьма редко, а доступный объем пробы очень огра-
ничен, вызывает значительные аналитические и технические 

проблемы [38, 39]. Используя RT-qPCR, E. Obermayr и соавт. 
показали, что панель из 6 генов была представлена ЕрСАМ и 
секретоглобулином, семейством А, членом 2 (SCGB2A2, так-
же известным как маммаглобин и hMAM) для детекции ЦКО 
при раке молочной железы и что эти гены могут служить по-
тенциальными маркерами для ЦКО, происходящих также из 
раковых опухолей эндометрия, шейки матки и яичников [40]. 
M. Reinholz и соавт. показали, что молекулярная характеристи-
ка циркулирующих эпителиальных клеток с использованием 
SCGB2A2 (маммаглобин) и В305D-C дают возможность ран-
него обнаружения инвазивного рака молочной железы [41]. 
Позднее B. Aktas и соавт., используя доступный коммерческий 
набор реагентов (AdnaTest Breast Cancer, AdnaGen AG), обна-
ружили транскрипты ЕрСАМ, муцина (MUC1) и HER2 в ЦКО 
и обнаружили, что большая часть ЦКО у пациентов с мета-
статическим раком молочной железы обнаруживают переход 
эпителиальных в мезенхимальные (ЕМТ) клетки и характе-
ристики опухолевых стволовых клеток [42]. Интересно, что в 
случае, если с помощью RT-PCR в ЦКО определены рецептор 
эстрогенов (ER) и рецептор прогестерона (PR), распростра-
нение ЦКО было главным образом обнаружено в трижды не-
гативных опухолях и ЦКО обычно обнаруживались преиму-
щественно несмотря на трижды отрицательный статус по ER, 
PR и HER2 в первичной опухоли [43]. Метод профилирования 
количественной экспрессии генов, основанный на RT-qPCR, 
для обнаружения одной ЦКО был выполнен с применением 
генов, которые не экспрессируют или экспрессируют в малой 
степени лейкоциты [44]. Для детекции ЦКО, основанной на 
RT-PCR, применяют многие маркеры mRNA. Количественное 
определение этих mRNA имеет существенное значение для 
того, чтобы отличить нормальную экспрессию в крови от экс-
прессии, вызванной присутствием ЦКО. Лишь немногие мар-
керы обладают адекватной индивидуальной чувствительно-
стью, но комбинированное применение маркеров может улуч-
шить обнаружение ЦКО. Используя мультимаркерное RT-PCR 
исследование для обнаружения ЦКО на ранних стадиях рака 
молочной железы, авторы показали, что ЦКО, положительные 
для KRT19; SCGB2A2 (маммаглобин) и y-erb-b2 гомолога 2 
вирусного онкогена эритробластной лейкемии, нейро/глио-
бластомы, вызываемой гомологом онкогена (avian) (ERBB2, 
также известного как HER2) сочетаются с более коротким пе-
риодом выживаемости [11].

Авторы недавно разработали мультиплексно сочетанный 
с PCR жидкостный капельный зонд для обнаружения экс-
прессии множественных генов в ЦКО [45]. С использова-
нием этого подхода 6 установленных генов-мишеней в ЦКО 
[ERBB2; SCGB2A2 (маммаглобин); KRT19; антиген мела-
номы семейства А, I (прямая экспрессия антигена MZ2-E) 
(MAGEA I); cкрученный гомолог 1 (Дрозофила) (TWIST-1); 
и гидроксиметилбилансинтаза (HMBS также известная как 
PBGD)] были одновременно амплифицированы и обнару-
жены в той же реакции в очень ограниченной по объему 
пробе ЦКО, тем самым сохраняя дорогую пробу и снижая 
стоимость и расход времени на анализ. Это исследование об-
разует эффективную основу для мультиплексного подхода к 
исследованию до 100 генов в ЦКО.

Исследование эписпот. Исследование EPISPOT (ЭПите-
лиальное ИммуноSPOT), адаптация исследования ELISPOT 
(Autoimmun Diagnostics) было разработано для обнару-
жения опухолеспецифичных белков, высвобождаемых из 
ЦКО. Согласно результатам этого исследования СК-19 пол-
ной длины может высвобождаться из жизнеспособных эпи-
телиальных опухолевых клеток, и клетки, выделяющие СК-
19, могут составлять биологически активную подгруппу 
клеток опухоли молочной железы с высокой способностью 
метастазировать [46].
Контроль качества в системах детекции ЦКО: сравнение 
различных методологий

Клинические результаты анализа ЦКО в высокой степени 
зависят от использованной технологии. Несмотря на то, что 
большинство этих методов являются аналитически чувстви-
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тельными и специфичными, не проводилось экстенсивного 
изучения, специфично направленного на сравнение эффек-
тивности методов обнаружения при анализе одних и тех же 
клинических проб. Это важное обстоятельство для их кли-
нического применения, поскольку, особенно в ранней стадии 
болезни, различие в аналитической чувствительности между 
этими методами играет критическую роль. Так, стандартиза-
ция обнаружения и характеристики метастатических клеток 
важна для включения ЦКО в клинические проспективные 
наблюдения с целью изучения их клинической полезности. 
Результаты многих наблюдений, проведенных в отдельных 
учреждениях, позволяют предполагать, что ЦКО играют 
важную роль в стратификации риска и мониторинге терапев-
тической эффективности. Эти данные должны быть оценены 
в многоцентровых исследованиях, чтобы подтвердить прин-
ципы этой концепции в клинических условиях.

Американская ассоциация изучения рака – сотрудниче-
ство биомаркеров рака Национального института рака недав-
но опубликовали отчет о валидации и/или стандартизации 
тестов на новые биомаркеры [47]. Рекомендации, описанные 
в этом отчете, направлены на ускорение использования этих 
биомаркеров для реализации связанных с ними ожиданий в 
развитии персонализированной медицины. С этой точки зре-
ния, стандартизовать обнаружение ЦКО абсолютно необхо-
димо. К критическим условиям относятся: а) стандартизация 
преаналитической фазы, в том числе самого взятия пробы 
(например, объем пробы, предотвращение одновременного 
взятия эпидермальных эпителиальных клеток в случаях ис-
пользования для детекции ЦКО таких эпителиальных марке-
ров, как СК-19), транспортировки пробы (стабильность ЦКО 
в различных условиях) и условия хранения (использование 
консервантов или антикоагулянтов); б) стандартизация изо-
лирования ЦКО путем использования контролей в перифе-
рической крови; с) стандартизация систем обнаружения ЦКО 
и д) внутрилабораторные и межлабораторные сравнения на 
одинаковых пробах. Разработка международных стандартов 
подсчета и характеристики ЦКО также очень важна, особен-
но для систем детекции по изображениям, которые зависят 

от наблюдателя. В табл. 2 суммированы исследования срав-
нения между различными методологиями, использованными 
для детекции ЦКО.

В сравнении исследований, проведенном T. Fehm и соавт., 
между тестом CellSearch и молекулярным тестом AdnaTest 
Breast Cancer получены совпадающие результаты в отно-
шении положительной реакции на HER2 у 50% пациентов 
[48]. Авторы делают вывод, что универсальный внутренний 
и внешний контроль качества для обнаружения и подсче-
та ЦКО совершенно необходимы перед их использованием 
в клинике. В другом исследовании пригодность внешней 
оценки качества всей методики CellSearch от взятия крови до 
интерпретации результатов была изучена с использованием 
проб от 6 больных раком, которые были исследованы в 14 
независимых лабораториях для изучения вариаций между 
лабораториями, тестами и инструментами. Кроме того, ва-
риабельность между операторами была оценена путем ин-
терпретации изображений всех проб крови, представленных 
на сайте в Интернете. Эти многоцентровые исследования 
показали пригодность программы внешней оценки каче-
ства для обнаружения ЦКО в пробах пациентов и важность 
продолжения такой программы для подсчета ЦКО [49]. Для 
контроля качества допущенной FDA системы CellSearch при 
метастатическом раке молочной железы проспективное мно-
гоцентровое исследование было проведено в 3 независимых 
лабораториях с использованием проб от 92 пациентов с ме-
тастатическим раком молочной железы. Были тестированы 
вариации внутри- и между исследованиями, полученные с 
использованием контролей, содержащих определенное чис-
ло клеток, стабильность клетки с учетом различных условий 
хранения и транспортировки, прецизионность открытия из 
проб, дополненных 4–12 опухолевыми клетками, межин-
струментальная вариабельность и позитивность проб, взя-
тых у больных метастатическим раком молочной железы 
[32]. Соответственно результатам этого исследования, систе-
ма CellSearch способна надежно обнаруживать ЦКО в крови 
и подходит для рутинной оценки в клинической лаборатории 
проб крови от больных метастатическим раком молочной же-
лезы. Пробы крови следует транспортировать при комнатной 
температуре, число ЦКО стабильно по крайней мере 72 ч.

M. Balic и соавт. сравнили 2 метода для подсчета ЦКО, 
OncoQuick (Greiner Bio One) и систему CellSearch, и сооб-
щили, что система CellSearch более точна и аналитически 
чувствительнее, чем OncoQuick, для подсчета ЦКО [50]. Ис-
пользуя добавленные клетки опухоли, E. Punnoose и соавт. 
оценили эффективность захвата ЦКО на различных техноло-
гических платформах, включая CellSearch и 2 платформах-
биочипах и использовали изолированные ЦКО для разработ-
ки и оптимизации тестов для молекулярной характеристики 
ЦКО. Они сообщили об одинаковых аналитических харак-
теристиках для захвата ЦКО различными изученными плат-
формами и нашли, что эффективность захвата в высокой сте-
пени зависит от уровня экспрессии ЕрСАМ. В соответствии 
с результатами этого исследования, добавление антител к 
мезенхимальным маркерам могло бы повысить эффектив-
ность захвата ЦКО при анализе биомаркеров ЦКО в рутин-
ных условиях [51].

Молекулярные методы, основанные на применении RT-
qPCR могут быть использованы в рутинной клинической 
лаборатории, поскольку они могут быть стандартизованы в 
соответствии с недавно описанными характеристиками каче-
ства: значения цикло-количественного определения, предела 
обнаружения и открытия [34]. Прямое сравнение уровней 
обнаружения диссеминированных клеток опухоли в пробах 
от большой когорты из 385 больных, исследованных с ис-
пользованием стандартизованной иммуноцитохимической 
методики и протокола RT-PCR в реальном времени выявило 
существенную корреляцию между иммуноцитохимической 
методикой и RT-PCR (Р > 0,01) и результаты обоих методов 
согласуются в 73% случаев (280/385) [52]. В другом недавнем 
изучении методов обнаружения ЦКО, пробы крови, взятые у 

Т а б л и ц а  2
Сравнительное исследование одних и тех же клинических проб в 
разных лабораториях и разными методами

Сравнивае-
мые методы

Пациенты, 
число, тип 

рака молочной 
железы

Степень  
соответствия

Литература

CellSearch и 
Adnatest

245, метаста-
тический

50% T. Fehm et 
al. [48]

CellSearch 
и Adnatest и 
RT-PCR

79, метастати-
ческий

CellSearch и 
Adnatest: 81%
CellSearch RT-
PCR: 57%
RT-PCR Adnatest: 
50%

Van der 
Auwera et 
al. [53]

OncoQuick и 
CellSearch

61, метастати-
ческий

33/61 (54,1%) I. Balic et al. 
[50]

RT-PCR и 
ICC (DTCs 
сравнены)

385 280/385 (73%) S. Becker et 
al. [52]

CellSearch 6 (14 незави-
симых лабора-
торий)

Между лаборато-
риями CV 45–65%
Между инстру-
ментами > 20%
Между тестами > 
12 %

J. Kraan et 
al. [49]

CellSearch 91 (3 незави-
симых лабора-
тории)

S. Riethdorf 
et al. [32]
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76 пациентов с метастатическим раком молочной железы и 
у 20 здоровых контрольных лиц были исследованы со срав-
нением 3 технологий: система CellSearch для ЦКО, AdnaTest 
Breast Cancer Select/Direct и ранее описанный тест RT-qPCR 
в реальном времени для обнаружения СК-19 и SCGB2A2 
(маммаглобин) транскрипты [53]. Наблюдалась существен-
ная вариация частоты обнаружения ЦКО в крови пациентов, 
измеренных с использованием 3 различных технологий. Наи-
большая частота положительных проб наблюдалась при ис-
пользовании комбинированного подхода RT-qPCR для СК-19 
SCGB2A2 (маммаглобин), что позволяет предполагать, что 
этот подход в настоящее время является наиболее аналити-
чески чувствительной технологией для обнаружения ЦКО. 
Стандартизация набора реагентов AdnaTest Breast Cancer и 
прямое сравнение с другими установившимися технология-
ми обогащения и детекции ЦКО рака молочной железы еще 
отсутствуют, но крайне необходимы.
Молекулярная характеристика ЦКО и индивидуализиро-
ванное лечение рака

Молекулярная характеристика ЦКО может быть исполь-
зована для понимания биологии метастазирования, для улуч-
шения лечения пациента и для содействия идентификации 
новых терапевтических мишеней в целях предупреждения 
рецидивов метастазирования. Роль ЦКО в неэффектив-
ности лечения и прогрессировании болезни можно объяс-
нить их связью с такими биологическими процессами, как 
эпителиально-мезенхимальный переход и "спячка" опухоли 
[54]. Идентификация метастатических стволовых клеток с 
помощью молекулярной характеристики популяции ЦКО 
может привести к разработке новых терапевтических кон-
цепций.

ЦКО обладают высокой гетерогенностью [4], как это бы-
ло показано с помощью иммунофлюоресценции [33], кон-
фокальной лазер-сканирующей микроскопии [55] и моле-
кулярных методов: RT-PCR [42, 55], RT-qPCR [44] и жидких 
капельных зондов [45]. Демонстрация гетерогенности осо-

бенно важна в тех случаях, когда терапевтические мишени 
экспрессируются в ЦКО, но отсутствуют в первичной опухо-
ли. Однако в полной мере важность гетерогенности ЦКО еще 
не используется клинически. В табл. 3 суммированы данные 
исследований по молекулярной характеристике ЦКО при ра-
ке молочной железы.

Рецептор 2 человеческого эпидермального фактора 
роста 

Анализ HER2 в ЦКО может иметь клиническое значение 
для терапии, ориентированной на HER2, поскольку HER2-
позитивные ЦКО и диссеминированные опухолевые клетки 
могут быть обнаружены у пациентов с HER2-негативными 
первичными опухолями, которые в настоящее время не до-
ступны нацеленной на HER2 терапии [48, 56–63]. В настоя-
щее время имеются все доказательств того, что HER2-статус 
может меняться в периоды прогрессирования или ремиссии 
у больных раком молочной железы. На основе этих данных 
изменение оценки статуса HER2 по результатам изучения 
экспрессии HER2 в ЦКО рассматривается как стратегия для 
потенциального клинического применения [48, 56–63]. Ко-
личественный анализ на основе применения конфокальной 
микроскопии для оценки экспрессии HER2 в индивидуаль-
ных клетках опухоли показал, что имеется существенная по-
ложительная корреляция между сверхэкспрессией HER2 и 
амплификацией гена в отдельных ЦКО [60].

HER2–позитивные ЦКО были обнаружены у пациентов 
с HER2-негативными опухолями. Тем не менее, их присут-
ствие обычно наблюдается у женщин с HER2–позитивной 
болезнью [61]. Такие пациенты могут иметь положитель-
ный эффект от (вторичной) нацеленной на HER2 терапии в 
адъювантном варианте. На резистентные к лечению KRT 19 
mRNA-позитивные клетки в периферической крови может 
эффективно воздействовать трастуцумаб [58]. Кроме того, 
обнаружение ERBB2 mRNA-позитивных ЦКО после завер-
шения адъювантной терапии может дать клинически полез-
ную информацию относительно эффективности лечения и 

Т а б л и ц а  3
Молекулярная характеристика ЦКО

Маркеры,  
экспрессируемые в ЦКО

Тип рака молочной железы Число пациентов  
(экспрессируемый маркер, %)

Аналитическая  
технология

Литература

HER2 Операбельный, после адъю-
вантной химиотерапии

214 (21) Гнездовая RT-PCR S. Apostolaki et al. [62]

hMAM Операбельный 101 (13,9) Гнездовая RT-PCR M. Ntoulia et al. [67]
CK-19, hMAM, HER2 Ранняя стадия 175 (CK-19: 26,6; hMAM: 8; 

HER2: 28,6)
Мультимаркерная 
RT-PCR

M. Ignatiadis et al. [11]

CK-19, HER2, MAGE-
A3, hMAM, TWIST-1

Ранняя стадия 64 (CK-19: 26,6; HER2: 12,5; 
MAGE-A3: 18,7; hMAM: 
10,9; TWIST-1: 31,2)

Жидкий капельный 
зонд

A. Markou et al. [45]

CK-19 Ранняя стадия 179 (41) RT-PCR в реальном 
времени

N. Xenidis et al. [13]

ER/PR Ранняя стадия 48 (ER: 25; PR: 4) RT-PCR T. Fehm et al. [43]
HER2 Ранняя стадия 30 (33) Конфокальная 

микроскопия
S. Cao et al. [60]

CK-19, HER2 Пациенты вне химиотерапии 30 (CK-19: 33; HER2: 83,3) RT-PCR V. Bozionellou et al. [58]
HER2 Неоадъювант 213 (24) Система CellSearch S. Riethdorf et al. [59]
HER2 Метастатический 45 (18) Система CellSearch E. Munzone et al. [64]
HER2 Метастатический 257 (50 CellSearch и 39 

AdnaTest)
Система CellSearch 
и AdnaTest

T. Fehm et al. [48]

EpCAM, MUC1, 
HER2, ER, PR

Метастатический 42 (EpCAM: 86; MUC1: 86; 
HER2: 32; ER: 35; PR: 12)

AdnaTest M. Tewes et al. [56]

VEGF, VEGF-2, HIF-
1α, pFAK

Метастатический 34 (VEGF: 62; VEGF-2: 47; 
HIF-1α: 76; pFAK: 92)

Лазерная сканирую-
щая микроскопия

G. Kallergi et al. [55]

П р и м е ч а н и е . hMAM – человеческий MAM; MAGE – антиген меланомы; HIF – фактор, индуцируемый гипоксией; pFAK – фосфо-
рилированная киназа фокальной адгезии.
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прогноза у больных с операбельным раком молочной железы 
[62]. Сообщалось также об изменении HER2-статуса ЦКО по 
сравнению с первичной опухолью во время лечения больных 
с прогрессирующим раком молочной железы [62, 63].

Для оценки активности HER2-нацеленной терапии у па-
циентов с приобретенной сверхэкспрессией HER2 в ЦКО не-
обходимы широкие клинические исследования. В недавних 
проспективных многоцентровых исследованиях статус HER2 
в ЦКО у пациентов с метастатическим раком молочной же-
лезы был определен путем сравнения двух методов исследо-
вания ЦКО: CellSearch и AdnaTest Breast Cancer [48]. В этом 
исследовании HER2–позитивные ЦКО были обнаружены в 
значительном числе у пациентов с HER2-негативными пер-
вичными опухолями. Более того, отмечена обязательная кор-
реляция зависящего от вида исследования статуса HER2 с 
клиническим эффектом от нацеленной на HER2 терапии.
Рецепторы эстрогенов и прогестерона

t. Fehm и соавт. сообщили, что в случаях, если экспрессия 
рецепторов эстрогенов и прогестерона в ЦКО оценивалась 
с помощью RT-PCR, распространение ЦКО было преиму-
щественно обнаружено с трижды негативных опухолей и 
что ЦКО главным образом обнаруживали при трижды не-
гативном статусе HER2, ER и РR первичной опухоли [43]. 
Эти исследователи установили, что: а) клинически важным 
может быть различие, вызванное слабым сходством между 
ЦКО и диссеминированными клетками опухоли, б) биология 
первичной опухоли, кажется, управляет распространением 
ЦКО, с) поскольку профили экспрессии в ЦКО и первичной 
опухоли различны, последствия для выбора адъювантной те-
рапии должны быть специально оценены.
Маркеры ангиогенеза: рецептор эпидермального факто-
ра роста и мам

Используя эксперименты с двойным окрашиванием и кон-
фокальную лазер-сканирующую микроскопию, G. Kallergi и 
соавт. показали, что экспрессия pFAK (фосфорилированная 
– фокусной адгезии киназа), HIF-1α (вызываемый гипоксией 
фактор α), фактор роста эндотелия сосудов (VEGF) и VEGF2 
в ЦКО у пациентов с метастатическим раком молочной же-
лезы могли бы объяснить метастатический потенциал этих 
клеток и указать терапевтические мишени для их устранения 
[55]. Исследования экспрессии рецептора эпидермального 
фактора роста (EGFR) при раке молочной железы дали не-
однозначные результаты из-за больших различий методов 
исследования. Поэтому в исследованиях лечения анти-EGFR 
часто не используют отбор пациентов. R. Payne и соавт. ис-
пользовали систему CellSearch для подсчета и измерения во 
времени экспрессии EGFR на поверхности ЦКО перифери-
ческой крови лиц с метастатическим раком молочной железы 
[65]. Хотя доказательства клинического значения циркуляции 
EGFR-позитивных опухолевых клеток в настоящее время от-
сутствуют, экспрессия EGFR может предсказать реакцию на 
применение терапии, основанной на лапатинибе, как в слу-
чае, недавно представленном Z. Liu и соавт. [66]. Сообща-
лось также об экспрессии ЦКО маммаглобина [11, 41, 67].
Циркулирующие опухолевые клетки, раковые стволовые 
клетки и эпителиально-мезенхимальный переход

Гипотеза раковых стволовых клеток предполагает, что рак 
возникает в стволовых/прогениторных клетках в результате 
нарушения регуляции путей самообновления, формирования 
опухолей, которые стимулируются компонентом "опухоль-
инициирующих клеток", сохраняющих свойства стволовых 
клеток. Растущая база доказательств свидетельствует, что 
субпопуляция раковых стволовых клеток (РСК) увеличивает 
и поддерживает многие типы злокачественных заболеваний 
человека [68]. Резистентность к терапии, лежащая в основе 
рецидивов злокачественности и отсутствие эффективного 
лечения при метастатической болезни ставит вопрос о том, 
в какой мере современная противораковая терапия направле-
на против нужных клеток. Действительно, терапия может не 
влиять на РСК, которые резистентны к многим современным 
видам лечения рака, включая химиотерапию и радиационную 

терапию. Эти данные важны для того, чтобы разрабатывать и 
оценивать онкологическую терапию и представить возмож-
ности потенциального достижения исхода для пациента [68]. 
Одной из причин не подвергать РСК антипролиферативной 
терапии является их относительное "состояние спячки" [69].

Поскольку РСК выживают при проведении стандарт-
ной противораковой терапии и теоретически могут регене-
рировать рост опухоли даже при полном подавлении опу-
холевых клеток, могут потребоваться стратегии лечения, 
эффективные в отношении устранения РСК. Сигнальные 
пути, которые поддерживают РСК, могут стать привлека-
тельной целью для такого способа лечения. H. Korkaya и 
соавт. недавно продемонстрировали, что сверхэкспрессия 
HER2 усиливает канцерогенез в молочной железе, рост 
опухоли и ее инвазию через ее влияние на нормальные и 
злокачественные стволовые клетки в молочной железе [70]. 
По данным этого исследования, сверхэкспрессия HER2 в 
ряде линий клеток карциномы молочной железы увеличи-
вала долю РСК, экспрессирующихALDH, что проявляется 
повышением экспрессии регуляторных генов стволовых 
клеток, увеличением инвазии in vitro и повышением опу-
холегенеза у мышей NOD/SCID (нетучные диабетические/с 
тяжелым комбинированным иммунодефицитом). Влияние 
сверхэкспрессии HER2 в РСК при раке молочной желе-
зы блокируется трастуцемабом в чувствительных, но не в 
резистентных линиях клеток; эффект опосредуется путем 
PI3 киназа/Akt. Эти данные поддерживают гипотезу РСК, 
поскольку эти результаты позволяют предполагать, что эф-
фекты амплификации HER2 на канцерогенез, опухолегенез 
и инвазию могут быть связаны с влиянием сверхэкспрес-
сии HER2 на нормальные и злокачественные стволовые/
прогениторные клетки молочной железы. Кроме того, кли-
ническая эффективность трастуцумаба может быть связа-
на с его способностью влиять на популяцию РСК в HER2-
амплифицированных опухолях.

Явление эпителиально-мезенхимального перехода 
(ЭМП) наделяет эпителиальные клетки усилением ми-
грационного и инвазивного потенциала и таким образом 
включает их во многие физиологические и патологические 
процессы, требующие миграции и инвазии клеток. Недавно 
было показано, что индукция ЭМП не только позволяет ра-
ковым клеткам распространяться из первичной опухоли, но 
и усиливает их способность к самообновлению [71]. Кроме 
того, экспрессия маркеров стволовых клеток и ЭМП в ЦКО 
сочетается с резистентностью к обычной противораковой 
терапии и неэффективностью лечения, что поднимает во-
прос о необходимости средств обнаружения и устранения 
минимальной остаточной болезни [71]. Хотя взаимоотно-
шения между ЭИП и ЦКО остаются малоизученными, не-
давно рассматривались данные, подтверждающие участие 
процесса ЭМП в образовании ЦКО. Эксперименты на жи-
вотных моделях с трансплантируемыми клетками опухоли 
молочной железы человека помогут изучить взаимоотноше-
ния ЭМП/ЦКО [71].

Действительно, результаты многих исследований показа-
ли, что субпопуляция ЦКО имеет предположительный фено-
тип стволовой клетки рака молочной железы и экспрессирует 
маркеры ЭМП. Первое свидетельство существования пред-
положительного фенотипа, подобного стволовой клетке, сре-
ди диссеминированных опухолевых клеток в костном мозге 
у пациентов с раком молочной железы в ранней стадии, было 
получено M. Balic и cоавт. [72]. Экспрессия таких маркеров 
РСК, как CD44, CD24 ALDHI, была показана в ЦКО и моле-
кулярными методами [42], и при анализе изображений [73]. 
A. Magnifico и соавт. недавно представили доказательства 
терапевтической эффективности трастуцумаба в отношении 
опухоль-инициирующих клеток HER2-экспрессирующих 
опухолей. Эти авторы также предположили, что сигнальная 
система Notch регулирует экспрессию HER2, представляя 
критический путь выживания опухоль-инициирующих кле-
ток [74].
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Соображения для будущего
В соответствии с недавно предложенной C. Klein [75] мо-

делью параллельного прогрессирования, параллельное не-
зависимое прогрессирование метастазов возникает из ранее 
диссеминированных опухолевых клеток. Данные относи-
тельно течения болезни, скорости роста опухоли, результаты 
аутопсии, клинические исследования, молекулярный генети-
ческий анализ первичных и диссеминированных клеток опу-
холей, ведут к выяснению прямой диагностики патологии 
при системном раке [75]. Молекулярная характеристика ЦКО 
предоставляет важную информацию для идентификации те-
рапевтических целей и выяснения резистентности к терапии. 
Дальнейшие исследования молекулярной характеристики 
ЦКО будут способствовать лучшему пониманию биологии 
развития метастазирования у больных раком.
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