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Обобщены результаты исследований, опирающихся на применение технологий транскриптомного анализа к современным кле-
точным модельным системам рака, ассоциированного с вирусом папилломы человека — ВПЧ (рака шейки матки, опухолей головы 
и шеи). Рассматривается многообразие трехмерных моделей рака, таких как сфероиды, органоиды (органотипические культуры), 
экспланты, мышиные ксенографты. Особое внимание уделено использованию биоматериала пациентов для получения временных 
культур первичных опухолевых клеток, а также созданию многокомпонентных (гетероклеточных) систем, включающих наравне с 
опухолевым компонентом элементы его микроокружения. Обсуждается ряд уникальных биологических свойств ВПЧ-индуцирован-
ных опухолей, которые делают получение клеточных моделей весьма незаурядной задачей.

Для каждого варианта модельных систем приведены новейшие обнаружения в области молекулярных механизмов возникно-
вения и прогрессии ВПЧ-зависимого рака, сделанные с помощью РНК-секвенирования. Эти обнаружения рассматриваются в при-
кладном аспекте — с точки зрения открывающихся возможностей для доклинического тестирования новых препаратов, персонали-
зированной диагностики и подбора индивидуальных, наиболее эффективных схем лечения. Рассмотрены вопросы формирования 
лекарственной устойчивости, молекулярно-клеточной гетерогенности, эпигенетического перепрограммирования, роли стромально-
го микроокружения. Акцентируются проблемы, связанные с ограничениями применимости той или иной модельной системы. Отме-
чаются направления, по которым наблюдается существенное отставание омиксных исследований по вирус-ассоциированному раку 
в сравнении с другими типами онкопатологий, и возможные причины этого отставания. Обозначены также перспективы будущего 
развития модельных систем ВПЧ-ассоциированных опухолей в области высокотехнологичной тканевой инженерии, в частности 
применение биопечати и микрофлюидных биочипов. Сочетание данных технологий с методами полногеномного профилирования 
позволит существенно увеличить трансляционный потенциал описываемых модельных клеточных систем.
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The review summarizes findings from the studies based on the application of technologies for transcriptome analysis to modern cellular 
model systems of human papillomavirus-associated cancer (HPV) (cervical cancer, head and neck tumors). A diversity of three-dimensional 
cancer models, such as spheroids, organoids (organotypic cultures), explants, mouse xenografts, are addressed. Particular attention is paid 
to the use of patient-derived biomaterial for establishing short-term cultures of primary tumor cells, as well as generating multicomponent 
(heterocellular) systems that comprise, together with the tumor component, other elements of its microenvironment. A number of unique 
biological properties of HPV-induced neoplasia are discussed, which make generating cell models a unique task.

The novel findings in the field of molecular mechanisms of the onset and progression of HPV-associated cancer achieved by using 
RNA sequencing are presented for each variant of the model systems. These findings are considered in regard to applied aspects of their 
use, in terms of the opportunities for preclinical testing of new drugs, personalized diagnostics and selection of individual, most effective 
treatment regimens. The issues of drug resistance development, molecular-cellular heterogeneity, epigenetic reprogramming, and the role 
of the stromal microenvironment are reviewed. The paper accentuates the problems related to the limitations of the applicability of a 
particular model system. The areas with a significant lagging behind in omics research of virus-associated cancer in comparison with other 
types of oncological pathology and possible causes of this lag are noted. The future prospects for the development of model systems of 
HPV-associated tumors in the field of high-tech tissue engineering, in particular, the use of bioprinting and microfluidic biochips, are also 
outlined. The combination of these techniques with the methods of whole genome profiling will significantly increase the translational 
potential of the described model cell systems.

Key words: virus-associated cancer; human papillomavirus; RNA sequencing; transcriptome; 3D cell models; primary cancer cell 
culture; tumor microenvironment.

Введение

Технология РНК-секвенирования (RNA-sequencing, 
RNA-Seq) внесла большой вклад в развитие транскрип-
томных и в целом омиксных исследований злокачест-
венных опухолей различного гистологического типа и 
этиологии, включая группу вирус-ассоциированных за-
болеваний, из которых существенную долю составля-
ют опухоли, вызванные вирусом папилломы человека 
(ВПЧ). Предоставляемая RNA-Seq возможность срав-
нивать транскриптомы операционных образцов дает 
неоценимо важную информацию о таких явлениях и 
процессах, как геномная нестабильность, клеточная и 
молекулярная гетерогенность, противоопухолевый и 
противовирусный иммунный ответ, иммунное истоще-
ние, фенотипическая пластичность и множественная 
резистентность. Тем не менее во многих исследовани-
ях in vitro и in vivo по-прежнему незаменимы клеточные 

модели опухолей человека, и тогда цели и дизайн ис-
следования предполагают применение RNA-Seq к мо-
дельной системе. В свою очередь широкое внедрение 
RNA-Seq и других вариантов высокопроизводительного 
секвенирования способствует развитию и видоизмене-
нию самих опухолевых моделей [1].

За последние 5–7 лет технология RNA-Seq стала 
рутинным методом анализа клеток опухолевых линий, 
растущих в традиционной двухмерной (2D) культуре, 
при каком-либо экспериментальном воздействии. В то 
же время понимание оторванности процессов, проте-
кающих в модельной системе, которая основана на 
стандартных, генетически гомогенных клеточных лини-
ях, от реальной физиологической ситуации побужда-
ет к разработке более сложных систем. Большинство 
«классических» опухолевых линий, полученных десят-
ки лет назад, не имеют полной клинической аннотации, 
и даже их аутентичность сегодня часто подвергается 
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сомнению. Учитывая также, что любая клеточная ли-
ния представляет собой клон всего лишь одной родо-
начальной клетки, оказавшейся наиболее адаптиро-
ванной к росту в искусственной культуре, становится 
понятным, почему в настоящее время в отношении 
многих известных опухолевых линий ставится вопрос, 
отражают ли они в принципе характеристики исход-
ной онкопатологии, способны ли воспроизводить все 
ее генетическое и/или фенотипическое многообразие 
и могут ли быть использованы для трансляционных 
исследований и решения задач персонализированной 
медицины [1, 2].

Развитие моделирования солидных опухолей чело-
века ведется по следующим основным направлениям 
(рис. 1):

1) уход от монослоя к созданию трехмерных (3D) 
моделей;

2) отказ от генетически однородных клеточных ли-
ний в пользу временных культур первичных клеток, по-
лученных от пациентов;

3) использование гетероклеточных систем (ко-куль-
тур), включающих различные компоненты опухолево-
го микроокружения.

Наиболее сложные из имеющихся на сегодняшний 
день моделей созданы как бы на точке пересечения 
данных направлений и представляют собой трехмер-
ные системы, сконструированные из первичных кле-
ток различного типа.

Интенсивное внедрение технологий тканевой ин-
женерии и появление новых клеточных моделей [3─7] 
можно наблюдать и в отношении локализаций, наи-
более часто ассоциированных с вирусным канцероге-
незом: в первую очередь это рак шейки матки (РШМ) 
и часть опухолей головы и шеи (ОГШ). Вследствие 
этого мы задались вопросом, используется ли и на-
сколько широко метод RNA-Seq в экспериментах с 

усовершенствованными модельными системами ВПЧ-
ассоциированного (ВПЧ(+)) рака.

Цель обзора опубликованных по данному вопросу 
исследований — понять, каков тот уникальный пласт 
информации о ВПЧ-зависимом канцерогенезе, который 
получен с помощью RNA-Seq клеточных моделей РШМ 
и ОГШ, и в каких моментах наблюдается отставание в 
развитии данного направления относительно других 
типов опухолей эпителиального происхождения.

Опухоли, вызываемые ВПЧ высокого онкогенного 
риска, отличаются своей анатомической локализа-
цией, возникая в области миндалин и их крипт, стен-
ки глотки, корня и основания языка, мягкого неба, со-
ставляя 20–30% плоскоклеточных карцином головы и 
шеи, а также в области шейки матки (ее переходной 
зоны) и ряда других участков аногенитальной об-
ласти. Гистологически источником развития ВПЧ(+) 
опухолей являются клетки многослойного плоского 
эпителия, выстилающего поверхность слизистых обо-
лочек. Необходимо сразу отметить, что сама этиология 
ВПЧ-зависимого рака, в том числе его связь со стро-
го определенными эпителиальными сайтами, создает 
существенные трудности в получении тканеподобных 
клеточных моделей [8]. Исследователи подчеркива-
ют, что для ВПЧ(+) опухолей до сих пор отсутствуют 
адекватные доклинические модельные системы [9]. 
Действительно, в ходе анализа литературы мы столк-
нулись с очевидным недостатком экспериментальных 
работ по моделям ВПЧ-ассоциированных РШМ/ОГШ 
по сравнению с другими типами рака, например опу-
холями женской репродуктивной системы (раком яич-
ников, эндометрия) или ВПЧ-независимыми ОГШ. Еще 
меньше исследований, в которых модельные системы 
ВПЧ-ассоциированных РШМ/ОГШ используются для 
профилирования изменений транскриптома с помо-
щью RNA-Seq.
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Рис. 1. Разнообразие клеточных моделей солидных опухолей человека
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Представленный обзор не ставил задачи проведе-
ния строгого систематического анализа опубликован-
ных данных, тем не менее методология отбора литера-
туры включала некоторые его элементы. Электронный 
поиск публикаций был осуществлен с помощью базы 
данных PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov) по трем груп-
пам терминов (рис.  2): первая группа определяла тип 
рака, вторая  давала указание на транскриптомный 
анализ, третья — на вид клеточной модели. В резуль-
татах поиска учитывались статьи, представляющие 
оригинальные исследования с наличием англоязыч-
ных полных текстов или аннотаций, в том случае, если 
в них давалось однозначное указание на метод анали-
за транскриптома, клеточную популяцию, используе-
мую для моделирования, и источник ее получения.

По итогам анализа был определен ряд критери-
ев исключения публикаций из обзора. Во-первых, 
мы не рассматривали работы, в которых RNA-Seq и 
получение клеточной модели представляли незави-
симые этапы. Во-вторых, в круг рассмотрения не во-
шли работы, в которых проводился анализ изменений 
транскриптома клеток-мишеней после их обработки 
кондиционированной средой другой культуры или от-
дельными ее фракциями; хотя дизайн таких исследо-
ваний часто определяется как косвенное со-культиви-
рование, однако он исключает прямые межклеточные 
взаимодействия. По схожей причине в обзоре не 
представлены исследования, в которых из материала 
первичной опухоли извлекаются отдельные клеточные 
популяции и после сортировки сразу направляются 
на получение транскриптомных библиотек; в данном 
случае отсутствует этап создания клеточной модели и 
культивирования. В-третьих, в обзор не были включе-
ны работы с использованием сингенных мышиных мо-
делей вирус-ассоциированного канцерогенеза, а так-
же трансгенных по ВПЧ мышиных линий. В-четвертых, 
не являлись объектом нашего рассмотрения исследо-
вания, основанные на различных генно-инженерных 
манипуляциях с клетками стандартных линий. При 
выборе источника используемых для разработки мо-

дельной системы клеток особое внимание было обра-
щено на первичные клетки, выделенные из биопсий-
ного (или операционного) материала больных.

Краткосрочные (временные) 2D-культуры 
первичных клеток

Монокультуры ВПЧ(+) эпителиальных опу-
холевых клеток. Как отмечено на рис. 1, получение 
временной культуры первичных клеток включает этап 
дезинтеграции внеклеточного матрикса в образце опу-
холевой или здоровой ткани, после чего полученные 
в виде суспензии клетки можно отсортировать по фе-
нотипу и поместить на специальным образом обра-
ботанную поверхность и в культуральную среду для 
образования монослоя. В исследовании T.F. Hayes 
и соавт. [10] на примере большой панели образцов 
плоскоклеточной карциномы ротовой полости с помо-
щью экзомного секвенирования показано, что именно 
краткосрочные поликлональные культуры первичных 
клеток на ранних (2–4-м) пассажах наиболее точно 
воспроизводят мутационный профиль и, самое глав-
ное, молекулярную гетерогенность донорской ткани. 
Однако получение краткосрочных культур первичных 
клеток, равно как и новых клеточных линий ВПЧ(+) 
рака, сопряжено с достаточно большими сложностями 
(низкий выход и быстрое старение культуры — одни из 
наиболее частых проблем), в связи с чем, например, 
ВПЧ(+) линий рака ротоглотки значительно меньше, 
чем ВПЧ(–) линий ОГШ [2, 11]. Очевидно, что причи-
на лежит в жесткой облигатной зависимости ВПЧ(+) 
опухолевых клеток от специфических факторов микро-
окружения, которые в значительной степени остаются 
неизвестными и поэтому не могут быть воспроизве-
дены in vitro [2]. Специфичным для РШМ обстоятель-
ством, осложняющим получение клеточных моделей, 
является источник его развития, в качестве которого 
могут выступать кератиноциты многослойного пло-
ского эпителия (эктоцервикс), однослойного желези-
стого эпителия (эндоцервикс) и разделяющей их зоны 

Рис. 2. Схема использованных поис-
ковых фильтров:
каждый поисковый запрос представлял 
собой сочетание трех терминов, по од-
ному из каждой группы, во всех возмож-
ных комбинациях (* — не индексирует-
ся в MeSH (www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh))

RNA-Seq и клеточные модели ВПЧ-ассоциированного рака
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трансформации (метапластические клетки). Каждая из 
этих популяций может требовать особых протоколов 
культивирования [12].

Другим фактором, потенциально влияющим на 
жизнеспособность ВПЧ(+) клеток in vitro, может слу-
жить наличие молекулярных подтипов, различа-
ющихся частотой и местом интеграции вирусного 
генома и, соответственно, частотой мутаций, экс-
прессией генов эпителиальных, мезенхимальных 
и иммунных сигнатур. Вся эта совокупность причин 
может служить объяснением факта очень незначи-
тельного, по сравнению с другими типами опухолей, 
количества работ по первичным культурам ВПЧ(+) 
рака, в особенности РШМ [2]. Принимая данный факт 
во внимание, нельзя не вспомнить серию исследо-
ваний, основанных на использовании нормальных 
первичных эпителиальных клеток (спонтанно или 
направленно иммортализованных), выделенных 
из различных источников, в том числе из экто- или 
эндоцервикса, разных участков ротовой полости, 
глотки и гортани, а также эмбриональных или неона-
тальных тканей. Применение RNA-Seq к культурам 
таких клеток, трансфицированных ВПЧ-генами, вне-
сло значительный вклад в понимание молекулярных 
основ биологии ВПЧ при продуктивной инфекции, а 
также существенно расширило знания о механизмах 
ВПЧ-зависимого канцерогенеза (табл. 1).

В применении к первичным монокультурам опухо-
левых клеток РШМ/ОГШ геномное секвенирование 
ДНК/РНК (в том числе экзомное секвенирование, или 
WES) сегодня является необходимым видом анализа 

при получении новой опухолевой клеточной линии — 
для ее полной молекулярной аутентификации и под-
тверждения гистологической принадлежности [22]. 
RNA-Seq используется для анализа профиля экспрес-
сируемых мутаций и определения на основе транс-
криптома принадлежности клеток полученной линии 
к одному из известных для данного типа рака моле-
кулярных подтипов, как это было продемонстрирова-
но в работе M.Z. Fadlullah и соавт. [23] при получении 
новой панели 16 линий ВПЧ(+) и ВПЧ(–) плоскокле-
точного рака из различных участков ротовой полости. 
Однако если в данном виде работ секвенирование 
используется преимущественно как вспомогательный 
метод — для создания «портрета» новой линии, то в 
ряде других исследований WES и RNA-Seq первичных 
культур направлено на решение фундаментальных 
вопросов. К сожалению, в отношении РШМ это на-
правление фактически не разработано: можно приве-
сти одно исследование [24], в котором на материале 
15 ВПЧ(+) первичных клеточных линий от пациенток с 
РШМ выполнено геномное профилирование, но толь-
ко на уровне экзома, для установления мутационного 
профиля.

В отношении ОГШ обнаруживается немного боль-
ше публикаций данной направленности. Например, 
исследование E.F.  Pirotte и соавт. [11] нацелено на 
выяснение причин, лежащих в основе различий кли-
нической картины ВПЧ(+) и ВПЧ(–) ОГШ, а именно 
чувствительности к радиотерапии и ряду таргетных 
препаратов (как известно, ВПЧ(+) ОГШ в основном 
более восприимчивы к радиоизлучению и имеют бо-

Т а б л и ц а  1
Результаты RNA-Seq-профилирования нормальных эпителиальных клеток человека  
при их взаимодействии с вирусом папилломы человека

Источник Клетки/линии Основной результат

[13] Спонтанно иммортализованные неонатальные эпидермальные 
кератиноциты (NIKS)

Охарактеризован спектр сигнальных путей, перепрограм-
мируемых в клетке-«хозяине» (кератиноците) под действи-
ем ВПЧ-онкогенов Е6 и Е7 и в зависимости от жизненного 
цикла ВПЧ (инфекция продуктивная или непродуктивная, 
транс формирующая)

[14] Спонтанно иммортализованные неонатальные эпидермальные 
кератиноциты (NIKS)

[15] Первичные нормальные эпидермальные кератиноциты (NHEKs)

[16] SV40 Т-антиген-иммортализованные эмбриональные клетки почек 
(HEK293T)

[17] hTERT-иммортализованные кератиноциты ротовой полости (NOKs) Описана функция неонкогенных ВПЧ-белков в нормальном 
жизненном цикле

[18] Первичные неонатальные эпидермальные кератиноциты (HEKa) Расшифрован ВПЧ-регулируемый профиль длинных неко-
дирующих РНК (lncRNA-траснкриптом)

[19] Выделенная из ЦИН1 спонтанно иммортализованная линия 
кератиноцитов CIN612-9E (содержит эписомную форму ВПЧ 31)

Выяснены механизмы взаимодействия ВПЧ с интерферо-
новой системой клеток-«хозяев»

[20]
Линия ВПЧ-иммортализованных нормальных экто- (Ect1/E6E7)  
и эндоцервикальных (End1/E6E7) эпителиоцитов

Охарактеризована роль геномных перестроек (на примере 
образования химерных генов) в пертурбациях транскрипто-
ма, приводящих к трансформации и канцерогенезу

[21]
Первичные клетки нормального плоского эпителия гортани  
(TVC-культура) и ВПЧ-иммортализованная линия TVC-HPVE6/E7

Описан вклад физико-химических условий среды в повы-
шение вероятности злокачественной трансформации

З д е с ь: ЦИН1 — цервикальные интраэпителиальные неоплазии I степени.

О.В. Курмышкина, А.А. Богданова, П.И. Ковчур, А.И. Фетюков, Т.О. Волкова
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лее благоприятный прогноз). Авторы предположили, 
что связанные с ВПЧ-статусом различия в состоянии 
системы репарации ДНК определяют различия в чув-
ствительности к PARP-ингибиторам. Для проверки 
предположения использована панель из 8 ВПЧ(+) и 
ВПЧ(–) линий ОГШ, две из которых были получены 
посредством культивирования эксплантных образцов 
и представляли ВПЧ(+) тонзиллярный рак. Результат 
RNA-Seq анализа оказался весьма неожиданным: 
между ВПЧ(+) и ВПЧ(–) линиями не было установле-
но достоверных различий в экспрессии генов, отве-
чающих за репарацию одно-/двухцепочечных разры-
вов, азотистых оснований, компонентов APOBEC- и 
p53-зависимого ответа и собственно фактора PARP1. 
В отношении PARP-ингибитора олапариба клетки 
разных линий действительно демонстрировали раз-
личия в чувствительности, но они не были ассоции-
рованы ни с ВПЧ-статусом, ни с уровнем экспрессии 
PARP1, что убеждает в необходимости поиска допол-
нительных маркеров, позволяющих спрогнозировать 
чувствительность или резистентность ОГШ к PARP-
ингибиторам. E.F. Pirotte и соавт. [11] отмечают, что 
основа различий клинико-патологических проявлений 
ВПЧ(+) и ВПЧ(–) ОГШ, вероятнее всего, кроется в осо-
бенностях иммунного ответа, нежели в системе ДНК-
репарации или р53-зависимого апоптоза.

Культуры первичных клеток как модели фор-
мирования лекарственной устойчивости. В важ-
нейшем вопросе о формировании опухолевой ре-
зистентности исследования с вовлечением культур 
первичных опухолевых клеток пациентов начинают 
играть не последнюю роль ввиду открывающейся воз-
можности установить все многообразие естественных 
механизмов, которые на клиническом уровне приво-
дят к одному результату — лекарственной устойчиво-
сти, но требуют разных подходов для ее преодоления. 
Тем не менее до сих пор изучение причин развития 
резистентности РШМ/ОГШ проводилось, как правило, 
на стандартных опухолевых линиях. Нужно сказать, 
что даже в этом случае получение резистентных кло-
нов включает этап эволюции клеток под давлением 
повышающихся концентраций химического агента и 

поэтому носит вероятностный характер, а клеточные 
популяции с новым устойчивым фенотипом могут 
быть генетически гетерогенны. RNA-Seq анализ ре-
зистентных сублиний позволяет очертить круг воз-
можных причин, формирующих невосприимчивость 
к цитотоксической или таргетной терапии на уровне 
транскриптома, а также выявить фенотипически зна-
чимые мутации.

Особый интерес в настоящее время вызывают ме-
ханизмы адаптации, которые реализуются во времени 
через поэтапное транскриптомное перепрограммиро-
вание и составляют основу эпигенетической пластич-
ности опухолевых клеток. В практическом отношении 
такие in vitro эксперименты позволяют обнаружить 
новые потенциальные биомаркеры резистентности, 
которые далее можно ретроспективно проанализиро-
вать на большом числе транскриптомных профилей 
опухолевых образцов, хранящихся в базе TCGA (The 
Cancer Genome Atlas: https://portal.gdc.cancer.gov), и 
извлечь таким образом некий объем клинически зна-
чимой информации (табл. 2 содержит выборку иссле-
дований по данному вопросу).

Хотя опухолевые клеточные линии предоставляют 
фактически неограниченные возможности варьиро-
вания экспериментальных условий, в культуре пер-
вичных опухолевых клеток тоже можно моделировать 
развитие устойчивого фенотипа. Например, в исследо-
вании J.L. Low и соавт. [31] проводился сравнительный 
RNA-Seq-анализ трех клеточных линий, полученных 
от пациентов с ОГШ и оказавшихся чувствительны-
ми к гефитинибу (низкомолекулярному тирозинкиназ-
ному ингибитору 1-го поколения), и изогенных ре-
зистентных линий. Оказалось, что приобретенная 
in vitro устойчивость вовсе не связана с геномными 
нарушениями, в частности изменениями в структуре 
гена EGFR, а развивается на фенотипическом уров-
не через масштабные изменения транскриптомного 
профиля, в особенности через активацию экспрессии 
генов эпителиально-мезенхимального превращения 
(ЭМП) и интерферон-зависимого ответа. Это влечет 
за собой устойчивость к EGFR-ингибиторам 2-го и 3-го 
поколения и может являться одной из причин низкой 

Т а б л и ц а  2
Результаты RNA-Seq-профилирования резистентных фенотипов, полученных путем направленной селекции 
«родительских» клеток стандартных опухолевых линий

Источник Клетки/ линии Действующий агент 
(их комбинация) Основной результат

[25] РШМ (HeLa/DDP) Цисплатин Ключевая роль PI3K/AKT-зависимого пути

[26] ОГШ (CAL27 и SCC9) Цисплатин + 5-фторурацил Ведущая роль Hedgehog-пути в активации системы АВС-транспортеров  
и обеспечении множественной лекарственной устойчивости

[27] ОГШ (SCC25) Цетуксимаб Важность отсроченной во времени эпигенетической стабилизации 
резистентного в отношении EGFR-ингибиторов фенотипа[28] ОГШ (SCC1, SCC6, SCC25) Цетуксимаб

[29] ОГШ (CAL33 и CAL27) Протонное излучение Роль VEGF-C-зависимых механизмов в формировании устойчивости
[30] ОГШ (CAL27) Аноикис Ведущая роль VEGF-зависимых механизмов

RNA-Seq и клеточные модели ВПЧ-ассоциированного рака
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эффективности данных препаратов против EGFR(+) 
ОГШ в клинических испытаниях.

В целом проблема развития лекарственной рези-
стентности связана с проблемой внутриопухолевой 
гетерогенности и клональной эволюции. Залогом вы-
живания опухолевых клеток под давлением селектив-
ного фактора является их фенотипическое разнообра-
зие, которое, как предполагается, может достигаться 
путем реализации двух стратегий [27, 31, 32]. Первая 
основывается на принципе «дарвиновской эволюции» 
и подразумевает предсуществование в исходной опу-
холи генетически разнородных клеточных популяций, 
из которых выживают (получают пролиферативное 
преимущество) наиболее приспособленные к данному 
фактору. В основе второй, альтернативной, стратегии 
лежит принцип адаптивной эволюции — расширение 
фенотипического разнообразия в исходно генетически 
гомогенной популяции, индуцированное селективным 
давлением среды [32]. В первом случае механизм ге-
нерации клонального разнообразия ВПЧ(+) РШМ/ОГШ 
известен — он является следствием нарушенного 
функционирования генов-онкосупрессоров (например, 
ВПЧ-онкогены Е6 и Е7 инактивируют белки р53 и pRb 
клеток «хозяина», в результате чего эти клетки могут 
приобретать мутаторный фенотип). Предлагаемый 
для второй стратегии механизм заключается в гло-
бальном перепрограммировании транскриптома кле-
ток в составе опухоли [32]. Данный способ связан с 
новыми представлениями об эпигенетической/транс-
крипционной пластичности, т.е. способности опухоле-
вых клеток, находящихся в метастабильном состоя-
нии, переходить в de novo фенотипические состояния 
и закреплять их без внесения генетических изменений 
(«фенотипическое переключение»). Очевидно, обе 
эти стратегии реализуются в ходе естественной опу-
холевой прогрессии, но доказать их совместный вклад 
в приобретение резистентности на уровне целой опу-
холи можно только через анализ одиночных клеток в 
модельной системе.

Проверке данной гипотезы посвящено исследова-
ние A. Sharma и соавт. [32], которое было выполнено 
с помощью технологии секвенирования транскрипто-
ма одиночных клеток (single-cell RNA-Seq, scRNA-Seq) 
на материале первичных культур, полученных из те-
рапевтически «наивных» образцов плоскоклеточного 
рака ротовой полости. В исходно гетерогенной куль-
туре исследователям удалось обнаружить редкую 
популяцию клеток с транскриптомным профилем, от-
ражающим предсуществующую резистентность к ци-
сплатину, и далее наблюдать постепенную экспансию 
этой популяции в присутствии цисплатина. В то же 
время в исходно фенотипически гомогенной культуре 
была зафиксирована стресс-индуцированная транс-
дифференцировка клеток, сопряженная с изменени-
ем экспрессии ряда эпителиальных/мезенхимальных 
маркеров и возникновением нового цисплатин-рези-
стентного фенотипа. Авторы также проследили за-
крепление сформированной устойчивости на протя-

жении не менее 20 пассажей культивирования после 
удаления цисплатина, что указывало на вовлечение 
эпигенетических механизмов регуляции. Переход в 
новое состояние был вызван «переключением» между 
дифференцировочными программами, запускаемы-
ми транскрипционными мастер-регуляторами SOX2 и 
SOX9. Оба этих транскрипционных фактора рассма-
триваются сегодня как маркеры стволовых клеток, 
а по результатам проведенного A. Sharma и соавт. 
[32] исследования SOX2 оказался еще и маркером 
эпигенетической пластичности опухолевых клеток. 
Клиническую значимость выявленных в модельной си-
стеме закономерностей авторы подтвердили тем, что 
зарегистрировали аналогичные изменения в очагах 
вторичного опухолевого роста у тех же самых больных 
после пройденного ими курса цисплатиновой терапии. 
Эти результаты побуждают задуматься о том, что раз-
ные стратегии выживания опухолевых клеток могут 
требовать разных подходов к диагностике и лечению.

Культуры первичных опухолевых клеток как 
тест­системы ответа на терапию. Если рас-
сматривать практический аспект применения культур 
первичных опухолевых клеток, следует отметить, что 
модели на их основе помогают в решении нескольких 
задач. Во-первых, они используются в прикладных 
фармакогеномных исследованиях: при установлении 
детерминант чувствительности к лекарственным пре-
паратам; при поиске новых молекулярных мишеней, 
которые позволяли бы обходить сформировавшуюся 
лекарственную устойчивость; при апробации новых 
препаратов или новых их комбинаций. Во-вторых, 
первичные культуры находят применение как докли-
нические клеточные модели для оценки индивиду-
ального ответа на препарат и прогнозирования эф-
фективности лечения. Роль RNA-Seq в работах по 
данным направлениям увеличивается, поскольку ДНК-
секвенирование и получение мутанома опухоли не 
всегда могут указать на вероятный эффект действия 
какого-либо таргетного препарата. Связь между мута-
циями и функционированием белковых мишеней та-
ких препаратов часто непрямая и трудно прослежива-
емая, особенно в случае ВПЧ(+) рака с его большим 
разнообразием низкочастотных мутаций. Кроме того, 
далеко не все функциональные группы генов и их му-
таций поддаются таргетированию.

Это обстоятельство иллюстрирует исследование 
L. Zammataro и соавт. [24], в котором были получены 
15 первичных клеточных линий ВПЧ(+) РШМ и на ран-
них пассажах проведено секвенирование их экзома. 
Далее на основе профиля геномных нарушений для 
каждой линии был выбран и протестирован таргетный 
препарат. Большинство выявленных мутаций затраги-
вало путь ERBB2/PI3K/AKT/mTOR, однако для образ-
цов с мутантным геном PI3KCA селективный PI3K-
ингибитор копанлисиб показал низкую активность на 
культурах первичных клеток. Отсюда следует, что, 
хотя PI3KCA — это наиболее часто мутируемый ген 
при плоскоклеточном РШМ (27,1% по данным TCGA 
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[33]), сам по себе он является слабым драйвером он-
когенеза, а его блокировка вызывает активацию ком-
пенсаторных механизмов [24]. Исследователями [24] 
подчеркивается важность профилирования послед-
ствий генетических аберраций на транскриптомном и 
других уровнях регуляции для установления взаимо-
связей с терапевтическим эффектом. Это было про-
демонстрировано также в работе C. Xu и соавт. [34], 
в которой для WES и RNA-Seq использовалась куль-
тура первичных клеток цисплатин-устойчивого пло-
скоклеточного рака ротовой полости на ранних пасса-
жах. Анализ геномного профиля клеток, несмотря на 
высокую мутационную нагрузку, не позволял сделать 
однозначный терапевтический выбор: большинство 
генетических событий (точечных мутаций, амплифи-
каций/делеций, перестроек) и даже сверхэкспрессиро-
ванных генов оказались фенотипически нейтральны-
ми, и только функциональный скрининг библиотеками 
малых интерферирующих РНК помог сузить поиск до 
счетного количества мишеней, потенциально леталь-
ных для опухолевых клеток. Схожий дизайн исследо-
вания представлен J.K. Sa и соавт. [35], которые полу-
чили коллекцию из более 100 краткосрочных культур 
первичных опухолевых клеток от пациенток с РШМ, 
раком яичников и эндометрия. Клеточные культуры 
обрабатывали линейкой 37 таргетных препаратов, 
затем их ответ сравнивали с результатами секвениро-
вания экзома и транскриптома клеток в исходной опу-
холи. Таким образом, RNA-Seq модельных клеточных 
систем становится необходимой составляющей иссле-
дований, направленных на развитие целевого подхода 
к назначению высокоселективных противоопухолевых 
препаратов.

Культуры первичных клеток опухолевой 
стро мы. Опухоль-ассоциированные фибробласты 
(ОАФ) являются основным неиммунным компонентом 
опухолевого микроокружения. Под влиянием опухо-
левых клеток нормальные фибробласты могут пре-
терпевать фенотипическое перепрограммирование, 
так что даже говорят об их злокачественной транс-
формации, подразумевая приобретение стойкого фе-
нотипа ОАФ. В свою очередь ОАФ продолжают пре-
образование микроокружения опухоли, усиливая ее 
агрессивные свойства. Сегодня есть понимание, что 
ОАФ должны стать одной из мишеней комплексной 
противоопухолевой терапии, но в случае вирус-ассо-
циированного РШМ/ОГШ данный вопрос разработан 
недостаточно. Еще в 2016 г. M.M. Kumar и соавт. [36] 
было проведено описание транскриптома первичных 
ОАФ, выделенных из образцов РШМ ранних и поздних 
стадий и переведенных в культуру, однако в качестве 
метода анализа использовались гибридизационные 
микрочипы. Аналогичным образом в 2018 г. был про-
анализирован транскриптом первичных ОАФ из рака 
ротовой полости [37], причем авторам удалось выя-
вить фенотипическую гетерогенность ОАФ, которая 
может рассматриваться как составляющая внутри-
опухолевой гетерогенности. Однако, в отличие от ра-

бот по РШМ, стали появляться публикации по ОГШ, 
представляющие транскриптомные исследования 
временных культур ОАФ, выполненные с помощью 
RNA-Seq. Например, H. Takahashi и соавт. [38] полу-
чили от больных с ОГШ культуры ОАФ и нормальных 
фибробластов и на ранних пассажах провели сравни-
тельный транскриптомный анализ. Ими было обнару-
жено 13 дифференциально-экспрессированных генов, 
ассоциированных с иммуносупрессией. В работе [39] 
метод RNA-Seq использовали для сравнения ОАФ 
и нормальных фибробластов, полученных в кратко-
срочной культуре от больных с ОГШ, по профилям 
экспрессии длинных некодирующих РНК (lncRNA) и их 
мРНК-мишеней с целью выявить сигнатуры, ассоции-
рованные с трансдифференцировкой фибробластов 
в ОАФ. Среди дифференциально-экспрессированных 
генов была обнаружена специфичная для ОАФ акти-
вация межгенной lncRNA (LOC400221) и установлена 
ее связь с экспрессией провоспалительного цитокина 
IL-33 в опухолевой строме, что служит подтверждени-
ем концепции об участии (и, возможно, ведущей роли) 
ОАФ в поддержании воспалительного микроокруже-
ния, способствующего прогрессии опухоли.

Другим важным компонентом стромы опухоли яв-
ляются эндотелиальные клетки сосудов, которые 
могут активно участвовать в воспалительных реак-
циях. В недавней работе T. Lopatina и соавт. [40] из 
ОГШ IV стадии были выделены опухоль-ассоции-
рованные эндотелиальные клетки и переведены во 
временную культуру, после чего РНК-содержимое их 
экстраклеточных везикул было проанализировано 
методом RNA-Seq. Везикулы оказались обогащены 
транскриптами, отвечающими за регуляцию воспале-
ния, Т-/В-клеточную активацию/иммуносупрессию и 
контролирующими TGF-β- и интерлейкин-зависимые 
сигнальные пути. Более того, инкубация первичных 
мезенхимальных клеток-предшественников в присут-
ствии эндотелиальных везикул индуцировала в них 
изменения транскриптома, соответствующие прово-
спалительному и иммуносупрессорному фенотипу. 
Следовательно, не только собственно опухолевые, но 
и эндотелиальные клетки могут участвовать в распро-
странении проонкогенных сигналов через секрецию 
везикул и стимулировать перепрограммирование им-
мунного микроокружения.

Гетероклеточные культуры (ко­культуры). 
Моделировать непосредственное взаимодействие 
опухолевых клеток со своим микроокружением воз-
можно посредством сокультивирования. Часто при 
этом используется сочетание первичных клеток и 
клеточных линий, чтобы стандартизировать источник 
воздействия, а изменения в клетках, представляющих 
объект изучения, регистрируются с помощью различ-
ных высокопроизводительных методов. Так, в недав-
нем исследовании [41] был проведен RNA-Seq-анализ 
изменений транскриптома нейтрофилов перифери-
ческой крови здоровых доноров после их кратковре-
менного сокультивирования с клетками HeLa-линии. 

RNA-Seq и клеточные модели ВПЧ-ассоциированного рака
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Часть нейтрофилов была предварительно обработана 
резолвином D1 (противовоспалительным регулятором 
локального действия липидной природы). Полученные 
данные указывали на участие нейтрофилов, «проин-
структированных» ВПЧ(+) опухолевыми клетками, в 
патологических воспалительных реакциях, а обработ-
ка противовоспалительным агентом, наоборот, спо-
собствовала перепрограммированию фенотипа ней-
трофилов на противоопухолевый.

Схожий дизайн исследования представлен в работе 
[42], где с помощью RNA-Seq оценивали изменения в 
мононуклеарной фракции крови после сокультивиро-
вания с клетками ОГШ-линий.

Модель ко-культуры применяется также для ре-
конструкции взаимоотношений опухолевых клеток с 
упомянутыми выше первичными мезенхимальными 
стволовыми клетками. Здесь важно отметить, что вли-
яние этих двух типов клеток действительно является 
взаимным: с одной стороны, опухолевые клетки спо-
собны направлять дифференцировку мезенхималь-
ных клеток, а те, в свою очередь, могут усиливать или 
ослаблять агрессивные свойства опухолевых клеток. 
Этому вопросу посвящена работа C. Liu и соавт. [43], 
в которой были проанализированы изменения транс-
криптома в клетках ОГШ-линии после их сокультиви-
рования с мезенхимальными клетками костномозгово-
го происхождения. RNA-Seq-анализ показал, что такие 
опухолевые клетки имеют более высокий уровень экс-
прессии генов ЭМП и лекарственной устойчивости. 
Аналогичное исследование было проведено для кле-
ток РШМ (HeLa-линии) и первичных мезенхимальных 
стволовых клеток, выделенных из жировой ткани; под-
тверждено усиление сигнальных путей ЭМП, ангио-
генеза и воспаления в HeLa-клетках под действием 
мезенхимальных клеток [44].

3D-сфероиды (онкосферы, туморосферы)
Сфероидные культуры представляют собой трех-

мерные агрегаты, в которые клетки самопроизвольно 
собираются при создании необходимых условий. Если 
сфероиды обогащены свойствами стволовых опухоле-
вых клеток, они могут называться туморосферами; в 
этом случае сфероид является клоном родоначальной 
клетки [2]. Считается, что отдельный сфероид пример-
но соответствует опухолевому микродомену (микро-
участку опухолевой ткани, заключенному между вет-
вями капиллярной сети), поэтому такая модель лучше 
воспроизводит физико-химические градиенты и раз-
личия в скоростях пролиферации/апоптоза/некроза в 
пределах одного микроучастка. Как отмечают авторы 
систематизированных обзоров [45─47], использова-
ние сфероидных культур и других 3D-моделей в ис-
следованиях ОГШ/РШМ находится на начальном эта-
пе развития (преимущественно на этапе оптимизации 
экспериментальных протоколов), при этом область 
применения клеточных сфероидов ограничивается в 
основном рутинными видами анализа, в которых спо-

собность клеток к сфероидогенезу рассматривается 
только как показатель степени выраженности призна-
ков соматических стволовых клеток. Если обратиться 
к работам, использующим сфероидную культуру имен-
но как модель для воссоздания определенного состо-
яния клеток, которое далее анализируется с помощью 
RNA-Seq, то можно видеть, что для РШМ сфероиды 
(цервосферы, англ. cervospheres) были получены из 
стандартных опухолевых линий (HeLa, SiHa, CaSki), 
но не из первичных клеток больных. Аналогичная 
ситуация складывается в отношении других ВПЧ-
зависимых опухолей. Вероятным объяснением этому 
служат особенности жизненного цикла ВПЧ, высокая 
зависимость пролиферации/дифференцировки/выжи-
ваемости нормальных и трансформированных керати-
ноцитов от факторов среды и состава межклеточного 
матрикса, что в совокупности предопределяет серь-
езные методологические трудности получения жизне-
способных первичных опухолевых сфероидов [45].

В исследовании S. Yang и соавт. [48] RNA-Seq-
анализ был применен к сфероидным культурам кле-
точных линий ВПЧ 16(+) РШМ (SiHa и CaSki) для 
выяснения роли Е7-онкогена в поддержании ство-
ловых свойств клеток и механизма реализации это-
го влияния. В другом исследовании [49] с помощью 
miRNA-Seq было показано, что состав транскриптов 
в экзоцитозных везикулах HeLa-клеток, растущих в 
виде 3D-сфероидов, ближе к составу микроРНК ве-
зикул, выделенных из плазмы больных, по сравне-
нию с HeLa-клетками, растущими в монослое (2D). 
Немногочисленные работы, в которых цервосферы 
или оросферы были получены из первичных клеток 
пациентов, изучают в основном свойства стволовых 
опухолевых клеток и роль ВПЧ в их поддержании [5, 
50–53]. В целом эти работы указывают на более вы-
сокую физиологическую и клиническую релевантность 
сфероидной модели и, соответственно, на бóльшие 
перспективы ее как инструмента персонализирован-
ной медицины, но метод RNA-Seq в них пока не ис-
пользовался.

3D-органоиды  
(микроткани, миниатюры органов)

Органоиды — это самоорганизующиеся и способ-
ные к самоподдержанию in vitro многоклеточные струк-
туры, воспроизводящие гистологию и микрофизиоло-
гию определенного органа или его части. Как правило, 
они состоят из клеток, принадлежащих различным 
дифферонам, являясь «мини-репликами» какой-либо 
ткани. Эпителиальные органоиды могут быть получе-
ны не только из злокачественно трансформированных 
клеток, но и из нормальных эпителиоцитов, позволяя 
воссоздавать наиболее ранние события канцерогене-
за. Конструирование органоида здоровой ткани опира-
ется на активацию пролиферации взрослых соматиче-
ских стволовых/полустволовых клеток, находившихся 
в донорской ткани и перемещенных в условия, кото-
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рые воспроизводят так называемую нишу. При пра-
вильном подборе факторов нишевого микроокруже-
ния реализуется внутренняя, автономная способность 
клеток органоидной культуры к пространственной 
самоорганизации. Согласно общему мнению, орга-
ноиды или органотипические культуры, полученные 
из клеточного материала пациентов (patient-derived 
organoids, PDO), являются наиболее оптимальным 
компромиссом между in vitro и in vivo системами, со-
четая в себе экспериментальную гибкость культуры in 
vitro и комплексность модели in vivo [1], и поэтому оце-
ниваются как наиболее перспективные доклинические 
3D-модельные системы.

Органоидные культуры нормальной и опухо-
левой ткани слизистой оболочки шейки матки 
и ротовой полости. Разными авторами отмечается 
большая сложность получения органоидной культуры 
вирус-ассоциированных опухолей, особенно ВПЧ(+) 
РШМ, поэтому в данной области исследования замет-
но существенное отставание по сравнению с другими 
типами рака. Очевидно, что не все требуемые факто-
ры «ниши», специфичные для эпителия шейки матки, 
известны [54]. Задачу разработки экспериментальной 
платформы для РШМ и нормального экто-/эндоцер-
викального эпителия на основе органоидной культуры 
поставили K. Lõhmussaar и соавт. [55]. В рамках этой 
работы с помощью RNA-Seq были проанализирова-
ны транскриптомные профили образцов здорового 
эпителия, РШМ и выращенных из них органоидов. 
Полученные результаты позволили удостовериться, 
что органоидная культура поддерживает молекуляр-
ные характеристики исходной ткани в течение доста-
точно длительного времени; экто- и эндоцервикаль-
ные органоиды и тумороиды действительно имеют 
разные профили генной экспрессии; тумороиды со-
храняют вирусные последовательности различных 
ВПЧ-подтипов и обеспечивают их экспрессию.

Также совсем недавно было опубликовано иссле-
дование С. Chumduri и соавт. [54], в котором из био-
материала пациентов были получены органоиды 
нормального эндо- и эктоцервикса с целью расшиф-
ровки механизмов поддержания клеточного гомеоста-
за переходной зоны между многослойным плоским 
и однослойным железистым эпителием. Кроме того, 
авторов интересовали причины и механизмы пере-
моделирования «ниши» переходной зоны в процессе 
плоскоклеточной метаплазии, которая часто является 
предпосылкой к развитию РШМ. Эктоцервикальные 
органоиды имели многослойную архитектуру с типич-
ной для плоскоклеточного эпителия дифференциров-
кой слоев, в то время как эндоцервикальные клетки 
давали полые органоиды с однослойной выстилкой из 
призматических/столбчатых клеток. Транскриптомный 
анализ органоидов был проведен с использованием 
кДНК-микрочипов, а не RNA-Seq, но тем не менее 
соз данная модель позволила сделать ряд клиниче-
ски значимых выводов. Установлено, что эпителии 
экто- и эндоцервикса происходят из разных линий 

стволовых клеток, причем стволовые клетки обеих 
линий дифференцировки распределены мозаичным 
образом. Выбор того, какой из линий будет дан старт 
пролиферации и дифференцировки в данном конкрет-
ном участке шейки матки, определяется микроокруже-
нием подлежащей стромы, а именно создаваемыми 
ею градиентами факторов «ниши». Соответственно, 
первопричиной перемоделирования зоны трансфор-
мации и метаплазии является реорганизация стро-
мального микроокружения. Такие нишевые факторы, 
специфичные для экто- и эндоцервикальных клеток, 
были обнаружены. В частности, репрессором эн-
доцервикальной дифференцировки оказался фак-
тор WNT3А. Сравнительный анализ транскриптомов 
экто- и эндоцервикальных органоидов на разных сро-
ках культивирования выявил различия в регуляции 
WNT-зависимой программы, в экспрессии участни-
ков сигнального пути Notch и в паттерне цитокерати-
нов (KRT). Наложение транскриптомных профилей 
органоидов на транскриптомные профили образцов 
РШМ из базы TCGA указало на наиболее вероятный 
источник возникновения плоскоклеточной карциномы 
или аденокарциномы шейки матки: в первом случае 
это KRT5(+) линия стволовых клеток, во втором — 
KRT7(+)KRT8(+) линия. Авторы отмечают необходи-
мость поиска диагностических маркеров и подходов 
к лечению РШМ, специфичных в отношении этих кле-
точных линий.

Органоиды непосредственно из клеточного матери-
ала зоны трансформации шейки матки были получены 
Y. Maru и соавт. [56]. Они имели уникальные морфоло-
гическую структуру и форму, но в целом соответство-
вали гистологической организации исходного участка 
ткани. Транскриптомный анализ органоидов, выпол-
ненный с помощью кДНК-микрочипов, показал сохран-
ность экспрессии маркеров метапластического эпите-
лия, а значит, их можно использовать как релевантную 
модель для экспериментальной индукции канцероге-
неза. Любопытно, что немного ранее была опублико-
вана работа, описывающая получение органоидной 
культуры от пациентки с исключительно редким видом 
РШМ — ясноклеточной аденокарциномой [57], но ге-
номное профилирование органоидов проводилось 
только для установления соответствия их мутацион-
ного профиля исходной ткани опухоли.

Для ОГШ органоидное направление тоже активно 
развивается, но низкая эффективность методик полу-
чения PDO пока не позволяет широко использовать 
RNA-Seq и другие геномные виды анализа [58, 59]. 
В основном текущие исследования посвящены со-
вершенствованию протоколов их получения из био-
псийных образцов здоровой и опухолевой тканей и 
отработке способов экспериментального воздействия 
[60─64], при этом отмечается, что для обоснования 
предикторного потенциала ОГШ-органоидов остро 
необходимы полногеномные/транскриптомные иссле-
дования [58]. В одном таком исследовании [65] RNA-
Seq было применено к PDO, полученным из образцов 
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нормальной слизистой оболочки рта и опухолей, раз-
вивающихся из различных анатомических участков 
ротовой полости и ее производных (дна рта, языка, 
десен, глотки, гортани, слюнных желез, а также но-
совой полости и шеи), но транскриптомный анализ 
в данном случае решал задачу исключительно оха-
рактеризовать саму органоидную модель, а именно 
подтвердить различия в профилях генной экспрессии 
между нормальными и опухолевыми органоидами. Для 
изучения процессов, предшествующих развитию ВПЧ-
ассоциированного РШМ/ОГШ, в качестве органоидов, 
релевантных стратифицированному эпителию, также 
используют рафтовые (или плотовые) культуры [66].

Органотипические рафтовые культуры. 
Рафтовая культура воспроизводит вертикальную диф-
ференцировку слоев многослойного плоского эпите-
лия, от которой сильно зависит жизненный цикл ВПЧ. 
Если клетки такой культуры трансфицировать ВПЧ-
генами или инфицировать ВПЧ-квазивирионами, то 
можно моделировать латентную/продуктивную/транс-
формирующую инфекцию и связанные с нею измене-
ния в кератиноцитах, морфологически соответствую-
щие дисплазиям (интраэпителиальным неоплазиям) 
различной степени тяжести. Поскольку стабильных 
клеточных линий, полученных из предраковых патоло-
гий, очень мало (например, для шейки матки — все-
го две линии клеток цервикальной интраэпителиаль-
ной неоплазии), то конструируют органотипические 
культуры, как правило, из первичных кератиноцитов 
человека (неонатальных или взрослых, выделенных 
из различных анатомических участков), помещенных 
на фидерный слой из фибробластов. Использование 
RNA-Seq в такой модельной системе позволило оце-
нить влияние ВПЧ и его отдельных белков на транс-
криптом клеток [67─69], охарактеризовать сигнальные 
пути, дерегуляция которых ведет к канцерогенезу, и 
соотнести наблюдаемые изменения с морфологиче-
скими отклонениями в рафте [70].

К сожалению, не из всех локализаций выделенные 
кератиноциты точно воспроизводят дифференциро-
вочные программы эпителия шейки матки или сли-
зистой оболочки ротовой полости [66]. Как показал 
транскриптомный анализ рафтовых культур, выра-
щенных из кератиноцитов различного происхождения 
(шейка матки, десны, миндалины и др.), клеточный от-
вет на ВПЧ-инфекцию в них сильно отличается, в том 
числе отличаются уровни экспрессии генов иммунного 
ответа и эпидермальной дифференцировки (что, кста-
ти, может лежать в основе особой восприимчивости 
кератиноцитов шейки матки к ВПЧ-индуцированному 
канцерогенезу) [71, 72]. Таким образом, органотипиче-
ские рафтовые культуры из первичных эпителиальных 
клеток соответствующей локализации лучше подходят 
для моделирования вирусной инфекции и ее послед-
ствий [58].

Описание процедуры получения органотипических 
культур из первичных клеток нормального эпителия 
и неоплазий шейки матки с использованием церви-

кальных стромальных клеток человека представлено 
в работах [73] и [74], однако примеры использования 
RNA-Seq пока отсутствуют. Совсем недавно были 
опубликованы подробные протоколы разных подхо-
дов к получению ВПЧ(+) и ВПЧ(–) органотипических 
3D-моделей из первичных эпителиальных клеток ро-
товой полости и шейки матки с примерами их приме-
нения, в том числе в омиксных исследованиях [45], 
что позволяет ожидать более широкого использования 
технологий секвенирования нового поколения.

Органотипическая рафтовая культура может быть 
создана не только для многослойного нормального 
или диспластически измененного эпителия, но и для 
раннего, интраэпителиального рака; в таком случае 
она может служить моделью ранней инвазии. Эта 
возможность была продемонстрирована в двух ра-
ботах по РШМ [75] и [46], причем в исследовании 
V. de Gregorio и соавт. [46] особое внимание уделено 
созданию 3D-модели стромы, состоящей из первич-
ных опухоль-ассоциированных цервикальных фи-
бробластов и продуцируемого ими же межклеточного 
матрикса. Авторы подчеркивают, что в такой культуре 
соединительнотканная основа — это не просто под-
ложка, а равноправный участник кросс-тока между 
опухолевыми и стромальными клетками, и именно 
аутентичная строма должным образом воспроизво-
дит сигналы микроокружения, необходимые клеткам 
РШМ для осуществления ЭМП и активации инвазии. 
В обеих указанных работах в качестве опухолевого 
компонента рафтовой модели использовались клетки 
стандартных опухолевых линий РШМ (С33А и SiHa), а 
их анализ ограничился определением отдельных мар-
керов без применения RNA-Seq.

Безусловно, органоидная культура как клеточная 
3D-модель, несмотря на многие достоинства, все рав-
но не лишена ряда недостатков. Не всегда органоиды 
позволяют воспроизвести все компоненты морфоло-
гической структуры оригинальной ткани [57]. Общим 
недостатком органоидов является постепенная утрата 
определенных опухолевых клонов, разрастание фи-
бробластов и отсутствие кровеносных сосудов. К со-
жалению, реконструкция иммунного микроокружения в 
органоидной культуре ВПЧ(+) РШМ/ОГШ остается так-
же нерешенной проблемой [1]. Некоторые из этих ог-
раничений призвана устранить эксплантная культура.

Экспланты
Эксплантная культура представляет собой культи-

вируемый ex vivo микрофрагмент (1–2 мм3) нативной 
ткани. Таким образом, она по определению является 
органотипической 3D-моделью, полученной из кле-
ток пациентов (patient-derived explant, PDE). Ценное 
преимущество эксплантной модели состоит в том, 
что она сохраняет опухолевые клетки в их исходном 
микроокружении, включая сосуды, строму, иммунный 
инфильтрат, а отсутствие энзиматической обработки 
сохраняет интактными все межклеточные взаимодей-
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ствия [2]. Кроме того, экспланты нормальной и опу-
холевой тканей позволяют проводить сравнительные 
транскриптомные исследования, в том числе после 
их обработки химиотерапевтическими агентами, для 
предварительной оценки индивидуального ответа на 
терапию. Благодаря сохранности иммунного микро-
окружения RNA-Seq в этом случае позволяет факти-
чески in situ выявить новые механизмы действия им-
мунотерапевтических противоопухолевых агентов. 
Методики получения эксплантов и их культивирования 
в присутствии химических агентов были ранее опи-
саны в применении к ВПЧ-ассоциированному раку 
и предшествующим ему интраэпителиальным нео-
плазиям (например, [76,  77]). Более того, показана 
способность ВПЧ(+) эксплантной культуры воспро-
изводить особенности иммунного ответа на обработ-
ку препаратами, но как модель она пока не получила 
распространения в геномных/транскриптомных иссле-
дованиях РШМ/ОГШ в отличие от других типов рака.

Несмотря на то, что эксплантная культура рассма-
тривается наравне с органоидами как очень перспек-
тивная экспериментальная клеточная система, она 
имеет ряд ограничений: использование экспланта 
подразумевает очень краткие сроки культивирования 
(порядка нескольких дней); отсутствие естественной 
перфузии ткани и постепенное расширение областей 
некроза неизбежно вызывают изменения транскрип-
томного профиля. Частично эта проблема может быть 
решена с помощью in vivo модели.

Ксенографты, полученные от пациентов
Такие ксенографты («аватары», patient-derived 

xenografts, PDX) представляют собой опухоли, полу-
ченные путем трансплантации клеточного материала 
пациента в организм лабораторного животного (как 
правило, мышей) с генетическими дефектами иммун-
ной системы, не позволяющими развить реакцию от-
торжения трансплантата. В исследованиях по РШМ 
использование PDX в качестве экспериментальной 
модели очень мало распространено, поскольку пока 
не удается достичь эффективности их получения, до-
статочной для проведения геномных видов анализа 
[78]. Очевидно также, что вирусная природа РШМ дик-
тует необходимость ортотопического микроокружения 
для опухолевого трансплантата, чтобы избежать су-
щественных искажений профиля экспрессии опухоле-
вых клеток.

Ортотопические PDX-модели РШМ в действи-
тельности разрабатывались [50,  79]. Кроме того, был 
описан метод получения PDX-культур от интраэпите-
лиальных неоплазий шейки матки путем пересадки 
мышам под почечную капсулу [80]. В указанных иссле-
дованиях основной задачей являлось подтверждение 
сохранности исходной гистологической организации, 
что не предполагало использования методов геном-
ного профилирования, молекулярного скрининга и т.п. 
В работе E.K. Rofstad и соавт. [81] на морфологиче-

ском уровне показана возможность воспроизведения 
в PDX-культуре РШМ даже таких свойств, как индиви-
дуальная плотность внутриопухолевой лимфатической 
микрососудистой сети пациентов, инвазивность и ме-
тастатическая активность. С другой стороны, некото-
рые авторы выражают сомнения насчет стабильности 
морфологических и молекулярных свойств РШМ (в 
том числе ВПЧ-статуса) в форме PDX и говорят о том, 
что по мере серийной трансплантации PDX в них мо-
гут наблюдаться существенные отклонения от свойств 
опухоли пациента-донора [82]. Сомнения о релевант-
ности PDX-моделей РШМ могли бы разрешить срав-
нительные геномные/транскриптомные исследования. 
Однако пока можно говорить об использовании RNA-
Seq лишь для опухолевых ксенографтов, выращенных 
из подсаженных мышам клеток стандартных линий че-
ловека, как, например, HeLa. Как правило, дизайн та-
ких исследований строится на экспериментальном воз-
действии на опухолевые клетки в in vivo окружении и 
анализе их ответа на транскриптомном уровне [83, 84].

Различная природа канцерогенеза ОГШ позволила 
сравнить эффективность получения PDX для ВПЧ(+) 
и ВПЧ(–) опухолей. Оказалось, что выход PDX-культур 
ВПЧ(+) ОГШ значительно ниже, чем ВПЧ(–). Таким 
образом, можно говорить как об общей закономерно-
сти о низкой приживаемости ВПЧ-зависимых опухолей 
(РШМ, ОГШ) при пересадке в чужеродное окружение, 
поэтому вопрос об адекватных in vivo/ex vivo моде-
лях для них стоит особенно остро [85–88]. Постоянно 
ведется поиск причин, лежащих в основе различий 
в свойствах ВПЧ(–) и ВПЧ(+) ОГШ. Например, одну 
из причин ранее связывали с различиями в фено-
типе стволовых опухолевых клеток, но, как показа-
ли S.B. Keysar и соавт. [89], с помощью RNA-Seq-
анализа PDX-моделей, обогащенных фенотипом 
ALDH+CD44high, стволовые клетки ВПЧ(–) и ВПЧ(+) 
ОГШ имеют схожий профиль активации сигнальных 
путей. Так или иначе, для PDX-моделей ВПЧ(+) ОГШ 
с помощью экзомного секвенирования были получены 
доказательства сохранности уникального для каждого 
пациента паттерна генетических аберраций, включая 
потенциально таргетируемые мутации, что свидетель-
ствует в пользу возможности их использования в каче-
стве доклинических моделей [9].

Примером применения транскриптомного RNA-
Seq-анализа в гетеротопической PDX-культуре ВПЧ(+) 
ОГШ является исследование J.K. Lilja-Fischer и соавт. 
[90]. Любопытно, что, несмотря на воспроизведение 
морфологических характеристик, ВПЧ-носительства 
и профиля ключевых мутаций, ксенографты имели 
ряд отличий от исходных опухолевых образцов по 
профилю генной экспрессии. Гены, отвечающие за 
иммунный ответ и ответ на гипоксию, и мезенхималь-
ные гены показали сниженный уровень экспрессии в 
PDX. Авторы связывают эти различия с неестествен-
ным микроокружением PDX: слабоваскуляризирован-
ная подкожная область трансплантации изменяет ак-
тивность генов, контролирующих ответ на гипоксию, 
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а иммунодефицитный статус мыши-реципиента иска-
жает механизмы противостояния опухоли иммунной 
системе хозяина.

Тем не менее предпринимаются попытки оптими-
зировать дизайн исследований таким образом, чтобы 
PDX ОГШ удовлетворяли требованиям предикторной 
модели и помогали в изучении механизмов формиро-
вания лекарственной устойчивости in vivo. В 2017 г. 
были опубликованы результаты транскриптомного 
профилирования (на кДНК-микрочипах) 28 PDX пло-
скоклеточного ОГШ, после чего опытным животным 
давались цитотоксические или таргетные препараты. 
Ответ на препараты сопоставлялся с транскриптом-
ным профилем для извлечения предикторной сигна-
туры экспрессии [91]. А совсем недавно появилась 
работа K.M. Yegodayev и соавт. [92], иллюстрирую-
щая потенциал RNA-Seq при анализе in vivo действия 
таргетной терапии в PDX-культуре ОГШ: PDX-мышам 
был введен цетуксимаб (препарат анти-EGFR моно-
клональных антител), после чего они были разделены 
на две группы — отвечающие на терапию уменьше-
нием размеров ксенографта и устойчивые к терапии. 
После сравнения транскриптомов у этих двух групп с 
контрольной группой PDX было обнаружено, что ответ 
на цетуксимаб в чувствительной группе обусловлен 
изменениями в стромальном (мышином) компоненте, 
а прогрессия опухоли на фоне цетуксимаба обуслов-
лена активностью ОАФ. В целом важное достоинство 
ксенографтных моделей состоит в предоставляемой 
ими возможности дифференцировать с помощью 
технологий секвенирования нового поколения вклад 
собственно опухолевых клеток и стромального компо-
нента (по мышиным ридам/прочтениям) в изучаемое 
явление [93].

Кроме вовлечения клеток стромы, еще одной при-
чиной резистентности к таргетным препаратам ОГШ in 
vivo может служить активация компенсаторных меха-
низмов. Исследования PDX с помощью RNA-Seq в та-
ком случае оказываются полезными в поиске терапев-
тических способов «обойти» эту причину. Например, 
в работе S. Bhatia и соавт. [94] был проанализирован 
вклад сигнального пути EphB4/ephrin-B2 в снижение 
эффективности действия EGFR-ингибиторов, цито-
токсической и радиотерапии на материале PDX рака 
ротовой полости. Авторы целенаправленно получи-
ли PDX-модели ВПЧ(+) и ВПЧ(–) ОГШ от пациентов 
с изначально высоким уровнем экспрессии ингибито-
ров EphB4, ephrin-B2 и EGFR. Затем мышам вводили 
лекарственные препараты (цетуксимаб, цисплатин) с 
добавлением ингибитора лиганд-рецепторного вза-
имодействия EphB4/ephrin-B2 или без него. После 
получения различий в ответе на разные комбинации 
препаратов и сравнения транскриптомных профилей 
PDX-опухолей были обнаружены различия в экспрес-
сии downstream-мишеней пути EphB4/ephrin-B2.

В отношении ОГШ разрабатывается также новый 
формат клинических испытаний противоопухолевых 
препаратов, основанный на параллельном наблюде-

нии ответа пациента и «его» мыши. При этом соче-
тание геномного и транскриптомного методов профи-
лирования способствует более глубокому пониманию 
причин большей эффективности тех или иных комби-
наций препаратов и механизмов формирования ре-
зистентности. Результаты такого формата испытаний 
для пан-PI3K-ингибитора бупарлисиба и его комби-
нации с цетуксимабом были недавно представлены 
H.R.  Kim и соавт. [95]. Cогласно RNA-Seq-данным, 
более высокая эффективность комбинации двух пре-
паратов в PDX-модели обусловлена более сильной 
активацией экспрессии генов апоптоза и негативных 
регуляторов клеточного цикла. Схожая платформа 
для сопряженных доклинического и клинического ис-
пытаний с верификацией наблюдений методами ге-
номного анализа описана K.M.  Campbell и соавт. [96] 
на примере PDX-модели плоскоклеточного рака рото-
вой полости и MEK1/2-ингибитора траметиниба.

Безусловным ограничением PDX-модели является 
отсутствие иммунной системы организма-реципиента. 
И хотя иногда данное обстоятельство помогает «проя-
вить» специфические механизмы врожденного ответа 
со стороны опухолевых клеток, обычно маскируемые 
иммунными клетками, опухолевые PDX не позволяют 
проводить исследования в области иммуноонкологии 
и тестировать иммунотерапевтические противоопу-
холевые агенты. Для реализации такой возможности 
PDX-модели нуждаются в усовершенствовании — 
необходим переход от использования иммунодефи-
цитных линий мышей к применению частично или 
полностью гуманизированных линий, способных фор-
мировать иммунный ответ и в том числе развивать 
воспалительную реакцию. Это особенно важно в от-
ношении ВПЧ-индуцированных опухолей, которые 
возникают, прогрессируют и отвечают на терапию в 
постоянном взаимодействии с иммунной системой ор-
ганизма-хозяина [97].

Биопечать и микрофлюидные устройства 
(tumor-on-a-chip)

Биопечать. Ожидается, что в ближайшем будущем 
in vivo модели лабораторных животных будут замене-
ны многокомпонентными 3D-опухолевыми культурами, 
напечатанными из клеточного материала пациентов 
[98]. Особенно многообещающими выглядят возмож-
ности построения образцов васкуляризованных опу-
холей, воспроизводящих пространственно-временные 
химические градиенты биоактивных факторов и содер-
жащих иммунный инфильтрат и строму, что позволит 
моделировать диссеминацию опухолевых клеток по-
средством инвазии/интравазации и стимуляции ангио-
генеза, выбирать индивидуальную схему лечения и 
более точно прогнозировать индивидуальный ответ на 
терапию в околофизиологических условиях [99, 100].

Исследования, в которых использовались транс-
криптомный анализ и напечатанные опухолевые 
3D-клеточные структуры, появились совсем недавно, 
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фактически в течение последних двух лет. Технология 
получения 3D-моделей путем биопечати из первичных 
эпителиальных опухолевых клеток больных пока нахо-
дится на начальном этапе развития [101]. Биопринтинг 
РШМ ограничивается оптимизацией самих методов 
печати с использованием в качестве «биочернил» 
стандартной линии HeLa [102, 103]. Печать васкуляри-
зованных ОГШ-моделей также пока находится на ста-
дии изучения и подбора условий [104]. Учитывая, что 
для многих типов опухолей невирусного и неэпите-
лиального происхождения омиксные исследования с 
использованием напечатанных 3D-модельных систем 
бурно развиваются, можно ожидать такого же прогрес-
са в отношении ВПЧ-зависимых неоплазий.

Микрофлюидные устройства (чипы), или ми-
крофизиологические системы, позволяют культиви-
ровать любые из описанных выше 2D/3D-модельных 
систем в контролируемых условиях, имитирующих 
естественный кровоток. Наравне с биопечатью «опу-
холи-на-чипе» или «органы-на-чипе» — это самые 
новые и высокотехнологичные виды клеточных мо-
дельных систем. Для эпителиальных опухолей и 
соответствующих им нормальных тканей пока об-
наруживаются лишь единичные исследования, со-
четающие данную технологию культивирования и 
геномные методы анализа. Для плоскоклеточной кар-
циномы ротовой полости есть пример использования 
микрофлюидного устройства, позволившего смоде-
лировать процесс опухолевой инвазии и затем выде-
лить из клеток инвазивного края фракцию микроРНК. 
Биоинформатический анализ профиля микроРНК и их 
мРНК-мишеней, а также задействованных сигнальных 
путей помог выявить специфические отличия инвази-
рующих опухолевых клеток от остальной опухолевой 
массы [105]. 3D-микрофлюидные клеточные модели 
РШМ пока находятся на этапе разработки, и для этого 
используются обычные опухолевые линии (например, 
HeLa [106]).

Заключение
Опубликованные к настоящему времени работы, в 

которых к клеточным модельным системам примене-
ны высокопроизводительные методы геномного ана-
лиза, наглядно демонстрируют, что сочетание этих 
технологий позволяет исследовать невероятно широ-
кий спектр проблем и решать задачи разного уровня 
сложности. Тем не менее при поиске литературы мы 
столкнулись с весьма скромным количеством статей 
по исследованию ВПЧ-ассоциированного рака в срав-
нении с эпителиальными опухолями другой этиологии 
и локализации. Первопричина кроется в особенностях 
биологии самого объекта, обусловливающих трудно-
сти реализации на практике методов тканевого/клеточ-
ного моделирования, а это, в свою очередь, замедляет 
разработку и внедрение новых методов терапии [87]. 
На повестке дня остро стоит вопрос о стандартизации 
протоколов получения и использования клеточных мо-

делей первичных опухолевых клеток для проведения 
доклинических испытаний или персонализированной 
диагностики и терапии, обсуждается необходимость 
добавления 4-го измерения (времени) в эксперимен-
тах с трехмерными клеточными системами. Учитывая 
огромный трансляционный потенциал описанных 
выше опухолевых моделей, стремительно приближа-
ющихся к полной биомимикрии, и резко возросший в 
последние годы вклад ВПЧ-ассоциированных неопла-
зий в структуру общей заболеваемости и смертности 
от онкопатологий, можно ожидать дальнейшего рас-
ширения применения методов полногеномного профи-
лирования и мультиомиксного подхода к анализу кле-
точных систем ВПЧ-ассоциированного рака.
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