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 31 августа 2014 г. исполняет-

ся 60 лет видному отечественному 

биохимику, члену-корреспонденту 

РАН, доктору медицинских наук, 

профессору, лауреату Государствен-

ной премии Российской Федерации 

в области науки и техники Николаю 
Евгеньевичу Кушлинскому.

В 1977 г. Н.Е. Кушлинский окон-

чил лечебный факультет Первого Мо-

сковского медицинского института 

им. И.М. Сеченова и начал работать в 

лаборатории клинической биохимии 

Всесоюзного онкологического науч-

ного центра АМН СССР (сегодня – 

РОНЦ им. Н.Н. Блохина РАМН), где 

прошел путь от клинического орди-

натора до руководителя лаборатории 

(1992). Параллельно он проходит кли-

ническую ординатуру (1977–1979), 

затем – аспирантуру (1980–1982).

Научной работой Н.Е. Кушлинский стал заниматься 

еще в ординатуре. Интерес к научным исследованиям в об-

ласти клинической онкологии и способность к кропотли-

вой методической работе позволили ему защитить в 1982 г. 

кандидатскую диссертацию, посвященную исследованию 

особенностей гормональной регуляции опухолей предста-

тельной железы, на стыке 2 специальностей – онкологии 

и эндокринологии. Дальнейшие научные разработки в об-

ласти клинической онкоэндокринологии легли в основу 

его докторской диссертации (1992) и стали научным на-

правлением, изучению которого Николай Евгеньевич 

уделяет пристальное внимание. Интерес к гормонально-

метаболическим нарушениям при первичных опухолях ко-

стей стал основой цикла работ, выполненных под его ру-

ководством, и в 1994 г. Н.Е. Кушлинский получает ученое 

звание профессора по специальности «Онкология».

Под руководством Н.Е. Кушлинского небольшая пре-

жде лаборатория клинической биохимии превратилась 

в одну из ведущих научно-производственных структур, 

оснащенную самым современным оборудованием, обе-

спечивающим полноценное биохимическое обследование 

больных с различными типами опухолей. Проводимые 

здесь научные исследования способствовали разработке 

алгоритмов, включающих около 200 биохимических по-

казателей разного профиля и призванных повысить точ-

ность диагностики, мониторинга, оценки эффективности 

лечения и прогноза злокачественных новообразований. 

Приоритетные научные разработки Н.Е. Кушлинского и 

коллектива, направленные на расширение возможностей 

лабораторной диагностики, внедрены в клиническую 

практику не только РОНЦ, но и других медицинских 

учреждений Москвы и России. Высокий методический 

уровень и широкий диапазон биохимических и эндо-

кринологических исследований лаборатории позволяют 

проводить совместные исследования с ведущими научно-

исследовательскими институтами и онкологическими 

центрами России с целью разработки эффективных ме-

тодов диагностики и лечения широкого спектра злокаче-

ственных новообразований.

Н.Е. Кушлинский активно за-

нимается учебно-методической 

работой. Под его руководством 

в 2003 г. создана кафедра клиниче-

ской биохимии и лабораторной ди-

агностики в Московском медико-

стоматологическом университете 

им. И.А. Евдокимова, где прово-

дятся циклы тематического усо-

вершенствования для врачей всех 

специальностей, первичная про-

фессиональная переподготовка, 

сертификационные циклы по спе-

циальности «Клиническая лабора-

торная диагностика» для высшего и 

среднего медицинского персонала, 

а также обучение в клинической 

интернатуре, ординатуре, аспи-

рантуре. Уникальность научно-

производственной базы кафедры 

и высокая квалификация ее спе-

циалистов позволили создать программу, вызывающую 

большой профессиональный интерес у специалистов по 

клинической лабораторной диагностике.

Влияние и поддержка Н.Е. Кушлинского способство-

вали профессиональному и научному росту сотрудников 

лаборатории. Под его руководством за годы работы в РОНЦ 

им. Н.Н. Блохина создана собственная школа биохимиков-

онкологов, защищено 55 кандидатских и 26 докторских 

диссертаций. 

Николай Евгеньевич – ответственный секретарь ред-

коллегии журнала «Бюллетень экспериментальной био-

логии и медицины», член редколлегий журналов «Детская 

онкология», «Вопросы биологической, медицинской и 

фармацевтической химии», «Молекулярная медицина», 

«Патогенез».

Н.Е. Кушлинский – лауреат премий Московского го-

родского (1983) и Центрального комитета ВЛКСМ (1987), а 

также премии Президиума РАМН в области фундаменталь-

ных медицинских исследований, которой отмечена его ра-

бота «Гормоны и аутопаракринные регуляторы опухолевого 

роста при остеогенной саркоме» (1998). В 1999 г. ему при-

суждено звание лауреата Государственной премии Россий-

ской Федерации в области науки и техники за разработку 

и внедрение в клиническую практику комбинированных 

методов лечения остеогенной саркомы.

В 1999 г. Н.Е. Кушлинский избран членом-корреспон-

дентом Российской академии медицинских наук. Он – ав-

тор более чем 500 научных работ, опубликованных в отече-

ственной и зарубежной печати, среди которых 10 моногра-

фий, а также руководства, справочники, методические и 

учебные пособия.

Коллеги и ученики Николая Евгеньевича отмечают его 

высокий профессионализм, эрудицию, требовательность и 

доброжелательность. 

Редколлегия журнала от всей души поздравляет юбиля-

ра и желает всегда оставаться таким же творческим, энер-

гичным и успешным человеком!

Редколлегия журнала «Молекулярная медицина»

КУШЛИНСКИЙ НИКОЛАЙ ЕВГЕНЬЕВИЧ
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С начала XX века рак легкого (РЛ) стал самым 
распространенным онкологическим заболеванием в 
мире: в 2008 г. заболели 1,6 млн человек, умерли – 
1,4 млн [35]. У мужчин РЛ лидирует по числу заболе-
ваний (17%) и смертей (23%) среди всех онкологиче-
ских заболеваний. В США в 2011 г. зарегистрировано 
221 130 новых случаев и 156 940 смертей от РЛ [56]. 
В России РЛ стоит на 1-м по частоте месте у мужчин 

и на 9-м – у женщин; в 2011 г. зарегистрировано 56 
тыс. новых случаев заболевания [1].

Немелкоклеточный РЛ (НМРЛ) составляет 85% 
всех случаев РЛ и включает 3 основных гистологи-
ческих типа: аденокарциному (30–45%), плоско-
клеточный (25–40%) и крупноклеточный (5%) рак. 
Гистологические типы рака различаются по он-
когенезу, клиническому течению и молекулярно-

© Н.Н. Мазуренко, Н.Е. Кушлинский, 2014
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Рак легкого (РЛ) является самым распространенным онкологическим заболеванием в мире и наиболее частой причиной смер-

ти от злокачественных новообразований. Исследования последнего десятилетия выявили значительное число молекулярных со-

бытий, приводящих к возникновению и развитию немелкоклеточного РЛ (НМРЛ). Идентифицированы молекулярные профили 

различных гистологических типов НМРЛ у курильщиков и никогда не куривших людей, включающие дифференциальную экспрес-

сию генов и их мутантный статус. При аденокарциноме легкого наибольшее клиническое значение имеет активация онкогенов 

EGFR, KRAS, BRAF, NRAS, HER2, C-MET, PI3K, MEK1 за счет мутаций и генов EML4-ALK, ROS1, RET за счет транслокаций. 

Нарушения в этих генах рассматриваются как драйверные, запускающие канцерогенез; мутация хотя бы в одном из них найде-

на в 60% опухолей. Именно белковые продукты этих генов чаще всего являются мишенью для индивидуализированной таргетной 

терапии. EGFR – наиболее важный маркер аденокарциномы легкого, при этом частота мутаций EGFR зависит от расовой 

принадлежности, статуса курения и пола пациента. Наибольшее применение получили тирозинкиназные ингибиторы EGFR 

(эрлотиниб, гефитиниб, афатиниб), EML4-ALK, c-MET, ROS1 (кризитиниб) у пациентов с мутациями указанных генов. Гены, 

вовлеченные в канцерогенез плоскоклеточного РЛ, изучены в меньшей степени, наибольшее клиническое значение может иметь 

активация генов FGFR1, PI3K, DDR2, SOX. Число потенциальных мишеней для терапии постоянно растет в связи с развитием 

технологий, что открывает новые механизмы канцерогенеза. В будущем изучение молекулярно-генетических маркеров позво-

лит проводить эффективную индивидуализированную терапию пациентов с различными типами РЛ.

Ключевые слова: немелкоклеточный рак легкого, молекулярно-генетические маркеры

MOLECULAR GENETIC MARKERS OF NON-SMALL CELL LUNG CANCER
N.N. Mazurenko, N.E. Kushlinskii

N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Kashirskoe shosse, 24, Moscow, Russian Federation, 115478

Lung cancer is one of the most common oncologic diseases in the world and the most frequent cause of the death from malignant 

neoplasms. Last decade’s studies revealed significant number of molecular events leading to the onset and development of non-small cell 

lung cancer (NSCLC). Molecular profiles of various NSCLC histological types in smokers and never smokers which include differential 

gene expression and mutational status were identified. In lung adenocarcinoma the activation of oncogenes EGFR, KRAS, BRAF, NRAS, 

HER2, C-MET, PI3K, MEK1 due to gene mutations as well as EML4-ALK, ROS1, and RET due to gene translocations is of most clinical 

importance. Alterations in these genes are considered to be drivers triggering carcinogenesis, and mutation in the even one of them was found 

in 60% of the tumors. Protein products of these genes are more often the targets for the individualized targeted therapy. EGFR is the most 

important marker of lung adenocarcinoma, but the frequency of EGFR mutations varies depending on the ethnicity, smoking status and 

gender of the patient. Low molecular tyrosine kinase inhibitors specific for EGFR (erlotinib, gefitinib, afatinib) and EML4-ALK, c–MET, 

ROS1 (crisotinib) are the most often drugs of choice in patients with corresponding genes’ mutations. Genes involved in carcinogenesis in 

squamous cell lung cancer are less studied, and the activation of FGFR1, PI3K, DDR2, SOX genes may be of the most clinical value. The 

number of potential therapeutic targets increases constantly with the development of new technologies that discloses new mechanisms of 

carcinogenesis. In the future the study of molecular genetic markers should allow to perform the effective individualized therapy for patients 

with various types of lung cancer.

Key words: non-small cell lung cancer, molecular genetic markers
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генетическим характеристикам, что получило от-
ражение в различных вариантах лекарственной 
терапии [15]. 

Известно, что 85% случаев РЛ вызываются кан-
церогенами табачного дыма, при этом в США 50% 
новых случаев возникают у бывших курильщиков 
[56]. Наиболее распространенная форма РЛ у куриль-
щиков – плоскоклеточный рак. Среди пациентов с 
мелкоклеточным РЛ также 90% – курильщики. РЛ 
у некурящих составляет 25% всех случаев РЛ в мире 
(10–15% в западных странах) и занимает 7-е место 
среди причин смерти от онкологических заболева-
ний. Этиология, гистология и локализация РЛ разли-
чаются у курящих и некурящих пациентов [14, 19, 56]. 
Различается и спектр мутаций в опухолях у никогда 
не куривших и курильщиков [84].

В последние десятилетия в мире отмечается тен-
денция к росту частоты аденокарциномы легкого; 
в некоторых странах она становится наиболее рас-
пространенным гистологическим типом. Особенно 
часто аденокарцинома легкого встречается среди 
некурящих и женщин. Число некурящих пациентов 
с НМРЛ варьирует в разных странах. Так, в Юго-
Восточной Азии среди больных женщин никогда не 
курили 50%, тогда как в Европе среди больных муж-
чин некурящих только 2–6% [14]. 

В России традиционно лидирует плоскоклеточ-
ный РЛ, что связано с курением крепкого табака и 
папирос без фильтра. В последнее время наблюдает-
ся снижение заболеваемости плоскоклеточным РЛ 
в связи с переходом на сигареты с фильтром и низ-
ким содержанием никотина. Однако растет заболе-
ваемость аденокарциномой легкого, особенно среди 
женщин. За последние 5 лет смертность от РЛ у муж-
чин снизилась на 13%, а у женщин осталась на преж-
нем уровне [1].

В связи с тем, что >70% случаев НМРЛ выяв-
ляется в поздних стадиях заболевания и больные 
неоперабельны, лечение чаще сводится к химио-
терапии. Проведение цитотоксической химиотера-
пии препаратами на основе производных платины, 
созданными в 1980–1990 гг., повысило 5-летнюю 
выживаемость больных РЛ до 10–15%. Однако объ-
ективный ответ наблюдается у 30–40% пациентов и 
медиана выживаемости составляет примерно 1 год 
при IIIB или IV стадии заболевания [8]. В связи с 
этим крайне актуальным остается создание более 
эффективных препаратов для лечения РЛ с исполь-
зованием последних достижений молекулярной 
биологии.

С 2003 г. разрабатываются и внедряются противо-
опухолевые препараты, направленные на торможе-
ние ключевых сигнальных путей в опухолевой клетке 
[4, 5, 90]. Наиболее успешно развивается таргетная 
терапия, мишенью которой являются биомаркеры 
(62%) и рецепторы (31%) [21]. Эти новые, более эф-
фективные cхемы и режимы терапии НМРЛ направ-
лены на максимальную индивидуализацию лечения 
пациентов [51].

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ 
НАРУШЕНИЯ ПРИ РЛ
Исследования последнего десятилетия на генети-

ческом, транскрипционном, трансляционном и эпи-
генетическом уровнях выявили значительное число 
молекулярных событий, приводящих к возникнове-
нию и развитию рака. Идентифицированы молеку-
лярные профили в различных гистологических типах 
РЛ у курильщиков и никогда не куривших людей, 
которые включают дифференциальную экспрессию 
генов и их мутантный статус.

Изучение геномной нестабильности показало, 
что наиболее часто при РЛ происходят амплифика-
ция хромосомных локусов 1q31, 3q25–27, 5p13–14, 
8q23–24, 12q14, 14q13.3, 19q 12 и потеря локусов 3p21, 
4q, 8p22, 9p21–22, 13q22, 17p12, 18q [8, 89]. Выявлены 
различия в хромосомных нарушениях при аденокар-
циноме легкого у западноевропейских и восточноа-
зиатских больных [52], а также у пациентов с различ-
ным мутантным статусом EGFR [89].

Полноэкзомное секвенирование пациентов с 
НМРЛ позволило выявить 26 генов с высокой часто-
той мутаций, среди которых онкогены EGFR, KRAS, 
гены семейства Eph, ERBB4, KDR, FGFR4, NTRK и 
гены-супрессоры TP53, STK11, NF1, RB1, ATM, APC 
[17]. В 12% случаев аденокарциномы легкого ампли-
фицирован локус 14q13.3, в котором находится ген 
NKX2-1 или TTF1, кодирующий тиреоидный транс-
крипционный фактор TTF1, вовлеченный в диффе-
ренцировку РЛ и используемый для иммунодиагно-
стики. 

При полногеномном секвенировании ДНК 17 
пациентов преимущественно с аденокарциномой 
легкого выявлено 3726 точечных мутаций и >90 ин-
серций или делеций. Выделено 54 гена с высокой ча-
стотой мутаций. Помимо указанных, идентифициро-
ваны нарушения в новых для РЛ генах: DACH1, CFTR, 
RELN, ABCB5, HGF. Для каждого пациента найдено 
в среднем 11 из 54 потенциальных мишеней таргет-
ной терапии. Среди них тирозинкиназы (JAK, BRAF, 
PIK3CG, IGF1R, MET, RET и FGFR1), белки тепло-
вого шока, гистон деацетилазы (HDAC1, HDAC2, 
HDAC6, HDAC9) и др. [27].

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ 
МАРКЕРЫ АДЕНОКАРЦИНОМЫ ЛЕГКОГО
Среди множества генетических и хромосомных 

нарушений при аденокарциноме легкого наибольшее 
клиническое значение имеет активация онкогенов 
EGFR, KRAS, BRAF, NRAS, HER2, C-MET, PI3K, MEK1 
за счет мутаций и генов EML4-ALK, ROS1, RET за счет 
транслокаций (реаранжировок) (см. таблицу). Нару-
шения в этих генах рассматриваются как драйверные, 
запускающие канцерогенез; мутация хотя бы в одном 
из них найдена в 60% опухолей. Именно эти гены 
чаще всего являются мишенью для индивидуализи-
рованной таргетной терапии РЛ. Более 90% мутаций 
в указанных генах являются взаимоисключающими, 
кроме генов C-MET и PIK3CA [44, 48].
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EGFR (EGFR1, erbB1) – рецептор эпидермаль-
ного фактора роста, после связывания с лигандами 
(EGF, TGF-α, амфирегулин, эпирегулин и др.) фор-
мирует гомо- или гетеродимеры с другими членами 
суперсемейства трансмембранных рецепторов ти-
розинкиназ EGFR [23, 46], что приводит к транс-
активации и аутофосфорилированию по тирозину 
EGFR и к стимуляции внутриклеточных сигналь-
ных каскадов: RAS/MAPK, PI3K/AKT и JAK/STAT, 
а также к активации PLC (фосфолипазы С) и SRC/
FAK [48, 49, 91, 98]. Установлено, что для мутантных 
рецепторов предпочтительнее образование димеров 
с немутантными молекулами EGFR, которые всегда 
присутствуют в опухолевой клетке. Это не требует 
сложных конформационных изменений для соз-
дания донорно-акцепторного взаимодействия при 
аутофосфорилировании рецептора. Сигнальные 
пути, опосредованные семейством EGFR, важны 
для регулирования многих метаболических и физи-
ологических процессов и активированы во многих 
эпителиальных опухолях за счет мутаций, гиперэк-
спрессии рецепторов, гиперактивности лигандов 
или кофакторов [60.

Гиперэкспрессия EGFR отмечается в 30–80% 
случаев НМРЛ, чаще – при плоскоклеточном РЛ, и 

наступает в результате амплификации гена (до 60% 
случаев) либо эпигенетических изменений. Клини-
ческое значение гиперэкспрессии EGFR трудно оце-
нить, так как в 50% случаев РЛ амплификация совпа-
дает с мутацией гена EGFR [23, 83].

Таргетный препарат цетуксимаб – рекомбинант-
ное химерное моноклональное антитело, обладает 
высокой специфичностью к внеклеточному домену 
EGFR и конкурирует с лигандами за связывание с 
рецептором. Цетуксимаб продемонстрировал эф-
фективность в клинических исследованиях в соче-
тании со стандартной платиносодержащей химио-
терапией для лечения НМРЛ при гиперэкспрессии 
EGFR [69].

В опухолях легкого выявлено >800 соматиче-
ских мутаций в гене EGFR, наиболее важными из 
которых являются делеции либо точечные замены 
аминокислот в тирозинкиназном домене белка [26, 
28, 49]. Мутации EGFR являются ранним событием 
в канцерогенезе и не связаны со стадией болезни и 
прогрессированием РЛ. В 95% случаев РЛ с мутаци-
ей EGFR является аденокарциномой, мутации EGFR 
также встречаются при крупноклеточном и (реже) 
при плоскоклеточном (1,5%) РЛ. Мутации EGFR вы-
являют в определенных субтипах аденокарциномы: 

ОСНОВНЫЕ ГЕНЕТИЧЕСКИЕ МАРКЕРЫ НМРЛ

Ген Генетическое 
нарушение

Локализация 
гена

Аденокарцинома, 
%

Плоскоклеточный 
рак, % Источник

EGFR Мутации 7p12 10–30 <5 [26, 28, 49]

EGFR Амплификация 7p12 [26]

HER2 Гиперэкспрессия 17q11.2-q12, 17q21 5–9 3–5 [13, 79]

HER2 Мутация 17q11.2-q12, 17q21 2 1 [79]

MET Амплификация 7q31.1 3–21 3–21 [39]

MET Мутация 7q31.1 2 1 [26]

EML4-ALK Транслокация 2p21, 2p23 2–7 1 [41, 47, 84]

ROS1 –//– 6q 2 [74]

RET –//– 10q12.1 1–2 [42]

KRAS Мутация 12p12.1 21 6 [43, 48, 101]

BRAF –//– 7p34 1–3 2 [64, 99]

PI3KCA Амплификация 3q26.3 6 33 [94]

PI3KCA Мутация 3q26.3 3 3 [55]

PTEN –//– 10q23.3 2 10 [37]

PTEN Потеря 10q23.3 8–20 8–20 [13]

AKT1 Мутация 14q32.32 Очень редко 1 [32, 55]

FGFR1 Амплификация 8p12 11 25 [32, 88]

SOX2 –//– 3q26.3-q27 Очень редко 23 [33]

EphA2 Мутация 1p36 0 7 [22]

LKB1 –//– 19p13.3 23 5 [36]

DDR2 –//– 1q23.3 1 4 [3]
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в аденокарциноме с бронхиолоальвеолярным ком-
понентом, микропапиллярной, солидноклеточной, 
в карциноме in situ, но редко – в муцинозной аде-
нокарциноме легкого [26]. У пациентов с аденокар-
циномой находят и герминальные мутации EGFR, 
которые могут быть причиной семейной аденокар-
циномы легкого [10, 62].

Многочисленные исследования показали, что ча-
стота мутаций EGFR варьирует в зависимости от расо-
вой принадлежности, статуса курения, пола пациен-
та. Мутации EGFR обнаруживают в 30% случаев РЛ в 
Юго-Восточной Азии и в 10% – у западноевропейцев 
[101]. Наиболее часто мутации EGFR встречаются в 
аденокарциноме у некурящих – они достигают 35% в 
западных странах [73] и 56–76% – у некурящих жен-
щин в Юго-Восточной Азии [99, 101]. 

При изучении возможного участия гормонов в 
возникновении РЛ у женщин показано, что рецеп-
торы эстрогенов (ER) чаще экспрессируются в опу-
холи больных РЛ, чем в окружающей неизмененной 
ткани, при этом у некурящих женщин c определен-
ным типом аденокарциномы экспрессируется ERβ, 
но не ERα [2]. Такие опухоли обычно содержат му-
тации EGFR и характеризуются лучшим ответом на 
лечение.

Однако частота мутаций EGFR определяется не 
столько полом пациентов, сколько зависит от этни-
ческой принадлежности и статуса курения. В связи 
с этим активно изучают генетические особенности 
популяции. В частности, в интроне 1 гена EGFR со-
держатся динуклеотидные CA-повторы, число кото-
рых коррелирует с транскрипционной активностью 
гена EGFR и значительно больше у пациентов из 
Восточной Азии, чем у европеоидов и афроамери-
канцев [101].

Одним из классов таргетных препаратов, по-
давляющих активность рецептора EGFR, являются 
низкомолекулярные обратимые ингибиторы тиро-
зинкиназ (ТКИ), блокирующие аденозинтрифосфат 
(АТФ)-связывающий домен EGFR и тем самым инги-
бирующие передачу сигнала от этого рецептора [90]. 
Ингибиторы EGFR – гефитиниб и эрлотиниб одо-
брены в 2003–2004 гг. как препараты 2-й и 3-й линий 
для лечения больных диссеминированным НМРЛ, 
прогрессирующим после химиотерапии препаратами 
платины. Ответ на лечение наблюдался только у 10% 
больных РЛ [10] с соматическими мутациями в тиро-
зинкиназном домене EGFR [53, 63, 66].

В последующем результаты рандомизированных 
международных клинических исследований по-
казали значительное преимущество гефитиниба и 
эрлотиниба по сравнению с комбинированной хи-
миотерапией препаратами платины в качестве 1-й 
линии лечения больных аденокарциномой легкого 
с IIIB и IV стадиями заболевания при наличии му-
тации EGFR [93]. Эффект наблюдается независимо 
от линии терапии, хорошие результаты отмечены и 
у пациентов, не получавших химиотерапию, и после 
приобретения резистентности к цитостатическим 

препаратам. Так, эффективность лечения ТКИ у 
больных с мутациями EGFR значительно выше, чем 
с диким типом, как при 1-й (70,0% против 33,2%) 
[25], так и при 2-й линии терапии (47,4% против 
28,5%) [68]. Применение гефитиниба и эрлотини-
ба позволило увеличить общую продолжительность 
жизни пациентов с метастатическим НМРЛ более 
чем вдвое (с 5–17 до 13–23 мес); в большинстве ис-
следований медиана этого показателя приближает-
ся к 2,5 годам [93]. В апреле 2011 г. ASCO разработа-
но положение о возможном назначении таргетной 
терапии ТКИ в качестве 1-й линии лечения только 
пациентам с установленным диагнозом при поло-
жительном тесте на мутации EGFR [40]. Таким об-
разом, мутации EGFR являются предсказательным 
маркером терапии НМРЛ ТКИ; тестирование мута-
ций – обязательное условие индивидуализирован-
ной терапии.

Лучший клинический ответ на ТКИ наблюда-
ли при наличии в опухоли «классической мутации» 
EGFR [98]: делеции в экзоне 19, включающие кодо-
ны E747–A750 (аминокислоты 747LREA750), и точ-
ковые мутации L858R (реже L861R) в экзоне 21, на 
которые примерно в равных долях приходится 90% 
всех нарушений структуры тирозинкиназного доме-
на EGFR [26, 43, 75]. Эффективность терапии ТКИ 
выше у пациентов с делецией в экзоне 19 (63–75%), 
чем с заменой в 21 (50–63%), что связано с различ-
ным ингибированием сигнальных путей [66, 101]. 
EGFR с классическими мутациями активны более 
длительное время, чем рецептор дикого типа, и пред-
почтительнее активируют PI3K/AKT и STAT3/STAT5 
сигнальные пути, чем RAS/MAPK-каскад [48].

Редкие (минорные) мутации составляют 10% 
всех мутаций EGFR. В 1% аденокарцином с мутаци-
ей EGFR присутствуют инсерции в экзоне 19 EGFR 
[34], которые также обеспечивают чувствительность 
к ТКИ [31, 43, 99]. Помимо них, в экзоне 19 имеются 
делеции non-ELREA и точковые замены, при кото-
рых пациенты не отвечают на терапию ТКИ.

К минорным относят мутации в экзоне 18 G719A/
С/D/S, которые составляют 3% мутаций гена EGFR 
(ответ на терапию ТКИ наблюдали в 53% случаев). 
Пациенты с мутациями кодона E709 в экзоне 18 
устойчивы к гефитинибу [92].

Мутации в экзоне 20 гена EGFR (инсерции и 
миссенс-мутации T790M, S768I и др.) составляют до 
10% всех мутаций EGFR в НМРЛ и вызывают устой-
чивость к ТКИ. Инсерции 3–12 нуклеотидов в экзо-
не 20 встречаются в первичных опухолях чаще, чем 
миссенс-мутации T790M. Мутацию T790M редко 
обнаруживают у пациентов до терапии ТКИ (2%), 
но она выявляется у 50% больных с приобретенной 
резистентностью к ТКИ [26, 72]. У ряда пациентов 
мутации в экзонах 19, 21 и T790M присутствуют од-
новременно в первичных опухолях, резистентных к 
ТКИ [39]. Потерю чувствительности к ТКИ EGFR 
связывают с тем, что появление мутации T790M вы-
зывает активацию PI3K-сигнального пути [20].
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У 20% больных НМРЛ вторичная резистентность к 
ТКИ связана с мутациями в гене с-MET, амплифика-
цией HER2, появлением мутаций и активацией PI3K/
AKT-каскада, VEGFR и IGF1R-сигнальных путей, а 
также с эпителиально-мезенхимальным переходом. 
С-MET также активирует PI3K/AKT. Важно, что ин-
гибирование MET восстанавливает чувствительность 
EGFR к ТКИ.

Многочисленные ТКИ EGFR 2-го поколения 
создаются с целью преодоления первичной и вто-
ричной резистентности к терапии [90, 95]. Препарат 
афатиниб ингибирует белки семейства EGFR, HER2/
ErbB2Неr2 и ErbB4. Афатиниб предложен для 1-й 
линии терапии РЛ с мутациями EGFR, а также как 
2-я или 3-я линии терапии для пациентов с приобре-
тенной резистентностью к эрлотинибу или гефити-
нибу [76]. Сорафениб – ТКИ-эффективный против 
VEGFR, KIT, PDGFR, увеличивал период до про-
грессирования НМРЛ у пациентов с диким типом 
EGFR. Устойчивость к сорафенибу связана с повы-
шенной экспрессий FGFR1, NF-κB и гипоксией [6]. 
Из новых препаратов наиболее перспективны дако-
митиниб и CO-1686.

HER2. Ген HER2 кодирует рецептор, который не 
взаимодействует с лигандом, а активируется при об-
разовании гетеродимеров с другими членами семей-
ства EGFR. Гиперэкспрессия HER2 отмечена в 20% 
случаев РЛ, тогда как амплификация – в 2% [77]. 
Мутации выявлены в 1,6–4% случаев НМРЛ и пред-
ставляют собой инсерции в экзоне 20 гена HER2 [79]. 
Мутации вызывают устойчивость EGFR к ТКИ, ко-
торая преодолевается при лечении афатинибом, ин-
гибирующим EGFR и HER2 [13].

С-MET. Ген c-MET кодирует рецептор для фак-
тора роста гепатоцитов, который при связывании с 
лигандом активирует MAPK, PI3K-AKT или STAT-
сигнальные пути. Амплификация c-MET встречает-
ся в 3–7% случаев НМРЛ, причем у 20% пациентов 
появляется резистентность к гефитинибу. Экспрес-
сия MET иммуногистохимически выявляется в 52% 
случаев плоскоклеточного РЛ и имеет прогности-
ческое значение. Мутации c-MET обнаруживают у 
2–5% больных НМРЛ. Мутации встречаются в экзо-
нах 2, 13, 14, 18 c-MET, чаще кодирующих примем-
бранный (экзон 13) и киназный (экзон 18) домены 
рецептора [39].

При РЛ выявлена герминальная мутация c-MET 
N375S, которая чаще встречается у выходцев из Азии 
(13%), чем у европеоидов, и не обнаружена у афро-
американских пациентов. Чаще мутация выявляется 
у курящих мужчин при плоскоклеточном раке, чем 
при аденокарциноме или крупноклеточном раке. Эта 
мутация обеспечивает устойчивость к ингибиторам 
MET [45].

Ряд ТКИ с-MET – таких, как кризотиниб (ин-
гибирует с-MET и ALK), кабозантиниб (ингибирует 
с-MET и VEGFR2), тивантиниб и моноклональные 
антитела MetMab – успешно прошли клинические 
испытания. Их использование в комбинации с эрло-

тинибом дает лучшие результаты, чем только эрло-
тиниб. Применение сочетания кризотиниба и афа-
тиниба для блокирования мутантного EGFR и MET 
позволяет надеяться на позитивные результаты по 
преодолению устойчивости EGFR к ТКИ [59].

ALK. Ген ALK кодирует анапластическую лим-
фомную киназу – трансмембранный тирозинки-
назный рецептор, который в норме экспрессируется 
только в тонкой кишке, головном мозге и гонадах, 
но не в ткани легких. В 2007 г. при НМРЛ обнаружен 
слитный белок EML4-ALK, образующийся в резуль-
тате внутрихромосомной перестройки на коротком 
плече хромосомы 2 (2p21-2p23), где расположе-
ны гены EML4 и ALK [81]. Известно 13 вариантов 
белка EML4-ALK, которые включают различные 
по длине участки белка EML4 (экзоны 1–13) и вну-
триклеточный тирозинкиназный домен рецептора 
ALK (экзоны 20–29 гена ALK). В результате образу-
ются димерные формы слитного белка EML4-ALK с 
очень высокой киназной активностью, которые об-
наруживаются в цитоплазме опухолевой клетки. Для 
пациентов со слитным геном EML4-ALK характер-
ны определенные клинические и гистологические 
особенности: это более молодые больные (моложе 
55 лет), чаще мужчины, некурящие пациенты с аде-
нокарциномой легкого, преимущественно солидной 
или ацинарной структуры, содержащей в 75% случа-
ев перстневидные клетки [47].

Частота транслокаций EML4-ALK в НМРЛ со-
ставляет 2–7%. Подсчитано, что в мире ежегодно 
эта транслокация встречается более чем у 60 тыс. из 
1,4 млн заболевших НМРЛ. Обычно эти аденокар-
циномы содержат EGFR и KRAS дикого типа, одна-
ко бывают исключения [84]. Частота перестроек у 
некурящих больных с НМРЛ составляет 13–20%, 
однако у более молодых некурящих пациентов при 
отсутствии мутаций EGFR частота EML4-ALK воз-
растает с 19 до 31% [41].

Слитные EML4-ALK-киназы при РЛ не уникаль-
ны: в <1% аденокарцином выявлены слитные ALK-
киназы KIF5B-ALK, TGF-ALK [63] и KLC1-ALK [87].

Тирозинкиназный ингибитор с-MET кризоти-
ниб оказался высокоэффективным ингибитором 
EML4-ALK [47] и в 2011 г. утвержден Управлением 
по контролю за качеством пищевых продуктов и ле-
карственных средств США (FDA) для лечения НМРЛ 
с транслокацией ALK. При сравнении кризотиниба 
с химиотерапией (пеметрекседом или доцетаксе-
лом) период до прогрессирования увеличивается с 3 
до 7,7 мес, а эффект терапии значительно повыша-
ется [78]. Общая выживаемость пациентов с НМРЛ 
при лечении кризотинибом составляет 74% в течение 
1 года и 54% – в течение 2 лет.

Приобретенная устойчивость к кризотинибу воз-
никает в результате появления вторичных мутаций в 
ALK-киназном домене [11], либо вследствие мутаций 
EGFR, KRAS или увеличения числа копий гена EML4-
ALK (>4 копий гена на клетку в 40% клеток в опухоли) 
[18]. Поиски новых ингибиторов показали, что опу-
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холи с вторичными мутациям и ALK чувствительны к 
ингибиторам Hsp90 [12].

ROS1. Транслокация гена ROS1 присутствует в 
НМРЛ в 2% случаев в виде 3 вариантов слитных про-
дуктов ROS1-СD74, ROS1-SLC34A2 и ROS1-FIG. 
Пациенты с реаранжировкой ROS1 имеют характе-
ристики, схожие с таковыми при НМРЛ с мутациями 
EGFR или ALK; – это пациенты с аденокарциномой 
легкого, более молодого возраста, некурящие, чаще 
азиатского происхождения. Показана чувствитель-
ность аденокарциномы с реаранжировкой ROS1 к ле-
чению кризотинибом [74].

RЕT. Ген RET кодирует рецепторную тирозинки-
назу, которая активирована при папиллярном и ме-
дуллярном раке щитовидной железы. Активирующие 
реаранжировки RET обнаружены в 1–2% случаев 
аденокарциномы легкого и выявляются при слиянии 
экзонов 12–20 гена RET, кодирующих тирозинки-
назный домен, с геном KIF5B, который находится на 
расстоянии 10Mb на хромосоме 10 от RET и кодирует 
белок, участвующий в движении органелл [42]. По-
добно ALK и ROS1, реаранжировки RET находят у не-
курящих пациентов с аденокарциномой. При нали-
чии генов дикого типа EGFR, KRAS, ALK, HER2, BRAF 
или ROS1 реаранжировки KIF5B-RET были выявлены 
в 6,3% случаев. Известно несколько мультикиназных 
ингибиторов киназы RET, которые эффективны про-
тив KIF5B-RET in vitro [51].

НАРУШЕНИЯ 
RAS/BRAF/MEK1/2-СИГНАЛЬНОГО ПУТИ
RAS. При РЛ независимо от мутантного статуса 

EGFR часто происходит активация RAS/MAPK-пути 
за счет мутации гена KRAS. 90% мутаций KRAS затра-
гивают экзон 2 (кодоны G12 и G13), менее распро-
странены мутации в экзоне 3 (Q61). Мутации KRAS 
чаще встречаются в аденокарциноме у европеоидов 
(15–35%), чем у пациентов из Восточной Азии (0–
17%) и редко – при плоскоклеточном РЛ [43, 48, 101]. 
Мутации KRAS превалируют у мужчин и курящих па-
циентов (26%), чем у некурящих (6%), что связано с 
экспозицией к табачному дыму и развитием хромо-
сомной нестабильности [62, 84].

Мутации KRAS являются маркером негативного 
прогноза при различных онкологических заболева-
ниях, но прогностическое значение мутации KRAS 
при РЛ неясно [50]. Некоторые авторы считают му-
тации KRAS независимым неблагоприятным про-
гностическим фактором (р=0,008) при НМРЛ [7]. 
Мутации KRAS ассоциированы с более коротким вы-
живанием (26 мес) после полной резекции аденокар-
циномы I–III стадии, чем мутации EGFR (46,7 мес; 
p=0,0271) [82].

Прогностическое значение мутации KRAS за-
висит от типа нуклеотидной замены. У некурящих 
пациентов чаще представлены транзиции G>A (за-
мена пурина на пурин в мутациях Gly12Asp или 
Gly13Asp), тогда как у курящих в 80% случаев вы-
являются трансверсии G>T/C (замена пурина на 

пиримидин в мутациях Gly12Cys и Gly12Val), что 
вызвано канцерогенами табачного дыма [70]. Общая 
выживаемость больных НМРЛ c трансверсиями в 
KRAS ниже, чем с транзициями. Мутантные молеку-
лы KRAS c различными заменами активируют раз-
ные сигнальные пути. KRAS дикого типа активиру-
ет MEK, а также AKT и RalA/B. Мутация Gly12Asp 
активирует PI3K и MEK-сигнальные пути, тогда как 
Gly12Cys – преимущественно RalA/B и не может ак-
тивировать PI3K [38].

Мутации KRAS не препятствуют действию инги-
биторов EGFR гефитиниба и эрлотиниба, но сни-
жают эффективность терапии. С другой стороны, 
поскольку мутации EGFR и KRAS взаимоисключа-
ющие, наличие мутации KRAS является маркером 
резистентности опухоли легкого к ТКИ [14, 43, 67]. 
Применение сорафениба, слабого ингибитора се-
ринтреониновых киназ RAF, для ингибирования 
KRAS-сигнального пути оказалось малоэффектив-
ным [70].

NRAS. Мутации NRAS выявляют при НМРЛ в 1% 
случаев, преимущественно в аденокарциноме (83%), 
чаще у когда-либо куривших пациентов (95%), не-
зависимо от пола. Трансверсии в NRAS встречают-
ся значительно реже, чем в KRAS. Наличие мутации 
NRAS предполагает потенциальную возможность 
таргетной терапии ингибиторами MEK (MAPK), 
находящегося ниже в цепи передачи митогенного 
сигнала [61].

BRAF. BRAF кодирует серинтреониновую ки-
назу и активирует MAPK-сигнальный каскад. Ак-
тивирующие мутации BRAF встречаются в 2,6–3% 
опухолей при НМРЛ, почти всегда – в аденокарци-
номе с диким типом EGFR и KRAS, чаще в опухолях 
у пожилых пациентов [35]. Мутации локализуются 
в экзонах 15 и 11 гена BRAF, причем мутация V600E 
чаще встречается у некурящих женщин, тогда как 
у курящих пациентов выявляются другие мутации 
BRAF [64]. Хотя для ингибирования BRAF c му-
тацией V600E при меланоме успешно применяют 
вемурофениб, сообщения о результатах лечения 
РЛ с мутацией BRAF ограничены [13]. В январе 
2014 г. FDA приняло решение о присвоении статуса 
принципиального нового лекарственного средства 
препарату дабрафениб после изучения результатов 
II фазы клинических испытаний у больных НМРЛ 
с мутацией BRAF V600E, прошедших курс химиоте-
рапии дабрафенибом.

MEK1 (MAP2K1) – серинтреониновая кина-
за, участвует в передаче сигнала от BRAF к ERK1и 
ERK2 в RAS/MAPK-сигнальном каскаде. Мутация 
K57N MEK1 обнаружена в 1% аденокарцином легко-
го с диким типом генов EGFR, KRAS, HER2, PIK3CA, 
BRAF. Мутация MEK ведет к постоянной активации 
ERK1 и ERK2 в культурах опухолевых клеток. По-
давление MEK1 существенно уменьшает ангиогенез 
[39]. MEK1 является регулятором фосфатазы PTEN 
и контролирует накопление PI3K и сигналинг АКТ. 
Ингибирование MEK1 подавляет связывание PTEN с 
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мембраной и его функционирование и таким образом 
стабилизирует активацию AKT [102]. 

МEK1 – очень перспективная модель для тар-
гетной терапии [24]. Создано несколько ингиби-
торов MEK1: препараты траметиниб и селумети-
ниб прошли клинические испытания для терапии 
новообразований с активацией NRAS (меланомы) 
или MEK1. Малый тирозинкиназный ингибитор 
AZD6244, исследуется в клинических испытаниях, 
препарат MEK162 также предлагается для лечения 
метастатической меланомы с мутацией NRAS. Воз-
можно применение ингибиторов MEK (при отсут-
ствии эффекта) в сочетании с другими ингибитора-
ми, например ALK [48].

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ 
МАРКЕРЫ ПЛОСКОКЛЕТОЧНОГО РЛ
Изучение фосфорилирования по тирозину выя-

вило многочисленные нарушения и активацию раз-
личных сигнальных путей при плоскоклеточном РЛ 
[71]. Однако о молекулярно-генетических маркерах 
плоскоклеточного РЛ, которые могут являться ми-
шенью таргетной терапии, известно гораздо меньше, 
чем о маркерах аденокарциномы легкого.

При плоскоклеточном раке амплицированы гены 
EGFR, EGFR3, FGFR1, PI3KCA, SOX2, редко ампли-
фицированы PDGFRA/KIT и BRF2. Для плоскокле-
точного РЛ характерны мутации в генах TP53, DDR2, 
ErhA2, NFE2L2, KEAP1, BAI3, FBXW7, GRM8, MUC16, 
RUNX1T1, STK11 и ERBB4. Изменения хотя бы в 1 из 
3 генов в PI3K/AKT-пути (PIK3CA, PTEN или AKT3) 
найдены в 47% случаев плоскоклеточного рака. Из-
менения в передаче сигнала от рецепторов, включая 
амплификацию EGFR, мутации BRAF и амплифика-
цию либо мутацию FGFR, выявляют в 26% случаев 
плоскоклеточного РЛ [9].

Амплификация гена EGFR и гиперэкспрессия 
EGFR при плоскоклеточном раке выше (82%), чем 
при аденокарциноме легкого (44%). Однако мутации 
EGFR при плоскоклеточном раке встречаются редко 
(1,5%), обычно они не типичны для аденокарциномы 
легкого, например L861G [9]. В то же время мутации 
EGFR, KRAS, BRAF, HER2 и ALK выявляют в плоско-
клеточном раке с минорным железистым компонен-
том [65].

НАРУШЕНИЯ PI3K/AKT/MTOR-
СИГНАЛЬНОГО ПУТИ
PIK3CA. PI3K/AKT/mTOR-путь участвует в пере-

даче сигнала от рецепторных тирозинкиназ EGFR, 
HER2, IGFIR, VEGFR, KIT, PDGFR и вовлечен в 
регуляцию пролиферации, выживания, адгезии и 
подвижности клеток [97]. Активация PI3K/AKT/
mTOR-сигнального пути происходит при мутации 
либо амплификации гена PIK3CA (кодирует катали-
тическую субъединицу p110α PI3K), активации AKT 
или потере функции PTEN. Мутации PIK3CA воз-
можны одновременно с мутациями EGFR или генов 
RAS/MAPK-пути.

PI3K/AKT/mTOR-сигнальный путь активиро-
ван в 50–70% случаев НМРЛ и при мелкоклеточном 
РЛ [94]. Амплификация и мутации гена PIK3CA ве-
дут к усилению киназной активности PIK3CA и сиг-
налинга PI3K/AKT. Ген PIK3CA амплифицирован 
преимущественно при плоскоклеточном РЛ (43%) 
[55]. Частота мутаций PIK3CA при РЛ составляет 
3%, их находят в 1,5% случаев аденокарциномы и в 
6–9% – при плоскоклеточном РЛ. Мутации локали-
зованы в экзонах 9 и 20 PIK3CA, кодирующих соот-
ветственно спиральный и киназный домены белка. 
Активация сигнального пути PI3K/AKT вследствие 
мутации PIK3CA в культуре клеток РЛ с мутацией 
EGFR cнимает эффект апоптоза, вызванный гефи-
тинибом [20]. Мутации PIK3CA обнаруживают в 5% 
опухолей с приобретенной устойчивостью EGFR к 
ТКИ. Большое число ингибиторов PI3K проходят 
клинические испытания при РЛ: BKM120, BYL719, 
AZD5363, SAR256212 и SAR245409 [55]. Создаются 
также двойные ингибиторы PI3K и mTOR – PI-103 и 
VS-5584, при этом лучший ответ отмечен в опухолях 
с мутацией PIK3CA [30].

PTEN. Ген PTEN кодирует фосфатазу, которая де-
фосфорилирует PIP3 и тем самым негативно регули-
рует PI3K/AKT, вызывая опухолевую супрессию. Му-
тация R233 в 7 экзоне PTEN приводит к стоп-кодону 
и нарушению трансляции, что обусловливает актива-
цию PI3K/AKT/mTOR и выживание клеток. Сниже-
ние экспрессии белка PTEN иммуногистохимически 
определяют в 75% случаев НМРЛ [13]. Известно, что 
в опухолях происходят и эпигенетические наруше-
ния экспрессии PTEN. Мутации PTEN находят в 
4–8% случаев НМРЛ, чаще при плоскоклеточном РЛ 
(10%), чем при аденокарциноме (1,7–7%) [37]. Мута-
ции встречаются одновременно с мутациями в EGFR, 
c-MET и LKB1, но не KRAS, BRAF и PI3K [3]. Потеря 
PTEN может вызвать устойчивость к эрлотинибу при 
РЛ с мутацией EGFR, но, с другой стороны, потеря 
PTEN повышает чувствительность к ингибиторам 
PI3K/AKT и mTOR вследствие усиления активности 
киназы S6 [55].

AKT. Протоонкоген AKT, гомолог онкогена 
v-AKT вируса мышиной тимомы, кодирует класс се-
ринтреониновых киназ, которые участвуют в пере-
даче сигнала от PI3K к mTOR и вовлечены в процес-
сы пролиферации, ангиогенеза и выживания клеток. 
Мутация E17K вызывает постоянную активацию 
AKT1, мутации AKT1 чаще находят при мелкокле-
точном РЛ и только в 0,5–2% случаев НМРЛ [32, 
55]. Экспрессия фосфорилированного AKT явля-
ется прогностическим маркером на ранних стадиях 
НМРЛ [96].

LKB1 (STK11). Мутации LKB1 часто выявля-
ют при НМРЛ. В норме LKB1-киназа активирует 
AMPK (5' AMФ-активированную протеинкиназу), 
и потеря функции LKB1 вследствие мутации (то-
чечные замены или делеции) ведет к подавлению 
AMPK и активации mTOR. Поэтому LKB1 считают 
геном-супрессором. Нарушения LKB1 проявляются 
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на ранних стадиях канцерогенеза, низкий уровень 
LKB1 белка обнаруживают при предраковых диспла-
стических поражениях легкого. Мутации LKB1 вы-
являют в 34% случаев аденокарциномы и 19% – при 
плоскоклеточном РЛ. Мутации LKB1 чаще встре-
чаются у европеоидов, чем у пациентов из Восточ-
ной Азии [36]. Инактивация LKB1 и мутация KRAS 
усиливают рост опухоли и метастазирование в экс-
периментах in vitro. В культурах клеток с мутантным 
LKB1 повышена активность IGFR1, а инактивация 
mTOR-пути усиливает IGFR1-сигналинг. В связи с 
этим ингибирование IGFR1 может быть мишенью в 
LKB1-мутантных опухолях [55].

FGFR1. Ген FGFR1 кодирует рецептор фактора 
роста фибробластов, который входит в семейство ре-
цепторных тирозинкиназ FGFR. Активация FGFR 
влияет на рост, выживание, миграцию и ангиогенез 
клеток. Ген FGFR1 амплифицирован в 3–11% случаев 
аденокарцином, в 20–24% случаев плоскоклеточно-
го и 25% – крупноклеточного РЛ [32, 88]. Мутации 
FGFR1 встречаются редко, в основном у курильщи-
ков [3]. FGFR1 является фактором прогноза для па-
циентов с плоскоклеточным и крупноклеточным РЛ: 
у пациентов с гиперэкспрессией FGFR1 отмечена 
тенденция к лучшей выживаемости и значительно 
уменьшен риск смерти (p=0,02) [88]. В 40% случаев РЛ 
с амплификацией FGFR1 наблюдается повышенная 
экспрессия MYC; такие опухоли лучше отвечают на 
терапию ТКИ [54]. Мультитаргетные пан-FGFR ТКИ 
эффективны против FGFR1, среди них – пoнатиниб, 
ниндетаниб, бриваниб, довитиниб, PD173074, NVP-
BGJ398 и др. [17, 55].

SOX2. SOX2-белок (SRY-box 2) – транскрипци-
онный фактор, регулятор нормальных стволовых 
клеток, играет важную роль в развитии эпителия 
легких, участвует в передаче сигнала SOX/TP63/
NOTCH. SOX2 амплифицирован в 20% случаев пло-
скоклеточного РЛ независимо от уровня диффе-
ренцировки [33]. Иммуногистохимически гиперэк-
спрессия SOX2 выявляется при плоскоклеточном 
раке (91%), аденокарциноме (21%) и нейроэндо-
кринных опухолях (72%). Однако активации SOX2 
недостаточно для трансформации; необходима ак-
тивация других «драйверных генов». В большинстве 
случаев плоскоклеточного рака наблюдали ассоциа-
цию экспрессии SOX2 и p63 [80]. Выключение SOX2 
путем РНК-интерференции подавляет пролифе-
рацию клеток более эффективно, чем выключение 
PI3KCA или p63. Разработка таргетных препаратов 
против SOX2 пока не проводится [55].

EphA. Ген EphA2 входит в семейство генов Eph 
(erythropoietin-producing hepatocellular), кодирую-
щих тирозинкиназные рецепторы эритропоэтина, 
которые важны в эмбриогенезе для развития сосудов 
и тканей. Гиперэкспрессия EphA2 в НМРЛ ассоции-
рована с клеточной подвижностью, инвазией, мета-
стазированием и ангиогенезом; она имеет прогности-
ческое значение: коррелирует с курением и худшим 
выживанием, метастазированием. Мутация EphA2 
(G391R) выявлена в 7% случаев плоскоклеточного 
рака (у 2 из 28 больных), но отсутствует в аденокар-
циноме или при крупноклеточном РЛ, вызывает ак-
тивацию mTOR [22]. Гиперэкспрессия EphA2 ведет к 
фосфорилированию SRC, контактина и каспазы p130 
и усиливает клеточную инвазию, что особенно вы-
ражено при мутации G391R. Мультитаргетный ТКИ 
дeсатиниб подавляет Bcr-Abl, KIT, SRC, эффективен 
против EphA2. Разрабатываются также новые, более 
специфичные препараты.

DDR2. Ген DDR2 кодирует тирозинкиназный 
рецептор, который связывает коллаген и вызыва-
ет миграцию клеток, пролиферацию и выживание. 
Передача сигнала от DDR2 включает SRC, STAT и 
МAPK-сигнальные пути. Мутации DDR2 выявля-
ют в 3,8% плоскоклеточного РЛ, миссенс-мутации 
локализуются в различных доменах DDR2. Наибо-
лее важна замена S768R в киназном домене; мута-
ции M117V в экзоне 6 и К680L в 11 экзоне выявле-
ны только у курильщиков с плоскоклеточным РЛ 
[3]. Ингибирование DDR2 десатинибом и РНК-
интерференцией подавляет пролиферацию клеток 
РЛ [29]. У пациентов с НМРЛ применяют моноте-
рапию десатинибом либо в комбинации с эрлотини-
бом [55]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изучение молекулярно-генетических нарушений 

при РЛ позволяет определить молекулярные марке-
ры, характерные для различных гистологических ти-
пов заболевания, и разработать новые молекулярно- 
нацеленные (таргетные) препараты, ингибирующие 
действие активированных онкогенов и сигнальных 
путей. Однако сегодня известны «драйверные гены» 
только для 50–60% случаев НМРЛ. Число потенци-
альных мишеней для терапии постоянно растет в 
связи с развитием технологий, что открывает новые 
механизмы канцерогенеза. Несомненно, все большее 
значение будет иметь индивидуализированная тера-
пия НМРЛ, при этом молекулярная диагностика ста-
новится основой выбора лечебной тактики. 
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ВВЕДЕНИЕ
Как известно, лейомиома – ЛМ (фибромиома) 

матки развивается у 15–40% женщин репродуктив-
ного возраста, являясь, таким образом, распростра-
ненным социально значимым заболеванием. В пост-
менопаузальном периоде эта доброкачественная 
опухоль обычно стабилизируется в объеме и часто 
претерпевает инволюцию, что также служит доказа-
тельством ее гормонозависимости [1]. 

Механизмы опухолевого роста миометрия до 
сих пор точно не установлены. Однако весьма убе-
дительна гипотеза о связи роста ЛМ с месячным эн-
докринным циклом. Общеизвестно, что в фоллику-
лярной фазе цикла возрастают уровень эстрогенов 
(Е) и гиперплазия эндометрия, а затем в лютеиновой 
фазе происходят выработка прогестерона (Pg) и со-
зревание яйцеклетки. Мелкие сосуды (спиральные 
артерии), питающие эндометрий и миометрий, чув-
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Представлен анализ биологических механизмов влияния функциональных генных вариантов на частоту возникновения и 

клиническое течение лейомиомы (ЛМ) и других гиперпластических заболеваний матки. На основании репрезентативных иссле-

дований по оценке частоты ряда функциональных аллельных вариантов при ЛМ, проведенных в различных этнических группах, 

осуществлен поиск наиболее значимых в патогенетическом плане генов, влияющих на частоту возникновения и клинические 

проявления данного социально значимого заболевания. При обследовании различных популяций изучены возможные модулирую-

щие эффекты полиморфных генов-регуляторов синтеза и деградации стероидных гормонов, рецепторов эстрогенов и андроге-

нов, генов цитокинов и матриксных металлопротеиназ в отношении риска развития ЛМ, темпа и фокальности роста. В целом 

функциональные варианты генов рецепторов эстрогенов, прогестерона, матриксных металлопротеиназ могут существенно 

влиять на риски развития ЛМ и характер ее течения. Однако клинические эффекты этих генов различаются для отдельных 

этнических групп, что ограничивает их предиктивную ценность. 
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The aim of our review article was to analyze different biological effects associated with functional allelic variants of certain genes 

upon the incidence and clinical course of uterine leiomyoma (UL) and some other hyperplastic uterine disorders. Based on a number of 

representative studies devoted to the assessment the frequency of a set of functional allelic variants in LM cases there was performed the 

search for the most sound in the pathogenetical view genes influencing on the prevalence and clinical manifestations of this socially significant 

disease. When studying different female populations, we have yielded data on possible modulating effects of polymorphic genes-regulators 

controlling synthesis and degradation of steroid hormones, and also estrogen, androgen and progesterone receptors, cytokine genes and 

matrix metalloproteinases upon the relative risk of the development of UL, its rate of the growth and focality. In general, functional variants 

of estrogen and progesterone receptor genes, as well as those of matrix metalloproteinases may sufficiently influence the risks of UL evolution 

and the character of its clinical course. However, clinical effects of these genes differ for various ethnic groups, thus limiting their general 

predictive value. 
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ствительны к Е и Pg. В начале менструации на фоне 
падения уровня стероидных гормонов возникает 
локальная ишемия обширных участков матки из-за 
сужения спиральных артерий и артериол, после чего 
происходят гибель и отслоение эндо- и миометрия 
с массивными кровотечениями. При этом в боль-
шом количестве выделяются факторы свертывания 
крови, что ведет к локальному тромбозу и снижает 
объем кровопотери. Одновременно в этих зонах про-
исходит выработка провоспалительных цитокинов 
и тканеспецифических факторов роста, что способ-
ствует скорой регенерации эндометрия [2]. Таким 
образом, в патофизиологическом плане этот процесс 
аналогичен посттравматической регенерации тканей. 
Указанные циклические события сопровождаются у 
многих женщин постепенной фокальной пролифе-
рацией миометрия (развитием ЛМ) и(или) эктопиче-
ским ростом эндометрия (аденомиозом).

По современным представлениям, каждый очаг 
роста ЛМ развивается из 1 клеточного клона. Об 
этом свидетельствуют данные [3], которые определя-
ли генетическую гетерогенность узлов миомы матки 
по набору 15 микросателлитных маркеров и пока-
зателям генетической инактивации Х-хромосомы в 
43 образцах опухолевых тканей, полученных от 14 
пациенток. Авторы доказали, что ЛМ образуется из 
единичной клетки-предшественника, но дочерние 
очаги роста в ткани матки развиваются независимо 
друг от друга. Утрата гетерозиготности по хромосоме 
7p22-15 может быть дополнительным фактором раз-
вития ЛМ. 

МЕХАНИЗМЫ ГИПЕРПЛАЗИИ ЭНДО-
И МИОМЕТРИЯ ПРИ МИОМЕ МАТКИ
Атрофия и последующая регенерация любой 

ткани, в том числе клеточных структур матки, со-
провождается перестройкой и ремоделированием ее 
соединительнотканных структур, а также ростом но-
вых сосудистых структур (неоангиогенез). Биологи-
ческий смысл перестройки внеклеточного матрикса 
состоит в пролиферации фибробластов и увеличе-
нии объема внеклеточного матрикса. По мере ре-
генерации происходит восстановление нормальных 
тканей. Тем не менее у многих женщин возникает 
избыточная регенерация тканей матки – фокаль-
ное разрастание гладкомышечных структур со зна-
чительной примесью соединительнотканных эле-
ментов и формированием очагов клонального роста 
миометрия. На фоне этого цикличного процесса с 
годами может развиться ЛМ матки. 

Таким образом, основными факторами развития 
ЛМ матки следует считать: 

1) гормоночувствительность тканей миометрия; 
2)  циклическое повреждение и ремоделирование 

эндо- и миометрия, 
3)  периодическое стимулирующее воздействие Е 

и факторов роста на рост миометрия; 
4)  клональность роста ЛМ, ведущего к формиро-

ванию очагов опухолевого роста.

Перечисленные этапы роста очагов ЛМ запуска-
ются под влиянием стероидных гормонов и осущест-
вляются при участии соответствующих рецепторных 
молекул. Так, общеизвестно, что эффекты Е, андро-
генов и Pg реализуются через специфические ядерные 
и цитоплазматические рецепторы (соответственно 
ER, AR и PgR). Показано, что в ткани ЛМ повыше-
на экспрессия мРНК генов-рецепторов эстрогенов 
и Pg [4]. Местная воспалительная реакция реали-
зуется при активации системы интерлейкинов (IL) 
и хемокинов. При ЛМ показаны активация генов, 
кодирующих эти белковые молекулы, и повышение 
их продукции, выявлено достоверное повышение 
уровня IL10, гранулоцитарно-макрофагальный фак-
тор роста (GMCSF), интерферона-γ (IFNγ) и фактора 
некроза опухоли-α (TNFα) у пациенток с длитель-
ным течением заболевания [5]. Отмечались также 
изменения в содержании у больных В-лимфоцитов, 
ассоциированные с увеличением количества миома-
тозных узлов [6].

Исследования экспрессии генов хемокинов по-
казали разнонаправленные изменения MIP-1, CCR3, 
CCR5, IL8 и эотаксина в ткани ЛМ по сравнению с 
окружающим миометрием [7]. Аналогичным обра-
зом достоверное повышение уровня мРНК MIP-1α, 
эотаксина-2 и снижение экспрессии мРНК CCR-3 
обнаружено в случаях полипоза, развивающегося на 
фоне гиперплазии эндометрия [8]. 

Кроме того, в ходе месячного цикла и при ЛМ 
отмечается локальная активация системы матрикс-
ных металлопротеиназ (ММР), что указывает на ак-
тивные процессы ремоделирования внеклеточного 
матрикса миометрия [9]. Наряду с этим некоторые 
авторы отметили повышенную продукцию факто-
ров роста эпителия и соединительной ткани (TGFβ, 
bFGF, EGF, инсулиноподобного фактора роста), что 
согласуется с мнением об активации соединительной 
ткани при ЛМ [10]. Каждый из перечисленных био-
логических процессов контролируется конкретными 
генами. Регуляция этих генов осуществляется как под 
влиянием патогенных воздействий на организм, так и 
с учетом наследственных характеристик генома дан-
ного пациента.

ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ГЕННЫЕ 
ПОЛИМОРФИЗМЫ КАК СРЕДСТВО АНАЛИЗА 
МЕХАНИЗМОВ ОПУХОЛЕВОГО РОСТА
Полиморфизм генов обычно выявляют при 

анализе генных последовательностей в различных 
группах населения (например, отдельных этниче-
ских группах). Генный полиморфизм – это откло-
нение от дикой (условно нормальной) последова-
тельности данного гена, т.е. замена, выпадение или 
вставка одного или нескольких нуклеотидов. Всего 
к настоящему времени зарегистрировано несколь-
ко миллионов таких полиморфных вариантов в ге-
номе человека, ежедневно мировые базы данных 
(HapMap и др.) пополняются сотнями новых поли-
морфизмов.
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Для некоторых так называемых функциональных 
генных вариантов доказана связь с повышенным или 
пониженным синтезом (активностью) соответствую-
щего белка (энзима или рецептора). Поэтому срав-
нение частоты таких функциональных генных вари-
антов у пациентов и в контрольной группе позволяет 
предположить роль специфического белка в генезе 
данного заболевания, его клинических особенностях 
или ответ на специфическую лекарственную тера-
пию. В таблице приведены опубликованные данные 
о ряде полиморфных генов, потенциально способных 
влиять на риск развития и клинические особенности 
ЛМ матки.

РЕГУЛЯЦИЯ ЭФФЕКТОВ СТЕРОИДНЫХ 
ГОРМОНОВ
Ген CYP17
Этот ген относится к обширной группе цитохро-

мов Р450. Он считается ключевым энзимом, синте-
зирующим предшественники стероидных гормонов. 
Можно допустить, что функциональные варианты 
данного гена, различающиеся по активности, могут 
влиять на общий гормональный фон, определяющий 

клиническое течение ЛМ и других гормонозависи-
мых гиперплазий. Так, исследование, проведенное 
японскими учеными (в группе было 138 больных ЛМ; 
179 обследованных составили популяционный кон-
троль), касалось анализа полиморфизма Msp1 (А1/
А2) гена CYP17 [11]. По частоте аллелей А1, А2 и рас-
пределению генотипов не обнаружено существенных 
различий между ЛМ и контролем (по крайней мере, в 
японской популяции).

В ряде исследований показаны этнические раз-
личия в частоте генотипов CYP17. Авторы [12] об-
следовали женщин после гистерэктомии по поводу 
ЛМ (145 пациенток европейского происхождения и 
жительниц Южной Африки). У них исследовали на-
личие полиморфного сайта CYP17 Msp A1/А2. Оказа-
лось, что риск развития ЛМ у южноафриканок с ге-
нотипом А2/А2 (более высокий уровень эстрогенов) 
гораздо выше, чем в других этнических группах. 
Это – достоверно установленный фактор, хотя он и 
не был ведущим при оценке риска ЛМ. У женщин 
европейского происхождения единственным значи-
мым фактором развития ЛМ был прием оральных 
контрацептивов. 

НЕКОТОРЫE ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ГЕННЫЕ ВАРИАНТЫ, ИССЛЕДОВАННЫЕ 
В КАЧЕСТВЕ ФАКТОРОВ ГЕНЕТИЧЕСКОГО РИСКА ГИПЕРПЛАЗИИ МИОМЕТРИЯ

Ген Белковый продукт Функция белка Генные варианты Минорный 
аллель

Биологический 
эффект

CYP17
17-α гидроксилаза/

17-α лиаза
Биосинтез стероидов

Сайт рестрикции 
Msp1 A1/A2 (-34Т>С)

А2
Повышение 

уровня Е

ER1 Рецептор Е типа 1
Активация 

гормонзависимых генов
ER1 T -397C; 

сайт рестрикции PvuII
C

Повышение 
экспрессии ER1

PgR Рецептор Pg То же
PROGINS (вставка/
делеция фрагмента 

гена PgR

Вставка 306 
п.о. (аллель Т2)

Снижение 
транскрипции гена, 
низкий ответ на Pg

AR
Рецептор 

андрогенов
–//–

Большое число 
повторов (CAG)n

>21 CAG-
повторов

Снижение ответа 
на андрогены

COMT
Катехол-О-

метилтрансфераза
Инактивация Е Вал188Мет 188Мет

Низкая 
активность СОМТ

IL1β IL1β Провоспалительный 
цитокин

IL1β -511 С>T T
Снижение 

продукции IL1β

IL6 IL-6 То же IL6 -174 G>C G
Повышение 

транскрипции гена

TNFα TNFα –//– TNFα-308 G>A А То же

VEGF
Фактор роста 

эндотелия сосудов
Стимуляция 
ангиогенеза

-460 T>C T
Активация 

антиогенеза

MMP1 ММР1
Расщепление 

коллагена
-1607 1G>2G 2G

Повышение 
транскрипции 

гена ММР1

MMP3 ММР3
Расщепление 

коллагена и гликанов
-1171 5A/6A 5A

Повышение 
транскрипции 

гена ММР3

ACE
Ангиотензин-

превращающий 
фермент

Активация 
ряда проэнзимов

Вставка/делеция/(I/D) 
в интроне 16

D
Повышение 
продукции 

ангиотензина II



Биологические аспекты гиперплазии миометрия: роль клинически значимых генных вариантов

17№4, 2014Молекулярная медицинаМолекулярная медицина

В связи с возможной патогенетической ролью 
данного гена в генезе ЛМ представляет интерес 
небольшой метаанализ [13], проведенный с целью 
оценки клинической значимости одного из мутант-
ных вариантов GG гена CYP17A, ассоциированного 
с повышенным уровнем эстрадиола в крови. Полу-
ченные результаты не выявили четкой ассоциации 
между мутантным вариантом GG гена CYP17A1 и 
популяционной частотой ЛМ. В то же время отме-
чен повышенный риск множественных очагов ЛМ 
с данным вариантом гена (относительный риск – 
ОR=3,25), главным образом для африканских жен-
щин, среди которых преобладает этот тип роста 
опухоли.

Рецепторы эстрогенов
В отдельных исследованиях показана возможная 

роль рецепторов эстрогенов в прогрессировании ЛМ. 
Так, индийскими авторами [14] показано 9-кратное 
повышение экспрессии генов ER1 (-397T>C) в тка-
ни ЛМ (по сравнению с участками неизмененного 
миометрия). При этом обнаружено, что у женщин с 
генотипом ER1 -397СС экспрессия мРНК этого гена 
значительно выше, чем генотипов СТ и ТТ, т.е. го-
мозиготный генотип СС связан с высоким уровнем 
активности данного гена. Наряду с этим отмечена 
активация гена митохондриального цитохрома b 
(MTCYB), что может быть причиной усиленной про-
лиферации гладкомышечных клеток матки при фор-
мировании ЛМ.

Ранее итальянскими авторами [15] изучалась ча-
стота распределения генотипов полиморфных сайтов 
рестрикции PvuII (-397 С>T) и XbaI гена ER1 в свя-
зи с развитием ЛМ. В исследовании участвовали 119 
женщин после гистерэктомии. Анализ распределения 
генотипов не показал достоверных различий по этим 
маркерам между ЛМ и контролем в данной выборке 
пациенток. 

Упомянутый полиморфизм -397 T>C (сайт ре-
стрикции PvuII) гена ER1, по-видимому, ассоции-
рован с рядом эстрогензависимых заболеваний у 
женщин (рак молочной железы, ЛМ, эндометриоз, 
остеопороз). Частоту этого генного варианта про-
верили индийские авторы [16] у 367 женщин с эн-
дометриозом и(или) ЛМ и в контрольной группе 
(115 женщин). В результате была обнаружена взаи-
мосвязь между аллелем С этого гена и наличием ЛМ 
и(или) эндометриоза (OR – соответственно 2,1 и 
2,7; p<0,05). 

Американские авторы обследовали 198 женщин 
с ЛМ и изучили 229 контрольных образцов [17]. В 
пробах ДНК из немиоматозного миометрия опре-
деляли интронные варианты PvuII (Т-397С) и XbaI 
гена ER1. По данным авторов, генотип РР был ассо-
циирован с 6-кратным риском ЛМ в общей группе 
женщин, особенно среди афроамериканок. Генотип 
РР был также связан с большим размером опухолей 
(>400 г). В опытах in vitro культивируемые клетки 
миометрия с генотипом РР давали более выражен-
ный пролиферативный ответ на эстрогены. Таким 

образом, генотип ER1 PP является генетическим 
фактором риска ЛМ у контингента, подвергнутого 
хирургическому вмешательству. Преобладание этого 
генотипа у афроамериканок может быть причиной 
более частого развития у них ЛМ.

Оценка влияния полиморфизмов разных генов 
проводилась в европейской выборке (130 женщин 
с ЛМ; изучено также 139 контрольных образцов) 
[18]. Определяли варианты рецептора эстрогенов-α 
(ER1), COMT и цитохрома P450 17 (CYP17A), которые 
могли влиять на обмен эстрогенов. Определяли сле-
дующие генотипы: ESR1 IVS1-397 T/C (PvuII), COMT 
G158A и CYP17A 34T/C SNPs. При сравнении групп 
ЛМ и контроля не обнаружено достоверных разли-
чий в частоте аллелей и распределении генотипов 
для ER1 IVS 1-397 T/C (PvuII) соответственно COMT 
G158A и CYP17A 34T/C. Таким образом, носитель-
ство данных аллельных вариантов в европеоидной 
популяции женщин не связано с риском развития 
ЛМ. Наконец, недавно опубликован метаанализ, в 
котором изучалась роль генных вариантов рецепто-
ров эстрогенов ER1 как фактора риска развития ЛМ 
матки [19]. На основании данных 9 исследований 
сделан общий вывод о небольшом повышении ри-
ска ЛМ (OR=1,41) для 2 полиморфных сайтов гена 
ER1 PvuII и XbaI.

Рецепторы Pg
В связи с циклическими изменениями фона сте-

роидных гормонов у женщин в репродуктивном пе-
риоде представляет актуальность исследование по-
лиморфизма PgR. Так, в работе [20] определялись 
2 полиморфизма этого гена (+331G/A и V600L) у 270 
женщин с ЛМ и 163 – в контрольной группе. Анализ 
клинических и генетических данных не выявил свя-
зи между частотой этих генных вариантов и риском 
развития ЛМ. Однако были обнаружены достоверные 
ассоциации между определенными аллелями PgR и 
клиническими особенностями течения ЛМ (наличи-
ем мультифокального роста, эндометриоза и др.).

Другим хорошо изученным вариантом гена PgR 
является PROGINS (генотип Т2, вставка фрагмен-
та длиной 306 п.н. в интроне 7), который считается 
фактором предрасположенности к раку молочной 
железы. Он не кодирует белок, но связан с пони-
женной выработкой специфической мРНК и PgR, 
поэтому клетки с вариантом PROGINS отличаются 
меньшей чувствительностью к эффектам прогести-
нов [21]. 

В рамках анализа роли PROGINS при доброка-
чественной гиперплазии у женщин обследованы 445 
индийских пациенток с эндометриозом (n=100), ЛМ 
матки (n=80), а также контрольная группа (n=108) 
[22]. Частота аллеля Т2 составил соответственно 5, 10 
и 5,5%, т.е. различий не обнаружено. 

В исследовании китайских авторов [23] про-
ведены сравнения между группой с ЛМ (n=120), 
контролем (норма; n=140) и гиперпролактинемией 
(n=101). Генный вариант Progins T2 (со вставкой 306 
п.н. в области Alu гена PgR). В китайской популяции 
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не обнаружено различий в частоте Т1/Т2 между ЛМ 
и контролем.

Авторы обследовали бразильских женщин в 
пременопаузе с ЛМ (n=122) и в постменопаузе 
(n=125; контроль); ДНК – из миометрия или крови 
[24]. PROGINS-позитивные генотипы были иден-
тифицированы в 19% случаев среди светлокожих и 
в 11% – в других популяциях при частоте аллелей 
соответственно 10,4 и 6,2%. При сравнении показа-
телей в основной группе и в контроле наблюдалась 
достоверная разница среди небелых женщин как по 
наличию PROGINS-аллеля (4,9% против 25%), так 
и по частоте PROGINS (3,3% против 12,5%). В этой 
группе показан пониженный риск развития ЛМ при 
наличии PROGINS-позитивности (OR=0,16), но не 
среди светлокожих пациенток (OR=0,76). Таким об-
разом, полиморфизм PROGINS явился протектив-
ным фактором для ЛМ только среди небелых бра-
зильских женщин.

Рецепторы андрогенов
Некоторые авторы считают, что преобладание 

ряда онкологических заболеваний у мужчин и жен-
щин может быть связано с изменениями продукции 
рецепторов андрогенов в гормоночувствительных 
тканях. В связи с этим давно описан участок гена AR 
(экзон 1) с различным числом повторов CAG. В част-
ности, более длинные участки полиглутамина, коди-
руемые CAG-повторами, связывают с более низкой 
транскрипционной активностью РА in vitro [25]. Чис-
ло таких повторов коррелирует с уровнем продукции 
рецепторов андрогенов в клетках и в принципе может 
быть дополнительным фактором риска при гормоно-
зависимых гиперплазиях.

Действительно, по данным обследования китай-
ской популяции [26], у женщин с ЛМ матки число по-
второв (CAG)

n
 значительно выше, чем в контрольной 

группе (соответственно n=23 и 21; р<0,01). У больных 
с мультифокальной ЛМ в среднем были наиболее 
протяженные участки гена AR (n=24; CAG-повтора). 
Таким образом, эта работа позволяет допустить роль 
данного генного полиморфизма в гормональной ин-
дукции ЛМ.

Индийские авторы [27] при изучении 140 случаев 
ЛМ и 90 случаев эндометриоза также показали увели-
чение средней протяженности полиморфного участка 
(CAG)

n
 гена AR у больных ЛМ в отличие от больных 

эндометриозом и контрольной группы [27]. Однако 
здесь сложно сравнивать группы с ЛМ и эндометрио-
зом вследствие частого сочетания этих состояний. 

Катехол-О-метилтрансфераза
Ген катехол-О-метилтрансферазы (COMT) коди-

рует энзим, инактивирующий так называемые кате-
хиновые эстрогены, и может оказывать протективный 
эффект при эстрогензависимом онкогенезе. Вариант 
Вал158Мет (Ex4-12 G>A; rs4680) ассоциирован с бо-
лее низкой активностью фермента и, соответственно, 
с б льшими эффектами эстрогенов. В связи с этим 
группа авторов из США [28] изучала частоту данного 
полиморфизма в ДНК лейкоцитов у 972 женщин (576 

афроамериканок и 396 светлокожих) с ЛМ. При учете 
соматических и социокультурных факторов было по-
казано, что распределение генотипов СОМТ и часто-
та ЛМ имеют этнические различия, однако в этой по-
пуляции не обнаружено существенных связей между 
наличием ЛМ и вариантами Вал158Мет СОМТ. 

Этнические особенности генетических эффектов 
СОМТ отмечены также в работе [29]. Известно, что 
ЛМ в США чаще развивается у женщин африканско-
го происхождения. В связи с этим важно было уста-
новить этнические различия в факторах метаболизма 
эстрогенов, к которым относится и СОМТ. Авторы 
определяли полиморфизм Вал158Мет у 186 женщин 
с ЛМ и 142 – без опухолей матки. У женщин с высо-
коактивным генотипом СОМТ (Вал/Вал) риск разви-
тия ЛМ был в 2,5 раза выше, чем у женщин с другими 
генотипами (р<0,001). Встречаемость этого генотипа 
у афроамериканок значительно выше, чем у женщин 
европеидной популяции или испанок-участниц ис-
следования (соответственно 47; 19 и 30%; р=0,003). 
Клетки миометрия с генотипом СОМТ Вал/Вал зна-
чительно лучше отвечали пролиферацией in vitro при 
добавлении эcтрогенов. Таким образом, высокая ак-
тивность генотипа Вал/Вал гена СОМТ ассоциирова-
на с более высоким риском развития ЛМ, что создает 
предпосылки для лечения ЛМ с помощью ингибито-
ров СОМТ. 

Кроме того, данный полиморфизм гена СОМТ из-
учали бразильские авторы [30] у 124 женщин с ЛМ и 
193 обследованных контрольной группы (женщины в 
постменопаузе без признаков ЛМ). Гетеро- или гомо-
зиготную мутантную форму гораздо чаще выявляли у 
женщин с ЛМ, чем в контроле (соответственно 27 и 
16%; р=0,006). Однако эта разница отмечена только 
для небелых женщин. Носительство аллеля с низкой 
активностью было связано с наличием у женщин 
больших опухолей (OR=3,3). Следовательно, мутант-
ный вариант СОМТ сопряжен с большей степенью ги-
перплазии при ЛМ.

В Турции [31] обследованы 105 больных ЛМ и 
изучено 105 контрольных образцов с целью изучения 
полиморфизма гена СОМТ, Вал158Мет. Его частота 
одинакова в контроле и при ЛМ. Однако у больных с 
крупными опухолями аллель СОМТ Вал158Мет встре-
чался чаще.

Наконец, можно обратить внимание на недавний 
метаанализ китайских авторов [32]. Оценка инфор-
мативности Вал/58Мет полиморфизма СОМТ по ряду 
публикаций показала, что этот вариант ассоциирован 
с небольшим снижением риска ЛМ, особенно в аф-
риканской популяции (OR=0,68; 95%, доверитель-
ный интервал – ДИ – 0,48–0,97; p=0,03), что, конеч-
но, требует дополнительных исследований.

ЦИТОКИНЫ И ФАКТОРЫ РЕМОДЕЛИРОВАНИЯ 
СОЕДИНИТЕЛЬНОЙ ТКАНИ
Интерлейкин-1 и -6
Для оценки корреляций между вариантами гена 

IL1β обследована 131 пациентка основной груп-
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пы и 280 – контрольной; генотипированы аллели 
IL1β-511 и IL1β-3954 [33]. Выявлено достоверное 
различие в частоте аллелей IL1β-511 C<T, т.е. часто-
та данного полиморфизма была 70,6% (аллель C) в 
основной группе и 57,1% – в контрольной (OR=1,81; 
р<0,0002). Распределение генотипов также отража-
ло эти различия (C/C против C/T+T/T; р<0,0002; 
OR=2,73), что говорит о повышенном риске разви-
тия ЛМ в связи с генными вариантами IL1β-511 и о 
возможном вкладе IL1 или опосредованных им про-
цессов острой фазы воспаления в генезе ЛМ в евро-
пейской популяции. 

Эти результаты расходятся с данными, получен-
ными у китайских пациенток, у которых не обнару-
жено различий между больными ЛМ и контролем по 
генотипам IL1β-511 и IL1β-3954 [34].

Исследование промоторного полиморфизма IL6 
-174 G/C проводилось в украинской популяции боль-
ных с ЛМ и в контроле [35]. Частота данных аллелей 
IL6 (-174G и -174C) была сходной с данными из Гер-
мании, Австрии, Нидерландов. В то же время отмече-
но значительное повышение по сравнению с контро-
лем частоты аллеля C в группе пациенток с ЛМ.

Фактор некроза опухолей
Фактор некроза опухолей-α (TNFα) является 

ключевым фактором воспалительных процессов, 
белком острой фазы воспаления. В связи с этим его 
функциональные варианты могут играть роль фак-
тора риска ЛМ. В частности, чешские авторы [36] 
в небольшой группе (102 больных с ЛМ и 145 здо-
ровых женщин) исследовали широкий спектр по-
лиморфизмов генов, кодирующих цитокины систем 
Th1 и Th2. Обнаружены различия по частоте гена 
TNFA-308 A/G. Генотип AA встречался чаще в млад-
шей возрастной группе (≤35 лет; р=0,02). Иссле-
дование показало, что варианты генов IL4 и TNFα 
могут быть ассоциированы с повышенным риском 
ЛМ. Напротив, в выборке китайских пациенток 
(Тайвань) обнаружено, что носительство аллеля G 
данного генного полиморфизма TNFα связано с по-
вышенной частотой ЛМ [37]. Таким образом, необ-
ходимо продолжить исследования в этом направле-
нии в отдельных этнических группах.

Ангиотензинпревращающий фермент
Наряду с генами, влияющими на неоангиогенез, 

большое значение для формирования опухолевой 
стромы имеют факторы, регулирующие сосудистый 
тонус, например (ангиотензинпревращающий фер-
мент – АСЕ). Его кодирует ген АСЕ, который может 
содержать делецию (D) или вставку (I) в интроне 
16. Аллель D ассоциирован с более высоким содер-
жанием АСЕ в крови. Для исследования значимо-
сти этого полиморфизма для ЛМ и аденомиоза [38] 
обследовали женщин с эндометриозом (n=125; 1-я 
группа) и ЛМ (n=120; 2-я группа); 3-ю (контроль-
ную) группу составили 128 женщин. Соотношения 
генотипов II, ID и DD были следующими: в 1-й 
группе – 50,4; 24; 25,6%; во 2-й – 25,0; 23,3 и 51,7%; 
в 3-й – 10,2; 29,7 и 60,1% соответственно; соотно-

шения аллелей I/D: в 1-й группе – 62,4 и 37,6%; во 
2-й – 36,7 и 63,3%; в 3-й 25,0 и 75,0% соответствен-
но. Сделан вывод, что полиморфизм ACE*I/D ассо-
циирован с повышенным риском эндометриоза и 
ЛМ матки.

ФАКТОРЫ АНГИОГЕНЕЗА
VEGF
Фактор роста эндотелия сосудов (VEGF) являет-

ся стимулятором роста эндотелия и, соответствен-
но, процесса неоангиогенеза, в том числе в развитии 
ЛМ матки. Исследователи из Тайваня [39] изучали 
роль генных вариантов -460 T>C (сайт рестрикции 
BstUI) гена VEGF у женщин с ЛМ (n=159) и без ЛМ 
(n=131). Соотношения генотипов С/Т и Т/Т были 
следующими: 32 и 68% (ЛМ) и 63 и 37% (контроль) 
соответственно. Соотношения аллелей C/T – соот-
ветственно 16 и 84%, а также 32 и 68%. Авторы по-
лагают, что наличие аллеля Т является фактором па-
тогенеза ЛМ.

Матриксные металлопротеиназы
Гормонозависимая гиперплазия тканей матки 

может проявляться в виде мышечно-фиброидных 
образований (ЛМ) или эктопического роста эндоме-
трия (аденомиоз). В обоих этих процессах несомнен-
на роль ремоделирования соединительной ткани, а 
ключевую роль играют ММР, экспрессия которых 
повышена в зоне роста. Соответственно, функцио-
нальные варианты ММР могут влиять на динамику 
роста опухоли [40]. В частности, мы обследовали 171 
женщину с ЛМ (средний возраст 46,6±0,5 года); при 
этом определились генотипы MMP1 (-1607 1G/2G, 
rs1799750) и MMP3 (-1171 5A/6A, rs3025058) в ДНК 
лейкоцитов. Распределение генотипов не различа-
лось между группами ЛМ и контрольной, т.е. эти 
полиморфизмы не влияли на встречаемость данных 
новообразований. В то же время различия зависели 
от темпа роста опухолей. У больных со стабильны-
ми опухолями частота генотипа MMP1 1G/1G была 
выше, чем у пациентов с прогрессирующим ростом 
(p=0,02 по тесту χ2). Ускоренный рост опухоли кор-
релировал с большей частотой аллеля MMP1 2G 
(OR=2,048; p=0,039). Этот аллель с повышенной 
продукцией ММР1 был также ассоциирован с муль-
тифокальным ростом (OR=3,561; p=0,01249). Кроме 
того, аллель ММР1 2G встречался более часто у па-
циенток с аденомиозом (OR=1,525; p=0,054). Таким 
образом, генотип 2G (-1607) MMP1 является потен-
циальным маркером риска гиперплазии миометрия 
и эндометрия. 

Безусловно, представляет интерес также исследо-
вание, ранее проведенное в японской выборке [41]. 
Авторы определяли полиморфизмы МMP1 (-1607 
1G/2G) и MMP9 (-1562 C/T) у 267 больных ЛМ и 184 
обследованных группы сравнения. Распределение ал-
лелей по частоте для MMP1 -1607 2G и MMP9 -1562 T 
составило соответственно 74,6 и 18,6% у больных ЛМ 
и 71,3 и 18,6% – в контроле. Также не установлено 
корреляций между генотипами и размером опухоли 
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ХИМИКАТОВ 
С НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫМ ДЕЙСТВИЕМ 
ДОЛЖНО БЫТЬ ВЗЯТО ПОД КОНТРОЛЬ
Согласно исследованиям Гарвардского универси-

тета здравоохранения, токсические химические сое-
динения могут быть причиной значительного роста 
нейродегенеративных заболеваний у детей – таких, 
как аутизм, дизлексия, синдром ADHD (attention-
deficit hyperactivity disorder – гиперактивности и на-
рушения внимания). Ученые утверждают: необхо-
димо срочно разработать систему строгого контроля 
использования ряда веществ, токсическое действие 
которых доказано в последнее время. Полный текст 
сообщения опубликован в февральском номере жур-
нала Lancet Neurology. Эти же авторы в 2006 г. опу-

бликовали список 5 химических соединений, вызы-
вающих токсические поражения нервной системы, 
особенно на стадии ее развития и формирования. В 
докладе 2014 г. в этот список вошли еще 6 новых ве-
ществ, включая марганец, фтористые соединения, 
пестициды хлорпирифос и ДДТ, тетрахлорэтилен 
(растворитель) и многобромистые дифениловые эфи-
ры (ингибиторы горения). Эти соединения вызывают 
нейротоксические повреждения: марганец – ухудше-
ние интеллекта и нарушение двигательных функций, 
растворители – гиперактивность и агрессивное пове-
дение, пестициды могут вызывать когнитивные рас-
стройства. 

 Lancet Neurology, February 2014 
DOI: 10.1016/S1474-4422(13)70278-3.
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ВВЕДЕНИЕ
Протоковая аденокарцинома (ПАК) поджелу-

дочной железы (ПЖ) – наиболее распространенная 
и агрессивная форма панкреатических опухолей. 

Она характеризуется отсутствием симптомов на 
ранних стадиях развития, высокой скоростью про-
грессии, активным метастазированием и низкой 
эффективностью существующих методов терапии. 

© М.С. Чесноков, Н.Л. Лазаревич, 2014
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ПОВЫШЕНИЕ ЗЛОКАЧЕСТВЕННОГО ПОТЕНЦИАЛА КЛЕТОК 
ПРОТОКОВОЙ АДЕНОКАРЦИНОМЫ ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ 

ЖЕЛЕЗЫ ЧЕЛОВЕКА ПРИ ПОДАВЛЕНИИ СИНТЕЗА 
ЯДЕРНОГО РЕЦЕПТОРА HNF4α

М.С. Чесноков, Н.Л. Лазаревич, доктор биологических наук

НИИ канцерогенеза Российского онкологического научного центра им. Н.Н. Блохина РАМН, 
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Введение. Протоковая аденокарцинома (ПАК) поджелудочной железы (ПЖ) отличается высокой агрессивностью и низкой 

эффективностью диагностики и терапии. Одним из возможных регуляторов развития и дифференцировки клеток ПЖ являет-

ся ядерный рецептор HNF4α, выполняющий функции опухолевого супрессора в клетках печени, кишечника и почки. На сегодняш-

ний день роль изменений экспрессии HNF4α в прогрессии ПАК ПЖ исследована мало.

Цель исследования. Анализ влияния подавления синтеза HNF4α в высокодифференцированных клетках ПАК ПЖ человека 

CaPan2 на их биологические свойства, определяющие злокачественный потенциал.

Методы. С помощью РНК-интерференции получены культуры клеток CaPan2 с подавленным синтезом HNF4α. Исследова-

но влияние подавления HNF4α на скорость роста, интенсивность синтеза ДНК, способность к колониеобразованию и направ-

ленной миграции клеток CaPan2.

Результаты. Подавление синтеза фактора HNF4α в культурах CaPan2 привело к достоверному увеличению скорости их 

роста in vitro. Это ускорение сопровождалось повышением доли клеток, находящихся в S-фазе клеточного цикла, т.е. интен-

сификацией ДНК-синтеза. Для клеток с подавленным синтезом HNF4α характерна повышенная способность к образованию 

колоний в условиях высокого разведения и направленной миграции по градиенту хемоаттрактанта.

Заключение. Подавление синтеза фактора HNF4α в высокодифференцированных клетках ПАК ПЖ человека вызывает 

четко выраженное повышение их злокачественного потенциала. Таким образом, HNF4α в клетках ПАК ПЖ может выполнять 

роль опухолевого супрессора.

Ключевые слова: протоковая аденокарцинома поджелудочной железы, HNF4α, злокачественный потенциал, опухолевый 

супрессор 

INCREASE IN THE MALIGNANT PROPERTIES OF HUMAN PANCREATIC DUCTAL ADENOCARCINOMA CELLS 
DUE TO REPRESSION OF HNF4α NUCLEAR RECEPTOR SYNTHESIS

M.S. Chesnokov, N.L. Lazarevich
N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Kashirskoe shosse, 24, Moscow, Russian Federation, 115478

 

Introduction. Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is notable for its high aggressiveness and low efficiency of diagnostic and treatment 

approaches. Nuclear receptor HNF4α is one of the possible regulators of the development and differentiation of pancreatic cells which acts as a 

tumor suppressor in hepatic, intestinal and kidney cells. The role of HNF4α deregulation in PDAC progression is poorly investigated up to date.

The aim. The analysis of the influence of HNF4α repression in highly differentiated human PDAC cells CaPan2 on their biological 

properties determining the malignant potential.

Methods. CaPan2 cell cultures with repressed HNF4α synthesis were obtained using RNA-interference. The impact of HNF4α 
downregulation upon cells growth rate, DNA synthesis intensity, colony formation and directional migration was estimated.

Results. HNF4α synthesis inhibition in CaPan2 cell cultures resulted in the significant increase in their in vitro growth rate. This growth 

acceleration was accompanied by the increase in the fraction of cells that were in S-phase of cell cycle that indicated the intensification of the 

DNA synthesis. Cells with repressed HNF4α synthesis are characterized by higher ability to form colonies in the conditions of high dilution 

and to directionally migrate along the gradient of chemoattractant.

Conclusion. Repression of HNF4α synthesis in highly differentiated human PDAC cells causes the significant increase in their malignant 

potential. Thus, HNF4α may act as a tumor suppressor in PDAC cells.

Key words: pancreatic ductal adenocarcinoma, HNF4α, malignant potential, tumor suppressor



Повышение злокачественного потенциала клеток протоковой аденокарциномы...

23№4, 2014Молекулярная медицинаМолекулярная медицина

Дополнительной проблемой являются поздняя по-
становка диагноза и отсутствие эффективных био-
маркеров этой опухоли [1]. В результате 5-летняя 
выживаемость пациентов с ПАК ПЖ не превышает 
6% [2].

Возникновение и прогрессия ПАК ПЖ сопро-
вождаются нарушениями дифференцировки пан-
креатических клеток. Основными регуляторами 
дифференцировочного статуса клеток являются 
тканеспецифические транскрипционные факторы. 
В последнее время появляется все больше свиде-
тельств значимости в дифференцировке ПЖ гепато-
цитарных ядерных факторов. К этой группе относится 
5 неродственных семейств транскрипционных факто-
ров (HNF1, FOXA, HNF4, ONECUT и C/EBP), кото-
рые образуют в ряде эпителиальных тканей сложную 
сеть регуляции транскрипции [3]. Чрезвычайно важ-
ным элементом этой сети является ядерный рецептор 
HNF4α, который экспрессируется в клетках печени, 
ПЖ, желудка, кишечника, почки и некоторых других 
органов [4]. HNF4α играет центральную роль в регу-
ляции развития гепатоцитов, контролирует диффе-
ренцировку и функции клеток ПЖ и тонкой кишки 
[5–9]. Экспрессию гена HNF4α регулируют 2 незави-
симых промотора – P1 и P2. В результате альтерна-
тивного сплайсинга с них может экспрессироваться 
до 12 изоформ HNF4α (изоформы α1–α6 с промотора 
P1 и α7–α12 с промотора P2) [10]. Группы изоформ 
HNF4αP1 и HNF4αP2 отличаются по трансактиваци-
онным свойствам и спектру экспрессии в разных тка-
нях [11]. Так, в ПЖ в норме экспрессируются только 
изоформы группы HNF4αP2, а изоформы HNF4αP1 
детектируются в панкреатических клетках только во 
время эмбриогенеза [12].

В ряде эпителиальных тканей HNF4α может вы-
полнять функцию опухолевого супрессора. Так, раз-
витие гепатоцеллюлярной карциномы ассоцииро-
вано с нарушениями экспрессии изоформ HNF4α. 
Восстановление экспрессии изоформы HNF4α1 в 
культуре дедифференцированной гепатоцеллюляр-
ной карциномы мыши H33 приводит к частичной ре-
версии ее злокачественного фенотипа [13]. Описано 
антипролиферативное действие HNF4α в эпители-
альных клетках кишечника и почки [6, 14, 15]. Эк-
зогенная экспрессия HNF4α в культуре инсулиномы 
также замедляет ее рост [16]. Однако роль нарушения 
экспрессии HNF4α в развитии ПАК ПЖ пока изуче-
на недостаточно. 

Ранее нами было показано, что экзогенная экс-
прессия изоформ HNF4α в низкодифференциро-
ванных клетках ПАК ПЖ Panc1 сопровождается 
их частичной редифференцировкой и ослаблением 
злокачественного потенциала [17]. В настоящей ра-
боте были использованы высокодифференцирован-
ные клетки ПАК ПЖ CaPan2; спектр экспрессии 
изоформ HNF4α и ключевых регуляторов диффе-
ренцировки ПЖ в этих клетках близок к характер-
ному для панкреатической ткани в норме [17]. По-
давление синтеза HNF4α в клетках CaPan2 привело 

к изменению ряда биологических характеристик, 
свидетельствующих о повышении их злокачествен-
ного потенциала.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Клеточные линии. В работе использованы линии 

клеток ПАК ПЖ человека CaPan2, предоставлен-
ные банком клеточных культур Института цитологии 
РАН. Для получения лентивирусных частиц исполь-
зовали линию эмбриональных клеток почки чело-
века HEK293T (Invitrogen, США). Клетки HEK293T 
культивировали в среде DMEM (Sigma, США), клет-
ки CaPan2 – в среде RPMI-1640 (Gibco, США). Сре-
ды содержали 10% фетальной телячьей сыворотки 
(Gibco, США), 300 мг/л глутамина (ПанЭко, Россия) 
и 10 мг/л антибиотика ципрофлоксацина. Культи-
вирование проводили в атмосфере 5% СО

2
 при 37°С. 

Приблизительно 1 раз в 5–7 дней клетки обрабатыва-
ли трипсином и пересевали.

Плазмидные векторы. В работе использовали лен-
тивирусные векторы для упаковки вирусных частиц 
pLP1, pLP2 и pCMV-VSVg (Invitrogen, США), ленти-
вирусные векторы pLKO.1-shHNF4α-1-5, экспрес-
сирующие 5 вариантов мшРНК, комплементарных 
различным участкам молекулы мРНК HNF4α, содер-
жащие ген устойчивости к пуромицину (Sigma, США) 
и контрольный лентивирусный вектор pLKO.1-
shGFP, экспрессирующий малую шпилечную РНК 
(мшРНК), комплементарную последовательности 
мРНК зеленого флюоресцентного белка GFP и со-
держащий ген устойчивости к пуромицину (Sigma, 
США).

Получение культур с подавленным синтезом HNF4α. 
Клетки линии HEK293T трансфицировали плазмид-
ными векторами (3 вектора, необходимые для упа-
ковки вируса, и вектор, кодирующий мшРНК к по-
следовательности HNF4α или GFP), используя метод 
кальцийфосфатной трансфекции. Культуральную 
среду клеток HEK293T, содержащую лентивирус-
ные частицы, очищали через фильтр с размером пор 
0,45 мкм и вносили в чашки с клетками CaPan2. Зара-
жение проводили в течение 3 сут, после чего выпол-
няли селекцию в среде, содержащей 2 мкг/мл пуро-
мицина, в течение 10 сут.

Иммуноблоттинг. Клетки лизировали с помо-
щью буфера RIPA (Roche, Швейцария). В лунки 
10% полиакриламидного геля вносили по 20 мкг 
белка, разделяли белки электрофорезом и перено-
сили на PVDF-мембрану (Merck Millipore, США) 
согласно стандартному протоколу, в приборе Bio-
Rad’s Modular Mini Electrophoresis System (Bio-Rad 
Laboratories, США). Мембрану инкубировали 30 мин 
в 5% растворе обезжиренного молока на PBST, 
90 мин – в растворе моноклональных антител 
мыши к GAPDH (ZG003, Invitrogen, США, 1:5000) 
или HNF4α (H1415, R&D Systems, США, 1:4000) 
на 5% молоке и 60 мин – в растворе моноклональ-
ных антител козы к иммуноглобулинам мыши, 
конъюгированных с пероксидазой хрена (Jackson 
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ImmunoResearch Laboratories Inc., США) на 5% мо-
локе. Мембрану проявляли с помощью реактива 
Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate 
(Merck Millipore, США). Для документации и об-
работки изображения использовали пакет программ 
TotalLab 2.01 (TotalLab Ltd., Великобритания).

Определение кинетики роста клеточных культур. 
В лунки 96-луночного планшета вносили по 2000 кле-
ток, инкубировали планшеты при 37°С в атмосфере 
5% СО

2
 в течение 24, 48, 72 и 96 ч. После инкубации 

фиксировали количество клеток в лунках планшета 
с помощью набора для определения клеточной про-
лиферации CyQUANT NF Cell Proliferation Assay Kit 
(Invitrogen, США) по протоколу производителя. Ин-
тенсивность флюоресценции проходили с помощью 
плашечного считывателя SpectraMax M5e (Molecular 
Devices, США).

Анализ активности синтеза ДНК. Относительную 
активность синтеза ДНК в клетках определяли по 
включению 5-бромдезоксиуридина (5-BrdU), встраи-
вающегося в синтезируемую ДНК вместо тимина. Ис-
следуемые клетки, находящиеся в логарифмической 
фазе роста, инкубировали 2 ч в среде, содержащей 
10 мМ 5-BrdU. После инкубации клетки фиксиро-
вали метанолом при -20°С 20 мин, обрабатывали 1% 
раствором Triton X-100 (Хеликон, Россия) 3 мин и 4Н 
раствором HCl 10 мин при комнатной температуре. 
Неспецифическое связывание блокировали 3% рас-
твором BSA (Sigma, США) на PBS. Препараты после-
довательно окрашивали антителами мыши к 5-BrdU 
(ZBU 30, 1:100, Zymed Laboratories Inc., США) и 
антителами козы к γ-глобулинам мыши, конъюгиро-
ванными с флюоресцентной меткой Alexa 488 (1:200, 
Invitrogen, США). Долю клеток, меченных 5-BrdU, 
подсчитывали с помощью флюоресцентного микро-
скопа Axioplan 2 (Carl Zeiss, США).

Анализ колониеобразующих свойств. В чашки Пе-
три диаметром 3 см (Greiner Bio One, Германия) вно-
сили по 2000 клеток и культивировали 14 сут. Ко-
лонии клеток фиксировали метанолом при -20°С и 
окрашивали кристаллическим фиолетовым (ПанЭко, 
Россия). Для документации и анализа использовали 

пакет программ TotalLab 2.01 (TotalLab Ltd., Велико-
британия).

Анализ способности к направленной миграции. 
В лунки 24-луночного планшета устанавливали 
вставки для определения направленной миграции 
BD Falcon Cell Culture Insert (BD Biosciences, США) 
с размером пор 8,0 мкм. В верхнюю камеру вносили 
20 000 клеток в среде, не содержащей сыворотки. В 
нижнюю камеру вносили среду, содержащую 5% фе-
тальную телячью сыворотку в качестве хемоаттрак-
танта. Планшет с камерами инкубировали при 37°С 
в атмосфере 5% СО

2
 в течение 16 ч. После инкубации 

клетки из верхней камеры удаляли ватной палочкой, 
клетки на нижней стороне мембраны окрашивали 
кристаллическим фиолетовым («ПанЭко», Россия) и 
подсчитывали при помощи микроскопа.

Статистическая обработка данных. Все экс-
перименты выполняли не менее чем в 3 повторах. 
Данные обрабатывали в программах Microsoft Office 
Excel 2003 (Microsoft Corporation, США) и Origin Pro 
9.0 (OriginLab Corporation, США), используя t-тест 
Стьюдента (кинетика роста, клоногенный тест) и 
U-тест Манна–Уитни (синтез ДНК, миграционный 
тест). Достоверными считали отличия при p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
C помощью лентивирусной трансдукции были 

получены 5 клеточных культур CaPan2, экспресси-
рующих варианты мшРНК к последовательности 
мРНК HNF4α (shHNF4α), и контрольная культура 
CaPan2, экспрессирующая мшРНК к мРНК GFP. Ра-
нее нами было показано, что в клетках CaPan2 экс-
прессируются только изоформы группы HNF4αP2 
и не детектируется экспрессия изоформ группы 
HNF4αP1 [17]. Во время предварительного иссле-
дования экспрессии изоформ HNF4α в полученных 
культурах CaPan2-shHNF4α мы также детектирова-
ли только экспрессию изоформ группы HNF4αP2 
(данные не представлены). Поэтому для оценки эф-
фективности подавления синтеза HNF4α в получен-
ных культурах с помощью иммуноблоттинга были 
использованы антитела к консервативному эпитопу 
HNF4α, общему для всех изоформ этого фактора. 
Результаты анализа уровня синтеза белка HNF4α 
во всех полученных культурах позволили выбрать 
для дальнейших исследований культуры shHNF4α-1 
и shHNF4α-3, в которых подавление HNF4α было 
максимальным по сравнению с контрольной куль-
турой (рис. 1).

Чтобы выявить изменения биологических 
свойств клеток CaPan2, отвечающих за формирова-
ние злокачественного фенотипа, которые могли быть 
вызваны подавлением в них HNF4α, мы провели ряд 
функциональных тестов, направленных на оценку 
пролиферативного, клоногенного и миграционно-
го потенциала клеток. Скорость роста обеих культур 
CaPan2-shHNF4α in vitro достоверно повысилась по 
сравнению с контрольной культурой (рис. 2а). На-
блюдаемое ускорение роста сопровождалось усилени-

Рис. 1. Сравнение уровней синтеза белка HNF4α в 

исследованных клеточных культурах методом иммуно-

блоттинга. Использовали антитела HNF4α, связыва-

ющиеся со всеми изоформами HNF4α. Уровни синтеза 

GAPDH использовали для контроля общего количества 

белка в пробах

GAPDH

HNF4α

Контроль shHNF4α-1 shHNF4α-3
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ем ДНК-синтетических процессов, что выразилось в 
повышении доли клеток, находящихся в S-фазе и ак-
тивно включающих 5-BrdU (рис. 2б). Параллельно с 
усилением пролиферативной активности повысилась 
способность клеток CaPan2 shHNF4α к образованию 
колоний в условиях высокого разведения (рис. 2в) и 
к направленной миграции сквозь мембрану камеры 
Бойдена по градиенту хемоаттрактанта (среды с 5% 
фетальной телячьей сывороткой) (рис. 2г). Описан-
ный комплекс изменений биологических характе-
ристик указывает на повышение злокачественного 
потенциала клеток CaPan2 при подавлении в них 
синтеза фактора HNF4α.

Сегодня достаточно подробно опухолесупрес-
сорная функция фактора HNF4α исследована только 
в клетках гепатоцеллюлярной карциномы. Ее про-
грессия сопровождается нарушением экспрессии 
изоформ HNF4α, а экзогенная экспрессия HNF4α1 в 
клеточных культурах гепатоцеллюлярной карциномы 

приводит к их частичной редифференцировке, вос-
становлению эпителиальной морфологии, ослабле-
нию пролиферативной, миграционной и инвазивной 
активности [13, 18]. Противоопухолевое действие 
HNF4α в других тканях изучено намного меньше. 
Так, в клетках кишечника, почки и инсулиномы 
продемонстрирована только антипролиферативная 
функция HNF4α [6, 14, 15, 16]. Ранее нами было по-
казано, что экзогенная экспрессия HNF4α в низко-
дифференцированных клетках ПАК ПЖ приводит 
к их частичной редифференцировке и ослаблению 
их злокачественного потенциала [17]. Поэтому мы 
предположили, что подавление HNF4α в высоко-
дифференцированных клетках CaPan2 будет сопро-
вождаться усилением их злокачественных свойств. 
Действительно, клетки культур CaPan-shHNF4α от-
личаются от контрольной культуры повышенной 
пролиферативной активностью, что подтверждает 
антипролиферативную функцию HNF4α. Более того, 

Рис. 2. Влияние подавления HNF4α на опухолевый фенотип клеток CaPan2: а – кинетические кривые роста 

клеточных культур в течение 4 сут. Данные нормированы относительно начального количества клеток; б – доля 

активно синтезирующих ДНК и включающих 5-BrdU клеток в логарифмической фазе роста клеточных культур; 

в – количество колоний, образуемых клетками в условиях высокого разведения (2000 клеток на 1 чашку Петри 

диаметром 3 см); г – количество клеток, мигрировавших сквозь мембрану камеры Бойдена по градиенту хемоат-

трактанта (фетальная телячья сыворотка). Для всех экспериментов приведены средние значения и стандарт-

ные отклонения среднего. ** – p<0,01, *** – p<0,001

а б

в г
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снижение синтеза HNF4α привело к достоверно-
му усилению колониеобразующей и миграционной 
способности клеток CaPan2. Этот комплекс изме-
нений однозначно указывает на приобретение ими 
более агрессивного фенотипа. Возможно, усиление 
клоногенного потенциала клеток CaPan2-shHNF4α 
объясняется повышенной способностью одиночных 
клеток делиться и образовывать колонии в условиях 
высокого разведения. Повышенная миграционная 
способность клеток CaPan2-shHNF4α соответствует 
общей тенденции к усилению злокачественности, од-
нако механизмы, связывающие HNF4α с клеточной 
миграцией, пока не исследованы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные результаты свидетельствуют о 

важной роли фактора HNF4α в регуляции био-

логических свойств клеток ПАК ПЖ, связанных с 
формированием их опухолевого фенотипа. Клетки 
CaPan2, в которых был подавлен синтез изоформ 
группы HNF4αP2, характерных для нормальной 
панкреатической ткани, отличаются от контроль-
ных ярко выраженным повышением злокачествен-
ного потенциала, выражающемся в усилении их 
пролиферативной, клоногенной и миграционной 
активности. Таким образом, фактор HNF4α в клет-
ках ПАК ПЖ проявляет свойства, характерные для 
опухолевого супрессора, и представляет собой объ-
ект для дальнейших исследований, направленных 
на выявление молекулярных механизмов развития 
ПАК ПЖ.

* * *
Работа поддержана грантом Российского фонда 
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Введение. Сигнальный путь фосфорилированной киназы (PI3K/Akt) – важный внутриклеточный регуляторный механизм, контро-
лирующий стимулы ростовых факторов, апоптоз, пролиферацию и подвижность клеток. Нарушение активности/экспрессии белков 
сигнального пути PI3K/Akt определяет развитие опухолей различного генеза и перспективность исследования этих показателей в каче-
стве возможных факторов прогноза онкологических заболеваний. 

Цель исследования. Оценка прогностического значения активированной (фосфорилированной) киназы Akt1 (pAkt1) и ассоциированных 
с ней белков фактора роста эндотелия сосудов (VEGF) и 2 форм его рецепторов (VEGFR1 и VEGFR2) при раке молочной железы (РМЖ). 

Методы. В исследование вошли 46 больных РМЖ I–IV стадии. Уровень pAkt1, VEGF, VEGFR1, VEGFR2 определяли в лизатах опу-
холей и окружающих гистологически неизмененных тканей с помощью стандартных наборов для иммуноферментного анализа (R&D; 
Cell Signaling Technology, США).

Результаты. Приблизительно у 50% больных РМЖ повышается уровень pAkt1 в опухоли по сравнению с таковым в гомологичной 
неизмененной ткани. При этом активность Akt1 возрастает на поздних стадиях заболевания, в опухолях больших размеров. Уровень 
вышележащих эффекторов Akt1 VEGF, VEGFR1, VEGFR2 повышен в 73–85% исследованных опухолей по сравнению с показателями в 
неизмененных тканях. Анализ 9-летней выживаемости больных РМЖ показал, что наиболее перспективными прогностическими фак-
торами являются внутриопухолевое содержание белка pAkt1 и одного из его эффекторов – VEGFR1.

Заключение. Внутриопухолевое содержание белка рAkt1 и его эффектора VEGFR1 может рассматриваться в качестве фактора 
прогноза при РМЖ. 

Ключевые слова: рак молочной железы, Akt1, VEGF, VEGFR, прогностические факторы

THE PHOSPHORYLATED AKT1 KINASE, VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR AND ITS RECEPTORS: 
INTRATUMORAL CONTENT AND PROGNOSTIC SIGNIFICANCE IN BREAST CANCER PATIENTS

A.M. Scherbakov, E.S. Gershtein, E.V. Oshkina, I.K. Vorotnikov, N.E. Kushlinskii
N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Kashirskoe shosse 24, Moscow, Russian Federation, 115478

Introduction. PI3K/Akt signaling pathway is an important intracellular regulatory mechanism controlling cues of growth factors stimuli, 
apoptosis, proliferation, and cell motility. Deregulation of activity/expression of PI3K/Akt signaling pathway proteins determines the development of 
different types of cancers, and according to recent studies these proteins may become promising prognostic factors in various types of cancer.

The aim of the study. The goal of this study is to assess potential prognostic value of activated (phosphorylated) Akt1 kinase (pAkt1) and Akt1-
associated proteins – vascular endothelial growth factor (VEGF) and two types of its receptors (VEGFR1 and VEGFR2) in breast cancer (BC).

Methods. Study group enclosed 46 stage I-IV breast cancer patients. pAkt1, VEGF, VEGFR1, and VEGFR2 levels in tumor lysates were 
determined with the use of standard ELISA kits (R&D; Cell Signaling Technology, USA).

Results. Approximately in 50% of breast cancer patients pAkt1 in tumors was elevated if compared to histologically unchanged mammary gland 
tissues. In this tumor Akt1 activity increases at late stages of the disease and in large tumors. The level of such upstream Akt1 effectors as VEGF, 
VEGFR1, VEGFR2 were elevated in 73-85% of investigated tumors if compared to unchanged tissues. The 9-year’s survival analysis of breast cancer 
patients revealed that the most promising prognostic factors could be the level both of intratumoral pAkt1 and one of its effectors, VEGFR1.

Conclusion. Tumor pAkt1 and its effector VEGFR1 content may be considered as potential prognostic factor in breast cancer patients.
Key words: breast cancer, Akt1, VEGF, VEGFR, prognostic factors

Трансформация клеток неизмененного эпителия 
молочной железы в опухолевые представляет собой 
многостадийный процесс, затрагивающий различные 
внутриклеточные метаболические пути [1, 2]. Активи-
рованные метаболические пути дают новой сформи-
ровавшейся популяции опухолевых клеток специфи-
ческие преимущества, которые определяют быстрый 

рост опухоли и ее устойчивость к воздействию тера-
певтических агентов и иммунной системы больно-
го [3, 4]. Среди молекул, поддерживающих опухоле-
вый рост, особый интерес представляют белки PI3K 
(Phosphoinositide 3-kinase) и Akt (Protein kinase B, PKB, 
RAC-PK-α). С одной стороны, эти белки опосредуют в 
клетках сигнал основных ростовых факторов, с другой – 
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активируют нижележащие белки-регуляторы проли-
ферации, апоптоза и клеточной подвижности (такие, 
как Nuclear factor kappa B – NF-κB, mTOR, FOXO, 
β-катенин и др.) [5–7]. Классическим механизмом ак-
тивации PI3K/Akt-сигнального пути принято считать 
взаимодействие SH2-доменов регуляторной субъе-
диницы p85 PI3K с клеточными тирозинкиназами – 
как нерецепторными (р60-src), так и рецепторными 
(EGFR, VEGFR, HER2/neu, PDGFR, FGFR) [7–9]. 

Вследствие активного развития в последние годы 
таргетных и персонализированных подходов в тера-
пии рака молочной железы (РМЖ) значительно рас-
ширился список препаратов и соединений, прохо-
дящих предклиническую фазу исследований [6, 10]. 
Наиболее перспективными в настоящее время счи-
таются комбинированные схемы терапии, включаю-
щие ≥2 молекулярных целей; особенно востребованы 
такие подходы для опухолей, резистентных к раз-
личным видам терапии [11]. В этой связи становятся 
актуальными поиск новых прогностических показа-
телей РМЖ и выявление групп больных с высокой 
чувствительностью к таргетным препаратам.

В предыдущих исследованиях мы показали, что 
белок Akt1 (одна из форм Akt) и его нижележащий 
эффектор NF-κB являются потенциальными марке-
рами гормонорезистентности при рецепторположи-
тельном РМЖ [12]. Задачей данного исследования 
было оценить прогностическое значение активиро-
ванной (фосфорилированной) киназы Akt1 (pAkt1) 
и ассоциированных с ней белков – фактора роста 
эндотелия сосудов (VEGF) и 2 форм его рецепторов 
(VEGFR1 и VEGFR2) при РМЖ.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В исследование были включены 46 больных 

РМЖ I–IV стадии, находившихся на лечении в 
РОНЦ им. Н.Н. Блохина РАМН в 2002–2004 гг. 
Больные были в возрасте от 35 до 75 лет (медиана – 
55 лет). Распределение по стадиям заболевания ока-
залось таким: I стадия (T1N0M0) – 2 больных, IIa 
стадия (T2N0M0) – 17, IIb стадия (T2N1M0) – 14, 
IIIa стадия (T2N2M0 – 4; T3N1M0 – 3 больных), IIIb 
стадия (T4N0–2M0) – 5, IV стадия (T2N1M1) – 1.

Образцы опухолей и гистологически неизменен-
ной ткани молочной железы (200–300 мг) были взяты 
во время хирургической операции и немедленно за-
морожены в жидком азоте для дальнейшего хранения 
при -70°С. 

Для проведения иммуноферментного анализа 
(ИФА) образцы тканей лизировали в соотношении 
1:3 в буфере следующего состава: 20 мМ Трис-НСl 
(рН 7,5), 150 мМ NaCl, 1 мМ ЭДТА, 1 мМ ЭГТА, 
1% Тритон X-100, 2,5 мМ пирофосфат натрия, 1 мМ 
β-глицерофосфат, 1 мМ ортованадат натрия, 1 мкг/мл 
леупептина. Полученные лизаты центрифугировали в 
течение 30 мин при 22 000 об/мин и 4°С (центрифуга 
OptimaTM TLX, Beckman, США).

Уровень pAkt1, VEGF, VEGFR1, VEGFR2 в по-
лученных лизатах тканей определяли с помощью 

стандартных наборов реактивов для ИФА как описа-
но ранее [13]. Для 41 больной удалось проспективно 
зафиксировать отдаленные результаты лечения, в том 
числе дату возникновения 1-го рецидива и(или) дату 
смерти. Всего в ходе исследования отмечено 9 леталь-
ных исходов и 3 случая рецидива заболевания.

Статистическую обработку результатов осущест-
вляли в программе Statistica 8.0. При сравнении по-
казателей и анализе их взаимосвязей использовали 
следующие методы статистического анализа: крите-
рии Манна–Уитни, Уилкоксона, Краскела–Уоллиса, 
тест корреляции Пирсона (r). Общую и безрецидив-
ную выживаемость оценивали с помощью метода 
Каплана–Мейера. Различия и корреляции считали 
достоверными при p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
По данным ИФА у 48% обследованных активность 

Akt1 (уровень фосфорилированной киназы Akt1 или 
pAkt1) в опухоли была выше, чем в гомологичной ги-
стологически неизмененной ткани. Уровни pAkt1 в 
опухолевой и неизмененной тканях молочной железы 
достоверно положительно коррелировали между собой 
(r=0,5; p<0,05). Было установлено достоверное (p<0,05) 
повышение уровня pAkt1 в опухоли на поздних стади-
ях заболевания (III–IV) по сравнению с таковым при 
ранних стадиях (I–IIa). Кроме того, обнаружена досто-
верная взаимосвязь уровня pAkt1 с размером опухоли: 
в 71% опухолей больших размеров (>5 см) наблюдалось 
увеличение активности pAkt1 (по сравнению с ее уров-
нем в гистологически неизмененной ткани), а в не-
больших опухолях – только в 42% образцов (p<0,05). 

С учетом описанных фактов и данных литерату-
ры о роли белка Akt1 в прогрессии и терапевтической 
устойчивости опухолей [12, 14, 15] мы предположили, 
что значительное накопление pAkt1 в опухоли может 
быть фактором, влияющим на выживаемость, и раз-
делили больных на 2 группы, используя в качестве 
пограничного значения медиану (Ме) уровня pAkt1 
в опухоли, составившую в исследованной выборке 
0,379 ед/мг белка. 

Для анализа безрецидивной и общей выживае-
мости больные также были разделены на 2 группы 
в зависимости от соотношения активности Akt1 в 
опухоли и гистологически неизмененной ткани. На 
момент начала исследования в сформированные 
группы входили от 15 до 21 больной РМЖ. Обнару-
жена тенденция к снижению безрецидивной выжи-
ваемости у больных с повышенной активностью Akt1 
в опухоли (p=0,17) по сравнению с пациентками, у 
которых активность Akt1 в опухоли была ниже, чем в 
окружающей ткани (рис. 1а). Взаимосвязи общей вы-
живаемости с увеличением содержания pAkt1 в опу-
холи по сравнению с уровнем в нормальной ткани не 
выявлено. На рис. 1б продемонстрирована тенденция 
к увеличению общей 9-летней (108 мес) выживаемо-
сти у больных с уровнем pAkt1 в опухоли, не превы-
шающим Ме, по сравнению с показателем в группе с 
более высоким уровнем данного маркера (p=0,12).
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Рис. 1. Безрецидивная и общая выживаемость больных РМЖ в зависимости от внутриопухолевого уровня pAkt1: 

а – безрецидивная выживаемость в зависимости от соотношения уровня pAkt1 в неизмененной ткани (N) 

и в опухоли (Т); б – общая выживаемость в зависимости от уровня pAkt1 в опухоли с использованием в качестве 

порогового значения Ме содержания pAkt1 в опухоли
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Анализ вышележащих эффекторов киназы Akt1 
белков VEGF, VEGFR1, VEGFR2 выявил рост этих 
показателей в 73–85% исследованных опухолей по 
сравнению с уровнем неизмененных тканях. Таким 
образом, у большинства обследованных внутриопу-
холевое содержание VEGF, VEGFR1, VEGFR2 увели-
чено, и не представляется возможным стратифици-
ровать больных в зависимости от превышения этих 
показателей в опухоли по сравнению с уровнем в не-
измененной ткани молочной железы. 

Группы для анализа 9-летней выживаемости фор-
мировали в зависимости от средних значений и меди-
ан исследованных показателей в опухоли. Взаимосвязи 
уровня VEGF и VEGFR2 в опухоли с общей и безреци-
дивной выживаемостью больных РМЖ не выявлено. 
В то же время 9-летняя безрецидивная выживаемость 
у больных с внутриопухолевым содержанием VEGFR1 
ниже среднего значения (составившего по выборке 
2,40 нг/мг белка) была выше, чем в группе, в которой 
VEGFR1 превышал средний показатель (p=0,05; рис. 
2). На момент проведения анализа в группе, включав-
шей 15 больных с пониженным содержанием VEGFR1 
в опухоли, рецидивов не зафиксировано.

В предыдущей работе мы провели комплексное ис-
следование содержания киназы Akt1, ее активирован-
ной формы pAkt1 и активности ее основного нижеле-
жащего эффектора NF-κB при РМЖ [12]. Оказалось, 
что приблизительно в 90% опухолей у больных РМЖ 
координированно увеличиваются содержание киназы 
Akt1, субъединицы NF-κB p65, IκBα (ингибитора NF-
κB), а также ДНК-связывающая активность NF-κB 
[12]. При этом активность субъединицы NF-κB p50 до-
стоверно коррелировала с уровнем pAkt1, что косвенно 

указывает на повышенную внутриопухолевую актив-
ность сигнального пути PI3K/Akt/NF-κB в исследован-
ной группе. Удельная ДНК-связывающая активность 
NF-κB p65 наиболее высока в опухолях с «тройным 
отрицательным» рецепторным статусом [ER(-)PR(-)
HER2/neu(-)], не поддающихся ни эндокринной, ни 
молекулярно-направленной терапии, отсюда именно 
в этой подгруппе больных РМЖ возможно преимуще-
ство от использования селективных ингибиторов NF-
κB и ее вышележащего эффектора Akt. 

Перспективность исследования белков сигналь-
ного пути PI3K/Akt в качестве новых терапевтических 
мишеней и потенциальных факторов прогноза РМЖ 
активно обсуждается в работах, опубликованных за по-
следние годы [6, 16–18]. J. Liu и соавт. с помощью им-
муногистохимического анализа определили уровень 
Skp2, pAkt1 и p27 у 251 больной распространенным 
РМЖ [16]. Белки Skp2 и p27 являются нижележащими 
эффекторами киназы Akt1 [19], при этом увеличенное 
содержание Skp2 и пониженное – p27 ассоциировано 
с опухолями различного генеза. J. Liu и соавт. выявили, 
что комплексная оценка уровней pAkt1 и Skp2 в цито-
плазме опухолевых клеток позволяет сформировать 
группы больных с высокой общей и безрецидивной 
выживаемостью. Обнаружено, что у больных РМЖ с 
низкими значениями pAkt1 низкое содержание Skp2 
определяет высокие показатели общей и безрецидив-
ной 10-летней выживаемости (p=0,003), тогда как в 
группе с высоким уровнем pAkt1 в опухоли Skp2 пере-
стает играть роль фактора прогноза (p=0,949). 

К сожалению, ограниченность выборки в нашей 
работе не позволила разделить больных на группы для 
одновременного анализа выживаемости по несколь-
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ким факторам, однако на основании обнаруженных 
тенденций можно сделать вывод о перспективности 
комплексного определения pAkt1 и VEGFR1: низкий 
уровень этих показателей в опухоли позволит выявить 
группу с хорошим прогнозом при РМЖ.

Исследование М. Wennemers и соавт. [20] также сви-
детельствует о важном прогностическом значении pAkt. 
Авторы обнаружили достоверное увеличение 5-летней 
безрецидивной выживаемости у больных РМЖ с pAkt-
негативными опухолями (86,1% по сравнению с 64,6% 
в pAkt-позитивной группе; p=0,03). По данным этих 
авторов, киназа Akt активируется преимущественно в 
участках опухоли, подверженных гипоксии, что может 
выступать в роли фактора устойчивости к химио- и ра-
диотерапии и определять плохой прогноз заболевания. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящем исследовании продемонстрировано, 

что приблизительно у 50% больных РМЖ увеличива-
ется уровень pAkt1 в опухоли по сравнению с таковым 
в гомологичной неизмененной ткани. При этом актив-
ность Akt1 возрастает на поздних стадиях заболевания, 
в опухолях больших размеров. Уровень вышележащих 
эффекторов Akt1 VEGF, VEGFR1, VEGFR2 в 73–85% 
опухолей выше, чем в неизмененных тканях. Анализ 
9-летней выживаемости больных РМЖ показал, что 
наиболее перспективными прогностическими показа-
телями являются внутриопухолевое содержание белка 
pAkt1 и одного из его эффекторов – VEGFR1. 

Таким образом, результаты опубликованных ис-
следований и наши собственные данные указывают 
на перспективность использования киназы Akt1 и 
ассоциированных с ней белков (Skp2, VEGFR1) для 
многофакторной оценки прогноза при РМЖ.
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Рис. 2. Безрецидивная выживаемость больных РМЖ в 

зависимости от уровня VEGFR1 в опухоли (ср. – сред-

нее значение VEGFR1 в опухолях больных РМЖ)
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С-КОНЦЕВОЙ ТЕЛОПЕПТИД КОЛЛАГЕНА 1-ГО ТИПА – 
ФАКТОР ПРОГНОЗА ПОРАЖЕНИЯ СКЕЛЕТА 
У БОЛЬНЫХ РАКОМ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ
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Введение. Метастатическое поражение костной ткани – одно из наиболее частных осложнений рака молочной железы 

(РМЖ). Для снижения тяжести и смертности при метастатическом поражении скелета необходимы повышение точности 

диагностики метастазов в костях и своевременное проведение антирезорбтивной терапии. В последнее время различные био-

химические маркеры костного метаболизма нашли применение в диагностике и мониторинге лечения метастазов в костях. 

Прогностическое значение маркеров резорбции и формирования костной ткани представляет особый интерес с точки зрения 

оптимизации тактики применения бифосфонатов у больных РМЖ.

Цель исследования. Анализ взаимосвязи уровней биохимических маркеров костной резорбции (С-концевого телопептида 

коллагена 1-го типа – СТХ) и остеосинтеза (костной щелочной фосфатазы – КЩФ) с выживаемостью больных РМЖ, про-

слеженных в течение 6 лет, для оценки их клинического значения. 

Методы. Серийное определение уровней маркеров костного метаболизма выполняли в сыворотке крови 72 больных РМЖ с 

метастазами в костях и 167 обследованных без клинических признаков метастатического поражения скелета. В контрольную 

группу вошли 47 практически здоровых женщин. Для определения концентрации СТХ и активности КЩФ на основе иммунофер-

ментного анализа использовали соответствующие тест-системы Serum CrossLaps (Osteometer) и Metra BAP (Quidel Cor.)

Результаты. Усиление интенсивности процессов костного ремоделирования коррелировало с высокими уровнями СТХ и 

КЩФ и было связано с достоверным уменьшением показателей общей выживаемости больных РМЖ. Достоверные различия в 

выживаемости больных с превышавшими пороговые уровни СТХ (0,74 нг/мл) и КЩФ (43,7 Ед/л) по сравнению с показателями в 

пределах нормы получены для всех групп. В группе больных с поражением скелета показатель CTX по сравнению с КЩФ характе-

ризовался более тесной связью с выживаемостью. По данным многофакторного анализа, СТХ оказался независимым фактором 

прогноза развития костных метастазов (наряду со степенью злокачественности опухоли).

Заключение. СТХ и КЩФ являются значимыми критериями для прогноза метастатического поражения скелета и опти-

мизации тактики применения бифосфонатов у больных РМЖ. СТХ служит независимым фактором прогноза развития костных 

метастазов.

Ключевые слова: С-концевой телопептид коллагена 1-го типа, костная щелочная фосфатаза, рак молочной железы, мета-

стазы в костях, прогноз

C-TERMINAL TELOPEPTIDE OF TYPE I COLLAGENE – PROGNOSTIC FACTOR 
OF SKELETAL METASTASES IN BREAST CANCER PATIENTS

N.V. Lyubimova1, G.V. Kozharskaya2, Yu.S. Timofeev1, S.M. Portnoy1

1N.N.Blokhin Russian Cancer Research Center RAMS, Kashirskoe shosse, 24, Moscow, Russian Federation, 115478;
2Oncologic Dispensary № 5, Perervinsky Boulevard, 5/1, Moscow, Russian Federation, 109451

Introduction. Skeletal involvement is a frequent and troublesome complication of breast malignant tumors. The accurate diagnosis of 

bone metastasis and well-timed prescription of the antiresorptive therapy are essential for reducing both severity and mortality. Recently 

different markers of bone turnover are using in diagnosis and monitoring therapeutic response in cancer patients with metastatic bone disease. 

The predictive value of bone resorption and formation markers in breast cancer patients is of great interest for the optimization of application 

of bisphosphonates 

The aim of the study. The analysis of associations between serum C-terminal telopeptide of type I collagen (СТX) as bone resorption and 

activity of bone-specific alkaline phosphatase (BAP) as formation marker, with survival of breast cancer patients monitored for 6 years were 

evaluated to reveal their clinical implications. 

Methods. Serial measures of CTX and BAP in blood serum of 72 breast cancer patient with bone metastasis and 167 – without bone 

involvement have been done with the use of ELISA test-systems «Serum CrossLaps» (Osteometer) и «Metra BAP» (Quidel Cor.). Control 

group included 47 healthy females. 
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Метастатическое поражение костной ткани явля-
ется одним из наиболее частных осложнений злока-
чественных опухолей молочной железы. По данным 
разных авторов, частота метастазирования в кости 
достигает 50–60% в общей популяции больных раком 
молочной железы (РМЖ), а при распространенных 
формах – 70–80%, при этом примерно в 20% наблю-
дений костные метастазы служат первым проявлени-
ем генерализации опухолевого процесса. 

Метастазирование в кости обусловливает плохой 
прогноз течения заболевания, сопровождается ча-
стым развитием скелетных осложнений, значительно 
ухудшая качество жизни больных и повышая риск 
смерти. В то же время установлено, что у больных с 
изолированными метастазами в костях более высо-
кая 5-летняя выживаемость, чем при сочетании кост-
ных метастазов с висцеральными (соответственно у 
20–31% и <20% больных). В этом аспекте очевидна 
важность своевременной антирезорбтивной терапии 
[2, 8, 9].

Достижения в изучении механизмов метастазиро-
вания в кости и связанного с этим процессом остео-
лиза, а также успехи современной онкологии в лече-
нии костных метастазов с использованием таргетной 
терапии обусловливают важность ранней диагности-
ки поражения скелета. 

Известно, что метастазирование в костную ткань 
сопровождается усилением интенсивности процес-
сов резорбции, а также костеобразования в резуль-
тате стимуляции активности и дифференцировки 
остеокластов и остеобластов под действием различ-
ных ауто- и паракринных факторов, продуцируемых 
злокачественными клетками [5]. В последнее время 
существенно возрос интерес к развитию неинвазив-
ных методов диагностики и мониторинга пораже-
ния скелета у онкологических больных на основе 
определения биохимических критериев, отражаю-
щих интенсивность процессов резорбции и форми-
рования костной ткани. Уже накоплен определен-
ный клинический материал, свидетельствующий 
о возможности их использования в диагностике и 
наблюдении за эффективностью лечения костных 
метастазов [1, 8–10].

В последнее время усилился интерес к прогности-
ческой значимости маркеров остеолиза. Данные по 
прогностическому значению С- и N-концевых тело-
пептидов коллагена 1-го типа, экскреция которых с 
мочой усиливается в результате деструкции костного 
матрикса при поражении скелета у онкологических 

больных, представлены в ряде работ [2–4, 6, 7]. Сле-
дует, однако, отметить, что результаты исследования 
маркеров резорбции и формирования костной тка-
ни в оценке прогноза поражения скелета у больных 
РМЖ ограничены отдельными наблюдениями и но-
сят противоречивый характер, что может быть обу-
словлено выраженной вариабельностью результатов 
их определения в моче. 

Целью настоящего исследования было изучение 
прогностической значимости биохимических марке-
ров костного метаболизма, отражающих разные эта-
пы костного ремоделирования, на основе их исследо-
вания в сыворотке крови больных РМЖ.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В исследование были включены 239 больных 

РМЖ, из них у 72 пациенток было метастатическое 
поражение скелета. В качестве группы сравнения 
обследованы 167 больных РМЖ без клинических 
или рентгенологических признаков метастатическо-
го поражения костей, которые не получали до об-
следования противоопухолевую терапию. За период 
6-летнего наблюдения у 30 (18%) пациенток этой 
группы развились костные метастазы, выявленные в 
разные сроки динамического обследования. В кон-
трольную группу вошли 47 практически здоровых 
женщин.

Диагностика метастазов в костях проводилась 
на основании данных сцинтиграфии и последую-
щей рентгенографии в плановом порядке. Критери-
ем отбора онкологических больных было отсутствие 
приема бифосфонатов и лучевой терапии в течение 
последних 4 мес. Эффективность противоопухоле-
вой терапии оценивали с помощью сцинтиграфии и 
рентгенографии скелета каждые 6 мес. Критериями 
прогноза являлись частота скелетных осложнений, 
время до их наступления, степень болевого синдрома 
и общая выживаемость.

Биохимические маркеры костного метаболизма 
исследовали иммуноферментными методами в пла-
шечном варианте на основе высокоспецифичных мо-
ноклональных антител. Концентрацию С-концевого 
телопептида коллагена 1-го типа (СТХ, нг/мл) и 
активность костной щелочной фосфатазы (КЩФ, 
Ед/л) определяли в сыворотке крови при использова-
нии тест-систем Serum CrossLaps (Osteometer) и Metra 
BAP (Quidel Cor.). 

Статистическую обработку результатов с распре-
делением, отличным от нормального, проводили с 

Results. Elevated rate of bone turnover correlated with high levels of CTX and BAP and was associated with reduced overall survival of 

breast cancer patients. The significant differences of overall survivability of patients with values higher than cut-off of CTX (0,74 ng/ml) and 

BAP (43,7 IU/L) if compared to those with normal levels were found in all groups of patients. CTX was superior to BAP as predictor of outcome 

in breast cancer patients with bone metastases. Multivariate Cox proportional hazards regression analysis revealed that CTX was independent 

prognostic factor for breast carcinoma related death together with some clinical pathological characteristics (tumor malignancy). 

Conclusion. Serum СТх and BAP are of value in predicting the status of breast cancer bone metastases and optimization of bisphosphonates 

therapy. CTX was shown to be independent prognostic factor of bone involvement. 

Key words: C-telopeptide of type I collagen, bone alkaline phosphatase, breast cancer, bone metastases, prognosis
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помощью непараметрических методов анализа. Вы-
живаемость и другие временные параметры в группах 
оценивали путем теста log-rank методом Каплана–
Мейера. Различия показателей в изучаемых группах 
считали значимыми при р<0,05. Данные обрабатыва-
ли с помощью программы Statistica 8.5.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ взаимосвязи уровней биохимических 

маркеров костного метаболизма в сыворотке крови 
больных РМЖ с основными клиническими особен-
ностями РМЖ, проведенный ранее [1], выявил их 
зависимость от таких клинических характеристик, 
как распространенность метастатического пораже-
ния скелета, наличие патологических переломов, 
выраженность болевого синдрома, получаемое обе-
зболивание. В соответствии с установленными зако-
номерностями представлялось важным оценить вза-
имосвязь СТХ и КЩФ как наиболее информативных 
показателей поражения скелета с выживаемостью 
больных в группах пациенток с костными метастаза-
ми и без признаков поражения скелета.

Прогностическое значение СТХ и КЩФ оцени-
вали с учетом их пороговых уровней, соответствую-
щих 95% доверительному интервалу, рассчитанныму 
по результатам определения показателей в контроль-
ной группе. 

Анализ общей выживаемости проводили в груп-
пах больных с исходными метастазами в костях, 
находившихся на постоянном противоопухолевом 
лечении, у больных без поражения скелета, а также 
в подгруппе больных с развившимися в процессе 
6-летнего наблюдения метастазами, не получавших 
до обследования противоопухолевой терапии. В со-
ответствии с кривыми выживаемости, представлен-
ными на рис. 1, при значениях СТХ выше порогово-
го уровня (0,74 нг/мл) в сыворотке крови больных 
РМЖ с метастазами в костях 3-летняя общая вы-
живаемость была нулевой, тогда как в подгруппе 
пациенток с низкими показателями она составила 

30% (р<0,05). При этом медиана общей выживае-
мости при неблагоприятных (повышенных) уровнях 
СТХ, отражающих усиленный остеолиз, была ниже 
(11,9 мес), чем у больных с нормальным остеолизом 
(21,7 мес); различия достоверны (р<0,03). Получены 
достоверные различия и для КЩФ: 3-летняя общая 
выживаемость была нулевой при гиперферментемии 
(>43,7 Ед/л), тогда как при благоприятных (ниже по-
рогового уровня) значениях фермента она состави-
ла 39,1%. Медиана выживаемости при показателях 
КЩФ в пределах нормы была 24,2 мес, достоверно 
(р=0,011) превышая медиану общей выживаемости 
при гиперферментемии (13,4 мес).

 Анализ 5-летней общей выживаемости больных 
РМЖ без признаков поражения скелета выявил за-
висимость ее показателей от уровней СТХ и КЩФ 
как при их первичном определении, так и в процес-
се динамического наблюдения (рис. 2). При значе-
ниях СТХ выше порогового уровня 5-летняя выжи-
ваемость составила 28,5%, тогда как при показателях 
<0,74 нг/мл она была достоверно (р=0,015) выше 
(71,5%). Достоверные различия (р=0,015) также 
установлены с учетом порогового уровня КЩФ 
(43,7 Ед/л): 5-летняя выживаемость была существен-
но ниже (23,8%) при гиперферментемии, тогда как 
при нормальных значениях фермента она достигала 
72,2%. При этом медиана выживаемости в подгруппе 
пациенток с нормальными показателями не была до-
стигнута, тогда как при повышенных уровнях СТХ и 
КЩФ соответствовала 25–27 мес. 

С учетом представленных данных проанализи-
рована также выживаемость в подгруппе больных с 
развившимися в период наблюдения костными ме-
тастазами, у большинства из которых уровни мар-
керов были повышены. Поскольку СТХ в качестве 
критерия прогноза проявлял лучшие, чем КЩФ, 
свойства, оценку общей выживаемости в этой группе 
больных провели с учетом результатов определения 
СТХ в ближайшие к возникновению метастазов сро-
ки. В соответствии с кривыми выживаемости (рис. 

Рис. 1. Общая выживаемость больных РМЖ с метастазами в костях (%) в зависимости от уровня СТХ (а) 

и КЩФ (б)

а б

СТХ<0,74 нг/мл

СТХ≥0,74 нг/мл

КЩФ<43,7 Ед/л

КЩФ≥43,7 Ед/л
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3) 5-летняя общая выживаемость пациенток с высо-
ким уровнем СТХ была нулевой, тогда как при нор-
мальных значениях показателя она составила 55,5% 
(р<0,05). При этом медиана выживаемости пациен-
ток с повышенными уровнями СТХ, отражающими 
усиленный остеолиз, была достоверно (р<0,05) ниже 
(20,5 мес), чем у больных с нормальным остеолизом 
(40,1 мес).

Данные о выживаемости больных с учетом ре-
зультатов определения показателей в отдельности 
послужили основанием для подобного анализа при 
одновременно неблагоприятных и благоприятных 
сочетаниях СТХ и КЩФ. Оказалось, что 3-летняя 
выживаемость до прогрессирования опухолевого 
процесса у больных РМЖ с метастазами в костях при 
сочетании неблагоприятных показателей составила 
6,3%, в то время как при повышенном уровне СТХ 
она была нулевой. При этом медиана выживаемости 

при одновременно повышенных значениях обоих по-
казателей (4,5 мес) практически не отличалась от ме-
дианы, рассчитанной с учетом СТХ (4,8 мес). 

Таким образом, у больных с поражением скелета 
СТХ наиболее тесно связан с выживаемостью до про-
грессирования, поскольку дополнительное опреде-
ление КЩФ не влияло на показатели выживаемости 
при неблагоприятном сочетании маркеров.

При многофакторном анализе, включавшем 
основные клинико-морфологические характери-
стики РМЖ (стадирование по системе Всемирной 
организации здравоохранения, клеточная диффе-
ренцировка и степень злокачественности опухоли, 
эффективность первичного лечения, рецепторный 
статус опухоли, скелетные осложнения) и уровни 
биохимических показателей костного метаболизма, 
доказано, что СТХ является независимым факто-
ром прогноза развития костных метастазов наряду 
с таким клиническим фактором, как степень злока-
чественности опухоли. Многофакторный анализ с 
учетом одновременного исследования СТХ и КЩФ 
показал, что у больных РМЖ с поражением скеле-
та общую выживаемость, как и выживаемость без 
прогрессирования, определяли стадия заболевания 
(р=0,006) и сочетание благоприятных или небла-
гоприятных уровней биохимических показателей 
(р=0,004). СТХ и КЩФ (р=0,00002) при их совмест-
ном анализе определяли вероятность и сроки разви-
тия метастазов у больных РМЖ без их клинических 
признаков наряду с основным клиническим при-
знаком – клеточной дифференцировкой опухоли 
(р=0,000001).

Следует отметить, что полученные нами резуль-
таты согласуются с опубликованными в последнее 
время работами зарубежных авторов, в которых от-
ражено прогностическое значение маркеров костной 
резорбции С- и N-концевых телопептидов коллагена 
1-го типа у больных с поражением скелета при зло-
качественных новообразованиях различной локали-
зации [3, 4, 7].

Рис. 3. Общая выживаемость больных РМЖ (%) 

с развившимися в период наблюдения метастазами 

в зависимости от уровня СТХ

Рис. 2. Общая выживаемость больных РМЖ без метастазов в костях (%) в зависимости от уровня СТХ (а) 

и КЩФ (б)

а б

СТХ<0,74 нг/мл

СТХ≥0,74 нг/мл

СТХ<0,74 нг/мл

СТХ≥0,74 нг/мл

КЩФ<43,7 Ед/л

КЩФ≥43,7 Ед/л
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенное исследование показало, что оцен-

ка состояния костного ремоделирования на основе 
изучения СТХ и КЩФ в сыворотке крови больных 
РМЖ имеет прогностическое значение не только в 
отношении дальнейшего течения болезни, но и для 
прогноза жизни. У больных с высокими биохими-
ческими показателями значительно раньше воз-
никали скелетные осложнения, резко ухудшающие 
качество жизни и в целом показатели общей выжи-
ваемости. 

В этой связи можно добавить, что одним из прак-
тических аспектов установленной нами закономер-
ности может быть индивидуализация назначения 
бифосфонатов, в частности, в виде интенсификации 
лечения при высоких уровнях маркеров костного 

метаболизма. Взаимосвязь биохимических маркеров 
между собой и с клиническими характеристиками 
метастатического процесса делает возможным их ис-
пользование в прогнозе поражения скелета и инди-
видуализации лечения больных РМЖ. 

Проведенный многофакторный анализ уста-
новил прогностическую значимость СТХ и КЩФ 
наряду с важными клинико-морфологическими 
характеристиками злокачественных опухолей мо-
лочной железы. Полученные результаты с учетом 
наибольшей значимости СТХ послужили основани-
ем для включения показателя остеолиза в алгоритм 
обследования больных РМЖ с целью повышения 
точности диагностики ранних костных метастазов, 
оценки прогноза и оптимизации тактики примене-
ния бифосфонатов. 
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МОЛОКО ДЛЯ ВСКАРМЛИВАНИЯ 
РАЗНОПОЛОГО ПОТОМСТВА 
РАЗЛИЧНО ПО КАЧЕСТВЕННОМУ 
И КОЛИЧЕСТВЕННОМУ СОСТАВУ
Молоко, которым кормят своих детей обезьяны, 

различно по составу в зависимости от пола потом-
ства – это установил в 2009 г. биолог Гарвардского 
университета Katie Hinde. В 2014 г. в журнале PlosOne 
опубликованы данные о составе молока коров, оте-
лившихся бычком или телочкой. Оказалось, что коли-
чество молока, производимого коровой для вскарм-
ливания телочек, примерно на 1,6% больше, чем для 

вскармливания бычков. Качественный состав молока 
тоже различен – это касается как содержания кальция 
(в молоке «для девочек» его значительно больше), так 
и уровня кортизола. На каком этапе формируется это 
различие (на уровне вынашивания плода или позже), 
пока неизвестно. При исследовании состава грудно-
го молока у человека было обнаружено, что молоко 
«для мальчиков» более насыщено белками и жирами, 
а молоко «для девочек» менее калорийно, но проду-
цируется в большем количестве.

PLoS One. 2014 Feb 3;9(2):e86169. 
doi: 10.1371/journal.pone.0086169. eCollection. – 2014.
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ВВЕДЕНИЕ
Одной из основных биологических функций 

гена p16INK4A и его продукта – белка Р16 являет-
ся регулирование клеточного цикла, он блокирует 
переход из G1- в S-фазу по pRb-зависимому ме-
ханизму, ингибируя активность циклинзависимых 
киназ D-типа (cdk-4 и cdk-6) [1]. Показано, что в 

злокачественных новообразованиях различных ло-
кализаций (злокачественные лимфомы, рак под-
желудочной железы, глиомы, меланомы и др.) ген 
р16 инактивирован [2]. Его инактивация может 
осуществляться различными путями, описаны как 
мутации, приводящие к нарушению функциониро-
вания белка, так и эпигенетические механизмы – 
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Введение. Белок P16INK4a играет одну из ключевых ролей в процессах контроля пролиферации клетки, его инактива-

ция – одно из наиболее частых событий при новообразованиях различной локализации. Восстановление функции P16INK4a в 

неопластических клетках может способствовать торможению их деления и элиминации. Поиск искусственно синтезиро-

ванных, функционально активных, коротких фрагментов белка р16 и методов их внутриклеточной доставки – актуальная 

задача современной таргетной терапии злокачественных новообразований.

Цель исследования. Изучение в экспериментах in vivo противоопухолевой активности последовательности 82–102 из белка 

Р16INK4a в составе химерного пептида, в котором в качестве вектора для внутриклеточной доставки используется последо-

вательность ANTP.

Методы. Исследование противоопухолевой активности последовательности p16_ANTP проведено на 40 мышах-самках 

Balb/c nude 8 нед массой тела 20–22 г, которым были перевиты штаммы опухолевых линий человека НСТ-116 и А549. Мышам 

контрольных групп вводили физиологический раствор; животным опытных групп вводили пептид р16_ANTP в дозе 5 мг/кг в об-

ласть опухолевого узла. Объем опухолевых узлов вычисляли по произведению величин 3 взаимно перпендикулярных диаметров.

Результаты. Местное введение химерного пептида р16_ANTP вызывает достоверное торможение роста эксперименталь-

ных моделей колоректального рака (НСТ-116) и карциномы легкого человека (А549) соответственно на 66,8 и 58,7%.

Заключение. Химерный пептид p16_ANTP, включающий функциональную часть – фрагмент p16INK4A и интернализуемый 

вектор Antennapedia, обладает выраженной противоопухолевой активностью.

Ключевые слова: р16INK4a, ингибиторы циклиновых киназ, интернализуемые пептиды (CPP), противоопухолевая таргет-

ная терапия

RESEARCH OF ANTINEOPLASTIC ACTIVITY OF CHIMERIC PEPTIDE P16_ANTP IN VIVO
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Introduction. P16INK4a protein plays one of the key role in processes of cell proliferation, its inactivation is noted in a number of tumors 

of various localization. Restoration of the p16INK4a function in neoplastic cells may promote braking of division of tumor cells and their 

elimination. The search of artificially synthesized, functionally active, short fragments of protein р16 and methods fot their intracellular 

delivery is an actual problem of modern tumor target therapy.

The aim of the study. In vivo research of antineoplastic activity of the sequence 82-102 from P16INK4a protein as a part of the chimeric 

peptide, which includes the sequence of ANTP as a vector for intracellular delivery.

Methods. Antitumor effect in vivo was investigated on xenograft models of HCT116, A-549 (concentration p16_ANTP – 5 mg/kg, using 

a thrice weekly dosing schedule). 40 mice females of Balb/c nude, at the age of 8 weeks, with a body weight of 20-22 g were used. The volume 

of tumors was calculated according to the product of values of 3 mutually perpendicular diameters of nodes.

Results. Intratumoral introduction of chimeric p16_ANTP peptide leads to the reliable growth inhibition on experimental human tumor 

models – colorectal cancer (HCT-116) and lung carcinoma (A549) by 66,8% and 58,7% accordingly.

Conclusion. The chimeric p16_ANTP peptide which includes functional part – 82-102 fragment of p16INK4A and an internalizing 

vector of Antennapedia, possesses the expressed antineoplastic activity.

Key words: p16INK4a, inhibitors cyclin of kinases, cell penetrating peptides (CPP), antitumor target therapy
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гиперметилирование промоторов и др. [2, 3]. Вы-
ключение гена р16 из процессов контроля клеточ-
ной пролиферации является одним из ключевых 
механизмов запуска канцерогенеза для клеток та-
ких тканей, как эпителий поджелудочной железы, 
легких, эпидермис и др. [1, 3]. Показано, что вос-
становление активности гена р16 в опухолевых 
клетках приводит к остановке клеточного деления 
и их элиминации [4, 5]. Имеются также данные об 
участии р16 в процессах ангиогенеза во время роста 
опухоли. Показано [6], что внесение в клетки ли-
ний глиом последовательности р16 вызывает угне-
тение экспрессии васкулярного эндотелиального 
фактора, который является одним из важнейших 
медиаторов опухолевого ангиогенеза [6]. Ch.-T. Lee 
и соавт. [7] приводят данные о наличии противоо-
пухолевого эффекта у конструкции р16 – аденови-
рус относительно линий рака мочевого пузыря че-
ловека, перевитой крысам [7].

В ряде работ показано, что связывать и инги-
бировать циклиновые киназы способны не толь-
ко полноразмерные белки, но и фрагменты белка 
р16. Так, R. Fahraeus и соавт. [8] проанализирова-
ли циклинингибирующие свойства 20-аминокис-
лотных последовательностей из белка р16 и по-
казали, что фрагмент 82–102 обладает такими же 
киназ-ингибирующими свойствами, что и полно-
размерный белок [4, 8]. Использование коротких 
функциональных фрагментов белков может иметь 
ряд преимуществ по сравнению с полноразмер-
ным белком. Можно предположить, что короткая 
функциональная аминокислотная последователь-
ность не будет содержать участков полноразмерно-
го белка, ответственных за взаимодействие с други-
ми белками-участниками функциональной цепи, а 
значит, не будет подвержена возможным нежела-
тельным регуляторным воздействиям [8].

Ранее мы показали, что химерная последова-
тельность р16INK4a_Antennapedia (P16_ANTP), 
включающая фрагмент р16 (82–102) и интернали-
зуемый пептид Antennapedia, обладает выраженны-
ми цитостатическими и цитотоксическими свой-
ствами относительно различных перевиваемых 
опухолевых линий и первичных культур опухолей 
человека, полученых из операционного материала. 
Было показано, что данный пептид in vitro вызы-
вает остановку клеточного деления и индуцирует 
апоптоз [9, 10]. Отметим, что, несмотря на большой 
срок, прошедший после открытия эффективности 
ингибирования циклиновых киназ фрагментом 
белка р16 (82–102), публикаций по исследованию 
его противоопухолевой активности как in vitro, так 
и in vivo практически нет. Можно привести лишь 
единичные исследования. Так, R. Hosotani и соавт. 
[11] на моделях рака поджелудочный железы линий 
AsPC-1 и BxPC-3, перевитых интраперитонеаль-
но мышам, исследовали терапевтический эффект 
фрагмента р16, включающего фрагмент 82–102 и 
вектор Antennapedia. Было показано, что интра-

перитонеальное введение синтетического пептида 
вызывает резкое торможение роста опухоли, гибель 
опухолевых клеток по пути апоптоза, более дли-
тельное выживание опытных мышей [11]. Следует 
также отметить большое число публикаций по изу-
чению противоопухолевого эффекта полноразмер-
ного белка р16, в которых используется технология 
генной терапии [12]. 

Цель настоящей работы – исследование противо-
опухолевой активности последовательности 82–102 
из белка р16INK4a в составе химерного пептида, в 
котором в качестве вектора используется последова-
тельность ANTP, в экспериментах in vivo.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Исследование противоопухолевой активности хи-

мерного пептида P16_ANTP проведено на модели ко-
лоректального рака HCT116. Последовательность 
P16_ANTP была получена методом твердофазного 
синтеза, как описано ранее [1].

В исследовании использовали 20 мышей-самок 
Balb/c nude в возрасте 8 нед, массой тела 20–22 г, 
разведения РОНЦ им. Н.Н. Блохина РАМН. Мыши 
были разделены на равные группы. Все исследования 
in vivo выполняли в соответствии с действующими в 
РФ методическими указаниями [13].

Штамм НСТ-116 получен из Коллекции опу-
холевых штаммов человека РОНЦ. Опухолевый 
штамм был привит мышам обеих групп в количестве 
около 1 млн клеток на 1 мышь, подкожно на наруж-
ную поверхность заднего правого бедра. Животным 
опытной группы вводили пептид P16_ANTP в дозе 
5 мг/кг в область опухолевого узла. Всего было сдела-
но 11 инъекций пептида. 1-я инъекция осуществле-
на на 6-й день после перевивки опухолевых клеток, 
далее препарат вводили через сутки. Исследуемый 
препарат: пептид P16_ANTP для введения мышам 
ex temporе разводили в физиологическом растворе. 
Мыши контрольной группы получали физиологиче-
ский раствор в эквивалентных объемах. 

Оценка противоопухолевого эффекта. Объем опу-
холевых узлов вычисляли по произведению величин 
3 взаимно перпендикулярных диаметров. О перено-
симости воздействия инъекций судили по состоянию 
и поведению мышей с опухолью.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В контрольной группе на 28-й день эксперимента 

средний объем опухолей составил 679 мм3, за время 
эксперимента погибли 3 мыши. В опытной группе 
опухолевые узлы росли медленнее, чем в контроле 
(рис. 1). На 28-й день эксперимента средний объ-
ем опухолей составил 225,4 мм3, что соответствует 
33,2% от такового в контрольной группе. В опытной 
группе погибли 2 мыши. Достоверных различий в 
выживаемости за время наблюдения не выявлено. 
Признаков токсического воздействия исследуемого 
препарата P16_ANTP в опытной группе мышей не 
отмечалось.



Исследование противоопухолевой активности химерного пептида p16_ANTP in vivo

38 №4, 2014 Молекулярная медицинаМолекулярная медицина

На рис. 2 показан сравнительный вид опухоли 
в контрольной и экспериментальной группах после 
7 инъекций исследуемого пептида. Отмечается замет-
ное уменьшение опухолевого узла в опытной группе.

Таким образом, показано, что местное введение 
химерного пептида P16_ANTP обусловливает досто-
верное (66,8%) торможение роста эксперименталь-
ной модели колоректального рака человека.

Исследование противоопухолевой активности 
химерного пептида P16_ANTP на модели карциномы 

легкого А549. Использовали 20 мышей-самок Balb/c 
nude 8 нед, массой тела 20–22 г, разведения РОНЦ 
им. Н.Н. Блохина РАМН. Для постановки экспери-
мента животные были разделены на 2 группы по 10 
мышей.

Штамм карциномы легкого А549 получен из Кол-
лекции опухолевых штаммов человека РОНЦ им. 
Н.Н. Блохина РАМН. Животным опытной и кон-
трольной групп были перевиты опухолевые клетки 
линии А549 в количестве 1 млн клеток на 1 мышь, 

Рис. 1. Динамика изменения объема опухоли – колорек-

тального рака человека НСТ116 у мышей Balb/C nude 

при подкожной перевивке в область правого заднего 

бедра (представлены значения средних и стандартной 

ошибки). Красная линия – контроль; зеленая – 

опытная группа, получавшая пептид р16_ANTP. 

Доза – 5 мг/кг, через день, начиная с 6-го дня после 

перевивки. Введение местное – в ложе опухоли
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Рис. 3. Динамика изменения объема опухоли – рак 

легкого человека А549 у мышей Balb/C nude при под-

кожной перевивке в область правого заднего бедра 

(показаны значения средних и стандартной ошибки). 

Красная линия – контроль; зеленая – опытная группа, 

получавшая пептид р16_ANTP. Доза – 5 мг/кг, через 

день, начиная с 6-го дня после перевивки. Введение 

местное – в ложе опухоли
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Рис. 2. Типичная картина роста опухоли HCT116 

у мышей Balb/C nude на 18-й день после перевивки: 

а – мышь №7 из контрольной группы (опухоль 

11,5×13,5 мм); б – мышь №12 из опытной группы 

(опухоль 4,5×4,5 мм), с введением пептида р16_ANTP 

в ложе опухоли (проведено 7 инъекций)

а б

Рис. 4. Типичная картина роста опухоли А549 

у мышей Balb/C nude на 16-й день после перевивки: 

а – мышь №5 из контрольной группы (опухоль 

6,0×7,0 мм); б – мышь №16 из экспериментальной 

группы (опухоль 3,0×3,0 мм) с введением пептида 

р16_ANTP в ложе опухоли (проведено 7 инъекций)

а б
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подкожно, на внешнюю поверхность правого заднего 
бедра мыши. Инъекции препарата начинали в зоны 
опухолевых узлов на 4-е сутки после трансплантации 
и образования пальпируемой опухоли. Мыши кон-
трольной группы получали физиологический рас-
твор в объемах, эквивалентных объемам вводимого в 
опытной группе исследуемого пептида. Доза пептида 
P16_ANTP в опытной группе составляла 5 мг/кг. Было 
сделано 11 инъекций пептида. Исследуемый пептид 
P16_ANTP для введения мышам ex tempore разводили 
в физиологическом растворе. Инъекции проводили 
1 раз в 2 дня.

Сравнительный анализ динамики роста опухо-
ли показал, что в опытной группе на 6-й день после 
начала введения пептида наблюдали заметное сни-
жение объема опухолей по сравнению с контролем 
(рис. 3). Средний объем опухолей у мышей кон-
трольной группы на 24-й день эксперимента соста-
вил 95,24 мм3. В опытной группе средний объем опу-
холей составил 39,29 мм3, что соответствует 41,2% 
объема опухолей в контрольной группе. В обеих 

группах за время проведения эксперимента погибло 
по 1 животному.

Таким образом, показано (рис. 4), что местное 
введение химерного пептида P16_ANTP обусловли-
вает достоверное (58,7%) торможение роста экспери-
ментальной модели карциномы легкого А549. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенные исследования показывают, что 

пептид P16_ANTP при местном введении проявляет 
выраженную противоопухолевую активность in vivo. 
Показано достоверно значимое уменьшение разме-
ров опухолевых узлов как для НСТ116, так и для А549 
в среднем соответственно на 66,8 и 58,7%. Использо-
вание пептида P16_ANTP в качестве противоопухо-
левого препарата в разовой дозе 5 мг/кг не вызывает 
видимых токсических эффектов. Полученные ре-
зультаты позволяют сделать вывод о перспективно-
сти дальнейшего исследования противоопухолевых 
свойств химерного пептида, включающего циклинин-
гибирующую последовательность белка Р16INK4a.
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ВВЕДЕНИЕ
Прогресс в лечении онкологических заболеваний 

(и опухолей костей в том числе) связан с существен-
ным прорывом в молекулярной биологии, иммуно-
логии, в понимании причин возникновения опухоле-
вой клетки и закономерностей развития опухолевого 

процесса. Результатом станет появление лекарствен-
ных препаратов направленного действия, способ-
ных влиять на экспрессию биологически активных 
веществ данной конкретной опухоли [1]. Создание и 
успешное применение специфических молекулярно-
направленных (таргетных) препаратов существенно 

© Коллектив авторов, 2014
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Введение. Прогресс в лечении онкологических заболеваний (и опухолей костей в том числе) связан с существенным прорывом 

в молекулярной биологии, иммунологии, в понимании причин возникновения опухолевой клетки, закономерностей развития опу-

холевого процесса и течения заболевания.

Цель исследования. Изучение уровня интерлейкина (IL) 16 в сыворотке крови пациентов с опухолями костей до начала спец-

ифического лечения с учетом гистологического строения новообразования и в сравнении с отдаленными результатами лечения.

Методы. Иммуноферментный анализ.

Результаты. Частота выявления IL16 в сыворотке крови при новообразованиях костей составила 93%, достоверных раз-

личий в уровне IL16 с учетом гистологического строения новообразования и стадии заболевания при злокачественных опухолях 

не выявлено. Взаимосвязи между размером первичной опухоли и содержанием IL16 в сыворотке крови не обнаружено. Выявлены 

различия в показателях выживаемости больных с учетом содержания IL16 в сыворотке крови, определенных до начала специфи-

ческого лечения. Общая 5-летняя выживаемость при остеогенной саркоме у пациентов с содержанием IL16 в сыворотке крови 

>33,0 пг/мл была ниже в 1,6 раза, при саркоме Юинга – в 1,7 раза, при хондросаркоме – в 1,8 раза, чем у пациентов с содержа-

нием IL16 в сыворотке крови <33,0 пг/мл.

Заключение. Полученные результаты могут быть использованы для планирования последующих исследований по выявлению 

факторов прогноза и эффективности лечения злокачественных опухолей костей.

Ключевые слова: остеосаркома, хондросаркома, саркома Юинга, IL16

INTERLEUKIN 16 IN THE SERUM BONE
I.V. Babkina, Yu.S. Timofeev, E.A. Ten, D.V. Rogozin, Yu.N. Soloviev, E.Yu. Russo, Z.G. Kadagidze

N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Kashirskoe shosse, 24, Moscow, Russian Federation, 115478

Introduction. Progress in the treatment of cancer and bone tumors including, is associated with a significant breakthrough in molecular 

biology, immunology, understanding the causes of the emergence of the tumor cell, patterns of the development and course of the tumor 

process.

The aim of the study. The study of the levels of interleukin (IL) 16 in the serum of patients with bone tumors prior to treatment with a 

particular account of the histological structure of the tumor and late fate of the treatment

Methods. Immunoassay. 

Results. The detection rate of IL16 in serum of the patients with bone tumors was 93%, no significant differences in levels of IL16 if 

considering the histological structure of tumor and stage malignant tumors were found. No relationship between the size of the primary tumor 

and the content of IL16 in serum was revealed. Differences in survivability rates of patients with regard to the content in the IL16 serum 

levels were determined before the beginning of a particular treatment. Overall 5-year survival value of osteosarcoma patients with the content 

of IL16 in serum >33,0 pg/ml was 1,6 times, with Ewing's sarcoma – 1,7 times, while in chondrosarcoma – 1,8 times less than in patients 

with IL16 content in the blood serum <33,0 pg/ml. 

Conclusion.The results can be used to plan further research to identify factors for the prediction of the efficacy of the treatment of 

malignant bone tumors.

Key words: osteosarcoma, chondrosarcoma, Ewing's sarcoma, IL16



Интерлейкин 16 в сыворотке крови больных с новообразованиями костей

41№4, 2014Молекулярная медицинаМолекулярная медицина

повысили эффективность лечения некоторых онко-
логических заболеваний, в частности, рака молочной 
железы. Однако, как показал опыт, неоадъювантная 
и адъювантная химиотерапия сопровождается рядом 
побочных эффектов. 

Другая проблема подбора нужного препарата – 
резистентность, которая может быть естественной 
(изначальная нечувствительность опухоли к препа-
рату) и приобретенной (появляется после первона-
чально успешного лечения). Большую роль в разви-
тии приобретенной резистентности играет иммунная 
система, целью функционирования которой являет-
ся контроль постоянства клеточного и гуморального 
иммунитета организма, уничтожение генетически 
чужеродных (опухолевых) клеток или своих с изме-
ненной структурой (эмбриональных, а также клеток, 
претерпевающих изменения в результате процессов 
старения, повреждения или возникающих в условиях 
нормального, физиологического функционирования 
организма). Решение проблем лекарственной устой-
чивости, открытие способов ее преодоления или ис-
пользования невозможно без изучения как сложных 
генетических изменений в опухолевой клетке, так и 
защитных особенностей организма.

Процессы распознавания и уничтожения опу-
холевых или дефектных клеток осуществляются 
преимущественно локально, однако иммунокомпе-
тентные клетки из места образования поступают в 
очаг с кровотоком. В свою очередь, из опухоли или 
очага воспаления при участии лимфатических и кро-
веносных сосудов в места образования иммуноком-
петентных клеток поступают антигены и медиаторы, 
влияющие на их экспрессию. Таким образом, при 
исследовании крови можно получить информацию 
о работе иммунной системы и попытаться косвенно 
оценить эффективность борьбы организма с чуже-
родными антигенами при различных заболеваниях 
человека [2].

Нами изучено содержание интерлейкина (IL) в сы-
воротке крови больных с новообразованиями костей.

IL относятся к белкам, продуцируемым активи-
рованными клетками иммунной системы. Они ответ-
ственны за коммуникации между разными типами 
лейкоцитов. Наиболее типичный эффект – индукция 
пролиферации через мембранные рецепторы [2]. Мы 
уделили внимание изучению уровня IL16 в сыворот-
ке крови у пациентов с опухолями костей до начала 
специфического лечения с учетом гистологического 
строения опухоли.

IL16 – член семейства провоспалительных ци-
токинов, первоначально был идентифицирован как 
фактор лимфоцитов в 1982 г. Он продуцируется акти-
вированными CD8+ Т-клеток [3], тучных клеток [4] и 
В-клеток [5]. IL16 также называют проангиогенным 
цитокином, обладающим способностью стимулиро-
вать экспрессию факторов неоангиогенеза [6]. Пока-
зано, что IL16 участвует в процессах обмена веществ 
при раке почки [7], раке носоглотки [8], гепатоцел-
люлярной карциноме [9].

IL16 может также способствовать секреции 
опухоль-ассоциированных воспалительных цитоки-
нов (например, фактор некроза опухоли α – TNFα, 
IL1β, IL6, IL15) моноцитами [10]. Роль IL16 в онко-
генезе была изучена при раке предстательной железы 
(РПЖ) [11], при этом наиболее высокий сывороточ-
ный уровень IL16 был обнаружен на последних стади-
ях заболевания [12, 13], отмечена корреляция между 
экспрессией IL16 в ткани РПЖ и стадией опухоле-
вого процесса по шкале Глисона >7 баллов (р<0,01). 
Взаимосвязи этого цитокина с уровнем простатоспе-
цифического антигена в сыворотке крови не выяв-
лено. Многофакторный анализ показал, что уровень 
экспрессии IL16, количество баллов по шкале Гли-
сона и стадия опухолевого процесса – независимые 
факторы прогноза безрецидивной выживаемости при 
РПЖ [14].

В одном из исследований авторы показали, что 
уровень IL16 у больных раком толстой кишки досто-
верно выше, чем у практически здоровых людей [15], 
связи между полиморфизмом гена IL16 и его уровнем 
в сыворотке крови не установлено. Полагали, что 
IL16 – важный маркер в диагностике, прогнозе и эф-
фективности лечения, а также мишень для химиоте-
рапии при множественной миеломе [16–18]. 

IL16 также называют проангиогенным цитоки-
ном, обладающим способностью стимулировать экс-
прессию факторов неоангиогенеза [6]. Показано, что 
IL16 участвует в процессах обмена веществ при раке 
почки [7] и носоглотки [8], при гепатоцеллюлярной 
карциноме [9].

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Нами изучен уровень IL16 в сыворотке крови 

134 больных (возраст пациентов – от 14 до 50 лет) 
с опухолями костей – доброкачественными (у 6), 
пограничными (гигантоклеточная опухоль кости) 
(у 22), злокачественными (у 106). Злокачественные 
новообразования были представлены остеогенной 
саркомой (45 случаев: типичная – у 35 больных, 
паростальная – у 6, периостальная – у 4), хондро-
саркомой (у 24), саркомой Юинга (у 27), злокаче-
ственной фиброзной гистиоцитомой (у 7), хордомой 
(у 3). Уровень IL16 определяли иммуноферментным 
методом в сыворотке крови больных до начала спец-
ифического лечения реактивами фирмы Biosource 
(США). Контрольную группу составили 10 практи-
чески здоровых людей соответствующего возраста. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Показатели IL16, отличные от 0, выявлены 

в образцах сыворотки крови 124 (93%) больных. 
Среднее содержание IL16 при доброкачественных 
опухолях костей составило 34,4±2,0 пг/мл и до-
стоверно не отличалось от показателей у больных 
с пограничными (28,9±2,3 пг/мл) и злокачествен-
ными (33,0±1,8 пг/мл) опухолями костей. Разли-
чий в содержании IL16 в сыворотке крови с учетом 
морфологического строения опухоли при злокаче-
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ственных новообразованиях костей не выявлено. 
При периостальной остеогенной саркоме уровень 
IL16 был ниже, чем при типичном и паростальном 
ее вариантах (без статистически достоверных раз-
личий). Взаимосвязи между размером первичного 
новообразования и содержанием IL16 в сыворотке 
крови не обнаружено (r=0,38; p=0,94).

Анализ содержания IL16 в сыворотке крови с уче-
том стадии заболевания на момент обращения в кли-
нику показал, что при IV стадии (9 больных) средние 
показатели были выше, чем при II стадии (57 боль-
ных) – соответственно 44,6±11,4 и 32,2±2,5 пг/мл. 
Однако при сравнении медиан при II и IV стадиях 

(соответственно 32,2 и 34,81 пг/мл), а также нижне-
го и верхнего квартилей различий не обнаружено. В 
целом статистический анализ достоверных различий 
не выявил (р=0,12). 

Под нашим наблюдением в течение 6–92 мес на-
ходились 89 (83,9%) больных со злокачественными 
опухолями костей. За период наблюдения 35 (39,3%) 
пациентов умерли, 54 (60,7%) – живы. Общая ку-
мулятивная 3-летняя выживаемость составила 60%, 
5-летняя – 57%. 

Нами проанализирована общая выживаемость 
пациентов с учетом содержания IL16 в сыворотке 
крови. Пациенты были разделены на 2 группы: в 
1-ю включили больных (n=41) с уровнем IL16 ниже 
среднего (<33,0 пг/мл), во 2-ю (n=48) – с уровнем 
IL16 выше среднего (>33,0 пг/мл). В 1-й группе 
за период наблюдения умерли 12 (47,9%) боль-
ных, живы – 29 (70,7%); во 2-й умерли 23 (47,9%), 
живы – 25 (52,0%) пациентов. В 1-й группе куму-
лятивная общая 3-летняя выживаемость составила 
69%, 5-летняя – 64%, во 2-й – соответственно 54 и 
48% (рис. 1).

На следующем этапе исследования нами были 
проанализированы отдаленные результаты лече-
ния с учетом гистологического строения опухоли 
и уровня IL16 в сыворотке крови. Пациенты были 
разделены на 3 группы с учетом гистологического 
строения новообразования: типичная остеогенная 
саркома (n=27), хондросаркома (n=19), саркома 
Юинга (n=27).

В группе больных остеогенной саркомой за пе-
риод наблюдения умерли 11 (40,7%) пациентов, 
живы – 16 (59,2%). Разделение на подгруппы по со-
держанию IL16 в сыворотке крови проводили по ра-
нее указанному принципу. В 1-й подгруппе (n=8) с 
содержанием IL16<33,0 пг/мл за период наблюдения 
умерли 2 (25%), живы – 6 (75%) пациентов, во 2-й 
подгруппе (n=19) с содержанием IL16>33,0 пг/мл 
умерли 9 (47,3%), живы – 10 (52,6%) больных. Ку-

Рис. 1. Кумулятивная общая выживаемость (по мето-

ду Каплана–Мейера) при злокачественных опухолях 

костей с учетом уровня IL16 в сыворотке крови

1,0 

0,9 

0,8 

0,7 

0,6 

0,5 

0,4 

0,3
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Месяцы

IL16<33,0 пг/мл IL16>33,0 пг/мл

Рис. 2. Кумулятивная общая выживаемость больных с учетом уровня IL16 в сыворотке крови: а – при типичной 

остеосаркоме; б – при хондросаркоме; в – при саркоме Юинга
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мулятивная общая 3- и 5-летняя выживаемость в 
1-й подгруппе составила 69%; во 2-й подгруппе по-
казатели 3- и 5-летней выживаемости были соответ-
ственно 58 и 44% (рис. 2а).

Среди больных хондросаркомой кости за пери-
од наблюдения умерли 7 (36,8%), живы – 12 (63,1%) 
пациентов. Разделение на подгруппы по содержа-
нию IL16 в сыворотке крови показало, что в 1-й 
подгруппе (n=10) за период наблюдения умерли 
2 (20%), живы – 8 (80%) больных, во 2-й (n=9) умер-
ли 5 (55,5%), живы – 4 (44,4%) больных. У пациентов 
1-й подгруппы кумулятивная общая 3- и 5-летняя 
выживаемость составила 77%, у больных 2-й под-
группы 3- и 5-летняя выживаемость была в пределах 
42% (рис. 2б).

Среди больных саркомой Юинга за период на-
блюдения умерли 12 (44,4%), живы – 15 (55,5%). 
В 1-й подгруппе (n=17) с содержанием IL16<33,0 пг/
мл за период наблюдения умерли 6 (35,2%), живы – 
11 (64,7%) больных, во 2-й (n=10) умерли 6 (60%), 
живы – 4 (40%) пациента. В 1-й подгруппе кумуля-
тивная общая 3- и 5-летняя выживаемость составила 
58%; у больных 2-й подгруппы показатели 3- и 5-лет-
ней выживаемости составили 34% (рис. 2в).

Таким образом, частота выявления IL16 в сыво-
ротке крови больных с новообразованиями костей 
составила 93%; достоверных различий в уровне ци-
токина с учетом гистологического строения опухоли 
не выявлено. Взаимосвязи между размером первич-
ной опухоли и содержанием IL16 в сыворотке крови 
не обнаружено. Общая 3- и 5-летняя выживаемость 

больных со злокачественными опухолями костей 
при содержании IL16 в сыворотке крови >33,0 пг/мл 
была значительно ниже, чем у пациентов с более низ-
ким уровнем IL16. Общая 5-летняя выживаемость 
больных остеогенной саркомой с высоким содержа-
нием IL16 в сыворотке крови была ниже в 1,6 раза, 
при саркоме Юинга – в 1,7 раза, при хондросаркоме – 
в 1,8 раза, чем у пациентов с содержанием IL16 в сы-
воротке крови <33,0 пг/мл.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Необходимо отметить, что частота выявления 

IL16 в сыворотке крови при новообразованиях ко-
стей составила 93%, достоверных различий в уровне 
IL16 с учетом гистологического строения новообра-
зования и стадии заболевания не выявлено. Взаи-
мосвязи между размером первичной опухоли и со-
держанием IL16 в сыворотке крови не обнаружено. 
Установлены различия в показателях выживаемо-
сти больных с учетом содержания IL16 в сыворот-
ке крови до начала специфического лечения. Об-
щая 5-летняя выживаемость больных остеогенной 
саркомой с содержанием IL16 в сыворотке крови 
>33,0 пг/мл была ниже в 1,6 раза, саркомой Юин-
га – в 1,7 раза, хондросаркомой – в 1,8 раза, чем 
у пациентов с содержанием IL16 в сыворотке крови 
<33,0 пг/мл.

Полученные результаты могут быть использова-
ны для планирования последующих исследований по 
выявлению факторов прогноза и эффективности ле-
чения злокачественных опухолей костей.
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ПОЛИМОРФИЗМЫ ГЕНА TYMS У БОЛЬНЫХ 
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Введение. Тимидилатсинтетаза (ТС), ключевой фермент биосинтеза нуклеотидов, является основной мишенью для 

5-фторурацила (5-ФУ) при химиотерапии. Ген TYMS, кодирующий ТС, имеет несколько генетических полиморфизмов, рас-

положенных в 5'- (R2/R3 и G>C) и 3'- (делеция 6 нуклеотидов) нетранслируемых областях, которые влияют на активность 

его экспрессии.

Цель исследования. Изучение полиморфизмов в 5'- и 3'- нетранслируемых областях гена TYMS у 80 больных с местно-

распространенным раком желудка (РЖ), которым проведено хирургическое лечение с последующей химиотерапией 5-ФУ. 

Поиск взаимосвязи между генотипами, определенными у больных, и клинико-морфологическими характеристиками РЖ, а 

также отдаленными результатами комбинированного лечения.

Методы. Полимеразная цепная реакция с определением полиморфизма длины рестрикционных фрагментов (ПДРФ).

Результаты. Показано, что у пациентов с генотипом 2R/2R на момент операции достоверно чаще встречается мета-

статическое поражение регионарных лимфатических узлов (р=0,047). При сравнении групп пациентов с различными типами 

РЖ по классификации Лорен выявлено, что генотип -6/-6 достоверно чаще встречается при интестинальном типе РЖ по 

сравнению с диффузным (p=0,037), а также этот генотип достоверно чаще встречается у пациентов с высоко- и умерен-

но дифференцированными аденокарциномами (р=0,015). Мы не нашли ассоциации исследуемых полиморфизмов гена TYMS с 

размером опухоли, возрастом манифестации заболевания, месторасположением опухоли в желудке. При оценке отдаленных 

результатов лечения 5-ФУ выявлено, что генотип 3RG/3RG достоверно чаще (р=0,024) встречается в группе пациентов, у 

которых на фоне комбинированного лечения РЖ в течение 3 лет после операции возник рецидив заболевания (местный реци-

див, канцероматоз брюшины, отдаленные метастазы). Генотип 2RG/3RC, напротив, достоверно чаще встречается в группе 

пациентов, у которых на фоне комбинированного лечения в течение 3 лет после операции не возникло рецидива заболевания 

(р=0,023).

Заключение. На клиническом материале подтверждена ассоциация полиморфизмов гена TYMS с эффективностью лечения 

5-ФУ больных РЖ, что позволит использовать их в качестве дополнительных индивидуальных факторов прогноза и выявлять 

пациентов с низкой чувствительностью к 5-ФУ.

Ключевые слова: рак желудка, тимидилатсинтетаза, полиморфизм, генотип, 5-фторурацил 

TYMS GENE POLYMORPHISMS IN PATIENTS WITH GASTRIC CANCER, 
THE RELATIONSHIP WITH LONG-TERM RESULTS OF COMBINED TREATMENT

M.V. Nemtsova1, 2, A.A. Udilova1, D.V. Zaletaev1, T.V. Khorobrych1

1I. M. Sechenov First Moscow State Medical University, Trubetskaya Str., 8, Moscow, Russian Federation, 119991;
2Russian Medical Academy of Postgraduate Education, Barrikadnaya Str., 2/1, Moscow, Russian Federation, 123995

Introduction. Thymidylate synthase (TS) is a key enzyme in nucleotide biosynthesis and is the main intracellular target of 5-FU. 

We investigated the clinical and prognostic importance of TYMS gene 5' (TSR2/TSR3 and G>C) and 3' (del 6) untranslated region 

polymorphisms for gastric cancer patients. 

The aim of the study. We investigated the clinical and prognostic importance of TYMS polymorphisms for gastric cancer patients. 

We examined of 5' (TSR2/TSR3 and G>C) and 3' (del 6) untranslated region polymorphisms in 80 gastric cancer patients after surgical 

treatment and chemotherapy with 5-fluorouracil.

Methods. PCR-RFLP.

Results. We have shown, that the genotype 2R/2R is significantly more often found in patients with regional lymph node metastases (N1-

3) (p=0,0475), genotype -6/-6 is significantly more common in patients with intestinal gastric cancer (p=0,0375), as well as in patients, who 

have high/moderately differentiated adenocarcinoma (p=0,033). 
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ВВЕДЕНИЕ
В структуре онкологической заболеваемости 

России рак желудка (РЖ) занимает 2-е место по-
сле рака легкого у мужчин и 3-е – после рака мо-
лочной железы и меланомы у женщин. В России 
ежегодно выявляется 40–50 тыс. новых случаев 
заболевания [1]. При этом многие больные посту-
пают на лечение с местнораспространенными или 
генерализованными формами опухолевого процес-
са, поэтому радикальность большинства операций 
носит условный характер, а отдаленные результаты 
хирургического лечения больных РЖ, за исключе-
нием начальных стадий, остаются неудовлетвори-
тельными. С учетом того, что неудовлетворитель-
ные результаты хирургического лечения при РЖ 
связаны с высокой частотой развития отдаленных 
метастазов и местного рецидива опухолевого про-
цесса за первые годы наблюдения, больным про-
водится комбинированное лечение, включающее, 
помимо хирургических методов, еще химиотера-
певтические препараты.

Выбор схем химиотерапии основывается на ин-
туитивном подборе, без достаточного учета объ-
ективных показателей прогноза заболевания, 
молекулярно-генетических особенностей опухоли. 
Сегодня исследования показывают, что у больных, 
получающих адъювантную химиотерапию, имеется 
лишь небольшое преимущество в выживаемости пе-
ред показателем при хирургическом лечении [2].

Адъювантная химиотерапия РЖ обычно осно-
вана на производных фторпиримидинов, больным 
проводится монотерапия 5-фторурацилом (5-ФУ) 
или комбинация 5-ФУ (препаратов на его основе) с 
препаратами платины [3]. 5-ФУ является аналогом 
урацила с атомом фтора вместо водорода в позиции 
С-5, поэтому он легко проникает в клетку, используя 
те же механизмы, что и урацил. В клетке 5-ФУ пре-
образуется в несколько активных фторсодержащих 
метаболитов, которые включаются в РНК, нарушая 
ее синтез, а также ингибируют действие фермента ти-
мидилатсинтетазы (ТС) [4].

В неизмененных клетках TС катализирует вос-
становительное метилирование дезоксиуридина 
монофосфата (дУМФ) до дезокситимидина моно-
фосфата (дТМФ), предоставляя единственный de 
novo источник тимидилата, который необходим 
для репликации и репарации ДНК. Ингибирование 
фермента приводит к истощению пула дТМФ и по-
следующему снижению уровня дезокситимидина 

трифосфата (дТТФ), что вызывает количественные 
нарушения в содержании других дезоксинуклеоти-
дов (дАТФ, дГТФ, дЦТФ). Такие нарушения концен-
трации нуклеотидов приводят к проблемам синтеза 
и репарации ДНК, вызывая летальные изменения 
ДНК и гибель клетки. В результате снижения функ-
ции ТС происходит также накопление дУМФ, что 
приводит к повышению уровня дУТФ. Оба этих ме-
таболита начинают неправильно включаться в ДНК, 
ингибируя репликацию и рост активно делящихся 
клеток [5].

Белок ТС является продуктом гена TYMS, рас-
положенного на хромосоме 18 в 18р11.3. Снижение 
экспрессии ТС в опухолевых клетках приводит к 
цитотоксическому эффекту, а также усиливает ци-
тотоксический эффект 5-ФУ. Доклинические ис-
следования показали, что экспрессия TC является 
ключевым фактором, определяющим чувствитель-
ность к 5-ФУ. Повышение экспрессии TС с уве-
личением уровня мРНК и белка наблюдается в 
клеточных линиях, устойчивых к действию 5-ФУ 
и фтордезоксиуридина. При изучении экспрессии 
TС у больных РЖ посредством иммуногистохими-
ческого анализа и обратной транскрипции (RT-
PCR) показано улучшение ответа на терапию 5-ФУ 
у больных с низкой экспрессией TС в опухоли. Та-
ким образом, экспрессия TC является прогности-
ческим индикатором эффективности проводимого 
лечения [6, 7].

Показано, что в последовательности гена TYMS 
существует нескольких полиморфизмов, влияющих 
на активность его экспрессии [8] (рис. 1).

Промотор гена TYMS обычно имеет 2 (R2) или 
3 (R3) тандемных повтора длиной в 28 пар оснований. 
Исследования показали, что при экспрессии гена, 

In the study of the effectiveness of chemotherapy in 58 gastric cancer patients, we have shown, that genotype 3G/3G was associated 

with the poor prognosis, development of local recurrence, carcinomatosis, the appearance of distant metastases during the first 3 years after 

surgery and 5-FU treatment (p=0,024). Genotype 2G/3C was significantly frequent (p=0,023) in patients without progression of the disease 

within the first 3 years after surgery and 5-FU treatment. In the study of the TYMS gene 3'-untranslated region (del 6) polymorphism in the 

patients after surgical treatment and chemotherapy, we found no significant differences. 

Conclusion. We suggest that TYMS 5'UTR and 3'UTR polymorphisms can serve as individual prognostic factors and as predictors of 

adjuvant treatment effectiveness in patients with locally advanced gastric cancer.

Key words: thymidylate synthase, TYMS gene, polymorphisms, genotype, 5-FU chemotherapy

Рис. 1. Полиморфизмы гена TYMS, ассоциированные с 

изменением экспрессии

Тандемный повтор 

28 нуклеотидов (R) 1496del6
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2R

3R G>C

TYMS
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имеющего в промоторе 3 повтора, определяется поч-
ти в 3 раза больше белка и мРНК, чем при экспрес-
сии гена, имеющего в промоторе 2 повтора [9]. Ве-
роятно, поэтому пациенты, гомозиготные по R3/R3, 
хуже отвечают на химиотерапию 5-ФУ, чем пациенты 
с R2/R2 и R2/R3.

Выявлены еще 2 полиморфизма, которые влия-
ют на экспрессию ТС. При наличии в промоторе 
3 тандемных повторов во 2-м повторе может воз-
никнуть замена G>C, которая приводит к снижению 
стабильной связи промотора с транскрипционным 
фактором USF (up stimulating factor), снижая транс-
крипционную активность и повышая ответ на те-
рапию. Другой полиморфизм в 3'-нетранслируемой 
области гена TYMS проявляется делецией 6 нуклео-
тидов (А-6). Наличие делеции приводит к снижению 
транскрипционной активности, изменяя стабиль-
ность белка [10].

Ассоциация полиморфизмов ТС с эффективно-
стью лечения 5-ФУ больных РЖ, подтвержденная на 
клиническом материале, позволит использовать их в 
качестве дополнительных индивидуальных факторов 
прогноза и выявлять пациентов с низкой чувстви-
тельностью к 5-ФУ. Нами изучены полиморфизмы в 
5'- и 3'- нетранслируемых областях гена TYMS у боль-
ных РЖ, а также проведено поиск взаимосвязи между 
полиморфизмами и клинико-морфологическими ха-
рактеристиками РЖ.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В исследование включили 80 больных с мест-

нораспространенным РЖ, которые находились 
на лечении в Клинике факультетской хирургии 
им. Н.Н. Бурденко Первого МГМУ им. И.М. Сечено-
ва. Средний возраст больных составил 64,2±10,0 года 
(от 41 года до 85 лет). Женщины составили 34%, муж-
чины – 45%. Всем 80 больным проведено хирургиче-
ское лечение: гастрэктомия – 47 (59%) пациентам, 
субтотальная дистальная резекция – 33 (41%). Лим-
фодиссекция в объеме D1 выполнена у 3 (4%) боль-
ных, D2 – у 70 (86%), D3 – у 7 (9%).

У всех пациентов РЖ подтвержден морфологи-
ческим исследованием операционного материала, 
в соответствии с классификацией Лорен интести-
нальный тип РЖ выявлен в 30 (45%) наблюдениях, 
диффузный – в 44 (55%).

У 69 (86%) пациентов при гистологическом ис-
следовании интраоперационного материала обнару-
жены метастазы в регионарных лимфатических узлах 
(ЛУ) – N1, N2, N3.

Комбинированное лечение с последующим мо-
ниторингом в течение 3 лет после операции прово-
дили 58 пациентам. На 1-м этапе выполнено хирур-
гическое лечение, в послеоперационном периоде 
(2-й этап) проведена адъювантная химиотерапия 
по следующим схемам: 32 пациента получали толь-
ко кселоду (капецитабин) – 1250 мг/м2 2 раза в сут-
ки с 1-го по 14-й день каждые 3 нед; 19 пациентам 
болюсно интраперитонеально на 10-е сутки после 

операции вводили кабоплатин – 150 мг (через уста-
новленный заранее интраоперационно катетер в 
брюшную полость) + кселоду – 1250 мг/м2 2 раза 
в день с 1-го по 14-й дни каждые 3 нед; 5 пациен-
там – 5-ФУ 450 мг/м2 в сутки внутривенно – 30-ми-
нутная инфузия с 1-го по 5-й дни + лейковорин 
50 мг/м2 в сутки внутривенно с 1-го по 5-й дни каж-
дые 4 нед; 2 пациенткам – по схеме CapOX (XELOX): 
оксалиплатин – 130 мг/м2 в 1 день, кселода (капе-
цитабин) – по 1000 мг/м2 2 раза в день с 1-го по 14-й 
дни каждые 3 нед. 

Генотипирование пациентов по 3 полиморфиз-
мам гена TYMS проводили на ДНК больных, вы-
деленной из лимфоцитов периферической крови 
по стандартной методике методом полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) с последующим анализом 
результатов в полиакриламидном геле (ПААГ). 
Специфические праймеры и условия ПЦР описаны 
ранее [10]. 

Основным критерием оценки эффективности 
лечения была общая выживаемость (ОВ), которую 
рассчитывали от начала лечения до даты последнего 
наблюдения или смерти (для выбывших из-под на-
блюдения – по дате их последнего визита. Выживае-
мость анализировали методом Каплана–Мейера и 
сравнивали по тесту log-rank).

Непараметрические данные в зависимости от ко-
личества наблюдений анализировали с использова-
нием точного критерия Фишера.

Статистическую обработку данных проводи-
ли с использованием пакета прикладных программ 
Statistical Package for the Social Sciences software 
program (version 15.0; SPSS Inc, Chicago, IL).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В работе проведен анализ генетических поли-

морфизмов 5' (R2/R3 и G>C) и 3' (del 6) нетранс-
лируемых областях гена TYMS, кодирующего ти-
мидилатсинтетазу, у 80 пациентов с диагнозом РЖ. 
Результаты представлены в табл. 1. Показано, что у 
пациентов с генотипом 2R/2R на момент операции 
достоверно чаще встречалось метастатическое по-
ражение регионарных ЛУ (р=0,047), выявленное 
при гистологическом исследовании операционного 
материала (N1, N2, N3). При сравнении групп па-
циентов с различным типом РЖ по классификации 
Лорен выявлено, что генотип -6/-6 достоверно чаще 
встречается при интестинальном типе РЖ, чем при 
диффузном (p=0,037), этот генотип также достовер-
но чаще встречался у пациентов с высоко- и уме-
ренно дифференцированными аденокарциномами 
(р=0,015). Мы не нашли ассоциации исследуемых 
полиморфизмов гена TYMS с размером опухоли, 
возрастом манифестации заболевания, локализаци-
ей опухоли в желудке. При исследовании смешан-
ных генотипов для промоторной области TYMS 
(R2/R3 и G>C) нам не удалось выявить достоверные 
ассоциации в группах с различными клиническими 
характеристиками.
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Отдаленные результаты лечения 5-ФУ оценены 
у 58 больных, которым проводили комбинирован-
ное лечение – хирургическое с последующей адъю-
вантной химиотерапией 5-ФУ. Медиана наблюде-
ния пациентов составила 33 мес (от 4 до 40 мес). Из 
58 (100%) пациентов 34 (55%) оставались в живых в 
течение всего периода наблюдения, 24 (45%) умер-
ли от основного заболевания в первые 3 года по-
сле проведенного лечения. У 6 (10%) пациентов за 
период наблюдения возник рецидив заболевания, 
однако они были живы к окончанию периода на-
блюдения. Таким образом, возникновение рециди-
ва РЖ (местный рецидив, канцероматоз брюшины, 
отдаленные метастазы) в течение первых 3 лет по-
сле комбинированного лечения отмечено у 30 (51%) 
больных.

Для определения связи отдаленных результатов 
лечения и генотипов 5'-нетранслируемого района гена 
TYMS (R2/R3 и G>C) у пациентов проведено иссле-
дование как отдельных, так и сочетанных генотипов. 
Результаты изучения полиморфизмов в различных 
клинических группах представлены в табл. 2, 3. 

Выявлено, что генотип 3RG/3RG встречается 
достоверно чаще (р=0,024) в группе пациентов, у 
которых на фоне комбинированного лечения РЖ в 
течение 3 лет после операции возник рецидив забо-
левания (местный рецидив, канцероматоз брюшины, 
отдаленные метастазы). Генотип 2RG/3RC, напро-
тив, с большей частотой выявлен в группе пациен-
тов, у которых на фоне комбинированного лечения в 
течение 3 лет после операции не возникло рецидива 
заболевания (р=0,023).

Примечание: * – различия достоверны; N – число наблюдений (здесь и в табл. 2, 3).

Таблица 1

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ ПОЛИМОРФИЗОВ В 5’- И 3’-НЕТРАНСЛИРУЕМЫХ ОБЛАСТЯХ 
ГЕНА TYMS В РАЗЛИЧНЫХ КЛИНИЧЕСКИХ ГРУППАХ БОЛЬНЫХ РЖ

Клиническая группа N 3R/3R 2R/2R 2R/3R C/C С/G G/G A/A А/А-6 A-6/A-6

Число пациентов 80 34 12 31 12 37 31 27 39 10

Высоко- /умеренно 
дифференцированная 
аденокарцинома (G1, G2)

35 13/34 3/34 18/34 5/35 18/35 12/35 12/35 14/35 9/35

Низкодифференцированная 
аденокарцинома (G3)

31 15/31 6/31 10/31 5/31 11/31 15/31 10/30 19/30 1/30

Перстневидноклеточный рак (G4) 14 6/12 3/12 3/12 2/14 8/14 4/14 5/11 6/11 0/11

Р (KW) 0,590 0,317 0,103 0,975 0,292 0,351 0,758 0,265 0,0158*

Размер опухоли, см
<2
2–4
>4

12
29
39

6/12
13/27
15/38

0/12
4/27
8/38

6/12
10/27
15/38

3/12
5/29
4/39

7/12
14/29
16/39

2/12
10/29
19/39

3/12
9/26

14/38

7/12
13/26
19/38

2/12
4/26
5/38

Р (KW) 0,715 0,217 0,743 0,252 0,577 0,096 0,754 0,870 0,9438

Возраст манифестации, годы
<50 
50–60 
>60

11
15
54

5/11
5/12

24/54

2/11
1/12
9/54

4/11
6/12

21/54

2/11
1/15
9/54

5/11
5/15

27/54

4/11
9/15

18/54

6/11
4/15

17/50

5/11
8/25

26/50

0/11
3/25
7/50

Р (KW) 0,429 0,549 0,234 0,563 0,865 0,832 0,268 0,423 0,327

Кардия 9 2/9 2/9 5/9 1/9 2/9 6/9 3/9 5/9 1/9

Тело 44 22/43 8/43 13/43 10/44 19/44 15/44 17/42 22/42 3/42

Антральный отдел 27 10/25 2/25 13/25 1/27 16/27 10/27 7/25 12/25 6/25

Р (KW) 0,252 0,076 0,131 0,101 0,094 0,314 0,275 0,559 0,561

Метастатическое поражение 
регионарных ЛУ (N1, N2, N3)

50 22/50 11/50 17/50 9/50 21/50 20/50 17/49 27/49 5/49

Отсутствие метастазов 
в регионарных ЛУ (N0)

30 12/27 1/27 14/27 3/28 16/28 11/28 10/27 12/27 5/27

Р (F) 1,00 0,047* 0,1495 0,520 0,211 1,00 1,00 0,473 0,313

Интестинальный рак 35 14/34 3/34 17/34 5/35 18/35 12/35 12/35 15/35 8/35

Диффузный рак 45 20/43 9/43 14/43 7/45 19/45 19/45 15/41 24/41 2/41

Р (F) 0,652 0,209 0,161 1,00 0,499 0,497 1,00 0,249 0,037*
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При изучении отдаленных результатов ком-
бинированного лечения сравнивали общую (ОВ) 
и безрецидивную (БРВ) выживаемость в группах 
больных с определенными генотипами. При срав-
нении ОВ и БРВ в группах больных с комбиниро-
ванными генотипами 5'-нетранслируемого райо-
на гена TYMS (2RG/3RC, 2RG/3RG, 3RC/3RG, 
3RG/3RG, 3RC/3RC) и 3'-нетранслируемого райо-
на (A/A, A/A-6, A-6/A-6) достоверных различий не 
выявлено.

При исследовании генотипов 5'-нетранслируе-
мого района отмечено, что показатели БРВ и ОВ до-
стоверно ниже у больных с генотипом 3R/3R, чем с 
генотипом 2R/3R (соответственно p=0,049 и р=0,046; 
тест log-rank). Результаты исследования ОВ и БРВ 
представлены на рис. 2, 3.

Известно, что одним из механизмов действия 
5-ФУ при осуществлении противоопухолевой ак-
тивности является ингибирование фермента ТС. 
Функциональная активность последнего TC мо-
дулируется влиянием полиморфных вариантов в 
ДНК гена TYMS, которые находятся в регулятор-
ной области. Уровень активности TC имеет особое 
значение в быстро делящихся опухолевых клетках, 
именно в них осуществляется основная функция 
фермента, связанная с поддержанием высокой ско-
рости репликации ДНК. Цитотоксическое действие 
5-ФУ связано с блокированием действия ТС, поэто-
му более высокая экспрессия TC приводит к повы-
шению резистентности к 5-ФУ. Показано, аллели 
с 3 повторами 3R в 5'-нетранслируемом районе ха-
рактеризуются максимальной экспрессией ТС, что 
связано с худшим ответом на терапию 5-ФУ и соот-

ветственно худшей выживаемостью больных при ко-
лоректальном раке (КРР), раке пищевода и др. [11]. 
Наличие замены G>C во 2-м из 3 повторов приво-
дит к снижению стабильной связи промотора с USF 
(up stimulating factor), снижая транскрипционную 
активность фермента и повышая у таких пациен-
тов ответ на химиотерапию [12]. В настоящее время 
выделяют генотипы с высоким и низким уровнем 
экспрессии белка. К полиморфизмам с высоким 
уровнем экспрессии ТС относят 2R/3RG, 3RC/3RG, 
3RG/3RG, а низкий уровень экспрессии ТС пока-
зан при генотипах 2R/2R, 2R/3RC, 3RC/3RC [4, 13]. 
Проведенные исследования позволяют рассматри-
вать полиморфизмы в гене TYMS в качестве показа-
телей индивидуальной чувствительности пациентов 
к терапии 5-ФУ.

Нами показано, что генотип 3RG/3RG досто-
верно чаще (р=0,024) встречается у пациентов с про-
грессированием РЖ в течение первых 3 лет после 
операции, которым в послеоперационном периоде 
проводили химиотерапию. В то же время смешан-
ный генотип 2RG/3RC достоверно чаще (р=0,023) 
выявляли в группе больных, у которых отсутствовал 
рецидив рака в течение первых 3 лет после операции. 
Наличие этого генотипа у больных ассоциировано 
со значительным снижением уровня экспрессии ТС, 
при наличии аллеля 3RC транскрипционная актив-
ность фермента сравнима с активностью при 2R, 
что приводит к повышению эффективности лечения 
5-ФУ. Это подтверждают и наши результаты: досто-
верное снижение БРВ и ОВ (соответственно р=0,049 
и р=0,046) отмечено у больных с генотипом 3R/3R (в 
отличие от генотипа 2R/3R).

Таблица 2

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ ПОЛИМОРФИЗМОВ В 5’- И 3’-НЕТРАНСЛИРУЕМЫХ ОБЛАСТЯХ 
ГЕНА TYMS У ПАЦИЕНТОВ С РЖ ПОСЛЕ КОМБИНИРОВАННОГО ЛЕЧЕНИЯ

Клиническая группа N 3R/3R 2R/3R 2R/2R G/G С/C G/C A/A А/А-6 A-6/A-6

Число пациентов 58 20 16 12 26 11 21 18 30 6

С рецидивом, генерализацией 
в течение 3 лет

30 18/30 5/30 7/30 17/30 5/30 8/30 9/28 15/28 4/28

Без рецидива в течение 3 лет 28 12/29 11/28 5/28 9/28 6/28 13/28 9/26 15/26 2/26

Р (F) 0,293 0,078 0,749 0,071 0,743 0,172 1,00 1,00 0,670

Таблица 3

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ СОЧЕТАННЫХ ПОЛИМОРФИЗМОВ В ПРОМОТОРНОМ РАЙОНЕ 
ГЕНА TYMS У ПАЦИЕНТОВ С РЖ ПОСЛЕ КОМБИНИРОВАННОГО ЛЕЧЕНИЯ

Клиническая группа N 3G/3G 3G/3C 3C/3C 2G/3G 2G/3C 2G/2G

Число пациентов 58 6 13 11 8 8 12

С рецидивом, генерализацией 
в течение 3 лет 

30 6 7 5 4 1 7

Без рецидива в течение 3 лет 28 0 6 6 4 7 5

Р (F) 0,024 1,000 0,734 1,000 0,023 1,00
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Это согласуется с другими исследованиями, в 
которых генотипы 3RG/3RG и 3R/3R относятcя к 
неблагоприятным генотипам с высоким уровнем 
экспрессии ТС и связаны с худшим ответом на адъ-
ювантную химиотерапию и, соответственно, худ-
шим прогнозом, в то время как генотипы 2RG/3RC 
и 2R/3R – с низкой экспрессией и лучшим прогно-
зом. В некоторых работах отмечено, что экспрес-
сия ТС, выявленная при иммуногистохимическом 
исследовании, может выступать в роли прогно-
стического фактора развития рецидива и плохой 
выживаемости у больных РЖ, получавших адъю-
вантную химиотерапию с применением 5-ФУ [5]. 
Однако в ряде исследований [4, 11] не выявлено 
достоверной связи между экспрессией ТС, поли-
морфизмами гена TYMS и ответом на химиотера-
пию 5-ФУ.

Результаты исследований генотипов ТС в разных 
выборках больных и при разных типах рака неодно-
значны. Существуют работы, в которых установле-
но улучшение ОВ у пациентов с КРР при генотипе 
3R/3R [11, 14].

Помимо взаимосвязи полиморфизмов в гене 
TYMS с эффективностью адъювантной химиоте-
рапии при комбинированном лечении больных 

местнораспространенным РЖ, мы также изучали 
их ассоциацию с клинико-морфологическими ха-
рактеристиками опухоли. У пациентов с генотипом 
2R/2R достоверно чаще встречается метастатиче-
ское поражение регионарных ЛУ, выявленных при 
гистологическом исследовании операционного ма-
териала (р=0,047), что является неблагоприятным 
фактором прогноза для больных РЖ. Возможно, 
это связано с тем, что низкий уровень ТС при по-
лиморфизме 2R/2R приводит к нарушению синтеза 
ДНК в опухолевой клетке, повышает частоту мута-
ционного процесса и способствует возникновению 
мутаций, приводящих к более агрессивному опухо-
левому фенотипу, связанному с метастазированием 
в регионарные ЛУ. Существуют работы, в которых 
изучались ассоциации полиморфизмов TYMS и 
экспрессии ТС с клинико-морфологическими ха-
рактеристиками опухоли при КРР, но достоверных 
данных получено не было [15]. Исходя из наших 
результатов, генотип 2R/2R можно расценивать как 
фактор, связанный с неблагоприятным прогнозом 
при РЖ, а именно метастазированием в регионар-
ные ЛУ.

В настоящей работе при исследовании полимор-
физмов в 3'-нетранслируемой области у пациентов 

Рис. 2. Полиморфизмы 3R/3R, 2R/2R, 3R/2R гена TYMS и ОВ больных РЖ (тест log-rank)
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с гомозиготным состоянием -6/-6 достоверно чаще 
встречались опухоли интестинального типа по Ло-
рен, а также высоко- и умеренно дифференциро-
ванные аденокарциномы (соответственно р=0,037 и 
р=0,033), что связано с более благоприятным про-
гнозом для больных РЖ. Как отмечалось ранее, де-
леция 6bp на 3’UTR ТС приводит к дестабилизации 
РНК in vitro и связана с низкой экспрессией ТС in 
vivo. Наличие делеции в 3'-нетранслируемой обла-
сти снижает экспрессию TС у пациентов с геноти-
пом -6/-6 в 3 раза по сравнению с таковой у пациен-
тов без делеции (+6/+6). Можно предположить, что 
цитотоксическое действие при низкой активности 
ТС влияет на репликацию ДНК, приводя к нако-
плению мутаций и структурных нарушений в про-
цессе репликации. Нами показано, что повышение 
аллельного дисбаланса характерно для интестиналь-
ного типа рака, тогда как для диффузного типа более 
характерны эпигенетические нарушения, которые 
могут проявляться аномальным метилированием 
генов-супрессоров опухолевого роста [16]. Вероят-
но, низкая активность ТС, модулируемая полимор-
физмом в 3'-нетранслируемой области гена TYMS 
при генотипе -6/-6 каким-либо образом проявляет-
ся в генезе интестинального рака.

В исследовании [6] изучалась взаимосвязь экс-
прессии ТС с клинико-морфологическими харак-
теристиками РЖ. Было показано, что в высокодиф-
ференцированных аденокарциномах экспрессия ТС 
ниже, что также подтверждает наши результаты. В то 
же время в других работах не отмечено взаимосвязи 
между полиморфизмами 3’UTR и активностью ТС 
[2]. При изучении БРВ и ОВ больных РЖ с делецией 
6 нуклеотидов в 3`UTR нами не отмечено достовер-
ной разницы, что, возможно, связано с небольшим 
числом наблюдений в группах. Однако были иссле-
дования, в которых установлено достоверное увели-
чение ОВ больных КРР с адъювантной химиотерапи-
ей 5-ФУ после хирургического лечения при наличии 
смешанного генотипа 3R/2R+ A-6/A-6 по сравнению 
с генотипом 3R/2R и наличием хотя бы 1 аллеля без 
делеции [15, 8].

На основании полученных данных можно пред-
положить, что полиморфизмы в 5’- и 3’-некодирую-
щих районах гена TYMS могут влиять на клиническое 
течение рака желудка, а также на эффективность хи-
миотерапии 5-ФУ, а потому эти факторы можно ис-
пользовать в качестве дополнительных молекулярно-
генетических маркеров в оценке прогноза и 
эффективности адъювантного лечения больных РЖ.

Рис. 3. Полиморфизмы 3R/3R, 2R/2R, 3R/2R гена TYMS и БРВ больных РЖ (тест log-rank)
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ИРИЗИН МОЖЕТ ОПРЕДЕЛЯТЬ ПРОДОЛ-
ЖИТЕЛЬНОСТЬ ЖИЗНИ
В 2012 г. группой ученых был открыт ранее 

неизвестный гормон, названный иризином. Иризин 
образуется в скелетных мышцах при физической на-
грузке. Тогда же было установлено, что он действует 
на клетки белой жировой ткани, в которых у мле-
копитающих запасается жир. Воздействие гормона 
превращает их в клетки бурой жировой ткани, отве-
чающие за производство тепла. При введении в кровь 
иризин повышал расход энергии у мышей даже без 
изменения их подвижности и диеты. Это вызывало 
снижение массы тела и содержания сахара в крови у 
мышей, страдающих ожирением.

В феврале 2014 г. в журнале Age опубликовано 
сообщение ученых из Астонского университета (Ве-
ликобритания) под руководством J. Brown, которые 
выяснили, что существует связь уровня иризина в 

крови с биологическим маркером старения – длиной 
теломер. Теломеры – небольшие участки на концах 
хромосом; они укорачиваются по мере продвижения 
организма как совокупности клеток к биологической 
гибели. Маленькая длина теломер связана со мно-
гими заболеваниями, обычно ассоциированными 
во старческим возрастом (такими, как заболевания 
сердца, рак, болезнь Альцгеймера). Изучая группу 
здоровых людей, не страдающих ожирением, иссле-
дователи установили, что при более высоком уровне 
иризина длина теломер больше. Поскольку физиче-
ские упражнения приводят к образованию иризина, 
ученые полагают, они нашли объяснение общеиз-
вестному факту, согласно которому активный образ 
жизни снижает биологический возраст организма и 
уменьшает риск сердечно-сосудистых заболеваний. 

Cell Metabolism, Volume 19, 
Issue 2, 302–309, 4 February. – 2014.

Новости науки
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ИНСУЛИНОПОДОБНЫЕ ФАКТОРЫ РОСТА (ИФР) 
И ИФР-СВЯЗЫВАЮЩИЕ БЕЛКИ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ 

И ОПУХОЛЯХ БОЛЬНЫХ С НОВООБРАЗОВАНИЯМИ ЯИЧНИКОВ

Е.С. Герштейн1, доктор биологических наук, профессор, Э.Р. Исаева1, Д.Н. Кушлинский2, 

Е.А Короткова1, кандидат биологических наук, В.Д. Ермилова1, кандидат медицинских наук, 

К.П. Лактионов1, доктор медицинских наук, профессор, Л.В. Адамян2, академик РАН, профессор
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Е-mail: esgershtein@gmail.com

Введение. Сигнальная система инсулиноподобных факторов роста (ИФР) играет важнейшую роль в возникновении и про-

грессии различных злокачественных опухолей, в том числе рака яичников, поэтому ее компоненты рассматриваются в качестве 

потенциальных диагностических и прогностических маркеров заболевания и мишеней для молекулярно-направленной терапии. 

Цель исследования. Сравнительная оценка содержания ИФР-I и II и ИФР-связывающих белков (ИФРСБ)-1, 2 и 3 в сыво-

ротке крови и опухолях больных с новообразованиями яичников, а также анализ взаимосвязи с клинико-морфологическими осо-

бенностями рака яичников.

Методы. Содержание ИФР-I, II и ИФРСБ-1, 2, 3 определено в сыворотке крови и экстрактах опухолей у 44 больных раком, 

11 больных с пограничными и 12 – с доброкачественными опухолями яичников с помощью наборов для прямого иммунофермент-

ного анализа Mediagnost. В контрольную группу вошли 33 практически здоровые женщины. 

Результаты. Уровень ИФР-I достоверно понижен, а ИФРСБ-1 – повышен в сыворотке крови больных раком яичников по 

сравнению со всеми остальными группами. Уровень ИФРСБ-2 повышен в крови больных раком и с пограничными опухолями по 

сравнению с показателем в контроле и у больных с доброкачественными опухолями. Значимых отличий в содержании исследо-

ванных маркеров в доброкачественных, пограничных и злокачественных опухолях не выявлено, за исключением повышения уровня 

ИФР СБ-2 в ткани рака яичников. Взаимосвязи большинства исследованных показателей с клинико-морфологическими особен-

ностями рака яичников не обнаружено.

Заключение. Выявлены нарушения баланса ИФР/ИФРСБ у больных раком яичников. Показано, что ИФРСБ-2 – потенци-

альный серологический маркер рака яичников; чувствительность определения – 90% при 90% специфичности.

Ключевые слова: ИФР-I, ИФР-II, ИФРСБ-1, ИФРСБ-2, ИФРСБ-3, опухоли яичников

INSULIN-LIKE GROWTH FACTORS (IGF) AND IGF BINDING PROTEINS 
IN BLOOD SERUM AND TUMORS OF OVARIAN TUMOR PATIENTS

E.S. Gershtein1, E.R. Isaeva1, D.N. Kushlinsky2, E.A. Korotkova1, V.D. Ermilova1, K.P. Laktionov1, L.V. Adamyan2

1N. N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Kashirskoe shosse, 24, Moscow, Russian Federation, 115478;
2Scientific Center for Obstetrics, Gynecology and Perinatology named after V.I. Kulakov, 

Akademika Oparina, 4, Moscow, Russian Federation, 117997

Introduction. Insulin-like growth factor signaling system plays a major role in the development and progression of various malignant 

tumors including ovarian cancer, and its components are considered as potential diagnostic and prognostic markers and objects of the 

molecular targeted therapy.

The aim of the study. Comparative evaluation of insulin-like growth factors (IGF) I and II, and IGF-binding proteins (IGFBP)-1, 2 

and 3 content in blood serum and tumors of ovarian tumor patients and analysis of their associations with key clinical and pathological 

characteristics of ovarian cancer.

Methods. IGF-I, II, IGFBP-1, 2 and 3 levels were measured with standard ELISA kits (Mediagnost) in blood serum and tumor extracts 

of 44 ovarian cancer, 12 benign and 11 borderline ovarian tumor patients. Control group comprised 33 practically healthy women.

Results. Serum IGF-1 content in ovarian cancer patients was significantly lower, and IGFBP-1 content was higher than in all other groups. 

IGFBP-2 level was increased both in ovarian cancer and borderline tumor groups as compared to control and benign ovarian tumor patients. 

No significant differences were found between IGF/IGFBPs content in benign, borderline and malignant ovarian tumors. No significant 

associations were found between the majority of parameters studied and main clinical and pathological characteristics of ovarian cancer.

Conclusion. Disturbances in IGFs/IGBPs balance were revealed in blood serum of ovarian cancer patients. IGFBP-2 proved to be a 

potential diagnostic serological marker with 90% specificity and 90% sensitivity.

Key words: IGF-I, IGF-II, IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-3, ovarian tumors
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Рак яичников – одна из наиболее инвазивных и 
злокачественных опухолей женской репродуктивной 
системы; у большинства пациенток заболевание диа-
гностируется в поздних стадиях, когда опухоль уже 
распространена по брюшине. Трудности ранней диа-
гностики и высокий метастатический и инвазивный 
потенциал рака яичников определяют необходимость 
углубленного изучения механизмов роста и распро-
странения этой опухоли; их знание могло бы стать 
основой для прогнозирования результатов стандарт-
ного лечения больных и включения в схемы препара-
тов, целенаправленно воздействующих на регулятор-
ные молекулы. 

Важнейшую роль в возникновении и прогрес-
сии различных злокачественных опухолей играет 
сигнальная система инсулиноподобных факторов 
роста (ИФР). Она включает ИФР 2 типов: ИФР-I 
и ИФР-II – митогенные пептиды, высокогомоло-
гичные друг другу и инсулину, синтезирующиеся в 
печени и некоторых других тканях под влиянием 
соматотропного гормона гипофиза, воздействую-
щие на периферические ткани и распространяю-
щиеся по организму с кровью (центральный или 
эндокринный механизм действия), а также их 
трансмембранные клеточные рецепторы и ИФР-
связывающие белки (ИФРСБ) крови. ИФР син-
тезируются также клетками различных опухолей 
и являются в этом случае ауто/паракринными ме-
диаторами, опосредующими рост, метастазирова-
ние и антиапоптотический ответ злокачественных 
клеток. ИФР, рецепторы ИФР и ИФРСБ образуют 
сложную сеть взаимодействий между собой и с дру-
гими биологическими регуляторами роста и выжи-
ваемости клеток. 

Известно 6 ИФРСБ, связывающих ИФР с оди-
наковым или даже бóльшим сродством, чем ИФР-
рецепторы, а также семейство гомологичных ИФРСБ, 
которые обладают значительно меньшим сродством 
к ИФР-лигандам. ИФРСБ модулируют биологиче-
скую доступность и активность ИФР несколькими 
способами: осуществляют перенос ИФР из перифе-
рической крови к тканям-мишеням (ИФРСБ-1, 2 и 
4), поддерживают резервный уровень ИФР в крови 
(главным образом ИФРСБ-3), усиливают или инги-
бируют эффекты ИФР, а также опосредуют некото-
рые ИФР-независимые биологические эффекты. В 
различных физиологических условиях ИФРСБ могут 
как стимулировать, так и подавлять эффекты ИФР, 
продлевая время полужизни факторов роста либо 
конкурируя с рецепторами за их связывание. Актив-
ность самих ИФРСБ и (опосредованно) клеточные 
эффекты ИФР регулируются специфическими про-
теазами, в частности сериновыми протеазами и ма-
триксными металлопротеазами, которые увеличи-
вают биодоступность ИФР, гидролизуя ИФРСБ до 
небольших фрагментов, обладающих меньшим срод-
ством к ИФР. 

Сигнальная система ИФР играет важную роль 
при нормальном функционировании яичников [1], 

а также возникновении и прогрессировании злока-
чественных эпителиальных опухолей [2]. Все ком-
поненты этой системы экспрессируются в клетках 
рака яичников и являются значимыми факторами 
прогноза заболевания [3–5]. В то же время роль 
циркулирующих в периферической крови ИФР и 
ИФРСБ в возникновении и прогрессии рака яич-
ников неоднозначна. Одной из важнейших причин 
для исследования роли ИФР-сигнальной системы 
при раке яичников является возможность исполь-
зования специфических (таргетных) ингибиторов 
для подавления ее активности [6–8]. Существу-
ет несколько подходов к решению этого вопроса: 
снижение уровня и(или) биологической активно-
сти циркулирующих факторов роста, блокирование 
функции рецепторов и активация АМР-киназы, 
блокирующей нижележащие эффекты рецепторов 
ИФР. В экспериментальных исследованиях проде-
монстрирована возможность торможения роста рака 
яичников с помощью моноклональных антител к 
ИФР-рецепторам [9, 10] и низкомолекулярных ин-
гибиторов их активности [11, 12], а также активатора 
АМР-киназы метформина [6, 13]. Проводятся также 
первые клинические испытания подобных препара-
тов при раке яичников [14, 15].

Цель данного исследования – сравнительная 
оценка содержания ИФР-I, II и ИФРСБ-1, 2 и 3 ти-
пов в сыворотке крови и опухолях больных с различ-
ными новообразованиями яичников, а также анализ 
взаимосвязи изученных показателей с основными 
клинико-морфологическими особенностями рака 
яичников.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В исследование включили 44 больных раком, 

а также 11 больных с пограничными и 12 – с до-
брокачественными новообразованиями яичников; 
контрольную группу составили 33 практически 
здоровые женщины. Все группы были сравнимы 
по возрасту обследованных; медиана составила со-
ответственно 56,5 (21–82); 35 (22–55); 48 (20–71) 
и 37 (24–65) лет. По гистологическому строению 
3 доброкачественные опухоли принадлежали к се-
розному типу, 4 – к эндометриоидному, 5 относи-
лись к другим гистологическим типам. Погранич-
ные опухоли были преимущественно серозного (у 6 
пациенток) или муцинозного (у 3) типов; 72% зло-
качественных опухолей представляли собой сероз-
ные аденокарциномы. У 8 больных раком яичников 
установлена I стадия заболевания по классифика-
ции FIGO, у 4 – II стадия, у остальных был распро-
страненный процесс с преобладанием IIIc стадии 
(18 больных).

Содержание ИФР-I, II и ИФРСБ-1, 2, 3 иссле-
довали в сыворотке крови, полученной по стандарт-
ной методике до начала специфического лечения, и в 
лизатах опухолей, обработанных, как описано ранее 
[16]. Концентрацию маркеров определяли с помо-
щью стандартных наборов для прямого иммунофер-
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ментного анализа производства компании Mediagnost 
(Германия) в соответствии с инструкциями произво-
дителей. Измерения проводили на автоматическом 
анализаторе BEP-2000 (Siemens Healthcare, Герма-
ния). Концентрацию исследованных показателей 
в сыворотке крови выражали в нанограммах (нг) 
на 1 мл, в тканях – в нг/мг общего белка, определен-
ного по методу Лоури. 

Данные обрабатывали с помощью программы 
Statistica 7.0. В связи с тем, что распределение боль-
шинства исследованных показателей отличалось от 
нормального, при их сравнении и анализе взаимосвя-
зей использовали непараметрические методы: крите-
рии Манна–Уитни и Краскела–Уоллиса, тест корре-
ляции рангов Спирмена (R). Различия и корреляции 
считали достоверными при p<0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На первом этапе статистического анализа мы 

сопоставили содержание ИФР и ИФР СБ в сыво-
ротке крови больных с доброкачественными, по-
граничными и злокачественными опухолями яич-
ников и обследованных контрольной группы (табл. 
1). Обнаружены достоверное снижение медианного 
уровня ИФР-I и увеличение содержания ИФРСБ-1 
в сыворотке крови больных раком яичников по 
сравнению с показателями у пациенток в остальных 
группах, тогда как уровень ИФР-II был практиче-
ски одинаковым. Содержание ИФРСБ-2 было по-
вышено в сыворотке крови больных раком и погра-
ничными опухолями яичников (по сравнению как с 
контролем, так и с больными доброкачественными 
новообразованиями). Наиболее высокий уровень 
ИФРСБ-3 выявлен в сыворотке крови женщин кон-
трольной группы, самый низкий – у больных раком 
яичников (без достоверных различий); в целом тен-
денция не достигала уровня статистической значи-
мости (p=0,059). Аналогичные изменения уровня 
ИФР-I наблюдались у больных с другими опухолями 
репродуктивной системы – раком молочной железы 

[17] и раком шейки матки [18]. Выявленные законо-
мерности соответствуют также данным литературы 
о содержании ИФР-I и ИФРСБ в сыворотке крови 
больных раком яичников [19–21], но, как и эти дан-
ные, они находятся в определенном противоречии 
с результатами некоторых эпидемиологических ис-
следований, свидетельствующих о связи высоких 
сывороточных уровней ИФР-I с риском развития 
рака яичников в определенных возрастных группах 
[22]. Следует, однако, отметить, что совместный 
анализ данных 3 когортных исследований [23] не 
подтвердил влияния компонентов системы ИФР на 
риск развития рака яичников.

Выявлена отрицательная корреляционная связь 
между уровнем ИФР-I в сыворотке крови всех 
больных новообразованиями яичников и уров-
нем ИФРСБ-1 (R=-0,45; p=0,0004) и ИФРСБ-2 
(R=-0,43; p=0,008), а также положительная – между 
ИФР-I и ИФРСБ-3 (R=0,57; p=0,00004). Уровни 
ИФРСБ-1 и ИФРСБ-2 также положительно кор-
релировали между собой (R=0,65; p=0,00002). Ана-
логичные взаимосвязи обнаружены и у больных 
раком яичников. В то же время в сыворотке крови 
женщин контрольной группы не выявлено взаи-
мосвязи уровня ИФР-I ни с одним из изученных 
ИФРСБ, тогда как уровень ИФР-II положительно 
коррелировал с ИФРСБ-3. Совокупность этих дан-
ных свидетельствует о нарушении баланса между 
ИФР и связывающими их белками крови у больных 
раком и с другими новообразованиями яичников и 
косвенно отражает различную роль ИФРСБ-1 и -2, 
с одной стороны, и ИФРСБ-3 – с другой, в регуля-
ции биодоступности ИФР.

Потенциально значимыми серологическими мар-
керами рака яичников оказались только ИФРСБ-1 
и ИФРСБ-2, уровень которых повышен у больных 
раком (оба маркера) и пограничными опухолями 
(ИФРСБ-2). Для оценки диагностической значимо-
сти мы рассчитали их чувствительность при различ-
ных уровнях специфичности (табл. 2). Оказалось, 

Таблица 1

СОДЕРЖАНИЕ ИФР-I, -II И ИФРСБ-1, 2, 3 В СЫВОРОТКЕ КРОВИ БОЛЬНЫХ 
С ДОБРОКАЧЕСТВЕННЫМИ, ПОГРАНИЧНЫМИ И ЗЛОКАЧЕСТВЕННЫМИ ОПУХОЛЯМИ ЯИЧНИКОВ

Опухоли яичников Число 
больных ИФР-I ИФР-II ИФРСБ-1 ИФРСБ-2 ИФРСБ-3

Контрольная 
группа (0)

33 120 (104–160) 855 (618–1158) 4,21 (2,09–10,5) 144 (123–224) 4788 (4160–5550)

Доброкачественные 
(1)

12 130 (82,9–184) 772 (687–874) 2,49 (0,54–5,52) 202 (170–222) 1367 (1185–1855)

Пограничные (2) 11 124 (82,7–162) 883 (633–1171) 5,52 (0,52–11,0) 929 (268–1121) 1567 (1110–2341)

Злокачественные 
(3)

44 86,3 (56,5–120) 770 (638–1199) 16,7 (6,8–36,9) 913 (564–1861) 1027 (0–1935)

Примечание: здесь и в табл. 3: данные представлены в виде медианы и квартилей (25–75%; в скобках, нг/мл). ИФР-I: p
0–3

=0,0016; 

p
1–3

=0,021; p
2–3

=0,03. ИФРСБ-1: p
0–3

=0,04; p
1–3

=0,0003; p
1–2

=0,0005; p
2–3

=0,011. ИФРСБ-2: p
0–2

=0,0009; p
0–3

=0,00001; p
1–2

=0,012; 

p
1–3

=0,001. 
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что чувствительность ИФРСБ-1 при приемлемом 
уровне специфичности (≥70%) составляет не более 
61%, тогда как ИФРСБ-2 обладает достаточно вы-
сокой чувствительностью (76–95%) при специфич-
ности 95–70%. Оптимальным пороговым уровнем 
этого маркера является, на наш взгляд, показатель 
320 нг/мл, при котором и чувствительность, и специ-
фичность составляют 90%.

Дополнительным свидетельством в пользу воз-
можности использования ИФРСБ-2 в качестве се-
рологического маркера рака яичников является 
положительная взаимосвязь его содержания в сы-
воротке крови со стадией рака яичников (R=0,52; 
p=0,008) и положительная корреляция уровня дан-
ного маркера с показателями классического марке-
ра рака яичников СА-125 (R=0,39; p=0,041). Уровни 
остальных изученных компонентов системы ИФР 
не были связаны ни со стадией по классификации 
FIGO, ни с уровнем СА-125. Кроме того, деталь-
ный анализ взаимосвязей уровня исследованных 
белков с основными показателями распространен-
ности рака яичников (размер первичной опухоли по 
данным УЗИ, наличие и характер диссеминации по 
брюшине и метастазов в большом сальнике, наличие 
и объем асцита) также не выявил каких-либо досто-
верных корреляций. Не обнару-
жено зависимости сывороточных 
уровней ИФР/ИФРСБ от гисто-
логического строения и степени 
дифференцировки опухоли.

Важно было выяснить, в ка-
кой мере уровень ИФР и ИФРСБ 
в периферической крови отража-
ет содержание соответствующих 
белков в опухолевой ткани. Ока-
залось, что достоверная, но до-
статочно слабая корреляция сыво-
роточных и тканевых показателей 
наблюдается только для ИФР-I 
(R=0,34; p=0,029). Выраженные 
различия тканевого содержания 
при доброкачественных, погра-
ничных и злокачественных опу-
холях яичников выявлены только 
для ИФРСБ-2, уровень которого 

был достоверно повышен в опухолевой ткани при 
раке яичников (табл. 3). Установлено также сниже-
ние концентрации ИФР-I в ткани рака яичников по 
сравнению с показателем при доброкачественных и 
пограничных опухолях, но эти различия не дости-
гали уровня статистической значимости. Тканевые 
концентрации исследованных белков не зависели от 
основных клинико-морфологических характеристик 
рака яичников.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Сравнительное иммуноферментное исследо-

вание содержания ИФР-I и II и связывающих их 
белков 1–3 типов в сыворотке крови и опухолях 
больных с различными новообразованиями яични-
ков продемонстрировало существенные нарушения 
баланса ИФР/ИФРСБ у больных раком яичников, 
свидетельствующие об увеличении биодоступности 
ИФР для опухолевых клеток при отсутствии выра-
женных изменений концентрации самих факторов 
роста (ИФР-II) или даже при ее снижении (ИФР-I). 
Показано, что ИФРСБ-2 является потенциальным 
серологическим маркером рака яичников, концен-
трация которого зависит от стадии заболевания и 
коррелирует с показателями СА-125, а чувствитель-

Таблица 3

СОДЕРЖАНИЕ ИФР-I, -II И ИФРСБ-1, 2, 3 В ТКАНИ ДОБРОКАЧЕСТВЕННЫХ, 
ПОГРАНИЧНЫХ И ЗЛОКАЧЕСТВЕННЫХ ОПУХОЛЕЙ ЯИЧНИКОВ

Опухоли яичников Число 
больных ИФР-I ИФР-II ИФРСБ-1 ИФРСБ-2 ИФРСБ-3

Доброкачественные 
(1)

12 1,37 (0,79–2,23) 0,42 (0,09–0,60) 0,09 (0,01–0,18) 6,41 (5,38–7,56) 6,50 (4,46–6,98)

Пограничные (2) 11 1,57 (1,11–2,34) 0,42 (0,18–0,64) 0,11 (0,03–0,17) 24,3 (8,83–38,7) 6,18 (5,23–11,95)

Злокачественные 
(3)

44 1,02 (0–1,94) 0,42 (0,23–0,83) 0,10 (0,05–0,33) 118 (60–165) 8,63 (5,29–11,60)

Примечание: ИФРСБ-2: p
1–3

=0,008; p
2–3

=0,011. 

Таблица 2

ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ ИФРСБ-1 И -2 
КАК СЕРОЛОГИЧЕСКИХ МАРКЕРОВ РАКА ЯИЧНИКОВ 

ПРИ РАЗЛИЧНЫХ УРОВНЯХ СПЕЦИФИЧНОСТИ

Маркер Специфичность, 
%

Пороговое 
значение, нг/мл

Чувствительность, 
%

ИФРСБ-1

95 14,9 51

90 12,5 54

80 12,0 56

70 9,0 61

ИФРСБ-2

95 535 76

90 320 90

80 248 95

70 206 95
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ность при 90% специфичности также составляет 
90%. Несмотря на то, что взаимосвязи большинства 
исследованных показателей с основными клинико-
морфологическими особенностями рака яичников 
не обнаружено, они могут оказаться независимыми 

факторами прогноза заболевания при дальнейшем 
наблюдении пациентов. 

* * *
Исследование поддержано РФФИ, 

грант 12-03-00401.

Поступила 14 мая 2014 г.

1.  Druckmann R., Rohr U.D. IGF-1 in gynaecol-
ogy and obstetrics: update 2002. Maturi-
tas. 2002; 41 (Suppl. 1): 65–83.

2.  Brokaw J., Katsaros D., Wiley A. et al. IGF-I 
in epithelial ovarian cancer and its role in 
disease progression. Growth Factors. 2007; 
25 (5): 346–54.

3.  Huang G.S., Brouwer-Visser J., Ramirez M.J. 
et al. Insulin-like growth factor 2 expression 
modulates Taxol resistance and is a candi-
date biomarker for reduced disease-free 
survival in ovarian cancer. Clin. Cancer 
Res. 2010; 16 (11): 2999–3010.

4.  Sayer R.A., Lancaster J.M., Pittman J. et 
al. High insulin-like growth factor-2 (IGF-
2) gene expression is an independent 
predictor of poor survival for patients with 
advanced stage serous epithelial ovarian 
cancer. Gynecol. Oncol. 2005; 96 (2): 
355–61.

5.  Spentzos D., Cannistra S.A., Grall F. et al. IGF 
axis gene expression patterns are prognos-
tic of survival in epithelial ovarian cancer. 
Endocr. Relat. Cancer. 2007; 14 (3): 781–90.

6.  Beauchamp M.C., Yasmeen A., Knafo A., 
Gotlieb W.H. Targeting insulin and insulin-
like growth factor pathways in epithelial 
ovarian cancer. J. Oncol. 2010; 2010: 
257058.

7.  Bruchim I., Werner H. Targeting IGF-1 signal-
ing pathways in gynecologic malignan-
cies. Expert. Opin. Ther. Targets. 2013; 17 (3): 
307–20.

8.  Westin S.N., Herzog T.J., Coleman R.L. Inves-
tigational agents in development for the 
treatment of ovarian cancer. Invest. New 
Drugs. 2012; 31 (1): 213–29.

9.  Maloney E.K., McLaughlin J.L., Dagdigian 
N.E. et al. An anti-insulin-like growth factor I 
receptor antibody that is a potent inhibitor 
of cancer cell proliferation. Cancer Res. 
2003; 63 (16): 5073–83.

10.  Shao M., Hollar S., Chambliss D. et al. 
Targeting the insulin growth factor and the 
vascular endothelial growth factor path-
ways in ovarian cancer. Mol. Cancer Ther. 
2012; 11 (7): 1576–86.

11.  Ji Q.S., Mulvihill M.J., Rosenfeld-Franklin M. 
et al. A novel, potent, and selective insulin-
like growth factor-I receptor kinase inhibitor 

blocks insulin-like growth factor-I receptor 
signaling in vitro and inhibits insulin-like 
growth factor-I receptor dependent tumor 
growth in vivo. Mol. Cancer Ther. 2007; 6 
(8): 2158–67.

12.  Karp D.D., Pollak M.N., Cohen R.B. et al. 
Safety, pharmacokinetics, and pharmaco-
dynamics of the insulin-like growth factor 
type 1 receptor inhibitor figitumumab (CP-
751,871) in combination with paclitaxel 
and carboplatin. J. Thorac. Oncol. 2009; 4 
(11): 1397–1403.

13.  Beauchamp M.C., Knafo A., Yasmeen A. et 
al. BMS-536924 sensitizes human epithelial 
ovarian cancer cells to the PARP inhibitor, 
3-aminobenzamide. Gynecol. Oncol. 2009; 
115 (2): 193–8.

14.  Banerjee S., Kaye S.B. New strategies in the 
treatment of ovarian cancer: current clini-
cal perspectives and future potential. Clin. 
Cancer Res. 2013; 19 (5): 961–8.

15.  Tolcher A.W., Mita M., Meropol N.J. et al. 
Phase I pharmacokinetic and biologic 
correlative study of mapatumumab, a fully 
human monoclonal antibody with agonist 
activity to tumor necrosis factor-related 
apoptosis-inducing ligand receptor-1. J. 
Clin. Oncol. 2007. 25 (11): 1390–5.

16.  Герштейн Е.С., Короткова Е.А., 
Щербаков А.М. и соавт. Матриксные 
металлопротеиназы 7 и 9 и их тканевые 
ингибиторы 1 и 4 типа в опухолях и 
плазме крови больных раком толстой 
кишки. Бюл. эксперимент. биол. мед. 
2007; 143 (3): 438–41.
[Gershtein E.S., Korotkova E.A., Scherbakov 
A.M. et al. Matrix metalloproteinases 7 and 
9 and their type 1 and 4 tissue inhibitors in 
tumors and blood plasma of colorectal 
cancer patients. Bulletin of Experimental Bi-
ology and Medicine. 2007; 143 (3): 438–41 
(in Russian)]

17.  Масляев А.В., Костылева О.И., Герштейн 
Е.С. и соавт. Инсулиноподобные 
факторы роста в сыворотке крови 
больных раком молочной железы. 
Вопросы биологической, медицинской и 
фармацевтической химии. 2012; 10: 16–20.
[Maslayev A.V., Kostyleva O.I., Gershtein 
E.S. et al. Insulin-like growth factors in blood 

serum of breast cancer patients. Voprosy 
Biologicheskoy, Meditsinskoy I pharma-
cevticheskoy khimii. 2012; 10: 16–20 (in 
Russian)]

18.  Короленкова Л.И., Кушлинский 
Д.Н., Герштейн Е.С. и соавт. 
Инсулиноподобные факторы роста 
сыворотки крови больных цервикальной 
интраэпителиальной гиперплазией и 
инвазивным раком шейки матки как 
перспективные маркеры прогрессии 
заболевания. Вопросы биологической, 
медицинской и фармацевтической 
химии. 2012; 10: 21–35.
[Korolenkova L.I., Kushlinsky D.N., Gersh-
tein E.S. et al. Serum insulin-like growth 
factors 1 and 2 and insulin-like growth 
factor binding proteins 1 and 3 in CIN and 
invasive cervical cancer as perspective 
markers of disease progression. Voprosy 
biologicheskoy, meditsinskoy i pharma-
cevticheskoy khimii. 2012; 10: 21–35 (in 
Russian)]

19.  Baron-Hay S., Boyle F., Ferrier A., Scott C. 
Elevated serum insulin-like growth factor 
binding protein-2 as a prognostic marker in 
patients with ovarian cancer. Clin. Cancer 
Res. 2004; 10 (5): 1796–806.

20.  Katsaros D., Yu H., Levesque M.A. et al. 
IGFBP-3 in epithelial ovarian carcinoma 
and its association with clinico-patholog-
ical features and patient survival. Eur. J. 
Cancer. 2001; 37 (4): 478–85.

21.  Waksmanski B., Dudkiewicz J., Kowalski T. 
Changes in insulin-like growth factor I, 17-b-
estradiol, and progesterone in postmeno-
pausal women with benign and malignant 
ovarian tumours. Med. Sci. Monit. 2001; 7 
(5): 919–23.

22.  Peeters P.H., Lukanova A., Allen N. et al. 
Serum IGF-I, its major binding protein 
(IGFBP-3) and epithelial ovarian cancer 
risk: the European Prospective Investigation 
into Cancer and Nutrition (EPIC). Endocr. 
Relat. Cancer. 2007; 14 (1): 81–90.

23.  Tworoger S.S., Lee I.M., Buring J.E. et al. 
Insulin-like growth factors and ovarian 
cancer risk: a nested case-control study in 
three cohorts. Cancer Epidemiol. Biomark-
ers Prev. 2007; 16 (8): 1691–5.

Л И Т Е Р А Т У Р А / R E F E R E N C E S



57№4, 2014Молекулярная медицинаМолекулярная медицина

© Коллектив авторов, 2014

УДК 616.5-006.81-033.2-092:[612.6.05:577.21

НЕКОТОРЫЕ ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ 
МЕТАСТАТИЧЕСКОЙ МЕЛАНОМЫ КОЖИ ЧЕЛОВЕКА

Е.Г. Зенит-Журавлева, А.А. Лушникова, доктор биологических наук, Д.А. Понкратова, 

И.В. Цыганова, кандидат биологических наук, И.Н. Михайлова, доктор медицинских наук, 

Е.А. Черемушкин, кандидат медицинских наук, А.С. Вихрова, Е.М. Трещалина, доктор 

медицинских наук, профессор, Л.В. Демидов, доктор медицинских наук, профессор, 

Н.Н. Мазуренко, доктор биологических наук, профессор

Российский онкологический научный центр им. Н.Н. Блохина РАМН, 

Российская Федерация, 115478, Москва, Каширское шоссе, д. 24

E-mail: LAN21@yandex.ru

Введение. Частота меланомы кожи (МК) в мире постоянно растет. Диагностика и лечение МК на ранних стадиях позволяет 
увеличить 5-летнюю выживаемость пациентов до 90%. Эту проблему можно решить с помощью персонализированной таргетной те-
рапии, направленной на ключевые сигнальные пути и сигнальные молекулы, к которым относятся онкогены BRAF/NRAS/KRAS и белки 
с шаперонной активностью нуклеолин/С23 (ген NCL) и нуклеофозмин/В23 (ген NPM). 

Цель исследования – анализ структурных изменений генов NCL и NPM, а также наиболее частых мутаций генов BRAF/NRAS/
KRAS в клинически охарактеризованных образцах метастатической МК и в подкожных ксенографтах МК человека, которые могут 
служить моделями для исследования механизмов канцерогенеза и эффективности таргетной терапии. 

Методы. Структурные изменения в генах NCL и NPM определяли с помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР) всех экзонов 
и прилегающих интронов, последующего конформационно-чувствительного электрофореза ампликонов в ПААГ и их прямого секвенирования; 
мутации генов BRAF/NRAS/KRAS – с помощью ПЦР и последующего прямого секвенирования ПЦР-продуктов. Проанализировано 30 образ-
цов метастатической МК различных гистологических типов, 2 образца ксенографтов МК и 30 образцов ДНК доноров (группа контроля). 

Результаты. В образцах МК впервые обнаружен ряд структурных изменений генов NPM и NCL, кодирующих основные аргиро-
фильные белки нуклеофозмин/В23 и нуклеолин/С23. Эти изменения выявлены в нескольких экзонах и прилегающих к ним интронах ге-
нов NCL/NPM, часть из них специфична для МК и не обнаруживается в норме (группа контроля). Комплекс генетических изменений, 
затрагивающих NCL, NPM, BRAF, NRAS/KRAS и, возможно, другие локусы, создает генетическую нестабильность и молекулярную 
неоднородность опухоли, порождающие агрессивное течение заболевания и трудности терапевтического воздействия на МК. Обсуж-
даются возможные механизмы активации ключевых сигнальных путей с участием изучаемых белков и онкогенов. 

Заключение. Выявлен и охарактеризован комплекс генетических изменений в метастатической МК человека различных гисто-
логических типов. Это важно для изучения механизмов индукции и прогрессии МК, а также открывает перспективы для создания 
молекулярно-направленных препаратов широкого спектра действия.

Ключевые слова: метастатическая меланома кожи, нуклеолин/С23, нуклеофозмин/В23, клеточные онкогены, сигнальные пути, 
таргетная терапия

SEVERAL GENETIC FEATURES OF HUMAN METASTATIC CUTANEOUS MELANOMA
E.G. Zenit-Zhuravleva, A.A. Lushnikova, D.A. Ponkratova, I.V. Tsyganova, I.N. Mikhailova, 

E.A. Cheremushkin, A.S. Vikhrova, E.M. Treschalina, L.V. Demidov, N.N. Mazurenko
N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Kashirskoe shosse, 24, Moscow, Russian Federation, 115478

Introduction. The prevalence of human cutaneous melanoma (CM) in the world is constantly rising. Diagnostics and treatment of CM at the 
early stages allows to increase the 5-year patient survival up to 90%. This problem can be solved with personalized therapy targeted to the key 
signaling pathways and driver molecules, involving BRAF/NRAS/KRAS and such argyrophilic proteins with chaperone activity as nucleolin/C23 
(encoded by NCL gene) and nucleophosmin/B23 (encoded by NPM gene). 

Objective. Analysis of NCL/NPM gene structure and the most common BRAF/NRAS/KRAS gene mutations in the clinically characterized 
samples of the metastatic CM and subcutaneous human CM xenograftsas , considered as a model for study of the mechanisms of carcinogenesis and 
effectiveness of targeted therapy , have been done. 

Methods. Some changes in NCL/NPM gene structure were determined by PCR for all gene exons and adjacent introns followed by conformation-
sensitive electrophoresis and direct sequencing of PCR products. Mutations of BRAF/NRAS/KRAS genes were detected by PCR followed by direct 
sequencing of PCR products. 30 CM samples of different histological types, 2 human CM xenografts and 30 donor DNA samples (control group) were 
analyzed. 

Results. A number of structural alterations for NPM/NCL genes encoding the main argyrophilic proteins nucleophosmin/B23 and nucleolin/
C23 were found. Some of the alterations were revealed in several exons and adjacent introns of NCL/NPM genes. Some combinations of the changes 
and polymorphic variant in exon 3 of NCL gene were specific for CM and were absent in normal tissue (control group of donors). The complex 
genetic alterations affecting NCL/NPM, BRAF/NRAS/KRAS genes (and alleged loci), might create genetic instability and molecular heterogeneity 
of CM that generate tumor aggressiveness and treatment inefficiency. A possible mechanisms for activation of the key signaling pathways, including 
described oncogenes and proteins have been discussed. 

Conclusion. A complex genomic alterations in metastatic CM of different histological types were found and characterized. This may be important 
for mechanisms of CM induction and progression, and for prospective creation of targeted drugs with wide spectrum of the action. 

Key words: metastatic cutaneous melanoma, nucleolin/C23, nucleophosmin/B23, cellular oncogenes, signaling pathways, targeted therapy
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ВВЕДЕНИЕ
Меланома кожи (МК) – злокачественная опухоль, 

возникающая в результате неопластической трансфор-

мации меланоцитов и меланобластов. В структуре он-

кологической заболеваемости МК составляет около 2%, 

однако эпидемиологические данные указывают на увели-

чение частоты заболеваемости МК. В России за послед-

ние 10 лет частота МК выросла на 21,38% у женщин и на 

24,34% – у мужчин, составив в среднем 25,4 на 100 тыс., 

причем ежегодно заболевают более 7700 пациентов, из 

них около 50% умирают [1].

При неблагоприятном прогнозе метастатической 

МК однолетняя выживаемость больных с изолирован-

ным поражением кожи, подкожной клетчатки и лимфа-

тических узлов составляет 59%, при поражении легких – 

57%, при поражении других внутренних органов или 

при повышении уровня лактатдегидрогеназы – 41%. 

МК метастазирует во многие органы, часто затрагивая 

желудочно-кишечный тракт. Нередко наблюдаются ме-

тастазы МК в головной мозг; выживаемость таких паци-

ентов не превышает 4 мес. Именно поражение централь-

ной нервной системы обусловливает летальный исход у 

50% больных с метастатической МК.

Для МК характерны агрессивное клиническое тече-

ние, высокая метастатическая активность и неблагопри-

ятный прогноз. Наиболее важными прогностическими 

критериями МК являются гистологический тип, толщина 

опухоли по Бреслоу и ее изъязвление, а также уровень ин-

вазии по Кларку и митотический индекс. В зависимости 

от клинико-гистологических вариантов МК 5-летняя вы-

живаемость больных варьирует от 58 до 85%. Улучшение 

выживаемости при МК связывают прежде всего с ранней 

диагностикой опухолей, расширением спектра иммуно-

гистохимических и молекулярно-генетических маркеров, 

а также разработкой новых методов лечения, включая 

молекулярно-направленную (таргетную) терапию [2, 3]. 

Диагностика МК на ранних стадиях (I–II) позволяет 

увеличить 5-летнюю выживаемость пациентов до 90%. 

В последнее время для этой цели используется ряд спец-

ифичных маркеров, продуцируемых в клетках МК. Бо-

лее чем в 80% случаев меланомы кожи происходит абер-

рантная активация МАРК-сигнального пути на уровнях 

RAS-RAF-MEK-ERK вследствие мутаций в соответ-

ствующих генах (рис. 1). Мутации гена BRAF, локализо-

ванного на хромосоме 7q34 и кодирующего серинтрео-

ниновую киназу, обнаруживают в опухолях у 50–70% 

больных метастатической МК. К настоящему времени 

известно >100 соматических мутаций гена BRAF. В боль-

шинстве случаев (до 90% всех мутаций) – это нуклео-

тидная замена с.1799Т>А в экзоне 15, которая приводит 

к замещению валина на глутаминовую кислоту в пози-

ции 600 полипептида (V600E/BRAF). Активация MAPK/

ERK-cигнального каскада, опосредованная мутацией 

BRAF, играет ключевую роль в клеточной пролиферации 

и прогрессии МК. Этот путь активируется также за счет 

мутаций гена NRAS в кодоне Q61R|K|L экзона 3, которые 

обнаруживаются в 15–30% случаев МК. Мутации генов 

BRAF и NRAS взаимно исключающие, они выявляются 

также в доброкачественных (неозлокачествленных) не-

вусах, что свидетельствует о сложном механизме транс-

формации меланоцитов с участием ряда генов. 

В отсутствие драйверных мутаций генов NRAS 

или BRAF в МК обнаруживаются мутации генов KIT, 

PDGFRA, а также изменения генов, участвующих в ре-

гуляции клеточного цикла: амплификация CCND1 или 

CDK4, делеция гена-супрессора опухолевого роста 

CDKN2A(p16) и другие нарушения. Кроме соматических 

активирующих мутаций генов BRAF и NRAS, с помощью 

секвенирования экзона опухолевых клеток в МК иден-

тифицированы мутации гена RAC1 и герминальные му-

тации в генах предрасположенности к МК ВАР1 и MITF, 

а также ряд других генетических нарушений, приводя-

щих к активации ключевых сигнальных путей [4].

Достижения в изучении механизмов канцерогенеза 

МК привели к разработке новых методов лечения, вклю-

чая молекулярно-направленную (таргетную) терапию. 

Перспективными оказались таргетные препараты, блоки-

рующие сигнальные каскады, активированные в результа-

те мутаций генов ВRAF, NRAS, KIT, EGFR, CDK2a, PTEN 

(см. рис. 1) [5, 6]. Например, молекулярно-направленный 

препарат вемурафиниб на 63% снижает риск летального 

исхода (p<0,0001; ОР=0,37) и на 76% – риск ухудшения 

клинического течения МК, увеличивая выживаемость без 

прогрессирования. Показано, что вемурафениб активен в 

отношении всех замен в кодоне V600E|K [7, 8]. Однако ин-

гибиторы BRAF могут индуцировать инвазию и метаста-

зирование клеток с мутациями RAS за счет реактивации 

MEK-ERK-сигнального пути и развития резистентных к 

терапии опухолей, что требует комбинированного подхо-

да к таргетной терапии МК [9]. В частности, предложена 

схема комбинированной терапии опухолей с мутациями в 

гене BRAF ингибиторами CRAF, BRAF и МEK [10]. В клет-

ках меланом, резистентных к комбинированной терапии 

ингибиторами RAF-MEK, были выявлены нарушения 

циклического аденозинмонофосфат (цАМФ)-зависимого 

меланоцитспецифичного сигналинга, включающего ре-

цепторы аденилатциклазы, а также реактивации белка 

CREB, связывающего PtkA и цАМФ, и экспрессия c-FOS, 

NR4A1/A2 и MITF. Это говорит в пользу активации целых 

групп онкогенов в клетках меланоцитарного ряда и необ-

ходимости терапии, резистентной к таргетным препара-

там меланомы, нацеленной на все ключевые сигнальные 

пути и хроматин [11]. Показаны низкий уровень экспрес-

сии фосфорилированного CRAF и высокий – цАМФ в 

чувствительных к вемурафенибу клеточных линиях мела-

номы, а также высокий уровень экспрессии фосфоCRAF, 

но низкий уровень цАМФ – в резистентных линиях. 

Поэтому ингибирование CRAF через активацию цАМФ 

позволило бы преодолеть резистентность к вемурафенибу 

меланом с генотипами (WT)BRAF/(WT)NRAS [12]. Одна-

ко около 60% EGFR-позитивных меланом, резистентных 

к ингибиторам BRAF-MEK-киназ, могут вновь приоб-

рести чувствительность к таргетной терапии, поскольку 

в гетерогенной популяции клеток меланомы при отсут-

ствии этих ингибиторов резистентные клетки с высоким 

уровнем экспрессии EGFR и TGFβ не имеют пролифера-

тивных преимуществ перед клетками, чувствительными к 

ингибиторам [13].
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Разработка альтернативных стратегий лечения МК за-

висит от дальнейшего анализа механизмов индукции МК и 

создания новых моделей для изучения патогенеза опухоли.

В качестве потенциальных терапевтических мишеней 

большой интерес представляют многофункциональные 

аргирофильные белки ядрышковых организаторов ну-

клеолин/С23 (кодируется геном NCL) и нуклеофозмин/

В23 (кодируется геном NPM). Эти белки локализованы в 

ядрах клеток и в меньшей степени – в цитоплазме. Одной 

из важнейших функций С23/В23 является контроль про-

хождения клеткой сверочных точек (чекпойнтов). Чем 

выше уровень этих белков в клетке, тем быстрее клетка 

проходит клеточный цикл, медленнее дифференцируется 

и наоборот. Нуклеолин и нуклеофозмин регулируют такие 

ключевые процессы, как биогенез рибосом, транскрип-

ция и трансляция, клеточный сигналинг, пролиферация и 

апоптоз. В основе этой регуляции лежит межмолекулярное 

взаимодействие В23 и С23 с множеством белков, включая 

микро-РНК и белки-супрессоры BRCA1/2 и P53 [14]. Гли-

кированные молекулы С23 входят в состав внеклеточных 

мембранных белковых комплексов с молекулярной мас-

сой 500 кДа, включающих также 2 Wnt-родственных бел-

ка, аутоантиген Ku86, распознающие сигнал субъединицы 

SRP68/72 рецептора комплемента qC1q-R, и рибосомные 

белки S4/S6, а также пептиды МНС класса I. Молекулы 

С23 обеспечивают стабильность структуры и функцио-

нирование этого комплекса, передачу сигналов клеточ-

ной адгезии, миграции, инвазии, регуляцию ангиогенеза 

и апоптоза, клеточной пролиферации, а также транспорт 

ионов Са2+ и ряд других функций. Рецепторный С23 счи-

тается перспективной молекулярной мишенью для таргет-

ной терапии МК, а также для иммунодиагностики других 

злокачественных опухолей. Это – основной медиатор для 

различных лигандов, ассоциированных с онкологической 

и другой патологией [15–17].

Нуклеофозмин/В23 также является многофункцио-

нальным фосфопротеином, в клеточном ядре преобладает 

полноразмерная изоформа этого белка. От продукции В23 

в клетке напрямую зависят транспорт гистонов и сборка 

хроматина. Резкое изменение уровня В23 индуцирует нару-

шение митоза, геномную нестабиль-

ность и развитие опухолей. В опухолях 

нередко наблюдаются повышенный 

уровень экспрессии гена NPM1 и 

тесное взаимодействие нуклеофоз-

мина/В23 с белками – продуктами 

онкогенов и генов-супрессоров c-Fos, 

c-Myc, p53 Rb, K-Ras [18]. Локализа-

ция нуклеофозмина/В23 в ядрышках 

и клеточном ядре, его взаимодействие 

с множеством регуляторных белков 

и участие в важнейших клеточных 

функциях указывают на роль нуклео-

фозмина как атипичного опухолево-

го супрессора и возможную мишень 

для таргетной терапии опухолей. 

Внеядерные молекулы нуклеофоз-

мина и нуклеолина взаимодейству-

ют как с кластером ГДФ-KRAS, так 

и с ГТФ-KRAS. Однако после активации рецептора фак-

тора роста фракция ГТФ-KRAS нарастает, что приводит 

к гиперактивации МАРК-сигнального пути [19]. С му-

тациями в экзоне 12 гена NPM ассоциирован фенотип 

острого миелоидного лейкоза (ОМЛ), с транслокацией 

NPM-ALK – анапластическая крупноклеточная лим-

фома. О структуре генов NCL и NPM и их экспрессии в 

клетках метастатической МК пока данных нет.

Цель настоящей работы – анализ структурных изме-

нений генов NCL и NPM, а также мутаций генов BRAF и 

NRAS в клинически охарактеризованных образцах мета-

статической МК и в подкожных ксенографтах МК чело-

века, которые служат моделями для изучения механиз-

мов канцерогенеза и эффективности таргетной терапии. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В выборке обследованных было 30 больных МК, на-

блюдавшихся в НИИ клинической онкологии РОНЦ 

им. Н.Н. Блохина РАМН: 18 женщин (возраст в момент 

постановки диагноза 41 год – 78 лет; средний возраст – 

56,0±16,0 года) и 12 мужчин (возраст соответственно 23 

года – 68 лет; в среднем – 41,0±19,0 года). Среди гистоло-

гических типов наиболее частыми были беспигментные 

эпителиоидно-клеточные МК (у 16 из 30), пигментные 

эпителиоидноклеточные (у 4 из 30), МК смешанного 

типа (у 3 из 30), пигментная узловая МК (у 3 из 30), в 

единичных случаях – пигментные и беспигментные ве-

ретеноклеточные МК. У 2 обследованных обнаружены 

первично множественные злокачественные образования 

(ПМЗО). У пациента Б., 68 лет, была диагностирована 

беспигментная веретеноклеточная МК передней грудной 

стенки с множественными метастазами в лимфатических 

узлах с мутацией BRAFV600E, а также рак толстой кишки 

(РТК) и рак правой почки (РП). У больной Ш., 75 лет, ди-

агностирована эпителиоидно-клеточная МК дистальной 

фаланги IV пальца кисти с метастазами, в анамнезе – дис-

семинированный рак легкого (РЛ), аденокарцинома с де-

лецией в экзоне 19 EGFR (проводилась таргетная терапия 

ирессой) и гормонопозитивный протоковый рак правой 

молочной железы (РМЖ, проводилась мастэктомия).

Рис. 1. Схема действия основных таргетных препаратов на ключевые 

сигнальные пути, активированные в опухолевых клетках МК

Вемурафениб

Дабрафениб

Сорафениб

RAF265

Селуметиниб

Траметиниб

Сунитиниб
Иматиниб

Нилотиниб
Дазатиниб

Темсиролимус

Эверолимус

Тирозинкиназный 

рецептор

Пролиферация и выживание клеток

COT

MEK

ERK

BRAF

NRAS
PI3K

mTOR

CRAF

PTEN

с-KIT

GTP

АКТ



Некоторые генетические особенности метастатической меланомы кожи человека

60 №4, 2014 Молекулярная медицинаМолекулярная медицина

Исследовали образцы ДНК, выделенной из 30 мета-

стазов МК и 1 первичной МК, полученных от 30 пациен-

тов с МК различной локализации, а также из 2 подкожных 

ксенографтов (К) штаммов Mel-6 и Mel-7, полученных 

при пересадке под кожу бестимусных мышей опухолей 

от 2 больных МК. ДНК выделяли (из свежей опухолевой 

ткани и в 1 случае – из архивного материала) с помощью 

набора НК-Проба-Плюс (ООО «ДНК-технология», Мо-

сква) по инструкции производителя. На матрице геном-

ной ДНК с помощью полимеразной цепной реакции 

(ПЦР) амплифицировали последовательности генов, ко-

дирующих С23/В23. Для исследования структурных изме-

нений генов NCL/NPM были подобраны пары праймеров 

ко всем кодирующим участкам и прилегающим интрон-

ным последовательностям и соответствующие условия 

ПЦР (табл. 1). Полученные ПЦР-продукты анализи-

ровали с помощью конформационно-чувствительного 

электрофореза и последующего секвенирования изме-

ненных вариантов в ООО «Генотех» на автоматическом 

секвенаторе ABI PRISM 500. В качестве контрольных 

образцов использовали ДНК, выделенную из перифери-

ческой крови здоровых доноров в сопоставимой по воз-

расту и полу группе (n=30).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В исследуемых образцах МК мы обнаружили различ-

ные структурные изменения генов NPM/NCL: однону-

клеотидные замены, интронные структурные варианты 

и новую герминальную делецию 3 нуклеотидов в экзоне 

4 гена NCL. Кроме того, были выявлены уже известные 

полиморфные варианты – ПВ (база данных Ensembl 

genome browser/ncbi.nlh.nih.gov/). Многие из указанных 

изменений встречались в изученных образцах опухолей 

неоднократно и были представлены несколькими типа-

ми (табл. 2). Сравнение типов структурных изменений в 

образцах МК и в контроле позволило выявить несколь-

ко общепопуляционных ПВ, а также структурные из-

менения генов NPM/NCL и их комбинации, которые не 

обнаруживаются в контроле (рис. 2).

Изменения в структуре гена NPM
Ген NPM локализован на хромосоме 5q35.1, содержит 

12 экзонов и 11 интронов протяженностью 23181 п.н., из-

вестно более 12 псевдогенов. Наряду с полноразмерным 

белком, молекулы которого содержат 294 аминокислот-

ных остатка, в результате альтернативного сплайсинга 

образуются еще 2 изоформы В23. Молекула В23/нуклео-

фозмина содержит уникальные области, ответственные 

за олигомеризацию, шаперонную активность, связыва-

ние с нуклеиновыми кислотами и белками. Мы выявили 

структурные изменения гена NPM в 22 из 30 проанализи-

рованных образцов МК. В большинстве случаев они были 

локализованы в интронах 5 и 6 (всего 17/30) и представле-

ны сочетанием 2 однонуклеотидных замен IVS5 31A/G + 

IVS6 42 G/A; в интронах 6 и 8 (8/30 и 6/30 соответственно), 

представленных однонуклеотидными заменами IVS6-

39A/G + (-42)A/G и IVS8 -63A/G (см. табл. 2). Аналогич-

ные интронные варианты были обнаружены в контроле 

с сопоставимой частотой (рис. 2). С учетом относительно 

высокой частоты выявленных генетических изменений, 

а также их обнаружения в опухолях другой локализации 

(ксенографты РТК, РЛ и РП, собственные данные) мож-

но предполагать функциональную значимость описан-

Таблица 1 

СПИСОК ПРАЙМЕРОВ И УСЛОВИЯ ПЦР ДЛЯ АМПЛИФИКАЦИИ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЕЙ ГЕНОВ 
NCL/NPM И BRAF, NRAS И KRAS С ОБНАРУЖЕННЫМИ СТРУКТУРНЫМИ ИЗМЕНЕНИЯМИ

№ Пары праймеров Последовательности (5’ – 3’) Tемпература отжига праймеров, 
°С/длина ампликона, п.н.

1
NPM 7F
NPM 7R

AAGTTCCTTTTCCCATGTGC
GAACAAGAGCTGTTCTATCACCAA

59/240

2
NPM 8F
NPM 8R

ACTTCAAGGTCCTGCTTTC
ATGATCTCCCACACCAGCTT

59/240

3
NPM 10F
NPM 10R

AGCTTTATAAGGGAGTTTTGTGAGAA
AAACATTCAAGTCTATGCAAACCA

59/360

4
NCL 2F
NCL 3R

GCGTATGAACACTAATGGCAAA
TTGCCACAGATATCCAATTTCA

59/280

5
NCL 3F
NCL 3R

GGGGCTGGACTTACTGGTTT
CTTGGCATTCTTGCCATTCT

59/320

6
NCL 4F
NCL 4R

TGTTGGTTTTGGGAGATTGC
CCTCCTTTAAACATAACTCATGTCG

59/280

7
BRAF-Ex15BR-For
BRAF_Ex15BR_Rev

ACCTAAACTCTTCATAATGCT
ACAACTGTTCAAACTGATGG

56/173

8
Ex3-NRAS_For
Ex3-NRAS_Rev

AATTGAACTTCCCTCCCTCCCT
AATTGAACTTCCCTCCCTCCCT

68/150

9
Ex2 KRAS-For
Ex2 KRAS-Rev
KR-shEx2-Rev

ATGACTGAATATAAACTTGTGG
TTATCTGTATCAAAGAATGGT

TGCATATTAAAACAAGATTTACC
54/153
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ных генетических изменений. Дальнейший анализ струк-

туры гена NPM в неизмененной ткани и других образцах 

МК позволит проверить это предположение.

На С-конце молекулы В23 имеется кластер положи-

тельно заряженных аминокислот, ответственный за свя-

зывание этого белка с молекулами ДНК и РНК, адено-

зинтрифосфата, белками ядрышка, а также за транспорт 

гистонов и рибонуклеазную активность. Показано, что 

взаимодействие В23 с транскрипционными факторами, 

белками-супрессорами и другими регуляторными бел-

ками с последующими посттрансляционными измене-

ниями приводит к изменению профиля экспрессии этих 

белков, в частности к увеличению уровня экспрессии 

протеинкиназы В – рAkt, обусловливающему трансфор-

мацию тироцитов и развитие рака щитовидной железы 

[20]. Метаанализ 106 различных В23-ассоциированных 

белков выявил 6 прогностически значимых для саркомы 

Юинга полипептидов, активность которых регулируется 

нуклеофозмином [21]. Метаанализ с помощью микрочи-

пов уровня экспрессии генов в клетках кишечника в нор-

ме, в аденомах и при колоректальном раке (КРР) выявил 

дифференциальную экспрессию NPM в зависимости от 

прогрессии опухолей; подавление экспрессии гена NPM в 

культуре клеток с помощью малых ядерных (мя) РНК при-

водило к р53-опосредованному аресту клеточного цикла 

и супрессии опухолевого роста [22]. Более того, профиль 

экспрессии гена NPM в культуре КРР коррелировал с ми-

грацией опухолевых клеток и с их инвазией [23]. Другой 

механизм канцерогенеза связан с взаимодействием В23 

и транскрипционного фактора FOXМ1, активирующего 

транскрипцию целого ряда генов, включая онкогены, что 

может привести к индукции опухолевого роста [24].

Структурные изменения гена NPM могут повлиять 

на первичную структуру функционально важных доме-

нов, изменяя физико-химические свойства белка и его 

биологическую активность. Даль-

нейшая характеристика таких изме-

нений позволит прояснить механиз-

мы В23-опосредованной индукции 

опухолевого роста. 

Изменения в структуре гена NCL
Ген NCL, кодирующий нуклео-

лин, картирован на хромосоме 2q37.1, 

содержит 14 экзонов и 13 интронов 

протяженностью около 11 т.п.н., ин-

трон 11 кодирует мяРНК U20. Буду-

чи многофункциональным белком, 

нуклеолин/С23 участвует в регуляции 

важнейших клеточных процессов, 

включая транскрипцию, биогенез ри-

босом, стабилизацию РНК и трансля-

цию, а также процессинг микроРНК. 

В молекуле С23 имеется 4 РНК-

связывающих домена и обогащенный 

аргинином/глицином домен, которые 

взаимодействуют с молекулами РНК 

и опосредуют клеточную пролифера-

цию, блок апоптоза с последующим 

развитием опухолей, генерализацией 

вирусных инфекций и другими патологическими про-

цессами. На С-конце молекулы С23 локализован домен 

RGG (GAR) – 9-членный повтор триплета Арг-Гли-Гли, 

важный для функционирования гликированного рецеп-

торного нуклеолина [25]. Нарушение интактной молеку-

лярной структуры С23, вызванное генетическими измене-

ниями, может иметь критическое значение для индукции 

неоплазий. В 3 из 30 (10%) проанализированных образцах 

метастатической МК были выявлены однонуклеотидные 

замены IVS2+31G/А в интроне 2 гена NCL и в 1/30 – уже 

известный полиморфизм р. Е149E (GAG/GAA) в экзоне 3, 

который не встретился в ДНК контрольных образцов и 

может рассматриваться как специфичный для МК. Эти 

варианты представляют интерес, поскольку ДНК, не ко-

дирующая белки, по-видимому, функционально значима. 

Дело в том, что соответствующая некодирующая РНК 

(нкРНК, ncRNA), может выполнять регуляторные функ-

ции, включая опосредованный транскрипцией нкДНК 

сайленсинг соседних генов и их промоторов – транскрип-

ционную интерференцию. Наличие интронных вариантов 

гена NCL указывает на возможное изменение регулятор-

ных функций в случае нкРНК. Этот вопрос также требует 

дальнейшего изучения с привлечением обширной выбор-

ки больных с метастатической МК.

Впервые обнаруженная нами герминальная делеция 

del c.763-765 GAT в экзоне 4 гена NCL затрагивает обо-

гащенный аспарагином и глутаминовой кислотой домен 

этого белка, участвующий во взаимодействиях с нукле-

иновыми кислотами и кислыми белками (база данных 

Ensembl). По нашим предварительным данным, частота 

этой мутации в контрольной группе доноров в 5–6 раз 

превышает частоту у пациентов с МК. Однако в отли-

чие от доноров, у пациентов с МК делеция встречается 

в ~15% случаев в сочетании с другими интронными ва-

риантами, например IVS2+31G/A и ПВ (синонимичной 

Рис. 2. Схемы транскриптов генов NCL (вверху) и NPM (внизу); цифрами 

обозначены экзоны (вертикальные линии), соединенные интронными по-

следовательностями (кривые), которые вырезаются при сплайсинге. Внизу 

показано количество экзонных структурных изменений и полиморфных 

интронных вариантов, обнаруженных в ДНК из клеток метастатической 

МК и в ДНК доноров (Д)
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заменой) р. Е149Е (149 GAG/GAA) в экзоне 3 гена NCL. 

У доноров эта делеция обнаруживается либо в сочетании 

с IVS2+31G/A в интроне 2 гена NCL, либо отдельно (при-

мерно в равных пропорциях). Структурный анализ этой 

мутации в гене NCL, затрагивающей функционально 

важный домен, будет представлен в следующей статье.

Хотя С23 локализован преимущественно в ядрышках, 

он участвует в ядерно-цитоплазматическом транспорте и 

высоко экспрессируется на поверхности некоторых ти-

пов клеток. Ингибирование активности рецепторного 

нуклеолина блокирует рост опухолевых клеток молочной 

железы, предстательной железы и мозга (глиомы) [25]. 

У пациента Ч., 40 лет – носителя данной мутации, было 

отмечено 5 рецидивов МК в течение непродолжительно-

го времени наблюдения. Аналогичная картина быстрого 

прогрессирования опухоли наблюдалась у 2 других паци-

ентов с указанной делецией в гене NCL, но без мутации 

(данные здесь не представлены).

Известно, что фосфорилированый нуклеолин ак-

тивно взаимодействует с комплексом различных клеточ-

ных белков, участвуя в ключевых процессах клеточной 

жизнедеятельности. Активация С23 приводит к быстрой 

пролиферации клеток и стимулирует опухолевый рост. 

Обнаруженные недавно статистически значимые изме-

нения уровня экспрессии NCL при немелкоклеточном 

раке легкого имеют прогностическое значение [26]. Бо-

лее того, были сконструированы 2 аптамерных моле-

кулярных химеры нуклеолин-мяРНК, ингибирующие 

экспрессию SLUG/NRP1 и опухолевый рост модельных 

ксенографтов РЛ [27]. 

Мультифакторный анализ выявил прогностическую 

значимость экспрессии NCL для ряда других неоплазий, 

включая детские эпендимомы, а также остеосаркомы и 

глиомы [28]. Показано, что взаимодействие С-концевого 

аргинин-глицин-богатого домена С23 с коактиватором 

β-рецептора ретиноевой кислоты COUP-TFII создает 

основу для инвазивного роста опухоли при протоко-

вом раке молочной железы (РМЖ) [29]. Неспецифиче-

ский механизм индукции канцерогенеза заключается, 

по-видимому, в активации за счет гиперпродукции С23 

роста эндотелиальных клеток и стимуляции ангиоген-

ных факторов роста, например плейотропина [30]. Аль-

тернативный механизм заключается во взаимодействии 

молекул С23 с активатором плазминогена урокиназного 

типа (uPAR), благодаря которому активатор переносится 

в ядро и участвует в регуляции генной экспрессии [31]. 

Отметим, что молекулы С23 и интегрина являются ре-

цепторами интегрина α5β1, опосредующего экспрессию 

uPAR так, что комплекс С23/α5β1/uPAR способствует 

интернализации и транспорту эндостатина в клеточное 

ядро. Особый интерес вызывают исследования роли С23 

в развитии меланомы [17, 19].

Активированные молекулы RAS и рецептор ErbB1 се-

мейства эпидермальных факторов роста взаимодейству-

Таблица 2 

ТИПЫ СТРУКТУРНЫХ ИЗМЕНЕНИЙ ГЕНОВ NPM/NCL И СПЕЦИФИЧНЫЕ МУТАЦИИ BRAF/NRAS/KRAS В 
ОБРАЗЦАХ МЕТАСТАТИЧЕСКОЙ МК

Тип Ген Изменение Частота 
обнаружения

Комбинации генетических изменений NPM/NCL 
и мутаций в образцах МК

1
NPM, 

интроны 
5–6

Одновременно 
IVS5-31G/A 

и IVS6 + (-42)G/A

17 (57%) 
образцов 

и 1 ксенографт

тип 1 + BRAF V600E, включая 1BRAF V600К: 8 (27%) образцов: 
из них 5 (17%): тип 1 + V600E BRAF + тип 4 и тип 5 (NCL); 

2 образца: тип 1 + Q61R NRAS; 1 образец: тип 1 + G13D KRAS

2
NPM, 

интрон 6

Однонуклеотидная 
замена IVS6 -39 A/G 

+ тип 1

8 (26%) 
образцов МК

4 (13%) образца: 
тип 2 + BRAF V600E + тип 4 (NCL) + тип 5 (NCL)

3
NPМ, 

интрон 8

Однонуклеотидная 
замена IVS8-63A/G 

+ тип 1

6 (20%) 
образцов

5 (16%) образцов: 
тип 3 + BRAF V600E, 2 (6%) образца: тип 3 + Q61R NRAS

4
NCL, 

интрон 2
Однонуклеотидная 
замена IVS2+31G/А

4 (13%) 
образца

Тип 4 + BRAF V600E + тип 1 (NPM) 
(все 4 образца – быстро рецидивирующая МК)

5
NСL, 

экзон 3

Однонуклеотидная 
замена (ПВ) 

р. Е149E (GAG/GAA)

7 (23%) 
образцов

6 (20%) образцов: 
тип 5 + BRAF V600E + тип 1; 1 образец: тип 5 + Q61R NRAS

6
NСL, 

экзон 4
Del с.255 (763-765 

GAT) + тип 4
1 образец

Е149E (149GAG/GAA) + герминальная делеция в экзоне 4 NCL, 
семейное отягощение, 5 рецидивов МК

7 BRAF BRAF V600E
15 (50%) 

образцов 1 из 2 
ксенографтов

13 (43%) образцов: эпителиоидно-клеточная МК 
с множественными метастазами, 1/30 – веретеноклеточная 

МК; 1/30 – ПМЗО: МК+РТК+РП

8 BRAF BRAF V600K 1 образец
Рецидивирующая МК с замещением 

лимфоидной ткани опухолью

9 NRAS NRAS Q61R 3 образца 2 образца – рецидивирующие узловые МК спины

10 KRAS KRAS G13D 1 образец ПМЗО: МК+РЛ+РМЖ
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ют с молекулами С23, обеспечивая 3-мерный рост клеток 

меланомы, пересаженных под кожу иммунодефицитных 

мышей [25]. Поэтому разработка С23-молекулярно-

направленных препаратов перспективна для ингибиро-

вания опухолевого роста, индуцированного при актива-

ции ряда онкогенов и клеточных рецепторов [32].

Мутации гена BRAF
Соматические мутации гена BRAF наблюдаются в 

40–88% случаев МК, наиболее распространена мутация 

BRAF V600E в экзоне 15. Наличие мутаций гена BRAF 

указывает на неблагоприятный прогноз: более ранний 

возраст начала заболевания, высокую частоту местных 

рецидивов с поражением регионарных лимфатических 

узлов (ЛУ) и инвазией опухоли в глубокие слои кожи, 

быстрый рост опухолей и низкую выживаемость паци-

ентов. В исследованной нами выборке мутации в экзоне 

15 BRAF обнаружены в 15 из 30 (50%) случаев: в 12 из 

них выявлена типичная замена V600E, в 1 – обнаруже-

на мутация BRAFV600К. У всех носителей этих мутаций 

гена BRAF были диагностированы множественные мета-

стазы в ЛУ, а в ряде случаев – в легкие и печень. У па-

циентки Т., 50 лет, мутация BRAF V600E была обнаруже-

на в первичной опухоли, а также в метастазах МК в ЛУ 

и легких. В 15 из 30 образцов МК мутация V600EBRAF 

сочеталась со структурными изменениями в интронах 5, 

6 и 8 гена NPM, включая образец с ПВ в экзоне 3 гена 

NCL (см. табл. 2). В 3 образцах эпителиоидно-клеточной 

МК спины с множественными метастазами в лимфоузлы 

и замещением лимфоидной ткани, мутация V600E BRAF 

cочеталась с изменениями сразу в 2 генах – NPM (ин-

троны 5, 6 и 8) и NCL (интрон 2 и экзон 3). В 1 из 2 образ-

цов метастатической МК в составе ПМЗО (МК + РТК + 

РП) мутация V600E BRAF сочеталась с ПВ IVS 6 -39A/G + 

(-42)C/A в интроне 6 гена NPM, а в другом случае (МК + 

РЛ + РМЖ) герминальные мутации в экзоне 2 гена KRAS 

и в экзоне 19 EGFR сочетались с ПВ р. Е149Е (149 GAG/

GAA) в экзоне 3 гена NCL. Предполагается, что мутации 

гена BRAF в метастатических очагах МК, в отличие от 

первичной МК, ассоциированы с ухудшением прогно-

за заболевания и снижением общей выживаемости [33]. 

По-видимому, сочетание этих мутаций со структурными 

изменениями ключевых для клеточной пролиферации 

и сигналинга генов NCL/NPM вносит дополнительный 

вклад в прогрессию МК посредством активации в клет-

ках ключевых сигнальных путей.

Мутации онкогенов RAS
Cемейство онкогенов RAS кодирует малые ГТФазы, 

передающие внеклеточные сигналы и регулирующие 

ключевые процессы в клетке: рост, дифференцировку, 

подвижность и апоптоз. Активированная в результате 

мутаций изоформа NRAS участвует в RAS/RAF/MAPK-

зависимом клеточном сигналинге, индуцируя клеточную 

пролиферацию и прогрессию опухолей. Мутации гена 

NRAS обнаруживаются в 5–33% случаев МК. Нанокла-

стеры Ras-GTP также участвуют в рекрутировании на 

плазматической мембране комплексов Raf/MEK и ERK и 

в индукции/активации МАРК-сигнального каскада [19].

Молекулы В23 и С23 специфически связываются с 

молекулами K-Ras, но не с H-Ras на внутренней сто-

роне клеточной мембраны, это взаимодействие являет-

ся критическим для МАРК-зависимого сигналинга. О 

взаимодействии В23/С23 с N-RAS известно значитель-

но меньше. Мутация Q61R NRAS была обнаружена нами 

в 3 из 30 образцов МК, включая 2 образца рецидивиру-

ющей узловой МК спины с метастазами в ЛУ, легких и 

печени (в 1 случае). В 2/3 образцов (МК с метастазами в 

ЛУ и легких) мутация гена NRAS сочеталась со структур-

ными изменениями в экзонах 7 и 10 гена NPM (типы 1 и 

3; см. табл. 2). Мутация G13D KRAS была идентифици-

рована в 1 из 30 образцов МК у пациентки с ПМЗО (МК 

+ РЛ + РМЖ) в сочетании с герминальной мутацией гена 

EGFR, ПВ в интроне 6 гена NPM и специфичным ПВ в эк-

зоне 3 гена NCL, не встречающимся в контрольной попу-

ляции доноров. Отметим, что последовательности экзонов 

3–4 кодируют домены С23, ответственные за взаимодей-

ствие с РНК, ДНК и гистоновыми белками. Эта актив-

ность нуклеолина важна для удаления нуклеосомных ги-

стонов Н2А/Н2В и Н3/Н4 при репарации двуцепочечных 

разрывов ДНК в фазе G1 клеточного цикла. Нуклеолин 

регулирует трансляцию мРНК, связываясь с G-богатыми 

мотивами или с UTR, путем деацетилирования мРНК 

в комплексе с поли(А)-связывающим белком (РАВРС) 

и тем самым усиливает экспрессию ряда онкобелков.

Для модуляции нуклеолин-зависимой экспрессии ряда 

микроРНК, ассоциированных с прогрессией РМЖ, пред-

ложено использовать синтетические аптамеры с высоким 

содержанием гуанозина, ингибирующие активность ре-

цепторного нуклеолина [34]. Для меланомы разрабаты-

вается другой оригинальный подход с использованием 

РНК-связывающей активности нуклеолина [35]. Таким 

образом, многофункциональный шаперон нуклеолин 

является перспективной мишенью для молекулярно-

направленной терапии ряда опухолей, включая МК.

В настоящее время рассматривается несколько 

подходов к анализу ключевых сигнальных путей и на-

рушений их регуляции, которые приводят к развитию 

меланомы: 1) поиск мутаций в генах-мишенях и регу-

ляторных белков-маркеров прогрессии МК; 2) созда-

ние фармакологических агентов для таргетной терапии 

сигнальных молекул; 3) анализ лекарственной устой-

чивости и механизмов индукции МК; 4) изучение ме-

ханизмов резистентности МК к лекарственной терапии 

[36]. Комплексный анализ генетических изменений при 

метастатической МК создает основу для развития всех 

этих направлений клинической онкологии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Отсутствие эффективных методов лечения метастати-

ческой МК делает особенно актуальным поиск и характе-

ристику молекулярно-генетических маркеров прогрессии.

Анализ образцов метастатической МК с помощью 

специфичной ПЦР, конформационно-чувствительного 

электрофореза и последующего секвенирования ПЦР-

продуктов позволил нам обнаружить ряд генетических 

изменений генов NPM и NCL, кодирующих В23/нуклео-

фозмин и С23/нуклеолин. Выявлены специфичные из-

менения в экзоне 3 гена NCL и характерные для образцов 

метастатической МК сочетания структурных вариантов 
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с делецией в экзоне 4 гена NCL. Выявленные в иссле-

дованной выборке пациентов (n=30) и в контрольной 

группе (n=30) изменения гена NPM не отличались по 

своей структуре, за исключением полиморфизма в эк-

зоне 3 гена NCL, т.е. были неспецифичными. Однако в 

образцах метастатической МК были обнаружены спец-

ифичные комбинации указанных ПВ друг с другом и с 

мутациями онкогенов BRAF/NRAS. Совокупность этих 

структурных изменений нужно рассматривать в связи 

с функциональной активностью В23/С23 и динамикой 

клеточных процессов в целом. При этом возможно из-

менение структуры функционально важных доменов с 

последующей деструкцией или стабилизацией молекул, 

а также посттрансляционными изменениями с участием 

микроРНК и длинных некодирующих РНК. Дальней-

ший структурно-функциональный анализ генов NPM/

NCL важен для понимания механизмов индукции и про-

грессии злокачественной МК. Комплекс генетических 

изменений, включая гены NCL, NPM, BRAF, NRAS и, 

возможно, другие локусы, создает генетическую неста-

бильность и молекулярную неоднородность опухоли, в 

частности стволовых опухолевых клеток с повышенным 

метастатическим потенциалом. Это способствует агрес-

сивному течению заболевания и создает трудности для 

эффективной терапии МК. 

Характеристика найденных изменений в ключевых 

генах NPM/NCL, кодирующих многофункциональные 

регуляторные белки, с использованием как клинического 

материала, так и модельных систем, например ксенограф-

тов МК у иммунодефицитных мышей имеет важное зна-

чение. Она позволила бы уточнить механизмы онкогенеза 

МК и определить новые стратегии лечения для диссеми-

нированной МК, которая стоит сейчас в первом ряду за-

болеваний, перспективных для таргетной терапии [37]. 
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