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Existence of circulating tumor cells (CTCs) in blood of cancer patients, testifi es about a dissemination of 
cancer cells to the peripheral blood stream, on the earliest stages of cancer development and very often testifi es 
to an adverse clinical current, especially it is connected with formation of metastases. Besides, these cells 
can represent the minimum residual disease and quantitative monitoring of CTCs level in time of anti-cancer 
treatment provides researchers with valuable information. For today the role of epithelial-to-mesenchymal transit 
(EMT) and mesenchymal-to-epithelial transit (MET) in formation of various subpopulations CTCs, in expansion 
of cancer aggressive properties. In this article we want to prove the purpose and problems of our scientifi c 
research - the cytological molecular analysis of circulating tumour cells have isolated by the size dependent 
ISET technology (Isolation by size of epithelial tumor cells). To study the cyto-morphological and immunological 
characteristic, to identify targeted therapy markers and the metastatic response predictors to anti-cancer 
treatment on viable circulating cancer cells by the RT-PCR method (real-time polymerase chained action). 
To study of clinical profi t from quantitative, immunological and molecular monitoring of CTCs, for elimination 
minimum residual disease, by application of individual targeted therapy, on the basis cytological molecular 
analysis of CTCs.
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Обыр ауруына шалдыққан науқастың қанында, обыр дамуының бастапқы ерте кезеңінде, circulating tumour cells (СТС) - таралушы обыр 
жасушаларының болуы ісік жасушаларының шеткері орналасқан қан жүретін арнасына таралғанының куəсі жəне бұл аурудың көбіне жағымсыз 
клиникалық ағымының белгісі, əсіресе бұл метастаздың пайда болуына байланысты. Сонымен қатар,  жасалған ем барысында СТС аурудың 
ең төменгі деңгейін көрсетуі мүмкін жəне СТС деңгейінің сандық мониторингі зерттеушілерді маңызды ақпаратпен қамтамасыз етеді. Бүгінгі 
күні, обырдың агрессиялық қасиеттері мен өміршеңдігін арттырушы, СТС əртүрлі субпопуляциясы құрылуда эпителиалдының-мезенхималды 
транзитке (ЭМТ) жəне мехенхималдының-эпителиалды транзитке (МЭТ) деген ролі белсенді зерттелуде. Осы мақалада біз клиникалық 
зерттеуіміздің мақсатын – СТС цитологиялық молекулярлық талдауын, бөлектенген,  ISET (Isolation by size of epithelial tumor sells) тəуелді 
технологиясы мөлшеріне негіздегіміз келеді. Бөлектенген өміршең обыр жасушаларында олардың цитоморфологиялық жəне иммунологиялық 
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сипаттамаларын зерттеу, сонымен қатар таргентті терапияның СТС маркерлерін жəне RT-PCR (real-time polymerase chainre action) тəсілімен 
емдеуге метастатикалық жауап предикторларымен сəйкестендіру. Жеке таргентті емді қолдану жəне СТС анализдері негізінде химиотерапия-
ны уақытында түзету арқылы аурудың болмашы қалдықтарын жою үшін сандық, иммунологиялық жəне СТС молекулярлық мониторингінің 
клиникалық пайдасын зерттеу.

Маңызды сөздер: жасуша, обыр, молекулярлық сипаттама
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Наличие циркулирующих раковых клеток – circulating tumour cells(СТС) в крови больных раком, свидетельствует о диссеминации опухо-
левых клеток в периферическое кровеносное русло, уже на самых ранних стадиях развития рака. Очень часто уровень СТС свидетельствует 
о неблагоприятном клиническом течении, особенно это связано с формированием метастазов. Кроме того, СТС могут представлять собой 
минимальную остаточную болезнь, и количественный мониторинг за уровнем СТС в процессе проводимого лечения обеспечивает исследо-
вателей ценной информацией. На сегодня активно изучается роль эпителиального-к-мезенхимальному транзиту (ЭМТ) и мезенхимального-к-
эпителиальному транзиту (МЭТ) в формировании различных субпопуляций СТС, в расширение агрессивных свойств и живучести рака. В этой 
статье мы обсудим значение циркулирующих раковых клеток и цитологического молекулярного анализа СТС, изолированных, размер-зависи-
мой технологией ISET (Isolation by size of epithelial tumor cells). Изучение на изолированных жизнеспособных раковых клетках, их цито-морфо-
логической и иммунологической характеристик, а также идентификация по СТС маркеров таргетной терапии и предикторов метастатического 
ответа на лечение, методами RT-PCR (real-time polymerase chainre action), мониторинг СТС позволят устранить минимальную остаточную 
болезнь, путем применения индивидуальной таргетной терапии и своевременной коррекции химиотерапии на основе СТС анализа. 

Ключевые слова: клетка, рак, цито-иммунология, таргетная терапия, химиотерапия

ЦИРКУЛИРУЮЩИЕ РАКОВЫЕ КЛЕТКИ (СТС) И ЦИРКУЛИРУЮЩИЕ 
РАКОВЫЕ МИКРОЭМБОЛЫ (СТМ)

Впервые о существовании СТС в 1869 было опу-
бликовано в отчете французского патологоанатома 
Ashworth. Большинство смертельных случаев от рака 
связаны с распространением клеток опухоли в отдален-
ные органы вследствие гематогенного метастатического 
распространения. Предполагают, что СТС в кровотоке 
представляют собой депозит опухолевых клеток сбро-
шенных в кровеносное русло, из первичного ракового 
очага начиная на ранней стадии рака с размером раково-
го очага менее 1 мм или во время хирургического вме-
шательства [8]. 

В среднем в 1 мл крови присутствует 10 миллионов 
лейкоцитов и 5 миллиардов эритроцитов. Обнаружение 
1 единственной СТС в 1 мл крови, является клинически 
важным и означает, что 5000 СТС присутствуют в цир-
куляции. Уровень 50 и более СТС в 10 мл крови иден-
тифицированных технологией ISET у значительной ча-
сти больных раком легкого показало, значительно более 
короткую общую выживаемость и выживаемостью без 
болезни [10].

Что происходит с раковыми клетками после того 
как они попадают в кровоток? На этот вопрос пытались 
ответить многие ученые в пре-клинических испытаниях 
с разными животными, с разными раковыми клетками и 
радиоизотопами. Результаты приблизительно одинако-
вые. В случае, когда использовали смесь разных рако-
вых клеток с относительно невысоким метастатическим 
потенциалом 85% радиоактивно меченных СТС сразу 
после в/в введения подвергались апоптозу, всего 15% 
СТС с высоким метастатическим потенциалом сформи-
ровали колонии во вторичных органах. В случае, когда 
использовали смесь раковых клеток с относительно вы-
соким метастатическим потенциалом, 85% СТС выжи-
вали в течение первых 24 часов и формировали колонии 

в легких. В эксперименте выявили значение супрессии 
апоптоза в выживании раковых клеток, а также метаста-
тического потенциала раковых клеток и первых 24-48 
часов и формировании ими колоний. Раковые клетки 
без высокого метастатического потенциала, выжившие 
в кровотоке в течение первых 24 часов, в результате 
супрессии апоптоза в дальнейшем обретают высокий 
метастатический потенциал и формируют колоний во 
вторичных местах [13].

Пациенты с метастатическим повреждением име-
ют большую вероятность, обнаружить СТС в цельной 
крови. Изучение кластеров CTC или циркулирующих 
раковых микроэмболов (СТМ) в крови больных раком 
может обеспечить большим пониманием процесса ме-
тастазирования рака. Кластеры CTC в крови у пациен-
тов с метастатическим раком,  имеют большие разме-
ры и состоят максимум из 14 CTC в пределах одного 
кластера, и имеют изменчивую цито-морфологическую 
характеристику. Имеется предположения, что кластеры 
СТС, отрываются от опухолевой массы, а также они 
могут быть результатом внутрисосудистой пролифе-
рации опухолевых клеток. Несмотря на все последние 
исследования в этой области, механизм формирования 
кластеров СТС или СТМ и их вклад в формирование 
метастазов еще до конца не ясен. Это углубленное по-
нимание метастатического процесса крайне важно, по-
скольку 90% больных раком умирают от метастатиче-
ской болезни [3,10,11,12]. 

Современный принцип стадирования рака главным 
образом основаны на диссеминации опухоли, вовлечен-
ности метастатических узлов и отдаленных метастазов, 
подтвержденных технологиями визуализации. Однако, 
устоявшиеся методы стадирования не достаточно чув-
ствительны для отражения самого процесса диссемина-
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ции опухолевых клеток, основного механизма прогрес-
сирования рака  [1].

Технологии обнаружения циркулирующих раковых 
клеток.

На сегодня известно около пятидесяти технологий, 
для захвата СТС из периферической крови. Большин-
ство из них, являются молекула-зависимыми технологи-
ями, которые позволяют выполнить in vitro захват СТС, 
на основе специфичной молекулярной особенности, на 
поверхности раковой клетки или секреции скрытых или 
активных специфичных белковых маркеров и др. 

Одна из наиболее распространенных технологий 
захвата СТС на основе EpCAM молекулы (молекулы 
адгезии эпителиальной клетки) - система CellSearch 
(Veridex). Система CellSearch единственная технология, 
одобрена Американским Управлением по контролю, за 
продуктами и лекарствами (FDA) для in vitro диагности-
ки и последующего контроля метастатической болезни 
в цельной крови. Для контроля метастатического рака 
молочной железы (2004), метастатического рака обо-
дочной и прямой кишки (2007) и метастатического рака 
простаты (2008). 

Количество СТС больше чем > 5 клеток в 7.5 мл 
цельной крови до базовой терапии или после первого 
курса продолжающегося лечения являются прогности-
ческим маркером, который прогнозируют более корот-
кую выживаемость без прогрессирования болезни и 
более короткую общую выживаемость. Снижение числа 
СТС меньше чем < 5 клеток в 7.5 мл цельной крови по-
сле базовой терапии и до первого курса продолжающе-
гося лечения связано с более длительной выживаемо-
стью без прогрессирования болезни и более длительное 
общей выживаемостью. Кроме того, было отмечено, что 
количество СТС больше чем >5 клеток в 7.5 мл цельной 
крови предсказывают неблагоприятный прогноз у паци-
ентов с раком груди и раком простаты, и больше чем 
>3 клетки прогнозируют более короткую выживаемость 
без прогрессирования болезни и общую выживаемость 
при метастатическом раке ободочной и прямой кишки 
[15].

В нашем проекте мы используем не автоматизи-
рованную технологию ISET, которая позволяет изоли-
ровать CTC по размеру через вакуумную фильтрацию. 
Технология мягко отделяет жизнеспособные СТС, при-
годные для дальнейшего молекулярного исследования 
[10,13]. 

Для выполнения анализа необходимо собрать 10 
мл периферической крови в буферную среду, при тем-
пературе 4°C, исследование необходимо выполнить в 
течение 1.5 часов. Фильтрационное устройство состо-
ит из 10 ячеек для фильтрации и позволяет загрузить 
и отфильтровать 10 мл крови по 1 миллилитру крови 
на 1 ячейку параллельно. Фильтрация крови проводит-
ся через поликарбонатный фильтр с откалиброванным 
размером пор 8 μm. Мембрана промывается фосфат-
но-основным буфером, отделяется от фильтрационно-
го устройства и высушивается на воздухе. На спотах 
мембраны выполняют цито-морфологический, цито-
иммунологический,а также молекулярный анализы. 
Споты окрашиваются модифицированным методом 
May-Grünwald-Giemsa [10,13].

Не-гематологические эпителиальные опухолевые 

клетки или СТС, с характерными малигнизированными 
особенностями должны иметь, четыре положительных 
критерия из следующих: анизонуклеоз (отношение> 
0.5), ядро больше, чем трижды калиброванный размер 
пор (8 μm) (то есть > 24 μm), ненормальность ядра, 
присутствие tridimensional sheets клеток, и высокое 
ядерно/цитоплазматическое соотношение. По данным 
V.J.Hofmanи др., большинство больных раком имеют 
количество опухолевых клеток с признаками малигни-
зации более чем 100 клеток в 10 мл крови, или от 10 до 
100 клеток, и только у единичных больных количество 
этих клеток было меньше 10 в 10 мл крови [13]. 

В целом, технологии захвата СТС по их молекуляр-
ной принадлежности нуждаются в тщательном клини-
ческом тестировании, для стандартного применения в 
клинической практике. Система CellSearch не учитыва-
ет способность СТС на фоне проводимой химиотерапии 
проходить ЭМТ/МЭТ и избавляться от EpCAM молеку-
лы и тем самым становится не доступной для захвата 
молекула зависимой технологией CellSearch.

Использование технологии ISET является акту-
альной на сегодняшний день, так как все молекула за-
висимые технологии, захватывают только отдельную 
субпопуляцию СТС, с учетом их молекулярной харак-
теристики. Кроме того, молекула-зависимые техноло-
гии, не позволяют идентифицировать СТМ и маркеры 
таргетной терапии, которые очень важны для подбора 
лечения. 

Идентификация молекулярной характеристики 
циркулирующих раковых клеток

Спектр молекулярной характеристики рака очень 
обширный, количество молекулярных маркеров давно 
перевалил за сотню. Ориентировочно, все молекуляр-
ные маркеры ученые США предлагают разделять на 
три основные группы: таргетные маркеры устойчивых 
молекулярных изменений рака, на которые разработаны 
таргетные препараты, прогностические маркеры – это 
маркеры, по которым можно делать прогноз исхода за-
болевания и выживания, а также предикторные марке-
ра – это маркеры, по которым можно предсказать ответ 
на то или иное лечение рака [17]. Такое распределение 
необходимо, как считают ученые, так как очень часто в 
литературе сами ученые путают прогностические и пре-
дикторные значения маркеров. 

В основном все технологии обнаружения СТС 
ориентированы на EpCAM молекулу раковых клеток, 
есть также технологии обнаружения раковых клеток со 
стволовыми свойствами. Исследования показали, что 
технология СТС-чипа на микро-постах, покрытых анти-
телами против EpCAM, не обеспечивает достаточным 
количеством СТС и чистоту исследования [6]. Хотя, 
устройства HB-Chip второго поколения позволяет обна-
ружить СТС у 93% пациентов с метастатическим раком 
предстательной железы в средне м 63 СТС/мл, [11] у ко-
торых, имеют место мезенхимальный или гибридный 
фенотипы раковых клеток без EpCAM молекулы. 

Испытание на CTC-чипе, посредством SARMS 
позволило идентифицировать EGFR мутацию на СТС-
чипах у 94% пациентов и у 39%в образцах плазмы. 
Maheswaran, S. и др. в предварительном исследование 
показали, что молекулярный анализ СТС, более чув-
ствительный - 92%, чем анализ по свободной плазмен-
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ной ДНК с 33% чувствительностью (P=0.009) [6].
На сегодня очевидно, что цитологический молеку-

лярный подбор таргетных препаратов по молекулярной 
характеристике СТС самый чувствительный, специфич-
ный и точный метод, но отсутствие недорогой, простой 
и быстрой технологий затрудняет применение этого 
подхода в широкой клинической практике. Прямой спо-
соб определения молекулярной характеристики СТС по 
клеточным останкам – по сводной ДНК и РНК обладают 
низкой чувствительностью, так в сводной циркуляции 
матричные ДНК и РНК являются не стабильными в 
процессе апоптоза или in vivo распада, кроме того время 
необходимое на in vitro обработку материала приводит 
к дальнейшему распаду матричного ДНК и РНК. Из-
вестно, что резистентность к апоптозу в зависимости от 
степени агрессивности рака, метастатический потенци-
ал раковых клеток определяют уровень свободной ДНК 
и РНК.

Maheswaran S. и др. подтверждают очевидную 
необходимость подбора таргетной терапии по молеку-
лярной характеристике СТС в реальном времени, но на 
сегодня с высокой точностью можно выполнить по этап-
ным способом: выделив живую раковую клетку, извлечь 
из нее ДНК или РНК, в последующем подвергнув их 
различным молекулярным исследованиям. Отсутствие 
технологий обладающих высокой специфичностью и 
чувствительностью делают необходимый молекуляр-

ный подбор таргетных препаратов в реальном времени 
затратным и сложным [6].

В клинических рекомендациях ESMO основную 
причину рецидива рака видят в оставшихся живых 
раковых клетках. Эксперты ESMO оправдывают при-
менение новых  методов лечения рака в клинической 
практике, если они позволяют к увеличению любого из 
показателей выживаемости больных раком [18,19,20].

Songdong Meng и др., предполагают, что СТМ в 
виде стабильного уровня единичных СТС, наблюдает-
ся при дорментном раке, спустя несколько десятилетий 
после мастэктомии, при отсутствии метастазов и клини-
ческих проявлений рецидива рака. Баланс СТС остается 
стабильным, не смотря на активный апоптоз и короткий 
период полу-жизни раковых клеток в 1,5-2,4 часа. Пред-
полагают, что существует некий механизм репликации 
СТС в пред-метастатических нишах и циркулирующие 
раковые клетки в кровотоке являются копиями раковых 
клеток пред-метастатических ниш [16].

P. Paterlini-Bréchotand, P. Hofman и др. проде-
монстрировали, что ALK статус можно определить по 
CTC, изолированных от пациентов с раком легкого им-
муно-цитохимическим методом, FISH исследованием 
не-инвазивно без вреда для пациента, предварительно 
проверив статуса гена обычным методом. Новый путь 
необходим для мониторинга в реальном времени для 
подбора таргетной терапии [14].

 МОНИТОРИНГ  ЦИРКУЛИРУЮЩИХ РАКОВЫХ КЛЕТОК
Способность СТС благодаря ЭМТ оставаться в 

живых в ходе проводимой химиотерапии может обеспе-
чить информацией о неадекватности проводимой тера-
пии, позволяя модифицировать лечебную стратегию и 
указать, когда и какую альтернативную терапию следует 
применить [10].

Ранее выполненные прогностические исследова-
ния были сфокусированы на клиническом результате и 
первоначального уровня СТС, их корреляция с ответом 
на лечение. Захват СТС микро-флюидным устройством 
показал, что число СТС у пациентов с раком легкого и 
простаты быстро снижается после эффективной химио-
терапии, гормональной терапии и таргетного ингибиро-
вания тирозин киназой. Выявлено что, дополнительные 
мутации могут появиться во время прогрессирования 
опухоли после химиотерапии, такие мутации могут 
быть связаны с лекарством-индуцированными измене-
ниями в популяции опухолевых клеток, подтверждая 
гипотезу клонового отбора во время лечения [6,7]. 

Тестирование химиотерапии-индуцированных из-
менений количества СТС может обеспечить понимание 
эффективности лечения прогрессирующих раковых 
образований. Однако, известно, что экспрессия эпи-
телиальных маркеров: ЕрСАМ или цитокератинов CK 
19 иCK 20, необходимых для захвата CTC, могут быть 
утеряны раковыми клетками в ЭМТ во время неадекват-
ной химиотерапии, как один из механизмов выживания 
раковых клеток. Поэтому, видимое снижение уровня ра-
ковых клеток после проведенной химиотерапии, может 
быть ложно-отрицательным, в результате ошибочной 
интерпретации сниженного захвата СТС, как элимина-
ция СТС/DTC [2,10].

Мониторинг химиотерапии-индуцированных из-
менений количества СТС могут обеспечить понимани-
ем эффективности лечения прогрессирующих раковых 
образований контроль числа СТС после хирургической 
резекции первичного рака позволяет идентифицировать 
случаи, возможного риска развития рецидива рака. Мо-
лекулярный анализ раково-эмбрионального антигена 
(CEA) и CK 20 в брыжеечной венозной крови у паци-
ентов с колоректальным раком имеет прогностическое 
значение. Молекулярный анализ периферической кро-
ви, во время хирургии предполагает гематогенную дис-
семинацию опухолевых клеток связанную с увеличен-
ным выбросом СТС в циркуляцию во время хирургии. 
Выявлено, что эпителиальные клетки с CK 19-экспрес-
сией, выбрасываются в циркуляцию из первичного оча-
га во время операции по резекции немелкоклеточного 
рака легкого [4,5]. Выявлено влияние хирургических 
манипуляций на уровень CTC и на их диссеминацию 
во время хирургической резекции первичного очага ко-
лоректального рака. Предполагают, что хирургическая 
манипуляция играет важную роль в процессах, вовле-
ченных в отделение первичных раковых клеток и их вы-
брос в систему циркуляции. Хотя Soo Yeun Park и др. 
не нашли значимой разницы во влияние хирургических 
тактик: резекции с открытым доступом и классической 
эндохирургической иммобилизацией рака на уровень 
CTC [9]. Имело место одинаковое повышение уровня 
раковых клеток сразу после резекции и иммобилиза-
ции и снижение до исходного уровня после завершения 
операции. Эти данные свидетельствуют, что хирургиче-
ские манипуляции способствуют массивному выбросу 
раковых клеток в кровоток. Снижение СТС до исходно-
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го уровня после операции, с учетом знаний результатов 
пре-клинических испытаний, это можно объяснить с 
активным апоптозом в течение первых 24 часов и фор-
мированием пред-метастатических ниш во вторичных 
местах в зависимости от иммунологической и молеку-
лярной характеристик СТС.

Таким образом, современное лечение рака требует 
развития новых лечебных и диагностических тактик, 
нацеленных на раннюю диагностику, применения ро-
бота-хирургии и альтернативных подходов удаления 
опухоли: HIFU, стереотоксическая радиохирургия и 

др., различных лечебно-диагностических модификаций 
таргетной радионуклеидной терапии, своевременного 
применения анти-метастатического лечения на основе 
полимодальной терапии рака, а также нового цито-мо-
лекулярного подбора таргетных препаратов для сниже-
ния уровня оставшихся живых раковых клеток в орга-
низме больного. Успешное применение новых подходов 
лечения рака нуждается в адекватном и эффективном 
мониторинге методами идентификации и характеристи-
ки СТС/СТМ. 
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