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Резюме
Актуальность. Гемистоцитарные астроцитомы (ГА) – это вариант диффузных астроцитом GII (ВОЗ, 

2016), который отличается более короткой общей выживаемостью пациентов по сравнению с диффузны-
ми астроцитомами. Роль экспрессии гена сосудисто-эндотелиального фактора роста (VEGF) и его связь 
с индексом пролиферативной активности (Ki-67) в ГА ранее не изучалась.

Цель. Оценить зависимость уровня экспрессии гена VEGF от Ki-67 в ГА.
Материал и методы. Выполнен ретроспективный и проспективный анализ морфо-молекулярных ха-

рактеристик опухолевой ткани 9 пациентов с диагнозом ГА. В работу вошли пациенты старше 18 лет 
с супратенториальной локализацией опухоли. Возраст пациентов был от 27 до 37 лет, медиана составила 
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32 года. Мужчин было 4. После оперативного вмешательства проводилось гистологическое, иммуноги-
стохимическое (Ki-67 и GFAP) и молекулярно-генетическое исследования фрагментов опухоли (методом 
ПЦР в режиме реального времени). Определялся уровень экспрессии гена VEGF и наличие мутации 
в генах IDH1/IDH2. Гистологический диагноз ставился в соответствии с классификацией опухолей ЦНС 
ВОЗ (2016) и атласом AFIP (2007).

Результаты. Чаще всего опухоль локализовалась в нескольких долях головного мозга (44,4%). Дебют 
заболевания в большинстве случаев начинался с эпилептического синдрома (55,6%). Индексу пролифе-
ративной активности (Ki-67) более 5% (71,4% случаев) соответствовала умеренная пролиферация эндо-
телия сосудов при гистологическом исследовании (85,7%), средний/высокий уровень экспрессии гена 
VEGF (ПЦР) (кроме одного случая). У больных с низким Ki-67 (≤5%) уровень экспрессии гена VEGF 
был низким в 100% случаев, а пролиферация эндотелия сосудов отсутствовала.

Заключение. Высокий Ki-67 (>5%), пролиферация эндотелия сосудов, средний/высокий уровень экс-
прессии гена VEGF, которые наблюдались в 7 из 9 гемистоцитарных астроцитомах, являются характер-
ными чертами астроцитом GIII. Таким образом, ГА – это неоднородная группа опухолей, и часть из них 
представлена злокачественной подгруппой.

Ключевые слова: гемистоцитарная астроцитома, cосудисто-эндотелиальный фактор роста, индекс 
пролиферативной активности (Ki-67), ген VEGF.
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Abstract
Background. Gemistocytic astrocytomas (GA) are a variant of diffuse astrocytomas GII (WHO, 2016), 

which is characterized by a shorter overall survival of patients than diffuse astrocytoma. The role of vascular 
endothelial growth factor (VEGF) gene expression and its association with the index of proliferative activity 
(Ki-67) in GA has not been studied.

Objective. To estimate the correlation of VEGF gene expression on Ki-67 in GA.
Design and methods. A retrospective and prospective analysis of morphological and molecular-genetic features of 

tumors was performed on 9 patients with the diagnosis of GA. Patients over 18 years of age with supratentorial tumor 
localization were included in the study. The patients were aged from 27 to 37 years, the median age was 32 years. 
There were 4 men. Fragments of tumor tissue obtained during surgery were subjected to histological, immunohisto-
chemical (Ki-67 and GFAP) and molecular genetic studies. By real-time PCR method was used to determine the level 
of the VEGF gene expression and the presence of a mutation in IDH1/IDH2 genes. Histological diagnosis was made 
in accordance with the classification of tumors of the CNS WHO (2016) and the AFIP atlas (2007). 

Results. The tumor most often affected several lobes of the brain (44,4%). The first clinical manifestations 
of the disease in the vast majority of cases were epileptic and hypertensive syndromes (55,6%). For the prolifer-
ative activity index Ki-67 >5% (71,4% of cases) the moderate proliferation of vascular endothelium was noted 
in 85,7% of cases and the middle/high level of VEGF gene expression (except one case). In patients with low 
Ki-67 (≤5%), the low level of the VEGF gene expression was determined in 100% cases, the proliferation of the 
vascular endothelium was absent.

Conclusion. High Ki-67 (>5%), the proliferation of the vascular endothelium, middle/high level of VEGF 
gene expression are typical attributes of anaplastic astrocytomas. That’s why some GA have features of astrocy-
tomas GIII.

Key words: gemistocytic astrocytoma, vascular endothelial growth factor, proliferative activity (Ki-67), 
VEGF gene.
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Список сокращений:
ГА – гемистоцитарные астроцитомы
ПЦР – полимеразная цепная реакция
Ki-67 – индекс пролиферативной активности
 VEGF – сосудисто-эндотелиальный фактор 
роста

Введение
Гемистоцитарные астроцитомы (ГА) представ-

ляют собой редкий подтип диффузных астроци-
том GII, в которых процент гемистоцитов в опу-
холи составляет не менее 20% от всех клеток [1]. 
В литературе можно встретить лишь небольшое 
количество работ, которые освещают непосред-
ственно ГА [2–17]. По сравнению с диффузными 
астроцитомами GII они характеризуются более 
агрессивным биологическим поведением, что 
проявляется более короткой общей выживаемо-
стью пациентов (38-49 мес и 69-89 мес. соответ-
ственно) [2, 7, 18, 19]. 

Биологическое поведение опухоли зависит 
от многих факторов и, в частности, от ряда мор-
фо-молекулярных характеристик. Одними из 
важнейших среди них являются индекс пролифе-
ративной активности (Ki-67) и сосудистый эндоте-
лиальный фактор роста (VEGF), взаимосвязь кото-
рых в ГА ранее не исследовалась.

Материал и методы
Проведен ретроспективный и проспективный 

анализ клинических характеристик, а также ре-
зультатов инструментального, гистологического, 
иммуногистохимического и молекулярно-генети-
ческого методов исследования 9 пациентов с ГА. 
В работу были включены пациенты старше 18 
лет с супратенториальной локализацией опухоли, 
которым при гистологическом исследовании был 
установлен диагноз ГА. Мужчин было 4. Медиана 
возраста составила 32 года. Гистологический ди-
агноз ставился согласно классификации опухолей 
ЦНС ВОЗ (2016) и атласу AFIP (2007) [1, 20].

Иммуногистохимическое исследование (ИГХ) 
выполнялось с использованием антител Ki-67 

и GFAP (DakoCytomation). При цитоплазматиче-
ском окрашивании антителом GFAP пользовались 
полуколичественным методом: 0 – окрашивание 
отсутствует, 1+ – слабое окрашивание, 2+ – уме-
ренное окрашивание, 3+ – интенсивное окрашива-
ние. При оценке ядерного окрашивания (антитело 
Ki-67) определялся процент окрашенных клеток 
к их общему числу. Всем больным была выполнена 
операция с разной степенью циторедукции.

У всех пациентов оценивалась экспрессия 
мРНК гена VEGF с использованием полимераз-
ной цепной реакции (ПЦР) в режиме реального 
времени на оборудовании CFX96 Real-Time PCR 
Detection System (BioRad Laboratories, США). Па-
томорфологические образцы опухоли, подвергну-
тые микродиссекции, служили в качестве источни-
ка мРНК. Последовательности меток и праймеров 
показаны в таблице 1. Выделение мРНК и обрат-
ная транскрипция проводились согласно методу, 
предложенному ранее [21]. 

Мультиплексная ПЦР в режиме реального вре-
мени ставилась в объеме 20 мкл, где содержалось 
1-кратный ПЦР-буфер, 1 мкл раствора кДНК, 2.0 
ед. акт. фермента ДНК-полимеразы Thermostar, 
по 200 мкМ каждого из нуклеотидтрифосфатов, 
2.0 мМ MgCl2, по 0.3 мкМ прямого и обратного 
праймеров SDHA, 0.3 мкМ прямого и обратно-
го праймеров, 0.3 мкМ Taqman пробы SDHA-P, 
и TaqMan-метки для соответствующего гена-мише-
ни. Условия ПЦР-амплификации: денатурация в те-
чение 15 сек при 95˚С, 45 циклов отжига и синтеза 
в течение 1 мин при 60˚С. Для оценки уровня экс-
прессии определялось отношение относительных 
количеств копий кДНК гена-мишени и гена-рефе-
ри, данные значения оценивались при помощи по-
строения стандартных кривых. Пороговые уровни 
для разделения низкой, высокой и средней степени 
экспрессии каждого гена определялись как 80 и 20 
перцентили значений относительной экспрессии 
соответствующих генов в группе из 50 случайным 
образом отобранных солидных опухолей (∆Ct). 

Мутации в генах IDH1 (экзон 4) и IDH2 (экзон 4) 
в опухолевой ткани рассчитывали при помощи мето-

Таблица 1. Метки и праймеры, которые использовались для определения экспрессии гена VEGF.

Ген 5’­3’ последовательность

VEGF-P FAM-TGCAGACCAAAGAAAGATAGAGCA-BHQ

VEGF-R GCTTTCTCCGCTCTGAGCA

VEGF-F AGGAGAGATGAGCTTCCTAC
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дики анализа кривых плавления ПЦР-продуктов с вы-
соким разрешением (HRMA – High Resolution Melting 
Analysis) с дальнейшим секвенированием ДНК. После-
довательности 4 экзона генов IDH1 и IDH2 амплифи-
цировали с использованием пар праймеров IDH1ex4F 

5’-GTCTTCAGAGAAGCCATTATC-3’ и IDH1ex4R 
5’ -CACATACAAGTTGGAAATTTCTAG-3 ' , 
IDH2opt1F 5’-AGTTCAAGCTGAAGAAGATGTG-3' 
и IDH2opt1R 5’-TCTCCAACCTGGCCTACCT-3', со-
ответственно. Анализ кривых плавления и ПЦР в ре-

Таблица 2. Инструментальные, гистологические, иммуногистохимические и молекулярно­
генетические характеристики ГА с Ki­67 ≤5%. 

№ Пролиферация 
сосудов

Пролиферация 
эндотелия 
сосудов

Накопление к/в 
по МРТ

VEGF (уровень 
экспрессии)

Мутация в генах 
IDH1/IDH2

1 нет нет да низкий IDH1 (R132H)

2 нет нет н/д низкий IDH1 (R132H)

Примечания: к/в– контрастное вещество, н/д – нет данных.

Рисунок. 1. Локализация ГА в различных отделах головного мозга. 

Рисунок 2. Первые клинические проявления ГА.
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жиме реального времени проводились на оборудова-
нии CFX96 Real-Time PCR Detection System (BioRad). 
ПЦР-смесь объемом 20 мкл включала 1 μl ДНК, 1x 
ПЦР-буфер, (pH 8.3), 2.0 mM MgCl2, 0.3 μМ прямого 
и обратного праймеров, 1 ед. акт. ДНК-полимеразы, 
200 μМ dNTPs, 1x Eva Green. Режим амплификации: 
95°C, 10 мин и 45 циклов (95°C, 15 сек; 60°C, 20 сек, 
72°C, 30 сек). Секвенирование ПЦР-продуктов, име-
ющих отклонения в кривых плавления, проводилось 
на секвенаторе CEQ8000 (Beckman Coulter).

Результаты.
В работу вошли 9 пациентов с верифицирован-

ным диагнозом ГА GII и ГА GIII. Мужчин было 4. 
Медиана возраста составила 32 года. Опухоль чаще 
всего локализовалась в нескольких долях голов-
ного мозга (44,4%). Если опухоль располагалась 
в пределах одной доли, то в большинстве случаев 
это была лобная доля (33,3%) (рис. 1).

Дебют заболевания в большинстве случаев 
характеризовался эпилептическим синдромом 
(55,6%) (рис. 2).

На этапе дооперационной диагностики всем 
пациентам была выполнена МРТ головного моз-
га. Фокальное накопление контрастного вещества 
опухолью отмечалось у 4 пациентов из 6 (66,7%).

Результаты гистологического, иммуногистохи-
мического и молекулярно-генетического исследо-
ваний пациентов в зависимости от индекса про-

лиферативной активности (более или менее 5%) 
представлены в таблицах 2 и 3. 

Низкий Ki-67 (≤5%) соответствовал низкому 
уровню экспрессии гена VEGF в обоих случаях.

Индекс пролиферативной активности  
Ki-67 >5% отмечался в 77,8% случаев. Данно-
му значению Ki-67 чаще (85,7%) соответствовал 
средний/высокий уровень экспрессии гена VEGF, 
и лишь однажды он был низким. Умеренная про-
лиферация сосудов была выявлена у 6 пациентов 
из 7 (85,7%).

Для двух пациентов имеются данные о наличии 
рецидива заболевания и повторного оперативно-
го вмешательства. В обоих случаях имело место 
повышение степени злокачественности опухоли, 
что проявлялось значительным повышением Ki-67 
по сравнению с первой операцией, повышением 
уровня экспрессии VEGF, нарастанием выражен-
ности пролиферации сосудов и эндотелия (табл. 4, 
рис. 3, 4).

Длительность безрецидивного периода соста-
вила в первом случае 31 месяц и 4 недели, во вто-
ром – 23 месяца и 1 неделя, что подтверждает сте-
пень анаплазии ГА «GIII» [22].

Обсуждение
Для развития опухоли крайне важен адекватный 

неоангиогенез. Лишь на начальном этапе при малом 
объеме опухоли (около 1 мм3) опухолевые клетки 

Таблица 3. Инструментальные, гистологические, иммуногистохимические и молекулярно­
генетические характеристики ГА Ki­67 >5%. 

№ Пролиферация 
сосудов

Пролиферация 
эндотелия 
сосудов

Накопление к/в 
по МРТ

VEGF (уровень 
экспрессии) Мутация в гена 

IDH1/
IDH2 нет нет да низкий IDH1 (R132H)

1 умеренная умеренная да средний IDH1 (R132H)

2 умеренная умеренная да высокий IDH1 (R132H)

3 умеренная умеренная да средний IDH1 (R132H)

4 умеренная умеренная нет низкий IDH1 (R132H)

5 умеренная умеренная н/д средний IDH1 (R132H)

6 нет нет нет средний IDH1 (R132H)

7 умеренная умеренная н/д средний IDH1 (R132H)

Примечания: к/в – контрастное вещество, н/д – нет данных.
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получают питательные вещества с помощью диф-
фузии. Затем для полноценного роста опухоли обя-
зательно наличие хорошо развитой сосудистой сети. 
Повышенная экспрессия гена VEGF ассоциируется 
с неблагоприятным течением онкологического забо-
левания и косвенно указывает на злокачественный 
процесс. Это нашло отражение и в результатах на-
шей работы. При этом нами впервые описана связь 
уровня экспрессии гена VEGF и индекса пролифе-
ративной активности (Ki-67) в ГА. В соответствии 
с классификацией ВОЗ (2016) для анапластических 
астроцитом GIII характерен Ki-67 >5%. По нашим 
данным для пациентов с подобной пролиферативной 
активностью уровень экспрессии VEGF был сред-
ним или высоким (кроме одного случая). В группе же 
больных с низким Ki-67 уровень VEGF был низким.

Пролиферация эндотелия сосудов и повышен-
ный уровень экспрессии гена VEGF отмечались 
в опухоли только при значении Ki-67 более 5%, что 
часто сопровождается усилением их степени зло-
качественности и увеличением пролиферативной 
активности. Для жизнедеятельности анапластиче-
ской опухоли требуется ее адекватное кровоснаб-
жение. Наличие пролиферации сосудов и эндоте-
лия, а также подъем уровня экспрессии гена VEGF 
могут свидетельствовать об активности процесса 
ангиогенеза.

Заключение
Гемистоцитарные астроцитомы характеризуют-

ся рядом морфологических паттернов, в том числе 
и плотноклеточностью опухоли, где и наблюда-

Рисунок 3. Гемистоцитарная астроцитом (случай №1 табл. 4, материал от первой операции).

а) Окраска гематоксилином и эозином, х200, умеренная пролиферация сосудов и эндотелия; 
б) ИГХ, х100, Ki-67 – 7-8%.

а б

Рисунок 4. Вторичная глиобластома (случай №1 табл. 4, материал от второй операции).

а б

а) Окраска гематоксилином и эозином, х200, выраженная пролиферация сосудов и эндотелия; 
б) ИГХ, х100, Ki-67 – 45-50%.
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ются более высокие показатели Ki-67 (>5%). По-
вышение клеточности опухоли сопровождается 
необходимостью в запуске процессов неоангиоге-
неза для адекватного питания опухоли. Гемисто-
цитарные астроцитомы, как было показано, пред-
ставляют собой неоднородную группу опухолей. 
Часть из них представлены анапластической под-
группой GIII (в данной серии 7 пациентов из 9). 
Они характеризуется высокой пролиферативной 
активностью (Ki-67 >5%), пролиферацией сосудов 
и эндотелия, средним/высоким уровнем экспрес-
сии гена VEGF. Эти пациенты в отличие от ГА GII 
нуждаются в проведении не только оперативного 
вмешательств с последующей лучевой терапией, 
но и химиотерапии.
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