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Опухолевая гетерогенность создает серьезные проблемы как для диагностики и терапии злокаче-
ственных новообразований, так и для проведения фундаментальных исследований. Межопухоле-
вые и внутриопухолевые отличия касаются различных характеристик и аспектов жизнедеятельно-
сти опухолевых клеток, включая их метаболизм. В представленном обзоре рассмотрена метаболи-
ческая гетерогенность опухолей с фокусом на энергетический обмен, ее причины, механизмы и
методы исследования. Более подробно описан флуоресцентный времяразрешенный имиджинг как
новый перспективный метод наблюдения метаболической гетерогенности на клеточном уровне.
Показана важность изучения энергетического обмена опухолей и выявления внутри- и межопухо-
левых метаболических отличий.
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ВВЕДЕНИЕ
Особый метаболизм опухолей остается предме-

том активных исследований. Связанные с канцеро-
генезом изменения затрагивают все метаболиче-
ские процессы – энергетический обмен, биосин-
тез, регуляцию редокс-баланса. Главная причина
перестройки метаболизма – потребность в энер-
гии и макромолекулах для быстрого роста опухоле-
вых клеток, так что без метаболической реорганиза-
ции прогрессия опухоли кажется невозможной.

К метаболическим особенностям, характер-
ным для опухолей, относятся повышенный (по
сравнению с нормальными тканями) уровень
гликолиза и способность использовать гликоли-
тический путь даже при нормальном содержании
кислорода (эффект, открытый в 1920-х гг. Отто
Варбургом и названный в его честь), снижение
митохондриального дыхания, использование глу-
тамина и жирных кислот в качестве дополнитель-
ных или альтернативных глюкозе энергетических
субстратов, высокий уровень биосинтеза липи-

дов, повышенная продукция активных форм кис-
лорода и азота и, как следствие, перманентная ак-
тивация механизмов антиоксидантной защиты
[1–5].

В то же время, работы последних десятилетий
убедительно показывают, что указанные особен-
ности не абсолютны, а метаболизм опухолевых
клеток представляет собой динамичную и высо-
копластичную систему, в которой отдельные ме-
таболические пути могут взаимно переключаться
в зависимости от текущих потребностей клетки и
условий микроокружения. Все это приводит к то-
му, что метаболические профили опухолевых
клеток варьируют в широких пределах как внутри
одного опухолевого узла, так и между отдельны-
ми опухолями одного типа, что приводит к мета-
болической гетерогенности [6].

Предполагается, что метаболическая гетероген-
ность является результатом комбинированного воз-
действия различных факторов, одни из которых от-
носятся к самой опухолевой клетке (например, ги-
стологический тип, степень дифференцировки,
соматические мутации), а другие обусловлены
микроокружением (например, распределением
кислорода и питательных веществ, взаимодей-
ствием с внеклеточным матриксом и стромаль-
ными клетками) [7]. Чтобы понять, как возника-
ют и развиваются метаболические фенотипы,
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требуется установить, в какой степени каждый из
этих факторов влияет на опухолевую клетку, а
также иметь высокочувствительные и надежные
методы наблюдения метаболического статуса на
клеточном уровне.

В прикладном аспекте исследования метабо-
лической гетерогенности важны для прогнозирова-
ния заболевания и разработки персонифицирован-
ных подходов к противоопухолевой терапии. Оче-
видно, что высокая метаболическая гетерогенность
и пластичность опухолевых клеток могут быть
факторами, неблагоприятными для терапии опу-
холей, поскольку позволяют отдельным группам
клеток выживать при действии препаратов, а дру-
гим – приспосабливаться к неблагоприятным и
переменчивым условиям [8, 9].

Рассмотрим более подробно метаболическую
гетерогенность как одно из проявлений опухоле-
вой гетерогенности, ее основные причины и ме-
ханизмы, а также возможности современных ме-
тодов в изучении метаболической гетерогенности
с примерами из экспериментальных и клиниче-
ских исследований.

ОБЩИЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ 
ОБ ОПУХОЛЕВОЙ ГЕТЕРОГЕННОСТИ
Злокачественные новообразования по своей

структуре представляют собой сложные системы,
которым свойственна генетическая, молекуляр-
ная, клеточная и архитектурная (пространствен-
ная) неоднородность. Совокупность показате-
лей, демонстрирующих различия между опухоля-
ми или внутри каждой отдельной опухоли,
называют опухолевой гетерогенностью [7–9].

К основным проявлениям опухолевой гетеро-
генности относятся:

− генетическая гетерогенность – неоднород-
ность опухоли по генным мутациям, хромосом-
ным и кариотипическим нарушениям;

− эпигенетическая гетерогенность – неодно-
родность профилей метилирования ДНК и аце-
тилирования гистонов в опухоли;

− транскриптомная гетерогенность – разли-
чия в уровне экспрессии генов (транскрипцион-
ных профилях) в одиночных опухолевых клетках;

− протеомная гетерогенность – многообразие
белковых форм, кодируемых одним геном, кото-
рое достигается за счет регуляции транскрипции,
трансляции и посттрансляционных модифика-
ций белков;

− фенотипическая гетерогенность – различия
морфологического строения опухоли и разнооб-
разие ее биохимических паттернов [6].

Основные факторы, которые приводят к фор-
мированию опухолевой гетерогенности, можно
разделить на две большие группы: 1) внутрен-

ние, относящиеся к самим опухолевым клеткам,
и 2) внешние, связанные с микроокружением
опухоли.

Одной из главных причин внутриопухолевого
клеточного разнообразия и межопухолевых отли-
чий является генетическая изменчивость, обу-
словленная мутациями в генах, хромосомной и
микросателлитной нестабильностью. В боль-
шинстве типов злокачественных опухолей чело-
века генетическая нестабильность присутствует в
форме хромосомных аберраций, реже – в форме
генетической нестабильности на уровне нуклео-
тидов. Обнаружены различия в генетических
профилях клеток, взятых из разных зон одной и
той же опухоли, а также клеток первичных опухо-
лей и их метастазов. Генетическая природа опу-
холевой гетерогенности хорошо описывается тео-
рией клональной эволюции опухолей, которая
объясняет опухолевую гетерогенность как ре-
зультат естественного отбора наиболее агрессив-
ных и адаптированных клеток [10]. Стохастиче-
ские мутации в отдельных опухолевых клетках
служат фундаментом отбора клонов, способных
обеспечить онкогенный потенциал, ускользание
от иммунного надзора, устойчивость к терапевти-
ческим воздействиям. Случайные мутации про-
исходят из-за повышенной геномной нестабиль-
ности опухолевых клеток, а затем “тестируются”
дарвиновским отбором: только меньшая часть
мутаций окажется в итоге селективно выгодной
[11]. Выделение и эволюция отдельных клонов
опухолевых клеток способствуют дальнейшей
прогрессии опухоли [12].

Помимо генетических мутаций важную роль
играют эпигенетические изменения, под которыми
подразумеваются наследуемые, но обратимые из-
менения в активности генов и фенотипе клетки
без изменений нуклеотидной последовательно-
сти ДНК. Эпигенетические факторы опухолевой
гетерогенности включают в себя изменение про-
филя метилирования ДНК, модификацию гисто-
нов, реорганизацию хроматина, нарушение экс-
прессии микроРНК. Эпигенетический контроль
экспрессии генов регулируется соотношением
между ферментами, которые “наносят” регуля-
торные метки на ДНК и гистоны (например,
ДНК- и гистон-метилтрансферазы) и “удаляют”
эти метки (например, гистондеацетилазы, ДНК-
деметилазы) [13, 14]. Механизмы эпигенетиче-
ской регуляции включают в себя также метилиро-
вание промоторных областей генов, ведущее к
повышению геномной нестабильности, и ремо-
делирование хроматина в результате посттранс-
ляционной модификации гистоновых белков
[15]. Типичным примером эпигенетической регу-
ляции экспрессии генов в нормальных клетках
служит дифференцировка эмбриональных ство-
ловых клеток в процессе эмбриогенеза. При кан-
церогенезе эпигенетические механизмы вовлече-
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ны в трансформацию органоспецифичных ство-
ловых или соматических клеток в опухолевые
стволовые клетки (ОСК) и последующую диффе-
ренцировку части из них. Согласно “иерархиче-
ской” гипотезе, за поддержание и прогрессирова-
ние опухоли отвечают только ОСК, которые
представляют собой особую популяцию опухоле-
вых клеток, обладающую способностью к неогра-
ниченному самообновлению и к дифференци-
ровке в основную массу опухоли, что делает их
схожими с нормальными стволовыми клетками
[10, 11]. При значительной дестабилизации эпи-
генетического ландшафта, например под действи-
ем внешних факторов (окислительный стресс, вос-
паление и др.), в опухоли могут появляться новые
популяции ОСК, меняющие клеточную иерар-
хию [16–18].

К внешним причинам гетерогенности опухо-
лей относится опухолевое микроокружение. Мик-
роокружение опухоли неоднородно: разные обла-
сти опухоли имеют разную плотность кровенос-
ных и лимфатических сосудов, разный состав
стромальных клеток и внеклеточного матрикса.
Отличительными чертами многих опухолей явля-
ются гипоксия, повышенный уровень активных
форм кислорода и низкие значения внеклеточно-
го рН (кислая среда). Все эти факторы важны для
регуляции пролиферации и способствуют опухо-
левой прогрессии. В состав микроокружения вхо-
дят различные типы клеток: опухоль-ассоцииро-
ванные фибробласты, иммунные клетки, эндоте-
лиальные клетки, перициты, стволовые клетки.
Все они находятся в тесном взаимодействии с
опухолевыми клетками и играют роль в поддер-
жании роста опухоли [11]. Например, фибробла-
сты продуцируют ростовые факторы, цитокины,
коллаген и ремоделирующие его ферменты, сти-
мулируют миграционную активность опухолевых
клеток [19]. Иммунные клетки выделяют ряд вос-
палительных интерлейкинов, которые способ-
ствуют поддержанию хронического воспаления в
опухоли и вызывают дедифференцировку опухо-
левых клеток в ОСК [20, 21]. Отдельные типы им-
мунных клеток в опухолевом микроокружении,
такие как регуляторные Т-лимфоциты и супрес-
сорные клетки миелоидного происхождения, по-
давляют активацию, пролиферацию и функции
эффекторных Т-лимфоцитов и таким образом за-
щищают опухоль от действия иммунной системы.
Эндотелиальные клетки формируют сосудистую
сеть, обеспечивая снабжение опухоли кислоро-
дом и питательными веществами [10]. Внеклеточ-
ный матрикс, в состав которого входит коллаген,
эластин, фибронектин, ламинины и др., состав-
ляет механический каркас опухоли, обеспечивает
ее жесткость, регулирует пролиферативную ак-
тивность, миграцию и инвазию опухолевых кле-
ток, ограничивает диффузию питательных ве-
ществ и лекарственных препаратов. Неоднород-

ный состав внеклеточного матрикса и клеточных
компонентов стромы в опухоли способствуют ге-
терогенности самих опухолевых клеток.

Таким образом, опухолевая гетерогенность
обусловлена генетическими изменениями и эпи-
генетическими событиями, а также влиянием
условий опухолевого микроокружения. Множе-
ственные различия опухолей на генетическом,
молекулярном, клеточном и тканевом уровнях
приводят к основному клиническому проявле-
нию гетерогенности – разному ответу на одну и ту
же терапию у разных пациентов или клеточных
субклонов одной и той же опухоли. Важным про-
цессом, который повышает выраженность опухо-
левой гетерогенности и скорость формирования
резистентности к терапии, является метастазиро-
вание: каждый метастаз в условиях, отличных от
исходных, начинает самостоятельное развитие с
формированием новых субклонов [22]. Именно
поэтому разработка подходов к прогнозированию
онкологических заболеваний, а также выбор те-
рапевтической стратегии должны проводиться с
учетом опухолевой гетерогенности [23].

МЕТАБОЛИЧЕСКАЯ
ГЕТЕРОГЕННОСТЬ ОПУХОЛЕЙ

Метаболическая гетерогенность заключается в
том, что в опухолях одновременно присутствуют
клетки с различными метаболическими профи-
лями, а метаболизм опухолей одного типа и ста-
дии различается у разных пациентов (рис. 1).

Наиболее известная особенность энергетиче-
ского метаболизма опухолевых клеток, названная
аэробным гликолизом, была описана в 1920-х гг.
немецким физиологом Отто Варбургом [24]. Эф-
фект Варбурга заключается в том, что опухолевые
клетки используют гликолиз не только при гипо-
ксии, но и в условиях нормальной оксигенации.
Изначально считалось, что этот эффект обуслов-
лен митохондриальной дисфункцией в клетках
опухоли, однако впоследствии обнаружили, что
он имеет место и при нормально функционирую-
щих митохондриях, так что данное предположе-
ние было опровергнуто [25].

Хотя причины аэробного гликолиза до сих пор
остаются неизвестными, существует несколько
биологических объяснений этого процесса:

1) быстрое получение АТР [24]. С точки зрения
выработки АТР на единицу глюкозы, гликолиз
менее эффективен, чем митохондриальное дыха-
ние. Однако его скорость на 1–2 порядка выше
скорости полного окисления глюкозы в митохон-
дриях. Таким образом, клетки могут получить
АТР быстрее, что дает определенное преимуще-
ство в условиях конкуренции за энергетические
субстраты.
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2) Образование углеродных метаболитов для
биосинтеза нуклеотидов, липидов и белков [26].
Анаболические процессы, протекающие в проли-
ферирующих, быстро растущих опухолевых клет-
ках, нуждаются в повышенном потреблении глю-
козы. Кроме того, глюкоза служит субстратом для
пентозофосфатного пути, один из продуктов кото-
рого, NAD(P)H, играет важную роль в de novo син-
тезе липидов и антиоксидантной защите клетки.

3) Закисление внеклеточной среды [27, 28].
Образующийся в ходе гликолиза лактат транс-
портируется в межклеточное пространство, за-
кисляя его. Кислые значения рН способствуют
иммуносупрессии, инвазии и метастазированию
опухолей, стимулируют ангиогенез.

4) Снижение уровня активных форм кислоро-
да [29, 30]. Переход клеток на гликолитический
метаболизм при условии снижения уровня окис-
лительного фосфорилирования приводит к сни-
жению продукции активных форм кислорода, по-
вреждающих мембраны и ДНК.

Стоит отметить, что в настоящее время теория
“чистого гликолиза” в опухолях отвергнута. Де-
фектные митохондрии действительно встречают-
ся в некоторых типах опухолей, но, как правило,
клетки с гликолитическим метаболизмом сохра-
няют функциональные митохондрии и могут ак-
тивировать дыхание при определенных условиях.
В большинстве опухолей максимальный вклад
гликолиза в производство АТP не превышает 50–
60% [31]. Более того, опухолевые клетки могут об-
ратимо переключаться между гликолитическим и
окислительным типом метаболизма в зависимо-

сти от наличия глюкозы и кислорода в окружаю-
щей среде и собственной пролиферативной ак-
тивности [32].

Одна из теорий метаболической гетерогенно-
сти опухоли основана на способности опухолевых
клеток к пролиферации, поскольку использование
углеродных молекул опухолевыми клетками, ак-
тивно делящимися и находящимися в состоянии
покоя, сильно отличается друг от друга [33]. Ак-
тивно делящиеся опухолевые клетки имеют тен-
денцию к гликолитическому метаболизму [34]: в
них активируется аэробный гликолиз, что приво-
дит к аномально высокой скорости поглощения
глюкозы [35, 36]. При этом уровень митохондри-
ального дыхания может варьировать. В тот период,
когда опухолевая клетка находится в состоянии
покоя, глюкоза окисляется в процессе клеточного
дыхания. Характерно, что опухоли содержат клет-
ки с разной пролиферативной активностью, а доля
пролиферирующих клеток отличается на разных
сроках роста – небольшие опухоли на ранних ста-
диях содержат больше активно делящихся клеток,
чем зрелые новообразования.

В свою очередь, общий метаболический про-
филь опухолевых клеток и их пролиферативная ак-
тивность определяются целым рядом факторов –
особенностями метаболизма исходных нормаль-
ных клеток и конкретного типа ткани, генетиче-
скими нарушениями и эпигенетической регуля-
цией, а также спецификой опухолевого микро-
окружения (рис. 1). Кроме того, метаболизм
опухоли меняется в процессе ее роста и под дей-
ствием противоопухолевой терапии.

Рис. 1. Метаболическая гетерогенность опухолей. Схематично представлены опухоли, метаболически различающиеся
между собой и гетерогенные на клеточном уровне. Перечислены основные факторы, определяющие метаболический
профиль опухоли, – “внутренние” (присущие самим опухолевым клеткам) и “внешние” (условия микроокружения и
внешние воздействия).

МЕТАБОЛИЧЕСКА Я ГЕТЕРОГЕННОСТЬ
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Метаболическая реорганизация опухолевых
клеток может быть результатом мутаций в онкоге-
нах и в генах-супрессорах опухолевого роста, либо в
самих метаболических генах. В первом случае нару-
шения регуляции одних сигнальных каскадов при-
водят к неконтролируемой пролиферации (на-
пример, гены TP53, APC, KRAS, MYC, PTEN,
PI3K), других – к дисбалансу редокс-статуса (на-
пример, NRF2, KEAP1), но все они вызывают ско-
ординированные изменения в метаболических
путях, как правило, связанные с активацией гли-
колиза [37]. Это подтверждает фундаментальное
значение аэробного гликолиза для онкогенеза. На-
пример, при раке молочной железы мутации генов
TP53, BRCA, HER2 коррелируют с повышенной
экспрессией генов, отвечающих за регуляцию гли-
колиза (HK3, GPI, GAPDH, PGK1, ENO1, PDK1,
SDHC, PFKL и др.) [38–40]. Активация гликолиза
при разных типах опухолей коррелирует с экс-
прессией гена RAS и генов пути MAPK. Адено-
карцинома легкого является примером онколо-
гической патологии, при которой наблюдаются
все наиболее часто встречающиеся в опухолях му-
тации (гены TP53, KRAS, KEAP1, STK11, EGFR,
NF1, BRAF) [41], которые прямо или косвенно ре-
гулируют метаболизм опухолевых клеток и спо-
собствуют их метаболической гетерогенности [42].
Интересно, что экспрессия генов цикла Кребса и
окислительного фосфорилирования значительно
отличается в разных типах рака, предполагая, что
роль митохондриального дыхания не универсаль-
на и может определяться условиями микроокру-
жения или спецификой конкретной ткани.

В опухолях одной локализации разные мута-
ции могут приводить к разным метаболическим
нарушениям. Например, опухоли печени, инду-
цированные мутациями в онкогенах MYC и MET,
имеют существенные различия в метаболизме
глюкозы и глутамина [43]. С другой стороны, ме-
таболические процессы в опухоли специфичны
для ткани, из которой эта опухоль происходит,
поэтому схожие мутации в клетках разного про-
исхождения могут вызывать различные метабо-
лические последствия. Так, метаболизм опухолей
печени, индуцированных MYC, отличается от ме-
таболизма опухолей легкого, индуцированных
этим же онкогеном [43]. Генетическая предрас-
положенность к преимущественному использо-
ванию того или иного метаболического пути при-
водит к возникновению межопухолевых разли-
чий в энергетическом метаболизме [44].

Мутации в генах метаболических путей могут
быть причиной злокачественной трансформации,
т.е. выполнять опухоль-инициирующую функцию
или появляться в процессе развития опухоли. Наи-
более известные мутации такого рода связаны с
ключевыми ферментами цикла Кребса – сукци-
натдегидрогеназой (SDH), изоцитратдегидроге-
назой (IDH1/2) и фумаратгидратазой (FH) [37].

Все три онкометаболита – сукцинат, фумарат и
D-2-гидроксиглутарат – действуют как ингиби-
торы α-кетоглутарат-зависимых диоксигеназ и
приводят к значительным перестройкам в эпиге-
нетической регуляции генов, отвечающих за кле-
точную дифференцировку.

Эпигенетическая регуляция экспрессии генов
также связана с понятием метаболической гете-
рогенности, потому что, с одной стороны, актив-
ность многих метаболических ферментов и пере-
носчиков регулируется эпигенетическими моди-
фикациями гистонов и ДНК, а с другой, данные
изменения реагируют на метаболическое состоя-
ние клетки. Например, соотношение ацетил-КоА
и свободного кофермента А может регулировать
ацетилирование гистонов, а α-кетоглутарат влия-
ет на деметилирование гистонов и ДНК [14].
Многие гены, связанные с метаболизмом, нахо-
дятся под эпигенетическим контролем. Напри-
мер, при гепатоцеллюлярной карциноме и глиоб-
ластоме гипометилирование промотора гена гек-
сокиназы-2 усиливает синтез данного фермента и
вызывает переход на гликолитический метаболизм
[45]. При колоректальном раке и гепатоцеллюляр-
ной карциноме происходит гиперметилирование
промотора гена, кодирующего фруктозо-1,6-бис-
фосфатазу (скорость-лимитирующий фермент
глюконеогенеза), что приводит к подавлению ак-
тивности данного фермента и повышению скоро-
сти гликолитических реакций [46].

Метаболический профиль клеток опухоли
определяется не только (эпи)генетическими на-
рушениями, но и условиями микроокружения [11].
Например, в зависимости от сигналов внешней
среды опухолевые клетки способны регулировать
соотношение процессов окислительного фосфо-
рилирования и гликолиза и таким образом под-
страиваться под текущие условия [47]. Основны-
ми факторами в опухолевом микроокружении,
которые влияют на метаболизм, являются гипо-
ксия, доступность питательных веществ и воспале-
ние. Поскольку разные участки опухоли подверга-
ются воздействию неоднородного во времени и
пространстве микроокружения, метаболический
профиль всей опухоли может быть весьма гетеро-
генным.

Опухолевым тканям необходим постоянный
приток кислорода и питательных веществ через
локальную сосудистую сеть. Вследствие неравно-
мерного распределения и атипичной структуры
кровеносных сосудов на фоне быстрого роста
опухолевой массы в опухолях часто развивается
гипоксия [48]. Как правило, солидная опухоль со-
держит области легкой и тяжелой гипоксии и в про-
цессе роста испытывает колебания кровоснабжения
и, следовательно, содержания кислорода. Гипоксия
приводит к множественным эпигенетическим и ге-
нетическим изменениям, опосредованным, в ос-
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новном, молекулярным каскадом mTORC1–HIF1
[49]. Индуцируемый гипоксией фактор HIF-1 ини-
циирует транскрипцию более 100 генов, которые
способствуют выживанию клеток в условиях ги-
поксии, в том числе генов, кодирующих фермен-
ты гликолиза (GLUT1, HK2, LDHA, MCT4 и др.) и
фактор роста эндотелия сосудов (VEGF). Так что
опухоль адаптируется к условиям недостатка кис-
лорода и становится более агрессивной – гипо-
ксия способствует инвазии, метастазированию и
резистентности опухоли к разным видам терапии
[50]. Вызываемые гипоксией перестройки кле-
точного метаболизма зависят от тяжести и дли-
тельности гипоксии и различаются в разных ти-
пах опухолей. В типичном случае легкая и/или
острая гипоксия активирует гликолиз и снижает
уровень окислительного фосфорилирования [51],
тогда как глубокая и/или хроническая гипоксия
запускает продукцию активных форм кислорода
в митохондриях и, как следствие, механизмы ан-
тиоксидантной защиты, снижает интенсивность
гликолиза [52]. Активные формы кислорода ин-
дуцируют реакции адаптации к воздействию ги-
поксии либо инициируют апоптоз клетки. Эти про-
цессы напрямую зависят от функциональной ак-
тивности митохондрий. Критическое отсутствие
кислорода (аноксия) приводит к необратимому по-
вреждению митохондрий и гибели клеток.

Снижение кровоснабжения приводит также к
дефициту глюкозы – основного питательного суб-
страта опухолевых клеток. При недостатке глю-
козы опухолевые клетки могут получать энергию
с использованием альтернативных источников, а
именно аминокислот (в основном глутамина) и
жирных кислот [53–57]. В процессе глутаминоли-
за глутамин с помощью митохондриальной глута-
миназы (GLS1) или ее цитозольной изоформы
(GLS2) превращается в глутамат, а затем с помо-
щью глутаминдегидрогеназы-1 (GLUD1) – в
α-кетоглутарат, который поступает в цикл Креб-
са. Онкоген MYC управляет метаболизмом глута-
мина, способствуя его проникновению в митохон-
дрии и превращению в глутамат. Жирные кислоты в
опухолевых клетках расщепляются путем ß-окис-
ления, в результате чего образуется ацетил-КоА,
который впоследствии также подпитывает цикл
Кребса. Ингибирование того или иного метабо-
лического пути в опухолевых клетках запускает
целый ряд компенсаторных механизмов для со-
хранения пролиферации и выживания. Напри-
мер, при ингибировании глутаминазы глутамино-
лиз может поддерживаться амидотрансферазами,
ингибированный катаболизм глутамина компенси-
руется гликолизом, а биосинтез аминокислот (на-
пример, серина) или жирных кислот – усиленным
импортом соответствующих питательных ве-
ществ [58].

В качестве энергетического субстрата может
использоваться и лактат. Считается, что метабо-

лизм глюкозы и лактата зависит от различий в
концентрации кислорода в разных участках опухо-
ли: гипоксические клетки потребляют глюкозу и
секретируют лактат, тогда как клетки в областях с
лучшей перфузией импортируют молочную кисло-
ту и используют ее в качестве энергетического суб-
страта [59, 60]. Межклеточный транспорт лактата
происходит при участии монокарбоксилатных пе-
реносчиков, из которых наибольшую субстратную
специфичность к лактату проявляют МСТ-1 и -4
[61]. MCT-4-положительные гликолитические
клетки формируют кислое микроокружение опухо-
ли за счет секреции лактата, а MCT-1-экспрессиру-
ющие окислительные клетки используют молоч-
ную кислоту в качестве субстрата для цикла Кребса
и окислительного фосфорилирования, выраба-
тывают АТР и продуцируют интермедиаты для
биосинтетических процессов. Контроль метабо-
лического симбиоза имеет генетическую основу.
В опухолевых клетках с окислительным биоэнер-
гетическим фенотипом, располагающихся вбли-
зи кровеносных сосудов, наблюдается экспрес-
сия MYC, который стимулирует биогенез мито-
хондрий, генерацию АТР и анаболические пути
для поддержания пролиферации [62]. В гипокси-
ческих клетках опухоли под влиянием HIF-1 сти-
мулируется экспрессия гликолитических генов,
снижается метаболизм митохондрий и эффектив-
ность окислительного фосфорилирования, акти-
вируется гликолиз [63].

Между опухолевыми клетками и опухоль-ас-
социированными фибробластами может наблю-
даться метаболический симбиоз [60]. Под влия-
нием активных форм кислорода, исходящих из
опухоли, в фибробластах происходит стабилизация
HIF-1ɑ и тем самым создаются “псевдогипоксиче-
ские” условия, что, в свою очередь, способствует
усиленному потреблению глюкозы и активации
аэробного гликолиза. Впоследствии фибробласты
через MCT-4 выделяют в окружающую среду лак-
тат, который затем через MCT-1 поглощается
опухолевыми клетками [14]. Явление, когда фиб-
робласты переключают свой метаболизм на
аэробный гликолиз и взаимодействуют с окисли-
тельными опухолевыми клетками, известно как
обратный эффект Варбурга [64].

Возможность использования опухолевыми
клетками разнообразных углеродных соединений
также свидетельствует о метаболической гетеро-
генности опухолей с одинаковыми клинически-
ми признаками.

Еще одним фактором метаболической гетеро-
генности опухоли считается присутствие ОСК,
метаболический статус которых отличается от ос-
новной клеточной популяции. При этом неодно-
значные результаты получены при изучении ме-
таболического фенотипа ОСК: в зависимости от
типа опухоли эти клетки могут быть как гликоли-
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тическими, так и окислительными [35]. Первона-
чально предполагалось, что ОСК, как мультипо-
тентные стволовые клетки, должны иметь пре-
имущественно гликолитический метаболизм.
Это показано на клетках рака молочной железы
in vitro и опухолях у мышей [65], рака носоглотки
in vitro [66], гепатоцеллюлярной карциномы in vitro
и соответствующих модельных опухолях [67]. Од-
нако впоследствии установили, что при других
разновидностях рака АТР продуцируется в ОСК
предпочтительно путем окислительного фосфо-
рилирования. В частности, это наблюдали в экс-
периментах на in vitro и in vivo моделях рака легко-
го [68], глиобластомы [69], аденокарциномы про-
токов поджелудочной железы [35]. Показано [70],
что повышенная активность митохондрий в ОСК
глиобластомы приводит к повышению активно-
сти окислительного фосфорилирования, служа-
щего источником активных форм кислорода. В
результате развивается окислительный стресс,
который способствует возникновению мутаций
и геномной нестабильности, что в конечном
итоге приводит к клональной гетерогенности.
Напротив, опухолевые клетки, не обладающие
свойством стволовости, используют для получе-
ния АТР аэробный гликолиз, что способствует
их пролиферации.

Таким образом, существует широкий спектр
различных факторов и механизмов, обуславливаю-
щих гетерогенность метаболизма опухолей. Неод-
нородный молекулярно-генетический профиль са-
мих опухолевых клеток и их способность к пере-
ключению биохимических процессов и адаптации
метаболизма в условиях изменчивого и неблаго-
приятного микроокружения приводят к преобла-
данию разных метаболических путей в разных
участках одной опухоли и в разных опухолях од-
ного типа. Метаболическая гетерогенность, как
одно из фенотипических проявлений опухолевой
гетерогенности, представляет проблему для опти-
мизации лечения онкологических больных [71], а
также значительно затрудняет процесс диагно-
стики [72].

МЕТОДЫ ИЗУЧЕНИЯ МЕТАБОЛИЗМА
И МЕТАБОЛИЧЕСКОЙ 

ГЕТЕРОГЕННОСТИ ОПУХОЛЕЙ

Современная фундаментальная и клиническая
онкология располагает рядом методов исследова-
ния метаболизма опухолей, в том числе на уровне
целых опухолей и на клеточном уровне. Методы
первой группы больше применимы для установ-
ления межопухолевых отличий или отличий меж-
ду первичными очагами и метастазами; вторая
группа включает методы регистрации внутриопу-
холевых вариаций клеточного метаболизма. Рас-
смотрим их подробнее.

Позитронно-эмиссионная томография (ПЭТ)

Позитронно-эмиссионная томография (ПЭТ) –
метод молекулярной визуализации, широко ис-
пользуемый для диагностики онкологических забо-
леваний и оценки эффективности противоопухоле-
вой терапии. Этот метод предполагает использо-
вание радиофармпрепаратов – химических
соединений, меченных позитрон-излучающими
радионуклидами, такими как 18F, 11C, 15O, 13N и
др. Накопление этих соединений в определенных
морфологических структурах отражает обменные
процессы [73]. Наиболее широко используемым
радиофармпрепаратом является 18F-фтордезок-
сиглюкоза (18F-ФДГ). 18F-ФДГ поступает в клетку
через транспортеры глюкозы (GLUT), затем
фосфорилируется гексокиназой с образованием
18F-ФДГ-6-фосфата, который далее не метаболи-
зируется и служит радиоактивным маркером. С
помощью ПЭТ с 18F-ФДГ оценивают потреб-
ность опухолевых клеток в глюкозе. Более интен-
сивное накопление 18F-ФДГ характерно для опу-
холей или отдельных зон опухолей с гликолити-
ческим метаболизмом. Определяемая с помощью
18F-ФДГ высокая скорость гликолиза в опухоли
рассматривается как неблагоприятный прогно-
стический признак [74]. Результаты исследова-
ний с помощью ПЭТ показывают, что накопле-
ние 18F-ФДГ зависит от микроокружения опухо-
ли: более интенсивное накопление 18F-ФДГ
наблюдается в гликолитических клетках в обла-
стях гипоксии, в то время как в окислительных
клетках, располагающихся в участках опухоли с
хорошей перфузией, оно незначительно [75–78].
Накопление 18F-ФДГ значительно варьирует в
опухолях разного типа, разного объема и степени
злокачественности. В настоящее время 18F-ФДГ
применяется для диагностики широкого спектра
опухолей, в том числе рака молочной железы,
легких, пищевода, поджелудочной железы, коло-
ректального рака, лимфом, опухолей головы и
шеи и др.

В контексте метаболической визуализации при-
менение ПЭТ не ограничивается анализом углевод-
ного обмена. В качестве радиофармпрепаратов ис-
пользуют также меченые аминокислоты: глутамин
(18F-FGln, 18F-FSPG), тирозин (2-FTyr, 18F-FAMT,
18F-FET), метионин (11С-MET), фенилаланин
(18F-FDOPA, 18F-OMFD) [79–82]. Аминокислоты
необходимы для биосинтеза белков, они также
служат энергетическими субстратами и предше-
ственниками других соединений (пуриновых и
пиримидиновых оснований, биогенных аминов,
гормонов, триацилглицеринов, холестерина и др.).
Повышенное поглощение аминокислот опухоле-
выми клетками и меньшее их накопление в нор-
мальной ткани и в зоне воспаления позволяют
эффективно контрастировать некоторые типы
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опухолей, в частности, глиомы, нейроэндокрин-
ные опухоли, рак молочной железы и др. [83].

Магнитно-резонансная томография
и спектроскопия (МРТ, МРС)

Методы МРТ/МРС на основе ядерного маг-
нитного резонанса основаны на количественной
оценке изменений ядерного спина в ответ на
сильное внешнее магнитное поле. Эти методы
позволяют оценивать биохимические изменения
в опухолях по концентрации определенных мета-
болитов, содержащих изотопы [84, 85]. Для визу-
ализации метаболизма с помощью МРТ/МРС ис-
пользуют изотопы 1Н, 13С и 31P. Сигнал 1Н позво-
ляет обнаружить такие метаболиты, как лактат,
холин, N-ацетиласпартат, аланин, глутамин/глу-
тамат, цитрат, фосфохолин, D-инозит и др. Так,
например, в глиобластомах наблюдается сниже-
ние содержания N-ацетиласпартата (маркер це-
лостности нервных клеток), повышение содержа-
ния холина (компонент клеточной мембраны),
что обусловлено пролиферацией клеток, и лакта-
та (маркер гликолиза) в гипоксических участках
опухоли [86]. Однако протонная МРТ/МРС со-
пряжена с техническими трудностями в связи с
высоким содержанием воды в тканях.

МРТ/МРС с фосфором (31P) позволяет иден-
тифицировать такие метаболиты, как АТP, ADP,
фосфокреатин, неорганический фосфат, фосфо-
эфиры, фосфаты сахаров, и имеет огромный по-
тенциал в изучении биохимических особенно-
стей опухолевого роста. 31P-содержащие метабо-
литы играют большую роль в энергетическом
метаболизме и липидном обмене. Наиболее ин-
тенсивно изучают возможности 31P-МРС в ней-
роонкологии. Показано, что 31P-МРС позволяет
оценить метаболические характеристики глиомы
и метастазов [87]. Однако достаточно слабый сиг-
нал 31P, длительность процедуры сканирования,
сложность постобработки и интерпретации МР-
спектров ограничивают широкое применение
этого метода в клинике, а высокая гетерогенность
опухолей и значительные вариации в энергетиче-
ских потребностях тканей мозга привносят до-
полнительные сложности.

Для проведения МРС с гиперполяризованным
углеродом 13С требуются контрастные вещества,
обогащенные этим изотопом. Поскольку углерод
составляет основу многих эндогенных метаболи-
тов, 13C-МРС дает возможность неинвазивно
прослеживать многие метаболические реакции. В
качестве контрастных агентов для 13C-МРС чаще
всего применяют 13C-меченые пируват или глю-
козу. 13C-пируват в процессе гликолиза превра-
щается в лактат или вступает в цикл Кребса с об-
разованием ацетил-КоА и далее окисляется до
CO2. В ходе карбоангидразной реакции СО2 пре-

вращается в 13С-бикарбонат, который также мож-
но обнаружить с помощью МРС. Ряд исследова-
ний на модельных опухолях у животных и опухо-
лях пациентов показывает возможность детекции
меж- и внутриопухолевой гетерогенности мета-
болизма по соотношению сигналов лактата и
пирувата, что не всегда удается зарегистрировать
с помощью 18F-ФДГ-ПЭТ. Так, на примере гли-
областомы показано повышенное образование
лактата из 13С-глюкозы, что согласуется с эф-
фектом Варбурга, в то время как снижение обра-
зования лактата в инфильтративной зоне опухо-
ли свидетельствует о меньшей интенсивности
гликолиза [88]. В опухолях молочной железы от-
мечены значительные колебания соотношения
сигнала лактат/пируват в разных молекулярных
подтипах опухоли, причем более высокие уровни
обмена 13С наблюдались в более агрессивных опу-
холях, что коррелировало с экспрессией MCT-1 и
гипоксией [89]. Более высоким соотношение пи-
руват/лактат было в высокодифференцирован-
ных опухолях (почечноклеточный рак), чем в
низкодифференцированных [90], при этом гипо-
ксичные участки опухоли, характеризующиеся
высоким уровнем метаболической активности,
давали высокий сигнал 13С-лактата и низкий сиг-
нал 13С-пирувата.

ОМИКС-технологии

Современные омиксные технологии, такие
как геномика, транскриптомика, метаболомика,
предоставляют обширную информацию о раз-
личных классах биомолекул, входящих в состав
клеток и тканей. Для этого используют методы
секвенирования нуклеиновых кислот, масс-спек-
трометрии и др., а гигантский объем получаемой
информации обрабатывается и анализируется с
помощью биоинформатических технологий. Ге-
номика, анализирующая нуклеотидные последо-
вательности ДНК, дает информацию о генетиче-
ской нестабильности и мутациях, а также о разнооб-
разных модификациях генома. Транскриптомика
изучает экспрессию генов; протеомика – состав и
структурно-функциональные свойства молекул
белков; метаболомика – различные группы эндо-
генных метаболитов, включая углеводы, липиды,
пептиды, органические кислоты и др. В настоя-
щее время на первое место выходит концепция
мультиомиксного подхода, означающего исполь-
зование разных омикс-технологий для установле-
ния взаимосвязей генетических изменений с экс-
прессией генов, связанных c метаболизмом и осо-
бенностями метаболических процессов в клетке
[91, 92]. Подобные исследования выявляют корре-
ляции между активностью определенных метабо-
лических генов и уровнем отдельных метаболитов в
опухолях, идентифицируют метаболические про-
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граммы в опухолях с различным молекулярно-ге-
нетическим профилем и изменения, индуцирован-
ные каким-либо воздействием. Таким образом, эти
методы позволяют получить “глобальные” пред-
ставления об опухолевом метаболизме.

Нужно понимать, что тотальное РНК-секве-
нирование дает усредненную картину для некоего
образца клеточной суспензии, например, для вы-
деленной из опухоли субпопуляции клеток. В
случае высокогетерогенных опухолей такой ана-
лиз оказывается малоинформативным и дорого-
стоящим, поскольку необходимо использовать
большое число проб. Задача изучения внутриопу-
холевой гетерогенности метаболизма отчасти ре-
шается с помощью технологий секвенирования
одиночных клеток (single-cell sequencing), кото-
рые позволяют получать информацию о геноме и
транскриптоме небольшого числа выделенных
клеток [93, 94]. Так, на образцах рака молочной
железы Yu и соавт. показали межопухолевую ме-
таболическую гетерогенность на геномном, тран-
скриптомном и метаболомном уровнях. Они выде-
лили два основных метаболических фенотипа опу-
холей: один зависел преимущественно от гликолиза
и пентозофосфатного пути и ассоциировался с низ-
кой выживаемостью, второй – от окисления жир-
ных кислот и глутаминолиза. Первый фенотип
был более характерен для HER2-положительного
и базальноподобного рака, второй – для люми-
нального А подтипа рака молочной железы. В лю-
минальном Б подтипе одинаково часто встреча-
лись оба метаболических фенотипа [95]. Xiao и
соавт. проанализировали профили экспрессии
“метаболических” генов в отдельных клетках ме-
ланомы и плоскоклеточного рака головы и шеи и
обнаружили, что активность и пластичность ме-
таболических путей в опухолевых клетках более
выражены, чем в стромальных, а основной вклад
в метаболическую гетерогенность вносят разли-
чия в активности митохондрий [96]. При этом
уровни гликолиза и окислительного фосфорили-
рования на клеточном уровне коррелировали с
активностью генов, вовлеченных в ответ на гипо-
ксию. Сообщается также, что активность окисли-
тельного фосфорилирования и гликолиза в клетках
рака желудка выше, чем в нормальных клетках, и
коррелирует с гипоксией на клеточном уровне. Ин-
тересно, что в нормальной ткани, окружающей
опухоль, повышена активность большего числа
метаболических путей, чем в опухоли [97].

Более сложные транскриптомные технологии
на основе секвенирования одиночных клеток, та-
кие как Visium ST, Slide-seq, Stereo-seq, предо-
ставляют также и пространственную информа-
цию с разрешением, близким к клеточному, и
позволяют визуализировать разные кластеры
клеток в опухоли, исходя из профилей простран-
ственной экспрессии генов [98]. С точки зрения
опухолевой гетерогенности крайне интересна

пространственная транскриптомика, которая все
чаще применяется в онкологических исследова-
ниях. Например, c использованием метода Ste-
reo-seq охарактеризовано микроокружение внут-
рипеченочной холангиокарциномы [99]. В зоне
опухолевой инвазии шириной 500 мкм идентифи-
цировано большое содержание иммунных клеток,
иммуносупрессивное микроокружение и метабо-
лическое перепрограммирование опухолевых кле-
ток. Lv и соавт. получена транскриптомная карта
инвазивного микропапиллярного рака молочной
железы. Оказалось, что опухолевые клетки обла-
дают значительной гетерогенностью, связанной с
перепрограммированием метаболизма липидов.
Предложен новый прогностический маркер – ген
SREBF1, кодирующий ключевой транскрипцион-
ный фактор, регулирующий de novo синтез длин-
ноцепочечных жирных кислот, повышенная экс-
прессия которого коррелировала с наличием ме-
тастазов и плохим прогнозом [100]. С помощью
пространственной транскриптомики Wu и соавт.
изучен иммунный профиль метастазов колорек-
тального рака в печень и показано, что опухоль-
ассоциированные MRC1+ CCL18+ M2-подоб-
ные макрофаги имеют наиболее высокую (из всех
миелоидных клеток) метаболическую актив-
ность, которая снижается при применении эф-
фективной неоадъювантной химиотерапии [101].

Таким образом, омиксные технологии – это
мощнейший и неотъемлемый инструмент совре-
менных онкологических исследований, в том числе
касающихся опухолевого метаболизма. Широкое
их внедрение ограничено лишь высокой стоимо-
стью анализа.

Биохимические и физико-химические методы
Биохимические исследования метаболизма

проводят на разном уровне – на молекулярном,
на уровне отдельных органелл, клеток, тканей.
Часто они предполагают оценку функционально-
го состояния митохондрий. Состояние митохон-
дрий определяют с помощью таких традицион-
ных методов, как оценка дыхательной активно-
сти путем измерения потребления кислорода,
митохондриального мембранного потенциала,
экспрессии, концентрации и активности фер-
ментных комплексов и отдельных ферментов, ко-
торые контролируют биоэнергетическую функ-
цию. Другими параметрами при оценке метабо-
лизма являются значение рН во внеклеточной
среде или внутри клеток, продукция активных
форм кислорода, поглощение глюкозы, продук-
ция лактата и АТP, соотношение NAD+/NADH,
определение редокс-потенциала и др. На рынке
представлено большое количество наборов для
определения различных аналитов в биологиче-
ских средах и клеточных культурах с помощью
колориметрических и люминесцентных методов,
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а также приборов-анализаторов клеточного мета-
болизма для комплексной оценки сразу несколь-
ких показателей (например, системы Seahorse
компании “Agilent”, Vi-CELL MetaFLEX от
“Beckman Counter”) [101–103].

Ввиду простоты и доступности, эти методики
широко используются в экспериментальных ис-
следованиях, но они применимы только в усло-
виях in vitro – на выделенной митохондриальной
фракции или культуре клеток, реже на тканевых
срезах, что ограничивает их распространение
[104–111]. Интерпретация таких данных, учиты-
вая нарушения целостности ткани и оценку мета-
болических показателей клеток вне организма,
требует осторожности, а сами методы мало при-
годны для изучения метаболической гетероген-
ности.

Особую группу инструментов для изучения
метаболизма представляют химические и генети-
чески кодируемые сенсоры, которые подходят как
для in vitro задач, так и для неинвазивного наблюде-
ния изучаемого параметра в опухолях животных
in vivo с помощью оптического (флуоресцентного,
фосфоресцентного или биолюминесцентного) био-
имиджинга [112, 113]. Ряд исследований, включая
работы нашего коллектива, показывает возмож-
ность in vivo визуализации с помощью соответству-
ющих сенсоров некоторых параметров, связан-
ных с метаболизмом, например, уровня кислоро-
да, рН цитозоля, поглощения глюкозы [114–118].
Однако сложности, связанные с доставкой сенсо-
ров в опухоль, с количественной оценкой и калиб-
ровкой сигнала, низким разрешением оптических
изображений в случае имиджинга в макромасшта-
бе, затрудняют изучение гетерогенности опухолей с
использованием этих методов.

Иммуногистохимия

Иммуногистохимическим методом (ИГХ)
определяют экспрессию клеточного или тканево-
го компонента (антигена) в гистологических сре-
зах с помощью специфических антител [119]. С
помощью иммуногистохимического окрашива-
ния можно выявлять различные белки-маркеры
метаболизма опухолей: транспортеры глюкозы
(GLUT), лактатдегидрогеназу (LDH), изоцитрат-
дегидрогеназу (IDH), индуцируемые гипоксией
факторы (HIF), монокарбоксилатные перенос-
чики (MCT), карбоангидразы (CA) и др.

Из них ИГХ IDH рутинно используется в клини-
ческой диагностике глиальных опухолей мозга. На-
личие мутации IDH (IDH1mut) в глиомах высокой
степени злокачественности считается благоприят-
ным прогностическим фактором. Фермент IDH
катализирует превращение изоцитрата в α-кето-
глутарат, а мутация в соответствующем гене при-
водит к нарушению ферментативной активности

и образованию из α-кетоглутарата 2-гидрокси-
глутарата, который является онкометаболитом.
Помимо изменения эпигенетического профиля
клеток, мутация в гене IDH индуцирует множе-
ство метаболических перестроек. Опухоли с му-
тантным геном IDH метаболически менее актив-
ны, имеют низкий уровень АТР, сниженный ме-
таболизм глутамина, в них нарушен биосинтез
жирных кислот [120]. Опухоли с IDH дикого типа
характеризуются более высоким уровнем погло-
щения глюкозы и образования лактата, повы-
шенным уровнем глутамата [121].

ИГХ позволяет выявлять пространственную
неоднородность экспрессии различных метабо-
лических маркеров опухолей и изменение уровня
экспрессии по мере роста опухоли. Так, напри-
мер, изучение экспрессии транспортера глюкозы
GLUT1 и переносчика глутамина SLC1A5 в опу-
холях пациентов методом ИГХ [122] привело к
обнаружению различий в метаболизме глюкозы и
глутамина в аденокарциноме и плоскоклеточном
раке легкого. С помощью ИГХ-анализа экспрес-
сии MCT-1 и MCT-4 в клетках плоскоклеточного
рака шейки матки показано увеличение экспрес-
сии MCT-4 по мере прогрессирования злокаче-
ственного новообразования [123]. Возможность
использования ИГХ для оценки внутриопухоле-
вой метаболической гетерогенности показана
также на примере лимфом [124, 125]. Исследуе-
мые образцы окрашивали на три метаболических
маркера: MCT-4 – маркер гликолиза, MCT-1 и
TOMM20 – маркеры окислительного метаболиз-
ма, и обнаружили метаболический симбиоз меж-
ду окислительными опухолевыми клетками (экс-
прессируют MCT-1 и TOMM20) и гликолитиче-
скими стромальными клетками (MCT-4).

Хотя метод ИГХ получил широкое примене-
ние в диагностической практике в качестве до-
полнения к стандартному морфологическому ис-
следованию, для оценки метаболических марке-
ров в опухолях (за исключением IDH) он
используется редко и в сугубо научных задачах.
Причины тому – длительность и высокая стои-
мость анализа, низкая информативность, субъек-
тивность и ограниченная способность количе-
ственной оценки уровня белка, отсутствие стан-
дартов окрашивания.

Оптический метаболический имиджинг и FLIM
Метаболический статус клеток и тканей мож-

но визуализировать также с помощью оптических
методов – флуоресцентной микроскопии и мак-
роимиджинга с временным разрешением (FLIM)
[126, 127]. Этот подход основан на регистрации
автофлуоресценции эндогенных кофакторов из
классов пиридинов (NADH и NADPH, суммарно
обозначаемые как NAD(P)H) и флавинов (FAD и
FMN), участвующих в качестве переносчиков
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электронов в различных биохимических реакци-
ях, прежде всего в энергетическом обмене. Из ме-
таболических кофакторов в опухолевых клетках
наиболее представлены NADH и FAD. К досто-
инствам оптического метаболического имиджин-
га относятся неинвазивность, возможность про-
ведения исследования на живых клетках без при-
менения экзогенных красителей в динамике,
быстрое получение информации о метаболиче-
ском статусе. Благодаря этому методы оптическо-
го метаболического имиджинга получают все
большее признание.

Метаболизм оценивают либо по соотношению
интенсивностей флуоресценции NAD(P)H и фла-
винов или редокс-отношения, либо путем анализа
времени жизни их флуоресценции. Принцип оцен-
ки редокс-состояния митохондрий по интенсивно-
сти флуоресценции NAD(P)H и флавопротеи-
нов предложен американским биохимиком и
биофизиком Бритоном Чансом (Britton Chance)
в 1960-х гг. и используется до сих пор [128]. Оптиче-
ское редокс-отношение фактически является ана-
логом традиционного отношения NAD+/NADH –
индикатора окислительно-восстановительного
статуса. Так как NADH ассоциирован с гликоли-
зом, а флавиновые кофакторы – с окислитель-
ным метаболизмом, изменение баланса между
этими процессами будет приводить к измене-
нию редокс-отношения. В типичном случае в
гликолитических клетках редокс-отношение
NAD(P)H/FAD выше, чем в клетках с окисли-
тельным метаболизмом [129]. Стоит, однако, от-
метить, что основанное на интенсивности флуо-
ресценции редокс-отношение применяется в мо-
нослойных клеточных культурах, тогда как его
измерение в многоклеточных структурах и тканях
проблематично из-за артефактов, связанных с
рассеянием света и архитектурой клеток.

Время жизни флуоресценции кофакторов за-
висит от состояния, в котором они находятся.
NADH присутствует в клетке в двух формах: сво-
бодной, которая локализуется в цитозоле и ассо-
циирована с гликолизом, и связанной с белками,
ассоциированной с митохондриальным дыхани-
ем [130, 131]. Время жизни свободной формы NA-
DH составляет ~0.4 нс, связанной ~1.7–3.0 нс в
зависимости от связывающих ферментов. Фос-
форилированная форма NADH – NADPH, ха-
рактеризуется более длинным временем жизни
~4.4 нс, но содержание этой формы в опухолевых
клетках значительно ниже, чем NADH, и в обыч-
ных условиях недостаточно для регистрации оп-
тическим методом [132]. Флавиновые кофакторы
FAD и FMN связаны с ферментами митохондрий –
флавопротеинами, большинство из которых ту-
шит их флуоресценцию, что приводит к уменьше-
нию времени жизни. Так что большая часть кофак-
тора FAD имеет короткое время жизни ~0.4 нс, а
меньшая фракция ~2.5 нс. Время жизни флуорес-

ценции FMN гораздо длиннее (~7.0 нс). Вероят-
ность тушения определяется конформацией ко-
фактора в составе белкового комплекса (закрытая
с коротким временем жизни или открытая – с
длинным). Поскольку разные формы кофакторов
вовлечены в разные метаболические пути клетки,
метод FLIM позволяет регистрировать относи-
тельные изменения метаболического профиля.
Так, клетки с гликолитическим метаболизмом ха-
рактеризуются более высоким вкладом свободного
NAD(P)H и закрытого FAD в затухание флуорес-
ценции, чем клетки с окислительным метаболиз-
мом [133]. К настоящему времени интерпретация
данных FLIM NAD(P)H более понятна и доказа-
тельна, тогда как результаты FLIM флавинов не
всегда однозначны. Необходимо учитывать вклад
FMN и участие FAD в других процессах, помимо
энергетического метаболизма.

К преимуществам определения времени жиз-
ни перед измерением интенсивности флуорес-
ценции относится независимость от концентра-
ции флуорофора, конфигурации системы детек-
ции сигнала, геометрии объекта, что позволяет
исследовать как клеточные культуры, так и тка-
ни, включая опухоли in vivo [134].

Целый ряд исследований, включая работы на-
шей группы, показывает возможности FLIM для
наблюдения внутри- и межопухолевой гетероген-
ности метаболизма, а также метаболических пе-
реключений при изменении условий микроокру-
жения или при терапевтических воздействиях.
Так, Druzhkova и соавт. культивировали совместно
клетки HeLa рака шейки матки и фибробласты че-
ловека и наблюдали с помощью FLIM NAD(P)H и
FAD сдвиг метаболизма опухолевых клеток в сторо-
ну гликолиза, а фибробластов – в сторону окисли-
тельного фосфорилирования [135]. Ожидаемый пе-
реход на более гликолитический тип метаболизма
зарегистрирован с помощью FLIM NAD(P)H в мо-
нослойной культуре опухолевых клеток и в мно-
гоклеточных сфероидах при моделировании ги-
поксии [116]. Сами опухолевые сфероиды могут
быть метаболически гетерогенными [136, 137]: па-
раметры затухания флуоресценции NAD(P)H
клеток наружной пролиферирующей зоны сфе-
роида указывают на сдвиг их метаболизма в сто-
рону гликолиза по сравнению с покоящимися
клетками внутри сфероида.

В недавнем исследовании мы сравнили опти-
ческие метаболические показатели “библиотеч-
ных” линий колоректального рака, полученных
из них опухолевых ксенографтов и операционных
образцов колоректальных опухолей пациентов
(рис. 2). Путем поклеточного анализа микроско-
пических FLIM-изображений установлено, что
вариабельность времени жизни флуоресценции
NAD(P)H в опухолях человека значительно вы-
ше, чем в клеточных линиях и опухолях мышей.
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Ранее была обнаружена метаболическая гете-
рогенность клеток первичных опухолевых куль-
тур, полученных из образцов опухолей, что отли-
чало их от генетически и фенотипически одно-
родных клеточных линий [138]. Интересно, что
метаболическая неоднородность присуща и опу-
холевым ксенографтам, полученным из одной и
той же опухоли, что проявляется в виде межопу-
холевых различий [139]. Эти наблюдения позволя-
ют заключить, что метаболическая гетерогенность
опухолей в значительной степени детерминирова-
на свойствами самих опухолевых клеток, т.е.
внутренними, (эпи)генетическими факторами.

Внутриопухолевая гетерогенность может быть
причиной низкой эффективности лечения или
может развиться в результате лечения и способ-
ствовать приобретению резистентности, поэтому
большое внимание уделяется изучению гетеро-
генности при лекарственных воздействиях. С по-
мощью FLIM показан гетерогенный метаболиче-
ский ответ линий клеток колоректального рака
HCT116 на воздействие 5-фторурацила [138], рака
молочной железы PyVmT – паклитаксела [140] и

опухолевых органоидов плоскоклеточного рака
гортани на воздействие цетуксимаба и цисплатина
[71]. На органоидах из протоковой аденокарцино-
мы поджелудочной железы пациентов выявлена
внутриопухолевая гетерогенность ответа на тера-
пию рядом противоопухолевых препаратов (гем-
цитабин, ингибиторы JAK2, MEK, PI3K и их
комбинация) [141]. На примере органоидов из
ксенотрансплантатов рака молочной железы по-
казана межопухолевая гетерогенность ответа на
терапию паклитакселом и тамоксифеном [142].
В работе Sharick и соавт., выполненной на паци-
ент-специфичных органоидах рака молочной же-
лезы и рака поджелудочной железы, развитие ме-
таболической гетерогенности при химиотерапии
коррелировало с неблагоприятным клиническим
исходом [143].

В некоторых работах показана связь исходной
клеточной метаболической гетерогенности со
слабым ответом на противоопухолевую терапию.
Так, например, Shirshin и соавт. показано, что ге-
терогенные первичные культуры опухолевых кле-
ток не отвечали на воздействие 5-фторурацила в

Рис. 2. FLIM-микроскопия кофактора NAD(P)H в опухолевых клетках и тканях. а – Репрезентативные изображения
клеточной культуры колоректального рака НСТ116, опухоли НСТ116 у мыши in vivo и образца колоректальной опухо-
ли, полученного от пациента. Размер изображений 256 × 256 мкм. б – Диаграммы распределения среднего времени
жизни флуоресценции. Точки – измерения времени жизни флуоресценции (τm) в отдельных клетках, среднее значе-
ние и стандартное отклонение. Возбуждение: 750 нм, прием сигнала: 450–490 нм.
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отличие от метаболически однородных популя-
ций [138]. Метаболическая гетерогенность орга-
ноидов из нейроэндокринных опухолей пациен-
тов также была признаком устойчивости к раз-
личным препаратам [144]. Эти исследования
показывают, что метаболическая гетерогенность
на клеточном уровне может иметь прогностиче-
ское значение.

Обобщающая характеристика методов иссле-
дования опухолевого метаболизма представлена в
табл. 1.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На сегодняшний день метаболическая гетеро-
генность опухолей является общепризнанным,
но малоизученным феноменом. Существует мно-
жество теорий о причинах метаболической гете-
рогенности опухолей, связывающих ее с генети-
ческими факторами, эпигенетическим контро-
лем, особенностями микроокружения, наличием
ОСК, степенью дифференцировки опухолевых
клеток и их пролиферативной активностью и так
далее. При этом имеет место метаболическая пла-

Таблица 1. Методы исследования метаболизма опухолей и их возможности в оценке метаболической гетероген-
ности

Метод Принцип метода Особенности метода Уровень 
исследования

Возможность 
анализа 

метаболической 
гетерогенности

(межопухолевой/
внутриопухолевой)

Область 
приложения

ПЭТ Регистрация излучения 
позитронов от радионук-
лидов

Использование меченой 
глюкозы или аминокислот, 
оценка их накопления и 
распределения в опухоли

Организм, 
целая опухоль

+/±
(возможна визуа-
лизация зон внутри 
опухоли с низким 
разрешением)

Клиниче-
ская 
диагностика

МРТ, 
МРС

Измерение электромаг-
нитного отклика атомных 
ядер в сильном магнит-
ном поле

Регистрация сигнала эндо-
генных (1Н, 31P) или экзо-
генно введенных (13С) 
изотопов, широкая панель 
анализируемых метаболитов

Организм, 
целая опухоль

+/±
(возможна визуали-
зация зон внутри 
опухоли с низким 
разрешением)

Клиниче-
ская 
диагностика

ОМИКС Высокоинформативный 
геномный, транскрип-
томный, метаболомный, 
протеомный или липи-
домный анализ

Полное генетическое и 
молекулярное профилиро-
вание клеток, большой мас-
сив данных, анализ 
методами биоинформатики

Генетиче-
ский, молеку-
лярный

+/±
(возможен мето-
дами секвенирова-
ния ДНК и РНК 
одиночных клеток)

Научные 
исследова-
ния

ИГХ Определение антигенов 
в гистологических сре-
зах с помощью специ-
фических меченых 
антител и световой или 
флуоресцентной микро-
скопии

Выявление экспрессии бел-
ков-маркеров метаболизма 
(ферментов, сигнальных 
молекул и др.)

Тканевой +/+ Клиниче-
ская 
диагностика

Биохи-
миче-
ский 
анализ

Определение различных 
аналитов с помощью 
колориметрических и 
люминесцентных методов

Оценка дыхания клеток, 
активности ферментов, 
определение отдельных 
метаболитов

Молекуляр-
ный, функци-
ональный

–/– Научные 
исследова-
ния

FLIM Получение флуоресцент-
ных микроскопических 
или макро-изображений, 
определение времени 
затухания флуоресценции

Анализ автофлуоресценции 
метаболических кофакто-
ров NAD(P)H и FAD, 
оценка редокс-статуса и 
относительных изменений в 
метаболических путях

Целая опу-
холь или ее 
часть, клеточ-
ный

+/+ Научные 
исследова-
ния
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стичность, т.е. обратимое переключение различ-
ных метаболических путей (например, аэробного
гликолиза на окислительное фосфорилирование
и наоборот). Поскольку метаболические пере-
стройки сопутствуют всем проявлениям опухоле-
вой прогрессии и ответу на терапию, межопухо-
левые и внутриопухолевые метаболические отли-
чия создают серьезные сложности при лечении.

Оценка опухолевого метаболизма или отдель-
ных метаболических маркеров, например, с по-
мощью ПЭТ с 18F-ФДГ, МРС, ИГХ на IDH1/2
давно используется для диагностики и прогнози-
рования заболевания, а в некоторых случаях –
для мониторинга эффективности лечения. Так
что межопухолевые отличия и изменения метабо-
лизма опухоли при ответе на терапию хорошо за-
документированы.

Внутриопухолевая метаболическая гетероген-
ность в отличие от межопухолевой, гораздо менее
исследована. Отчасти это связано с отсутствием
до недавнего времени высокочувствительных и
доступных методов ее наблюдения и количе-
ственной оценки на клеточном уровне. Развитие
методов ДНК- и РНК-секвенирования одиноч-
ных клеток значительно расширило представле-
ния о внутриопухолевой гетерогенности в целом
и ее метаболических аспектах. Перспективным
современным методом метаболической визуали-
зации является FLIM автофлуоресценции клеток
и тканей, который уже зарекомендовал себя для
наблюдения клеточной метаболической гетеро-
генности в опухолях. Отсутствие пробоподготов-
ки и необходимости в дополнительной окраске
ткани, высокое пространственное разрешение и
молекулярная специфичность, быстрота получе-
ния данных делают этот метод привлекательным
не только для фундаментальных исследований,
но и для внедрения в клинику.

Можно ожидать, что дальнейшие исследова-
ния опухолевого метаболизма позволят сформу-
лировать новые прогностические критерии на ос-
нове оценки клеточной гетерогенности.
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Tumor Metabolic Heterogeneity
M. V. Shirmanova1, *, S. D. Sinyushkina1, and A. D. Komarova1, 2
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Currently, much attention in oncology is devoted to the issues of tumor heterogeneity, which creates serious
problems in the diagnosis and therapy of malignant neoplasms. Intertumoral and intratumoral differences re-
late to various characteristics and aspects of the vital activity of tumor cells, including cellular metabolism.
This review provides general information about the tumor metabolic heterogeneity with a focus on energy
metabolism, its causes, mechanisms and research methods. Among the methods, f luorescence lifetime im-
aging is described in more detail as a new promising method for observing metabolic heterogeneity at the cel-
lular level. The review demonstrates the importance of studying the features of tumor metabolism and iden-
tifying intra- and intertumoral metabolic differences.

Keywords: tumors, tumor heterogeneity, energy metabolism, oxidative phosphorylation, glycolysis, metabol-
ic cofactors, f luorescence lifetime imaging
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