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Ассоциация рака молочной железы с онкогенными 
папилломавирусами: обнаружение ДНК 
папилломавирусов в клетках рака молочной железы

Г. М. Волгарева

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 
115478 Москва, Каширское шоссе, 24

К о н т а к т ы : Галина михайловна волгарева galina.volgareva@ronc.ru

Рак молочной железы – одна из острейших проблем здравоохранения во всем мире. Заболеваемость им растет. 
Развитие этого злокачественного новообразования связано со многими факторами риска, однако первопричина 
заболевания в большинстве случаев остается невыясненной. исследования, посвященные ассоциации рака молоч-
ной железы с онкогенными папилломавирусами, проводятся на протяжении трех десятилетий, но однозначного 
заключения по данной проблеме пока нет. Актуальность вопроса об ассоциации с этими вирусами рака молочной 
железы многократно возрастает с появлением профилактических вакцин против рака шейки матки: в случае, если 
такая ассоциация имеет место, становится реальной перспектива предупреждения также и этой чрезвычайно рас-
пространенной формы рака.

Ключевые слова: рак молочной железы, онкогенные вирусы папилломы человека, перспектива профилактики

Для цитирования: волгарева Г. м. Ассоциация рака молочной железы с онкогенными папилломавирусами: обнару-
жение дНк папилломавирусов в клетках рака молочной железы. Успехи молекулярной онкологии 2022;9(2):10–22. 
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Breast cancer association with oncogenic papillomaviruses: papillomaviral DNA detection  
in breast cancer cells

G. M. Volgareva

N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia

C o n t a c t s : Galina Mikhailovna Volgareva galina.volgareva@ronc.ru

Breast cancer is the most acute worldwide healthcare problem. Its incidence is rising. Development of this malignant 
tumor is associated with many risk factor, however primary cause of the disease stays usually obscure. Researches into 
breast cancer association with oncogenic papillomaviruses have been conducted for three decades, yet there is no defi-
nite conclusion on the problem. Actuality of the issue of breast cancer association with these viruses increases many 
times with the development of prophylactic vaccines against cervical cancer: in case such association does occur realis-
tic perspective appears to prevent this extremely widespread cancer as well.

Key words: breast cancer, oncogenic human papillomaviruses, prospect of prevention

For citation: Volgareva G. M. Breast cancer association with oncogenic papillomaviruses: papillomaviral DNA detection 
in breast cancer cells. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2022;9(2):10–22. (In Russ.). 
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ВВЕдЕНИЕ
Рак молочной железы (РМЖ) у женщин входит 

в «большую четверку» форм злокачественных опухо-
лей, наиболее часто диагностируемых в мире (наряду 
с раком предстательной железы у мужчин, раком лег-

ких и раком толстой и прямой кишки у лиц обоего 
пола) [1]. В России в 2009 г. в структуре заболеваемости 
злокачественными новообразованиями женщин РМЖ 
составил 20,1 %, в 2018 г. – 20,9 %; за период с 2008 по 
2018 г. стандартизованный показатель заболева емости 

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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РМЖ в России на 100 тыс. населения вырос на 22,15 %. 
Рак молочной железы имеет наибольший удельный 
вес в структуре смертности от злокачест венных ново-
образований женщин России: в 2009 г. эти случаи со-
ставили 17,4 %, в 2018 г. – 16,2 % [2, 3]. В 2020 г. рак 
грудной железы явился причиной смерти 21 634 рос-
сиян [4].

Факторы риска развития РМЖ активно изучают-
ся; для уяснения причин, совершенствования профи-
лактических подходов и методов лечения РМЖ при-
знан целесообразным мультидисциплинарный подход 
[5–7].

Представление об участии вирусов в возникнове-
нии этой опухоли восходит к работам американского 
исследователя Дж. Биттнера, обнаружившего возбу-
дитель РМЖ мышей (вирус Биттнера, «фактор молока») 
[8, 9]. На данной модели была установлена важность 
сочетания нескольких факторов в возникновении опу-
холи: вирусного начала, определенного генотипа мы-
шей, их принадлежности к той или иной инбредной 
линии, а также гормонального фона животных. В даль-
нейшем и у человека было показано наличие вируса, 
аналогичного или родственного вирусам РМЖ мышей 
[10]. Получены данные об ассоциации РМЖ с вирусом 
Эпштейна–Барр [11, 12].

Признание вирусов папилломы человека (ВПЧ) 
высокого канцерогенного риска как канцерогенов, 
являющихся этиологическим фактором рака шейки 
матки (РШМ), было зафиксировано в пресс-релизе 
Всемирной организации здравоохранения в 1996 г. Это-
му способствовало обнаружение ДНК ВПЧ в большин-
стве исследованных образцов РШМ [13]. В дальнейшем 
пополнялся как перечень канцерогенных для челове-
ка типов ВПЧ, так и перечень форм рака, которые они 
вызывают [14–16]. Вирусы папилломы человека двух 
типов, 16-го и 18-го, обнаруживаются в ~70 % образ-
цов РШМ; признаны канцерогенами для человека 
также ВПЧ следующих типов: 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 
56, 58 и 59-го; для нескольких типов ВПЧ (26, 53, 66, 
67, 68, 70, 73, 82-го) получены ограниченные свиде-
тельства их канцерогенности (possibly carcinogenic 
или probably carcinogenic); ВПЧ6 и ВПЧ11 оценены 
как вирусы низкого онкогенного риска [16].

Рак молочной железы отнесен к категории опухо-
лей, для которых данных о выводе «ассоциирован 
с вирусами папилломы» недостаточно (inadequate evi-
dence) [14].

Строение, биологический цикл, механизм опухо-
леродного действия представителей этого семейства 
вирусов описаны ранее [17]. Приведем основные дан-
ные о ВПЧ, нужные для анализа их роли в возникно-
вении РМЖ.

Вирусы папилломы – группа эпителиотропных 
видоспецифичных вирусов, объединенных в семейство 
Papillomaviridae. Вирусные частицы размером 50–60 нм 
в диаметре содержат ДНК, заключенную в белковый 
капсид. Таксономия вирусов папилломы основана 

на генетическом принципе – на степени несовпадения 
нуклеотидной последовательности в наиболее консер-
вативной области их генома – гене L1. Наибольшее 
внимание исследователи уделяют именно папиллома-
вирусам человека, которые и составляют большинство 
среди известных папилломавирусов – более 120. ВПЧ 
подразделяют на 5 родов. Вирусы папилломы челове-
ка из рода α инфицируют преимущественно слизистые 
оболочки ротовой полости и аногенитальной сферы; 
все известные на сегодня канцерогенные ВПЧ отно-
сятся именно к роду α. Геном ВПЧ представлен коль-
цевой двуспиральной молекулой ДНК размером около 
8 т.  п.н., он содержит 3 области: 1) длинную регуля-
торную область с последовательностями, ответствен-
ными за контроль репликации и транскрипции вируса; 
2) раннюю (early, E) область, включающую открытые 
рамки считывания генов E1, E2, E4, E5, E6 и E7, необ-
ходимые вирусу для осуществления «ранних», не свя-
занных с продукцией зрелых вирусных частиц, функций, 
таких как репликация и транскрипция вирусного ге-
нома, а также придание инфицированной клетке черт 
злокачественности у канцерогенных ВПЧ, и 3) позд-
нюю (late, L) область, кодирующую структурные бел-
ки L1 и L2 вирусного капсида. Основной путь зараже-
ния ВПЧ – непосредственный контакт повреж денного 
(имеющего трещинку, ранку) эпителия с зараженными 
ВПЧ эпителиальными клетками. Для трансформации 
инфицированной клетки необходима длительная 
ВПЧ-инфекция и постоянная экспрессия вирусных 
онкобелков Е6 и Е7. Активности белковых продуктов 
генов Е6 и Е7 у ВПЧ разных типов различаются; эти 
различия, сложившиеся в ходе эволюции, и обуслови-
ли разделение ВПЧ на типы «низкого» и «высокого» 
онкогенного риска. Для онкогенных ВПЧ установлена 
положительная корреляция между показателем «вирус-
ная нагрузка» (количеством вирусных геномов на за-
раженную клетку) и степенью опасности прогрессии 
вызванной вирусом дисплазии в рак. Небольшие ко-
роткоживущие вирусные онкобелки Е6 и Е7 ВПЧ ти-
пов высокого риска способны связываться со многими 
белками клетки-хозяина и нарушать их функциони-
рование [18]. Главными являются следующие эффек-
ты. Онкобелок Е7 взаимодействует с супрессором 
опухолевого роста, известным как белок ретиноблас-
томы – pRB, который регулирует активность транс-
крипционных факторов семейства E2F. Е7, связываясь 
с pRB, вызывает его разрушение. В результате этого 
клетки беспрепятственно преодолевают точку рестрик-
ции G1 / S клеточного цикла [19]. Онкобелок Е6 взаи-
модействует с супрессором опухолевого роста p53, 
что ведет к быстрому разрушению p53 [20]. Онкобелок 
Е6 активирует транскрипцию каталити ческой субъе-
диницы теломеразы hTERT [18]. Тем самым клетка 
получает возможность достраивать теломерные районы 
хромосом и становится «бессмертной». Оба онкобел-
ка, Е6 и Е7, резко повышают нестабильность генома 
клетки-хозяина [18; 21]. Это достигается  несколькими 
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способами. Во-первых, в p53-дефектной клетке нару-
шаются процессы репарации генома, возрастает ча-
стота генных мутаций. Во вторых, благодаря способ-
ности онкобелка Е7 нарушать удвоение центриолей 
в зараженном эпителии появляются многополюсные 
митозы и анеуплоид ные клетки.

Первое сообщение о возможной ассоциации РМЖ 
с ВПЧ было опубликовано в 1992 г. A. Di Lonardo и со-
авт. [22]

В дальнейшем исследователи из разных стран 
получили данные о ВПЧ-положительности РМЖ, 
однако, как станет понятно из дальнейшего, считать этот 
вопрос вполне ясным несколько преждевременно. После 
создания эффективных вакцин для профилактики РШМ 
актуальность уточнения роли ВПЧ типов высокого он-
когенного риска в генезе РМЖ дополнительно возросла 
ввиду наметившейся возможности профилактики этой 
распространенной фор мы рака [23].

Цель настоящего обзора – анализ современного 
состояния вопроса об ассоциации РМЖ с онкогенны-
ми ВПЧ.

ОбНаРУжЕНИЕ дНК ВИРУСа ПаПИЛЛОМы 
чЕЛОВЕКа В РаКЕ МОЛОчНОЙ жЕЛЕзы
Проведенный нами анализ данных о детекции 

ДНК ВПЧ в РМЖ основан на 34 публикациях. Рабо-
ты, которые принимались к рассмотрению, должны 
были содержать четкое описание использованных 
клинических материалов и методов выявления ВПЧ. 
Результаты детекции ДНК ВПЧ в РМЖ представле-
ны в табл. 1. Был учтен тот факт, что типы онкогенных 
ВПЧ в цервикальном эпителии, нормальном и дис-
пластическом, в разных регионах мира несколько раз-
личны [24]. Допуская, что этногеографическая неодно-
родность может проявиться и в случаях инфицирования 
ВПЧ тканей молочных желез, мы указали страны, где 
были выполнены работы.

Частота обнаружения ДНК ВПЧ в образцах РМЖ 
варьирует от полного отсутствия вирус-положитель-
ных образцов [25–27] до половины и более таких 
случаев [28–35]. Сопоставление  частоты обнаруже-
ния ДНК ВПЧ в разных работах представляется 
не вполне правомерным. На результат  могут влиять 
такие факторы, как размер выборки; использование 
ткани РМЖ, полученной и криоконсервированной 
непосредственно после биопсии / хирургической 
операции или после обработки ее формалином и за-
ключения в парафин; особенности метода детекции 
ВПЧ, в частности, его чувствительность, количес тво 
типов ВПЧ, на выявление которых метод настроен. 
Во всех исследованиях, включая те, где ВПЧ-поло-
жительные случаи РМЖ выявлены не были, контр-
олировали качество выделенной клеточной ДНК – 
в ПЦР с праймерами к β-глобиновому гену [25, 27] 
или спектрофотометрически [26]; образцы с неудов-
летворительным качеством ДНК исключали из даль-
нейших экспериментов.

Детекцию генетического материала ВПЧ в образцах 
РМЖ чаще всего проводили в ПЦР с консенсусными 
праймерами к консервативной области генома ВПЧ, 
рамке L1, парой праймеров – GP5 / 6 или MY09 / 11, 
что позволяло обнаруживать присутствие ВПЧ разных 
типов [14]. Две пары праймеров в этом случае позволя-
ли проводить гнездовую ПЦР. Нередко использовали 
и видоспецифичные праймеры к рамкам Е6, Е7 и др.

О значении выбора теста для детекции ВПЧ сви-
детельствует следующий пример. А. Di Lonardo и соавт. 
с помощью ПЦР выявили ДНК ВПЧ в 29,4 % образ-
цов РМЖ; у некоторых из пациенток ВПЧ присутст-
вовал также в подмышечных лимфатических узлах, что 
указывало на начавшееся метастазирование [22]. Од-
нако при попытке подтвердить полученный результат 
методом гибридизации in situ авторы не обнаружили 
ДНК ВПЧ ни в одном образце.

Чувствительность используемых методов детекции 
ДНК ВПЧ и непосредственный лабораторный опыт 
исследователей (proficiency) остаются, по-видимому, 
одним из важнейших источников столь значительных 
колебаний регистрируемых разными авторами частот 
ВПЧ-положительных образцов РМЖ; разработка ме-
тодов детекции многочисленных типов ВПЧ, которые 
позволяли бы получать в разных лабораториях сопо-
ставимые результаты, а также совершенствование этих 
методов остаются актуальными задачами [36, 37]. Кос-
венно значительные колебания частот ВПЧ-положи-
тельных случаев РМЖ в работах, выполненных в од-
ной и той же стране (например, [26, 35] и [27, 38, 39]), 
дают основание считать, что не этногеографическая 
неоднородность РМЖ, но именно методические мо-
менты явились тому причиной.

Идущее параллельно развитие геномики и эпиде-
миологии ВПЧ, помимо совершенствования собст-
венно методов их детекции, не может не влиять на ход 
изучения ассоциации РМЖ с ВПЧ; в результате углу-
бляются представления о механизмах ВПЧ-индуци-
рованного канцерогенеза: «от эволюционно-статичной 
сущности к представлению о тысячах уникальных ви-
русных геномов с различным канцерогенным потенци-
алом»; так, для наиболее подробно изученного ВПЧ16, 
вызывающего не менее 50 % всех случаев РШМ в мире, 
известные на сегодня варианты нуклеотидного разно-
образия сведены к 4 основным линиям и 16 сублиниям, 
каждой из которых соответствуют свои особенности 
взаимодействия вирус – хозяин, тканевого тропизма, 
процессов сплайсинга и трансляции [40]. Новые дан-
ные о нуклеотидном разнообразии ВПЧ учитываются 
при доработке методов детекции этих вирусов.

Установлен факт коинфекции образцов РМЖ од-
новременно несколькими ВПЧ разных типов (табл. 2).

Ряд исследовательских групп провели детекцию 
вирусной ДНК на неслучайных выборках РМЖ, ис-
следуя только те случаи, когда:

• в нормальных и раковых клетках молочной железы 
пациенток при предварительном гистологическом 
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Таблица 1. Результаты попыток обнаружения ДНК вируса папилломы человека в образцах рака молочной железы

Table 1. Data of human papillomaviruses DNA detection attempts in breast cancer samples

Страна 
Country

Число 
образцов, n  

Number 
of samples, n

Методы детекции 
Methods of detection

ВПЧ+-образ-
цы, % 

HPV+ samples, %

Основной тип ВПЧ 
Predominant HPV type

Источник 
Reference

Италия 
Italy

17 ПЦР 
PCR

29,4 16-й 
HPV-16

[22]

Великобритания 
Great Britain

80 ПЦР 
PCR

0 – [25]

Норвегия 
Norway

41 ПЦР, гибридизация in situ 
PCR, in situ hybridization

46,0 16-й 
HPV-16

[41]

Китай 
China

32 ПЦР, Саузерн-блоттинг 
PCR, Southern blotting

43,8 33-й 
HPV-33

[42]

Австрия 
Austria

11 ПЦР 
PCR

63,6 16-й 
HPV-16

[28]

США 
USA

101 ПЦР, секвенирование 
PCR, sequencing

24,8 16-й 
HPV-16

[43]

Германия 
Germany

29 ПЦР, гибридизация in situ 
PCR, in situ hybridization

86,2

11-й (16 и 66-й – 
в единичных случаях) 

HPV-11 (HPV-16 and 
HPV-66 in rare cases)

[29]

Греция 
Greece

107

ПЦР, анализ полиморфизма длин 
рестрикционных 

фрагментов 
PCR, restriction fragment length 

polymorphism

15,9 16-й 
HPV-16

[44]

Турция 
Turkey

50 ПЦР 
PCR

74,0 33-й 
HPV-33

[30]

Венгрия 
Hungary

1 Гнездовая ПЦР, гибридизация in situ 
Nested PCR, in situ hybridization

Единственный 
образец ВПЧ+ 
One HPV+ case 

18, 33-й 
HPV-18, HPV-33

[31]

Сирия 
Syria

113 ПЦР 
PCR

61,1 33-й 
HPV-33

[32]

Япония 
Japan

124
ПЦР, ПЦР в реальном времени, 

секвенирование 
PCR, real-time PCR, sequencing

21,0 16-й 
HPV-16

[45]

Австралия 
Australia

28 ПЦР, ПЦР in situ, секвенирование 
PCR, in situ PCR, sequencing

28,6 18-й 
HPV-18

[46]

Мексика 
Mexico

67

ПЦР, анализ полиморфизма длин 
рестрикционных фрагментов, 

секвенирование 
PCR, restriction fragment length 

polymorphism, sequencing

4,4 16, 18, 33-й 
HPV-16, HPV-18, HPV-33

[47] 

Мексика 
Mexico

20 ПЦР, ПЦР в реальном времени 
PCR, real-time PCR

40 16-й 
HPV-16

[48]

Индия 
India

228 ПЦР, ПЦР в реальном времени 
PCR, real-time PCR

0

Определяли только 
16-й и 18-й 

Only HPV-16 and HPV-18 
were tested

[26]

Венесуэла 
Venezuela

24 ПЦР 
PCR

41,7 51-й 
HPV-51

[49]

Австралия 
Australia

80 Гнездовая ПЦР, секвенирование 
Nested PCR, sequencing

16 18-й 
HPV-18

[50]
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Окончание табл. 1

The end of table 1

Страна 
Country

Число 
образцов, n  

Number 
of samples, n

Методы детекции 
Methods of detection

ВПЧ+-образ-
цы, % 

HPV+ samples, %

Основной тип ВПЧ 
Predominant HPV type

Источник 
Reference

Корея 
Korea

106 ПЦР в реальном времени 
Real-time PCR

17,9 51-й 
HPV-51

[51]

Испания 
Spain

251 ПЦР, типирование на микрочипах 
PCR, microchip typing

51,8 16-й 
HPV-16

[33]

Китай 
China

81 Метод гибридного захвата (HC2) 
Hybrid Capture 2 (HC2)

17,3

13 типов онкогенных 
ВПЧ суммарно 

13 types of oncogenic HPV 
in total

[52]

Таиланд 
Thailand

350 ПЦР, типирование в ИФА 
PCR, typing with ELISA

4,3 16-й 
HPV-16

[53]

Иран 
Iran

150 ПЦР 
PCR

0 – [27] 

Иран 
Iran

72
ПЦР, типирование на коммерческом 

наборе 
PCR, typing with a commercial set

48,6

18, 16, 33-й в порядке 
убывания 

HPV-18, HPV-16, and 
HPV-33 in descending order

[38]

Иран 
Iran

59
Гнездовая ПЦР, ПЦР в реальном 

времени, секвенирование 
Nested PCR, real-time PCR, sequencing

11,8 18-й 
HPV-18

[39]

Дания 
Denmark

193 ПЦР на коммерческих наборах 
PCR with commercial kits

1,55 16-й 
HPV-16

[54]

Марокко 
Mаrocco

76 Мультиплексная ПЦР 
Multiplex PCR

25,0

11-й; по 1 случаю – 51, 
58 и 59-й 

HPV-11; HPV-51, 
HPV-58, and HPV-59 –

one case each

[55]

Бразилия 
Brazil

103 ПЦР, секвенирование 
PCR, sequencing

49,5
6, 11-й, реже – 18 и 33-й 

HPV-6, HPV-11; rarely 
HPV-18 and HPV-33

[56]

Италия 
Italy

273 Гибридизация in situ 
In situ hybridization

44,4 16-й 
HPV-16

[57]

Катар 
Qatar

50 Мультиплексная ПЦР 
Multiplex PCR

10,0 16 и 35-й 
HPV-16 and HPV-35 

[58]

Польша 
Poland

383
Гнездовая ПЦР, типирование 

на коммерческом наборе 
Nested PCR, typing with a commercial set

4,4 16-й 
HPV-16

[59]

Австралия 
Australia

855

Секвенирование нового поколения, 
ПЦР, ПЦР in situ, ПЦР в реальном 

времени 
Next generation sequencing, PCR,  

in situ PCR, real-time PCR

5,9 18-й 
HPV-18

[60]

Австралия 
Australia

28

Гнездовая ПЦР, ПЦР in situ, ПЦР 
в реальном времени, секвенирование 

Nested PCR, in situ PCR, real-time PCR, 
sequencing

78,6 18-й 
HPV-18

[34]

Индия 
India

272
ПЦР, Саузерн-блоттинг, 

мультиплексная ПЦР 
PCR, Southern blotting, multiplex PCR

63,9

16, 18, 33-й в порядке 
убывания 

HPV-16, HPV-18, and 
HPV-33 in descending order

[35]

Примечание. ПЦР – полимеразная цепная реакция; ИФА – иммуноферментный анализ; ВПЧ – вирус папилломы человека. 
Note. PCR – polymerase chain reaction; ELISA – enzyme-linked immunosorbent assay; HPV – human papillomavirus.
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исследовании обнаруживались койлоциты (клетки 
плоского эпителия, ядро и цитоплазма которых 
претерпели ряд деформаций в результате продук-
тивной ВПЧ-инфекции – признанный цитологи-
ческий маркер папилломавирусной инфекции 
в эпителии шейки матки [61]); именно так прове-
дено исследование E.M. de Villiers и соавт. [29];

• диагнозу РМЖ предшествовала тяжелая дисплазия 
шейки матки (CINIII) [34, 41];

• РМЖ развился у женщин, ранее проходивших ле-
чение по поводу карциномы шейки матки in situ 
[31] или инвазивного РШМ [28].
Папилломавирус-положительные образцы РМЖ 

в этих выборках оказались особенно частыми: 86,2 % 
[29] (здесь преобладали ВПЧ низкого онкогенного рис-
ка), 46,0 % [41], 78,6 % [34], ВПЧ-положителен един-
ственный исследованный образец [31], 63,6 % [28]. 
Авторы отметили совпадение типов ВПЧ в РМЖ с ти-
пами вирусов в диспластическом и раковом эпителии 
шейки матки, что послужило основанием для нетри-
виальной гипотезы о распространении ВПЧ по орга-
низму женщины [28, 31, 34, 41].

В случае инвазивного РМЖ предпринимались по-
пытки детекции ДНК ВПЧ помимо первичного опу-
холевого очага также в регионарных лимфатических 
узлах и / или метастазах РМЖ в отдаленные органы [22, 
28, 41]. Как упоминалось выше, А. Di Lonardo и соавт. 

обнаружили ДНК ВПЧ16 в подмышечных лимфати-
ческих узлах 2 из 5 больных, у которых этот вирус при-
сутствовал в инвазивном РМЖ [22]. E. M. Henning 
и соавт. выявили ВПЧ16 в регионарных метастазах 
4 из 7 больных с ВПЧ-положительным первичным 
РМЖ; у 1 из этих больных ВПЧ16 был обнаружен так-
же в отдаленном метастазе в толстом кишечнике; 
ни в одном случае ДНК ВПЧ не была выявлена в мета-
стазах тех 13 больных, у которых в первичной опухоли 
ДНК ВПЧ отсутствовала [41]. ДНК ВПЧ16 в подмы-
шечных лимфатических узлах 2 больных РМЖ, у ко-
торых ВПЧ16 был выявлен в первичном узле опухоли, 
обнаружили A. Widschwendter и соавт. [28].

Несколько исследовательских групп провели де-
текцию ВПЧ, помимо образцов РМЖ, также в конт-
роле – в нормальной ткани молочной железы здоровых 
женщин, полученной при косметологических опера-
циях по уменьшению молочных желез (табл. 3).

ДНК онкогенных ВПЧ (18-го и 35-го типов) была 
 обнаружена в нормальных тканях молочных желез 
в 4 из 5 таких работ. Во всех этих исследованиях ВПЧ-
положительные образцы нормальной ткани молочной 
железы были обнаружены с меньшей частотой, чем 
ВПЧ-положительные случаи РМЖ (24,8 %; 28,6 %; 
48,6 %; 49,5 % и 10,0 % соответственно) (см. табл. 1). 
При этом преобладающие типы ВПЧ совпали с теми, 
которые были выявлены в раковых образцах.

Таблица 2. Коинфекция рака молочной железы вирусами папилломы человека (ВПЧ) нескольких типов

Table 2. Breast cancer coifection with several human papillomaviruses (HPV) types

Страна 
Country

Число образцов с несколькими типами ВПЧ / 
c ВПЧ всех типов 

Number of samples with several HPV types / all HPV+ samples

Основной тип ВПЧ, обнаруженный при 
коинфицировании 

Predominant HPV types in coinfection

Источник 
Reference

США 
USA

1/25 16, 18-й 
HPV-16, HPV-18

[43]

Германия 
Germany

8/25 6, 11, 16-й 
HPV-6, -11,-16

[29] 

Греция 
Greece

3/17 16, 58, 59, 73, 82-й 
HPV-16, -58, -59, -73, -82

[44]

Сирия 
Syria

24/69 16, 18, 31, 33, 35-й 
HPV-16, -18, -31, -33, -35

[32]

Корея 
Korea

10/22 6, 33, 51, 53, 58-й 
HPV-6, -33, -51, -53, -58

[51]

Испания 
Spain

85/130 16, 31, 39, 51, 59-й 
HPV-16, -31,-51,-59

[33]

Таиланд 
Thailand

4/15 16, 35, 18, 33, 52-й 
HPV-16, -35, -18, -33, -52

[53]

Марокко 
Morocco

8/19 6, 11, 52, 58, 59-й 
HPV-6, -11, -52, -58, -59

[55]

Катар 
Qatar

2/5 16, 35, 58-й 
HPV-16, -35, -58

[58]

Индия 
India

44/174 16, 18, 33-й 
HPV-16, -18, -33

[35]
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В качестве референс-групп (условного контроля) 
некоторые исследователи использовали также условно-
нормальную ткань молочной железы, соседствующую 
с РМЖ (табл. 4), или ткань молочной железы, удален-
ную при хирургических операциях по поводу незлока-
чественных заболеваний, таких как мастопатия, фи-
броаденома, липома (табл. 5).

В условно-нормальных тканях молочных желез, 
прилегающих к РМЖ, как и в нормальном эпителии 
молочных желез здоровых женщин, ВПЧ обнаруживал-
ся нередко (см. табл. 4). Однако во всех исследова ниях 
в этих образцах он выявлялся реже, чем в прилега-
ющем РМЖ (86,2 %; 74,0 % и 63,9 % соответственно) 
(см. табл. 1). Типы ВПЧ в этих тканях в целом не отли-
чались от обнаруженных теми же авторами в РМЖ.

При детекции ВПЧ16 в неопухолевой ткани мо-
лочной железы, соседствующей с РМЖ, в случае, ког-
да опухоль была ВПЧ-положительной, ВПЧ-положи-
тельными оказались также 7 из 11 изученных образцов 
условно-нормальной ткани; в случае, когда РМЖ был 
ВПЧ-отрицательным, вирусная ДНК не была обнару-
жена ни в одном из 11 проанализированных образцов 
прилегающей к опухоли ткани [45].

ДНК ВПЧ была обнаружена и в некоторых образ-
цах патологически измененного незлокачественного 
эпителия молочных желез (табл. 5). Частоты ВПЧ-по-
ложительных доброкачественных новообразований 
молочных желез ни в одной из работ не превысили 
аналогичный показатель для РМЖ: 24,8 %; 16,0 %; 
51,8 %; 4,3 %; 0 %; 11,8 %; 25,0 %; 10,0 %; 63,9 % со-
ответственно (см. табл. 1). Типы обнаруженных ВПЧ 

Таблица 4. Результаты детекции ДНК вируса папилломы человека 
(ВПЧ) в условно-нормальной ткани молочной железы больных раком 
молочной железы

Table 4. Data of human papillomavirus (HPV) DNA detection in 
conventionally normal tissue of breast cancer patients

Страна 
Country

Число об-
разцов, n 

Number  
of samples, n

ВПЧ+-об-
разцы, % 

HPV+ sam - 
ples, %

Основной 
тип ВПЧ 

Predominant 
HPV type

Источ-
ник 

Refe-
rence

Германия 
Germany

29* 70,0 11, 6, 16-й 
HPV-11, -6, -16

[29]

Турция 
Turkey

50 32,0
33, 18-й 
HPV-33, 
HPV-18

[30]

Индия 
India

21 9,5 16-й 
HPV-16

[35] 

*Неслучайная выборка: наличие койлоцитов в образцах. 
*Not a random sampling: presence of coilocytes in the samples.

Таблица 5. Результаты детекции ДНК вируса папилломы человека 
(ВПЧ) в незлокачественных новообразованиях молочной железы

Table 5. Data of papillomaviruses (HPV) DNA detection in non-malignant 
neoplasms of mammary gland

Страна 
Country

Число 
образ-
цов, n 
Number  
of samp- 

les, n

ВПЧ+-
образцы, % 

HPV+ 
samples, %

Основной тип 
ВПЧ 

Predominant HPV 
type

Источ-
ник 

Refe-
rence

США 
USA

21 0  – [43] 

Австралия 
Australia

10 10,0 18-й 
HPV-18

[50] 

Испания 
Spain

186 26,3 16-й 
HPV-16

[33] 

Таиланд 
Thailand

350 2,9 16-й 
HPV-16

[53] 

Иран 
Iran

150 0  – [27] 

Иран 
Iran

11 0  – [39] 

Марокко 
Morocco

12 8,3

5-й (неонко-
генный, род β) 

HPV-5  
(non-on cogenic, 

genus β

[55] 

Катар 
Qatar

50 8,0 35 [58] 

Индия 
India

10 30,0 16 [35] 

Таблица 3. Результаты детекции ДНК вируса папилломы человека 
(ВПЧ) в нормальной ткани молочной железы здоровых женщин

Table 3. Data of human papillomaviruses (HPV) DNA detection in normal 
mammary gland tissue of healthy women

Страна 
Country

Число 
образцов, n 

Number  
of samples, n

ВПЧ+-об-
разцы, % 

HPV+ sam - 
ples, %

Основной 
тип ВПЧ 

Predominant 
HPV type

Источ-
ник 

Refe-
rence

США 
USA

20 0  – [43] 

Австралия 
Australia

17 18,0 18-й 
HPV-18

[46] 

Иран 
Iran

31 16,1 18-й 
HPV-18

[38] 

Бразилия* 
Brazil*

95 15,8
6, 11, 18-й 

HPV-8,  
-11, -18

[56] 

Катар 
Qatar

50 8,0 35-й 
HPV-35

[58] 

*Не для всех ВПЧ-положительных образцов удалось 
определить тип вируса. 
*It was not possible to determine the type of HPV in every sample.

в целом и в этих выборках соответствовали тем типам, 
которые исследователи выявляли в РМЖ.
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СТаТУС гЕНОМа ВИРУСа ПаПИЛЛОМы 
чЕЛОВЕКа В РаКЕ МОЛОчНОЙ жЕЛЕзы
Наряду с эписомальными формами в РМЖ обна-

ружены также ВПЧ в формах, интегрированных в ге-
ном хозяйской клетки [35, 38]. Для установления это-
го факта исследователи определяли разрыв рамки 
считывания Е2 вирусного генома. Исходным служило 
представление о том, что в случае трансформации 
эпителия шейки матки интеграция генома вируса в хо-
зяйскую хромосому происходит на определенной ста-
дии прогрессии дисплазии в РШМ; точка 3’-разрыва 
вирусного генома может варьировать в разных ново-
образованиях, но приходится обычно на область Е1-Е2, 
после чего рамка Е2 не обнаруживается в ПЦР; усили-
вается транскрипция вирусных онкогенов Е6 и Е7, 
а присутствие генома ВПЧ в интегрированной форме 
может служить прогностическим маркером развития 
рака из конкретной дисплазии, тогда как очень многие 
из дисплазий регрессируют [62–65].

В подавляющем большинстве случаев геном ВПЧ 
присутствовал в РМЖ в интегрированной форме. Так, 
S. Islam и соавт., определяя соотношения числа копий 
Е2 / Е6, установили, что среди 120 ВПЧ-положитель-
ных образцов РМЖ случаи с интегрированным ВПЧ 
составили 87,5 %, смешанные случаи – интегрирован-
ный-эписомальный рак – 8,3 %, а случаи с исключи-
тельно эписомальными формами – 4,2 % [35]. N. Kho da-
ban dehlou и соавт., определяя долю экспрессирующих 
Е6 образцов, в которых экспрессировался также и Е2, 
среди 35 ВПЧ-положительных образцов охаракте-
ризовали 86 % образцов как случаи с исключительно 
интегрированным геномом ВПЧ, а остальные 14 % – 
как смешанный вариант [38].

Биологический смысл интеграции генома ВПЧ 
в геном клетки-хозяина до настоящего времени дис-
кутируется: в частности, остается открытым вопрос 
о том, является ли интеграция необходимым условием 
злокачественного превращения клетки, или она толь-
ко сопутствует малигнизации. В эпителии шейки мат-
ки сайты интеграции оказались весьма многочислен-
ными и неслучайными – они тяготеют к областям, где 
находятся гены, к сайтам ломкости хромосом, к эн-
хансерам, к транскрипционно активным районам [66]. 
Очевидно, что интеграция генома ВПЧ в геном клетки 
влияет на экспрессию генов, как вирусных, так и хо-
зяйских; при этом возрастает нестабильность хозяй-
ского генома. Интеграция генома ВПЧ в хозяйские 
хромосомы описана помимо РШМ также и в других 
формах рака, для которых вовлеченность этих вирусов 
в канцерогенез установлена [67–69].

ВИРУСНаЯ НагРУзКа  
В ПаПИЛЛОМаВИРУС-ПОЛОжИТЕЛьНыХ 
ОбРазцаХ РаКа МОЛОчНОЙ жЕЛЕзы
Количество геномов ВПЧ в вирус-положительных 

тканях РМЖ (так называемую вирусную нагрузку) 
определили методом ПЦР в реальном времени нес-

колько исследовательских групп [35, 45, 48]. Значения 
этого показателя составили от 5,4 до 6,5 копий генома 
ВПЧ на 10 тыс. клеток [35, 45]. Для редкого метаплас-
тического ВПЧ-положительного РМЖ вирусная на-
грузка оказалась выше – 204,03 копии на 10 000 клеток 
(в метапластической карциноме с хондроидной диф-
ференцировкой) и 10152,11 копий на 10 000 клеток 
(в метапластической карциноме с плоскоклеточной 
дифференцировкой), среднее значение – 2089,2 копии 
на 10 000 клеток [48].

Для послужившего в качестве положительного конт-
роля РШМ данный показатель был равен 130 480 ко-
пий генома ВПЧ на 10 000 клеток [45]. В ВПЧ16-поло-
жительной клеточной линии SiHa, полученной из РШМ, 
вирусная нагрузка была равна 39 850 копий ВПЧ 
на 10 000 клеток [48]. В этих 2 случаях на каждую клет-
ку приходится, таким образом, не менее 1 копии ви-
русного генома, что достаточно для поддержания зло-
качественного фенотипа. Обращает на себя внимание 
тот факт, что в ВПЧ-положительном РМЖ вирусная 
нагрузка оказалась значительно меньшей, чем 1 копия 
вируса на клетку. Поскольку РМЖ рассматривается 
как опухоль моноклональной природы и единственная 
интегрированная в хозяйский геном копия ВПЧ 
не должна исчезнуть в ходе репликации опухолевых 
клеток, можно было бы ожидать присутствия хотя бы 
единственной копии ВПЧ в каждой опухолевой клет-
ке. Низкая ВПЧ-нагрузка в РМЖ трактуется исследо-
вателями по-разному: как основание считать, что ВПЧ 
не играет существенной роли в возникновении РМЖ 
[45], или как свидетельство в пользу того, что ВПЧ 
в развитии РМЖ играет иную роль, чем в цервикаль-
ном канцерогенезе, например, что они могут прони-
кать в ткань молочной железы, в которой процесс 
злокачественного превращения уже начался, на ран-
них доклинических стадиях этого процесса, и влиять 
на его течение [35, 48].

Низкая вирусная нагрузка в ВПЧ-положительных 
образцах РМЖ – повод усомниться в участии онко-
генных папилломавирусов в генезе данной опухоли. 
Оказалось, что устранению этих сомнений в значи-
тельной степени способствуют результаты изучения 
фермента ДНК цитидиндезаминазы APOBEC3B (A3B) 
в РМЖ и влияния канцерогенных ВПЧ на экспрессию 
этого фермента [70, 71].

Для возникновения РМЖ необходимы соматиче-
ские мутации, в спектре которых резко преобладают 
транзиции C → T.  Согласно результатам исследования 
M.B. Burns и соавт. (2013), вероятным источником 
этих мутаций при РМЖ является ДНК цитидиндеза-
миназа APOBEC3B (A3B). Содержание матричной 
РНК A3B в многочисленных клеточных линиях из 
РМЖ, а также в клетках первичного РМЖ превышало 
контрольный показатель (в качестве контроля исполь-
зовали ткани молочных желез, полученные при кос-
метических операциях) не менее чем в 3 раза в 28 из 
38 линий, а в 12 из 38 – в 10 раз и более. Опухоли, 
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характеризовавшиеся высокими уровнями мРНК A3B, 
имели вдвое больше мутаций, чем опухоли с низким 
ее уровнем. Эндогенная A3B была единственным 
источником редактирующей активности C → T в экс-
трактах из клеточных линий РМЖ. При индукции 
повышения экспрессии A3B наблюдались сбои кле-
точного цикла, клеточная гибель, фрагментация ДНК, 
учащение транзиций C → T и другие нарушения. 
На основании полученных результатов авторы пред-
ложили модель, согласно которой катализируемое A3B 
дезаминирование создает постоянный источник по-
вреждений ДНК в клетках РМЖ, в результате чего 
происходит селекция инактивированного TP53; модель 
объясняет, почему некоторые опухоли прогрессируют 
очень быстро и становятся гетерогенными [70].

K. Ohba и соавт. (2014) проверили, могут ли онко-
генные ВПЧ явиться инициаторами канцерогенеза 
в молочной железе, вызывая гиперэкспрессию A3B, 
и, таким образом, быть недостающим звеном между 
ВПЧ и развитием РМЖ. Используя нормальные клет-
ки эпителия молочной железы, трансфицированные 
ВПЧ18, авторы наблюдали гиперэкспрессию мРНК 
цитидиндезаминазы APOBEC3B (A3B). По сравнению 
с уровнем экспрессии в исходных клетках молочной 
железы, не содержащих генома ВПЧ18, в этой системе 
присутствие вирусного генома приводило к усилению 
экспрессии A3B в 2,5 раза. При этом экспрессия 
остальных цитидиндезаминаз была подавлена, таким 
образом, усиление экспрессии A3B было специфичес-
ким. Гиперэкспрессия A3B в клетках молочной железы, 
трансфицированных ВПЧ18, сопровождалась повы-
шением нестабильности генома (показано с помощью 
метода ДНК-комет); этот эффект подавлялся с помо-
щью малых РНК, образующих шпильки (shRNA) к Е6 
и Е7 ВПЧ18, а также к A3B (нокдаун фиксировали 
в количественном ПЦР с обратной транскрипцией). 
Получив эти результаты in vitro, авторы исследовали 
уровень экспрессии A3B в ВПЧ18 – положительных 
и отрицательных образцах РМЖ. Тенденция, описан-
ная ими in vitro, прослеживалась и в этом случае. В це-
лом полученные результаты были интерпретированы 
авторами как аргумент в пользу вовлечения ВПЧ 
в канцерогенез молочной железы на ранних стадиях 
этого процесса [71]. В связи с этим заслуживает упо-
минания наблюдение J. S. Lawson и соавт., сделанное 
этими авторами при проведении иммуногистохими-
ческих тестов с использованием антител к E7 ВПЧ18. 
Авторы предварительно отобрали группу женщин, 
у которых при диагнозе РМЖ в истории болезни рань-
ше значилось доброкачественное новообразование 
молочной железы. Сравнивали, имея тканевые образ-
цы как рака, так и предшествующего доброкачествен-
ного новообразования каждой женщины из данной 
группы, экспрессию E7 в этих двух образцах. У боль-
ных РМЖ экспрессия данного вирусного онкобелка 
в раковой опухоли в ряде случаев была выражена зна-
чительно слабее, чем в предшествовавшем доброкаче-

ственном новообразовании молочной железы той же 
больной, а у некоторых больных в образцах РМЖ он 
вообще отсутствовал [60].

Роль онкогенных ВПЧ в генезе РМЖ, по-види-
мому, имеет принципиальные отличия от той роли, 
которую эти вирусы играют в случае цервикального 
канцерогенеза: здесь не требуется постоянного при-
сутствия и экспрессии генома вируса. В молочной же-
лезе ВПЧ реализует свои активности на ранних этапах; 
индуцируемая им активация APOBEC3B ведет к ге-
номной нестабильности.

гИСТОПаТОЛОгИчЕСКИЕ И КЛИНИчЕСКИЕ 
ОСОбЕННОСТИ ПаПИЛЛОМаВИРУС-
ПОЛОжИТЕЛьНОгО РаКа МОЛОчНОЙ жЕЛЕзы
Больные РМЖ, опухолевая ткань которых содер-

жала ДНК канцерогенных ВПЧ, при первичном вы-
явлении заболевания были достоверно моложе тех 
больных, чья опухоль оказалась ВПЧ-отрицательной. 
Так, по результатам C. Kroupis и соавт., исследовавших 
выборку, где выявлялся преимущественно ВПЧ16, па-
циентки с ВПЧ-положительным РМЖ имели средний 
возраст 38 лет (35–51 год), тогда как женщины с ВПЧ-
отрицательным – 53 года (44–63 года) (p = 0,001) [44]. 
J. S. Lawson и соавт. проанализировали группу больных 
РМЖ из Австралии, у которых ранее была диагности-
рована дисплазия шейки матки [34]. У таких больных 
был зафиксирован достоверно более молодой возраст 
заболевания РМЖ по сравнению со средним для ав-
стралийской популяции возрастом выявления этого 
заболевания: 51 год по сравнению с 60 годами; РМЖ 
в этой неслучайной выборке развивался почти у каж-
дой второй женщины, ВПЧ-положительными оказа-
лись 78,6 % образцов РМЖ, преобладающим и в цер-
викальном эпителии, и в РМЖ был ВПЧ18. Авторы 
упоминают в этой связи известную клиницистам воз-
растную бимодальность РМЖ, где более «молодой» 
рак характеризуется большей агрессивностью.

По результатам иммуногистохимических тестов 
C. Kroupis и соавт. ВПЧ-положительные опухоли слабее 
экспрессируют эстрогеновые рецепторы (p <0,009) 
и активнее пролиферируют; различий в экспрессии 
прогестероновых рецепторов эти авторы не обнаружи-
ли (p = 0,92). Слабо дифференцированные (grade III) 
случаи преобладали среди ВПЧ-положительных 
РМЖ – 70,6 %; среди ВПЧ-отрицательных они состав-
ляли 33,3 %, различия между данными показателями 
достоверны: p = 0,005. Протоковый рак преобладал 
и среди ВПЧ-положительных, и среди ВПЧ-отрицатель-
ных РМЖ [44]. Имеются, однако, сообщения об отсутст-
вии корреляций между ВПЧ-положительностью РМЖ, 
гистотипом опухоли и стадией заболевания [72].

S. Islam и соавт., применив метод Каплана–Май-
ера, сообщили о худшем прогнозе нелеченого РМЖ, 
положительного по ДНК ВПЧ типов высокого риска, 
по сравнению с ВПЧ-отрицательными случаями (p = 0,04) 
[35]. Сходную тенденцию авторы проследили и для 
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леченых больных, однако здесь различия по выжива-
емости между ВПЧ-положительными и ВПЧ-отрица-
тельными группами больных РМЖ оказались недо-
стоверны (p = 0,13).

В целом имеющиеся данные указывают на суще-
ствование гистопатологических и клинических осо-
бенностей у РМЖ, положительного по ДНК канцеро-
генных ВПЧ. Поскольку количество работ на данную 
тему невелико, существование таких особенностей, 
очевидно, требует дополнительной проверки.

заКЛючЕНИЕ
Вирусы папилломы человека типов высокого он-

когенного риска обнаружены в РМЖ большинством 
исследователей. Нередкой является коинфекция клеток 
РМЖ онкогенными ВПЧ нескольких типов. У боль-
ных с ВПЧ-положительным РМЖ ДНК ВПЧ того же 
типа, что и в первичном очаге, обнаружена и в мета-
стазах. Имеют место географические колебания преоб-
ладающих типов ВПЧ в РМЖ: так, в Европе, как пра-
вило, чаще встречается ВПЧ16, в Австралии – ВПЧ18, 
а ВПЧ33 – в Турции, Китае, Сирии. В качестве конт-
роля в этих работах использованы ткани молочных 
желез здоровых женщин (материалы, полученные 
при пластических операциях), ткани незлокачествен-
ных новообразований молочных желез, а также сосед-
ствующие с опухолью условно-нормальные ткани 
молочных желез женщин, больных РМЖ. Онкогенные 
ВПЧ присутствуют и в этих тканях, частота ВПЧ-по-
ложительных образцов в этих случаях оказывается, 
как правило, меньшей, чем в соответствующей выбор-
ке РМЖ, а типы ВПЧ в карциномах и контрольных 
образцах не различаются.

У больных РМЖ в молочной железе иногда обна-
руживаются так называемые койлоциты – морфоло-
гически измененные эпителиальные клетки, которые 
в случае ВПЧ-инфицирования эпителия шейки матки 
служат индикатором продуктивной вирусной инфек-
ции. В тех работах, где образцы РМЖ предварительно 
отбирали на основании присутствия в них койлоци-

тов, доля ВПЧ-положительных случаев оказывалась 
особенно высокой. Авторы, проводившие детекцию 
ВПЧ в РМЖ у женщин, у которых ранее были диагнос-
тированы тяжелые дисплазии или карциномы шейки 
матки, также фиксировали высокую частоту ВПЧ-по-
ложительных образцов; тип ВПЧ в цервикальном но-
вообразовании и в РМЖ обычно совпадал.

Геном онкогенных ВПЧ часто присутствует в ВПЧ-по-
ложительных образцах РМЖ в форме, интегрирован-
ной в геном клетки-хозяина. Интеграция ДНК ВПЧ 
типа высокого риска в хозяйский геном является эта-
пом злокачественного превращения клеток эпителия 
шейки матки; этот феномен описан также для других 
форм рака, для которых установлена этиологическая 
роль ВПЧ.

Вирусная нагрузка в ВПЧ-положительных образ-
цах РМЖ оказалась меньшей, чем в РШМ, – значитель-
но менее одного генома вируса на клетку. Это обсто-
ятельство дает основание предполагать, что в молочной 
железе ВПЧ типов высокого онкогенного риска игра-
ют роль, отличную от той, которую они выполняют 
при цервикальном канцерогенезе.

Имеются ограниченные данные, свидетельствую-
щие о наличии корреляций между ВПЧ-положитель-
ностью РМЖ и гистологическими и клиническими 
особенностями опухоли. Проверку существования 
таких корреляций целесообразно продолжить.

Содержание понятия «вирус как этиологический 
фактор развития опухоли» подразумевает комплекс фак-
тов: вирусный генетический материал регулярно обна-
руживается в опухолевых клетках; клонированные ви-
русные гены в системах in vitro способны индуцировать 
злокачественную трансформацию клеток человека; ви-
русные гены регулярно экспрессируются в опухолевых 
клетках; у лиц с иммунодефицитами опухоли данной 
локализации развиваются достоверно чаще, чем у людей 
с полноценным иммунитетом. Настоящий обзор мы по-
святили первой из перечисленных позиций.

Представляется целесообразным исследовать на-
личие ВПЧ в РМЖ у российских больных.
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Экзосомы молока в качестве агентов доставки 
терапевтически значимых препаратов 
при онкологических заболеваниях

С. Е. Седых1, 2, А. М. Тимофеева1, А. Е. Кулешова1, Г. А. Невинский1, 2
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экзосомы – это природные нановезикулы диаметром 40–100 нм, принимающие активное участие в переносе раз-
личных биологически активных веществ, а также в межклеточной коммуникации. природное происхождение 
 обусловливает биологическую совместимость экзосом с культурами клеток и делает их перспективными средствами 
доставки противоопухолевых препаратов. в настоящее время методы искусственного получения данных нановези-
кул не разработаны. препараты экзосом, полученные из опухолевых клеток, непригодны для терапии. молоко – 
биологическая жидкость, которая доступна в промышленных масштабах. Оно может быть универсальным источни-
ком экзосом, используемых в лечении онкологических заболеваний. Адресная доставка противоопухолевых 
препаратов при помощи экзосом молока позволяет снизить токсический эффект цитостатических средств, исполь-
зуемых в химиотерапии. в данном обзоре рассмотрены методы выделения экзосом из молока, их дополнительная 
очистка, анализ биологически значимых компонентов этих везикул – белков и нуклеиновых кислот, а также пер-
спективы применения экзосом молока в терапии онкологических заболеваний.

Ключевые слова: молоко, экзосомы, экзосомы молока, доставка лекарств, рак, выделение, везикулы, онкология, 
онкологические заболевания
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доставки терапевтически значимых препаратов при онкологических заболеваниях. Успехи молекулярной онкологии 
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Milk exosomes as delivery agents for therapy of cancer diseases
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Exosomes are natural nanovesicles with a diameter of 40–100 nm, which are actively involved in the transfer of biological-
ly active substances and participate in intercellular communication. The natural origin of exosomes determines its biolog-
ical compatibility with cell cultures and makes them promising delivery vehicles for anticancer drugs. Methods of the arti-
ficial production of exosomes are not available, and exosome preparations obtained from tumor cells are not suitable for 
therapy. Milk is a biological fluid that is commercially available and may be a universal source of exosomes for treatment. 
Target delivery of anticancer drugs using milk exosomes can reduce the toxic effect of cytostatic agents during chemother-
apy. This review discusses methods for isolating exosomes from milk, their additional purification, and analysis of their 
biologically significant components – proteins and nucleic acids, and prospects for using milk exosomes to treat cancer.

Key words: milk, exosomes, milk exosomes, drug delivery, cancer, isolation, vesicles, oncology, oncological diseases
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ВВЕдЕНИЕ
Экзосомы – это природные внеклеточные нано-

везикулы, которые участвуют в межклеточной комму-
никации и переносят ряд биологически активных ве-
ществ, таких как белки, микроРНК, матричную РНК 
(мРНК), ДНК и другие молекулы [1]. Соединения 
могут транспортироваться как внутри экзосом, так 
и на их поверхности [2]. Из-за своего небольшого 
размера (диаметр 40–100 нм) эти нановезикулы можно 
использовать в персонализированной терапии для до-
ставки лекарственных средств [3]. Поскольку методы 
искусственного синтеза экзосом на сегодняшний день 
еще не разработаны, актуальной задачей является 
их эффективное и безопасное получение в больших 
количествах из природных источников. Показано, 
что экзосомы содержатся в различных биологических 
жидкостях: плазме крови, моче, слюне, молоке, око-
лоплодных водах, асцитах, спинномозговой жидкости 
и др. [1]. Молоко – единственная биологическая жид-
кость, доступная в промышленных масштабах.

Экзосомы молока человека впервые были описаны 
в 2007 г. На сегодняшний день они выделены из моло-
ка человека [4], крупного рогатого скота [5], свиньи 
[6], валлаби [7], верблюда [8], крысы [9], лошади [10], 
панды [11], овцы [12] и козы [13]. Базы данных 
содержат около 200 статей, посвященных экзосомам 
и другим везикулам молока.

Наиболее изучены белки и нуклеиновые кислоты 
экзосом молока коровы. К сожалению, использование 
препаратов, полученных из него, ограничено из-за 
прионных заболеваний и наличия аллергии на коро-
вий белок у большой части населения. В связи с этим 
большую актуальность приобретает применение экзо-
сом молока лошади, козы и других сельскохозяйствен-
ных животных [14].

Особенности экзосом молока необходимо учиты-
вать при разработке новых терапевтических подходов 
к лечению различных заболеваний, в том числе онко-
логических. Однако в настоящее время в научной ли-
тературе содержится мало данных об использовании 
везикул молока, особенно экзосом, для доставки био-
логически активных молекул к клеткам [15]. В проти-
воопухолевой терапии они применяются для передачи 
препаратов [16] и терапевтических нуклеиновых 
кислот [17], в том числе малых интерферирующих 
РНК (миРНК).

ВыдЕЛЕНИЕ эКзОСОМ МОЛОКа
Для получения экзосом из молока используют раз-

личные физические, физико-химические и иммуно-
логические методы. Общие вопросы, касающиеся 
выделения и характеристики экзосом, описаны в ре-
комендациях Международного общества по изучению 
внеклеточных везикул (International Society For Extra-
cellular Vesicles, ISEV) [18]. Чаще всего используют 
серию центрифугирований [5] с последующим ультра-
центрифугированием [19]. Принципиально важным 

является одно- или двукратное центрифугирование 
молока на низких оборотах перед выделением экзосом 
[19], поскольку хранение его необезжиренных образ-
цов может привести к загрязнению препаратов экзо-
сом мембранами жировых глобул молока (MFGM).

Экзосомы также можно выделить с помощью гель-
фильтрации, которая проводится после ультрацентри-
фугирования или вместо него [10, 20]. Это позволяет 
избавиться от совыделяющихся белков в препаратах.

бИОЛОгИчЕСКИ аКТИВНыЕ СОЕдИНЕНИЯ 
эКзОСОМ МОЛОКа
Биохимические компоненты экзосом молока – 

белки, липиды и нуклеиновые кислоты – могут суще-
ственно влиять на доставку терапевтических молекул. 
В связи с этим необходим детальный анализ содержа-
ния данных молекул в экзосомах молока, называемый 
экзосомикой (по аналогии с геномикой, протеомикой 
и другими омиксными технологиями) [21].

Согласно данным литературы, полученным, как 
правило, в ходе анализа экзосом молока после 1 или 
нескольких ультрацентрифугирований, препараты 
содержат тысячи разных белков и / или нуклеиновых 
кислот. Тривиальные вычисления показывают, что 
в везикулу объемом 40–100 нм не может поместиться 
более 100 молекул глобулярных белков среднего раз-
мера. Согласно результатам наших исследований [10, 
14, 22] в препаратах экзосом, полученных с помощью 
стандартных методов (центрифугирования и ультра-
центрифугирования), содержится всего 5–10 % экзо-
сом. Большую же часть этих препаратов составляют 
соосаждающиеся примеси – белки, нуклеиновые кис-
лоты и их надмолекулярные комплексы [10, 23].

Белки экзосом молока. В статьях, посвященных 
протеомному анализу экзосом молока, описаны десят-
ки, сотни и даже тысячи белков и пептидов, например 
115 [24], 571 [23], 2107 [25] и 2698 [26] индивидуаль-
ных белков и их изоформ. Белки, наиболее часто пред-
ставленные в экзосомах молока, приведены в табл. 1. 
По мнению Е. Д. Свердлова [27], эти показатели силь-
но преувеличены, что, скорее всего, связано с отнесе-
нием к экзосомам совыделяющихся белков и нукле-
иновых кислот молока [28, 29].

Ранее нами был предложен оригинальный метод 
выделения экзосом, позволяющий получать препараты, 
практически не содержащие совыделяющихся белков 
[10, 14]. Согласно результатам наших исследований 
в состав экзосом молока лошади в основном входят 
актин, бутирофилин, β-лактоглобулин, лактадхерин, 
лактоферрин и ксантиндегидрогеназа, а также много-
численные пептиды.

Согласно данным литературы бутирофилин, лак-
тадхерин и ксантиндегидрогеназа являются специфи-
ческими маркерами экзосом молока [28]. Поскольку 
α-, β- и κ-казеины, рибосомные белки, а также белки 
матрикса митохондрий не могут присутствовать в пре-
паратах экзосом в соответствии с несовместимыми 
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Таблица 1. Белки экзосом молока

Table 1. Proteins of milk exosomes

Белки 
Proteins

Количество 
белков, шт. 

Number of proteins

Источник экзосом 
молока 

Source of milk exosomes

Метод детекции 
Detection method

Источник 
Reference

Бутирофилин, κ-казеин, лактадхерин, 
ксантиндегидрогеназа 
Butyrophilin, κ-casein, lactadherin, xanthine 
dehydrogenase

94
Крупный рогатый 

скот 
Cattle

LC-MS / MS трипси-
новых гидролизатов 
LC-MS / MS of trypsin 

hydrolysates

[30] 

Ангиогенин-1, лактоферрин, лактоперок-
сидаза, сульфгидрилоксидаза 
Angiogenin-1, lactoferrin, lactoperoxidase, 
sulfhydryl oxidase

920
Крупный рогатый 

скот 
Cattle

LC-MS / MS трипси-
новых гидролизатов 

с iTRAQ 
iTRAQ-LC MS / MS  

of trypsin hydrolysates

[31] 

Бутирофилин, CD36, компонент системы 
комплемента 3, синтаза жирных кислот, 
лактадхерин, лактотрансферрин, белок 2, 
связанный с рецептором липопротеинов 
низкой плотности, полимерный рецептор 
иммуноглобулина, ксантиндегидрогеназа 
Butyrophilin, CD36, complement system  
component 3, fatty acid synthase, lactadherin, 
lactotransferrin, low-density lipoprotein receptor-
related protein 2, polymeric immunoglobulin 
receptor, xanthine dehydrogenase

1372
Крупный рогатый 

скот 
Cattle

LC-MS / MS трипси-
новых гидролизатов 
LC-MS / MS of trypsin 

hydrolysates

[32] 

Белок, связывающий жирные кислоты, 
α-казеин, бутирофилин, лактадхерин, 
α-лактальбумин, β-лактоглобулин, ксан-
тиндегидрогеназа 
Fatty acid-binding protein, α-casein, butyrophilin, 
lactadherin, α-lactalbumin, β-lactoglobulin, 
xanthine dehydrogenase

1879
Крупный рогатый 

скот 
Cattle

LC-MS / MS трипси-
новых гидролизатов 
LC-MS / MS of trypsin 

hydrolysates

[33] 

Адипофилин, бутирофилин, лактадхерин, 
ксантиноксидаза 
Adipophilin, butyrophilin, lactadherin, xanthine 
oxidase

2107
Крупный рогатый 

скот 
Cattle

LC-MS / MS трипси-
новых гидролизатов 
LC-MS / MS of trypsin 

hydrolysates

[25] 

Бутирофилин, лактадхерин, синтаза 
жирных кислот, ксантиндегидрогеназа 
Butyrophilin, lactadherin, fatty acid synthase, 
xanthine dehydrogenase

2299
Крупный рогатый 

скот 
Cattle

LC-MS / MS трипси-
новых гидролизатов 

с iTRAQ 
iTRAQ-LC MS / MS of 

trypsin hydrolysates

[34] 

Актин, бутирофилин, лактадхерин, 
лактоферрин, β-лактоглобулин 
Actin, butyrophilin, lactadherin, lactoferrin, 
β-lactoglobulin

8 Лошадь 
Horse

MALDI-TOF-
MS / MS трипсиновых 

гидролизатов после 
2D-электрофореза 

MALDI-TOF-MS / MS  
of trypsin hydrolysates 

after 2D electrophoresis

[10] 

CD36, α-енолаза, синтаза жирных кислот, 
лактадхерин, лактотрансферрин, полимер-
ный рецептор иммуноглобулина, ингиби-
тор диссоциации Rab GDP, синтенин-1, 
ксантиндегидрогеназа 
CD36, α-enolase, fatty acid synthase, lactadherin, 
lactotransferrin, polymeric immunoglobulin 
receptor, Rab GDP dissociation inhibitor, 
syntenin-1, xanthine dehydrogenase

73 Человек 
Human

LC-MS / MS трипси-
новых гидролизатов 
LC-MS / MS of trypsin 

hydrolysates

[4] 

β-казеин, лактоферрин, полимерный 
рецептор иммуноглобулина, сывороточный 
альбумин, тенасцин, ксантиндегидрогеназа 
β-casein, lactoferrin, polymeric immunoglobulin recep-
tor, serum albumin, tenascin, xanthine dehydrogenase

115 Человек 
Human

LC-MS / MS трипси-
новых гидролизатов 
LC-MS / MS of trypsin 

hydrolysates

[23] 
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механизмами секреции [21, 35], их следует рассматри-
вать как показатели отсутствия экзосом.

Нуклеиновые кислоты экзосом молока. В ходе ис-
следований, проведенных в последние 10 лет, было 
определено содержание мРНК и микроРНК в молоке 
крупного рогатого скота [36], человека [37], панды 
[11], свиньи [6] и крысы [38].

Содержание микроРНК в экзосомах молока опре-
деляется с помощью высокопроизводительного секве-
нирования и технологии микрочипов. Анализ глобальных 
профилей экспрессии с использованием микрочипов 
выявил 79 различных микроРНК во фракции экзосом, 
91 – в супернатанте после ультрацентрифугирования 
коровьего молока. Общими для обеих фракций были 
39 микроРНК. Дальнейшие исследования показали, 
что уровень их экспрессии значительно выше в экзо-
сомальной части по сравнению с супернатантом [39]. 
Были описаны около 491 микроРНК, содержащейся 
в экзосомах свиного молока, в том числе 176 извест-
ных микроРНК и 315 новых зрелых микроРНК. Ана-
лиз генной онтологии этих микроРНК показал, 
что большинство из них нацелены на гены, связанные 
с транскрипционными, иммунными и метаболически-
ми процессами [40]. МикроРНК, часто встречающи-
еся в экзосомах молока, представлены в табл. 2.

В научных статьях сообщается о содержании 16 304 
различных мРНК в экзосомах молока свиньи [24] 
и до 19 230 мРНК в экзосомах молока коровы [39]. 
Трудно представить, как такое количество мРНК мо-
жет поместиться в везикуле размером 40–100 нм [27]. 
Поэтому следует критически относиться к информа-
ции о содержании микроРНК (и особенно мРНК) 
в экзосомах молока. Данные о количестве белков 
и микроРНК в экзосомах молока сильно преувеличе-

ны в связи с отнесением к ним совыделяющихся ну-
клеиновых кислот молока (как свободных, так и обра-
зующихся вследствие разрушения клеток). Следует 
учитывать потенциальную возможность взаимодейст-
вия нуклеиновых кислот в экзосомах молока (особен-
но противовоспалительный эффект и ослабление им-
мунного ответа) при планировании экспериментов 
по доставке терапевтических нуклеиновых кислот 
в клетки [41].

Липиды экзосом молока. Экзосомы представляют 
собой нановезикулы, окруженные липидным бислоем, 
который содержит белки, направленные во внеклеточ-
ное пространство. В связи с этим доставка фармако-
логически значимых соединений возможна как внутри, 
так и снаружи экзосом, причем гидрофильных (свя-
занных с поверхностными белками) и гидрофобных 
(входящих в состав липидного бислоя) молекул. Под-
робный обзор липидов экзосом приведен в работе 
T. Skotland и соавт. [42].

ИСПОЛьзОВаНИЕ эКзОСОМ МОЛОКа 
дЛЯ дОСТаВКИ ЛЕКаРСТВЕННыХ ПРЕПаРаТОВ 
В ТЕРаПИИ РаКа
В ряде работ опубликованы результаты попыток 

использования экзосом, выделенных из различных 
клеточных линий, для адресной доставки лекарствен-
ных препаратов [43]. Однако существуют препятствия 
для использования этих нановезикул в качестве тера-
певтических продуктов: их выделение из клеточных 
линий требует больших затрат, а получение из образ-
цов пациентов несовместимо с коммерческим фарма-
цевтическим производством, поскольку необходимо 
много биоматериала, что также увеличивает себесто-
имость экзосом. К тому же белковые компоненты 

Белки 
Proteins

Количество 
белков, шт. 

Number of proteins

Источник экзосом 
молока 

Source of milk exosomes

Метод детекции 
Detection method

Источник 
Reference

Аннексины, CD9, CD63, CD81, флотилин, 
субъединицы G-белка, лактадхерин, Rab, 
Ras-родственные белки, синтенин 
Annexins, CD9, CD63, CD81, flotillin, G protein 
subunits, lactadherin, Rab, Ras-related proteins, 
syntenin

2698 Человек 
Human

LC-MS / MS трипси-
новых гидролизатов 
LC-MS / MS of trypsin 

hydrolysates

[23] 

Альбумин, церулоплазмин, комплемент C, 
α-глюкозидаза, фибронектин, 
лактотрансферрин, тромбоспондин 
Albumin, ceruloplasmin, complement C, 
α-glucosidase, fibronectin, lactotransferrin, 
thrombospondin

571 Свинья 
Pig

LC-MS / MS трипси-
новых гидролизатов 
LC-MS / MS of trypsin 

hydrolysates

[23] 

Примечание. MS – тандемная масс-спектрометрия; LC-MS / MS – жидкостная хроматография с тандемной масс-спектро-
метрией; iTRAQ – изобарические метки для относительного и абсолютного количественного определения; MALDI-TOF-MS – 
матрично-активированная лазерная десорбция / ионизация c тандемной масс-спектрометрией. 
Note. MS – tandem mass spectrometry; LC-MS / MS – liquid chromatography-tandem mass spectrometry; iTRAQ – isobaric tags for relative and absolute 
quantitation; MALDI-TOF-MS – matrix-assisted laser desorption / ionization time-of-flight mass spectrometry.

Окончание табл. 1

The end of table 1
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экзосом при системном введении могут вызвать им-
мунный ответ [50].

Экзосомы могут быть получены в большом коли-
честве из коровьего молока [16]. Их введение не вы-
зывает системной токсичности и анафилактического 
эффекта у мышей [51]. При этом введение ненагру-
женных экзосом верблюжьего молока способствует 
значительному снижению прогрессирования опухоли 
молочной железы [52]. Таким образом, экзосомы мо-
лока могут быть потенциальным средством адресной 
доставки лекарственных средств.

Исследование использования экзосом молока 
для доставки химиотерапевтического агента паклитак-
села продемонстрировало небольшое увеличение раз-
мера нагруженных экзосом. Авторы объяснили это 
частичным включением данного препарата в липид-
ный бислой мембраны. В то же время экзосомы, со-
держащие лекарство, стабильны в кишечнике, что 
подчеркивает их пригодность для пероральной достав-
ки лекарств [15].

Применение экзосом молока для доставки кур-
кумина как потенциального противоопухолевого аген-
та позволило значительно повысить его стабильность, 
растворимость и биодоступность в неблагоприятных 
условиях пищеварительного тракта на модели клеток 

колоректальной аденокарциномы человека. Было вы-
явлено, что куркумин, нагруженный в эк зосомы, вы-
деленные из эпителиальных клеток кишечника, более 
эффективно абсорбируется клетками  колоректальной 
аденокарциномы, чем куркумин в составе молочных 
экзосом [53].

Одной из проблем применения молочных экзосом 
для адресной доставки лекарственных средств являет-
ся их недостаточная специфичность к клеткам-реци-
пиентам. Показано, что экзосомы молока абсорбиру-
ются из кишечника в виде интактных частиц, которые 
могут быть модифицированы лигандами для удержи-
вания в тканях-мишенях [54]. Векторы на основе 
экзосом молока могут быть оснащены специальными 
лигандами для связывания опухолеспецифических 
рецепторов [55]. Рецептор CD44 часто сверхэкспрес-
сируется на поверхности различных типов раковых 
клеток. Специфическим лигандом данного рецептора 
является гиалуронан. Оснащение липидной мембраны 
экзосом молока молекулами гиалуронана позволяет 
осуществить целенаправленную доставку цитостатиче-
ского агента доксорубицина в клетки с повышенной 
экспрессией CD44 [55]. Добавление фолиевой кислоты 
в качестве лиганда опухолевых рецепторов к экзосомам 
молока, нагруженным этим химиотерапевтическим 

Таблица 2. МикроРНК экзосом молока

Table 2. MicroRNA of milk exosomes

МикроРНК 
MicroRNA

Количество 
микроРНК, шт. 

Number  
of microRNAs

Источник экзосом 
молока 

Source of milk exosomes

Метод детекции 
Detection method

Источник 
Reference

2478, 1777b, 1777a, let-7b, 1224, 2412, 2305, 
let-7a, 200c, 141 79

Крупный рогатый 
скот 
Cattle

Анализ на микрочипах 
Microchip analysis

[39] 

148a, let-7c, let-7a-5p, 26a, let-7f, 
30a-5p, 30d 372 Буйвол 

Buffalo
Секвенирование РНК 

RNA sequencing
[44] 

30d-5p, let-7b-5p, let-7a-5p, 125a-5p, 21-5p, 
423-5p, let-7 g-5p, let-7f-5p, 30a-5p, 146b-5p 219 Человек 

Human
Секвенирование РНК 

RNA sequencing
[45] 

22-3p, 148a-3p, 141-3p, 181a-5p, 320a, 
378a-3p, 30d-5p, 30a-5p, 26a-5p, 191-5p 308 Человек* 

Human*
Секвенирование РНК 

RNA sequencing
[46] 

let-7a-5p, 148a-3p, 146b-5p, let-7f-5p, 
let-7 g-5p, 21-5p, 26a-5p, 30d-5p 631 Человек

Human
Секвенирование РНК 

RNA sequencing
[47] 

148a-3p, 30b-5p, let-7f-5p, 146b-5p, 29a-3p, 
let-7a-5p, 141-3p, 182-5p, 200a-3p, 378-3p 602 Человек 

Human
Секвенирование РНК 

RNA sequencing
[48] 

let-7b-5p, 92a-3p, 148a-3p, 30a-5p, let-7a-
5p, 181a-5p, let-7i-5p, let-7f-1 / 2-5p, 
let-7 g-5, 200a-3p

1191 Панда 
Panda

Секвенирование РНК 
RNA sequencing

[11] 

148a-3p, 182-5p, 200c-3p, 25-3p, 30a-5p, 
30d-5p, 574-3p 234 Свинья 

Pig
Секвенирование РНК 

RNA sequencing
[6] 

148a, let-7b, let-7a, 21, let-7c, let-7i, 26a, 
let-7f, 125b, 143 84 Овца 

Sheep
Секвенирование РНК 

RNA sequencing
[49] 

*Преждевременные роды. 
*Preterm birth.
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агентом, способствует значительному ингибированию 
роста опухолевых клеток на модели мышиных ксено-

трансплантатов [16]. Биомолекулы, доставляемые эк-
зосомами молока, представлены в табл. 3.

Таблица 3. Биологически и терапевтически значимые молекулы, доставляемые с экзосомами молока

Table 3. Biologically and therapeutically significant molecules delivered with milk exosomes

Молекула 
Molecule

Растворимость 
в воде 

Water solubility

Источник экзосом 
молока 

Source of milk exosomes

Клеточные линии, используемые для доставки 
Cell lines used for delivery

Источ-
ник 

Reference

Антоцианы 
Anthocyanins

Растворимы 
Soluble

Крупный рогатый 
скот 
Cattle

A549 (рака легких), H1299 (рака легких), MDA-MB-231 
(рака груди), MCF7 (рака груди), PANC1 

(рака поджелудочной железы), Mia PaCa2 (рака 
поджелудочной железы), PC3 (рака простаты), DU145 

(рака простаты), HCT116 (рака толстой кишки), 
OVCA432 (рака яичников), OVCA433 (рака яичников), 
A2780 (рака яичников), A2780 / CP70 (рака яичников) 
A549 (lung cancer), H1299 (lung cancer), MDA-MB-231 (breast 

cancer), MCF7 (breast cancer), PANC1 (pancreatic cancer), 
Mia PaCa2 (pancreatic cancer), PC3 (prostate cancer), DU145 
(prostate cancer), HCT116 (colon cancer), OVCA432 (ovarian 
cancer), OVCA433 (ovarian cancer), A2780 (ovarian cancer), 

A2780 / CP70 (ovarian cancer) 

[56] 

Целастрол 
Celastrol

Нерастворим 
Insoluble

Крупный рогатый 
скот 
Cattle

A549 (рака легких), H1299 (рака легких) 
A549 (lung cancer), H1299 (lung cancer) 

[57] 

Куркумин 
Curcumin

Нерастворим 
Insoluble

Крупный рогатый 
скот 
Cattle

Caco-2 (рака толстой кишки), H1299 (рака легких), 
A549 (рака груди), HeLa (рака шейки матки), 

MDA-MB-231 (рака груди), T47D (рака груди) 
Caco-2 (colon cancer), H1299 (lung cancer), A549 (breast cancer), 

HeLa (cervical cancer), MDA-MB-231 (breast cancer), T47D 
(breast cancer) 

[53] 

Доцетаксел 
Docetaxel

Нерастворим 
Insoluble

Крупный рогатый 
скот 
Cattle

A549 (рака легких), H1299 (рака легких), MB-231 
(рака груди), T47D (рака груди), Beas-2B (из эпителия 

бронхов) 
A549 (lung cancer), H1299 (lung cancer), MB-231 (breast cancer), 

T47D (breast cancer), Beas-2B (bronchial epithelium) 

[16] 

Доксорубицин 
Doxorubicin

Растворим 
Soluble

Крупный рогатый 
скот 
Cattle

A549 (рака легких), MDA-MB-231 (рака груди), MCF-7 
(рака груди), HEK293 (из эмбриональных клеток 

почки) 
A549 (lung cancer), MDA-MB-231 (breast cancer), MCF-7 (breast 

cancer), HEK293 (embryonic kidney cells) 

[55] 

Паклитаксел 
Paclitaxel

Нерастворим 
Insoluble

Крупный рогатый 
скот 
Cattle

A549 (рака легких), H1299 (рака легких), MB-231 
(рака груди), T47D (рака груди), Beas-2B (из эпителия 

бронхов) 
A549 (lung cancer), H1299 (lung cancer), MB-231 (breast cancer), 

T47D (breast cancer), Beas-2B (bronchial epithelium) 

[15, 16] 

Малые 
интерфериру-
ющие РНК 
Small interfering 
RNAs

Растворимы 
Soluble

Крупный рогатый 
скот 
Cattle

A549 (рака легких), H1299 (рака легких), MDA-MB-231 
(рака груди), MCF7 (рака груди), PANC1 

(рака поджелудочной железы), Mia PaCa2 (рака 
поджелудочной железы), Caco-2 (рака толстой кишки), 

A2780 (рака яичников) 
A549 (lung cancer), H1299 (lung cancer), MDA-MB-231 (breast 
cancer), MCF7 (breast cancer), PANC1 (pancreatic cancer), Mia 

PaCa2 (pancreatic cancer), Caco-2 (colon cancer), A2780 (ovarian 
cancer) 

[17] 

Витаферин А 
Withaferin A

Нерастворим 
Insoluble

Крупный рогатый 
скот 
Cattle

A549 (рака легких), H1299 (рака легких), MB-231 
(рака груди), T47D (рака груди), Beas-2B 

(из эпителия бронхов) 
549 (lung cancer), H1299 (lung cancer), MB-231 (breast cancer), 

T47D (breast cancer), Beas-2B (bronchial epithelium) 

[16] 
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Таким образом, согласно результатам исследова-
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воопухолевых препаратов способствует значительному 
повышению их эффективности и снижению токсич-
ности терапии [16].

бИОЛОгИчЕСКаЯ аКТИВНОСТь  
НУКЛЕИНОВыХ КИСЛОТ эКзОСОМ МОЛОКа 
И ИХ дОСТаВКа В РаКОВыЕ КЛЕТКИ
Способность экзосом переносить мРНК и ми-

кроРНК между клетками и впоследствии опосредовать 
изменения экспрессии генов-мишеней в клетках-реци-
пиентах может использоваться в терапии злокачествен-
ных опухолей. Также следует подчеркнуть потенциал 
экзосом молока для доставки экзогенных миРНК.

Малые интерферирующие РНК являются потенци-
альным поколением новых терапевтических средств. 
С ростом знаний о молекулярных механизмах эндоген-
ной РНК-интерференции увеличиваются возможности 
использования миРНК в качестве лекарственных 
средств на основе нуклеиновых кислот для терапии мно-
гих заболеваний, в том числе различных видов рака.

Несмотря на большой терапевтический потенциал, 
использование миРНК затрудняется из-за отсутствия 

эффективных способов их доставки в клетку. В каче-
стве альтернативных вариантов переноса миРНК 
в клетки рассматривают полимерные наночастицы, 
липиды и липосомы, пептиды и синтетические нано-
носители. Наиболее развита сегодня система доставки 
с помощью липосом [58]. Однако данные методы не 
решают проблему неспецифического таргетирования 
и иммунного ответа. Преимуществом экзосом молока 
является их способность к адресной доставке содер-
жимого в клетки кишечника и стабильность в желу-
дочно-кишечном тракте [59].

заКЛючЕНИЕ
Разработка биосовместимых методов доставки ле-

карственных препаратов in vitro и in vivo имеет большое 
значение для молекулярной фармакологии. Практи-
ческое использование экзосом молока имеет большие 
перспективы. Основными проблемами, ограничива-
ющими их применение в терапии различных заболе-
ваний, в том числе различных видов рака, являются 
недостаточный уровень исследования белков и нукле-
иновых кислот, входящих в состав экзосом и совыде-
ляющихся с ними, тропность экзосом молока к раз-
личным клеткам и тканям.
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Введение. исследования, посвященные неметастатическому колоректальному раку, продемонстрировали прогно-
стическое значение анализа циркулирующей опухолевой дНк (цодНк) после операции, что в перспективе позволит 
персонализировать как неоадъювантное, так и адъювантное лечение.
Цель исследования – изучить прогностическое значение статуса цодНк до и после операции у пациентов с коло-
ректальным раком I–III стадии.
Материалы и методы. в исследование были включены данные пациентов с морфологически верифицированным 
колоректальным раком I–III стадии, проходивших лечение в Национальном медицинском исследовательском цен-
тре онкологии им. Н. Н. Блохина в период с 2016 по 2021 г. Забор образцов крови осуществлялся до и после хирур-
гического лечения (на 7–10-е сутки после операции). минимально допустимая концентрация, при которой цодНк 
в образце плазмы считали позитивной, – 0,4 копий мутантного дНк в 1 мкл плазмы. Основным критерием эффек-
тивности являлась выживаемость без признаков болезни (вБпБ).
Результаты. в исследование были включены 146 пациентов с колоректальным раком I–III стадии. прогрессиро-
вание выявлено у 34 больных. медиана времени наблюдения составила 22 мес (1–66 мес). данные о прогрессиро-
вании заболевания получены для 119 пациентов. положительный цодНк-статус до операции выявлен у 55 (45 %) 
из 120 больных, после хирургического вмешательства – у 46 (38,6 %) из 119. в группе цодНк+ медиана вБпБ 
до операции составила 35 мес (95 % доверительный интервал (ди) 24,0–45,9), в группе цодНк она не была достиг-
нута (отношение рисков (ОР) 4,6; 95 % ди 2,0–10,4). Однолетняя вБпБ в группах положительного и отрицательно-
го статуса цодНк оказалась равна 62 и 100 % соответственно (p <0,001). при цодНк+ медиана вБпБ после операции 
составила 20 мес (95 % ди 8,1–31,9), при цодНк– она не была достигнута (ОР 27,7; 95 % ди 6,6–116,6; p <0,001). 
пациенты с положительным статусом цодНк после операции имели худшие показатели вБпБ, несмотря на прове-
дение адъювантной химиотерапии. при колоректальном раке II стадии и отрицательном цодНк-статусе после 
операции в 100 % случаев прогрессирования заболевания не наблюдалось (независимо от проведения адъювант-
ной химиотерапии).
Заключение. Наличие цодНк до и после операции является негативным прогностическим фактором прогрессиро-
вания заболевания при колоректальном раке I–III стадии. высокое негативное прогностическое значение цодНк 
позволяет выбирать пациентов с заболеванием II стадии, не нуждающихся в проведении адъювантной химиоте-
рапии.

Ключевые слова: операбельный колоректальный рак, рак I–III стадии, циркулирующая опухолевая дНк, адъювант-
ная химиотерапия
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The prognostic value of circulating in blood tumor DNA as a marker of minimal residual disease in 
stage I–III colorectal cancer

E. M. Polyanskaya1, M. Yu. Fedyanin1–3, U. A. Boyarskikh4, A. A. Kechin4, E. A. Moroz1, E. A. Khrapov4, I. P. Oskorobin4, 
D. V. Shamovskaya4, V. A. Aliev1, Z. Z. Mammadli1, A. A. Tryakin1, M. L. Filipenko4, S. A. Tyulendin1
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Introduction. Studies on non-metastatic colorectal cancer have demonstrated the prognostic role of circulating tumor 
(ctDNA) after surgery, and the ability to identify patients with the greatest risk of progression. This makes it possible in 
the future to personalize neoadjuvant and adjuvant treatment.
The study objective – to evaluate the correlation of the ctDNA status before and after surgery with a clinical outcome 
in patients with stage I–III colorectal cancer.
Materials and methods. The study included data from patients with morphologically verified colorectal cancer with 
stage I–III who were treated at the N. N. Blokhin National Oncology Research Center in the period from 2016 to 2021. 
Blood samples were collected before and after surgical treatment (on the 7–10th day after surgery). The minimum per-
missible concentration at which ctDNA in a plasma sample was considered positive was 0.4 copies of mutant DNA in 1 mcL 
of plasma. The main criterion of effectiveness was disease-free survival (DFS). The presence of cDNA before and after 
surgery was a negative prognostic factor for progression in stage I–III of CRC. Patients with positive cDNA after surgery 
had worse DFS results despite adjuvant chemotherapy. Patients with stage II CRC with negative ctDNA, regardless of ad-
juvant CT after surgery, did not have disease progression in 100 % of cases.
Results. The study included 146 patients with stage I–III colorectal cancer. Progression was detected in 34 patients. 
The median follow-up time was 22 months (0–66 months). Data on progression were known in 119 patients. Positive 
cDNA data were detected before surgery in 55 of 120 patients (45 %), after surgery in 46 of 119 (38.6 %). In the group 
with positive cDNA before surgery, the median DFS was 35 months (95 % confidence interval (CI) 24,0–45.9), in the group 
with negative cDNA before surgery, the median DFS was not achieved (hazard ratio (HR) 4.6; 95 % CI 2.0–10.4), 1-year 
DFS in the cDNA positive group was 62 % versus 100 % in the cDNA negative group (p <0.001). In the group with posi-
tive cDNA after surgery, the median DFS was 20 months (95 % CI 8,1–31,9), in the group with negative cDNA was not 
achieved (HR 27,7; 95 % CI 6,6–116,6; p <0,001). Patients with positive cDNA after surgery had worse DFS scores despite 
adjuvant chemotherapy. Patients with stage II CRC without ctDNA after surgery in 100 % did not have disease progres-
sion regardless of adjuvant CT.
Conclusion. The presence of cDNA before and after surgery was a negative prognostic factor of progression after surgical 
treatment at stage I–III. The high negative prognostic value of cDNA makes it possible to select patients with stage II 
who do not need adjuvant chemotherapy.

Key words: localized colorectal cancer, stage I–III cancer, circulating tumor DNA, adjuvant therapy

For citation: Polyanskaya E. M., Fedyanin M. Yu., Boyarskikh U. A. et al. The prognostic value of circulating in blood tumor 
DNA as a marker of minimal residual disease in stage I–III colorectal cancer. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advan-
ces in Molecular Oncology 2022;9(2):32–42. (In Russ.). DOI: 10.17650/2313-805X-2022-9-2-32-42.

ВВЕдЕНИЕ
По данным GLOBOCAN, в 2020 г. колоректальный 

рак (КРР) занял 3-е место среди злокачественных но-
вообразований по заболеваемости и 2-е – по смертно-
сти [1]. В подавляющем большинстве случаев диагноз 
КРР удается поставить при I–III стадиях болезни, при 
которых для минимизации рисков прогрессирования 
необходимо рассматривать проведение адъювантной 
химиотерапии (ХТ). Данное лечение показано для всех 
пациентов с заболеванием II стадии (при наличии 
факторов неблагоприятного прогноза) и III стадии. 
Как известно, положительные результаты адъювант-
ной ХТ наблюдаются лишь в 12–18 % случаев. Это 
означает, что более чем у 80 % пациентов ее проведе-

ние неоправданно [2–4]. Для оптимизации назначе-
ния этой терапии необходимо изучать маркеры высо-
кого риска прогрессирования заболевания после 
радикального лечения.

Большой интерес у исследователей вызывает во-
прос о том, позволяет ли выявление циркулирующей 
опухолевой ДНК (цоДНК) после операций определить 
минимальное резидуальное заболевание (МРЗ). Рабо-
ты, посвященные неметастатическому КРР, проде-
монстрировали прогностическое значение анализа 
цоДНК после хирургического вмешательства. Также 
ее определение способствует выявлению пациентов 
с наибольшим риском прогрессирования заболевания. 
В перспективе это позволит персонализировать как 
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неоадъювантное [5], так и адъювантное лечение, про-
вести эскалацию или деэскалацию системной тера-
пии, что потенциально может улучшить показатели 
выживаемости и снизить токсичность лечения [6]. Все 
перечисленное определило актуальность создания 
тест-системы по выявлению цоДНК у онкологических 
пациентов. На 1-м этапе мы обнаружили высокую чув-
ствительность разработанной совместно с коллегами 
из лаборатории фармакогеномики Института химичес-
кой биологии и фундаментальной медицины Сибирско-
го отделения Российской академии наук тест-системы 
для выявления генетических альтераций в опухолевом 
материале и плазме крови [7]. Это позволило продол-
жить исследование по определению прогностической 
роли цоДНК в плазме крови после хирургического 
лечения при резектабельных стадиях КРР.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
На базе Научно-исследовательского института 

клинической онкологии им. Н. Н. Трапезникова На-
ционального медицинского исследовательского цен-
тра онкологии им. Н. Н. Блохина Минздрава России 
совместно с лабораторией фармакогеномики Инсти-
тута химической биологии и фундаментальной меди-
цины Сибирского отделения Российской академии 
наук было проведено проспективное нерандомизиро-
ванное одноцентровое исследование в рамках экспе-
риментального государственного задания Минздрава 
России. В него были включены данные пациентов, 
которые проходили хирургическое лечение в Нацио-
нальном медицинском исследовательском центре онко-
логии им. Н. Н. Блохина в период с 2016 по 2021 г.

Критерием включения в исследование был мор-
фологически подтвержденный КРР I–III стадии, кри-
териями исключения – отсутствие морфологической 
верификации злокачественного новообразования, 
опухоли червеобразного отростка, тонкой кишки, 
а также отсутствие образцов крови или недоступность 
гистологического материала первичной опухоли 
для выполнения генетического анализа. В случаях, 
когда пациентам проводили предоперационную ХТ 
или химиолучевую терапию, забор крови выполняли 
до предоперационного лечения. Его осуществляли 
при локализованном КРР до и после (на 7–10-е сутки 
после операции) хирургического вмешательства. По 
каждому пациенту была собрана информация о кли-
нико-морфологических характеристиках опухоли, 
проведенному лечению и факту развития прогресси-
рования после терапии, а также определены показате-
ли общей выживаемости.

Выделение ДНК из блока первичной опухоли осу-
ществлялось при помощи набора QIAamp DNA FFPE 
Tissue Kit (Qiagen, Германия). Мутации опухоли были 
определены с использованием секвенирования но вого 
поколения (next generation sequencing, NGS). С целью 
обогащения NGS-библиотеки применяли мульти-
плексную полимеразную цепную реакцию (ПЦР). 

Для секвенирования библиотек использовали плат-
форму MiniSeq (Illumina, США) и набор реагентов 
High Output (Illumina, США). В общей сложности бы-
ли исследованы мутации в 50 генах (ACVR2A, AKT1, 
APC, B2M, BAX, BMPR2, BRAF, CBFB, CDH1, CDKN2A, 
CHEK2, CTNNB1, DOCK3, EEF1B2, EGFR, ERBB2, 
ESR1, FAM39B, FBXW7, FOXA1, GATA3, GNAS, IRF5, 
KEAP1, KRAS, MB21D2, MED12, NFE2L2, NRAS, 
NRXN3, OR5K3, PGM5, PIK3CA, PRPF19, RHPN2, 
RNF43, RPL22, RPSAP58, RUNX1, SEMA5A, SF3B1, 
SMAD4, SPTA1, TCF7L2, TP53, TRIM48, TTK, U2AF1, 
VHL, XYLT2). Выявленные в опухолевом материале 
мутации в дальнейшем мониторировались в плазме 
крови. Опухолеспецифические соматические мутации 
в цоДНК из образцов плазмы крови определяли с по-
мощью ddPCR. Минимально допустимой концент-
рацией, при которой цоДНК в образце плазмы считали 
позитивной, была концентрация 0,4 копий мутантно-
го ДНК в 1 мкл плазмы. Более подробное описание 
процедуры анализа образцов ткани первичной опухо-
ли и цоДНК представлено в ранее опубликованной 
нашей статье [7].

Основным критерием эффективности лечения яв-
лялись показатели выживаемости без признаков забо-
левания (ВБПБ), вторичными критериями – время 
до прогрессирования, общая выживаемость (ОВ), ча-
стота выявления цоДНК после хирургического лече-
ния. Показатели ВБПБ рассчитывались от даты опе-
рации до дат прогрессирования заболевания, смерти 
от любой причины или последнего наблюдения, по-
казатели ОВ – от даты начала лечения до даты послед-
него визита пациента к онкологу на основании элек-
тронной карты больного, информации из органов 
записи и актов гражданского состояния, последнего 
контакта с пациентом по телефону или смерти боль-
ного по любой причине.

Для подтверждения прогностического влияния 
наличия в крови цоДНК на показатели ВБПБ необхо-
димо было принять во внимание, что количество боль-
ных с положительным цоДНК-статусом составит 10 % 
всей популяции. Следовательно, для изменения пока-
зателей 1-летней выживаемости без прогрессирования 
с 60 до 90 % при длительности исследования в 2 года, 
α = 0,01, мощности исследования 90 %, потери данных 
10 % пациентов для выполнения статистической ги-
потезы необходимо включить в исследование мини-
мум 265 больных. Поскольку в ходе промежуточного 
анализа данных выявлено, что цоДНК после операции 
наблюдается у 20 % больных, число пациентов, ко-
торых необходимо включить в исследование, умень-
шилось до 116. Расчет показателей выживаемости 
проведен с помощью метода Каплана–Майера, срав-
нительный анализ выживаемости – с использованием 
логрангового теста. Взаимосвязь определения цоДНК 
и различных факторов была оценена путем корреля-
ционных и регрессионных анализов. Влияние призна-
ков на прогноз заболевания оценивали с помощью 
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Таблица 1. Распределение пациентов с колоректальным раком (КРР) I–III стадии в зависимости от статуса циркулирующей опухолевой ДНК 
(цоДНК) до и после операции

Table 1. Distribution of patients with stage I–III colorectal cancer (CRC) depending on their circulating tumor DNA status (ctDNA) before and after surgery

Параметр 
Parameter

Всего 
пациентов 
(n = 146) 

Total number 
of patients  
(n = 146)

Статус цоДНК до операции (n = 120) 
Preoperative ctDNA status (n = 120) 

Статус цоДНК после операции (n = 119) 
Postoperative ctDNA status (n = 119) 

цоДНК– 
(n = 65; 54,2%) 
ctDNA– (n = 65; 

54,2%) 

цоДНК+ 
(n =55; 45,8%) 
ctDNA+ (n =55; 

45,8%) 

p

цоДНК– 
(n =73; 61,3%) 
ctDNA– (n =73; 

61,3%) 

цоДНК+ 
(n = 46; 
38,6%) 

ctDNA+ (n = 
46; 38,6%) 

p

Стадия по классификации 
Tumor, Nodus и Metastasis (TNM) 
8-го пересмотра, абс. (%): 
Tumor, nodus and metastasis (TNM) 
stage (8th edition), abs. (%):

I
II
IIA без факторов риска 
IIA without risk factors
IIA c 1 фактором риска 
IIA with 1 risk factor
IIA с ≥2 факторами риска 
IIA with ≥2 risk factors
IIB
III

25
66
33

18

8

7
55

10
27
14

8

4

1
28

9
27
7

10

5

5
19

1,0
0,63
0,35

0,46

0,73

0,1
0,6

12
36
16

11

6

2
25

7
20
6

7

3

4
19

1,0
0,74
0,6

0,79

1,0

0,19
0,71

T-стадия, абс. (%): 
T stage, abs. (%):
1
2
3
4

6 (4,1)
27 (18,5)
96 (65,8)
17 (11,6) 

2 (3,1)
11 (16,9)
46 (70,7)

6 (9,2) 

3 (5,5)
9 (16,4)

35 (63,6)
8 (14,5) 

0,66
1,0

0,77
0,56

4 (5,5)
14 (19,2)
50 (68,5)

5 (6,8) 

2 (4,3)
7 (15,2)

30 (65,2)
7 (15,3) 

1,0
0,8

0,88
0,22

N-стадия, абс. (%): 
N stage, abs. (%):

0
1
2

91 (65,8)
40 (27,4)
15 (10,3) 

38 (58,4)
21 (32,3)

6 (9,2) 

35 (63,6)
13 (23,6)
7 (12,7) 

0,88
0,65
0,77

47 (64,4)
20 (27,4)

6 (8,2) 

28 (65,1)
12 (27,9)

6 (14) 

0,22
1,00
0,54

Возраст (медиана), лет 
Age (median), years

62 (28–87) 60 (22–87) 63 (35–81) 1,00 62 (22–87) 61 (37–82) 1,00

регрессионного анализа Кокса. Статистический ана-
лиз результатов выполняли с использованием про-
грамм Microsoft Excel 2016 и IBM SPSS Statistics v. 26, 
а также онлайн-ресурса https://www.medcalc.org.

РЕзУЛьТаТы
Для оценки МРЗ контроль цоДНК проводили 

у 146 пациентов с заболеванием I–III стадии. У 33 из 
них было выявлено прогрессирование заболевания 
после операции. Медиана времени наблюдения соста-
вила 22 мес (1–66 мес). Распределение пациентов в за-
висимости от статуса цоДНК до и после операции 
представлено в табл. 1.

Мы проанализировали значимость цоДНК как мар-
кера МРЗ. Статус цоДНК до операции был известен 
у 120 пациентов (у 19 (15,8 %) – с заболеванием I стадии, 
у 54 (45,0 %) – с заболеванием II стадии, у 47 (39,2 %) – 
с заболеванием III стадии), после операции – у 119 па-
циентов (у 20 (16,8 %) с заболеванием I стадии, у 56 

(47,0 %) – с заболеванием II стадии, у 43 (36,2 %) – с за-
болеванием III стадии). До операции положительный 
цоДНК-статус выявлен у 55 из 120 (45 %) больных, после 
операции – у 46 из 119 (38,6 %) (табл. 2). Данные о про-
грессировании заболевания были известны по 119 паци-
ентам. Сведения о прогрессировании опухоли при вы-
явлении МРЗ в зависимости от статуса цоДНК и стадии 
заболевания представлены в табл. 3.

У 24 из 33 (72,7 %) больных с прогрессированием 
заболевания до операции был выявлен положитель-
ный цоДНК-статус (95 % доверительный интервал 
(ДИ) 54,5–86,7 %). Отрицательный цоДНК-статус до 
операции обнаружен у 56 из 87 (64,4 %) пациентов без 
прогрессирования (95 % ДИ 53,4–74,4 %) (p <0,001). 
У 30 из 33 (90,9 %) больных с прогрессированием 
 заболевания после операции выявлен положительный 
цоДНК-статус (95 % ДИ 75,7–98,0 %), у 70 из 86 (81,4 %) 
больных без прогрессирования – отрицательный 
(95 % ДИ 71,5–88,9 %) (p <0,001).
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Таблица 2. Прогрессирование опухоли у пациентов с колоректальным раком I–III стадии (n = 119) при выявлении минимального резидуального 
заболевания (МРЗ) в зависимости от статуса циркулирующей опухолевой ДНК

Table 2. Disease progression in patients with stage I–III colorectal cancer (n = 119) and minimal residual disease (MRD) depending on their circulating 
tumor DNA (ctDNA) status

Статус цоДНК 
ctDNA status

Без прогрессирования, абс. (%) 
No progression, abs. (%) 

С прогрессированием, абс. (%) 
Progression, abs. (%) 

Статус цоДНК 
ctDNA status

До операции 
Preoperative

цоДНК– 
ctDNA–

56 (64,4) 9 (27,3) цоДНК– 
ctDNA– 
цоДНК+ 
ctDNA+

цоДНК+ 
ctDNA+

31 (35,6) 24 (72,7) 

После операции (МРЗ – 38%) 
Postoperative (МРЗ – 38%) 

цоДНК– 
ctDNA –

70 (81,4) 3 (9,1) 
цоДНК– 
ctDNA–цоДНК+ 

ctDNA+
16 (18,6) 30 (90,9) 

Параметр 
Parameter

Всего 
пациентов 
(n = 146) 

Total number 
of patients  
(n = 146)

Статус цоДНК до операции (n = 120) 
Preoperative ctDNA status (n = 120) 

Статус цоДНК после операции (n = 119) 
Postoperative ctDNA status (n = 119) 

цоДНК– 
(n = 65; 54,2%) 
ctDNA– (n = 65; 

54,2%) 

цоДНК+ 
(n =55; 45,8%) 
ctDNA+ (n =55; 

45,8%) 

p

цоДНК– 
(n =73; 61,3%) 
ctDNA– (n =73; 

61,3%) 

цоДНК+ 
(n = 46; 
38,6%) 

ctDNA+ (n = 
46; 38,6%) 

p

Пол, абс. (%): 
Sex, abs. (%):

женский 
female
мужской 
male

72 (49,3)

74 (50,7) 

36 (55,4)

29 (44,6) 

25 (45,5)

30 (54,5) 

0,63

0,63

36 (49,3)

37 (50,7) 

21 (45,7)

25 (54,3) 

0,86

0,87

Локализация, абс. (%): 
Tumor location, abs. (%):

правые отделы толстой кишки 
right colon
левые отделы толстой кишки 
left colon
прямая кишка 
rectum

37 (25,3)

61 (41,8)

48 (32,9) 

18 (27,7)

24 (36,9)

23 (35,3) 

11 (20)

23 (41,8)

21 (38,2) 

0,53

0,73

0,86

17 (23,3)

31 (42,5)

25 (34,2) 

10 (21,8)

18 (39,1)

18 (39,1) 

1,00

0,86

0,72

Гистологический тип опухоли, 
абс. (%): 
Histological tumor type, abs. (%):

аденокарцинома 
adenocarcinoma
муцинозная аденокарцинома 
mucinous adenocarcinoma

142 (97,3)

4 (2,7) 

63 (96,9)

2 (3,1) 

54 (98,2)

1 (1,8) 

1,00

1,00

70 (95,9)

3 (4,1) 

46 (100)

0 (0) 

0,89

0,29

Степень дифференцировки, 
абс. (%): 
Tumor grade, abs. (%):

низкая степень 
злокачественности (G

1–2
) 

low grade (G
1–2

)
высокая степень 
злокачественности (G

3–4
) 

high grade (G
3–4

) 

133 (91,1)

13 (8,9) 

60 (92,3)

5 (7,7) 

50 (90,9)

5 (9,1) 

1,00

1,00

67 (91,8)

6 (8,2) 

44 (95,7)

2 (4,3) 

0,89

0,70

Окончание табл. 1

The end of table 1
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Чувствительность тест-системы для определения 
цоДНК при выявлении прогрессирования при КРР 
I–III стадии до и после операции составила 72,7 % 
(95 % ДИ 54,5–86,7 %) и 90,9 % (95 % ДИ 75,7–98,0 %) 
соответственно, специфичность – 64,4 % (95 % ДИ 
53,6–74,4 %) и 81,4 % (95 % ДИ 71,5–88,9 %) соответ-
ственно, прогностическая ценность положительного 
результата – 43,6 % (95 % ДИ 35,3–52,4 %) и 65,2 % 
(95 % ДИ 54,3–74,7 %) соответственно, прогностиче-
ская ценность отрицательного результата – 86,2 % 
(95 % ДИ 77,7–91,7 %) и 95,9 % (95 % ДИ 88,8–98,5 %) 
соответственно, точность – 66,7 % (95 % ДИ 57,5–75 %) 
и 84,0 % (95 % ДИ 76,2–90,1 %) соответственно.

Влияние выявления циркулирующей опухолевой 
ДНК на выживаемость пациентов. При оценке ВБПБ 
в зависимости от статуса цоДНК выявлено, что у па-
циентов с цоДНК+ до операции медиана этого пока-
зателя составила 35 мес (95 % ДИ 24–45,9), а у паци-
ентов с цоДНК– она не была достигнута (OP 4,6; 95 % 
ДИ 2,0–10,4) (p <0,001) (рис. 1).

У пациентов с положительным цоДНК-статусом 
после операции медиана ВБПБ составила 20 мес (95 % 
ДИ 8,14–31,9), при отрицательном – она не была достиг-
нута (ОР 27,7; 95 % ДИ 6,6–116,6) (p <0,001) (рис. 2). 
При проведении многофакторного анализа наличие 

в крови цоДНК после операции явилось независимым 
предиктором прогрессирования заболевания при КРР 
I–III стадии (регрессионный β-коэффициент = 3,048; 
ОР 21,07; 95 % ДИ 4,85–91,54; р <0,001).

В табл. 4 представлены показатели 1-, 2- и 3-лет-
ней ВБПБ при КРР I–III стадии в зависимости 
от уровня цоДНК в крови до и после операции.

Статистически значимых различий показателей 
ОВ в зависимости от уровня цоДНК до (ОР 0,75; 95 % 
ДИ 0,19–3,04; p = 0,69) и после операции (ОР 1,39; 
95 % ДИ 0,37–5,20; p = 0,62) при КРР I–III стадии 
выявлено не было. В группе положительной цоДНК 
после операции умерли 4 пациента, в группе отрица-
тельной цоДНК – также 4 пациента.

Таблица 3. Прогрессирование опухоли при выявлении минимально-
го резидуального заболевания (МРЗ) в зависимости от статуса 
циркулирующей опухолевой ДНК (цоДНК) после операции и стадии 
заболевания

Table 3. Disease progression in patients with minimal residual disease 
(MRD) depending on their postoperative circulating tumor DNA (ctDNA) 
status and disease stage

Статус цоДНК 
ctDNA status

Без прогрес-
сирования, 

абс. (%) 
No progression,  

abs. (%) 

С прогрес-
сированием, 

абс. (%) 
Progression,  

abs. (%) 

p

I стадия (n = 20): 
Stage I (n = 20):

цоДНК– 
ctDNA–
цоДНК+ 
ctDNA+

13 (72,2)

4 (27,7) 

0 (0)

3 (100) 

0,025

II стадия (n = 56; 
МРЗ – 35%): 
Stage II (n = 56; 
МРЗ – 35%):

цоДНК– 
ctDNA–
цоДНК+ 
ctDNA+

36 (83,7)

7 (16,3) 

0 (0)

13 (100) 

<0,001

III стадия (n = 43; 
МРЗ – 44%): 
Stage III (n = 43; 
МРЗ – 44%):

цоДНК– 
ctDNA–
цоДНК+ 
ctDNA+

21 (80,8)

5 (19,2) 

3 (17,6)

14 (82,4) 

<0,001

Рис. 1. Выживаемость без признаков заболевания в зависимости от на-
личия циркулирующей опухолевой ДНК до операции у пациентов с ко-
лоректальным раком I–III стадии. ОР – отношение рисков; ДИ – до-
верительный интервал; цоДНК – циркулирующая опухолевая ДНК
Fig. 1. Disease-free survival of patients with stage I–III colorectal cancer 
depending on their preoperative circulating tumor DNA status. HR – hazard 
ratio; CI – confidence interval; ctDNA – circulating tumor DNA

Рис. 2. Выживаемость без признаков заболевания в зависимости от на-
личия циркулирующей опухолевой ДНК после операции у пациентов 
с колоректальным раком I–III стадии. ОР – отношение рисков; ДИ – 
доверительный интервал; цоДНК – циркулирующая опухолевая ДНК
Fig. 2. Disease-free survival of patients with stage I–III colorectal cancer 
depending on their postoperative circulating tumor DNA status. HR – hazard 
ratio; CI – confidence interval; ctDNA – circulating tumor DNA
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ОР 4,6; 95 % ДИ 1,0–10,4; p <0,001 / 
HR 4.6; 95 % CI 1.0–10.4; p <0.001

ОР 27,7; 95 % ДИ 6,6–116,6; p <0,00  /   
HR 27.7; 95 % CI 6.6–116.6; p <0.00

ЦоДНК до операции /  
Preoperative ctDNA

  0,00 цоДНК+ / ctDNA+
  1,00 цоДНК– / ctDNA–
   0,00 – цензурировано / censored
   1,00 – цензурировано / censored

ЦоДНК 
после операции /  

Postoperative ctDNA
  0,00 цоДНК+ / ctDNA+
  1,00 цоДНК– / ctDNA–
   0,00 – цензурировано / censored
   1,00 – цензурировано / censored
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и до, и после операции, во 2-ю – те, у кого до опера-
ции он был отрицательным, а после нее стал положи-
тельным, в 3-ю – с наличием цоДНК до хирургического 
вмешательства и отсутствием после него, в 4-ю – с по-
ложительным цоДНК-статусом и до, и после опера-
ции. Данные о динамике цоДНК до и после хирурги-
ческого вмешательства имелись у 112 пациентов 
(табл. 5).

Таблица 4. Выживаемость без признаков болезни в зависимости 
от статуса циркулирующей опухолевой ДНК (цоДНК) до и после 
операции

Table 4. Disease-free survival (DFS) depending on the circulating tumor 
DNA status (ctDNA) before and after surgery

Стадия 
Stage

1-летняя, % 
1-year, %

2-летняя, % 
2-year, %

3-летняя, % 
3-year, %

ЦоДНК+ до операции 
ctDNA+ before surgery

I 70 35 35

II 72 66 45

III 63 54 27

ЦоДНК– до операции 
ctDNA– after surgery

I 100 100 100

II 91 91 91

III 84 78 78

ЦоДНК+ после операции 
ctDNA+ before surgery

I 62 41 41

II 52 46 27

III 62 49 29

ЦоДНК– после операции 
ctDNA– after surgery

I 100 100 100

II 100 100 100

III 94 87 87

Таблица 5. Изменение уровня циркулирующей опухолевой ДНК до и после операции

Table 5. Changes in the level of circulating tumor DNA before and after surgery

Циркулирующая 
опухолевая ДНК 

до операции 
Preoperative circulating 

tumor DNA status

Циркулирующая 
опухолевая ДНК после 

операции 
Postoperative circulating 

tumor DNA status

I стадия 
(n = 18), абс. (%) 

Stage I (n = 18), 
abs. (%) 

II стадия
(n = 52), абс. (%) 

Stage II (n = 52), 
abs. (%) 

III стадия 
(n = 42), абс. (%) 
Stage III (n = 42), 

abs. (%) 

Всего (n = 112), 
абс. (%) 

Total (n = 112),  
abs. (%) 

 –  – 7 (38,9) 22 (42,3) 16 (38,1) 45 (40,2) 

 – + 2 (11,1) 5 (9,6) 9 (21,4) 16 (14,3) 

+  – 4 (22,2) 12 (23,1) 7 (16,7) 23 (20,5) 

+ + 5 (27,8) 13 (25) 10 (23,8) 28 (25) 

Рис. 3. Выживаемость без признаков заболевания в зависимости от из-
менения уровня циркулирующей опухолевой ДНК до и после операции 
при колоректальном раке I–III стадии. ЦоДНК – циркулирующая 
опухолевая ДНК
Fig. 3. Disease-free survival of patients with stage I–III colorectal cancer 
depending on their changes in the circulating tumor DNA level before and 
after surgery. ctDNA – circulating tumor DNA
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Прогностическая роль динамики циркулирующей 
опухолевой ДНК до и после операции. Пациенты, у ко-
торых выявляли наличие цоДНК для определения 
МРЗ, были разделены на 4 группы в зависимости 
от динамики изменений уровня цоДНК. В 1-ю группу 
вошли больные с отрицательным цоДНК-статусом 

   1,00 – цоДНК– до операции и после нее / ctDNA– before and after 
surgery

   2,00 – цоДНК– до операции, цоДНК+ после нее / ctDNA– before 
surgery and ctDNA+ after surgery

   3,00 – цоДНК+ до операции, цоДНК– после нее / ctDNA+ before 
surgery and ctDNA– after surgery

   4,00 – цоДНК+ до операции, цоДНК+ после нее / ctDNA+ before 
and after surgery

   1,00 – цензурировано / censored

   2,00 – цензурировано / censored

   3,00 – цензурировано / censored

   4,00 – цензурировано / censored
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Рис. 4. Общая выживаемость пациентов с колоректальным раком  
I–III стадии в зависимости от динамики циркулирующей опухолевой 
ДНК до и после операции при выявлении минимального резидуального 
заболевания. ЦоДНК – циркулирующая опухолевая ДНК
Fig. 4. Overall survival of patients with stage I–III colorectal cancer and 
minimal residual disease depending on their dynamics of circulating tumor 
DNA (ctDNA) before and after surgery. ctDNA – circulating tumor DNA

Рис. 5. Выживаемость без признаков заболевания в зависимости 
от наличия циркулирующей ДНК после операции и проведения адъю-
вантной химиотерапии при колоректальном раке I–III стадии. АХТ – 
адъювантная химиотерапия; цоДНК – циркулирующая опухолевая ДНК
Fig. 5. Disease-free survival of patients with stage I–III colorectal cancer 
depending on their postoperative circulating tumor DNA status and adjuvant 
chemotherapy. ACT – adjuvant chemotherapy; ctDNA – circulating tumor DNA
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   1,00 – цоДНК– до операции и после нее / ctDNA– before and after 
surgery

   2,00 – цоДНК– до операции, цоДНК+ после нее / ctDNA– before 
surgery and ctDNA+ after surgery

   3,00 – цоДНК+ до операции, цоДНК– после нее / ctDNA+ before 
surgery and ctDNA– after surgery

   4,00 – цоДНК+ до операции, цоДНК+ после нее / ctDNA+ before 
and after surgery

   1,00 – цензурировано / censored

   2,00 – цензурировано / censored

   3,00 – цензурировано / censored

   4,00 – цензурировано / censored

В 1-й и 3-й группах медиана ВБПБ достигнута 
не была, во 2-й группе она составила 40 мес (95 % ДИ 
0–84,3), в 4-й – 20 мес (95 % ДИ 9,2–30,8). Oтношение 
рисков 2,6 (95 % ДИ 1,7–3,8; p <0,001) (рис. 3). При за-
болевании I–III стадии динамика изменения цоДНК 
не влияла на ОВ (ОР 0,97; 95 % ДИ 0,57–1,6; p = 0,91), 
что, скорее всего, связано с небольшим числом собы-
тий (n = 8) (рис. 4).

Эффективность адъювантной химиотерапии в зави-
симости от выявления циркулирующей опухолевой ДНК 
после операции. У 105 пациентов с I–III стадией забо-
левания было оценено влияние цоДНК на ВБПБ по-
сле операции в зависимости от проведения адъювант-
ной ХТ. У больных с отрицательным цоДНК-статусом 
не выявлено улучшения показателей ВБПБ при про-
ведении адъювантной ХТ (p = 0,16). Медиана ВБПБ 
при отрицательной цоДНК вне зависимости от про-
ведения адъювантной ХТ не была достигнута. У паци-
ентов с положительным цоДНК-статусом также 
не было обнаружено статистически значимых разли-
чий в показателях ВБПБ (p = 0,33) (рис. 5).

При КРР II стадии значимых различий в ВБПБ 
в группе адъювантной ХТ и группе без ее использования 
выявлено не было. У всех пациентов с отрицательным 

   1,00 – цоДНК–, АхТ– / ctDNA–, ACT–

   2,00 – цоДНК–, АхТ+ / ctDNA–, ACT+

   3,00 – цоДНК+, АхТ– / ctDNA+, ACT–

   4,00 – цоДНК+, АхТ+ / ctDNA+, ACT+

   1,00 – цензурировано / censored

   2,00 – цензурировано / censored

   3,00 – цензурировано / censored

   4,00 – цензурировано / censored

цоДНК-статусом не наблюдалось прогрессирования 
заболевания независимо от проведения данной тера-
пии (рис. 6).

Число пациентов с III стадией КРР без проведения 
адъювантной ХТ было незначительным, поэтому про-
ведение анализа различий в ВБПБ в зависимости 
от назначения АХТ при III стадии неинформативно.

ОбСУждЕНИЕ
Были проанализированы данные 25 (17,1 %) па-

циентов с КРР I стадии, 66 (45,2 %) – с КРР II стадии 
и 55 (37,7 %) – с КРР III стадии. В нашем исследова-
нии положительный цоДНК-статус до операции вы-
явлен в 45 % случаев, после операции – в 38,6 %. Ча-
стота обнаружения цоДНК до операции согласуeтся 
с ранними исследованиями [8]. После операции в на-
шем исследовании данный показатель был выше. Воз-
можно, это объясняется ранним забором крови 
для определения цоДНК после операции (медиана – 
на 7-е сутки). Так, например, в исследовании J. Tie 
и соавт. [9] средний срок забора крови после операции 
при КРР III стадии составил 42 дня. При этом поло-
жительный цоДНК-статус после операции определял-
ся у 21 % пациентов. В исследовании E. Oki и соавт., 
[10] несмотря на то что забор крови после операции 
в среднем проводился через 46 нед (через 12–97 нед), 
при КРР II стадии положительный цоДНК-статус был 
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обнаружен у большего числа больных – в 34,8 % слу-
чаев. Также в исследовании S. McNamara и соавт. [11], 
опубликованном в 2022 г., при выявлении МРЗ с по-
мощью сверхглубокого секвенирования ДНК, выде-
ленной из плазмы крови при КРР II–III стадии через 
1–34 дня после R0-резекции (медиана 7 дней), чувст-
вительность метода составила 44 %, специфичность – 
94 %.

Еще одним объяснением расхождения данных 
о частоте выявления цоДНК может быть пороговое 
значение ее уровня, принятое за положительное, а также 
метод определения этого маркера. Как и в большинс тве 
исследований [8–19], в ходе которых применялись 
различные тест-системы для определения цоДНК, 
в нашей работе показано независимое прогностиче-
ское значение наличия цоДНК после операции.

Так, в ходе оценки прогностического значения 
цоДНК как маркера МРЗ при КРР I–III стадии поло-
жительный цоДНК-статус после операции выявлен 
у 90,9 % пациентов с прогрессированием заболевания 
(95 % ДИ 77,7–97,4 %), отрицательный цоДНК-статус 
при отсутствии прогрессирования заболевания – 
у 81,4 % (95 % ДИ 72,6–89,0 %). Это согласуется 
с данными T. Reinert и соавт. [15]. В их исследовании 
при цоДНК+ чувствительность тест-системы для оп-
ределения рецидивов составила 87,5 %. В отличие 
от других исследований частота выявления прогрес-

сирования в группе положительной цоДНК в нашей 
работе была выше, что обусловлено большим числом 
пациентов с заболеванием III стадии в выборке.

Мы проанализировали эффективность адъювант-
ной терапии при различных значениях цоДНК. Было 
выявлено, что послеоперационное лечение не улуч-
шало показатели выживаемости больных независимо 
от стадии заболевания. Эти данные несколько отли-
чаются от результатов других работ. Так, в ходе под-
анализа исследования III фазы IDEA-France, в кото-
ром сравнивали эффективность адъювантной ХТ через 
3 и 6 мес у пациентов с КРР III стадии, положитель-
ным цоДНК-статусом и благоприятным прогнозом 
(pT1–3N1), было выявлено, что проведение адъювант-
ной ХТ в течение 6 мес улучшало показатели ВБПБ 
[17]. В группе больных с неблагоприятным прогнозом 
эффективность такой терапии была выше независимо 
от уровня цоДНК. Эти различия могут быть обуслов-
лены методом выявления цоДНК, использованным 
французскими авторами (метилирование генов WIF1 
и NPY), и особен ностями дизайна исследования (всем 
пациентам про водили адъювантную ХТ). Более при-
ближены к полученным нами данным результаты по-
данализа исследования GALAXY. Оно показало, что 
адъювантная ХТ при  положительном цоДНК-статусе 
была эффективной  независимо от стадии заболева-
ния. Однако при отрицательном цоДНК-статусе адъ-
ювантная ХТ не улучшала результаты хирургического 
лечения, что было показано и в нашей работе.

Полученные данные согласуются с результатами 
исследования J. Tie и соавт. [14] и свидетельствуют 
о возможности отказа от адъювантной ХТ в группе 
отрицательного цоДНК-статуса как минимум при КРР 
II стадии. Мы выявили, что прогноз пациентов с цоДНК+ 
после операции был плохим незави симо от уровня это-
го показателя до операции. Аналогично при цоДНК– 
после операции независимо от уровня цоДНК до нее 
наблюдался благоприятный прогноз. Похожие ре-
зультаты получены и в исследовании IDEA-Fran- 
ce [17].

Статистически значимых различий в ОВ в зависимо-
сти от уровня цоДНК не было получено ни до (ОР 0,75; 
95 % ДИ 0,19–3,04; p = 0,69), ни после операции (ОР 
1,39; 95 % ДИ 0,37–5,2; p = 0,62) в отличие от post-hoс 
анализа исследования IDEA-France, согласно данным 
которого при КРР III стадии положительный цоДНК-
статус имел негативное влияние на показатели ОВ 
(OP 1,65; 95 % ДИ 1,12–2,43; р = 0,011) [17]. В данном 
случае это, скорее всего, связано с малым числом со-
бытий в нашем исследовании (n = 8).

заКЛючЕНИЕ
Обнаружение цоДНК до и после операции яв-

ляется негативным прогностическим признаком про-
грессирования при КРР I–III стадии. Наличие цоДНК 
после операции является независимым прогности-
чес ким признаком прогрессирования заболевания. 
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Рис. 6. Выживаемость без признаков заболевания в зависимости от на-
личия циркулирующей опухолевой ДНК после операции и проведения 
адъювантной химиотерапии при колоректальном раке II стадии
Fig. 6. Disease-free survival depending on the postoperative circulating 
tumor DNA status and adjuvant chemotherapy in patients with stage II 
colorectal cancer
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У пациентов с положительным цоДНК-статусом по-
сле операции наблюдались худшие показатели ВБПБ, 
несмотря на проведение адъювантной ХТ, тогда как 
у всех больных с КРР II стадии и отрицательным цоДНК-
статусом после операции прогрессирования заболева-

ния не было выявлено независимо от того, получали 
они адъювантную ХТ или нет. Эти результаты свиде-
тельствуют о возможности отказа от проведения адъ-
ювантной ХТ в группе пациентов с отрицательным 
цоДНК-статусом и КРР II стадии.
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Молекулярная гетерогенность и анализ отдаленной 
выживаемости пациентов с гастроинтестинальными 
стромальными опухолями

Н. Н. Мазуренко, В. В. Югай, И. В. Цыганова, М. П. Никулин, П. П. Архири, О. А. Анурова,  
Н. А. Козлов, И. С. Стилиди

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России;  
Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

К о н т а к т ы : Наталья Николаевна мазуренко nnmazurenko@mail.ru

Введение. Гастроинтестинальные стромальные опухоли (ГиСО) – наиболее частые мезенхимальные опухоли желу-
дочно-кишечного тракта, диагностической особенностью которых, является экспрессия СD117 (KIT). Гастроинтести-
нальные стромальные опухоли отличаются широким спектром генетических нарушений, которые имеют предиктив-
ное и прогностическое значение.
Цель исследования – изучение клинико-морфологических и генетических характеристик ГиСО для оценки общей 
выживаемости (Ов) пациентов с различным профилем генетических нарушений.
Материалы и методы. проанализированы клинико-морфологические особенности и мутационный статус KIT,  PDGFRA 
и BRAF у 244 пациентов с ГиСО, получавших комбинированное лечение. дефицит SDH в ГиСО определяли по экс-
прессии SDHB с помощью иммуногистохимического анализа.
Результаты. Стромальные опухоли встречались в желудке (50 %), тонкой кишке (37,7 %), толстой кишке (8,6 %), 
пищеводе (0,4 %) и экстраорганно (эГиСО; 5,7 %). выживаемость выше при локализации опухоли в желудке (p = 0,005), 
коррелирует с размером опухоли (p = 0,0001) и количеством митозов (p = 0,007). мутации в 9, 11, 13 и 17-м экзонах 
KIT выявлены в 168 (68,9 %) ГиСО, мутации в 12 и 18-м экзонах PDGFRA – в 31 (12,1 %) ГиСО, обнаружены 14 новых 
мутаций. в 140 (57,4 %) ГиСО выявлены мутации в 11-м экзоне KIT, 10-летняя Ов пациентов составила 51 %, ме диана 
124 мес. Общая выживаемость пациентов с делециями ниже (p = 0,023), чем с заменами и дупликациями в 11-м эк-
зоне KIT. Самая низкая Ов отмечена у пациентов с первичными мутациями в 13-м или 17-м экзонах KIT (медиана 28 мес) 
и дупликациями в 9-м экзоне KIT (медиана 71 мес). Низкие показатели Ов выявлены у молодых пациентов с гомо-
зиготными мутациями KIT, мутациями, начинающимися в интроне, и двумя одновременными мутациями KIT. Опухоли 
с мутациями PDGFRA располагались в желудке, не метастазировали, 10-летняя Ов составила 63 %, медиана 175 мес. 
мутации KIT / PDGFRA не обнаружены у 45 пациентов (ГиСО дикого типа); 10-летняя Ов составила 59 %, медиана 250 мес. 
выявлены ГиСО дикого типа с мутациями BRAF, NF1, дефицитом SDH. лучшие показатели Ов отмечены у пациентов 
с мутацией BRAFV600E (10-летняя Ов – 84 %; медиана 97 мес) и с дефицитом SDH (10- и 15-летняя Ов – 82 %).
Заключение. Генетический анализ необходим для уточнения прогноза ГиСО и предсказания эффективности тар-
гетной терапии. подтверждено клинико-морфологическое и генетическое многообразие ГиСО, впервые в российской 
популяции выявлены ГиСО дикого типа с мутациями BRAF и дефицитом SDHB, впервые оценена 10- и 15-летняя Ов 
пациентов с комбинированным лечением.

Ключевые слова: гастроинтестинальные стромальные опухоли, мутации KIT, PDGFRA, BRAF, дефицит SDH, общая вы-
живаемость, прогноз
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Introduction. Gastrointestinal stromal tumors (GISTs) are the most common mesenchymal tumors of the gastrointesti-
nal tract the character diagnostic feature of which is CD117 (KIT) expression. GISTs are clinically diverse and have dif-
ferent genetic alterations that may have predictive and prognostic significance.
Aim – the study of clinical, morphological and genetic features of GISTs to assess the overall survival (OS) of patients 
with various profiles of genetic disorders for elucidation the factors contributing to prognosis.
Materials and methods. A total 244 GIST patients who received combined treatment were enrolled in the study and their 
clinical characteristics and mutational status of KIT, PDGFRA, BRAF were analyzed. SDH-deficient GISTs were detected 
using IHC-analysis of SDHB expression.
Results. Stromal tumors developed in stomach (50 %), small intestine (37.7 %), colon or rectum (8.6 %), esophagus 
(0.4 %) and extraorganically (EGIST, 5.7 %). Overall survival correlated with gastric site (p = 0.005), tumor size <10 cm 
(p = 0,0001) and mitotic count HPF< 10 / 50 (p = 0.007). KIT mutations were found in 168 (68.9 %) and PDGFRA – 
in 31 (12.1 %) of GISTs, 14 novel mutations were detected. Mutations in KIT exon 11 were found in 140 (57.4 %) tumors, 
10-year OS, 51 %, median 124 months. Patients with deletions had lower OS than patients with substitutions or duplica-
tions in KIT exon 11 (p = 0,023). The lowest OS was in patients with primary mutations in KIT exons 13 or 17 (median 
28 months) and duplications in KIT exon 9 (median 71 months). There was a low OS of young patients with homozygous 
KIT mutations, mutations that begin in intron and two simultaneous KIT mutations. GISTs with PDGFRA mutations were 
located in stomach and had no metastases, 10-year OS, 63 %, median 175 months. KIT / PDGFRA mutations were not 
observed in 45 (18.4 %) patients (wild-type GIST), 10-year OS, 59 %, median 250 months. Wild-type GISTs with BRAF, 
NF1 mutations and SDH deficiency were detected. The better OS was demonstrated by patients with BRAFV600E (10-year ОS, 
84 %, median 97 months) and SDH deficiency (10-year and 15-year OS, 82 %).
Conclusion. Genetic analysis is necessary to clarify GIST prognosis and predict the effectiveness of targeted therapy. 
The clinical, morphological and genetic diversity of GISTs was confirmed. Wild-type GISTs with BRAF mutations and SDH-
deficiency were identified in the Russian population for the first time. The long-term 10- и 15-year OS of GIST patients 
were evaluated.

Key words: gastrointestinal stromal tumors, KIT, PDGFRA, BRAF mutations, SDH-deficiency, overall survival, prognosis

For citation: Mazurenko N. N., Yugay V. V., Tsyganova I. V. et al. Molecular heterogeneity and analysis of the long-term 
survival  of patients with gastrointestinal stromal tumors. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular 
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ВВЕдЕНИЕ
Гастроинтестинальные стромальные опухоли 

(ГИСО) – наиболее распространенная группа (80 %) 
сарком желудочно-кишечного тракта (ЖКТ), которые 
составляют до 3 % всех первичных опухолей ЖКТ 
[1–4] и выявляются ежегодно у 4–22 человек на 1 млн 
жителей, в среднем у 12 человек в большинстве стран 
[5]. Гастроинтестинальные стромальные опухоли воз-
никают из незрелых мезенхимальных клеток, способ-
ных дифференцироваться в интерстициальные клетки 
Кахала, регулирующие перистальтику ЖКТ [6]. Боль-
шинство ГИСО поражают мышечную стенку желудка 
(60–70 %) и тонкой кишки (20–30 %). Менее распро-
странены опухоли ободочной и прямой кишок, пище-
вода, а также экстраорганные ГИСО (ЭГИСО), кото-
рые развиваются из клеток малого или большого 
сальника, брыжейки или располагаются забрюшинно 
[1–4].

Наиболее характерная черта ГИСО, позволяющая 
отличить их от других мезенхимальных опухолей 
ЖКТ, – экспрессия антигена CD117, представляюще-
го собой трансмембранную рецепторную тирозинки-
назу KIT, которая является белковым продуктом гена 
KIT [7]. Повышение экспрессии СD117 является ре-
зультатом активирующих мутаций в генах KIT [8] 
и PDGFRA [9], кодирующих рецепторы факторов роста 
стволовых клеток и тромбоцитов. Первичные мутации 
KIT выявляют в 70–80 % ГИСО, а PDGFRA – в 5–12 %. 
Наиболее распространены мутации в виде точечных 

замен, делеций или дупликаций в 9-м и 11-м экзонах 
KIT и 18-м экзоне PDGFRA. Мутации в 13-м и 17-м эк-
зонах KIT и в 12-м и 14-м экзонах PDGFRA встреча-
ются в 1–2 % ГИСО [1–4, 10–13]. Мутации KIT или 
PDGFRA вызывают постоянную экспрессию рецепто-
ров в отсутствии лигандов и активацию MAPK-, PI3K- 
или JAK / STAT-сигнальных путей, что ведет к нару-
шению клеточного цикла, пролиферации клеток, 
подавлению апоптоза [2–4, 9]. Большинство ГИСО c 
мутациями KIT / PDGFRA являются спорадическими, 
только 1 % ГИСО выявляют у пациентов с семейным 
синдромом. Герминальные мутации (чаще точечные 
замены или делеции одного кодона в 11-м экзоне KIT) 
схожи с мутациями в спорадических стромальных но-
вообразованиях [14].

Гастроинтестинальные стромальные опухоли – ге-
терогенная группа опухолей, различающихся по сте-
пени злокачественности от условно доброкачествен-
ных микроГИСО до высокозлокачественных [2–4, 15]. 
Факторами прогноза являются локализация, размер 
и митотический индекс опухоли [10, 11, 16, 17]. Нали-
чие мутаций в генах KIT и PDGFRA, а также тип мута-
ции коррелируют с локализацией опухоли, риском 
рецидива и метастазирования [10, 16–19], но они 
не являются фактором прогноза и в настоящее время 
не включены в классификации групп риска [20, 21]. 
Наихудшую выживаемость имеют пациенты со стро-
мальными опухолями тонкой кишки и мутацией в 9-м 
экзоне KIT. Опухоли с делециями в 11-м экзоне KIT, 
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в частности с делецией p.W557_K558del, имеют более 
высокий риск прогрессирования, тогда как у пациен-
тов с ГИСО с точечными заменами и дупликациями 
в 11-м экзоне KIT отмечены лучшие показатели вы-
живаемости. Мутации PDGFRA ассоциированы с более 
низким риском рецидива опухоли, чем мутации в гене 
KIT [13, 18–21].

Многочисленные исследования показали, что му-
тации KIT и PDGFRA имеют предиктивное значение 
[10–11, 18–21]. Эра таргетной терапии солидных опу-
холей началась с применения тирозинкиназного инги-
битора (ТКИ) STI571 (иматиниба) для лечения мета-
статической стромальной опухоли ЖКТ с мутацией 
в 11-м экзоне KIT [22]. Иматиниб является препаратом 
1-й линии терапии ГИСО с мутациями в 11-м экзоне 
KIT. Хуже реагируют на иматиниб или резистентны 
к нему ГИСО с мутациями в 9-м экзоне KIT, заменой 
p.L576P в 11-м экзоне KIT, мутациями PDGFRA, затра-
гивающими кодон p.D842, а также ГИСО дикого типа 
[11, 18–23]. Сравнение результатов адъювантной те-
рапии, проводившейся в течение 1 года и 3 лет, пока-
зало, что наиболее эффективна адъювантная терапия 
иматинибом в течение 3 лет для взрослых пациентов 
с высоким риском прогрессирования и делециями 
в 11-м экзоне KIT [20,23]. Однако через 6–31 мес 
у 60 % пациентов появляется устойчивость к ТКИ, 
вызванная появлением вторичных мутаций, чаще 
в 13-м и 17-м экзонах KIT [18–23].

За 20 лет в практику таргетной терапии ГИСО во-
шел ряд мультикиназных и селективных ТКИ, ко-
торые применяют для лечения пациентов как с пер-
вичными мутациями в 9, 11, 13, 17-м экзонах KIT, так 
и вторичными мутациями в 13-м и 17-м экзонах. 
К препаратам 2-й линии относят сунитиниб, сорафе-
ниб, 3-й линии – регорафиниб, 4-й – рипретиниб 
[24–26]. Для лечения пациентов с мутациями в 9-м 
экзоне KIT применяют двукратную дозу иматиниба 
(800 мг) или другие ТКИ (сунитиниб, регорафениб) 
[2–4, 21–25], а для лечения ГИСО с заменами и деле-
циями кодона p.D842 PDGFRA используют кренола-
ниб, авапритиниб, рипретиниб [24–26].

Мутации KIT / PDGFRA отсутствуют в 10–15 % ГИСО 
взрослых и 90 % ГИСО детей, так называемые ГИСО 
дикого типа, хотя антиген СD117 (KIT) экспрессиру-
ется в опухолях [2–4, 27, 28]. Поскольку 20–40 % ГИСО 
дикого типа у взрослых и большинство ГИСО у детей 
имеют дефицит сукцинатдегидрогеназы (SDH), из 
группы ГИСО дикого типа выделяют подгруппу SDH-
дефицитных опухолей [27–29]. Комплекс SDH состо-
ит из 4 субъединиц: SDHA участвует в цикле Кребса, 
SDHВ – в системе транспорта электронов при окис-
лении убихинона, а SDHC и SDHD закрепляют ком-
плекс на мембране митохондрий. Дефицит вызван 
мутациями в генах субъединиц SDH-комплекса или 
гиперметилированием промотора гена SDHC [28–29].

Дефицит SDH ведет к активации сигнальных пу-
тей, связанных с гипоксией и ангиогенезом, при этом 

активируется транскрипционный фактор HIF, повы-
шающий экспрессию фактора роста эндотелия сосу-
дов VEGF [29]. Большинство ГИСО этой подгруппы 
возникают у пациентов с наследственным синдром 
Карнея–Стратакиса или триадой Карнея, опухоли по-
ражают желудок преимущественно у детей и молодых 
женщин [27–30]. Гастроинтестинальные стромальные 
опухоли дикого типа устойчивы к иматинибу, но не-
который эффект дает применение сунитиниба, инги-
бирующего VEGFR и IGF1R (рецептор 1 инсулинопо-
добного фактора роста), которые активируются 
в SDH-дефицитных ГИСО, или регорафениба [20, 
24–26].

Остальные ГИСО дикого типа образуют подгруп-
пу SDH-компетентных ГИСО, которые содержат му-
тации генов, активирующих MAPK- (BRAF, RAS, NF1), 
PI3K- (PIK3CA, AKT1, PTEN) или IGF1R – сигналь-
ные пути [27, 31–37]. Сюда же входят ГИСО дикого 
типа с мутациями генов клеточного цикла RB1, CDK4, 
CDKN1B, что стало известно при внедрении методов 
полногеномного секвенирования нового поколения 
(NGS) [34–35, 37].

Подгруппа ГИСО дикого типа с активацией MAPK-
пути включает опухоли с мутацией BRAF pV600E  
(4–14 % ГИСО дикого типа), для их развития требуется 
инактивация TP53 [31, 34]. Очень редко встречаются 
ГИСО с мутациями генов семейства RAS (KRAS / HRAS) 
[32–34]. В эту же подгруппу входят ГИСО с синдро-
мом нейрофиброматоза 1-го типа, вызванного утратой 
функций белка NF1 из-за инактивации обеих аллелей 
гена (1 % ГИСО) [21, 26, 36, 37]. Белок NF1 негативно 
регулирует ГТФ-азы RAS, мутации приводят к утрате 
ингибиторной роли NF1 и активации RAS. Более рас-
пространены соматические мутации NF1, выявление 
которых осложнено размерами гена-супрессора (58 эк-
зонов). Использование NGS позволило выявить мута-
ции NF1 в 60 % SDH-компетентных ГИСО дикого 
типа [37]. ГИСО с мутациями BRAF, RAS, NF1 устойчи-
вы к иматинибу, для их лечения применяют дабрафениб 
(ингибитор BRAF) или ингибиторы MEK [24–26].

Отдельную подгруппу составляют ГИСО дикого 
типа, содержащие слитные гены ETV6-NTRK3, FGFR1- 
HOOK3, FGFR1-TACC1, PRKAR1B-BRAF, TRIM4-BRAF 
и др. [27, 38, 39].

Для ГИСО, не имеющих мутаций KIT / PDGFRA / 
 BRAF / SDH, предложен термин «четырежды негатив-
ные ГИСО дикого типа» (quadruple-negative wild type 
GIST). В таких ГИСО c высокой злокачественностью 
(большой размер опухоли и высокий митотический 
индекс) отмечена высокая частота мутаций TP53 и RB1 
(более 25 %) [40]. Внедрение методов глубокого сек-
венирования нового поколения (NGS) позволило 
 выявить в различных подтипах ГИСО соматические 
мутации генов TP53, MEN1, MAX, CHD4, FGFR1, 
CTDNN2, CBL, ARID1A, BCOR, APC и другие, которые 
вызывают активацию клеточного цикла, пролифера-
цию и подавление апоптоза [34, 35, 37, 40–41].



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

  2
, 

2
0

2
2

46 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ ТОМ 9 / VOL. 9

Таким образом, ГИСО представляют собой гете-
рогенную в молекулярном плане группу сарком ЖКТ. 
Выявление генетических нарушений и изучение 
их корреляции с клиническим течением ГИСО чрез-
вычайно важны для определения тактики лечения па-
циентов. Мутационный статус не входит в число фак-
торов прогноза ГИСО и не включен ни в одну из 
классификаций риска прогрессирования, публикуемых 
в официальных руководствах Национальной комп-
лексной онкологической сети (National Comprehensive 
Cancer Network, NCCN), Европейского общества ме-
дицинской онкологии (European Society for Medical 
Oncology, ESMO), Европейской коалиции онкологи-
ческих больных (European Cancer Patient Coalition, 
EURACAN) и др. Однако, поскольку мутации опреде-
ляют адъювантную терапию, а также имеют опреде-
ленную прогностическую значимость, их роль актив-
но изучается и обсуждается [10, 13, 16–21].

В НМИЦ онкологии имени Н. Н. Блохина, начиная 
с 2002 г., проводятся лечение и молекулярно-генетическое 
изучение стромальных опухолей ЖКТ [12, 13, 17, 42, 43]. 

Целью настоящего исследования является анализ 
клинико-морфологических особенностей, отдаленных 
(10- и 20-летних) результатов комбинированного лече-
ния ГИСО с учетом молекулярно-генетического про-
филя пациентов. Особое внимание уделено анализу 
ГИСО дикого типа, которые являются редкой патоло-
гией и включают опухоли с различными молекулярны-
ми нарушениями.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Проведен ретроспективный клинико-морфологи-

ческий анализ 244 пациентов с ГИСО, получивших 
лечение на базе НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина 
в 2002–2020 гг. Часть пациентов, включенных в насто-
ящую выборку, были исследованы ранее [12, 13, 17, 
42]. Диагноз поставлен в отделении патоморфологии 
на основании морфологического и иммуногистохими-
ческого (ИГХ) исследования опухоли с использовани-
ем панели маркеров: CD117, CD34, DOG1, гладкомы-
шечного актина, виментина, десмина, S100, Ki67, 
нейроспецифической енолазы [12, 13, 17].

Препараты ДНК получали из опухолевых клеток, 
собранных в результате макродиссекции депарафини-
зированных 5-мкм срезов операционных биопсий. 
Определение мутаций проводили в полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) с праймерами к 9, 11, 13 и 17-му экзо-
нам KIT, 12, 14 и 18-м экзонам PDGFRA и к 15-му экзо-
ну BRAF c последующим прямым секвенированием 
по Сэнгеру, как описано ранее [12, 13, 17]. Нуклеотид-
ные последовательности генов сверяли с данными базы 
COSMIC (https://cancer.sanger.ac.uk / cosmic / mutation).

Определение SDH-дефицитных ГИСО проведено 
с помощью ИГХ-анализа экспрессии SDHB в ГИСО 
дикого типа с использованием кроличьих монокло-
нальных антител SDHB, клон EP288,  AC-0256RUOC 
(Epitomics, США, 1:2000) [44].

   Двенадцатиперстная кишка  
(n = 20) / Duodenum (n = 20)

   Тонкая/подвздошная кишка  
(n = 72) / Jejunum / ileum (n = 72)

   Ободочная кишка (n = 3) / 
Colon (n = 3)

Рис. 1. Локализация гастроинтестинальных стромальных опухолей 
(n = 244). ЭГИСО – экстраорганные гастроинтестинальные стро-
мальные опухоли
Fig. 1. Location of gastrointestinal stromal tumors (n = 244). EGIST – 
extraorganic gastrointestinal stromal tumors

8,2 %

29,5 %

1,2 %
4,9 % 5,7 %

0,4 %

50,0 %

   Прямая кишка (n = 12) / Rectum 
(n = 12)

   ЭГИСО (n = 14) / EGIST (n = 14)
   Пищевод (n = 1) / Esophagus (n = 1)
   Желудок (n = 122) / Stomach  

(n = 122)

Для анализа выживаемости пациентов проведены 
статистический анализ, расчет и графические постро-
ения с помощью программы IBM SPSS Statistics (Ver-
sion 22.0, 2013, Чикаго, США). Рассчитывали среднее 
значение показателей, медиану. В рамках отдаленных 
результатов оценивали общую 5-, 10- и 15-летнюю вы-
живаемость. Анализ общей (ОВ) и безрецидивной 
(БРВ) выживаемости проводили по методу Каплана–
Майера. Достоверность различий между группами 
определяли с использованием теста log-rank. Стати-
стически значимыми различия считали при p <0,05.

РЕзУЛьТаТы
Клинико-морфологическая характеристика пациен-

тов. В исследование включены 244 пациента с ГИСО 
в возрасте 10–78 лет (медиана 56 лет), среди которых 
преобладали женщины (145, 59,4 %). Средний возраст 
мужчин составил 55,0 лет и женщин – 52,1 года. Кли-
нико-морфологическая характеристика пациентов 
представлена в таблице.

Локализация стромальных опухолей представлена 
на рис. 1. У половины пациентов стромальные опухо-
ли были локализованы в желудке, у 37,7 % пациентов 
опухоли поражали различные отделы тонкой кишки. 
Реже ГИСО встречались в толстой кишке и экстраор-
ганно (ЭГИСО). У 1 пациента выявлена опухоль пи-
щевода.

При ИГХ-исследовании экспрессия CD117 выяв-
лена в 96,6 % ГИСО, CD34 – в 75,7 %, среди других 
маркеров отмечена высокая экспрессия виментина – 
в 79,7 % опухолей. Размеры ГИСО варьировали от 1,5 
до 40 см (медиана 11 см), у 51,3 % пациентов опухоль 



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
2

, 
2

0
2

2

47ТОМ 9 / VOL. 9  ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
К

ли
ни

ко
-м

ор
ф

ол
ог

ич
ес

ка
я 

ха
ра

кт
ер

ис
т

ик
а 

и 
м

ут
ац

ио
нн

ы
й 

ст
ат

ус
 г

ас
т

ро
ин

т
ес

т
ин

ал
ьн

ы
х 

ст
ро

м
ал

ьн
ы

х 
оп

ух
ол

ей
 (

ГИ
С

О
)

C
lin

ic
o-

m
or

ph
ol

og
ic

al
 c

ha
ra

ct
er

is
tic

s 
an

d 
m

ut
at

io
na

l s
ta

tu
s 

of
 g

as
tr

oi
nt

es
tin

al
 s

tr
om

al
 tu

m
or

s 
(G

IS
T

s)

П
ок

аз
ат

ел
ь 

P
ar

am
et

er

Ч
ис

ло
 

об
ра

зц
ов

 
Г

И
С

О
 

(n
 =

 2
44

),
 

аб
с.

 (
%

)  
N

um
be

r 
 

of
 G

IS
Ts

 
ca

se
s,

 a
bs

. 
(%

)  
(n

 =
 2

44
),

 
ab

s.
 (

%
) 

М
ут

ац
ии

 K
IT

 (
n 

=
 1

68
; 6

8,
9 

%
) 

M
ut

at
io

ns
 K

IT
 (

n 
=

 1
68

; 6
8.

9 
%

)
М

ут
ац

ии
 P

D
G

FR
A

 (
n 

=
 3

1;
 1

2,
7 

%
) 

M
ut

at
io

ns
 P

D
G

FR
A 

(n
 =

 3
1;

 1
2.

7 
%

) 
ГИ

С
О

 W
T

 (n
 =

 4
5;

 1
8,

4 
%

) 
W

T
 G

IS
Ts

 (
n 

=
 4

5;
 1

8.
4 

%
)

9‑
й 

эк
зо

н 
(n

 =
 2

2;
 

9,
0 

%
)  

E
xo

n 
9 

(n
 =

 2
2;

 
9.

0 
%

) 

11
‑й

 э
кз

он
 (

n 
=

 1
40

; 5
7,

4 
%

) 
E

xo
n 

11
 (

n 
=

 1
40

; 5
7.

4 
%

)
13

‑й
 

эк
зо

н
(n

 =
 3

; 
1,

2 
%

)  
E

xo
n 

13
 

(n
 =

 3
; 

1.
2 

%
) 

17
‑й

 
эк

зо
н

(n
 =

 3
; 

1,
2 

%
)  

E
xo

n 
17

 
(n

 =
 3

; 
1.

2 
%

) 

З
ам

ен
а 

в 
12

‑м
 

эк
зо

не
(n

 =
 4

 +
 6

*;
 

4,
1 

%
)  

 
S

ub
st

it
ut

io
ns

  
ex

on
 1

2 
(n

 =
 4

 +
 6

*;
 

4.
1 

%
) 

18
‑й

 э
кз

он
 

E
xo

n 
18

М
ут

а‑
ци

и 
B

R
A

F
(n

 =
 6

; 
2,

4 
%

)  
M

ut
at

io
ns

 
B

R
A

F 
 

(n
 =

 6
; 

2.
4 

%
) 

N
F1

-
си

н‑
др

ом
(n

 =
 2

; 
0,

8 
%

)  
N

F1
‑

sy
nd

ro
m

 
(n

 =
 2

; 
0.

8 
%

)  

Д
еф

и‑
ци

т 
S

D
H

(n
 =

 1
3;

 
5,

3 
%

)  
S

D
H

‑
de

fic
ie

nt
 

(n
 =

 1
3;

 
5.

3 
%

) 

П
ро

‑
чи

е*
*

(n
 =

 2
4;

 
9,

8 
%

)  
T

he
  

re
st

**
 

(n
 =

 2
4;

 
9.

8 
%

) 

Д
ел

ец
ии

 
(n

 =
 9

3;
 

38
,1

 %
)  

D
el

et
io

ns
 

(n
 =

 9
3;

  
38

.1
 %

) 

З
ам

ен
ы

(n
 =

 3
8;

 
15

,6
 %

)  
S

ub
st

it
ut

i‑
 

on
s 

(n
 =

 3
8;

 
15

.6
 %

) 

Д
уп

ли
ка

‑
ци

и 
(n

 =
 9

; 
3,

7 
%

)  
D

up
lic

at
i‑

on
s 

(n
 =

 9
; 

3.
7 

%
)

Д
ел

ец
ии

(n
 =

 6
; 

2,
5 

%
)  

D
el

et
io

ns
 

(n
=

 6
; 

2.
5 

%
) 

З
ам

ен
ы

(n
 =

 1
5;

 
6,

1 
%

)  
S

ub
st

it
ut

io
ns

 
(n

 =
 1

5;
 

6.
1 

%
) 

В
оз

ра
ст

, м
ед

и
ан

а,
 л

ет
 

A
ge

, m
ed

ia
n

, y
ea

rs
56

54
,5

54
59

,5
64

64
58

59
,5

55
61

54
,5

54
,5

32
46

П
ол

, а
бс

. (
%

):
 

S
ex

, a
bs

. (
%

):
м

уж
ск

ой
 

m
al

e
ж

ен
ск

и
й

 
fe

m
al

e

99
 (

40
,6

) 

14
5 

(5
9,

4)
 

11 11

39 54

11 27

3 6

1 2

2 1

7 3

2 4

7 8

1 5

1 1

2 11

12 12

Л
ок

ал
и

за
ц

и
я 

оп
ух

ол
и

, а
бс

. (
%

):
 

T
um

or
 lo

ca
ti

on
, a

bs
. (

%
):

п
и

щ
ев

од
 

es
op

h
ag

us
ж

ел
уд

ок
 

st
om

ac
h

дв
ен

ад
ц

ат
и

п
ер

ст
н

ая
 к

и
ш

ка
 

du
od

en
um

то
щ

ая
 / п

од
вз

до
ш

н
ая

 к
и

ш
ка

 
je

ju
n

um
 / i

le
um

об
од

оч
н

ая
 к

и
ш

ка
 

co
lo

n
п

ря
м

ая
 к

и
ш

ка
 

re
ct

um
Э

Г
И

С
О

 
E

G
IS

T

1 
(0

,4
) 

12
2 

(5
0,

0)
 

20
 (

8,
2)

 

72
 (

29
,5

) 

3 
(1

,2
) 

12
 (

4,
9)

 

14
 (

5,
7)

 

–
 

2 4 13 –
 

1 2

–
 

40 10 32 1 6 4

–
 

18 1 11 1 4 3

 1
 

6 1 1 –
 

–
 

–
 

–
 

2 –
 

–
 

– – 1

–
 

1 –  1
 

–
 

– 1

–
 

4 
+

 2

– 2 1 – 1

–
 

4 – 1 –
 

– 1

 –
 

15 –
 

–
 

–
 

– –

–
 

4 –  2
 

–
 

–
 

–

–
 

–  2
 

–
 

–
 

– –

–
 

13 –
 

–
 

–
 

– –

–
 

11 2 9 –
 

1 1

М
ет

ас
та

зы
 (n

 =
 4

9;
 2

0,
1 

%
),

 а
бс

. (
%

):
 

M
et

as
ta

se
s 

(n
 =

 4
9;

 2
0.

1 
%

),
 a

bs
. (

%
):

бр
ю

ш
и

н
а 

pe
ri

to
n

eu
m

п
еч

ен
ь 

le
ve

r
бр

ю
ш

и
н

а /
 п

еч
ен

ь 
pe

ri
to

n
eu

m
 / l

iv
er

ли
м

ф
ат

и
че

ск
и

е 
уз

лы
 

ly
m

ph
 n

od
es

21
 (

8,
8)

 

13
 (

5,
4)

 

8 
(3

,3
) 

7 
(2

,9
) 

2 1 – –

9 9 3 1

3 –
 

–
 

1

–
 

–
 

–
 

–
 

1 –
 

1 –
 

1 1 –
 

–
 

–
 

–
 

–
 

–
 

–
 

–
 

–
 

–
 

–
 

–
 

–
 

–
 

–
 

–
 

–
 

–
 

2 –
 

–
 

–
 

2 1 3 5

1 1 1 –
 

*К
ур

си
во

м
 о

бо
зн

ач
ен

ы
 с

ай
ле

нт
-м

ут
ац

ии
 в

 1
2-

м
 э

кз
он

е 
P

D
G

F
R

A
. *

*П
ро

чи
е 

ГИ
С

О
 д

ик
ог

о 
т

ип
а.

П
ри

м
еч

ан
ие

. S
D

H
 –

 с
ук

ци
на

т
де

ги
др

ог
ен

аз
а;

 Э
ГИ

С
О

–
 э

кс
т

ра
ор

га
нн

ы
е 

га
ст

ро
ин

т
ес

т
ин

ал
ьн

ы
е 

ст
ро

м
ал

ьн
ы

е 
оп

ух
ол

и.
 

*S
ile

nt
 m

ut
at

io
ns

 in
 th

e 
12

th
 e

xo
n 

of
 P

D
G

F
R

A
 a

re
 in

di
ca

te
d 

in
 it

al
ic

s.
 *

*T
he

 r
es

t  
W

T
 G

IS
T

s.
  

N
ot

e.
 S

D
H

 –
 s

uc
ci

na
te

 d
eh

yd
ro

ge
na

se
; E

G
IS

T
–

 e
xt

ra
or

ga
ni

c 
ga

st
ro

in
te

st
in

al
 s

tr
om

al
 tu

m
or

s.



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

  2
, 

2
0

2
2

48 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ ТОМ 9 / VOL. 9

превышала 10 см. Преобладали опухоли с веретено-
клеточным (65,3 %) и смешанным вариантами стро-
ения (20,7 %), эпителиоидноклеточный вариант выяв-
лен только в 14,0 % ГИСО, чаще – в опухолях желудка. 
Высокая митотическая активность (>10 / 50 HPF) от-
мечена в 40,8 % опухолей, средняя (6–10 / 50 HPF) – 
в 29,6 %, низкая (<5 / 50 HPF) – также в 29,6 %. Некроз 
опухоли наблюдался в 64,1 % случаев. Первичные 
метастатические ГИСО отмечены у 49 (20,1 %) паци-
ентов, из них у 42 (17,1 %) больных были метастазы 
на брюшине и / или в печени и только у 7 (2,9 %) – 
в регионарных лимфоузлах (см. таблицу).

Только хирургическое лечение получили 149 из 
244 пациентов, из них у 54 (22,1 %) отсутствовали ре-
цидивы, а у 95 (38,9 %) больных возникли рецидивы, 
и они впоследствии получали таргетную терапию 
(иматиниб, сунитиниб, регорафениб). Адъювантная 
таргетная терапия была проведена после хирурги-
ческого лечения с учетом риска прогрессирования 
62 (25,4 %) пациентам. Комбинированное лечение 
с проведением неоадъювантной и адъювантной тера-
пии иматинибом получили 15 (6,1 %) пациентов 
с местно-распространенным процессом. Только тар-
гетная терапия была проведена 16 (6,6 %) пациентам 
с учетом распространенности процесса и сопутствую-
щей патологии.

Молекулярно-генетическая характеристика гастро-
интестинальных стромальных опухолей. При анали-
зе 244 пациентов мутации KIT / PDGFRA выявлены  
в 199 ГИСО: мутации KIT выявлены в 168 (68,9 %) 
и PDGFRA – в 31 (12,7 %) случаях, в 45 (18,4 %) случаях 
мутации KIT / PDGFRA не обнаружены (ГИСО дикого ти-
па) (рис. 2). Среди пациентов с мутациями KIT / PDGFRA 
преобладали женщины (116 из 199; 58,3 %), медиана 
возраста составила 57 лет. Мутации KIT наблюдались 
в опухолях различной локализации, тогда как мутации 
PDGFRA отсутствовали в ГИСО пищевода, двенадца-
типерстной и прямой кишок (рис. 3).

Наиболее распространены стромальные опухоли 
(n = 140; 57,4 %) с мутациями в 11-м экзоне KIT, ко-
дирующем подмембранный домен рецептора (41 а. к., 
p.K550-F591). В 93 (38,1 %) ГИСО определены деле-
ции, в 38 (15,6 %) – точечные замены (миссенс-мута-
ции) и в 9 (3,7 %) – дупликации в 11-м экзоне KIT. 
Мутации не нарушают рамку считывания и группиру-
ются в двух районах: на 5ʼ-конце и в центре 11-го эк-
зона KIT.

В 77 ГИСО разной локализации выявлены деле-
ции на 5ʼ-конце 11-го экзона (кодоны 550–567), ко-
дирующем алифатическую α-спираль, которая блоки-
рует активацию рецептора KIT в отсутствие лиганда 
(аутофосфорилирование по тирозинам Y568 и Y570). 
Во многих ГИСО делеции захватывают кодоны 557 /  
558 / 559 (n = 46; 18,8 %), из них в 19 ГИСО выявлена 

делеция p.W557_K558del, которая ассоциирована 
с метаста зированием [2–4, 13, 18, 21, 23]. В 2 ГИСО 
делеции начинаются в 10-м интроне KIT: p.K550_
P551del и p.K550_K558del [45]. Делеции различаются 
по размеру (1–12 кодонов), делеции одного кодона 
чаще включают кодоны 557–560: p.W557del (n = 2), 
p.K558del (n = 2), p.V559del (n = 4), p.V560del (n = 2). 
Некоторые делеции отсутствуют в базе COSMIC: 
p.M552del*, p.W557_I563del*; встречаются сложные 
делеции c инсерциями и инверсиями: p.K558P* 
(с.1672_1673delinsCC), p.W557_K558delinsCE*, p.V555_
V559 delinsAT*.

В 14 ГИСО, преимущественно в опухолях тонкой 
кишки, выявлены крупные делеции в центре 11-го эк-
зона (до 19 кодонов), включающие тирозины Y568 
и Y570: p.V555_P573delinsN (n=2), p.V555_ I571del,  
p.Q556_D572del, p.V569_Q575del и др. Ряд делеций 
также включает кодон 576: p.Y570_ L576del (n = 4),  
p.N564_L576del, p.Y570_Y578delinsV. В 2 ГИСО выяв-
лены короткие делеции: p.T574del*, p.D579del.

Миссенс-мутации KIT обнаружены в 38 (15,6 %) 
ГИСО и поражают те же кодоны, что и делеции на 5ʼ-кон-
це 11-го экзона: p.W557R (n = 5; 2,0 %), p.V559D / A / G 
(n = 16; 6,6 %) и p.V560D / G (n = 13; 5,3 %). Замены  
p.L576P / F выявлены в 3 ГИСО, хотя эти мутации до-
статочно распространены [18, 19]. Кроме того, редкие 

   BRAF (n = 6)

   NF1 (n = 2)

   SDH-дефицитные (n = 13)  /  
SDH-deficient (n = 13)

   Четырежды негативные ГИСО WT   
(n = 7) /  Quadruple WT GIST (n = 7)

   KIT/PDGFRA WT GIST (n = 17)

*Мутации, отсутствующие в базе COSMIC.

Рис. 2. Спектр мутаций в гастроинтестинальных стромальных опу-
холях (ГИСО) (n = 244) 
Fig. 2. The spectrum of mutations in gastrointestinal stromal tumors (GISTs)  
(n = 244)
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замены p.K550N, p.Y553D*, p.Y568C и p.D572G обна-
ружены одновременно с другими мутациями KIT.

В дистальной части 11-го экзона KIT в 9 (3,7 %) 
ГИСО выявлены дупликации 2–13 кодонов, включа-
ющие кодоны 576 и 577: p.L576_P577dup, p.Y570_
Y578dup, p.I571_H580dup, p.P573_L576dup, p.T574_
P585dup, p.Q575_D579dup, p.S590_F591ins13  
и p.Y578_D579dup*, p.D579_F584dup*. Дупликации 
в 11-м экзоне чаще присутствовали в ГИСО желудка 
(n = 6), у женщин (n = 6), медиана возраста пациентов 
составила 64 года.

Мутации в 9-м экзоне KIT (p.A502_Y503dup) вы-
явлены в 22 (9,0 %) ГИСО (рис. 2). Дупликации в 9-м 
экзоне характерны для опухолей тонкой кишки (n = 17), 
но также выявлены в опухолях желудка (n = 2), прямой 
кишки (n = 1) и в ЭГИСО (n = 2). Кроме того, в опу-
холи тонкой кишки была выявлена нонсенс-мутация 
в 9-м экзоне p.Q485term (c.1542C>T) одновременно 
с делецией в 11-м экзоне KIT.

Мутации в 13-м и 17-м экзонах KIT, кодирующих 
тирозинкиназные домены рецептора, присутствова-
ли в 6 ГИСО (по 1,2 % ГИСО) (см. рис. 2). Мутации 
в 13-м экзоне обнаружены в 2 опухолях желудка (p.K642Q 
и p.T632A* с.1894A>G) и в ЭГИСО (p.Y646C* с.1937A>G). 
Мутации в 17-м экзоне KIT выявлены в опухолях же-
лудка (p.D816V), тонкой кишки (p.N822K) и в ЭГИСО 
(p.D820V).

При анализе мутаций в рецидивах или метаста-
зах после лечения иматинибом опухолей c мутациями 
в 11-м экзоне KIT вторичные мутации выявлены в 7 из 
16 опухолей в 17-м экзоне: p.D820H (n = 3), p.D816H, 
p.S821C, p.N822K, p.I798I (silent). В 13-м экзоне вто-
ричные мутации обнаружены не были.

Ген PDGFRA. Мутации PDGFRA выявлены в 31 (12,7 %) 
ГИСО: в 18-м экзоне в 21 (8,6 %) и в 12-м экзоне – 

в 10 (4,1 %) ГИСО. В 14-м экзоне PDGFRA мутации 
не обнаружены (см. pис. 2, 3).

В 15 из 21 ГИСО присутствовали замены в 18-м эк-
зоне PDGFRA: в 13 (5,3 %) ГИСО выявлена мутация 
p.D842V, устойчивая к иматинибу и другим ТКИ [19–21, 
23–26], в 2 образцах обнаружена замена p.Y849N*  
(c.2545T>A). Все замены в 18-м экзоне обнаружены 
в эпителиоидноклеточных опухолях желудка. В 6 ГИСО 
выявлены делеции в 18-м экзоне: p.D842_H845del  
(n = 2), p.M844_S847delinsP, p.D842_D846delinsE, 
p.R841_D842delinsS*, p.H845_S847del*. Делеции 
в 18-м экзоне PDGFRA выявлены в опухолях желудка 
(n = 4), тонкой кишки и в ЭГИСО (см. таблицу).

В 4 (1,7 %) ГИСО желудка обнаружены миссенс-му-
тации в 12-м экзоне PDGFRA: p.R558C (n = 3) и p.S566N* 
(c.1697G>A). Кроме того, в 6 ГИСО разной локализации 
присутствовала сайлент-мутация p.P567P (c.1701A>G) 
в 12-м экзоне, однако, поскольку анализ нормальной 
ДНК не проводился, нельзя исключить SNP (однонук-
леотидный полиморфизм).

Проведенный молекулярно-генетический анализ 
выявил 14 мутаций (10 KIT и 4 PDGFRA), отсутству-
ющих в базе данных COSMIC.

Результаты исследования общей выживаемости. 
Анализ отдаленной выживаемости пациентов с ГИСО 
показал, что 20-летняя ОВ пациентов женского пола 
достоверно выше, чем у мужчин (p = 0,01); медиана ОВ 
женщин составила 149 мес, мужчин – 102 мес (рис. 4, а). 
Важным фактором прогноза является локализация опу-
холи: показатели ОВ достоверно ниже (p = 0,005) у па-
циентов с ЭГИСО (медиана 42 мес), чем у пациентов 
с ГИСО желудка (медиана 173 мес), толстой (медиана 
156 мес) или тонкой (медиана 116 мес) кишки. Наи-
лучшие показатели ОВ наблюдались у пациентов 
с ГИСО толстой кишки и желудка (рис. 4, б). Факторами 

Рис. 3. Частота мутаций KIT и PDGFRA (%) в гастроинтестинальных стромальных опухолях. ЭГИСО – экстраорганные гастроинтестиналь-
ные стромальные опухоли
Fig. 3. Frequency of KIT and PDGFRA (%) mutations in gastrointestinal stromal tumors. EGISTs – extraorganic gastrointestinal stromal tumors

80 

70 

60 

50 

40 

30 

20 

10 

0
100 %   0       0

Чи
сл

о 
сл

уч
ае

в,
 n

 / 
 N

um
be

r o
f c

as
es

, n

56,6

20,5
22,9

80,0

20,0

80,5

4,2

15,3

66,7 33,3

91,7

8,3

78,6

14,3 7,10 0 0

Пищевод / 
Esophagus

Желудок / 
Stomach

Двенадцатиперстная 
кишка / Duodenum

Тощая/
повздошная 

кишка /  
Jejunum/ileum

Ободочная 
кишка / Colon

Прямая кишка / 
Rectum

ЭГИСО / 
EGISTs

   KIT

   PDGFRA

   KIT / PDGFRA WT



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

  2
, 

2
0

2
2

50 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ ТОМ 9 / VOL. 9

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0

0      30     60    90   120  150  180  210  240  270  300  330  360
Время, мес / Time, months

0      30      60     90    120   150   180  210   240   270   300  330
Время, мес / Time, months

0      30     60    90   120  150  180  210  240  270  300  330  360
Время, мес / Time, months

0      30     60    90   120  150  180  210  240  270  300  330  360
Время, мес / Time, months

0      30      60    90    120   150   180   210  240   270   300   330
Время, мес / Time, months

0            30           60          90          120         150        180        210
Время, мес / Time, months

О
бщ

ая
 в

ы
ж

ив
ае

м
ос

ть
, %

 / 
O

ve
ra

l s
ur

vi
va

l, 
%

О
бщ

ая
 в

ы
ж

ив
ае

м
ос

ть
, %

 / 
O

ve
ra

l s
ur

vi
va

l, 
%

О
бщ

ая
 в

ы
ж

ив
ае

м
ос

ть
, %

 / 
O

ve
ra

l s
ur

vi
va

l, 
%

О
бщ

ая
 в

ы
ж

ив
ае

м
ос

ть
, %

 / 
O

ve
ra

l s
ur

vi
va

l, 
%

О
бщ

ая
 в

ы
ж

ив
ае

м
ос

ть
, %

 / 
O

ve
ra

l s
ur

vi
va

l, 
%

О
бщ

ая
 в

ы
ж

ив
ае

м
ос

ть
, %

 / 
O

ve
ra

l s
ur

vi
va

l, 
%

p = 0,010

p <0,00010

p = 0,193

p = 0,005

p = 0,007

p = 0,899

Рис. 4. Результаты анализа общей выживаемости пациентов с гастроинтестинальными стромальными опухолями (ГИСО) в зависимости от пола 
(а), локализации (б), размера опухоли (в), митотического индекса (г), мутантного статуса KIT, PDGFRA (д); 54 пациентов с ГИСО, не имевших 
рецидивов после операции (е). ЭГИСО – экстраорганные гастроинтестинальные стромальные опухоли
Fig. 4. Results of the analysis of overall survival of gastrointestinal stromal tumors (GIST) patients in accordance with sex of patients (a), tumor location (б), 
tumor size (в), mitotic counts (г), mutational status of KIT, PDGFRA (д); of 54 GIST patients without recurrences after operation (е). WT – wild type; EGIST – 
extraorganic gastrointestinal stromal tumors

  Женщины (n = 145) / Female (n = 145)
  Мужчины (n = 99) / Male (n = 99)

   Желудок (n = 122) / Stomach (n = 122)
   Тонкая кишка (n = 92) /  

Small intestine (n = 92)

  2–5 см (n = 31)
  5–10 см (n = 76)
  >10 см (n = 115)

   <5 митозов (n = 66) /  
<5 mitoses (n = 66)

   5–10 митозов (n = 66) /  
5–10 mitoses (n = 66)

   >10 митозов (n = 91) / >10 mitoses (n = 91)

  KIT (n = 168)
  PDGFRA (n = 31)
  KIT/PDGFRA WT (n = 45)

  KIT (n = 30)
  PDGFRA (n = 13)
  KIT/PDGFRA WT (n = 11)

прогноза являются размер опухоли и митотический 
индекс, что было подтверждено при анализе ОВ па-
циентов с ГИСО. Показатели ОВ досто верно ни-

же (p <0,0001) у пациентов с ГИСО размером >10 см  
(рис. 4, в) и митотическим индексом >10 митозов  
в 50 полях зрения (p = 0,007) (pис. 4, г).

   Ободочная/прямая 
кишка (n = 15) / Colon/
rectum (n = 15)

   ЭГИСО (n = 14) / EGIST 
(n = 14)

а

в

д

б

г

е
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Полученные результаты подтверждают, что ОВ па-
циентов ассоциирована с генетическими нарушения-
ми в ГИСО, хотя различия в выживаемости пациентов 
с мутациями KIT и PDGFRA не являются статистиче-
ски значимыми (р = 0,193). Показатели 5-летней ОВ 
пациентов с мутацией KIT составили 76 %, 10-летней 
ОВ – 49 %, 15–20-летней – 23 %, медиана ОВ 117 мес. 
У пациентов с мутацией PDGFRA 5-летняя ОВ соста-
вила 87 %, 10-летняя – 63 %, 15-летняя – 43 %, меди-
ана ОВ 175 мес. У 45 пациентов с ГИСО дикого типа 
5-летняя ОВ составила 76 %, 10–20-летняя ОВ – 59 %, 
медиана ОВ 250 мес (pис. 4, д).

Необходимо отметить, что у 54 пациентов после 
хирургического лечения не возникли рецидивы и има-
тиниб не назначался, поскольку ГИСО имели низкий 
риск прогрессирования. У всех пациентов наблюдалась 
хорошая выживаемость, статистически значимых разли-
чий выявлено не было, хотя они имели разные мутации. 
Для данной группы пациентов с ГИСО с мутациями 
генов KIT и PDGFRA 10-летняя ОВ составила 76 и 71 % 
соответственно, медиана достигнута не была (рис. 4, е).

Различия в выживаемости пациентов с ГИСО с му-
та циями KIT представлены на рис. 5, а. Низкие показате-
ли ОВ наблюдались у пациентов с мутацией в 9-м экзоне 
(медиана 71 мес, 5- и 10-летняя ОВ – 58 и 42 %). Опухо-
ли преимущественно локализованы в тонкой кишке, 
они менее чувствительны к ТКИ. Несколько лучшие 
показатели ОВ отмечены у пациентов с му тацией 
в 11-м экзоне KIT: медиана ОВ составила 124 мес,   
5- и 10-летняя ОВ – 80 и 51 % соответственно. Следует 
отметить, что отдаленные метастазы были у 3 из 22 
(13,6 %) пациентов с мутациями в 9-м экзоне и у 26 
из 140 (18,6 %) – с мутациями в 11-м экзоне KIT.

Первичные мутации в 13-м и 17-м экзонах KIT до-
статочно редки и характерны для ГИСО тонкой киш-
ки, но в нашей работе была только 1 опухоль тонкой 
кишки c мутацией в 17-м экзоне. Остальные мутации 
в 13-м и 17-м экзонах выявлены в опухолях желудка 
и ЭГИСО (см. таблицу). Размер 4 опухолей превышал 
10 см, 5 опухолей имели HPF >10 / 50, у 4 из 6 пациен-
тов были первичные метастазы в печень и брюшину, 
хотя медиана возраста пациентов с мутациями в 13-м 
и 17-м экзонах KIT (64 и 58 лет) выше медианы возра-
ста всех пациентов с ГИСО (56 лет). При этом 5-лет-
няя ОВ составила 23 %, медиана 27 мес, т. е. этот по-
казатель оказался значительно ниже, чем у пациентов 
с мутациями в 9-м и 11-м экзонах KIT (рис. 5, а). По-
лученные данные согласуются с тем, что ГИСО желуд-
ка с мутациями в 13-м или 17-м экзонах более агрес-
сивны, чем опухоли тонкой кишки, нечувствительны 
к иматинибу, и для их лечения применяют сорафениб, 
регорафениб, рипретиниб [24–26].

Среди 140 пациентов с мутациями в 11-м экзоне 
KIT доминируют больные (n = 93) c делециями, и их 
ОВ хуже (медиана 113 мес), чем пациентов c заменами 
и дупликациями в 11-м экзоне KIT (медиана ОВ не до-
стигнута) (pис. 5, б).

Большинство пациентов с дупликациями в 11-м эк-
зоне KIT были женского пола, медиана возраста со-
ставила 64 года, что на 5–10 лет выше среднего воз-
раста пациентов с ГИСО с другими нарушениями 
(52–54 года) (см. таблицу). Среди пациентов с ГИСО 
с дупликациями в 11-м экзоне не было ни одного слу-
чая появления отдаленных метастазов. Как видно, 
10-летняя ОВ пациентов с заменами (66 %) и дупли-
кациями в 11-м экзоне KIT (67 %) достоверно выше  
(p = 0,023), чем пациентов с делециями (43 %) (p = 0,023; 
рис. 5, б). При наличии 2 мутаций KIT (делеция и за-
мена) показатель выживаемости определялся по худ-
шему варианту (делеция).

Анализ безрецидивной выживаемости (БРВ) па-
циентов, получавших только хирургическое лечение 
(рис. 5в), показал, что имеется тенденция к более 
 высокому риску прогрессирования ГИСО (n = 8) с де-
лецией p.W557_K558del по сравнению с ГИСО с де-
лециями в центре 11-го экзона (n = 12), поражающими 
тирозины Y568 и Y570: медиана БРВ составила 
0 и 15 мес соответственно (p = 0,072), что согласуется 
с литературными данными [23]. Однако при приме-
нении иматиниба на фоне опухолевой прогрес-
сии  наблюдается увеличение ОВ пациентов с ГИСО 
с делецией p.W557_K558del (медиана ОВ 124 мес, 
10-летняя ОВ – 50 %). Таким образом, выравнивается 
статистическая разница в выживаемости пациентов 
с ГИСО с делециями в центре 11-го экзона KIT (меди-
ана ОВ – 98 мес, 10-летняя ОВ – 30 %) и с делецией 
p.W557_K558del, что может быть связано с чувстви-
тельностью к ТКИ (рис. 5, г). В пользу этого свиде-
тельствует то, что пациенты с p.W557_K558del имеют 
низкие показатели БРВ при проведении адъювантной 
терапии в течение 1 года, но не при 3-летней адъю-
вантной терапии иматинибом [23].

Особое внимание привлекают редкие случаи  
с одновременным наличием 2 мутаций в первичных 
ГИСО, обычно это молодые пациенты. В 6 ГИСО при-
сутствовали одновременно 2 мутации KIT в одних 
и тех же препаратах ДНК. В 4 ГИСО выявлены мутации 
в 11-м экзоне: 1) Y568C и p.Y570_Y578del; 2) p.K550N 
и p.K558P; 3) p.M552_K558del и p.L576F homo;  
4) p.Y553D и p.G565_567del*. Так, у 39-летнего паци-
ента с ГИСО желудка выявлены мутации 3 остатков 
тирозина (p.Y568C и p.Y570_Y578del) в 11-м экзоне, 
которые необходимы для аутофосфорилирования ре-
цептора KIT, мутации ранее одновременно описаны 
не были. Пациент не ответил на иматиниб и прожил 
всего 35 мес после операции.

Еще в 2 ГИСО выявлены одновременно мутации 
в 11-м экзоне и в 9-м или 13-м экзонах KIT. У 38-летней 
пациентки развилась опухоль тонкой кишки с делеци-
ей в 11-м экзоне p.Q556_D572del и нонсенс-мутацией 
в 9-м экзоне p.Q485term (c.1542 C>T). Пациентка про-
жила 58 мес, рецидив появился через 43 мес после ле-
чения. У 44-летней пациентки в первичной ЭГИСО 
обнаружены мутации в 11-м (p.D572G homo) и 13-м 
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Рис. 5. Результаты анализа выживаемости пациентов с гастроинтестинальными стромальными опухолями (ГИСО): а – общей выживаемости 
больных с мутациями в различных экзонах KIT; б – общей выживаемости больных с делециями, заменами и дупликациями в 11-м экзоне KIT; в – 
безрецидивной выживаемости больных с делецией p.W557_K558del и делециями в центре 11-го экзона KIT после операции; г – общей выживаемо-
сти больных с делецией p.W557_K558del и в центре 11-го экзона KIT, получавших комбинированное лечение; д – общей выживаемости больных 
с мутациями в 12-м и 18-м экзонах PDGFRA; е – общей выживаемости больных c ГИСО дикого типа
Fig. 5. Results of survival analysis of patients with gastrointestinal stromal tumor (GIST): a – overall survival of patients with mutations in different exons of KIT; 
б – overall survival of patients with deletions, substitutions and duplications in KIT exon 11; в – relapse-free survival of patients with deletion p.W557_K558del 
and deletions in the center of KIT exon 11 after operation; г – overall survival of patients with deletion  p.W557_K558del and deletions in the center of KIT exon 
11 that received combined therapy; д – overall survival of patients with mutations in PDGFRA exons 12 and 18; е – overall survival of patients with WT GIST

  KIT exon 9 (n = 22)
  KIT exon 11 (n = 140
  KIT exon 13 +17 (n = 6)

   Делеции (n = 93) /  
Deletions  (n = 93)

   Замены (n = 38) /  
Substitutions (n = 38)

  Дупликации (n = 9) / Duplications (n = 9)

Делеции против замен (р = 0,023) /  
Deletions versus substitutions (р = 0,023)

   p.W557_k558del (n = 8)
   Делеции в центре 11-го экзона 

KIT (n = 12) / Central deletions  
in KIT exon 11 (n = 38)

  p.W557_k558del (n = 19)
   Делеции в центре 11-го 
экзона KIT (n = 16) / Central 
deletions in KIT exon 11 (n = 16)

  PDGFRA exon 12 (n = 10)
  PDGFRA exon 18 (n = 21)

  BRAF (n = 6)
  SDH-дефицитные (n = 13) / SDH-deficiеnt (n = 13)
  KIT/PDGFRA WT GIST
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(p.Y646C) экзонах KIT, а также сайлент-мутации 
в 11-м экзоне KIT (p.L576L) и 18-м экзоне PDGFRA 
(p.I831I), что свидетельствует о высокой генетической 
нестабильности. После применения иматиниба была 
определена вторичная мутация в 17-м экзоне KIT 
(p.D820H), больная прожила всего 25 мес после нача-
ла наблюдения.

Пациенты с мутациями PDGFRA характеризуются 
более высокой выживаемостью, при этом нет сущест-
венных различий в локализации мутации, хотя выжи-
ваемость у пациентов с мутацией в 12-м экзоне PDGFRA 
выше, что подтверждает данные литературы. При срав-
нении пациентов с ГИСО с мутациями в 18-м и 12-м эк-
зонах PDGFRA медиана ОВ не достигнута; 5- и 10-лет-
няя ОВ при мутации в 18-м экзоне – 85 и 60 %, а для 
пациентов с мутациями в 12-м экзоне 5- и 10-летняя 
ОВ составила 90 и 77 % (рис. 5, д).

Характеристика и выживаемость пациентов с гастро-
интестинальными стромальными опухолями дикого типа 
(KIT / PDGFRA WT). Мутации KIT / PDGFRA не обнару-
жены у 45 (18,4 %) пациентов (так называемые ГИСО 
дикого типа), среди них превалировали женщины (n = 30), 
медиана возраста составила 49,5 года. Из 45 пациентов 
у 6 детей в возрасте до 19 лет диагностировали ГИСО 
желудка. Экспрессия CD117 отмечена в 81,8 % (36 / 44), 
CD34 – в 63 % (24 / 38) ГИСО дикого типа. Восемь па-
циентов имели наследственные синдромы: у 6 паци-
енток выявлена неполная триада Карнея и у 2 больных 
с ГИСО двенадцатиперстной кишки был диагности-
рован нейрофиброматоз 1-го типа.

Нельзя не отметить тенденцию к более высоким 
показателям ОВ у 45 пациентов с ГИСО дикого типа: 
10- и 20-летняя ОВ составила 59 %, медиана ОВ 250 мес 
(рис. 4, д). Однако группа пациентов с ГИСО ди кого 
типа неоднородна.

Для выявления SDH-дефицитных ГИСО был ис-
пользован ИГХ-тест на экспрессию SDHB, поскольку 
его отсутствие является маркером SDH-дефицита 
у пациентов с синдромом Карнея–Стратакиса или 
триадой Карнея и проявляется при мутации любого 
из генов SDH ввиду нарушения компоновки SDH-
комплекса [44]. Материал для исследования был до-
ступен только у 20 пациентов с ГИСО дикого типа 
и дефицит SDH был выявлен у 13 из 20 тестированных 
пациентов. Остальные 7 образцов ГИСО дикого типа, 
были SDH-компетентны и четырежды негативны 
(quad ruple-negative). Таким образом, как минимум, 
28,9 % (13 из 45) ГИСО дикого типа были SDH-
дефицитными и имели неплохую выживаемость. 
SDH-дефицитные ГИСО локализовались в желудке, 
11 из 13 пациентов – женщины, у 4 из них был наслед-
ственный синдром, медиана возраста составила 32 го-
да. У 11 из 13 (84,6 %) пациентов с SDH-дефицитным 
ГИСО возникли метастазы (см. таблицу). Тем не менее 
10-и 15-летняя ОВ составила 82 % (pис. 5, е).

Группа SDH-компетентных ГИСО дикого типа 
включала 6 из 45 (13,3 %) пациентов с мутацией 

BRAFV600E. Большинство пациенток – женщины, 
опухоли чаще возникали в желудке, метастазы отсут-
ствовали, что коррелирует с данными литературы [31]. 
Десятилетняя ОВ составила 84 %, медиана ОВ 97 мес 
(pис. 5, е).

К пациентам с ГИСО дикого типа с активацией 
MAPK-пути относятся 2 пациента с нейрофибромато-
зом 1-го типа и опухолью 12-перстной кишки с мета-
стазами на брюшине (ОВ данных пациентов состави-
ла 36 и 48 мес).

Среди остальных 24 пациентов с ГИСО дикого типа 
7 человек имели четырежды негативную (KIT / PDGFRA / 
 BRAF / SDH WT) ГИСО, и 17 человек имели опухоли 
KIT / PDGFRA WT, дальнейшее исследование мутаци-
онного статуса которых было невозможно ввиду отсут-
ствия материала. Их ОВ оказалась хуже (pис. 5, е).

ОбСУждЕНИЕ
Гастроинтестинальные стромальные опухоли – 

чрезвычайно гетерогенная группа сарком ЖКТ. Мож-
но выделить несколько подтипов ГИСО, в которых 
молекулярная характеристика достаточно четко свя-
зана с локализацией, степенью злокачественности 
и риском прогрессии опухоли.

В настоящей работе проведен анализ отдаленной 
(10–15-летней) ОВ 244 пациентов с ГИСО с различ-
ными молекулярными характеристиками. Наиболее 
распространены ГИСО с делециями 11-го экзона KIT, 
которые встречаются в различных отделах ЖКТ, чаще 
в тонкой кишке, тогда как замены и дупликации 
в 11-м экзоне чаще встречаются в опухолях желудка. 
Всего мутации в 11-м экзоне выявлены в 140 ГИСО 
(57,4 %), причем делеции в 11-м экзоне – в 38,1 % опу-
холей. Делеции в 11-м экзоне KIT обнаружены у 22 из 
49 (44,9 %) пациентов с ГИСО с первичными метаста-
зами и у 71 из 195 (36,4 %) пациентов с ГИСО без 
метастазов. Следует отметить, что в нашем исследовании 
первичные метастазы имели 20,1 % пациентов.

Дупликации в 9-м экзоне KIT превалируют в ГИСО 
тонкой кишки, но могут встречаться в опухолях раз-
ной локализации [2–4, 13, 17–20]. Медиана воз раста 
пациентов с ГИСО с мутациями в 9-м экзоне (54,5 го-
да) и делециями 11-го экзона KIT (54 года) на 5–10 лет 
меньше, чем у пациентов с заменами (59,5 года) и ду-
пликациями KIT (64 года). Любопытно, что низкие 
показатели ОВ пациентов с ГИСО с мутацией в 9-м эк-
зоне связывают не с типом мутации и не с локализа-
цией в тонкой кишке, а с внежелудочной локализа-
цией ГИСО, поскольку ОВ выше в опухолях желудка 
[10, 16–19]. В нашей выборке из 22 опухолей с мута-
цией в 9-м экзоне было 17 ГИСО тонкой кишки 
и только 2 ГИСО желудка. В то же время опухоли же-
лудка с мутациями в 13-м и 17-м экзонах KIT чрезвы-
чайно агрессивны и отличаются низкой ОВ (см. pис. 5, a), 
тогда как ГИСО тонкой кишки с мутациями в 13-м 
и 17-м экзонах KIT имеют достаточно хорошие пока-
затели БРВ [18].
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Согласно классификации Миттенена, которая яв-
ляется основой более поздних классификаций ГИСО, 
риск прогрессии определяется локализацией, разме-
ром и митотическим индексом опухоли [2, 10, 16, 18]. 
В нашем исследовании высокий митотический индекс 
(HPF >5 / 50) наблюдался в 76 % ГИСО с мутациями 
в 9-м экзоне, в 85 % – c делециями, в 60 % – с заме-
нами в 11-м экзоне и только в 33 % ГИСО с дуплика-
циями в 11-м экзоне KIT. Образцы ГИСО с дуплика-
циями в 11-м экзоне KIT имели веретеноклеточный 
фенотип, в 77 % случаев локализовались в желудке 
и пищеводе, в 66 % случаев возникли у женщин 
и не метастазировали (см. таблицу). Медиана возраста 
пациентов этой группы (64 года) значительно превы-
шала медиану возраста пациентов с ГИСО (56 лет). 
Совокупность приведенных данных объясняет более 
высокие показатели ОВ у пациентов с дупликациями 
в 11-м экзоне KIT (см. pис. 5, б).

У пациентов с ГИСО с мутациями PDGFRA пока-
затели 15-летней общей выживаемости составили 
43 %, медиана ОВ 175 мес, тогда как у пациентов с му-
тацией KIT 15-летняя выживаемость составила 23 %, 
медиана ОВ 117 мес, что свидетельствует о более бла-
гоприятном исходе заболевания. Все ГИСО с миссенс-
мутациями в 18-м и 12-м экзонах PDGFRA распола-
гались в желудке (в отличие от ГИСО с делециями 
в 18-м экзоне и сайлент-мутациями в 12-м экзоне) 
и не давали метастазов. Большинство ГИСО с мутаци-
ями PDGFRA, в отличие от ГИСО с мутациями KIT, 
имели эпителиоидный или смешанный фенотип 
(74 %, 23 / 31). Среди ГИСО с мутациями PDGFRA от-
мечен такой же процент опухолей размером >10 см 
(55 %), что и с мутациями KIT (52 %), но меньше опу-
холей с высоким митотическим индексом HRF >5 / 50 
(45 %,13 / 29), чем среди ГИСО с мутациями в 11-м эк-
зоне KIT (73 %, 94 / 129). Полученные данные подтвер-
ждают, что решающими факторами прогноза являют-
ся локализация и митотический индекс.

Среди 244 пациентов выявлено 6 ГИСО с двумя 
одновременными значимыми мутациями KIT, одна 
из которых была в 11-м экзоне. Еще в 2 ГИСО выяв-
лены мутации в 11-м экзоне и 9-м или 13-м экзонах 
KIT. Одновременное наличие нескольких мутаций KIT 
в первичной опухоли чаще наблюдалось у молодых 
пациентов и является неблагоприятным признаком. 
Такие пациенты не отвечали на иматиниб и погибали 
вскоре после начала лечения.

Плохим прогностическим признаком является на-
личие мутации KIT, начинающейся в интроне [45, 46]. 
В опухолях прямой кишки и желудка выявлены деле-
ции (p.K550_P551del и p.K550_K558del), которые на-
чинаются в 10-м интроне. Пациенты прожили всего 
73 и 36 мес, несмотря на терапию иматинибом, так как 
у них возникли рецидивы, при том что у пациентов 
с ГИСО прямой кишки и желудка достаточно высокие 
показатели ОВ, медиана 156 и 173 мес соответственно 
(cм. pис. 4, б).

Еще одним неблагоприятным фактором прогно-
за ГИСО являются гомозиготные мутации KIT [46]. 
В 9 (3,7 %) ГИСО разной локализации выявлены го-
мозиготные замены (p.V560D (n = 2), p.D572G, p.L576P, 
p.N822K) или делеции (p.E554_V559del, p.K558_
G565delinsR, p.V555_P573delinsA, p.V560_L576del), чаще 
у молодых пациентов (средний возраст – 47,7 года). 
Несмотря на таргетную терапию, пациенты прожили 
всего 20–80 мес, развились метастазы, тогда как медиана 
ОВ пациентов с мутациями KIT составляет 124 мес, 
а с миссенс-мутациями KIT – не достигнута. Таким 
образом, высокая генетическая нестабильность у мо-
лодых пациентов является неблагоприятным прогно-
стическим признаком, что коррелирует с данными 
других авторов [18].

Гастроинтестинальные стромальные опухоли раз-
личаются по ответу на терапию ТКИ, при этом опре-
деляющим является молекулярная характеристика 
опухоли. В нашей когорте были пациенты, получав-
шие различные варианты комбинированного лечения. 
Показатели общей выживаемости 54 пациентов, 
не имевших рецидивов после хирургического лечения, 
значительно выше, чем пациентов, получавших раз-
личные виды таргетной терапии, поскольку они имели 
ГИСО 1-й степени злокачественности (опухоль <5 см 
и HRF <5 / 50), несмотря на различные генетические 
нарушения (см. рис. 4, е), что подтверждает более ран-
ние наблюдения [17]. При сравнении ОВ 1000 паци-
ентов, получивших хирургическое лечение в пре- 
и постиматинибную эру, установлено, что в эпоху 
иматиниба из факторов прогноза (локализация, раз-
мер опухоли и митотический индекс) критичен только 
размер опухоли >10 см [47].

Более благоприятный прогноз имеют пациенты 
с отсутствием мутаций KIT / PDGFRA (с ГИСО дико-
го типа), хотя среди них в 2 раза выше процент мета-
статических опухолей (35,5 %; 16 / 45), чем у паци-
ентов с мутациями KIT / PDGFRA (17,0 %; 33 / 195). 
Однако группа ГИСО дикого типа неоднородна, 
метастазы имеют 0 / 6 пациентов с мутациями BRAF, 
2 / 2 – с нейрофиброматозом 1-го типа, 11 / 13 – с SDH-де-
фи цитным ГИСО и 3 / 24 – с KIT / PDGFRA WT (см. таб-
лицу, рис. 4, е).

Наилучшие показатели ОВ у пациентов с мутаци-
ями BRAF: большинство пациенток – женщины, опу-
холи чаще поражали желудок, метастазы отсутствовали, 
что коррелирует с данными литературы [31]. Под-
тверждены низкие показатели ОВ у пациентов с ГИСО 
с синдромом нейрофиброматоза 1-го типа, ГИСО 
с мутациями NF1 не отвечают на ТКИ [36, 37]. Зна-
чительно лучше ОВ у пациентов с SDH-дефицитной 
стромальной опухолью желудка, это преимуществен-
но молодые женщины, 4 из 13 имели наследственные 
синдромы, у 84,6 % (11 / 13) развились метастазы. 
Тем не менее общая 10- и 15-летняя выживаемость 
у пациентов с SDH-дефицитной ГИСО составила 82 %, 
медиана не достигнута.
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Таким образом, драйверные мутации выявлены 
в 21 из 45 ГИСО дикого типа, а для 24 опухолей гене-
тические нарушения неизвестны. Следует напомнить, 
что из них 7 опухолей представляли собой четырежды 
негативные ГИСО дикого типа (KIT / PDGFRA / BRAF / 
 SDH WT). Показатели общей 10- и 15-летней выжива-
емости 24 пациентов с ГИСО дикого типа хуже (43 %), 
чем пациентов с SDH-дефицитной ГИСО (82 %), при-
чем кривая ОВ 24 пациентов указывает на гетероген-
ность группы. Анализ клинической картины показал, 
что 6 из 24 пациентов – молодые женщины (16–38 лет), 
картина заболевания которых указывает на возмож-
ный SDH-дефицит. Однако мы не можем это прове-
рить ввиду отсутствия материала для ИГХ-анализа 
(блоков операционных биопсий).

С другой стороны, среди 24 пациентов были и по-
жилые люди (59–74 года), которые ответили на тера-
пию иматинибом и жили более 10–15 лет. В связи 
с этим следует отметить сообщение итальянских авто-
ров, которые при использовании NGS обнаружили 
среди ГИСО дикого типа 20 % случаев с мутациями 

KIT, которые не были выявлены при использовании 
прямого секвенирования по Сэнгеру из-за низкой 
(12–16 %) частоты мутантного аллеля [48]. Нельзя 
исключить, что некоторые наши пациенты также имели 
низкую частоту аллельных мутаций KIT или PDGFRA, 
которые были чувствительны к иматинибу и другим 
ТКИ, но мы их не выявили прямым секвенированием. 
Высокая чувствительность этой группы пациентов 
к ТКИ указывает на целесообразность применения 
таргетной терапии иматинибом для пациентов с ГИСО 
дикого типа. Несомненно, что для полного выявления 
драйверных мутаций в группе ГИСО дикого типа не-
обходимо применение NGS.

заКЛючЕНИЕ
Молекулярно-генетическое многообразие ГИСО от-

ражается на выживаемости пациентов, чувствительности 
опухоли к различным препаратам таргетной терапии и по-
зволяет предвидеть прогноз заболевания. Молекулярно-
генетический анализ должен быть стандартом обследова-
ния первичных и метастатических стромальных опухолей.
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Гипоксические белки VEGF A и CA IX 
и резистентность клеток сарком мягких тканей 
к химиопрепаратам: пилотный опыт ex vivo анализа

А. М. Щербаков1, Т. И. Фетисов1, Д. В. Сорокин1, В. Ю. Зиновьева1, Н. И. Моисеева1, Л. А. Лалетина1, 
Е. М. Кирилин2, А. Е. Маникайло1, Л. Я. Фомина1, Л. В. Мехеда1, А. Ю. Бохян1, Е. А. Лесовая1, Л. С. Труханова1, 
Т. Г. Горькова1, Е. Е. Антошина1, О. В. Морозова1, К. И. Кирсанов1, 3, М. Г. Якубовская1

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 
115478 Москва, Каширское шоссе, 24; 
2ФГБОУ ВО «Московский государственный университет им. М. В. Ломоносова»; Россия, 119991 Москва, Ленинские горы, 1; 
3ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов»; Россия, 117198 Москва, ул. Миклухо-Маклая, 6

К о н т а к т ы : Александр михайлович Щербаков Alex.Scherbakov@gmail.com

Введение. поиск предиктивных факторов является краеугольной задачей современной онкологии. Разработка 
большого числа новых таргетных препаратов определяет необходимость четкого предсказания хемочувствительно-
сти конкретного пациента к назначаемой терапии. в связи с этим активно ведется поиск биомаркеров прогноза 
ответа на терапию.
Цель исследования – изучение взаимосвязи между резистентностью опухолевых клеток и уровнем экспрессии CA IX 
(карбоангидразы IX) и VEGF A (фактора роста эндотелия сосудов А) в ex vivo культурах сарком мягких тканей.
Материалы и методы. в исследование были включены ex vivo культуры сарком мягких тканей, использованы реза-
зуриновый тест, иммуноблоттинг.
Результаты. получено 46 ex vivo образцов культур сарком мягких тканей, для которых с помощью резазуринового 
теста на цитотоксичность определена хемочувствительность к доксорубицину, ифосфамиду, доцетакселу, гемцита-
бину и их комбинациям. проведен анализ связи экспрессии гипоксических белков VEGF A и CA IX с резистентностью 
к химиопрепаратам. Обнаружена корреляция уровня экспрессии CA IX в гипоксии с резистентностью клеток к ифос-
фамиду и его комбинации с доксорубицином. Образцы сарком мягких тканей, обладающие высоким индексом VEGF A, 
были резистентны к доксорубицину, доцетакселу и его комбинации с гемцитабином (p <0,05).
Заключение. полученные на ex vivo культурах данные свидетельствуют о взаимосвязи гипоксического сигналинга 
и резистентности сарком мягких тканей к химиотерапии.

Ключевые слова: саркома мягких тканей, сигнальные пути, таргетная химиотерапия, прогноз индивидуальной 
чувствительности и развития лекарственной резистентности, VEGF A, CA IX

Для цитирования: Щербаков А. м., фетисов Т. и., Сорокин д. в. и др. Гипоксические белки VEGF A и CA IX и рези-
стентность клеток сарком мягких тканей к химиопрепаратам: пилотный опыт ex vivo анализа. Успехи молекулярной 
онкологии 2022;9(2):58–65. DOI: 10.10.17650/2313-805X-2022-9-2-58-65.

Hypoxia-related proteins VEGF A and CA IX and resistance of soft tissue sarcoma cells 
to chemotherapy: ex vivo pilot study

A. M. Scherbakov1, T. I. Fetisov1, D. V. Sorokin1, V. Yu. Zinovieva1, N. I. Moiseeva1, L. A. Laletina1, E. M. Kirilin2, A. E. Manikaylo1, 
L. Ya. Fomina1, L. V. Mekheda1, B. Yu. Bokhyan1, E. A. Lesovaya1, L. S. Trukhanova1, T. G. Gor’kova1, E. E. Antoshina1, 
O. V. Morozova1, K. I. Kirsanov1, 3, M. G. Yakubovskaya1

1N.N. Blokhin National Cancer Research Center, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia; 
2M.V. Lomonosov Moscow State University; 1 Leninskie gory, Moscow 119991, Russia; 
3Peoples’ Friendship University of Russia; 6 Miklukho-Maklaya St., Moscow 117198, Russia

C o n t a c t s : Aleksandr Mihaylovich Scherbakov Alex.Scherbakov@gmail.com

Introduction. The identification of predictive factors is a cornerstone task of modern oncology. The development of new 
targeted drugs determines the need for prediction of chemosensitivity of each patient to the prescribed therapy, in this 
regard, the search for biomarkers of predictive response to therapy is actively conducted.

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
mailto:Alex.Scherbakov@gmail.com
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The study objective to investigate the relationship between tumor cell resistance and the expression levels of CA IX 
(carbonic anhydrase IX) and VEGF A (vascular endothelial growth factor А) in patient-derived cultures of soft tissue 
sarcomas.
Materials and methods: ex vivo soft tissue sarcoma cell culture, resazurin test, immunoblotting.
Results. We obtained 46 ex vivo samples of soft tissue sarcoma cultures for which chemosensitivity to doxorubicin, ifos-
famide, docetaxel, gemcitabine, and their combinations was assessed by the resazurin cytotoxicity test. We analyzed the 
relationship between the expression of hypoxic proteins VEGF A and CA IX and the resistance to drugs. A correlation 
between the CA IX expression in hypoxia and cell resistance to ifosfamide and its combination with doxorubicin was 
found. Soft tissue sarcomas with high VEGF A index were resistant to doxorubicin, docetaxel, and its combination with 
gemcitabine (p <0.05).
Conclusion. The data obtained on patient-derived cultures indicate the relationship between hypoxic signaling and 
resistance of soft tissue sarcomas to chemotherapeutics.

Key words: soft tissue sarcoma, signaling pathways, targeted chemotherapy, prediction of individual sensitivity and 
development of drug resistance, VEGF A, CA IX

For citation: Scherbakov A. M., Fetisov T. I., Sorokin D. V. et al. Hypoxia-related proteins VEGF A and CA IX and resistance 
of soft tissue sarcoma cells to chemotherapy: ex vivo pilot study. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Mole-
cular Oncology 2022;9(2):58–65. (In Russ.). DOI: 10.10.17650/2313-805X-2022-9-2-58-65.

ВВЕдЕНИЕ
Наряду с хирургическим вмешательством и ра-

диотерапией в лечении сарком мягких тканей (СМТ) 
активно применяется химиотерапия [1]. При этом 
противоопухолевые препараты оказываются эффек-
тивными лишь у 20–50 % пациентов. Это в первую 
очередь связано с молекулярными особенностями 
опухолевых клеток конкретных пациентов, обуслов-
ливающими резистентность опухоли к определенным 
схемам терапии, и развитием различных форм лекар-
ственной устойчивости [2–4]. Как и все солидные 
 новообразования, СМТ при прогрессии переходят 
в состояние кислородного голодания – гипоксии. Ги-
поксия связана с тем, что в быстрорастущий опухоле-
вый узел не доставляется достаточное количество кис-
лорода, это происходит как из-за низкой плотности 
капилляров, так и из-за их функциональной незре-
лости.

Одним из основных факторов, определяющих сте-
пень злокачественности новообразования, является 
способность опухолевых клеток продуцировать белки, 
отвечающие за адаптацию к гипоксическим условиям. 
К таким белкам относятся ростовые факторы, рецеп-
торы, внутриклеточные киназы, поддерживающие 
выживаемость клеток в условиях кислородного голо-
дания. Продукция гипоксических белков в опухоли 
стимулирует различные процессы как в опухоли, так 
и в окружающих тканях. Самым известным из таких 
процессов является опухолевый неоангиогенез – про-
цесс формирования новых капилляров в опухоли [5]. 
Гипоксия индуцирует продукцию VEGF A (фактора 
роста эндотелия сосудов А) в опухолевых клетках, 
 который, в свою очередь, запускает пролиферацию 
клеток эндотелия сосудов и рост новых капилляров. 
Активный гликолитический метаболизм – важный 
фактор, поддерживающий рост опухоли. При недо-
статке кислорода основные энергетические потребно-
сти опухолевых клеток обеспечиваются через глико-
литические пути [6].

В результате жизнедеятельности злокачественных 
клеток генерируется избыток побочных продуктов ме-
таболизма, таких как лактат, CO

2
 и H+. Во избежание 

внутриклеточного ацидоза, несовместимого с биосин-
тетическими реакциями и передачей сигналов, в опу-
холевых клетках запускаются механизмы pH-регу-
ляции [6]. Устранение внутриклеточного ацидоза 
(закисления) осуществляется посредством выброса 
лактата и H+, диффузии и гидратации CO

2
 [7]. Кроме 

этого, активация механизмов pH-регуляции дает опре-
деленное преимущество опухолевым клеткам в при-
обретении агрессивного фенотипа [8]. В устранении 
клеточного ацидоза участвуют различные транспортеры 
и ферменты, такие как MCTs (monocarboxylate trans-
porters, транспортеры монокарбоксилатов) и карбоан-
гидразы. Карбоангидраза IX (CA IX) представляет 
собой связанный с опухолью мембранный гликопро-
теин (металлоэнзим), который индуцируется гипок-
сией. CA IX регулирует обратимую гидратацию угле-
кислого газа до ионов гидрокарбоната и протонов, 
принимает участие в регуляции кислотно-щелочного 
баланса в клетке и межклеточной среде [9].

Оба упомянутых белка, VEGF A и CA IX, активно 
исследуются в СМТ. В частности, ряд исследователей 
указывают на роль этих белков в прогнозе заболевания 
[10–12].

Цель исследования – изучение взаимосвязи между 
резистентностью опухолевых клеток и уровнем экс-
прессии CA IX и VEGF A в переживающих (ex vivo) 
культурах СМТ.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Характеристика СМТ. Из 46 образцов СМТ полу-

чены переживающие культуры опухолевых клеток. 
Наибольшую группу составили недифференцирован-
ные плеоморфные саркомы, было получено 16 образцов 
таких опухолей. Синовиальные саркомы и липосаркомы 
включены в исследование в количестве 10 и 9 образцов 
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соответственно. Клинико-морфологические пара-
метры больных СМТ приведены в табл. 1.
Таблица 1. Клинико-морфологические характеристики больных 
саркомами мягких тканей

Table 1. Clinical and morphological parameters of soft tissue sarcoma 
patients

Характеристика 
Characteristic

n (%) 

Гистологический тип опухоли: 
Histological type of tumor:

недифференцированные плеоморфные 
саркомы 
undifferentiated pleomorphic sarcoma
синовиальные саркомы 
synovial sarcoma
липосаркомы 
liposarcoma
другие саркомы 
other sarcomas

16 (35)

10 (22)

9 (19)

11 (24) 

Возраст, лет: 
Age, years:

<40
>40

16 (35)
30 (65) 

Пол: 
Gender:

мужской 
male
женский 
female

28 (61)

18 (39) 

Степень злокачественности: 
Grade:

G
1
–G

2
G

3

8 (17)
38 (83) 

Стадия: 
Stage:

I–II
III–IV

11 (24)
35 (76) 

Чувствительность клеток к доксорубицину, ифос-
фамиду, доцетакселу, гемцитабину и их комбинациям 
определяли с помощью резазуринового теста на цито-
токсичность, как описано C.J. Qi и соавт. и J. Rodríguez-
Corrales и соавт. [13, 14]. В исследовании использова-
ли концентрации от 6,25 до 200 % плазматического 
пика препарата, описанные в работе C.J. Qi и соавт. 
[14] (табл. 2). Хемочувствительность образцов рассчи-
тывали по формуле:

600 – ∑ (ингибирование клеточного роста 
концентрацией препарата 6,25–200 %).

Образец считали резистентным, если индекс чув-
ствительности >250 [15].

Инкубация в гипоксии и иммуноблоттинг. Клетки 
СМТ культивировали в среде DMEM (Dulbecco’s 
Modified Eagle Medium) (Gibco, США) с высоким 
уровнем глюкозы, пируватом натрия и глутамином, 
содержащей 10 % сыворотки (HyClone, США) и анти-
биотик (пенициллин-стрептомицин, «ПанЭко», Рос-

сия). Для эксперимента клетки рассевали на две 100-мм 
чашки Петри из расчета 4 млн клеток на чашку. Через 
24 ч проводили смену культуральной среды в чашках, 
затем одну чашку возвращали в инкубатор с нормок-
сией (21 % кислорода, NuAir), вторую – переносили 
в двухгазовый инкубатор с гипоксией (1 % кислорода, 
Binder). Инкубировали клетки 24 ч и затем готовили 
пробы для белкового электрофореза, как описано ра-
нее в работе A.M. Scherbakov и соавт. [16]. Иммуно-
блоттинг проводили с антителами к CA IX человека 
(CellSignaling, #5649). Нормирование результатов вы-
полняли с помощью иммуноблоттинга с антителами 
к α-тубулину (CellSignaling, #2144).

Таблица 2. Используемые в тесте ex vivo препараты и их комбина-
ции, применяемые в 100 % концентрации

Table 2. Drugs and their combinations used in in vitro assay at 100 % 
concentration

Препарат, комбинация препаратов 
Drug, drug combination

100 % концентрация 
препарата, 

мг / мл 
100 % drug  

concentration, mg / ml

Доксорубицин 
Doxorubicin

1,0

4-гидроксиифосфамид (ифосфамид) 
4-hydroxyifosfamide (ifosfamide) 

3,0

Доксорубицин + ифосфамид 
Doxorubicin + ifosfamide

1,0 + 3,0

Доцетаксел 
Docetaxel

11,3

Гемцитабин 
Gemcitabine

25,0

Доцетаксел + гемцитабин 
Docetaxel + gemcitabine

11,3 + 25,0

Определение VEGF A в культуральной среде СМТ. 
Сбор образцов культуральных сред проводили сразу 
после окончания инкубации в нормоксии и гипоксии. 
В пробирки переносили 500 мкл среды и немедленно 
замораживали при температуре –70 °С, не допускали 
повторную заморозку проб. Уровень VEGF A в образ-
цах определяли с помощью набора реактивов для им-
муноферментного анализа VEGF A Human ELISA Kit 
(Invitrogen, BMS277, Thermo Fisher Scientific, США). 
Измерение оптической плотности в плато при 450 нМ 
выполняли на спектрофотометре Thermo Fisher Sci en-
tific (США); длину волны 620 нМ использовали как 
референсную. Калибровочную кривую строили в про-
грамме OriginLab 9 и рассчитывали концентрацию 
VEGF A в образце с учетом рекомендаций производи-
теля реактивов. Статистический анализ проводили 
с помощью расчета коэффициента корреляции Спир-
мена в программе GraphPad Prism 8.4.3.
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РЕзУЛьТаТы
Были определены хемочувствительность пере-

живающих культур к доксорубицину, ифосфамиду, 
доцетакселу, гемцитабину и их комбинациям, а также 
индекс чувствительности и чувствительность для каж-
дого из препаратов (табл. 3).

Таблица 3. Хемочувствительность переживающих культур саркомы 
мягких тканей

Table 3. Chemosensitivity of patient-derived soft tissue sarcoma cultures

Препарат 
Drug

Чувствитель-
ные, n (%) 

Sensitive, n (%) 

Резистентные, 
n (%) 

Resistant, n (%)

Доксорубицин 
Doxorubicin

29 (63) 17 (37) 

Ифосфамид 
Ifosfamide

27 (59) 19 (41) 

Доксорубицин + 
ифосфамид 
Doxorubicin + ifosfamide

16 (35) 30 (65) 

Доцетаксел 
Docetaxel

38 (83) 8 (17) 

Гемцитабин 
Gemcitabine

32 (70) 14 (30) 

Доцетаксел + 
гемцитабин 
Docetaxel + gemcitabine

24 (52) 22 (48) 

Описанный подход позволил выявить резистент-
ность опухоли к определенным препаратам и провести 
выбор наиболее эффективной комбинации для каж-
дой переживающей культуры СМТ.

Все переживающие культуры СМТ инкубировали 
в течение 24 ч в нормоксии и гипоксии для определе-
ния экспрессии CA IX и VEGF A. В нормоксии в боль-
шинстве образцов не выявлена высокая экспрессия 
CA IX. На рисунке представлены типичные результаты 

иммуноблоттинга образцов СМТ с антителами к CA IX. 
В нормоксии в СМТ определялись следовые количест-
ва CA IX, перевод клеток в гипоксию приводил к зна-
чительной стимуляции экспрессии CA IX в большин-
стве исследованных образцов.

Был проведен анализ корреляций уровня CA IX 
в клетках СМТ с их чувствительностью к доксоруби-
цину, ифосфамиду, доцетакселу, гемцитабину и их 
комбинациям. В табл. 4 представлены данные по вза-
имосвязи между уровнем CA IX и индексом чувстви-
тельности СМТ. В клетках СМТ с высокой экспрессией 
CA IX обнаружена резистентность к доксорубицину, 
однако разница между группами не достигла уровня 
статистической значимости. Уровень CA IX достовер-
но коррелировал с резистентностью к ифосфамиду 
(р <0,05; коэффициент корреляции Спирмена R = 0,3). 
Анализ комбинации 2 препаратов также выявил досто-
верную положительную корреляцию (р <0,05; R = 0,3).

Во всех полученных культурах СМТ продемон-
стрировано, что гипоксия индуцирует продукцию 
VEGF A. В общей выборке СМТ не выявлена взаимо-
связь между экспрессией VEGF A и чувствительно-
стью к химиопрепаратам. Однако в группе липосарком 
мы наблюдали, что клетки с высоким уровнем экс-
прессии VEGF A в нормоксии имели высокую чувст-
вительность к гемцитабину и его комбинации с до-
цетакселом, как это отражено в табл. 5. Кроме этого, 
клетки липосарком с высокой экспрессией VEGF A 
в гипоксии также были более чувствительны к комби-
нации гемцитабина с доцетакселом. Однако в анализе 
экспрессии VEGF A при изменении условий культи-
вирования от нормоксии к гипоксии было показано, 
что образцы, обладающие высоким индексом VEGF A, 
резистентны к доксорубицину, доцетакселу и его ком-
бинации с гемцитабином (p <0,05).

Анализу роста СМТ в гипоксических условиях по-
священо достаточно много экспериментальных работ. 
Первые сообщения о снижении чувствительности 
к химиотерапии СМТ в гипоксии появились в конце 

Экспрессия CA IX в образцах саркомы мягких тканей. Клетки саркомы мягких тканей 24 ч инкубировали в нормоксии или гипоксии и затем уровень 
экспрессии CA IX определяли с помощью иммуноблоттинга. Для контроля загрузки геля и нормирования использовали антитела к α-тубулину
CA IX expression in soft tissue sarcoma. Soft tissue sarcoma cells were incubated in normoxia or hypoxia for 24 hours and then CA IX expression was determined 
by immunoblotting. Antibodies to α-tubulin were used to control gel loading and normalization

α-тубулин

CA IX

Лейомиосаркома / 
Leiomyosarcoma

Синовиальная 
саркома /  

Synovial sarcoma

Липосаркома / 
Liposarcoma

Экстраскелетная саркома 
Юинга / Extraskeletal 

Ewing’s sarcoma

Нормоксия / 
Normoxia

Нормоксия / 
Normoxia

Нормоксия / 
Normoxia

Нормоксия / 
Normoxia

Гипоксия / 
Hypoxia

Гипоксия / 
Hypoxia

Гипоксия / 
Hypoxia

Гипоксия / 
Hypoxia
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Таблица 4. Анализ взаимосвязи между уровнем CA IX и хемочувствительностью саркомы мягких тканей

Table 4. Analysis of the relationship between CA IX expression and chemosensitivity of soft tissue sarcoma

Препарат 
Drug

Саркомы мягких тканей 
(общая группа) 

Soft tissue sarcoma  
(common group) 

Плеоморфные саркомы 
Pleomorphic sarcoma

Липосаркомы 
Liposarcoma

Синовиальные саркомы 
Synovial sarcoma

CA IX 
в нормоксии 

CA IX 
in normoxia

CA IX 
в гипоксии 

CA IX 
in hypoxia

CA IX 
в нормоксии 

CA IX 
in normoxia

CA IX 
в гипоксии 

CA IX 
in hypoxia

CA IX 
в нормоксии 

CA IX 
in normoxia

CA IX 
в гипоксии 

CA IX  
in hypoxia

CA IX 
в нормоксии 

CA IX 
in normoxia

CA IX 
в гипоксии 

CA IX  
in hypoxia

Доксорубицин 
Doxorubicin

R = 0,1
p = 0,5

R = 0,2
p = 0,09

R = 0,1
p = 0,7

R = 0,1
p = 0,6

R = 0,1
p = 0,8

R = 0,02
p = 0,9

R = 0,2
p = 0,7

R = 0,4
p = 0,3

Ифосфамид 
Ifosfamide

R = 0,05
p = 0,7

R = 0,3
p <0,05

R = 0,1
p = 0,7

R = 0,4
p = 0,2

R = 0,2
p = 0,7

R = 0,1
p = 0,8

R = –0,3
p = 0,5

R = 0,4
p = 0,2

Доксорубицин + 
ифосфамид 
Doxorubicin + 
ifosfamide

R = 0,1
p = 0,61

R = 0,3
p <0,05

R = 0,3
p = 0,4

R = 0,4
p = 0,2

R = 0,2
p = 0,7

R = 0,2
p = 0,6

R = –0,3
p = 0,7

R = 0,5
p = 0,2

Доцетаксел 
Docetaxel

R = –0,2
p = 0,3

R = –0,02
p = 0,9

R = –0,1
p = 0,7

R = –0,04
p = 0,9

R = –0,3
p = 0,4

R = 0,2
p = 0,6

R = –0,5
p = 0,3

R = –0,4
p = 0,3

Гемцитабин 
Gemcitabine

R = –0,1
p = 0,5

R = 0,2
p = 0,3

R = 0,1
p = 0,9

R = 0,3
p = 0,3

R = –0,3
p = 0,4

R = –0,04
p = 0,90

R = –0,4
p = 0,4

R = –0,1
p = 0,8

Доцетаксел + 
гемцитабин 
Docetaxel + 
gemcitabine

R = –0,1
p = 0,4

R = 0,1
p = 0,7

R = 0,2
p = 0,6

R = 0,1
p = 0,6

R = –0,2
p = 0,7

R = 0,1
p = 0,8

R = –0,5
p = 0,2

R = –0,2
p = 0,6

Примечание. Здесь и в табл. 5 жирным шрифтом выделены наблюдения с p <0,05. 
Note. Here and in table 5 observations with p <0.05 are highlighted in bold.

70-х – начале 80-х годов XX века. Так, в пионерской 
работе W. M. Martin и N. J. McNally показано, что 
 саркома мыши линии WHFIB приобретает резистент-
ность к доксорубицину в гипоксических условиях [17]. 
Позднее были описаны разные in vitro и in vivo модели 
СМТ, в которых при гипоксических воздействиях фор-
мировалась радиорезистентность и резистентность 
к различным химиопрепаратам [18–21].

Адаптация СМТ к гипоксии происходит по общим 
закономерностям, характерным для всех солидных 
образований [22]. Снижение уровня кислорода при-
водит к стабилизации и активации транскрипционных 
факторов HIF, регулирующих экспрессию значитель-
ного ряда гипоксических генов. Среди белковых продук-
тов таких HIF-зависимых генов – VEGF A и CA IX – 
их экспрессия стремительно возрастает с первых часов 
кислородного голодания.

Высокая экспрессия этих факторов может способ-
ствовать более быстрой прогрессии новообразования. 
В частности, CA IX рассматривается в ряде работ 
как фактор плохого прогноза СМТ. K. Måseide и соавт. 
проанализировали 47 образцов СМТ, полученных 
из парафиновых блоков; уровень экспрессии CA IX, 
определенный в образцах иммуногистохимически, 
значительно варьировал, в 31 (66 %) из 47 образцов 
экспрессия CA IX выявлена в мембранной части 

клеток. В группе пациентов с CA IX-положительными 
СМТ определена более низкая общая выживаемость, 
чем в группе пациентов с CA IX-отрицательными опу-
холями [23]. Дальнейшее наблюдение за пациентами, 
включенными в наше исследование, позволит оценить 
возможную связь экспрессии CA IX в гипоксии с об-
щей и безрецидивной выживаемостью в соответству-
ющих группах.

VEGF A также активно исследуется как возмож-
ный фактор прогноза, влияющий на выживаемость 
больных СМТ. Так, показано, что VEGF A не является 
независимым фактором прогноза общей и безреци-
дивной выживаемости, при этом у 78 % умерших 
на момент исследования пациентов был выявлен вы-
сокий уровень VEGF A в опухоли [10]. Степень злока-
чественности опухоли значительно коррелировала 
с экспрессией VEGF A. Для опухолей низкой степени 
злокачественности характерен низкий уровень VEGF A, 
тогда как в опухолях высокой степени злокачествен-
ности выявлен высокий уровень этого показателя 
(p <0,05). T. K. Kilvaer и соавт. изучили 249 образцов 
СМТ и показали, что VEGF A – фактор прогноза без-
рецидивной выживаемости (p <0,05) в однофакторном 
анализе. При переходе к многофакторному анализу 
не было доказано, что VEGF A является независимым 
фактором прогноза; в качестве такого фактора для 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Kilvaer+TK&cauthor_id=21179485
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СМТ авторы предлагают VEGFR-3, один из рецепто-
ров семейства VEGFR [11].

Основное ограничение всех указанных работ – до-
статочно высокая вариабельность условий при заборе 
и хранении образцов СМТ. Поскольку при хирургиче-
ском вмешательстве происходит разная степень окси-
генации опухолевой ткани, можно предположить, 
что до момента процессинга образец подвергается 
достаточно длительному воздействию кислорода из ат-
мосферы. Воздействие атмосферы может значительно 
изменить уровень некоторых гипоксических факто-
ров, особенно это значимо для факторов HIF, которые 
в ответ на реоксигенацию быстро деградируют. Эти 
обстоятельства заметно осложняют изучение гипок-
сических белков в клиническом материале. Предло-
женная нами ex vivo система не имеет таких недостатков 
и позволяет стандартизировать анализ СМТ в гипок-
сии: все образцы подвергаются одинаковой обработке 

в течение 24 ч, исключена вариабельность условий 
эксперимента.

заКЛючЕНИЕ
Таким образом, в ходе данной работы получен ряд 

образцов переживающих культур СМТ, для которых 
определена чувствительность к основным химиопрепа-
ратам (доксорубицину, ифосфамиду, доцетакселу, гем-
цитабину) и их комбинациям. Впервые на ex vivo модели 
СМТ проанализирована связь хемочувствительности 
с экспрессией гипоксических белков CA IX и VEGF A. 
Экспрессия CA IX коррелировала с резистентностью 
клеток СМТ к ифосфамиду и его комбинации с доксо-
рубицином. Культуры липосарком с высоким уровнем 
экспрессии VEGF A имели высокую чувствительность 
к гемцитабину и его комбинации с доцетакселом, 
в то время как способность СМТ изменять активность 
экспрессии VEGF A в ответ на гипоксию была 

Таблица 5. Анализ взаимосвязи между уровнем VEGF A и хемочувствительностью саркомы мягких тканей

Table 5. Analysis of the relationship between VEGF A expression and chemosensitivity of soft tissue sarcoma

Препарат 
Drug

Саркомы мягких тканей 
(общая группа) 

Soft tissue sarcoma  
(common group) 

Плеоморфные саркомы 
Pleomorphic sarcoma

Липосаркомы 
Liposarcoma

Синовиальные саркомы 
Synovial sarcoma

CA IX 
в нормо-

ксии 
CA IX in 
normoxia

CA IX 
в гипок-

сии 
CA IX in 
hypoxia

Индекс* 
Index*

CA IX 
в нор-

моксии 
CA IX in 
normoxia

CA IX 
в гипок-

сии 
CA IX in 
hypoxia

Индекс* 
Index*

CA IX 
в нормок-

сии 
CA IX in 
normoxia

CA IX 
в гипок-

сии 
CA IX in 
hypoxia

Ин-
декс* 
Index*

CA IX 
в нормок-

сии 
CA IX in 
normoxia

CA IX 
в гипок-

сии 
CA IX in 
hypoxia

Индекс* 
Index*

Доксору-
бицин 
Doxorubicin

R = 0,05
p = 0,8

R = 0,02
p = 0,9

R = 
–0,05
p = 0,8

R = 0,05
p = 0,9

R = 0,09
p = 0,8

R = 0,08
p = 0,8

R = –0,2
p = 0,7

R = –0,1
p = 0,9

R = 0,8
p = 0,04

R = –0,5
p = 0,4

R = –0,5
p = 0,4

R = 0,03
p >0,9

Ифосфа-
мид 
Ifosfamide

R = 0,3
p = 0,1

R = 0,2
p = 0,2

R = 
–0,3

p = 0,1

R = 0,2
p = 0,5

R = 0,2
p = 0,5

R = –0,4
p = 0,2

R = 0,01
p >0,9

R = 0,1
p = 0,9

R = 0,3
p = 0,5

R = 0,2
p = 0,7

R = 0,2
p = 0,7

R = 
–0,8

p = 0,1

Доксору-
бицин + 
ифосфа-
мид 
Doxorubi- 
cin + ifosfa-
mide

R = 0,2
p = 0,2

R = 0,2
p = 0,4

R = 
–0,2

p = 0,2

R = 0,2
p = 0,5

R = 0,2
p = 0,6

R = –0,4
p = 0,2

R = –0,1
p = 0,8

R = –0,1
p = 0,9

R = 0,4
p = 0,3

R = –0,2
p = 0,7

R = –0,2
p = 0,7

R = 
–0,3

p = 0,6

Доцетаксел 
Docetaxel

R = 
–0,1

p = 0,8

R = 
–0,05
p = 0,8

R = 0,01
p = 0,9

R = 0,4
p = 0,1

R = 0,3
p = 0,3

R = –0,6
p = 0,06

R = –0,7
p = 0,05

R = –0,6
p = 0,1

R = 0,9
p = 

0,001

R = –0,4
p = 0,4

R = –0,4
p = 0,4

R = 0,2
p = 0,7

Гемцита-
бин 
Gemcitabine

R = 0,04
p = 0,8

R = 0,01
p = 0,9

R = 0,1
p = 0,5

R = 0,4
p = 0,2

R = 0,3
p = 0,3

R = –0,2
p = 0,5

R = –0,8
p = 0,03

R = –0,7
p = 0,1

R = 0,6
p = 0,1

R = –0,2
p = 0,7

R = –0,2
p = 0,7

R = 0,4
p = 0,4

Доцетак-
сел + гем-
цитабин 
Docetaxel + 
gemcitabine

R = 
–0,03
p = 0,8

R = 
–0,03
p = 0,9

R = 0,02
p = 0,3

R = 0,1
p = 0,6

R = 
–0,01
p = 0,9

R = –0,2
p = 0,5

R = –0,8
p = 0,02

R = –0,7
p = 0,04

R = 0,8
p = 0,04

R = –0,5
p = 0,4

R = –0,5
p = 0,4

R = 0,1
p = 0,8

*Индекс VEGF A рассчитывали как отношение уровней экспрессии показателя в гипоксии и нормоксии. 
*The VEGF A index was calculated as the ratio of the expression of in hypoxia and normoxia.
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связана с резистентностью к доксорубицину, доце-
такселу и его комбинации с гемцитабином. Получен-
ные на переживающих культурах данные свидетель-
ствуют о взаимосвязи гипоксического сигналинга 
и резистентности СМТ к химиотерапии. Дальнейшее 

развитие направления позволит оценить рациональность 
включения новых ex vivo тестов в рутинную практику, 
в частности, предстоит проследить взаимосвязь экспе-
риментальных данных и отдаленных клинических на-
блюдений.
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Резистентность клеток рака молочной железы 
к полностью трансретиноевой кислоте 
ассоциирована со снижением базального уровня 
экспрессии ядерного рецептора RARα и индукции 
экспрессии цитохромов CYP26A1 и CYP26В1

А. Д. Еникеев, А. В. Комельков, Н. В. Елкина, М. Е. Аксельрод, С. А. Кузьмичев, Е. М. Чевкина

Научно-исследовательский институт канцерогенеза ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр  
онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

К о н т а к т ы : Андрей викторович комельков komelkov@gmail.com

Введение. Ретиноевая кислота (Рк) является одним из ключевых регуляторов дифференцировки клеток и важней-
шим участником таких системных процессов в организме, как эмбриональное развитие, созревание и функциони-
рование клеток иммунной системы, ремоделирование тканей и ряд других. это соединение обладает противоопу-
холевой активностью благодаря своей способности стимулировать дифференцировку, индуцировать апоптоз 
и подавлять пролиферацию клеток злокачественных новообразований. Быстрое приобретение резистентности к Рк 
и ее аналогам клетками солидных опухолей является одной из основных проблем, ограничивающих широкое при-
менение естественных и синтетических ретиноидов в терапии злокачественных новообразований. механизмы 
развития данной резистентности остаются до сих пор малопонятными.
Цель исследования – оценка связи уровня базальной экспрессии ядерного рецептора RARα и Рк-индуцированной 
экспрессии цитохромов CYP26A1 и CYP26B1 с резистентностью клеток рака молочной железы к действию полностью 
трансретиноевой кислоты.
Материалы и методы. проведены культивирование клеточных линий, анализ чувствительности клеток рака молоч-
ной железы к действию полностью трансретиноевой кислоты, выделение РНк, обратная транскрипция и полимераз-
ная цепная реакция в реальном времени.
Результаты. в данной работе с использованием экспериментальной модели, включающей 9 линий клеток рака 
молочной железы, различающихся по уровню чувствительности к Рк, мы показали, что экспрессия матричной РНк 
гена ядерного рецептора Рк, RARα, а также уровень индукции матричной РНк генов цитохромов CYP26A1 и CYP26В1 
в ответ на обработку Рк коррелируют с Рк-чувствительностью клеток.
Заключение. Таким образом, снижение экспрессии RARα и способности катаболизировать Рк являются факторами, 
ассоциированными с Рк-резистентностью клеток рака молочной железы.

Ключевые слова: полностью трансретиноевая кислота, рак молочной железы, RARα, CYP26A1, CYP26B1, резистент-
ность к ретиноевой кислоте
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Introduction. Retinoic acid (RA) is a key regulator of cell differentiation and a critical player in such systemic process-
es in the body as embryonic development, immune system cell maturation and functioning, tissue remodeling and sev-
eral others. This compound displays an antitumor activity due to its ability to stimulate differentiation, induce apopto-
sis and inhibit proliferation of malignant cells. The rapid acquisition of resistance to RA and its analogues by solid tumor 
cells is one of the main problems limiting the widespread use of retinoids in the therapy of malignant neoplasms.  
The mechanisms of RA-resistance are still poorly understood.
The study objective – assessment of the relationship between the basal expression level of the nuclear RARα receptor 
and the RA-induced expression of the cytochromes CYP26A1 and CYP26B1 with the resistance of breast cancer cells to 
the action of all-trans-retinoic acid.
Materials and methods. Cell lines were cultured, the sensitivity of breast cancer cells to the action of fully trans-reti-
noic acid, RNA isolation, reverse transcription reaction and real-time polymerase chain reaction were analyzed).
Results. In present study, using an experimental model represented by 9 breast cancer cell lines with different level of 
sensitivity to RA, we showed that the expression of the RA nuclear receptor RARα, as well as the level of mRNA induction 
of CYP26A1 and CYP26B1 cytochromes in response to RA treatment correlate with RA-sensitivity.
Conclusion. Thus, a decreaseof RARα expression as well as the reduced ability to catabolize RA are factors associated 
with RA-resistance of breast cancer cells.

Key words: all-trans retinoic acid, breast cancer, RARα, CYP26A1, CYP26B1, resistance to retinoic acid

For citation: Enikeev A. D., Komelkov A. V., Elkina N. V. et al. Resistance of breast cancer cells to all-trans retinoic acid is 
associated with a decrease in the basal level of nuclear receptor RARα expression and induction of cytochrome CYP26A1 
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ВВЕдЕНИЕ
Внутриклеточная активность ретиноевой кислоты 

(РК) реализуется преимущественно за счет активации 
транскрипции ретиноид-респонсивных генов, к кото-
рым относятся регуляторы транспорта и метаболизма 
ретиноидов, в том числе самой РК (гены, кодирующие 
белки катаболизма ретинола (CRBP1 / 2), белки, свя-
зывающие РК в цитоплазме и транспортирующие ее 
в ядро (CRABP1 / 2), белки катаболизма РК (цитохро-
мы CYP26) и др.), гормоны (например, гормон роста) 
и ферменты, вовлеченные в синтез стероидных гормо-
нов (например, EDH17B2), мембранные рецепторы, 
различные молекулы, регулирующие состав внекле-
точного матрикса (тканевой активатор плазминогена, 
ламинин B1, β3-интегрин и др.) [1, 2]. Также РК на-
прямую или опосредованно изменяет активность клю-
чевых сигнальных путей и белков, задействованных 
в регуляции канцерогенеза и опухолевой прогрессии, 
таких как NF-κB (nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cell), ИНФγ (интерферон γ), 
TGFβ (transforming growth factor β), VEGF (vascular 
endothelial growth factor) [3–5], AP-2 [6], Btg2 [7], гены 
каспаз 7 и 9, а также активирующих их сериновых про-
теаз [5, 8] и других генов, вовлеченных в индукцию 
апоптоза. К таким генам относятся BIRC5 (сурвивин), 
Bcl-2 [9, 10], TRAIL (tumor necrosis factor-related apop-
tosis-inducing ligand, или Apo-2L), а также C / EBP (ep-
silon) (CCAAT / enhancer binding protein), UBE1L (ubiq-
uitin-activating enzyme E1-like protein) и др. Есть 
данные об РК-зависимом усилении экспрессии фак-
тора транскрипции SOX9 и опухолевого супрессора 
PDCD4 [11, 12].

Ретиноевая кислота синтезируется в клетке 
из предшественников ретинола (витамина А) и его 
эфиров и существует в виде различных изомеров: 

13-цис-РК, 9-цис-РК и полностью трансретиноевой 
кислоты (all-trans retinoic acid, ATRA). Последний яв-
ляется максимально представленной в клетке формой 
РК и обладает наибольшей транскрипционной ак-
тивностью [13, 14]. Удаление избытков РК в клетке 
осуществляется путем ее катаболизма ферментами 
семейст ва P450 системы цитохромов, что приводит 
к образованию так называемых полярных метаболи-
тов, которые являются физиологически менее актив-
ными соединениями. Наибольшей аффинностью к РК 
обладают цитохромы CYP26A1 и CYP26B1, которые 
связывают ATRA и другие изоформы РК в цитоплазме 
и катаболизируют ее до 4-ОН-RA, 4-oxo-RA и других 
соединений, защищая клетку от избытка РК в цито-
плазме и препятствуя ее попаданию в ядро [15, 16].

Транспорт РК в цитоплазме осуществляют белки 
семейства iLBP (intracellular lipid binding proteins), пре-
жде всего CRABP1 / 2 (cellular retinoic acid-binding pro-
tein), а также FABP5 (fatty acid-binding protein), кото-
рые доставляют ее в ядро, где она взаимодействует 
с рецепторами, относящимися к семейству рецепторов 
стероидных и тиреоидных гормонов [17]. Ядерные ре-
цепторы РК представляют собой лиганд-активируе-
мые транскрипционные факторы. Взаимодействие 
с лигандом приводит к их активации, а также к стиму-
ляции транскрипции генов, в промоторе которых име-
ются определенные последовательности – ретиноид-
респонсивные элементы (retinoic acid response element, 
RARE). Основными типами рецепторов, связываю-
щих РК, являются белки RAR (retinoic acid receptor), 
RXR (retinoid Х receptor), а также PPAR (peroxisomal 
proliferator-activated receptor). Максимально эффек-
тивным считается RARα, обладающий наибольшей 
аффинностью к РК. С рецепторами RAR связываются 
ATRA и 9-цис-РК. Лигандом RXR является 9-цис-РК. 
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Экспрессия рецепторов РК регулируется ими самими, 
что создает петли обратной связи, или другими рецеп-
торами того же семейства, например ERα (estrogen 
receptor α) [13, 18–20].

Опухоль-супрессорная активность РК показана 
для многих типов опухолей. Эта кислота не только 
стимулирует дифференцировку [21–24], но и снижает 
пролиферативную активность опухолевых клеток [25, 
26], активирует процесс апоптоза [27–29], а также по-
давляет ангиогенез [30, 31]. В клинической практике 
ATRA наиболее успешно используется в качестве 
основного препарата при терапии острого промиело-
цитарного лейкоза [13, 32–36]. Прошли успешные 
клинические испытания применения ретиноидов в ле-
чении некоторых форм Т-клеточной лимфомы [37]. 
Предпринимаются активные попытки использования 
ATRA и других природных и синтетических ретино-
идов в терапии онкологических заболеваний, таких 
как саркома Капоши [38], плоскоклеточный рак голо-
вы и шеи [39], нейробластома [40] и др. [3, 13, 18, 41]. 
Однако эффективность ретиноидов в терапии боль-
шинства солидных опухолей ограничена прежде всего 
в связи с быстро развивающейся устойчивостью к ним 
[3, 42, 43].

Механизмы возникновения РК-резистентности 
до сих пор не до конца понятны. Существует множе-
ство гипотез, которые можно условно разделить на не-
сколько основных групп. Согласно первой группе 
гипотез развитие РК-резистентности связано с огра-
ничением биодоступности ретиноидов, которое про-
исходит из-за снижения метаболизма ретинола, нару-
шения внутриклеточного транспорта ретинола 
и ретиноидов (в том числе самой РК), усиления их дег-
радации или удаления из клетки [44]. Устойчивость 
к РК также может быть вызвана изменением РК-зави-
симой транскрипции ретиноид-респонсивных генов, 
которая может реализовываться за счет «эпигенети-
ческого молчания» или подавления активности рецеп-
торов РК, RARα, (возможно, и других) и / или кофак-
торов, активирующих или подавляющих РК-за висимую 
транскрипцию, таких как XAB2 [45], ZNF423 [46] или 
HDAC (вторая группа гипотез) [47]. Согласно гипоте-
зам третьей группы развитие РК-резистентности об-
условлено неканонической (негеномной) активностью 
РК, которая заключается в не зависящей от транс-
крипции активации белков, играющих ключевую роль 
в процессах малигнизации клеток. Так, считается, что 
РК способна регулировать активность МАР-киназ 
ERK1 / 2 и р38, а также антиапоптотической киназы 
AKT [48, 49], что приводит к усилению злокачествен-
ного потенциала клеток и вызывает развитие устойчи-
вости к РК [50–53].

Несмотря на множество гипотез о механизмах 
формирования РК-резистентности, исследований, 
в которых бы сравнивались различные факторы, по-
тенциально определяющие устойчивость клеток к РК, 
в рамках единой экспериментальной модели ранее 

не проводилось. Недавно мы показали, что клетки ра-
ка молочной железы (РМЖ), в отличие от многих дру-
гих типов эпителиальных опухолей, характеризуются 
широким диапазоном РК-чувствительности: от пол-
ной резистентности до высокой чувствительности [54]. 
Это обусловливает перспективность данной экспери-
ментальной модели с точки зрения исследования ме-
ханизмов РК-резистентности.

В данной работе мы впервые сравнили экспрессию 
основного ядерного рецептора РК RARα, а также фер-
ментов катаболизма этой кислоты, CYP26A1 и CYP26В1, 
в клетках РМЖ с использованием панели из 9 клеточ-
ных линий, различающихся по уровню чувствитель-
ности к РК. Анализ показал наличие достоверных 
корреляций уровня РК-чувствительности с экспрес-
сией матричной РНК (мРНК) гена RARα, а также 
с уровнем индукции мРНК генов CYP26A1 и CYP26В1 
в ответ на инкубацию клеток с ATRA. Таким образом, 
для клеток РМЖ оба параметра – базальный уровень 
экспрессии ядерного рецептора РК RARα и степень 
активации ферментов катаболизма – являются фак-
торами, ассоциированными с РК-резистентностью.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Культивирование клеток. В работе были использо-

ваны 9 клеточных линий клеток РМЖ. Для культиви-
рования клеток MCF7, MDA-MB-453, MDA-MB-468, 
MDA-MB-231 и HBL100 использовали среду DMEM 
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) («ПанЭко», Рос-
сия), клеток T47D, SKBR3, HCC1954, HCC1937 – среду 
RPMI («ПанЭко», Россия). Культивирование прово-
дили в стандартных условиях (37 °C, 5 % CO

2
) в при-

сутствии глутамина (0,292 мг / мл), смеси пенициллина 
и стрептомицина (100 ед / мл и 100 мкг / мл соответст-
венно) («ПанЭко», Россия), а также 10 % эмбриональной 
телячьей сыворотки (Biological Industries, США).

Анализ чувствительности клеток к ретиноевой кис-
лоте. Полностью трансретиноевую кислоту (Merck, 
США) растворяли в диметилсульфоксиде (ДМСО) 
для приготовления стокового раствора в концент-
рации 10 мМ. Клетки высаживали в количестве 50–
300 тыс. в зависимости от клеточной линии и куль-
тивировали в течение 5 сут в присутствии ATRA 
в диапазоне концентраций 0,1–100 мкM.

В связи с тем, что ATRA не является цитотоксиче-
ским агентом [55], мы оценивали ее влияние на дина-
мику пролиферации клеток, для чего строили кривые 
роста и сравнивали количество клеток в «нулевой» 
точке и после инкубации. Клетки снимали 0,25 % рас-
твором трипсин-этилендиаминтетрауксусной кислоты 
(трипсин-ЭДТА), смешивали с красителем трипано-
вый синий 1 : 1 и подсчитывали с помощью камеры 
Горяева. В качестве контроля для каждой линии ис-
пользовали клетки, культивируемые параллельно в те-
чение того же времени в среде без ATRA, содержащей 
ДМСО в соответствующей концентрации. Количество 
живых клеток в контроле для каждой линии принимали 
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за 100 %. Чувствительность к РК оценивали в 3 повто-
рах для каждого из измерений, соответствующих каж-
дой концентрации ATRA.

Для анализа уровня экспрессии генов в присут-
ствии РК была выбрана концентрация ATRA, равная 
1 мкМ, поскольку она была минимально эффективной 
в отношении влияния РК на пролиферацию клеток 
(средняя концентрация начала снижения пролифера-
ции различных линий РК-чувствительных клеток). 
Клетки инкубировали с ATRA в течение 3 сут.

Выделение РНК. После 72 ч культивирования 
в стандартных условиях и в присутствии ATRA выде-
ляли тотальную РНК из клеток методом тризольно-
хлороформной экстракции с использованием TRI 
Reagent (Merck, США). Клетки снимали с чашки рас-
твором Версена, осаждали центрифугированием (6 мин, 
3600 об. / мин), отбирали супернатант, к осадку добав-
ляли 1 мл TRI Reagent и 200 мкл хлороформа и инку-
бировали 15 мин. После этого центрифугировали 15 мин 
при 13 200 об. / мин, отбирали верхнюю фазу и раст-
воряли ее в 200 мкл изопропанола, перемешивали 
на вортексе и инкубировали 15 мин. Затем центри-
фугировали 15 мин при 13 200 об. / мин, отбирали су-
пернатант, к осадку добавляли 750 мкл этилового спир-
та. После этого смесь центрифугировали 15 мин при 
13 200 об. / мин, отбирали супернатант, к осадку добав-
ляли 50 мкл ddH

2
0. Очистку РНК от примесей ДНК 

проводили с помощью фермента DNAse I, Am-
plification Grade (Invitrogen, США). К 2000 нг РНК до-
бавляли 1 ед ДНКазы и инкубировали 15 мин при 25 оС, 
фермент инактивировали добавлением 1 мкл 25 мМ 
EDTA при 65 оС в течение 10 мин.

Обратная транскрипция и полимеразная цепная ре-
акция в реальном времени. Для получения комплемен-
тарной ДНК (кДНК) использовали 2000 нг тотальной 
РНК и проводили реакцию обратной транскрипции 
с использованием MMLV-ревертазы (в конечной кон-
центрации 5 ед / мкл), случайного декануклеотидного 
праймера (20 мкМ) («Евроген», Россия). Реакцию про-
водили при 37 oC в течение 50 мин.

К 100 нг кДНК добавляли по 500 нМ смеси прай-
меров (см. таблицу), реакционную смесь для полиме-
разной цепной реакции в реальном времени (ПЦР-
РВ) в присутствии SYBR-green («Евроген», Россия) 
и проводили амплификацию в режиме: 95 °С, 15 с; 57 °С, 
15 с; 72 °С, 30 с – 42 цикла. Относительный уровень 
экспрессии мРНК RARα оценивали с помощью расче-
та dCt для каждой линии. Нормализацию проводили 
по количеству ПЦР-продукта гена RPL27. Изменение 
экспрессии мРНК CYP26A1, CYP26B1 при обработке 
ATRA вычисляли методом ddCt.

Статистическая обработка данных. Все данные бы-
ли получены в ходе 3 независимых экспериментов. 
Данные представлены в виде среднего со стандартным 
отклонением (SD). Для статистической оценки дан-
ных использовали двухвыборочный t-критерий Стью-
дента для зависимых и независимых выборок, крите-

рий Манна–Уитни, анализ дисперсии (ANOVA) для 
сравнения нескольких групп (с посттестом Даннетта). 
Для оценки трендов (значимости изменений перемен-
ной в ряду) применяли вариант ANOVA с проведением 
линейного анализа трендов. Различия считались ста-
тистически значимыми при р <0,05. Для проведения 
расчетов и построения графиков использовали про-
граммы GraphPad 8.3 (GraphPad Software, США) 
и SPSS 26.0 (IBM, США).

Последовательности использованных праймеров для проведения поли-
меразной цепной реакции в реальном времени

Sequences of primers used in real-time polymerase chain reaction

Ген 
Gene

Последовательность 
Sequence

RPL27

Прямой: ACCGCTACCCCCGCAAAGTG 
Forward: ACCGCTACCCCCGCAAAGTG

Обратный: CCCGTCGGGCCTTGCGTTTA 
Reverse: CCCGTCGGGCCTTGCGTTTA

RARα

Прямой: GGACATTGACCTCTGGGACA 
Forward: GGACATTGACCTCTGGGACA

Обратный: AAGG TCATGGTGTCCTGCTC 
Reverse: AAGG TCATGGTGTCCTGCTC

CYP26A1

Прямой: CCAGAAAGTGCGAGAAGAGC 
Forward: CCAGAAAGTGCGAGAAGAGC

Обратный: GTCTTCAGAGCAACCCGAAA 
Reverse: GTCTTCAGAGCAACCCGAAA

CYP26B1

Прямой: GCTGCATGATGAGTGAGGTG 
Forward: GCTGCATGATGAGTGAGGTG

Обратный: CAGGGCAAGGACTACTTGGA 
Reverse: CAGGGCAAGGACTACTTGGA

РЕзУЛьТаТы
Корреляция экспрессии ядерного рецептора RARα 

с чувствительностью клеток рака молочной железы к ре-
тиноевой кислоте. Ранее мы показали, что линии кле-
ток РМЖ в значительной степени различаются по 
уровню чувствительности / резистентности к РК, что 
позволяет использовать эти клетки в качестве удобной 
экспериментальной модели для выявления молеку-
лярных характеристик и факторов, связанных с РК-
резистентностью. Так, анализ 9 клеточных линий 
РМЖ показал, что РК оказывает выраженный анти-
пролиферативный эффект на клетки линий MCF7, 
T47D, SKBR3 и HCC1954. Снижение пролиферации 
в 2 и более раз наблюдалось при инкубации с ATRA 
уже в концентрации 0,1–1 мкМ. В то же время проли-
ферация РК-резистентных клеток (линии MDA-MB-453, 
MDA-MB-468, MDA-MB-231, HBL100, HCC1937) 
не снижалась даже при инкубации с ATRA в кон-
центрации 10–20 мкМ. Таким образом, выраженные 
различия между линиями наблюдались в диапазоне 
1–10 мкМ.

На основании полученных данных мы разделили 
исследуемые линии клеток на 2 группы, достоверно раз-
личающиеся по уровню пролиферации в присутствии 
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ATRA (p <0,001). В качестве порогового значения бы-
ла выбрана концентрация 10 мкМ. Сравнение дина-
мики пролиферации клеток РМЖ при инкубации 
с ATRA представлены на рис. 1. Также важно, что по-
роговая концентрация ATRA для разделения линий 
на РК-чувствительные и РК-резистентные выбрана 
нами произвольно. В действительности клетки можно 
расположить в некий ряд по чувствительности к РК, 
на одном конце которого будут максимально чувстви-
тельные, а на другом – максимально резистентные 
линии. Так, в группе РК-резистентных клеток выде-
ляют линии, динамика пролиферации которых не ме-
нялась по сравнению с контролем даже при инкуба-
ции с 50 мкМ ATRA (HBL100, MDA-MB-231). Среди 
РК-чувствительных линий НСС1954 характеризова-
лась наименьшей чувствительностью к РК и даже де-
монстрировала значимые различия при сравнении 
с другими линиями данной группы (p <0,01). Тем не 
ме нее при использовании концентрации ATRA 10 мкМ 
клеточные линии хорошо подразделялись на РК-чув-
ствительные и РК-резистентные (см. рис. 1).

Сравнительный анализ экспрессии RARα, прове-
денный методом обратной транскрипции и ПЦР в ре-
альном времени, выявил выраженные и достоверные 
различия между группой РК-чувствительных и РК-ре-

зистентных клеток (p <0,001) (рис. 2, а). Клетки, чув-
ствительные к РК, характеризовались более высоким 
уровнем мРНК RARα по сравнению с клетками, резис-
тентными к РК. При расчете разницы в экспрессии 
RARα между группами РК-чувствительных и РК-резис-
тентных линий методом ddCt (delta delta Cycle threshold) 
выявлено снижение экспрессии в группе резистент-
ных клеточных линий в 5,1 раза (рис. 2, б). Показатель 
ddCt вычисляли путем вычитания из полученных зна-
чений dCt для резистентных клеточных линий значе-
ний dCt для чувствительных линий. Относительное 
изменение экспрессии (разы) рассчитывали как 2-ddCt. 
Самый высокий уровень мРНК RARα был детектиро-
ван в наиболее чувствительных к РК линиях T47D 
и SKBR3, а линия НСС1954, в которой отмечено наи-
меньшее снижение среди РК-чувствительных клеток 
пролиферации при обработке ATRA, характеризо-
валась значимо меньшим уровнем экспрессии RARα 
по сравнению с другими РК-чувствительными лини-
ями (p <0,05).

Была также подтверждена гипотеза о наличии зна-
чимого тренда (линейной зависимости уменьшения 
экспрессии RARα от снижения РК-чувствительности 
(p <0,05) в группе чувствительных к РК клеточных ли-
ний. Таким образом, в данных клеточных линиях 

Рис. 1. Сравнение динамики пролиферации клеток рака молочной железы при инкубации с полностью трансретиноевой кислотой (ATRA). Ука-
зано количество живых клеток (%) после 5 сут культивирования в присутствии 10 мкМ ATRA по сравнению с контролем. Контроль: за 100 % 
взято количество живых клеток каждой линии после культивирования в течение того же времени в стандартной среде DMEM с добавлением 
диметилсульфоксида в концентрациях, соответствующих таковым при разведении ATRA. Диаграммы построены на основании средних значений 
для 3 независимых повторов эксперимента (p <0,001, дисперсионный анализ (ANOVA) с использованием посттеста Даннетта)
Fig. 1. Comparing the dynamics of breast cancer cell proliferation during their incubation with all-trans retinoic acid (ATRA). Proportion of viable cells (%) 
after 5-day cultivation with 10 µM ATRA compared to control. Control: the number of living cells of each line after their cultivation in a standard DMEM 
medium during the same time with dimethyl sulfoxide added instead of ATRA (same concentration) was considered as 100 %. The diagrams are based on the 
mean values for 3 independent repeats of the experiment (p <0.001, analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s post-hoc test)

SkBR3              T47D            MCF7         HCC1954  MDA-MB-453  HCC1937   MDA-MB-468   HLB100   MDA-MB-231
Клеточные линии / Cell lines

*p <0,05. 
**p <0,001
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экспрессия RARα изменялась сонаправленно с уров-
нем РК-чувствительности.

Обнаруженная нами корреляция уровня мРНК 
RARα с РК-чувствительностью и сонаправленное из-
менение этих характеристик в ряду исследуемых ли-
ний указывает на то, что снижение экспрессии RARα 
происходит параллельно со снижением РК-чувстви-

тельности и может быть одним из механизмов форми-
рования РК-резистентности клеток РМЖ.

Высокий уровень активации экспрессии цитохромов 
CYP26A1 и CYP26В1, чувствительных к РК клеток, при 
инкубации с ретиноевой кислотой. Для проверки гипотезы 
о связи возникновения РК-резистентности с экспресси-
ей основных ферментов, ответственных за деградацию 

Рис. 3. Соотношение относительной экспрессии CYP26А1 и CYP26В1 при отсутствии полностью трансретиноевой кислоты в клетках чувст-
вительных и резистентных к ретиноевой кислоте линий. Результаты представлены в виде значений dCt для каждого гена. Разрыв в данных для ли-
нии SKBR3 обозначает, что экспрессия CYP26A1 достоверно не детектировалась
Fig. 3. CYP26А1 / CYP26В1 relative expression ratio in the absence of all-trans retinoic acid in retinoic acid-sensitive and resistant cell lines. Results are shown 
as dCt values for each gene. A gap in the data for the SKBR3 line indicates that the expression of CYP26A1 was not reliably detected

CyP26A1

CyP26B1

Рис. 2. Анализ экспрессии гена RARα в клетках рака молочной железы с различной чувствительностью к ретиноевой кислоте (РК): а – относи-
тельная экспрессия RARα в линиях РК-чувствительных и РК-резистентных клеток. dCt – разница между Сt RARα и Ct референсного гена RPL27 
(внутренний контроль). При увеличении значения dCt экспрессия уменьшается (p <0,05; дисперсионный анализ (ANOVA) с использованием пост-
теста Даннетта); б – сравнение относительной экспрессии гена RARα в группах РК-чувствительных и РК-резистентных клеточных линий. 
Средние значения dCt в данных группах значимо различались (p <0,001; критерий Манна–Уитни)
Рис. 2. Analysis of RARα expression in breast cancer cells with different sensitivity to retinoic acid (RA): а – relative RARα expression in RA-sensitive and 
RA-resistant cell lines. dCt – difference between RARα Сt and RPL27 (reference gene) Ct (internal control). Expression decreases as dCt increases (p <0.05; 
analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s post-hoc test); б – comparison of relative RARα expression between RA-sensitive and RA-resistant cell 
lines. There was a significant difference in mean dCt between these groups (p <0,001; Mann–Whitney U test)

*p <0,05 *p <0,001
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РК, был проведен анализ уровней мРНК CYP26A1 
и CYP26В1 в клетках рассматриваемой панели линий 
РМЖ. Результаты анализа базального уровня экспрес-
сии не выявили достоверных различий между группа-
ми РК-чувствительных и РК-резистентных линий как 
для CYP26A1, так и для CYP26В1. В целом при отсутствии 
РК экспрессия CYP26A1 была достаточно низкой, осо-
бенно в некоторых РК-чувствительных линиях. А в на-
иболее чувствительной линии SKBR3 она практически 
отсутствовала: детекция сигнала происходила уже 
за пределами диапазона достоверности значений 
ПЦР-реакции (>40 циклов). Экспрессия CYP26В1 бы-
ла выше, чем CYP26А1, практически во всех линиях, 
и это соотношение не было связано с РК-чувствитель-
ностью / резистентностью (рис. 3).

Поскольку экспрессия цитохромов индуцируется 
в ответ на добавление субстрата, далее мы исследовали 
уровень активации экспрессии генов CYP26A1 и CYP26В1 
в ответ на добавление ATRA. Для этого сравнивались 
уровни мРНК CYP26A1 и CYP26В1 в стандартных усло-
виях культивации и после инкубации с 1 мкМ ATRA. 
Данная концентрация ATRA соответствовала началу 
снижения пролиферации всех РК-чув ствительных кле-
ток, но вместе с тем еще не приводила к выраженному 
подавлению роста максимально РК-чувствительных 
линий (SKBR3). Таким образом, мы оценивали ранние 
молекулярные изменения, возникающие под дейст-
вием ATRA. Результаты рассчитывались по методике 
ddCt, что соответствует разнице между уровнями 
мРНК исследуемых генов до и после обработки ATRA. 
Изменения уровней активации экспрессии CYP26A1 
и CYP26В1 в ответ на действие ATRA в клетках всех 
исследуемых линий, выраженные в относительных 
единицах (разы), по сравнению с экспрессией в отсут-
ствие ATRA, приведены на рис. 4, а и 4, б соответст-
венно.

Согласно данным, представленным на рис. 4, РК-
чувствительные линии характеризовались значитель-
но большей индукцией CYP26A1 по сравнению с груп-
пой РК-резистентных линий (p <0,001). Это означает, 
что клетки, чувствительные к РК, способны эффек-
тивнее катаболизировать эту кислоту при увеличении 
ее внутриклеточной концентрации. В случае CYP26В1 
разница в индукции экспрессии между РК-чувстви-
тельными и РК-резистентными линиями была не на-
столько ярко выражена, как в случае CYP26A1, однако 
тоже была статистически значимой (p <0,02).

Согласно полученным данным РК-резистентные 
клетки характеризуются, с одной стороны, значимо 
более низким уровнем экспрессии рецептора RARα, 
что может ограничивать реализацию транскрипцион-
ной активности РК, а с другой стороны – меньшим 
уровнем активации экспрессии цитохромов в ответ 
на обработку ATRA. Полученные результаты указыва-
ют на то, что резистентные клетки защищаются от ан-
типролиферативной опухолесупрессорной активности 
РК за счет снижения проведения РК-зависимой 

внутриклеточной сигнализации (уменьшения экс-
прессии RARa). В то же время они утрачивают способ-
ность быстро индуцировать катаболизм РК, что может 
быть, скорее, результатом, чем причиной РК-рези-
стентности. Иными словами, опухолевые клетки 
в меньшей степени «опасаются» возрастания концен-
трации РК и, соответственно, увеличения ее опухоль-
супрессорной активности, если являются РК-рези-
стентными.

ОбСУждЕНИЕ
Ретиноевая кислота является наиболее активным 

внутриклеточным ретиноидом (производным ретино-
ла, витамина А), роль которого в стимуляции диффе-
ренцировки и апоптоза, а также в снижении пролифе-
ративной активности показана для многих типов 
клеток и тканей. Несмотря на очевидный успех при-
менения РК в лечении гематопролиферативных за-
болеваний, терапия солидных опухолей на основе 
ретиноидов в качестве агентов для монотерапии или 
комбинированной терапии не показала высокой эф-
фективности или обладала кратковременным эффек-
том. Подробно результаты этих исследований пред-
ставлены в обзоре R. M. Connolly и др. [3].

Ограничение клинического применения РК 
в основном связано с быстрым развитием РК-рези-
стентности клеток опухолей. Несмотря на многочи-
сленные исследования, направленные на поиск причин 
и путей преодоления устойчивости к РК, механизмы 
ее возникновения до сих пор малопонятны. Это объ-
ясняется сложностью многоуровневых взаимодейст-
вий в системе внутриклеточного ретиноевого сигна-
линга. В процессах поддержания баланса РК внутри 
клеток задействовано множество белков, осуществля-
ющих внутриклеточный транспорт и метаболизм ре-
тинола и ретиноидов. Процессы, предшествующие 
образованию РК (ретинол–ретиналь–РК), обратимы 
и находятся в динамическом равновесии. Также обра-
тимы и реакции перехода различных стереоизомеров 
самой РК: 9-цис-РК и 13-цис-РК могут изомеризо-
ваться в ATRA и наоборот, хотя первый процесс встре-
чается чаще, поскольку ATRA, как уже говорилось, 
является наиболее транскрипционно активным изо-
мером РК [14, 56, 57].

Следующим уровнем регуляции ретиноевого сиг-
налинга является доставка РК к ядерным рецепторам, 
которая осуществляется белками CRABP1 / 2 и FABP4 / 5. 
Предполагается, что основным транспортером РК, 
способствующим проведению ее транскрипционной 
активности, выступает белок CRABP2. Функции 
CRABP1 на сегодняшний день не до конца понятны, 
но, возможно, он удерживает РК в цитоплазме, огра-
ничивая ее попадание в ядро и тем самым препятствуя 
проведению РК-зависимого сигналинга. Данные не-
которых исследований указывают на то, что этот белок 
способствует активации цитохромов CYP26 и ката-
болизму РК [58–62]. Вместе с тем есть свидетельства 
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Рис. 4. Относительная экспрессия генов CYP26A1 и CYP26В1 после инкубации с полностью трансретиноевой кислотой (ATRA) в РК-чувстви-
тельных и РК-резистентных клеточных линиях: а – относительная экспрессия CYP26A1. Разрыв в данных для линии SKBR3 характеризует си-
туацию, когда экспрессия CYP26A1 сильно (более чем в 100 раз) увеличивается после обработки ATRA при отсутствии достоверной детекции 
экспрессии в стандартных условиях культивации (p <0,001; дисперсионный анализ (ANOVA) с использованием посттеста Даннетта); б – относи-
тельная экспрессия CYP26В1. Разрыв данных для линии MCF7 характеризует ситуацию, когда экспрессия CYP26B1 после обработки ATRA увеличи-
вается сильнее (более чем в 50 раз), чем в остальных линиях (p <0,02; дисперсионный анализ (ANOVA) с использованием посттеста Даннетта)
Fig. 4. Relative expression of CYP26A1 and CYP26В1 genes in RA-sensitive and RA-resistant cell lines after their incubation with all-trans retinoic acid (ATRA): 
а – relative CYP26A1 expression. A gap in the data for the SKBR3 line indicates that CYP26A1 expression has dramatically increased (more than 100-fold 
change) after ATRA treatment, while baseline expression in standard conditions could not be reliably detected (p <0.001; analysis of variance (ANOVA) followed 
by Dunnett’s post-hoc test); б – relative expression of CYP26В1. A gap in the data for the MCF7 line indicates that CYP26B1 expression after ATRA treatment 
has increased more significantly (more than 50-fold change) than in other lines (p <0.02; analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s post-hoc test)

*p <0,001

*p <0,02
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повышения уровня CYP26A1 в ответ на высокие дозы 
РК при подавлении CRABP1 [63]. В нескольких рабо-
тах показана возможная связь белка CRABP1 с РК-ре-
зистентностью [63, 64], однако эти данные получены 
на кератиноцитах или клетках плоскоклеточного эпи-
телия. Выявлена роль белка CRABP2 в регуляции РК-
чувствительности для клеток РМЖ линии MCF7. Так, 
гиперэкспрессия CRABP2 усиливала, а подавление 
экспрессии снижало чувствительность данных клеток 
к РК [65]. Однако проведенный нами ранее анализ 
экспрессии белков CRABP1 и CRABP2 на описанной 
модели из 9 линий клеток РМЖ не выявил достовер-
ной корреляции с чувствительностью к РК [54].

Белки, связывающие РК, транспортируют ее в ядро, 
где передают RAR, RXR и PPAR, с помощью которых 
реализуется транскрипционная активность ретиное-
вой кислоты [18]. Важно отметить, что РК-связываю-
щие белки обладают избирательностью в отношении 
доставки РК к определенным рецепторам. Так, пред-
полагается, что CRABP2 транспортирует ее для взаи-
модействия с RAR и RXR, а FABP4 / 5 – для связыва-
ния с PPAR β / δ. Взаимодействие РК с различными 
рецепторами приводит, по-видимому, к активации 
транскрипции разных генов и, даже возможно, к про-
тивоположному эффекту в отношении роста и вы-
живания клеток [66].

RARβ считается опухолевым супрессором. Его 
экспрессия в опухолях часто снижена [67, 68] в связи 
с метилированием промотора и изменениями струк-
туры хроматина [69]. Эпигенетическое «молчание» 
данного белка может быть одним из механизмов воз-
никновения РК-резистентности [70]. Важно отметить, 
что экспрессия RARβ регулируется белком RARα. 
Опухоль-супрессорная функция RARβ (подавление 
пролиферации и стимуляция апоптоза) также, по-ви-
димому, осуществляется с помощью активации RARα. 
Так, РК-связанный RARα взаимодействует с последо-
вательностью RARE в промоторе RARβ, что приводит 
к активации его транскрипции и последующей транс-
активации экспрессии множества генов, задейство-
ванных в регуляции апоптоза, пролиферации и диф-
ференцировки [3].

Таким образом, ядерные рецепторы RAR могут 
быть факторами, определяющими РК-чувствитель-
ность клеток. Эта гипотеза была проверена в данной 
работе. Сравнение экспрессии RARα в РК-чувстви-
тельных и РК-резистентных клетках РМЖ показало 
достоверную корреляцию уровня мРНК данного гена 
с РК-чувствительностью. Более того, было выявлено, 
что снижение экспрессии RARα происходит сонаправ-
ленно с уменьшением РК-чувствительности в ряду 
исследуемых клеточных линий. Полученные нами 
данные согласуются с результатами работы, выпол-
ненной на клетках РМЖ с различным гормон-рецеп-
торным статусом. Авторы показали, что подавление 
RARα приводит к снижению РК-чувствительности 
клеток SKBR3. Также была выявлена коамплифика-

ция RARα с рецептором ERBB2, что указывает на связь 
РК-чувствительности с экспрессией как RARα, так 
и эстрогеновых рецепторов [71]. Эти же авторы пока-
зали, что RARβ играет большую роль в возникновении 
РК-чувствительности клеток РМЖ HCC1599 и MB-157, 
которая реализуется, в частности, за счет активации 
Notch1-зависимого сигнального пути. Было обнару-
жено, что подавление RARβ приводит к устойчивости 
данных клеток к действию РК [72].

Есть и другие свидетельства участия рецепторов 
RAR в развитии РК-чувствительности: так, в РК-ре-
зистентных линиях клеток рака пищевода T-1 и T-8 
экспрессия генов RARβ подавлена, в то время как РК-
чувствительные линии T-2, T-3, T-7, T-12 и T-13 экс-
прессируют RARβ на высоком уровне [73]. На клетках 
нейробластомы – одного из наиболее чувствительных 
к терапии РК типов солидных опухолей – показано, 
что проапоптотическая функция РК связана с протео-
сомной деградацией RARα, а гиперэкспрессия RARα 
в клетках нейробластомы приводит к повышению 
их чувствительности к РК [74].

Еще одним регулятором активности РК и потен-
циальным фактором, вовлеченным в формирование 
РК-резистентности, является система ее катаболизма, 
представленная преимущественно цитохромами се-
мейства P450 и белками CYP26. Деградация ATRA 
осуществляется преимущественно CYP26A1 и CYP26B1, 
хотя предполагается, что и другие представители дан-
ного семейства, такие как CYP3A4 и CYP2C8, могут 
участвовать в катаболизме ATRA и 13-цис-РК [75]. 
Хотя исследований, посвященных анализу связи экс-
прессии белков CYP26 с РК-чувствительностью опу-
холевых клеток, очень мало, есть гипотеза о том, что 
усиление катаболизма РК способствует РК-резистент-
ности. На этом основании даже предпринимаются 
попытки повысить эффективность терапевтического 
эффекта РК с помощью фармацевтического подавле-
ния CYP26 параллельно с назначением ATRA.

В этих целях проводились испытания целого ряда 
соединений, блокирующих метаболизм РК (retinoic 
acid metabolism-blocking agents (RAMBAs)) [75, 76]. 
Однако это не привело к преодолению РК-резистент-
ности, что объясняется рядом причин: разнообразием 
цитохромов, способных катаболизировать в той 
или иной степени различные изомеры РК (которые, 
как уже говорилось, могут переходить друг в друга), 
а также наличием большого количества петель обрат-
ной связи, регулирующих экспрессию ретиноид-ре-
спонсивных генов (к которым относятся и цитохромы 
CYP26). Примером такой связи является упомянутое 
выше возрастание уровня CYP26A1 в ответ на высокие 
дозы РК при подавлении CRABP1 [63].

Проведенный в данной работе анализ экспрессии 
CYP26A1 и CYP26В1 не выявил корреляции между 
уровнями мРНК данных генов в стандартных услови-
ях культивации и чувствительностью клеток к РК. При 
этом экспрессия CYP26В1 была выше, чем экспрессия 
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CYP26А1, практически во всех линиях. При добав-
лении ATRA она возрастала, причем уровень этой 
 индукции, особенно CYP26А1, был достоверно выше 
в РК-чувствительных клеточных линиях. То, что CYP26В1 
продемонстрировал активацию экспрессии в меньшей 
степени, чем CYP26А1, связано, по-видимому, с более 
высоким базальным уровнем мРНК CYP26В1. Неожи-
данным результатом было то, что РК-чувствительные 
клетки продемонстрировали больший уровень индук-
ции CYP26. Ожидалось, что в резистентных клетках 
катаболизм РК будет, наоборот, выше, что означа-
ло бы, что способность деградировать РК является 
фактором, способствующим развитию РК-резистент-
ности. Полученные же результаты указывают на то, 
что РК-резистентные клетки, скорее, утрачивают или 
снижают способность катаболизировать РК. Однако 
они согласуются с данными довольно давно опубли-
кованной работы B. J.M. Van Der Leede и соавт., кото-
рая была выполнена также на клетках РМЖ и показа-
ла, что индукция метаболизма РК происходит именно 
в РК-чувствительных клетках [77].

Согласно нашей гипотезе по мере приобретения 
РК-резистентного фенотипа утрачивается внутрикле-
точный баланс РК. Мы предполагаем, что в РК-чув-
ствительных клетках происходит достаточно активный 
синтез РК из предшественников благодаря активности 
ферментов метаболизма ретинола и ретиналя. Это более 
нормальное состояние клеток, при котором факторы 
синтеза и катаболизма РК сбалансированы – клетки 
синтезируют ее, проводят РК-зависимую сигнализа-

цию и, в то же время, способны быстро удалить РК 
в случае ее избытка с помощью активации экспрессии 
CYP26. Резистентные к РК клетки ограничивают про-
ведение ретиноевого сигналинга с помощью подавле-
ния рецепторов RAR и других механизмов, к которым, 
вероятно, относится и нарушение синтеза РК. Такие 
клетки «не ожидают» присутствия высокой концент-
рации РК, и, даже если ее концентрация искусственно 
повышается, она им «неопасна», т. е. не приводит 
к снижению пролиферации, как это происходит в случае 
РК-чувствительных клеток. Поэтому РК-резистент-
ные клетки снижают эффективность системы катабо-
лизма РК, что выражается в уменьшении индукции 
экспрессии CYP26 в ответ на искусственное увеличе-
ние концентрации РК. Проверка данной гипотезы 
требует дальнейших исследований, которые будут спо-
собствовать пониманию механизмов формирования 
РК-резистентности и повышению эффективности 
терапии злокачественных солидных опухолей на ос-
нове натуральных и синтетических ретиноидов.

заКЛючЕНИЕ
Таким образом, экспрессия ядерного рецептора 

ретиноевой кислоты, RARα, а также уровень активации 
экспрессии цитохромов CYP26A1 и CYP26В1 в ответ 
на обработку ATRA коррелируют с чувствительностью 
к РК клеток РМЖ. Полученные данные способствуют 
лучшему пониманию внутриклеточных механизмов 
формирования резистентности клеток РМЖ к терапии 
на основе ретиноидов.
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Иммунологические маркеры прогноза ответа 
на иммунотерапию при немелкоклеточном  
раке легкого

А. А. Мусаелян1, 2, С. В. Лапин1, М. А. Уртенова1, С. В. Одинцова1, И. В. Чистяков1, А. М. Улитин1, 
Н.Т. Исманбаев1, А. Л. Акопов1, С. В. Орлов1, 2

1ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им. акад. И. П. Павлова»  
Минздрава России; Россия, 197022 Санкт-Петербург, ул. Льва Толстого, 6–8; 
2ФГБНУ «Научно-исследовательский институт медицинской приматологии»; Россия, 354376 Краснодарский край, Сочи, 
Адлерский р-н, с. Веселое, ул. Мира, 177

К о н т а к т ы : Арам Ашотович мусаелян a.musaelyan8@gmail.com

Введение. Терапия ингибиторами контрольных точек иммунного ответа стала стандартом лечения пациентов с рас-
пространенным немелкоклеточным раком легкого. Однако, несмотря на выявление в клинической практике экспрессии 
лиганда рецептора программируемой клеточной гибели 1, определяющей эффективность терапии, до 80 % пациен-
тов с данной патологией не отвечают на лечение.
Цель исследования – оценить прогностическую роль клинических и иммунологических маркеров при использова-
нии ингибиторов контрольных точек иммунного ответа в монорежиме в ≥2 линиях распространенного немелкокле-
точного рака легкого.
Материалы и методы. в исследование включены 45 пациентов с распространенным немелкоклеточным раком лег-
кого, получавшие ингибиторы контрольных точек иммунного ответа (1-я группа), а также 30 пациентов с данной 
патологией, которым проводили в 1-й линии химиотерапию (2-я группа). У всех больных до начала лечения не было 
аутоиммунных заболеваний. Определение аутоантител, β-2-микроглобулина, неоптерина, интерлейкина 6, интер-
лейкина 18 и HLA-DRB1 в 1-й группе проводилось через 2 мес после начала терапии, а во 2-й – перед началом 
очередного цикла химиотерапии.
Результаты. в 1-й группе наличие мутаций EGFR / ALK является независимым предиктором низких показателей 
выживаемости без прогрессирования (p = 0,018). в ходе однофакторного анализа было выявлено, что нейтрофильно-
лимфоцитарное отношение до начала применения ингибиторов контрольных точек иммунного ответа <5 (p = 0,009) 
и появление иммуноопосредованных нежелательных явлений (p = 0,038) связаны с высокими показателями выжи-
ваемости без прогрессирования. в 1-й группе уровень β-2-микроглобулина был ниже при длительности ответа 
≥6 мес, чем при прогрессировании <6 мес: 1,7 и 2,9 мг / л соответственно (p <0,0001). У пациентов, получавших 
ингибиторы контрольных точек иммунного ответа, с уровнем β-2-микроглобулина ≥2,5 мг / л наблюдаются более 
низкие показатели выживаемости без прогрессирования, чем у пациентов со значением этого маркера <2,5 мг / л: 
168 дней и значение не достигнуто соответственно (p = 0,017). при длительности ответа ≥6 мес значение неопте-
рина оказалось ниже, чем при прогрессировании заболевания: 8,6 и 13,4 нмоль / л соответственно (p <0,0001). 
показатели выживаемости без прогрессирования были хуже у больных с уровнем неоптерина ≥12 нмоль / л, 
чем у больных с уровнем этого маркера <12 нмоль / л (медиана 164 дня и значение не достигнуто соответственно; 
p = 0,0007). по результатам многофакторного анализа β-2-микроглобулин ≥2,5 мг / л (p = 0,006) и неоптерин 
≥12 нмоль / л (p = 0,027) оказались независимыми предикторами более короткой выживаемости без прогрессиро-
вания. Низкие уровни интерлейкина 6 и интерлейкина 18, а также антитела к тиреоидной пероксидазе связаны 
с ответом ≥6 мес. Ген HLA-DRB1*03 ассоциирован с ответом ≥6 мес, а также с более высокими показателями выжива-
емости без прогрессирования по сравнению с другими аллельными вариантами. Уровни β-2-микроглобулина, неопте-
рина, интерлейкина 6 и интерлейкина 18 в 1-й группе по сравнению со 2-й группой оказались выше (p <0,0001).
Заключение. иммунологические маркеры могут служить перспективными прогностическими факторами у пациен-
тов с распространенным немелкоклеточным раком легкого при применении ингибиторов контрольных точек иммун-
ного ответа.

Ключевые слова: предиктивные маркеры, иммуноопосредованные нежелательные явления, немелкоклеточный рак 
легкого, иммунотерапия
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Immunological markers for predicting the response to immunotherapy in non-small cell lung cancer

A. A. Musaelyan1, 2, S. V. Lapin1, M. A. Urtenova1, S. V. Odintsova1, I.V. Chistyakov1, A.M. Ulitin1, N.T. Ismanbaev1,  
A. L. Akopov1, S. V. Orlov1, 2

1I.P. Pavlov First Saint-Petersburg State Medical University; L’va Tolstogo St., 6–8, Saint Petersburg 197022, Russia; 
2Research Institute of Medical Primatology; 177 Mira St., Veseloe village, Sochi, Adler District, Krasnodar Territory 354376, Russia

C o n t a c t s : Aram Ashotovich Musaelyan a. musaelyan8@gmail.com

Itroduction. Immune checkpoint inhibitors have become the standard of care for patients with advanced non-small cell 
lung cancer. However, despite the determination of programmed death-ligand 1 expression in clinical practice, which 
determines the effectiveness of therapy, up to 80 % of patients with non-small cell lung cancer do not respond to treat-
ment.
The study objective – investigation of the prognostic role of clinical and immunological markers during immune check-
point inhibitor monotherapy in ≥2 lines in patients with advanced non-small cell lung cancer.
Materials and methods. The study included 45 patients with advanced non-small cell lung cancer receiving pro-
grammed cell death 1  /  programmed death-ligand 1 inhibitors in monotherapy in 2 and subsequent lines (Group 1), 
as well as 30 patients with advanced non-small cell lung cancer receiving first-line chemotherapy (Group 2). All patients 
from 2 groups did not have autoimmune diseases before starting treatment. The determination of autoantibodies, 
β-2-microglobulin, neopterin, interleukin 6, interleukin 18 and the allelic variant of HLA-DRB1 in patients in the Group 1 was 
carried out 2 months after the start of therapy, and in the Group 2 – before the start of the next chemotherapy cycle.
Results. In Group 1, the presence of EGFR / ALK mutations is an independent predictor of shorter progression-free sur-
vival (p = 0.018). Also, in the univariate analysis, neutrophil-lymphocyte ratio <5 before immune checkpoint inhibitors 
(p = 0.009) and the appearance of immune-related adverse events (p = 0.038) are associated with long-term progres-
sion-free survival. In Group 1, β-2-microglobulin was lower in patients with a response duration of ≥6 months than with 
a progression <6 months: 1.7 mg / L and 2.9 mg / L, respectively (p <0.0001). Patients receiving immune checkpoint in-
hibitors with a β-2-microglobulin level ≥2.5 mg / L have a shorter progression-free survival than patients with a marker 
value <2.5 mg / L: 168 days and the value is not reached, respectively (p = 0.017). In response duration ≥6 months ne-
opterin value was lower than in disease progression: 8.6 nmol / l and 13.4 nmol / L, respectively (p <0,0001). Progres-
sion-free survival was lower in patients with neopterin ≥12 nmol / L than patients with neopterin <12 nmol / L: median 
was 164 days and the value was not reached, respectively (p = 0.0007). Based on the results of multivariate analysis, 
β-2-microglobulin ≥2.5 mg / L (p = 0.006) and neopterin ≥12 nmol / L (p = 0.027) were independent predictors of shor ter 
progression-free survival. Low levels of interleukin 6 and interleukin 18, as well as antibodies to thyroperoxidase, are 
associated with a response of ≥6 months. HLA-DRB1*03 was associated with a duration of response of ≥6 months, as well 
as a longer progression-free survival compared with other allelic variants. The levels of β-2-microglobulin, neopterin, 
interleukin 6, interleukin 18 were higher in patients in Group 1 than in patients in Group 2 (p <0.0001).
Conclusion. Immunological markers can serve as promising prognosis markers in patients with advanced non-small cell 
lung cancer during immunotherapy.

Key words: predictive markers, immune-related adverse events, non-small cell lung cancer, immunotherapy

For citation: Musaelyan A. A., Lapin S. V., Urtenova M. A. et al. Immunological markers for predicting the response to im-
munotherapy in non-small cell lung cancer. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2022; 
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ВВЕдЕНИЕ
Иммунотерапия (ИТ) считается стандартом лече-

ния пациентов с распространенным немелкоклеточным 
раком легкого (НМРЛ). Использование анти-PD-1 /  
PD-L1-антител (PD-1 – рецептор программируемой 
клеточной гибели; PD-L1 – лиганд рецептора про-
граммируемой клеточной гибели) демонстрирует луч-
шие противоопухолевый ответ и показатели общей 
выживаемости (ОВ) по сравнению с классическими 
стратегиями системной терапии [1]. Однако лишь 
у 20–30 % пациентов с местно-распространенным 
и метастатическим НМРЛ наблюдается длительный 
клинический ответ на это лечение [2]. Таким образом, 
важной проблемой является отбор пациентов, у кото-
рых применение анти-PD-1 / PD-L1 антител будет наи-
более эффективным, что позволит избежать воз-

никновения нежелательных явлений (НЯ), а также 
лишних экономических затрат [3]. Однако в связи со 
сложным характером взаимодействия опухоли и им-
мунной системы при ИТ отсутствуют специфические 
предиктивные маркеры.

В настоящее время единственным одобренным 
маркером ответа на ИТ при распространенном НМРЛ 
является экспрессия PD-L1 в опухолевых клетках [4]. 
Согласно результатам исследования KEYNOTE-024, 
у пациентов с метастатическим НМРЛ и высоким 
уровнем экспрессии PD-L1 (≥50 %) отмечается увели-
чение показателей выживаемости без прогрессирова-
ния (ВБП) и ОВ при использовании анти-PD-1-анти-
тел по сравнению со стандартной химиотерапией [5]. 
Однако применение PD-L1 в качестве предиктивного 
маркера остается противоречивым в связи с тем, 
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что больные с низкой и отрицательной его экспресси-
ей также имеют продолжительный ответ на терапию 
[6]. Это обусловлено техническими особенностями 
теста (наличием различных детектируемых платформ 
и отсутствием стандарта при оценке экспрессии PD-L1), 
пространственной гетерогенностью опухоли и ее из-
менчивостью при проведении терапии [7]. Таким 
образом, необходим поиск новых потенциальных 
маркеров ответа при НМРЛ. Одним из путей решения 
этой проблемы является исследование суррогатных 
маркеров иммунного ответа как одного из ключевых 
биологических звеньев, определяющих эффектив-
ность ИТ.

Было показано, что воспалительные маркеры, та-
кие как нейтрофильно-лимфоцитарное (НЛО) и тром-
боцитарно-лимфоцитарное отношение (ТЛО), а также 
цитокины, в частности интерлейкин 6 (ИЛ-6), явля-
ются предикторами эффективности терапии ингиби-
торами контрольных точек иммунного ответа (ИКТИО) 
[5]. Мы предположили, что маркеры активации T-кле-
точного иммунного ответа, например β-2-микро глобу-
лин (β-2-МГ) и интерлейкин 18 (ИЛ-18), и макрофа-
гов (неоптерин) могут быть использованы в качестве 
мониторинга ответа на применение ИКТИО. По-
скольку в ряде исследований показано, что иммуно-
опосредованные НЯ служат предикторами ответа 
на терапию ИКТИО, мы определяли наличие аутоан-
тител, которые являются ранним отражением аутоим-
мунных реакций, а также изучали наиболее известный 
ген в мозаике аутоиммунитета – HLA-DRB1.

Цель исследования – определение прогностиче-
ского значения клинико-морфологических и иммуно-
логических параметров при ИТ во 2-й и последующих 
линиях у пациентов с распространенным НМРЛ.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
В ретроспективное исследование были включены 

45 пациентов с местно-распространенным и метаста-
тическим НМРЛ, получавших во 2-й и последующих 
линиях анти-PD-1-(пембролизумаб, ниволумаб) или 
анти-PD-L1-антитела (атезолизумаб), а ранее – пла-
тиносодержащую химиотерапию (n = 40) или таргет-
ную терапию ингибиторами киназы анапластической 
лимфомы (anaplastic lymphoma kinase, ALK) / рецепто-
ра эпидермального фактора роста (epidermal growth 
factor receptor, EGFR) (n = 5) (1-я группа). Эти боль-
ные были разделены на 2 подгруппы в зависимости 
от продолжительности ответа на терапию: ответ ≥6 мес 
(случаи с частотой объективных ответов и стабилиза-
цией) (n = 26) и прогрессирование заболевания <6 мес 
(n = 19).

В связи с тем, что до начала ИТ у многих пациен-
тов не определяли большинство иммунологических 
маркеров, была выделена 2-я группа, в которой оце-
нивали иммунологические параметры при проведении 
химиотерапии в качестве суррогатной нулевой точки для 
больных, получающих анти-PD-1 / PD-L1-анти тела 

во 2-й и последующих линиях. Во 2-ю группу вошли 
30 больных НМРЛ, получавших платиносодержащий 
дуплет. Клинико-эпидемиологическая характеристика 
этих пациентов представлена в табл. 1.

У всех пациентов, включенных в исследование, 
до начала системного лечения в анамнезе не было 
 аутоиммунных заболеваний. Также до анти-PD-1 / PD-
L1-терапии у больных исследуемой группы уровень 
тиреотропного гормона соответствовал референтному 
значению. У всех пациентов 1-й группы были взяты 
образцы сыворотки крови для определения иммуно-
логических маркеров через 2 мес от начала анти-PD-1 /  
PD-L1 терапии. Забор крови осуществлялся до начала 
цикла, а также сразу после окончания введения пре-
парата для изучения уровня цитокинов (рис. 1). С целью 
определения динамики изменения иммунологических 
параметров у 16 пациентов 1-й группы дополнительно 
были взяты образцы периферической крови до ИТ 
и через 6 мес от начала лечения. У больных 2-й группы 
забор биоматериала проводили перед очередным ци-
клом химиотерапии.

Во всех группах были определены аутоантитела, 
ассоциированные с наличием иммуноопосредованных 
НЯ, развивающихся на фоне приема ИКТИО: анти-
нуклеарный фактор (АНФ), антитела к цитоплазме 
нейтрофилов класса IgG (АНЦА), экстрагируемым 
ядерным антигенам, тиреопероксидазе (анти-ТПО), 
β-2-гликопротеину (анти-β-2-ГП), микросомам пече-
ни и почек, митохондриям (АМА), гладким мышцам 
(АГМА), модифицированному цитруллинированному 
виментину (анти-MCV), антикардиолипиновые анти-
тела класса IgG и IgM (АКА). Также были исследованы 
такие воспалительные маркеры, как β-2-МГ, неопте-
рин, ИЛ-6 и ИЛ-18.

Определение иммунологических маркеров. Иссле-
дование иммунологических параметров осуществля-
лось с помощью иммуноферментного анализа с при-
менением наборов реагентов фирм ORGENTEC 
Diagnostika GmbH (Германия) (для определения анти-
тел к экстрагируемым ядерным антигенам, АКА и ан-
ти-MCV); EUROIMMUN Medizinische Labordiagnos-
tika AG (Германия) (для определения анти-ТПО, 
анти-β-2-ГП); IBL International GmbH (Германия) 
(для определения неоптерина); «Вектор-Бест» (Рос-
сия) (для определения ИЛ-6 и ИЛ-18). Антинуклеар-
ный фактор, АНЦА, АМА и АГМА выявляли путем 
непрямой иммунофлюоресценции с использованием 
коммерческих тест-систем компании EUROIMMUN 
Medizinische Labordiagnostika AG (Германия). Концен-
трацию β-2-МГ измеряли с помощью иммунотурби-
диметрического исследования с использованием на-
бора Biosystems S. A. (Испания). С учетом того, что 
на значение этого маркера в крови влияет функция 
почек, у всех пациентов был определен уровень кре-
атинина до ИТ и через 2 мес после нее.

С целью выявления групп аллелей гена HLA-DRB1 
у всех пациентов из лейкоцитов периферической 
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Таблица 1. Клинико-эпидемиологическая характеристика пациен-
тов, включенных в исследование

Table 1. Clinico-epidemiological data of patients included in the study

Показатель 
Parameter

1-я группа 
Group 1

2-я группа 
Group 2

p

Пол, абс. (%): 
Gender, abs. (%):

мужской 
male
женский 
female

30 (66,7)

15 (33,3) 

21 (70,0)

9 (30,0) 

0,806

Возраст: 
Age:

медиана (интерквар-
тильный размах), лет 
median (interquartile 
range), years
<60, абс. (%) 
<60, abs. (%)
>60, абс. (%) 
>60, abs. (%) 

62 (59–69)

25 (55,6,0)

30 (44,4,0) 

64 (59–70)

12 (40,0)

18 (60,0) 

0,655

Гистологический тип, 
абс. (%): 
Histological type, abs. (%):

плоскоклеточная 
карцинома 
squamous cell carcinoma
аденокарцинома 
adenocarcinoma

27 (60,0)

18 (40,0) 

18 (60,0)

12 (40,0) 

1,0

Стадия заболевания, 
абс. (%): 
Stage of disease, abs. (%):

местно-распростра-
ненный 
locally advanced
метастатический 
metastatic

9 (20,0)

36 (80,0) 

6 (20,0)

24 (80,0) 

1,0

Прогрессирование 
заболевания <6 мес, 
абс. (%): 
Disease progression within 
6 months, abs. (%):

да 
yes
нет 
no

19 (42,2)

26 (57,8) 

17 (56,7)

13 (43,3) 

0,220

Иммунотерапия, 
абс. (%): 
Immunotherapy, abs. (%):

ниволумаб 
nivolumab
пембролизумаб 
embrolizumab
атезолизумаб 
atezolizumab

12 (26,7)

29 (64,4)

4 (8,9) 

 –  – 

Линия системной 
терапии, абс. (%): 
Line of systemic therapy, 
abs. (%):

2-я 
2nd

3-я 
3rd

36 (80,0)

9 (20,0) 

 –  – 

Терапия в 1-й линии, 
абс. (%): 
First-line therapy, abs. (%):

химиотерапия 
chemotherapy
ингибиторы ALK 
ALK inhibitors
ингибиторы EGFR 
EGFR inhibitors

40 (88,9)

3 (6,7)

2 (4,4) 

 –  – 

Мутационный статус, 
абс. (%): 
Mutational status, abs. (%):

EGFR+
ALK+
EGFR / ALK–
нет данных 
no data

2 (4,4)
3 (6,7)

21 (46,7)
19 (42,2) 

 –  – 

Статус PD-L1 
на опухолевых 
клетках, абс. (%): 
PD-L1 expression 
on tumor cells, abs. (%):

<1 %
1–49 %
>50 %

16 (35,6)
20 (44,4)
9 (20,0) 

 –  – 

Примечание. ALK – киназа анапластической лимфомы; 
EGFR – рецептор эпидермального фактора роста; PD-L1 – 
лиганд рецептора программируемой клеточной гибели 1. 
Note. ALK – anaplastic lymphoma kinase; EGFR – epidermal growth 
factor receptor; PD-L1 – programmed death ligand-1.

Рис. 1. Дизайн взятия образцов периферической крови у пациентов, получающих иммунотерапию. Стрелки указывают на временные точки 
взятия образцов для исследования
Fig. 1. Design of peripheral blood sampling from patients receiving immunotherapy. The arrows indicate the time points of sampling for research

Первое введение 
препарата / First 

administration of drug

Введение препарата примерно через 
2 мес / Administration of the drug  

after in about 2 months

Введение препарата примерно  
через 6 мес / Administration of the drug  

after in about 6 months
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крови с помощью набора реагентов ПРОБА-РАПИД-
ГЕНЕТИКА («ДНК-Технология», Россия) в соответ-
ствии с инструкцией производителя была выделена 
геномная ДНК. Типирование 13 групп аллелей гена 
HLA-DRB1 проводили методом полимеразной цепной 
реакции в реальном времени с применением набора 
HLA-ДНК-ТЕХ («ДНК-Технология», Россия). Так-
же были получены данные о НЛО и ТЛО пациентов 
1-й и 2-й групп до терапии и через 2 мес от ее начала, 
которые могут служить потенциальными предиктив-
ными маркерами ответа на анти-PD-1 / PD-L1-анти-
тела.

Радиологическая оценка ответа на проводимую 
терапию (с использованием компьютерной томогра-
фии) осуществлялась согласно критериям Response 
evaluation criteria in solid tumors 1.1 (RECIST 1.1). В 1-й 
и 2-й группах первичными конечными точками при 
оценке ответа на терапию стали степень ответа и про-
должительность лечения >6 мес. Вторичной конечной 
точкой было определение ВПБ. Медиана наблюдения 
составила 6,5 мес (интерквартильный размах – 4,8–
9,5 мес).

Статистический анализ. Статистический анализ 
полученных данных проводили с помощью програм-
мы GraphPad Prism (версия 9.3.0; GraphPad Software 
Inc., США). Точный тест Фишера использовали для 
сравнения качественных признаков, критерий Шапи-
ро–Уилка – для оценки нормальности распределения 
количественных показателей для каждой исследуемой 
группы. Различия количественных признаков между 
2 группами определяли с помощью U-кри терия Ман-
на–Уитни. Для определения возможности прогнози-
рования раннего прогрессирования заболевания 
с помощью исследуемых маркеров, а также оптималь-
ных пороговых значений иммунологических марке-
ров с целью последующего анализа ВБП применяли 
ROC-анализ. В 2 подгруппах пациентов с разными 
показателями иммунологических маркеров для вы-
явления различий в показателях ВБП использова-
ли логарифмический ранговый критерий. Влияние 
на ВБП клинико-морфологических данных и имму-
нологических маркеров оценивали с помощью одно- 
и многофакторного регрессионного анализа Кокса. 
Результаты считались статистически значимыми при 
p <0,05.

РЕзУЛьТаТы
Клинико-морфологические параметры и ответ 
на иммунотерапию
В 1-й группе пациенты с длительностью ответа ≥6 мес 

и ранним прогрессированием заболевания (<6 мес) 
не различались по возрасту, полу, статусу по шкале 
Восточной кооперативной онкологической группы 
(Eastern Cooperative Oncology Group, ECOG), статусу 
курения, индексу массы тела, гистологическому типу 
опухоли, мутационному статусу и уровню экспрессии 
PD-L1 на опухолевых клетках (p >0,05). Взаимосвязи 

ответа на проводимую ИТ со значениями НЛО и ТЛО 
до лечения и через 2 мес от его начала выявлено не бы-
ло (p >0,05).

Однофакторный регрессионный анализ показал, 
что отсутствие мутаций в гене EGFR или транслокаций 
ALK (отношение рисков (ОР) 5,18; 95 % доверитель-
ный интервал (ДИ) 0,75–22,68; p = 0,045) и НЛО <5 
(ОР 8,02; 95 % ДИ 1,21–32,24; p = 0,009) ассоцииро-
вано с высокими показателями ВБП (табл. 2). Согласно 
результатам многофакторного анализа, только нали-
чие мутаций EGFR / ALK (ОР 8,13; 95 % ДИ 1,13–64,97; 
p = 0,018) было независимым предиктором более ко-
роткой ВБП.

В 1-й группе при применении ИКТИО в 37,8 % 
случаев развились иммуноопосредованные НЯ. 
При этом отмены терапии не потребовалось. Во всех 
случаях отмечалась токсичность I–II степени. У паци-
ентов с НЯ наблюдались такие заболевания, как ауто-
иммунный тиреоидит (n = 7), экзантема (n = 4), гепа-
тит (n = 3), пульмонит (n = 2), колит (n = 1). Появление 
иммуноопосредованных НЯ было взаимосвязано 
с продолжительностью ответа ≥6 мес: НЯ наблюдались 
в 53,9 % (14 / 26) случаев ответа ≥6 мес и в 15,8 % 
(3 / 19) случаев прогрессирования заболевания <6 мес 
(p = 0,013). Однофакторный регрессионный анализ по-
казал, что появление иммуноопосредованных НЯ ассо-
циировано с более продолжительной ВБП (ОР 2,88; 
95 % ДИ 1,10–8,45; p = 0,038). Однако в ходе много-
факторного анализа этой взаимосвязи обнаружено 
не было (p = 0,064).

ИММУНОЛОгИчЕСКИЕ МаРКЕРы И ОТВЕТ 
На ИММУНОТЕРаПИю
Бета-2-микроглобулин. Было показано, что уровни 

креатинина у пациентов до ИТ и через 2 мес после нее 
соответствовали референтным значениям. Это свиде-
тельствует об отсутствии влияния снижения почечно-
го клиренса на данный показатель. У пациентов с дли-
тельностью ответа на терапию ≥6 мес уровень β-2-МГ 
через 2 мес после лечения оказался значительно ниже, 
чем у пациентов с прогрессированием заболевания 
в течение 6 мес: медиана этого показателя составила 
1,7 мг / л (95 % ДИ 1,6–2,3 мг / л) и 2,9 мг / л (95 % ДИ 
2,5–3,3 мг / л) соответственно (p <0,0001) (рис. 2). 
У 16 пациентов 1-й группы в 2 контрольных точках – 
через 2 и 6 мес от начала терапии – не наблюдалось 
различий в уровне β-2-МГ.

Площадь под ROC-кривой (area under curve, AUC) 
для данного маркера при прогнозировании раннего 
прогрессирования заболевания составила 0,842 (95 % 
ДИ 0,722–0,962; p <0,0001). Его оптимальное поро-
говое значение – 2,5 мг / мл. У пациентов с уровнем 
β-2-МГ ≥2,5 мг / мл показатели ВБП оказались статис-
тически значимо ниже, чем у пациентов с уровнем 
этого маркера <2,5 мг / мл: медиана составила 168 дней 
и значение не достигнуто соответственно (ОР 2,8; 
95 % ДИ 1,2–6,9; p = 0,017) (рис. 3). Также в ходе 
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Таблица 2. Результаты однофакторного и многофакторного регрессионного анализа клинико-морфологических и иммунологических параме-
тров, связанных с выживаемостью без прогрессирования

Table 2. Results of univariate and multivariate regression analysis of clinical, morphological and immunological parameters associated with progression-free 
survival

Показатель 
Parameter

Однофакторный анализ 
Univariate analysis

Многофакторный анализ 
Multivariate analysis

ОР (95 % ДИ) 
HR (95 % CI) 

p ОР (95 % ДИ) 
HR (95 % CI) 

p

Возраст (≥75 vs <75 лет)  
Age (≥75 vs <75 years) 

1,41 (0,49–3,20) 0,332  –  – 

Пол (мужской vs женский) 
Gender (male vs female) 

1,03 (0,36–2,65) 0,914  –  – 

Статус по шкале ECOG (0 / 1 vs 2 / 3) 
ECOG status (0 / 1 vs 2 / 3) 

1,11 (0,56–2,49) 0,834  –  – 

Статус курения (курившие / курящие vs. некурящие) 
Smoking status (former / current vs never) 

1,53 (0,43–4,25) 0,452  –  – 

Индекс массы тела (≥25 vs <25 kg / m2) 
Body mass index (≥25 vs <25 kg / m2) 

0,85 (0,60–1,45) 0,623  –  – 

Гистологический тип (неплоскоклеточный рак 
vs плоскоклеточный рак) 
Histological type (non-squamous cell carcinoma vs. squamous cell carcinoma) 

0,45 (0,16–1,17) 0,110  –  – 

Отсутствие мутаций EGFR / ALK vs наличие мутаций EGFR / ALK 
None EGFR / ALK mutation vs presence EGFR / ALK mutation

5,18 (0,75–22,68) 0,045 8,13 (1,13–64,97) 0,018

Уровень экспрессии PD-L1 (<50 vs ≥50) 
PD-L1 expression level (<50 vs ≥50) 

0,28 (0,04–0,99) 0,091  –  – 

Иммуноопосредованные нежелательные явления 
(наличие vs отсутствие) 
Immune-related adverse events (presence vs none) 

2,88 (1,10–8,45) 0,038 3,46 (1,01–14,78) 0,064

Нейтрофильно-лимфоцитарное отношение до начала 
терапии (<5 vs ≥5) 
Neutrophil-lymphocytic ratio before initiation of therapy (<5 vs ≥5) 

8,02 (1,21–32,24) 0,009 8,36 (0,78–91,11) 0,068

Уровень β-2-микроглобулина (≥2,5 vs <2,5) 
β-2-microglobulin level (≥2,5 vs <2,5) 

0,27 (0,09–0,69) 0,009 0,13 (0,03–0,40) 0,006

Уровень неоптерина (≥12 vs <12) 
Neopterin level (≥12 vs <12) 

0,23 (0,07–0,64) 0,007 0,35 (0,13–0,87) 0,027

Уровень интерлейкина 6 (≥6 vs <6) 
Interleukin 6 level (≥6 vs <6) 

0,46 (0,18–1,16) 0,091  –  – 

Уровень интерлейкина 18 (≥273 vs <273) 
Interleukin 18 level (≥273 vs <273) 

0,23 (0,05–1,06) 0,056  –  – 

Антитела к тиреопероксидазе (отсутствие vs наличие) 
Antibodies to thyroperoxidase (none vs presence) 

0,31 (0,05–1,09) 0,118  –  – 

Примечание. ОР – отношение рисков; ДИ – доверительный интервал; PD-L1 – лиганд рецептора программируемой клеточ-
ной гибели 1; ECOG – Восточная кооперативная онкологическая группа (Eastern Cooperative Oncology Group). Жирным начер-
танием выделены статистически значимые различия. 
Note. HR – hazard ratio; CI – confidence interval; PD-L1 – programmed death ligand-1; ECOG – Eastern Cooperative Oncology Group. Statistically 
significant differences are highlighted in bold.

многофакторного регрессионного анализа была выяв-
лена взаимосвязь уровня β-2-МГ ≥2,5 мг / мл и низких 
показателей ВБП (ОР 0,13; 95 % ДИ 0,03–0,40; p = 0,006) 
(табл. 2).

Неоптерин. У пациентов, у которых длительность 
ответа составила ≥6 мес, медиана уровня неоптерина 
оказалась статистически значимо ниже, чем у паци-
ентов с прогрессированием заболевания <6 мес: 
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8,6 нмоль / л (95 % ДИ 7,6–10,0 нмоль / л) и 13,4 нмоль / л 
(95 % ДИ 13,0–23,0 нмоль / л) соответственно (p <0,0001) 
(рис. 4). У 16 больных не было различий в уровне не-
оптерина через 2 и 6 мес от начала терапии.

Диагностическая ценность неоптерина при опре-
делении раннего прогрессирования заболевания была 
следующей: AUC составила 0,832 (95 % ДИ 0,711–0,953; 
p <0,0001). Оптимальный уровень данного маркера 
равен 12 нмоль / л. У пациентов с уровнем неоптерина 
≥12 нмоль / л показатели ВБП были статистически зна-
чимо ниже, чем у пациентов с уровнем этого марке-
ра <12 нмоль / л (медиана составила 164 дня и значение 
не достигнуто соответственно) (ОР 4,8; 95 % ДИ 1,9–
12,3; p = 0,0007) (рис. 5). Также в ходе многофактор-
ного регрессионного анализа Кокса было выявлено, 
что значение неоптерина ≥12 нмоль / л ассоциировано 
с более низкими показателями ВБП (ОР 0,35; 95 % ДИ 
0,13–0,87; p = 0,027) (табл. 2).

Цитокины. У пациентов 1-й группы, у которых от-
мечалось прогрессирование заболевания <6 мес, уро-
вень ИЛ-6 через 2 мес после начала терапии оказался 
выше, чем у пациентов с ответом ≥6 мес: медиана со-
ставила 14 пг / мл (95 % ДИ 6,0–18,4 пг / мл) и 3,9 пг / мл 
(95 % ДИ 2,8–5,0 пг / мл) соответственно (p <0,0001) 
(рис. 6). В свою очередь, у больных с прогрессировани-
ем заболевания <6 мес по сравнению с больными с от-
ветом ≥6 мес отмечалась более высокая медиана уровня 
ИЛ-18: 327,4 пг / мл (95 % ДИ 300,5–405,5 пг / мл) 
и 233,3 пг / мл (95 % ДИ 198,9–271,8 пг / мл) соответст-
венно (p = 0,0003).

Для прогнозирования ранней прогрессии заболе-
вания AUC для ИЛ-6 и ИЛ-18 составила 0,849 (95 % ДИ 
0,719–0,978; p <0,0001) и 0,808 (95 % ДИ 0,668–0,948; 
p = 0,0005) соответственно. Оптимальные пороговые 
значения этих маркеров составили 6 и 273 пг / мл 

Рис. 2. Сопоставление медианы уровня β-2-микроглобулина у пациен-
тов с прогрессированием заболевания в течение 6 мес и ответом на им-
мунотерапию ≥6 мес
Fig. 2. Comparison of the median level of β-2-microglobulin in patients 
with disease progression within 6 months and with a response to immuno-
therapy ≥6 months

Рис. 4. Сопоставление медианы неоптерина у пациентов с прогресси-
рованием заболевания в течение 6 мес и ответом на иммунотерапию 
в течение 6 мес
Fig. 4. Comparison of the median of neopterin in patients with disease pro-
gression and with a response to immunotherapy within 6 months

Рис. 5. Выживаемость без прогрессирования у пациентов с уровнями 
неоптерина ≥12 нмоль / л и <12 нмоль / л
Fig. 5. Progression-free survival in patients with a level of neopterin ≥12 nmol / l 
and a level <12 nmol / l
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Рис. 3. Выживаемость без прогрессирования у пациентов с уровнем 
β-2-микроглобулина ≥2,5 мг / мл и <2,5 мг / мл
Fig. 3. Progression-free survival in patients with a level of β-2-microglobulin 
≥2.5 mg / ml and a level <2.5 mg / ml. PFS – progression-free survival
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соответственно. Однофакторный регрессионный анализ 
Кокса не показал статистически значимой взаимосвязи 
уровней ИЛ-6 (p = 0,091), ИЛ-18 (p = 0,056) и ВБП.

HLA-DRB1. У пациентов 1-й группы наличие ге-
нотипа HLA-DRB1*03 ассоциировано с длительностью 
ответа ≥6 мес: он наблюдался в 26,9 % (7 / 26) случаев 
ответа >6 мес и в 0 % (0 / 19) при прогрессировании 
заболевания (p = 0,016). У всех больных отмечалась 
частота объективного ответа: в 6 случаях достигнут 
частичный ответ, в 1 – полный. У пациентов с нали-
чием аллели HLA-DRB1*03 показатели ВБП оказались 
статистически значимо выше, чем у пациентов с дру-
гими аллельными вариантами: медиана – значение не 
достигнуто и 224 дня соответственно (ОР 3,6; 95 % ДИ 
1,2–11,2; p = 0,0276) (рис. 7). Однако однофакторный 
регрессионный анализ Кокса не показал взаимосвязи 
HLA-DRB1*03 и более длительной ВБП (p >0,05).

Антитела к тиреопероксидазе. Во всех случаях на-
личия аутоиммунного тиреоидита (n = 7) выявлены 
анти-ТПО (положительное значение в соответствии 
с инструкцией производителя составляло >50 МЕ / мл). 
В 1-й группе их наличие ассоциировано с длительно-
стью ответа ≥6 мес: они обнаружены в 26,9 % (7 / 26) 
случаев при ответе на лечение и в 0 % (0 / 19) при про-
грессировании заболевания (p = 0,016). Однако по ре-
зультатам однофакторного регрессионного анализа 
взаимосвязи между анти-ТПО и ВБП не обнаружено 
(p = 0,118) (см. табл. 2).

В 1-й группе не было выявлено взаимосвязи дли-
тельности ответа на ИТ и наличием исследуемых ауто-
антител: АНФ, АНЦА, антител к экстрагируемым 
ядерным антигенам, АКА, анти-β-2-ГП, АМА, АГМА 
и анти-MCV.

Определение различий в иммунологических парамет-
рах между 1-й и 2-й группами. Во 2-й группе при про-
ведении химиотерапии не выявлено исследуемых ан-
тител (АНФ, АНЦА, антитела к экстрагируемым 
ядерным антигенам, АКА, анти-ТПО, анти-β-2-ГП, 
АМА, АГМА, анти-MCV). Также в данной группе не 
обнаружено взаимосвязи аллельных вариантов гена 
HLA-DRB1 и ответа на химиотерапию.

У пациентов 1-й группы, получавших ИТ в основ-
ном после химиотерапии, и у пациентов 2-й группы, 
которым назначали платиносодержащий дуплет, вы-
явлено статистически значимое различие уровня 
β-2-МГ (p <0,0001): медиана данного показателя со-
ставила 2,1 мг / л (95 % ДИ 2,0–2,5 мг / л) и 1,1 мг / л 
(95 % ДИ 1,0–1,2 мг / л) соответственно. У 16 больных 
1-й группы медиана уровня β-2-МГ сопоставима с ме-
дианой этого маркера во 2-й группе до начала ИТ – 
1,2 мг / л (95 % ДИ 1,0–1,4 мг / л).

Также выявлено статистически значимое разли-
чие уровня неоптерина в 1-й и 2-й группах: медиана 
этого показателя составила 9,3 нмоль / л (95 % ДИ 10,0–
14,3 нмоль / л) и 6,3 нмоль / л (95 % ДИ 5,7–7,5 нмоль / л) 
соответственно. До иммунотерапии медиана уровня 
неоптерина оказалась аналогичной у 16 пациентов 
1-й группы и пациентов 2-й группы – 5,9 нмоль / л 
(95 % ДИ 5,2–6,9 нмоль / л).

У пациентов 1-й группы уровень ИЛ-6 через 2 мес 
от начала лечения оказался выше, чем у пациентов 

Рис. 7. Выживаемость без прогрессирования у пациентов с HLA-DRB1*03 
и другими аллельными вариантами
Fig. 7. Progression-free survival in patients with HLA-DRB1*03 and other allelic 
variants
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Рис. 6. Уровни интерлейкина 6 (а) и интерлейкина 18 (б) у пациентов с ответом на лечение и прогрессированием заболевания в течение 6 мес
Fig. 6. Interleukin 6 (а) and interleukin 18 (б) levels in patients with response and progression within 6 months
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2-й группы: медиана составила 5,6 пг / мл (95 % ДИ 5,8–
9,7; n = 19) и 2,0 пг / мл (95 % ДИ 1,8–2,7 пг / мл) соответ-
ственно (p <0,0001). В 1-й группе также отмечалась бо-
лее высокая медиана уровня ИЛ-18 по сравнению со 
2-й группой: 268,7 пг / мл (95 % ДИ 250,9–319,2 пг / мл) 
и 165,0 пг / мл (95 % ДИ 151,6–181,9 пг / мл) соответствен-
но (p <0,0001). У 16 пациентов 1-й группы до ИТ уровни 
ИЛ-6 и ИЛ-18 были сопоставимы с этими показателями 
пациентов 2-й группы (в обоих случаях p = 1,0).

ОбСУждЕНИЕ
В настоящее время ИТ является стандартом лече-

ния пациентов с распространенным НМРЛ. Однако ее 
низкая эффективность приблизительно у 60 % пациен-
тов обусловливает необходимость поиска новых пре-
диктивных и прогностических маркеров ответа [8]. 
По результатам оценки клинико-патоморфологических 
характеристик НМРЛ, в том числе уровня экспрессии 
PD-L1 на опухолевых клетках, лишь наличие мутаций 
EGFR / ALK является независимым предиктором более 
короткой ВБП (p = 0,018). Исследование биомаркеров 
в периферической крови является одним из подходов 
к решению данной проблемы, преимуществом которого 
служит малоинвазивный характер забора материала.

Была показана предиктивная роль маркеров хро-
нического воспаления. Однофакторный регрессион-
ный анализ показал, что НЛО ≥5 до начала лечения 
является предиктором более низких показателей ВБП 
(p = 0,009). В нашем исследовании впервые обнаруже-
на прогностическая роль β-2-МГ при использовании 
анти-PD-1 / PD-L1-антител. Этот маркер представляет 
собой негликозилированный белок, компонент HLA 
I класса, участвующий в регуляции иммунного ответа 
[9]. У пациентов с распространенным НМРЛ, получа-
ющих ИТ в монорежиме во 2-й и последующих линиях, 
наличие высокого уровня β-2-МГ (медиана 2,9 мг / л) 
через 2 мес после начала терапии ассоциировано 
с ранним прогрессированием заболевания (<6 мес) 
(p <0,0001). Также результаты многофакторного рег-
рессионного анализа показали, что β-2-МГ ≥2,5 мг / мл 
является независимым предиктором более короткой 
ВБП (p = 0,006).

При этом не обнаружено влияния на уровень 
данного маркера платиносодержащей химиотера-
пии в 1-й линии у пациентов с НМРЛ: его медиана 
во 2-й группе составила 1,1 мг / л. Схожий показатель 
был получен у пациентов перед началом ИТ. Для 
исключения влияния нарушения функции почек как 
ключевого регулятора катаболизма β-2-МГ у больных 
1-й группы определен уровень креатина, который со-
ответствовал референтным значениям. В ряде работ 
продемонстрирована негативная прогностическая 
роль β-2-МГ при гематологических неоплазиях [10]. 
Возможным объяснением данного феномена является 
то, что высокий уровень данного маркера in vitro ин-
гибирует иммунный ответ путем замедления образо-
вания функциональных дендритных клеток [10].

Еще одним прогностическим маркером, впервые 
обнаруженным в ходе работы, является неоптерин. 
В исследованиях показано, что данный белок пред-
ставляет собой биомаркер постоянной иммунной сти-
муляции, что обусловлено нарушением иммунного 
ответа [11]. Повышение уровня неоптерина связано 
с негативным прогнозом при различных злокачествен-
ных новообразованиях [11]. Было впервые показано 
статистически значимое увеличение уровня неоптери-
на при ИТ у пациентов с распространенным НМРЛ 
(p <0,0001). Также высокий уровень этого белка (ме-
диана – 15,4 нмоль / л) связан с прогрессированием 
заболевания в течение 6 мес. Показатели ВБП у паци-
ентов с неоптерином ≥12 нмоль / л оказались значи-
тельно хуже, чем у пациентов с низким уровнем 
 данного маркера (p = 0,0007). В ходе многофакторно-
го анализа было выявлено, что уровень неоптерина 
≥12 нмоль / л является независимым предиктором бо-
лее короткой ВБП (p = 0,027).

Согласно результатам исследования цитокины 
также являются прогностическими маркерами ответа 
на ИТ. Высокие уровни ИЛ-6 и ИЛ-18 были ассоци-
ированы с ранним прогрессированием заболевания. 
При этом не показано влияния предшествующей те-
рапии платиносодержащим дуплетом. Аналогичные 
данные о взаимосвязи ИЛ-6 и ответа на ИТ получены 
A. Keegan и соавт. [12].

Появление иммуноопосредованных НЯ I–II сте-
пени ассоциировано с длительностью ответа ≥6 мес 
(p = 0,013). В ходе однофакторного регрессионного 
анализа было выявлено, что их наличие связано с бо-
лее продолжительной ВБП (p = 0,038). Согласно резуль-
татам метаанализа S. Hussaini и соавт. иммуноопосре-
дованные НЯ являются независимыми предикторами 
увеличения показателей ВБП и ОВ независимо от ти-
па опухоли [13]. Также наличие антител-ТПО, которое 
отмечалось у всех пациентов с аутоиммунным тирео-
идитом, ассоциировано с длительностью ответа >6 мес, 
что сопоставимо с данными, полученными в ходе ис-
следования E. Basak и совт. [14]. Мы не выявили дру-
гих аутоантител, которые могут служить предиктив-
ными маркерами ответа на терапию ИКТИО. Также 
впервые была продемонстрирована предиктивная роль 
генотипа HLA-DRB1*03, который ассоциирован с от-
ветом на терапию ≥6 мес. Более того, у пациентов 
c распространенным НМРЛ, получавших анти-PD-1 / 
 PD-L1-терапию в монорежиме во 2-й и последующих 
линиях, наличие данного аллельного варианта ассо-
циировано с более высокими показателями ВБП. Од-
нако регрессионный анализ Кокса данную взаимо-
связь не показал.

заКЛючЕНИЕ
Иммунологические маркеры могут служить пер-

спективными прогностическими факторами у паци-
ентов с распространенным НМРЛ при применении 
ингибиторов контрольных точек иммунного ответа.
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Метаболизм триптофана при различном эффекте 
иммунотерапии немелкоклеточного рака легкого 
ингибиторами PD-1 / PD-L1

Е. Ю. Златник1, А. Б. Сагакянц1, И. А. Новикова1, А. Ю. Максимов1, О. П. Шатова2, С. А. Апполонова2, 
Н. Е. Москалева2, С. А. Румянцев2, А. В. Шестопалов2

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии» Минздрава России; Россия,  
344037 Ростов-на-Дону, ул. 14-я линия, 63; 
2кафедра биохимии и молекулярной биологии лечебного факультета ФГАОУ ВО «Российский национальный исследовательский 
медицинский университет им. Н. И. Пирогова»; Россия, 117997 Москва, ул. Островитянова, 1

К о н т а к т ы : Александр Борисович Сагакянц asagak@rambler.ru

Введение. в структуре онкологической заболеваемости рак легкого занимает 1-е место среди мужчин. С целью 
изучения молекулярных механизмов инициации и прогрессирования рака легких необходимо исследовать не толь-
ко сами опухолевые клетки, но и особенности системного метаболизма триптофана. катаболиты триптофана, будучи 
в большой степени продуктами метаболической активности микробиоты кишечника, могут влиять на эффективность 
проведения иммунотерапии ингибиторами контрольных точек. кинурениновый путь метаболизма триптофана ин-
тенсифицируется в организме онкологических пациентов, его продукты имеют проонкогенное и иммуносупрессив-
ное действие, что может препятствовать эффективности иммунотерапии.
Цель исследования – изучение динамики изменений различных метаболитов триптофанового обмена в сыворотке 
крови и кале больных немелкоклеточным раком легкого при различных эффектах иммунотерапии ингибиторами 
PD-1 (рецептора программируемой клеточной гибели 1) / PD-L1 (лиганда рецептора программируемой клеточной 
гибели 1).
Материалы и методы. в исследование были включены образцы сыворотки крови и кала, полученные от 20 больных 
немелкоклеточным раком легкого, получавших ингибиторы PD-1 / PD-L1. С помощью высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии с масс-спектрометрическим анализом проведена оценка уровней 13 метаболитов триптофана 
у больных с различными эффектами иммунотерапии. достоверность различий между выборками оценивали с по-
мощью непараметрического метода по критерию манна–Уитни. Они считались статистически значимыми при р <0,05.
Результаты. в анализах кала пациентов, у которых наблюдали положительный эффект от иммунотерапии, исходные 
уровни 5-гидроксииндолацетата и хинолиновой кислоты были ниже, чем у больных с прогрессированием опухоли. 
положительная клиническая динамика сопровождалась снижением содержания индол-3-лактата, кинуренина 
и индол-3-карбоксальдегида в анализах кала больных. в сыворотке пациентов с положительным ответом исходное 
содержание 5-гидроксииндолацетата, индол-3-ацетата, индол-3-бутирата и хинолиновой кислоты оказалось ниже, 
чем у пациентов с прогрессированием немелкоклеточного рака легкого. положительный ответ на иммунотерапию 
характеризовался повышением уровней индол-3-бутирата и индол-3-пропионата, а отрицательный – не сопрово-
ждался статистически значимыми изменениями исследованных триптофановых метаболитов.
Заключение. профилирование метаболитов триптофана в кале и сыворотке больных немелкоклеточным раком 
легкого может быть использовано для прогнозирования эффективности иммунотерапии ингибиторами PD-1 / PD-L1.

Ключевые слова: немелкоклеточный рак легкого, иммунотерапия ингибиторами PD-1 / PD-L1, метаболиты трипто-
фана, прогнозирование
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Introduction. In the structure of cancer incidence, lung cancer ranks first among men. In order to study the molecular 
mechanisms of the initiation and progression of lung cancer, it is necessary to study not only the tumor cells themselves, 
but also the features of the systemic tryptophan metabolism. Tryptophan catabolites, being to a large extent product  
of the metabolic activity of the intestinal microbiota, can affect the effectiveness of immunotherapy with checkpoint 
inhibitors. The kynurenine pathway of tryptophan metabolism is intensified in the body of cancer patients; its products 
have a pro-oncogenic and immunosuppressive effect, which may hinder the effectiveness of immunotherapy.
Objective – to study the dynamics of changes in various metabolites of tryptophan metabolism in the blood serum and 
feces of patients with non-small cell lung cancer with various effects of immunotherapy with inhibitors of PD-1 (pro-
grammed cell death receptor 1) / PD-L1 (programmed cell death receptor 1 ligand).
Materials and methods. The study included blood serum and stool samples obtained from 20 patients with non-small 
cell lung cancer treated with PD-1 / PD-L1 inhibitors. Using high-performance liquid chromatography with mass spectro-
metric analysis, the levels of 13 tryptophan metabolites were assessed in patients with various effects of immunother-
apy. The significance of differences between the samples was assessed using a nonparametric method according to the 
Mann – Whitney test. They were considered statistically significant at p <0.05.
Results. In fecal analyzes of patients in whom a positive effect of immunotherapy was observed, baseline levels 
of 5-hydro xyindole acetate and quinolinic acid were lower than in patients with tumor progression. Positive clinical 
dynamics was accompanied by a decrease in the content of indole-3-lactate, kynurenine and indole-3-carboxaldehyde 
in the feces of patients. In the serum of patients with a positive response, the initial content of 5-hydroxyindole acetate, 
indole-3-acetate, indole-3-butyrate and quinoline acid was lower than in patients with progression of non-small cell lung 
cancer. A positive response to immunotherapy was characterized by an increase in the levels of indole-3-butyrate and 
indole-3-propionate, and a negative response was not accompanied by statistically significant changes in the studied 
tryptophan metabolites.
Conclusion. Profiling tryptophan metabolites in feces and serum of patients with non-small cell lung cancer can be used 
to predict the effectiveness of immunotherapy with PD-1 / PD-L1 inhibitors.

Key words: non-small lung cancer, immunotherapy with PD-1 / PD-L1 inhibitors, tryptophan metabolites, prognosis
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ВВЕдЕНИЕ
В связи с высокой заболеваемостью метастатичес-

ким немелкоклеточным раком легкого (НМРЛ) и не-
достаточной эффективностью методов его лечения 
многие исследовательские группы ведут активный 
поиск новых подходов к терапии данной патологии. 
Актуальным и обнадеживающим направлением имму-
нотерапии является применение ингибиторов конт-
рольных точек (ИКТ) системы PD-1 (рецептор про-
граммируемой клеточной гибели 1) / PD-L1 (лиганд 
рецептора программируемой клеточной гибели 1), 
которые гиперэкспрессированы на Т-лимфоцитах 
и опухолевых клетках соответственно [1–3]. Однако 
использование ИКТ не всегда дает желаемый эффект, 
который зависит не только от экспрессии рецепторов 
и лигандов, но и от системного метаболизма трипто-
фана.

В настоящее время известно, что опухоль является 
«ловушкой» не только для глюкозы, но и для неза-
менимой аминокислоты триптофана. Показано, что 
в большинстве образцов рака толстой кишки гипер-
экспрессированы гены транспортеров триптофана 
SLC1A5 (solute carrier – растворимые переносчики) 
и SLC7A5 [4], вследствие чего опухолевое метаболи-
ческое микроокружение характеризуется дефицитом 

триптофана и повышением содержания иммуносу-
прессивных триптофановых катаболитов [5]. Много-
численные работы, посвященные изучению роли 
триптофанового обмена в канцерогенезе, демонстри-
руют плейотропные эффекты продуктов катаболизма 
триптофана: кинуренина [5], кинуреновой кислоты 
[6], индола [7], индол-3-ацетата [8], индол-3-бутирата, 
самого триптофана, серотонина [9] и др. [10]. Сыво-
роточный уровень триптофана зависит как от посту-
пления с пищей, так и от микробиотического синтеза 
и реутилизации аминокислоты [11] благодаря ката-
болизму собственных белков. В макроорганизме трип-
тофан превращается по 3 ключевым путям: серо-
тониновому, индольному и кинурениновому [12]. 
Последний интенсифицирован в опухолевой ткани 
[4], что объясняется активирующим действием прото-
онкогена с-MYC, а также генов, гиперэкспрессирован-
ных в опухолях и ответственных за ферменты продукции 
кинуренина: триптофан-2,3-диоксигеназы (TDO2), 
индоламин-2,3-диоксигеназы (IDO1) и арилформа-
мидазы (AFMID).

Гиперпродукция кинуренина и высокая экспрес-
сия транспортеров триптофана обеспечивают межкле-
точное вещество опухоли высокой концентрацией 
кинуренина, участвующего в иммуноредактировании 
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опухолевого микроокружения и вызывает инактива-
цию Т-клеток [13] и деградацию E-кадгерина, что яв-
ляется критическим событием для миграции и ме-
тастазирования опухолевых клеток [14]. Согласно 
недавним исследованиям триптофан путем присоеди-
нения к остаткам лизина в различных белках (трипто-
фанилирования) способствует регуляции экспрессии 
PD-1 [4]. Таким образом, у пациентов со злокачест-
венными новообразованиями, в частности с раком 
легкого, триптофановый обмен, включающий систем-
ный (сывороточный) и локальный (кишечный) ком-
партменты, может отразиться на результативности 
применения ИКТ [2].

Цель исследования – изучение динамики измене-
ния различных метаболитов триптофанового обмена 
в сыворотке крови и кале больных НМРЛ при разном 
эффекте иммунотерапии ингибиторами PD-1 / PD-L1.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
В исследование включен 21 пациент с НМРЛ раз-

личной морфологии и стадии TNM, получавший ин-
гибиторы PD-1 / PD-L1. Средний возраст больных 
составил 62,3 ± 5,7 года. У 1 пациента развилось им-
муноопосредованное нежелательное явление (син-
дром Гийена–Барре), вследствие чего ИКТ были от-
менены. Среди обследованных в динамике 20 больных 
НМРЛ (12 мужчин и 8 женщин) при поступлении за-
болевание I стадии было диагностировано у 2 (9 %) па-
циентов, II стадии – у 1 (5 %), III стадии – у 5 (24 %), 
IV стадии – у 13 (62 %).

Больные получали лечение согласно стандартам, 
а при развитии генерализации им назначали ингиби-
торы PD-1 / PD-L1. Так, 9 (45 %) пациентов исследуе-
мой группы получали атезолизумаб, 8 (40 %) – пем-
бролизумаб и 3 (15 %) – ниволумаб. Больные были 
разделены на 3 группы в соответствии с ответом на те-
рапию: положительной динамики после иммунотера-
пии (уменьшение опухоли, ремиссия), отрицательной 
динамики (прогрессирование заболевания) и стаби-
лизации процесса (отсутствие динамики) (табл. 1). 
Пациенты исследуемой группы (n = 20) ответили 
на терапию ИКТ следующим образом: у 2 был полный 
ответ, у 6 – частичный ответ, у 4 – стабилизация про-
цесса и у 8 – отрицательная динамика (прогрессиро-
вание заболевания).

Критериями включения пациентов в исследование 
были отсутствие приема антибиотиков, пре- и / или 
пробиотических препаратов в течение 3 мес до его на-
чала и наличие письменного информированного со-
гласия на участие в нем. Все больные прошли клини-
ческое обследование, антропометрическую оценку 
и анкетирование. Также у них были взяты образцы 
крови и кала для лабораторного анализа.

Количественную оценку 13 метаболитов триптофа-
на в сыворотке крови и кале проводили методом высо-
коэффективной жидкостной хроматографии с масс-
спектрометрическим определением (ВЭЖХ-МС / МС) 

с использованием жидкостного хроматографа Agilent 
1200 (Agilent Inc., США).

Хроматографическое разделение проводили с по-
мощью аналитической колонки Discovery PFP HS F5 
(2,1 × 150 мм; 3 мкм). Для детектирования использо-
вался масс-спектрометрический детектор на основе 
МРМ Agilent 6460 с тройным квадруполем (Agilent Inc., 
США) и ионизацией электрораспылением. Получен-
ный сигнал обрабатывался с помощью программного 
обеспечения Masshunter (Agilent Inc., США).

Концентрацию метаболитов рассчитывали мето-
дом внутреннего стандарта с использованием 2-ги-
дроксиникотиновой кислоты. Аналитические стан-
дарты были подготовлены с помощью искусственной 
матрицы, содержащей бычий сывороточный альбумин 
и хлорид натрия. Изученные метаболиты добавлены 
в матрицу и приготовлены в соответствии с методом 
анализа. Для подготовки образцов к 100 мкл сыворотки 
крови добавляли внутренний стандарт (2-гидроксини-
котиновую кислоту), белки осаждали ацетонитрилом, 
супернатант выпаривали и повторно растворяли 
в 10 % метаноле с добавлением аскорбиновой кислоты 
для предотвращения окисления анализируемых ве-
ществ. Образцы кала лиофилизировали до сухого 
остатка, затем навеску массой около 5 мг экстрагиро-
вали 50 % метанолом в воде с добавлением внутрен-
него стандарта и аскорбиновой кислоты. После цент-
рифугирования образец анализировали методом 
ВЭЖХ-МС / МС.

Статистический анализ проводили с помощью па-
кета статистических программ MedCalc и Statistica 13.3 
(StatSoft Inc., США), что предполагало расчет основ-
ных статистических характеристик выборок, выявление 
характера распределения показателей с использовани-
ем критерия Шапиро–Уилка. Поскольку полученные 
данные имели ненормальное распределение, резуль-
таты представлены в виде медианы (Me) и интерквар-
тильного размаха (Ме (нижний квартиль – верхний 
квартиль)). Достоверность различий между выборками 
оценивали с помощью непараметрического критерия 
Манна–Уитни. Результаты считали статистически 
значимыми при p <0,05.

РЕзУЛьТаТы
При оценке динамики уровня метаболитов трип-

тофана в целом по группе больных было установлено, 
что на фоне проведения иммунотерапии в сыворотке 
крови наблюдается повышение уровня хинолиновой 
кислоты (с Ме 162,44 (105,420–214,794) до Ме 171,812 
(123,548–255,301); p <0,05) и снижение уровня серо-
тонина (с Me 371,693 (264,420–545,143) до Ме 309,685 
(182,781–475,658); p <0,05). При этом уровень триптофа-
на статистически значимо не изменился, а в кале было 
обнаружено возрастание этого показателя (c Ме 37,025 
(19,351–61,810) до Me 57,451 (25,183–83,859); p <0,05) 
(см. рисунок). Изменений других исследованных ме-
таболитов триптофана обнаружено не было.
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Таблица 1. Содержание триптофана и его метаболитов в кале пациентов с немелкоклеточным раком легкого до и после иммунотерапии в за-
висимости от эффекта лечения, нмоль / г

Table 1. Levels of tryptophan and its metabolites in feces of patients with non-small-cell lung carcinoma before and after immunotherapy depending on their 
response to treatment, nmol / g

Метаболит 
Metabolite

Отрицательная динамика, 
медиана (нижний квартиль –

верхний квартиль) 
Negative dynamics, median (lower 

quartile – upper quartile) 

Положительная динамика, 
медиана (нижний квартиль – 

верхний квартиль) 
Positive dynamics, median (lower 

quartile – upper quartile) 

Стабилизация, медиана 
(нижний квартиль – 
верхний квартиль) 
Stabilization, median  

(lower quartile – upper quartile) 

До лечения 
Before treatment

После лечения 
After treatment

До лечения 
Before treatment

После лечения 
After treatment

До лечения 
Before treatment

После лечения 
After treatment

Триптофан 
Tryptophan

32,9
(25,6–70,8) 

76,5
(25,7–92,8) 

41,5
(23,3–53,3) 

50,1
(26,1–64,4) 

11,5
(11,5–48,4) 

39,2
(17,6–62,1) 

Индол-3-ацетат 
Indole-3-acetate

2,95
(1,38–24,60) 

11,30
(6,56–15,70) 

10,10
(3,69–13,40) 

6,66
(3,28–16,80) 

10,60
(3,59–14,40) 

3,86
(2,31–4,81) 

Индол-3-пропионат 
Indole-3-propionate

2,57
(0,83–6,21) 

7,92
(2,72–10,90) 

5,86
(1,49–7,84) 

5,58
(3,76–5,83) 

1,66
(0,95–4,49) 

3,01
(2,55–10,1) 

Кинуреновая кислота 
Hyaluronic acid

3,29
(1,75–8,28) 

1,99
(1,36–4,79) 

2,65
(1,17–10,40) 

5,25
(0,98–9,07) 

0,92
(0,82–1,21) 

1,71
(1,01–6,85) 

Хинолиновая кислота 
Quinolic acid

4,42
(1,73–5,49) 

2,01
(1,86–8,81) 

1,24*
(0,91–2,30) 

1,74
(1,06–2,41) 

1,76
(1,21–1,96) 

3,41
(3,18–9,14) 

Индол-3-карбоксаль-
дегид 
Indole-3-carboxaldehyde

1,47
(1,07–4,27) 

1,37
(0,88–2,03) 

3,41
(1,51–4,89) 

1,86#

(0,79–2,56) 
2,72

(1,22–6,95) 
1,41

(0,53–2,71) 

Ксантуреновая кислота 
Xanthurenic acid

1,66
(0,43–2,49) 

0,86
(0,42–3,69) 

0,28
(0,15–4,22) 

0,41
(0,03–1,45) 

1,69
(0,48–10,10) 

2,27
(1,72–2,62) 

Индол-3-бутират 
Indole-3-butyrate

0,437
(0,202–0,825) 

0,373
(0,314–0,641) 

0,476
(0,233–0,744) 

0,414
(0,133–0,818) 

0,266
(0,256–0,333) 

0,314
(0,129–0,657) 

Кинуренин 
Kinurenin

0,284
(0,126–1,560) 

0,295
(0,210–1,470) 

0,276
(0,079–0,508) 

0,197*#

(0,163–0,198) 
0,111

(0,098–0,128) 
0,124

(0,108–0,162) 

5-гидроксииндолацетат 
5-hydroxyindolacetate

0,567
(0,150–0,993) 

0,611
(0,195–0,915) 

0,064*
(0,025–0,363) 

0,173
(0,038–0,657) 

0,106
(0,045–0,217) 

0,394
(0,184–1,06) 

Индол-3-лактат 
Indole-3-lactate

0,198
(0,122–0,801) 

0,227
(0,204–0,678) 

0,185
(0,142–0,301) 

0,114*#

(0,066–0,154) 
0,357

(0,136–0,567) 
0,314

(0,143–0,723) 

Триптамин 
Tryptamine

0,136
(0,029–0,430) 

0,123
(0,056–2,110) 

0,096
(0,054–0,175) 

0,041
(0,009–0,201) 

0,257
(0,084–0,344) 

0,191
(0,017–1,320) 

Антраниловая кислота 
Anthranilic acid

0,081
(0,067–0,128) 

0,087
(0,076–0,175) 

0,123
(0,072–0,163) 

0,084
(0,060–0,160) 

0,074
(0,061–0,125) 

0,128
(0,068–0,214) 

*Статистически значимые различия показателей по сравнению с группой, в которой наблюдадась отрицательная динамика 
(p ≤0,05). #Статистически значимые различия до и после иммунотерапии в каждой группе. 
*Statistically significant differences in indicators compared to the group in which negative dynamics was observed (p ≤0.05). #Statistically significant 
differences before and after immunotherapy in each group.

В табл. 1 и 2 представлены результаты оценки со-
держания метаболитов триптофана в кале и сыворотке 
крови пациентов с различным ответом на иммуноте-
рапию: с отрицательным, положительным ответами 
и стабилизацией процесса. Выявлены статистически 
значимые различия показателей как до лечения, так 
и в ходе его проведения. Так, в кале исходное содер-
жание 5-гидроксииндолацетата и хинолиновой кис-
лоты было ниже у пациентов, у которых отмечалась 

эффективность терапии, по сравнению с больными 
с прогрессированием опухоли на фоне лечения 
(см. табл. 1). Положительная клиническая динамика 
сопровождалась снижением содержания индол-3-лак-
тата, кинуренина и индол-3-карбоксальдегида в кале. 
Статистически значимых различий исследованных 
показателей (в том числе в динамике – до и после ле-
чения) у пациентов со стабилизацией процесса и дру-
гих групп не отмечено.
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Содержание триптофана и его метаболитов в сыворотке крови и кале 
у пациентов с немелкоклеточным раком легкого до и после иммуноте-
рапии
Levels of tryptophan and its metabolites in serum and feces of patients with 
non-small-cell lung carcinoma before and after immunotherapy
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Анализ содержания метаболитов триптофана 
в сыворотке крови также выявил ряд статистически 
значимых различий как до лечения, так и в ходе его 
проведения (табл. 2). Исходное содержание 5-ги-
дроксииндолацетата, индол-3-ацетата, индол-3-бу-
тирата и хинолиновой кислоты оказалось ниже у па-
циентов с положительным эффектом иммунотерапии 
по сравнению с группой больных с отрицательной 
динамикой; при стабилизации статистически значи-
мых различий до и после лечения не обнаружено.

Положительный ответ на иммунотерапию харак-
теризовался повышением уровней индол-3-бутирата 
и индол-3-пропионата, тогда как отрицательный ответ 
не сопровождался статистически значимыми измене-
ниями исследованных метаболитов.

ОбСУждЕНИЕ
Мы установили, что иммунотерапия ингибитора-

ми PD-1 / PD-L1 у пациентов с НМРЛ способствует 
повышению уровня триптофана в кишечнике, по-ви-
димому, за счет активности его микробиоты. При этом 

Таблица 2. Содержание триптофана и его метаболитов в сыворотке крови пациентов с немелкоклеточным раком легкого до и после иммуно-
терапии в зависимости от эффекта лечения, нмоль / г

Table 2. The content of tryptophan and its metabolites in the blood serum of patients with non-small cell lung cancer before and after immunotherapy, 
depending on the effect of treatment, nmol / g

Метаболит 
Metabolite

Отрицательная динамика, 
медиана (нижний квартиль – 

верхний квартиль) 
Negative dynamics, median (lower 

quartile – upper quartile) 

Положительная динамика, 
медиана (нижний квартиль – 

верхний квартиль) 
Positive dynamics, median (lower 

quartile – upper quartile) 

Стабилизация, медиана 
(нижний квартиль – верхний 

квартиль) 
Stabilization, median (lower 

quartile – upper quartile) 

До лечения 
Before treatment

После лечения 
After treatment

До лечения 
Before treatment

После лечения 
After treatment

До лечения 
Before treatment

После лечения 
After treatment

Триптофан 
Tryptophan

20 305
(17 000–24 277) 

17 419
(14 338–18 468) 

14 256
(12 872–
22 850) 

16 574
(15 542–22 888) 

18 627
(16 727–20 784) 

20 526
(19 718–28 199) 

Индол-3-ацетат 
Indole-3-acetate

1498
(1055–2093) 

808
(773–1900) 

721*
(662–957) 

942
(752–1364) 

1588
(844–2067) 

1813
(1341–2779) 

Индол-3-пропионат 
Indole-3-propionate

502
(286–905) 

316
(235–745) 

211
(110–602) 

726#

(656–2397) 
1112

(836–1385) 
1454

(961–2310) 

Кинуреновая кислота 
Hyaluronic Acid

11,80
(8,91–17,70) 

8,97
(5,85–15,50) 

12,20
(5,14–24,50) 

14,50
(11,40–17,80) 

9,64
(7,41–44,50) 

36,30
(16,50–56,20) 

Хинолиновая кислота 
Quinolic acid

181,0
(96,1–256,0) 

171,0
(138,0–249,0) 

136,0*
(97,3–140,0) 

167,0
(89,8–244,0) 

179,0
(172,0–430,0) 

337,0
(119,0–1121,0) 

Индол-3-карбоксальдегид 
Indole-3-carboxaldehyde

43,9
(33,3–62,7) 

27,1
(22,2–40,3) 

34,2
(28,7–66,2) 

40,9
(24,5–55,5) 

45,3
(33,8–74,3) 

68,5
(64,1–73,1) 

Ксантуреновая кислота 
Xanthurenic acid

1,230
(0,404–2,160) 

0,862
(0,627–1,470) 

0,845
(0,457–2,910) 

1,170
(0,795–1,490) 

1,050
(0,655–4,870) 

2,710
(2,040–4,140) 

Индол-3-бутират 
Indole-3-butyrate

8,63
(7,03–18,30) 

7,07
(5,75–12,90) 

4,65*
(3,78–8,44) 

9,04#

(5,93–9,61) 
9,63

(6,85–22,30) 
14,20

(13,50–20,10) 

Кинуренин 
Kinurenin

3125
(2613–4088) 

2117
(1640–2999) 

3034
(2810–4788) 

2735
(1828–3167) 

2615
(2223–3357) 

3048
(2100–3336) 

5-гидроксииндолацетат 
5-hydroxyindolacetate

75,9
(63,4–107,0) 

56,6
(42,1–83,8) 

51,7*
(38,9–69,5) 

88,8
(54,4–115,0) 

60,4
(53,8–258,0) 

129,0
(89,6–152,0) 
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Метаболит 
Metabolite

Отрицательная динамика, 
медиана (нижний квартиль – 

верхний квартиль) 
Negative dynamics, median (lower 

quartile – upper quartile) 

Положительная динамика, 
медиана (нижний квартиль – 

верхний квартиль) 
Positive dynamics, median (lower 

quartile – upper quartile) 

Стабилизация, медиана 
(нижний квартиль – верхний 

квартиль) 
Stabilization, median (lower 

quartile – upper quartile) 

До лечения 
Before treatment

После лечения 
After treatment

До лечения 
Before treatment

После лечения 
After treatment

До лечения 
Before treatment

После лечения 
After treatment

Индол-3-лактат 
Indole-3-lactate

8,98
(3,38–15,60) 

9,21
(4,84–14,50) 

6,42
(3,45–9,67) 

14,50
(5,72–24,10) 

6,71
(4,62–11,20) 

8,26
(7,11–26,80) 

Триптамин 
Tryptamine

0,187
(0,107–0,345) 

0,104
(0,058–0,194) 

0,091
(0,074–0,121) 

0,105
(0,079–0,139) 

0,096
(0,055–0,131) 

0,176
(0,131–0,371) 

Антраниловая кислота 
Anthranilic acid

20,6
(12,1–25,4) 

16,4
(12,7–27,1) 

11,9
(8,5–24,7) 

20,5
(11,7–21,8) 

11,4
(10,8–36,2) 

28,3
(21,2–45,1) 

*Статистически значимые различия показателей по сравнению с группой, в которой наблюдалась отрицательная динамика 
(p ≤0,05). #Статистически значимые различия до и после иммунотерапии в каждой группе. 
*Statistically significant differences in indicators compared to the group in which negative dynamics was observed (p ≤0.05). #Statistically significant 
differences before and after immunotherapy in each group.

Окончание табл. 2

The end of table 2

в сыворотке крови увеличивается уровень хинолино-
вой кислоты и снижается концентрация серотонина. 
Положительная динамика течения заболевания 
при иммунотерапии ингибиторами PD-1 / PD-L1 свя-
зана с низкой концентрацией как в сыворотке, так 
и в кале хинолиновой кислоты – токсичного вещества, 
продуцируемого макрофагами. Скорее всего, это от-
ражает изменение их количества и функциональной 
активности, что еще предстоит изучить.

Эффективность иммунотерапии ингибиторами 
PD-1 / PD-L1 зависит как от таксономического разно-
образия и количества полезных микроорганизмов [14], 
так и от метаболизма триптофановых производных 
и их регуляторной функции в отношении различных 
систем организма. Недавнее таксономическое исследо-
вание микробиоты кишечника пациентов с опухолями 
желудочно-кишечного тракта до и после иммунотера-
пии PD-1 / PD-L1-ингибиторами продемонстрировало, 
что при положительном ответе на лечение в кишечни-
ке преобладали Prevotella, Ruminococcaceae и Lachno-
spiraceae. Кроме того, показано, что представленность 
кишечной микробиоты, продуцирующей короткоце-
почечные жирные кислоты (Eubacterium, Lactobacillus 
и Streptococcus), взаимосвязана с положительным от-
ветом на анти-PD-1 / PD-L1-терапию [15, 16].

Также мы установили, что успешность проведения 
иммунотерапии ингибиторами PD-1 / PD-L1 НМРЛ за-
висит от концентраций индол-3-ацетата и индол-3-бу-
тирата, которые образуются микробиотой кишечника, 
т. е. ее эффективность связана с составом микробиоти-
ческих метаболитов. При этом сама иммунотерапия, 
по-видимому, способна редактировать микробиоту 
как таксономически, так и метаболически, поскольку 

после лечения изменяется концентрация главного ре-
дактора триптофанилирования белков – триптофана. 
Это, в свою очередь, снижает синтез PD-1 и опреде-
ляет эффективность терапии НМРЛ PD-1 / PD-L1-ин-
гибиторами [2, 16].

заКЛючЕНИЕ
Сравнительный анализ системного и локального 

содержания метаболитов триптофана у пациентов 
с НМРЛ при различном ответе на иммунотерапию ин-
гибиторами PD-1 / PD-L1 показал ряд различий, 
что позволяет выделить как предиктивные, так и ха-
рактеризующие развитие эффекта факторы. Среди 
первых низкий уровень хинолиновой кислоты и 5-ги-
дроксииндолацетата в кале и сыворотке крови, а также 
высокий уровень индол-3-ацетата, индол-3 бутирата 
в сыворотке, которые позволяют прогнозировать по-
ложительный ответ, среди последних – повышение 
уровней индол-3-пропионата и индол-3-бутирата 
в сыворотке и снижение содержания индол-3-карбок-
сальдегида, индол-3-лактата и кинуренина в кале 
больных при развитии положительного ответа, что 
свидетельствует об активации триптофаназного пути ме-
таболизма и о возможном изменении филометаболиче-
ского ядра микробиоты у данной группы пациентов.

По-видимому, полученные различия связаны с со-
стоянием микробиоты и локального иммунитета, де-
тальное изучение и коррекция которых может способ-
ствовать улучшению результатов иммунотерапии. 
Таким образом, профилирование метаболитов трип-
тофана в кале и сыворотке крови у пациентов с НМРЛ 
может быть использовано для прогноза эффективно-
сти иммунотерапии ингибиторами PD-1 / PD-L1.
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Иммуногистохимическое исследование увеальной 
меланомы и ее клеточного микроокружения

С. В. Саакян, Л. А. Катаргина, Е. Б. Мякошина, Г. П. Захарова, И. П. Хорошилова–Маслова, А. М. Майбогин

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр им. Гельмгольца» Минздрава России; Россия, 105062 Москва, 
ул. Садовая-Черногрязская, 14 / 19

К о н т а к т ы : елена Борисовна Mякошина myakoshina@mail.ru

Введение. патогенез увеальной меланомы определяется целым рядом факторов, включая молекулярно-генетические, 
иммунологические и др. Одним из подходов к изучению особенностей патогенеза опухолей данного типа является 
определение локального содержания в них отдельных субпопуляций лимфоцитов и макрофагов в сочетании с ана-
лизом пролиферативной активности опухолевых клеток.
Цель исследования – изучить иммуногистохимические особенности увеальной меланомы и ее клеточного микро-
окружения.
Материалы и методы. проанализированы 24 энуклеированных глаза с увеальной меланомой (144 гистологических 
и 216 иммуногистохимических препаратов) без предшествующего лечения. изучены клетки иммунного микроокру-
жения: субпопуляции лимфоцитов и экспрессируемые макрофагами антигены CD68+ и CD163+ в строме меланомы 
и в 2–3 мм от нее. Определен индекс пролиферации опухолевых клеток Ki-67.
Результаты. во всех образцах ткани увеальной меланомы выявлено наличие лимфоцитов в микроокружении опу-
холевых клеток. Большую часть исследуемых популяций лимфоцитов составили Т-цитотоксические CD28+-лимфо-
циты (абсолютное количество положительно окрашенных клеток – 607,3 ± 431,2; относительное – 18,84 ± 12,12 %) 
(p = 0,018), меньшую часть (практически в равном соотношении) – Т-хелперы CD4+, T-цитотоксические CD8+- и CD25+-
лимфоциты (p = 0,6). Абсолютное количество натуральных киллеров субпопуляции CD16+ оказалось ниже по срав-
нению с субпопуляцией CD56+ (р = 0,05). Однако отмечено практически равное относительное количество изучае-
мых субпопуляций (р = 0,9).
Гистологическое исследование выявило наличие в микроокружении ткани увеальной меланомы макрофагов. при им-
муногистохимическом исследовании экспрессируемых противовоспалительными и проопухолевыми макрофагами 
антигенов CD68+ и CD163+ отмечено, что их абсолютное и относительное количество в ткани данной опухоли пра-
ктически одинаковое, с небольшим преобладанием CD163+ (p = 0,7). иммуногистохимический анализ показал, 
что в ядрах клеток меланомы в среднем содержится 575,2 ± 388,5 значимых клеток белка пролиферации Ki-67. этот 
белок обнаружен в 16,69 ± 10,88 % опухолевых клеток.
Заключение. иммуногистохимическое исследование позволяет выявить субпопуляции инфильтрирующих опухоль 
лимфоцитов, определить подтипы макрофагов и оценить индекс Ki-67 пролиферации опухолевых клеток. получен-
ные данные в дальнейшем дают возможность оценить значимость обнаружения отдельных субпопуляций иммунных 
клеток (в частности, Т-цитотоксических CD28+-лимфоцитов) в патогенезе увеальной меланомы в целях разработки 
таргетного воздействия, обоснования новых иммунотерапевтических подходов к лечению первичной опухоли и пе-
репрограммирования измененных иммунных клеток.

Ключевые слова: увеальная меланома, иммуногистохимическое исследование, субпопуляции лимфоцитов, антиге-
ны макрофагов, индекс пролиферации

Для цитирования: Саакян С. в., катаргина л. А., мякошина е. Б. и др. иммуногистохимическое исследование уве-
альной меланомы и ее клеточного микроокружения. Успехи молекулярной онкологии 2022;9(2):97–104. 
DOI: 10.17650/2313-805X-2022-9-2-97-104.

Immunohistochemical study of uveal melanoma and its cellular microenvironment

S. V. Saakyan, L. A. Katargina, E. B. Myakoshina, G. P. Zakharova, I. P. Khoroshilova–Maslova, A. M. Maibogin

Moscow Helmholtz Research Centre of Eye Diseases; 14 / 19 Sadovaya-Chernogryazskaya St., Moscow 105062, Russia

C o n t a c t s : Elena Borisovna Myakoshina myakoshina@mail.ru

Introduction. Uveal melanoma pathogenesis is determined by a number of factors, including the tumor molecular genetics, 
the organism’s immune response, and other ones. One of the approaches to studying the peculiarities of pathogenesis  

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

  2
, 

2
0

2
2

98 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ ТОМ 9 / VOL. 9

of this cancer is to determine the local subpopulations of lymphocytes and macrophages in combination with the study 
of the proliferative activity of tumor cells.
Objective – to study the immunohistochemical features of uveal melanoma and its cellular microenvironment.
Materials and methods. 24 enucleated eyes with uveal melanoma (144 histological and 216 immunohistochemical 
preparations) without previous treatment were analyzed. Cells of the immune microenvironment were analyzed: lympho-
cyte subpopulations and CD 68+ and CD 163+ antigens expressed by macrophages in the melanoma stroma and 2–3 mm 
from it. The tumor cell proliferation index Ki-67 was diagnosed.
Results. All tissue samples of uveal melanoma revealed the presence of lymphocytes in the microenvironment of tumor 
cells. A large proportion of the studied subpopulations of lymphocytes were T-cytotoxic CD28+ lymphocytes (absolute 
content: 607.3 ± 431.2, relative: 18.84 % ± 12.12 %) (p = 0.018). A smaller proportion, but in equal proportions, were 
T-helpers CD4+, T-cytotoxic CD8+ and CD25+ lymphocytes (p = 0.6). The absolute number of natural killer cells subpo-
pulation CD16+ was lower compared to CD56+ (p = 0.05). However, an almost equal relative content of the studied sub-
populations was noted (p = 0.9).
Histological examination revealed the presence of uveal melanoma macrophages in the microenvironment of the tissue. 
The immunohistochemical study of CD68+ and CD163+ antigens expressed by anti-inflammatory and pro-tumor mac-
rophages showed that their absolute and relative content in the uveal melanoma tissue is almost the same with a slight 
predominance of CD163+ (p = 0.7). Immunohistochemical analysis showed that the nuclei of melanoma cells contain, 
on average, 575.2 ± 388.5 significant cells of the Ki-67 proliferation protein. This protein was found in 16.69 ± 10.88 % 
of tumor cells.
Conclusion. Immunohistochemical study allows to identify subpopulations of lymphocytes infiltrating the tumor, 
to determine the subtypes of macrophages and to estimate the Ki-67 index of tumor cell proliferation. The data obtained 
will make it possible to further evaluate the significance of individual immune cells (in particular, T-cytotoxic CD28+ 
lymphocytes) in the pathogenesis of uveal melanoma in order to develop targeted effects, substantiate new immuno-
therapeutic approaches to the treatment of primary tumors and reprogramming altered immune cells.

Key words: uveal melanoma, immunohistochemical study, lymphocyte subpopulations, macrophage antigens, prolifera-
tion index

For citation: Saakyan S. V., Katargina L. A., Myakoshina E. B. et al. Immunohistochemical study of uveal melanoma and 
its cellular microenvironment. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2022;9(2):97–104. 
(In Russ.). DOI: 10.17650/2313-805X-2022-9-2-97-104.

ВВЕдЕНИЕ
Увеальная меланома (УМ) – злокачественная опу-

холь, характеризующаяся ранним метастазированием 
[1]. В настоящее время большое внимание уделяется 
патогенетическим аспектам неопластического процес-
са [2, 3]. Одним из компонентов опухолевой прогрес-
сии являются иммунокомпетентные клетки организма 
человека, перепрограммированные на рост и развитие 
новообразования [4, 5]. Роль опухоль-инфильтрирую-
щих лимфоцитов (ОИЛ) в канцерогенезе изучается 
давно. Исследования продолжаются по настоящее 
время [6]. Терапевтические, иммуномодулирующие 
стратегии, нацеленные на ингибирование контрольных 
точек иммунитета, имеют важное значение в комбини-
рованном лечении УМ [7]. В связи с этим изучение им-
мунобиологии ОИЛ c акцентом на субпопуляционный 
лимфоцитарный состав играют большую роль в поис-
ке новых мишеней для противоопухолевой терапии.

Наличие в ткани УМ значительного количества 
опухоль-ассоциированных макрофагов (ОАМ) связа-
но с неблагоприятным прогнозом [8]. По данным ли-
тературы, из существующих типов макрофагов проан-
гиогенными и канцерогенными считаются макрофаги 
М2 [9]. Углубленное изучение ОАМ и ОИЛ дает возмож-
ность проанализировать патофизиологический меха-
низм, связанный с наличием воспаления при УМ.

Идентификация пролиферации клеток УМ имеет 
важнейшее значение в выживаемости и прогнозе за-

болевания [10]. Ранее доказано, что высокий индекс 
клеточной пролиферации коррелирует с эпителиоид-
но-клеточным типом УМ и связан с более высоким 
риском развития метастатического поражения [11]. 
Анализ пролиферативной активности клеток УМ в со-
вокупности с ОАМ и ОИЛ требует более глубокого 
изучения.

Цель исследования – изучить иммуногистохими-
ческие особенности УМ и ее клеточного микроокру-
жения.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Проанализированы 24 энуклеированных глаза 

с УМ (144 гистологических и 216 иммуногистохими-
ческих препаратов) без предшествующего лечения. 
Возраст пациентов составил от 34 до 67 лет (в среднем 
55 ± 2,7 года). Материал фиксировали 10 % нейтраль-
ным формалином и заливали в парафин по стандарт-
ной методике. Подготовка к патоморфологическим 
исследованиям включала микротомию и окрашивание 
парафиновых срезов (толщиной 5–6 мкм) гематокси-
лином, эозином и пикрофуксином по методу Ван-Ги-
зона. Анализ гистологических препаратов выполняли 
с помощью микроскопической системы фирмы Leica 
DMRB2500 (Германия).

По данным патоморфологических исследований  
в 9 случаях наблюдалась эпителиоидно-клеточная УМ, 
в 9 – веретеноклеточная типа АВ, в 6 – смешанно- 
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клеточная (рис. 1). Проминенция опухоли составила 
от 1,5 до 8,9 мм (в среднем 4,7 ± 1,8 мм), диаметр осно-
вания – от 1,5 до 24,5 мм (в среднем 13,4 ± 3,3 мм). 
Выявлены опухоли малых размеров (5 глаз), которые 
локализовались юкстапапиллярно с вовлечением ди-
ска зрительного нерва, что потребовало энуклеации. 
Преобладали опухоли хориоидеи (n = 20). Опухоли 
иридоцилиохориоидальной зоны диагностировали  
у 4 пациентов. По степени пигментации меланомы 
были слабо (n = 11) или умеренно (n = 13) пигменти-
рованными.

Было определено наличие клеток иммунного ми-
кроокружения – лимфоцитов и макрофагов – в стро-
ме меланомы и в 2–3 мм от нее. Количественный под-
счет выполняли в 10 полях зрения при 400-кратном 
увеличении.

Иммуногистохимические (ИГХ) исследования 
включали определение в ткани УМ абсолютного и от-
носительного состава субпопуляций лимфоцитов: 
 Т-хелперов CD4+, T-цитотоксических CD8+, нату-
ральных киллеров CD16+ и CD56+, Т-цитотоксичес-
ких CD28+, CD25+. Также выполняли анализ экспрес-
сируемых макрофагами антигенов CD68+ и CD163+, 
выявляли способность к пролиферации опухолевых 
клеток (на основе индекса пролиферации Ki-67).

В ходе ИГХ-исследования применяли поликло-
нальные (CD163, CD16, СD28) и моноклональные 
(CD4 (клон 4B12), CD8 (клон C8 / 144B), CD56 (клон 
123C3), CD 68 (клон KP1), CD25 (клон IL2R. 1)) мы-
шиные антитела к человеческим антигенам в рабочем 
разведении для использования в стейнере Avtosteiner 
Link 48 (Dako, Дания).

Для выявления маркера пролиферации клеток Ki-67 
применяли моноклональные мышиные антитела 
к человеческим Ki-67 антигенам (клон MIB-1). Кле-
точный пролиферативный индекс экспрессии Кi-67 
(MIB-1) вычисляли путем определения процентного 
соотношения Кi-67-положительных клеточных ядер 
меланомы к общему количеству ядер клеток опухоли, 
подсчитанных при 400-кратном увеличении. Подсчет 

проводился для клеточной популяции, насчитываю-
щей не менее 1 тыс. клеток (не менее чем в 2 случай-
ных полях зрения). В качестве системы детекции ис-
пользовали систему EnVisionFlex (Dako, Дания).

Были проанализированы 216 ИГХ-препаратов. 
Для каждого случая изготавливали срезы толщиной 
4 мкм для нанесения первичных антител и реагента 
негативного контроля. После депарафинизации и де-
маскировки антигенов ИГХ-исследование проводи-
ли в автоматическом режиме в автостейнере Dako-
Link 48.

Анализировали срезы с ИГХ-реакцией, оценивали 
количество положительно окрашенных иммунных 
клеток и определяли их долю от общего числа иммун-
ных клеток в 10 полях зрения. Положительным счита-
ли точечное или линейное, темно-коричневое, полное 
или частичное мембранное окрашивание клеток.

Статистические расчеты проводили в пакетах про-
грамм для Windows (Microsoft Excel, Statistica 12.5). 
Применяли t-критерий Стьюдента, критерии Фишера 
и χ2, уровень статистической значимости (p <0,05).

РЕзУЛьТаТы
Согласно результатам патоморфологических ис-

следований во всех образцах ткани УМ в микроокру-
жении опухолевых клеток наблюдались лимфоциты. 
Они представляли собой клетки округлой формы с на-
личием круглого ядра и светлой узкой цитоплазмы 
(рис. 2, а). Иммуногистохимическое исследование 
выявило наличие различных субпопуляций лимфоци-
тов в микроокружении УМ. При этом большую 
их часть составили Т-цитотоксические CD28+-лим-
фоциты (абсолютное количество положительно окра-
шенных клеток – 607,3 ± 431,2; относительное коли-
чество – 18,84 ± 12,12 %) (p = 0,018) (рис. 2, б).

Меньшими долями, но в равном соотношении, 
были представлены Т-хелперы CD4+, T-цитотокси-
ческие CD8+- (рис. 2в, г) и CD25+- (рис. 2, д) лимфо-
циты. Их абсолютное количество составило 387,6 ± 
362,5; 409,4 ± 383,9 и 371,9 ± 332,6 положительно 

Рис. 1. Патоморфологические типы увеальной меланомы: а – эпителиоидно-клеточный; б – веретеноклеточный; в – смешанно-клеточный. 
Окраска гематоксилином и эозином. ×100. Шкала 200 мкм
Fig. 1. Pathomorphological types of uveal melanoma: а – epithelioid cell; б – spindle cell; в – mixed cell. Stained with hematoxylin and eosin. ×100. Scale 
200 microns
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Рис. 2. Иммунногистохимическое исследование образцов увеальной меланомы (УМ): а – лимфоидный инфильтрат в ткани УМ (окраска гематок-
силином и эозином; ×100); б – положительная иммуногистохимическая (ИГХ) реакция с антителами CD28 для выявления Т-цитотоксических 
CD28+-лимфоцитов в ткани УМ (×100); в – положительная ИГХ-реакция с антителами CD4 для выявления Т-хелперов CD4+-лимфоцитов 
в ткани УМ (×100); г – положительная ИГХ-реакция с антителами CD8 для выявления T-цитотоксических CD8+-лимфоцитов в ткани УМ 
(×100); д – положительная ИГХ-реакция с антителами CD25 для выявления CD25+-лимфоцитов в ткани УМ (×100); е – положительная ИГХ-
реакция с антителами CD16 для выявления натуральных киллеров CD16+ в ткани УМ (×200); ж – положительная ИГХ-реакция с антителами 
CD56 для выявления натуральных киллеров СD56+ в ткани УМ (×100); з – макрофаг в ткани УМ (окраска гематоксилином и эозином; ×200); 
и – положительная ИГХ-реакция с антителами CD68 для выявления макрофагов CD68+ в ткани УМ (×100); к – положительная ИГХ-реакция 
с антителами CD163 для выявления макрофагов CD163+ в ткани УМ; л – положительная ИГХ-реакция с антителами к белку пролиферации 
Ki-67 в ткани УМ (×100). Шкала 100 мкм
Fig. 2. Immunohistochemical study of uveal melanoma (UM) samples: a – lymphoid infiltrate in the UM tissue (staining with hematoxylin and eosin; ×100); б – 
positive immunohistochemical (IHC) reaction with antibodies CD28 for the detection of T-cytotoxic CD28+ lymphocytes in the tissue UM (×100); в – positive 
IHC reaction with antibodies CD4 for the detection of T-helpers CD4+ lymphocytes in the tissue UM (×100); г – positive IHC reaction with CD8 antibodies 
to detect T-cytotoxic CD8+ lymphocytes in the UM tissue (×100); д – positive IHC reaction with antibodies CD25 for the detection of CD25+ lymphocytes of 
tissue UM (×100); е – positive IHC reaction with antibodies CD16 for the detection of natural killer cells CD16+ in the tissue UM (×200); ж – positive IHC 
reaction with antibodies CD56 for the detection of natural killer cells CD56+ in the tissue UM (×100); з – macrophage in the tissue UM (×300; staining with 
hematoxylin and eosin); и – positive IHC reaction with antibodies CD68 for the detection of macrophages CD68+ in the tissue UM (×100); к– positive IHC 
reaction with antibodies CD163 for the detection of macrophages CD163+ in the tissue of the UM (×100); л – positive IHC reaction with antibodies to the 
proliferation protein Ki-67 in the UM tissue (×100). Scale 100 microns
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окрашенных клеток соответственно, относительное 
количество – 8,18 ± 4,45; 7,59 ± 4,96 и 8,19 ±4,52 % 
соответственно (p = 0,6).

Анализ 2 субпопуляций натуральных киллеров 
CD16+ и CD56+ показал, что абсолютное количество 
CD16+ оказалось ниже по сравнению с CD56+ (р = 0,05) 
(рис. 2, е, ж; табл. 1). Однако отмечено отсутствие ста-
тистически значимых различий в относительном ко-
личестве этих субпопуляций (р = 0,9).

Гистологическое исследование выявило наличие 
в микроокружении ткани УМ макрофагов. При окрас-
ке гематоксилином и эозином они представляли собой 
клетки небольших размеров, как правило, овальной 
формы с четкими границами и глубокими складками 
оболочки с эксцентрично расположенным ядром 
(рис. 2з). Согласно данным ИГХ-исследования экс-
прессируемых противовоспалительными и проопухо-
левыми макрофагами антигенов CD68+ и CD163+ 
их абсолютное и относительное содержание в ткани 
УМ было практически одинаковым, с небольшим пре-
обладанием CD163+ (p = 0,7) (рис. 2, и, к; табл. 2).

В ходе ИГХ-исследования о наличии белка проли-
ферации Ki-67 в ядрах клеток меланомы свидетельст-
вовало коричневое окрашивание на фоне светло-го-
лубых опухолевых клеток (рис. 2л). В 10 полях зрения 
выявлено в среднем 575,2 ± 388,5 значимых клеток. 
Это составило 16,69 ± 10,88 % относительного коли-
чества опухолевых клеток.

ОбСУждЕНИЕ
Увеальная меланома – злокачественная опухоль, 

в патогенезе которой большую роль играют молекуляр-
но-генетические мутации, запускающие неадекватный 
иммунный ответ организма [12]. Злокачественный не-
опластический процесс приводит к метастазированию 
[13]. Несмотря на то, что существуют различные стра-
тегии лечения УВ, ни одна из них не показала увели-
чения показателей общей выживаемости [14–16]. Это 
обусловливает необходимость поиска новых терапев-
тических мишеней.

Исследованию «воспалительного» клеточного ми-
кроокружения опухоли посвящен ряд работ [17–19]. 

Таблица 2. Иммуногистохимическое исследование экспрессируемых макрофагами антигенов CD68+ и CD163+ в ткани увеальной меланомы

Table 2. Immunohistochemical study of CD68+ and CD163+ antigens expressed by macrophages in uveal melanoma tissue

Вид макрофагов 
Type of macrophages

Абсолютное количество различных видов 
макрофагов положительно окрашенных клеток, 

M ± m (мин.–макс.) 
The absolute number of different types of macrophages  

in uveal melanoma tissue, M ± m (min–max) 

Относительное количество различных видов 
макрофагов, %, M ± m (мин.–макс.) 

Relative content of different types of macrophages in 
the uveal melanoma tissue, %, M ± m (min–max) 

M2-макрофаги CD68+ 
M2 macrophages CD68+

457,2 ± 381,8 (4–1530) 10,52 ± 5,58 (1,67–24,59) 

M2-макрофаги CD163+ 
M2 macrophages CD163+

461,6 ± 376,9 (4–2100) 11,20 ± 7,89 (0–30,61) 

Таблица 1. Иммуногистохимическое исследование субпопуляций лимфоцитов в ткани увеальной меланомы

Table 1. Immunohistochemical study of lymphocyte subpopulations in uveal melanoma tissue

Субпопуляция лимфоцитов 
Lymphocyte subpopulation

Абсолютное количество положительно 
окрашенных клеток субпопуляций лимфоцитов, 

M ± m (мин.–макс.) 
Absolute number of lymphocyte subpopulations,  

M ± m (min–max) 

Относительное количество субпопуля-
ций лимфоцитов (%), 
M ± m, (мин.–макс.) 

Relative number of lymphocyte  
subpopulations, %, M ± m (min–max) 

Т-хелперы CD4+ 
T-helpers CD4+

387,6 ± 362,5 (5–2500) 8,18 ± 4,45 (2,80–20,91) 

T-цитотоксические CD8+ 
T-cytotoxic CD8+

409,4 ± 383,9 (3–1600) 7,59 ± 4,96 (0–16,26) 

Т-цитотоксические CD28+ 
T-cytotoxic CD28+

607,3 ± 431,2 (11–1920) 18,84 ± 12,12 (3,17;42,02) 

CD25+ 371,9 ± 332,6 (5–1800) 8,19 ± 4,52 (2,59–17,36) 

Натуральные киллеры CD16+ 
Natural killers CD16+

394,3 ± 387,1 (4–1520) 9,77 ± 6,07 (1,84–25,04) 

Натуральные киллеры CD56+ 
Natural killers CD56+

466,8 ± 436,6 (2–1600) 9,02 ± 4,71 (1,12–14,93) 



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

  2
, 

2
0

2
2

102 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ ТОМ 9 / VOL. 9

Большую роль в неоангиогенезе, пролиферации, про-
грессировании новообразования и неблагоприятном 
витальном прогнозе при УМ играет наличие лимфо-
цитарного и макрофагального инфильтратов [20–24]. 
В связи с этим особое внимание уделяют иммуно-
фенотипированию лимфоцитарного инфильтрата 
в микроокружении опухоли [25]. По мнению ученых, 
инфильтрация ткани меланомы CD4+- и CD8+-T-лим-
фоцитами оказывает прямое цитотоксическое воздей-
ствие на клетки опухоли [26]. По данным литературы 
проангиогенными и канцерогенными свойствами 
обладают макрофаги М2 [9]. Некоторые исследовате-
ли считают, что наличие в ткани УМ значительного 
количества опухоль-инфильтрирующих макрофагов  
связано с неблагоприятным прогнозом [8]. Содержа-
ние в ткани меланомы макрофагов CD68+ подтвер-
ждено, хотя их значимость в витальном прогнозе раз-
норечива [27].

Наши комплексные ИГХ-исследования, прове-
денные впервые в России, показали наличие ОИЛ 
и ОАМ во всех изученных образцах слабо и умеренно 
пигментированных форм первичной УМ. Было выяв-
лено, что в основном встречаются CD28+-лимфоциты, 
реже – Т-хелперы CD4+, T-цитотоксические CD8+- 
и CD25+-лимфоциты (в равном соотношении). Также 
в микроокружении опухоли обнаружено больше 
CD56+ натуральных киллеров по сравнению с CD16+. 
Иммуногистохимическое исследование макрофагов 
показало практически одинаковое содержание CD68+ 
и CD163+.

Ранними событиями канцерогенеза являются на-
рушение механизмов пролиферации и апоптоза клеток 

[25]. Одним из методов определения пролиферативной 
активности опухоли служит подсчет индекса Ki-67 [28]. 
Его пограничные значения различаются в зависимости 
от локализации опухоли. В случае меланоцитарных но-
вообразований индекс Ki-67 менее 10 % свидетельст-
вует о низком уровне пролиферации, 10–20 % – о по-
граничном уровне, более 20 % – о высоком уровне [28]. 
Иммунореактивность Ki-67 коррелирует с доброкаче-
ственностью или злокачественностью меланоцитарных 
поражений [29]. Проведенное ИГХ-исследование по-
казало наличие 16,69 ± 10,88 % клеток с положитель-
ной реакцией с Ki-67 в ткани УМ.

заКЛючЕНИЕ
Иммуногистохимическое исследование позволило 

выявить в ткани слабо и умеренно пигментированной 
УМ наличие субпопуляций лимфоцитов со значитель-
ным преобладанием Т-цитотоксических CD28+-лим-
фоцитов. Наблюдалось практически одинаковое ко-
личество экспрессируемых противовоспалительными 
и проопухолевыми макрофагами антигенов CD68+ 
и CD163+. Иммуногистохимическое исследование 
белка пролиферации Ki-67 в ядрах клеток меланомы 
показало, что он содержится в 16,69 ± 10,88 % опухо-
левых клеток. Полученные данные позволят в даль-
нейшем оценить значимость отдельных иммунных 
клеток (в частности, субпопуляции Т-цитотоксиче-
ских CD28+-лимфоцитов) в патогенезе УМ с целью 
разработки таргетного воздействия, обоснования но-
вых иммунотерапевтических подходов к лечению пер-
вичной опухоли и перепрограммирования изменен-
ных иммунных клеток.
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Первичная медиастинальная В-крупноклеточная 
лимфома с редкой мутацией в гене ALK

О. И. Кит, И. А. Камаева, И. Б. Лысенко, И. А. Новикова, Н. Н. Тимошкина, Н. В. Николаева,  
Я. С. Гайсултанова, Н. Ю. Саманева, А. А. Пушкин

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии» Минздрава России; Россия, 344037 
Ростов-на-Дону, ул. 14-я линия, 63

К о н т а к т ы : инна Анатольевна камаева inkamaeva@yandex.ru

Введение. первичная медиастинальная в-крупноклеточная лимфома представляет собой агрессивный вариант 
лимфомы, характеризующийся генетической гетерогенностью. в 1-й линии лечения данной патологии принято 
проводить иммунохимиотерапию. Однако, несмотря на успехи в лечении первичной медиастинальной B-крупнокле-
точной лимфомы, есть большая группа пациентов, рефрактерных к терапии.
Цель исследования – оценка особенностей клинического течения первично рефрактерной первичной медиасти-
нальной в-крупноклеточной лимфомы с учетом данных таргетного секвенирования нового поколения (next generation 
sequencing, NGS).
Материалы и методы. пациентке, 22 лет, с первичной медиастинальной в-крупноклеточной лимфомой, у которой 
не наблюдалось эффекта от иммунохимиотерапии, выполнено таргетное секвенирование нового поколения с ис-
пользованием панели из 77 генов.
Результаты. в ходе таргетного секвенирования нового поколения выявлены 2 редких варианта мутаций в гене ALK 
с неясным клиническим значением. Согласно данным литературы они встречаются преимущественно в солидных 
опухолях.
Заключение. выявленные миссенс-мутации в гене ALK, возможно, связаны с особенностью течения первичной 
медиастинальной в-крупноклеточной лимфомы, в частности с первичной рефрактерностью к проводимому лечению.

Ключевые слова: первичная медиастинальная в-крупноклеточная лимфома, таргетное секвенирование нового 
поколения, первично рефрактерное течение заболевания

Для цитирования: кит О. и., камаева и. А., лысенко и. Б. и др. первичная медиастинальная в-крупноклеточная 
лимфома с редкой мутацией в гене ALK. Успехи молекулярной онкологии 2021;9(2):105–10. DOI: 10.17650/2313-
805X-2022-9-2-105-110.

Primary mediastinal large B-cell lymphoma with a rare ALK gene mutation

O. I. Kit, I. A. Kamaeva, I. B. Lysenko, I. A. Novikova, N. N. Timoshkina, N. V. Nikolaeva, Ya. S. Gaisultanova,  
N. Yu. Khamaneva, A. A. Pushkin

National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 63 14 th Liniya St., Rostov-on-Don 344037, Russia

C o n t a c t s : Inna Anatolyevna Kamaeva inkamaeva@yandex.ru

Introduction. Primary mediastinal large B-cell lymphoma is an aggressive variant of lymphoma characterized by gene tic 
heterogeneity. First-time therapy for primary mediastinal large B-cell lymphoma usually includes immunochemotherapy. 
However, a substantial proportion of patients do not respond to this therapy.
Objective – to analyze clinical characteristics of primary refractory primary mediastinal large B-cell lymphoma taking 
into account the results of targeted next-generation sequencing (NGS).
Materials and methods. A 22-year-old patient with primary mediastinal large B-cell lymphoma who had not responded 
to immunochemotherapy was tested using targeted NGS for 77 genes.
Results. We identified 2 rare mutations in the ALK gene with an unclear clinical value. According to the literature, these 
mutations are primarily found in solid tumors.
Conclusion. Missense mutations identified in the ALK gene are presumably associated with the course of primary media-
stinal large B-cell lymphoma, in particular, with primary refractory disease.

Key words: primary mediastinal large B-cell lymphoma, targeted next-generation sequencing, primary refractory disease
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ВВЕдЕНИЕ
Первичная медиастинальная В-крупноклеточная 

лимфома (ПМВКЛ) представляет собой тип агрессив-
ной лимфомы, которая часто встречается у молодых 
пациентов. Несмотря на успехи в лечении данной па-
тологии, у трети больных наблюдается первично реф-
рактерное и рецидивирующее течение ПМВКЛ [1, 2]. 
Одним из важнейших патогенетических механизмов 
развития этого заболевания является генетическая 
нестабильность опухоли. В литературе описаны гене-
тические сходства ПМВКЛ с другими лимфомами, 
такими как лимфома Ходжкина, диффузная В-круп-
ноклеточная лимфома, однако четких представлений 
о молекулярно-генетическом профиле данной пато-
логии на сегодняшний день нет.

В связи с отсутствием структурированных данных 
о молекулярной картине ПМВКЛ и наличием боль-
шого числа пациентов, у которых не наблюдается эф-
фекта от лечения, возникает необходимость поиска 
новых методов диагностики этого заболевания, а так-
же потенциальных мишеней для дальнейшей разра-
ботки подходов к таргетной терапии.

Цель исследования – оценка особенностей клини-
ческого течения первично рефрактерной ПМВКЛ 
с учетом данных таргетного секвенирования нового 
поколения (next generation sequencing, NGS).

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Были проанализированы данные пациентки, по-

ступившей в гематологическое отделение ФГБУ «На-
циональный медицинский исследовательский центр 
онкологии» Минздрава России (Ростов-на-Дону). 
Пациентка, 22 лет, с диагнозом ПМВКЛ с поражением 
периферических (надключичных) лимфатических уз-
лов (ЛУ) справа, внутригрудных ЛУ (bulky disease), 
легочной ткани с 2 сторон, молочной железы справа, 
стадия IVB, международный прогностический ин-
декс – 2. Риск раннего прогрессирования был оценен 
как высокий / промежуточный. После проведения  
6 курсов полихимиотрепии было выявлено первично 
рефрактерное течение ПМВКЛ. Наследственность 
онкологическими заболеваниями не отягощена.

Опухолевый биоптат исследован методом таргет-
ного NGS с помощью секвенатора Illumina NextSeq 
550 со средним покрытием не менее 1000х с приме-
нением таргетной панели AVENIO Tumor Expanded 
Panel, (Roche, США), включающей в себя 77 генов. 
Аналитическая чувствительность детекции мутаций 
составила 5 %. Патогенность выявленных нуклеотид-
ных замен оценивали согласно рекомендациям Аме-
риканской коллегии медицинской генетики и геноми-
ки (American College of Medical Genetics and Genomics, 

ACMG) и Ассоциации молекулярной патологии (As-
sociation of Molecular Pathology, AMP) [3].

Выделение геномной ДНК из FFPE-блоков про-
водили с использованием панели Gene Read DNA 
FFPE Kit (Qiagen, США) согласно официальному про-
токолу. Концентрацию ДНК измеряли с помощью 
флуориметра Qubit 2.0 (Life Technologies, США). 
Для обработки данных (поиска клинически значимых 
мутаций) использовали программное обеспечение 
AVENIO Oncology Analysis Software. Проведено иссле-
дование генетического материала на наличие клини-
чески значимых мутаций, содержащихся в известных 
базах данных: COSMIC v83, TCGA 9.0, ExAC v1.0, db-
SNP v150, 1000 Genomes Phase 3, SnpEff 4.2.

РЕзУЛьТаТы
При поступлении в гематологическое отделение 

ФГБУ «Национальный медицинский исследователь-
ский центр онкологии» Минздрава России (Ростов-
на-Дону) состояние пациентки было тяжелым: наблю-
дались синдром сдавления верхней полой вены, 
дыхательная недостаточность III стадии. Оценка 
по шкале Восточной кооперативной группы исследо-
вания рака (Eastern Cooperative Oncology Group, 
ECOG) составила 2 балла (сохранена способность 
к самостоятельному обслуживанию, однако большую 
часть бодрствования больная проводит лежа).

При осмотре на передней поверхности грудной 
клетки наблюдались усиление сосудистого рисунка, 
синюшность и бледность кожных покровов. Согласно 
результатам спиральной компьютерной томографии 
органов грудной клетки и брюшной полости в легоч-
ной ткани с обеих сторон выявлены множественные 
инфильтраты и очаги размером до 32 мм, увеличение 
надключичных ЛУ справа (до 24 мм), внутригрудных 
ЛУ (в переднем средостении – конгломерат размерами 
115 × 73 × 143 мм), сдавливающих трахею, сужение 
просвета главных бронхов до 3 мм. Гидроперикард 
до 60 мл, печень и селезенка не увеличены, объемных 
образований в брюшной полости не обнаружено.

По данным ультразвукового исследования молоч-
ных желез в верхнем наружном квадранте правой мо-
лочной железы обнаружено изоэхогенное образование 
размерами 16 × 13 мм с ровным контуром. Подкрыль-
цовые ЛУ слева размером до 20 мм, справа – до 26 мм. 
Выполнена трепанобиопсия ткани правой молочной 
железы. Гистологическое заключение: морфологиче-
ская картина в объеме трепанобиоптатов ткани молоч-
ной железы более всего характерна для неходжкин-
ской лимфомы.

В отделении торакальной хирургии ФГБУ «Нацио-
нальный медицинский исследовательский центр 

For citation: Kit O. I., Kamaeva I. A., Lysenko I. B. et al. Primary mediastinal large B-cell lymphoma with a rare ALK gene 
mutation. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2021;9(2):105–10. (In Russ.). 
DOI: 10.17650/2313-805X-2022-9-2-105-110.
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онкологии» Минздрава России (Ростов-на-Дону) вы-
полнена трансторакальная пункция конгломерата, 
расположенного в средостении. Морфологическая 
картина соответствовала ПМВКЛ с поражением ткани 
молочной железы (CD20+, Bcl-6+, MUM1+, CD30+, 
panCK–).

В отделении онкогематологии пациентка получа-
ла лечение по схеме DA-EPOCH-R (ритуксимаб в до-
зе 375 мг / м2 внутривенно капельно в 0-й день все ци-
клы курса или 1 цикл, далее ритуксимаб в дозе 1400 мг 
подкожно в 0-й день, этопозид в дозе 50 мг / м2 / сут 
внутривенно в 1–4-й дни (непрерывная 96-часовая 
инфузия), доксорубицин в дозе 10 мг / м2 / сут внутри-
венно в 1–4-й дни (непрерывная 96-часовая инфузия), 
винкристин в дозе 0,4 мг / м2 / сут внутривенно в 1–4-й дни 
(непрерывная 96-часовая инфузия), циклофосфамид 
в дозе 750 мг / м2 внутривенно в 5-й день, преднизолон 
в дозе 60 мг / м2 2 раза в сутки внутрь в 1–5-й дни, грану-
лоцитарный колониестимулирующий фактор (Г-КСФ) 
в дозе 5 мкг / кг подкожно, начиная с 6-го дня и про-
должая до достижения абсолютного уровня нейтрофи-
лов (более чем 0,5 × 109 / л). Лечение возобновилось 
на 22-й день.

В ходе химиотерапии у пациентки наблюдались 
явления гематологической токсичности, нейтропения 
II–III степени, купирующаяся введением препаратов 
Г-КСФ. После проведения 6 курсов выполнена пози-
тронная эмиссионная томография, совмещенная 
с компьютерной томографией. Согласно полученным 
данным в обоих легких определяются объемные обра-
зования, расположенные субплеврально, с высоким 
уровнем захвата радиофармпрепарата (standardized 
uptake value, SUV): максимальный SUV – 14,4 (SUV 
печени – 1,54, SUV крови – 0,62). В клетчатке перед-
него средостения определяется метаболически актив-
ное объемное образование размерами до 151 × 133 мм 
(SUV = 17,7), оттесняющее анатомические структуры. 
Также выявлены образования в области молочной же-
лезы справа размерами 17 × 23 мм с высоким уровнем 
метаболической активности, поражение внутригруд-
ных ЛУ и легких. Результат лечения соответствовал 
5 баллам по шкале визуальной оценки Deauville, что 
свидетельствует о первично рефрактерном течении 
заболевания.

В ходе лечения было решено включить пациентку 
в исследование генетического профиля ПМВКЛ с по-
мощью таргетного NGS. В образце ДНК, выделенной 
из ткани опухоли, обнаружены 2 однонуклеотидных 
полиморфизма гена ALK – c.3542G>A (p.Arg1181His) 
и c.422G>A (p.Arg141His) – rs1034835558, которые ло-
кализовались в 23-м и 5-м экзонах соответственно. 
Общая частота аллелей составила 23,47 %.

Согласно результатам более раннего исследования 
[4] вариант ALK p.Arg1181His (c.3542G>A), располо-
женный внутри протеинкиназного домена гена ALK, 
был идентифицирован в ходе NGS аденокарциномы 
поджелудочной железы 50 пациентов с резистент-

ностью к химиотерапии. Авторы, основываясь на ло-
кализации миссенс-мутации, предположили ее значи-
мость для онкогенеза. Однако в ходе исследования 
вариант не был охарактеризован, и его влияние на 
функцию белка ALK неизвестно. Согласно данным 
литературы у пациентов с ПМВКЛ данная мутация 
не выявлена.

Миссенс-вариант rs1034835558 зарегистриро-
ван в базе данных соматических мутаций COSMIC 
(COSM6226578) для рака шейки матки, толстой кишки 
и поджелудочной железы. В базе VarSome также есть 
описание данной мутации при нейробластоме. В то же 
время ранее она не была зафиксирована у пациентов 
с ПМВКЛ. В базах данных ClinVar и VarSome этот по-
лиморфный вариант характеризуется как мутация 
с неопределенным клиническим значением. Согласно 
Genome Aggregation Database (GnomAD_exome) 
rs1034835558 является чрезвычайно редким событием 
в популяции (1 / 251 324). При скрининге меньшей вы-
борки, результаты которого приведены в базе ALFA, 
полиморфизм не был зарегистрирован (0 / 10680).

ОбСУждЕНИЕ
Ген ALK, кодирующий тирозинкиназный рецеп-

тор, расположен на 2-й хромосоме в локусе 2р23. Схе-
ма сигнального пути ALK (anaplastic lymphoma receptor 
tyrosine kinase – киназы анапластической лимфомы) 
представлена на рисунке. Несмотря на широкое ис-
пользование рецептора ALK в качестве мишени для 
таргетной терапии, функции этого фермента до конца 
неясны. Данный рецептор активно экспрессируется 
на ранней стадии эмбириогенеза, предположительно, 
помогая регулировать пролиферацию нервных клеток. 
Было обнаружено, что ген ALK претерпевает аберрант-
ные изменения в ряде опухолей, включая анапласти-
ческие крупноклеточные лимфомы, нейробластому 
и немелкоклеточный рак легких (НМРЛ). Хромосом-
ные перестройки ALK являются наиболее распростра-
ненными генетическими изменениями [5]. Молеку-
лярно-генетическое исследование наличия мутации 
в генах EGFR, ALK и ROS входит в стандарт обследо-
вания пациентов с НМРЛ в связи с наличием ряда 
препаратов, направленных на ингибирование соответ-
ствующих целей. При этом считается, что аденокар-
циномы легких с транслокацией ALK чаще встречают-
ся у пациентов среднего возраста и некурящих людей. 
Согласно морфологическим данным в основном опу-
холи имели крибриформное и перстневидное строе-
ние с обилием муцина [6, 7]. Мутации в гене EGFR 
и слияние генов ALK и RET могут считаться прогно-
стическими факторами метастазирования в мозг у па-
циентов с НМРЛ.

H. Majewska и соавт. (2021) исследовали статус ALK 
у пациентов с раком слюнных желез [10]. Как и при 
НМРЛ, в случае внутрипротоковой карциномы наблю-
дались крибриформный вариант архитектурного строе-
ния опухоли и очаговая муцинозная дифференцировка. 
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Также в литературе описываются недавно обнаружен-
ные транслокации ALK в новообразованиях кожи, на-
пример в акральных меланомах и шпицоидных опухо-
лях, что может представлять интерес для планирования 
таргетной терапии таких пациентов [11]. Экспрессию 
и перестройки в ALK выявляют и при злокачественной 
фиброзной гистиоцитоме [12]. C целью поиска новых 
терапевтических мишеней также были исследованы 
перестройки в данном гене при светлоклеточных кар-
циномах. Однако согласно полученным результатам 
слияния ALK обусловливали патогенетический меха-
низм лишь в небольшом числе случаев светлоклеточ-
ных карцином [13].

ALK является одним из ключевых генов, влияю-
щих на развитие нейробластомы, для которых харак-
терно наличие активирующих SNPs, а не крупных 

перестроек гена. Исследователи связывают наличие 
мутаций в этом гене в опухоли с неблагоприятным 
клиническим исходом, агрессивным течением и рези-
стентностью к проводимому лечению [14, 15]. Они 
обнаруживаются и при рецидивах нейробластомы [16]. 
Отметим, что мутации в гене ALK встречаются в 80 % 
семейных случаев развития данного заболевания, при 
этом соматические мутации составляют около 10 % 
всех случаев [17]. При семейной нейробластоме они 
проявляются фенотипически лишь в 50 % носитель-
ства, что свидетельствует о неполной пенетрантности 
данного гена [18].

В ходе современных молекулярно-генетических 
исследований ПМВКЛ ранее обнаружен ряд анома-
лий, в том числе мутации в известных генах p53, BCL6, 
BCL2, JAK2, STAT и др. [19–22]. Мы же выявили 

Схема сигнального пути ALK [8, 9]. TCF – фактор транскрипции; GSК3β – киназа гликогенсинтаза 3β; BMP-5-костный морфогенетический 
белок 5; BMP-7 – костный морфогенетический белок 7; BMP-10 – костный морфогенетический белок 10; BMPR-2 – белки-рецепторы костного 
морфогенетического белка типа 2; ATF-2 – активирующий фактор транскрипции 2; TGFβ –трансформирующий фактор роста β; TAK1 – ки-
наза трансформирующего фактора роста бета-активируемая киназа 1; DSMO – диметилсульфоксид; MEF2C – фактор энхансера миоцитов 2C; 
MLC2v – легкая цепь миозина; βMHC – тяжелая цепь β-миозина; TβR-2-рецептор трансформирующего фактора роста типа 2; ANP – пред-
сердный натрийуретический пептид; BNP – мозговой натрийуретический пептид

Scheme of the ALK signaling pathway [8, 9]. TCF – transcription factor; GSК3β – glycogen synthase kinase 3β; BMP-5 – bone morphogenetic protein 5; 
BMP-7 – bone morphogenetic protein 7; BMP-10 – bone morphogenetic protein 10; BMPR-2 – bone morphogenetic protein receptor, type II; ATF-2 – 
activating transcription factor 2; TGFβ – transforming growth factor β; TAK1 – transforming growth factor β-activated kinase 1; DSMO – dimethyl sulfoxide; 
MEF2C – myocyte enhancer factor 2C; MLC2v – myosin light chain; βMHC – β myosin heavy chain; TβR-2 – transforming growth factor β; ANP – atrial 
natriuretic peptide; BNP – brain natriuretic peptide
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мутацию, ранее не описанную при этой нозологии, 
которая может служить основой для дальнейших кли-
нических испытаний. Опубликовано много исследо-
ваний, посвященных сравнению различных схем те-
рапии ПМВКЛ. Однако выбор оптимального лечения 
представляет определенные трудности. Несмотря 
на активное применение ингибиторов ALK в лечении 
солидных опухолей, их использование в терапии 
 ПМВКЛ требует дальнейшего изучения на большей 
выборке пациентов. Анализ молекулярного профиля 
данного злокачественного новообразования позволит 
найти потенциальные терапевтические мишени для 

пациентов с рецидивирующими и рефрактерными 
формами заболевания.

заКЛючЕНИЕ
Представленный клинический случай демонстри-

рует стремительное развитие первично рефрактерной 
ПМВКЛ у молодой пациентки, не имеющей отяго-
щенного онкологическими заболеваниями семейного 
анамнеза. Выявленные в ходе таргетного NGS редкие 
миссенс-мутации c. 3542G>A и c. 422G>A в гене ALK, 
возможно, ассоциированы с особенностями течения 
заболевания.
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Противоопухолевый эффект рекомбинантного 
интерферона гамма в экспериментальной модели 
билатеральной солидной карциномы Эрлиха

В. Г. Исаева, Л. Ю. Гривцова, Л. П. Жовтун, С. М. Самборский, Н. А. Фалалеева

Медицинский радиологический научный центр им. А. Ф. Цыба – филиал ФГБУ «Национальный медицинский 
исследовательский центр радиологии» Минздрава России; Россия, 249036 Обнинск, ул. Маршала Жукова, 10

К о н т а к т ы : Станислав михайлович Самборский samborsky.stas@yandex.ru

Введение. иммунотерапия, входящая в состав комплексной и комбинированной терапии рака, является одним 
из приоритетных направлений в лечении онкологических больных. Однако эффективность применения иммуноте-
рапевтических препаратов последнего поколения не так высока, а у некоторых больных эффект терапии оказался 
кратковременным. факторами, препятствующими полноценной реализации противоопухолевого эффекта цитоста-
тиков и иммунопрепаратов, возможно, являются особенности антигенного состава опухоли, а также ее клеточного 
и стромального микроокружения. данные факты способствовали развитию новой стратегии, обозначенной как им-
муноредактирование рака посредством воздействия различных биологически активных агентов, способных изменить 
соотношение организм – опухоль в пользу больного и сделать опухоль доступной для реализации противоопухоле-
вого воздействия иммунной системы хозяина.
Цель исследования – экспериментальное обоснование разработки новых иммунотерапевтических подходов в ле-
чении агрессивных форм рака.
Материалы и методы. проведено экспериментальное изучение влияния человеческого рекомбинантного интер-
ферона гамма (IFNγ) на рост карциномы эрлиха при подкожной билатеральной трансплантации клеток опухоли 
животным. Трансплантацию карциномы эрлиха мышам-самцам гибридам F1 (СвАхС57вl6) проводили подкожным 
введением 2,0 × 106 опухолевых клеток (7-дневная культура) в 0,1 мл суспензии в область латеральной поверхности 
правого и левого бедер с имитацией мультицентричного роста.
Результаты. Через сутки после курса введения препарата (6-е сутки роста опухолевых узлов) отмечен эффект 
подавления роста опухоли по отношению к росту в контрольной группе. максимальный эффект торможения, со-
ставляющий 19,8 % (р <0,05) роста опухоли, получен через 5 сут после курса препарата (10-е сутки опухолевого 
роста, правый узел) и 18,5 % (р <0,001) через 9 суток после введения (14-е сутки опухолевого роста, левый узел).
Заключение. Таким образом, установлен отчетливый, статистически значимый противоопухолевый эффект IFNγ 
в отношении опухоли с мультицентричным характером роста.

Ключевые слова: иммунотерапия, цитокины, интерферон гамма, опухоли с мультицентричным характером роста

Для цитирования: исаева в. Г., Гривцова л. Ю., Жовтун л. п. и др. противоопухолевый эффект рекомбинантного 
интерферона гамма в экспериментальной модели билатеральной солидной карциномы эрлиха. Успехи молекулярной 
онкологии 2022;9(2):111–9. DOI: 10.10.17650/2313-805X-2022-9-2-111-119.

Antitumor effect of recombinant interferon-gamma in an experimental model  
of Ehrlich’s bilateral solid carcinoma.

V. G. Isaeva, L. Y. Grivtsova, L. P. Zhovtun, S. M. Samborsky, N. A. Falaleeva

A. F. Tsyba Medical Radiological Research Center – branch of the National Medical Research Radiological Center, Ministry of Health  
of Russia; 10 Marshala Zhukova St., Obninsk 249036, Russia

C o n t a c t s : Stanislav Mikhailovich Samborsky samborsky.stas@yandex.ru

Introduction. Immunotherapy, which is part of the complex and combined cancer therapy, is one of the priority areas 
in the treatment of cancer patients. However, the effectiveness of the use of immunotherapeutic drugs of the latest 
generation is not so high, and in some patients the effect of therapy was short-lived. Factors that prevent the full reali-
zation of the antitumor effect of cytostatics and immunopreparations may be the features of the antigenic composition 
of the tumor, as well as its cellular and stromal microenvironment. These facts contributed to the development of a new 
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ВВЕдЕНИЕ
Опухоль – результат сложного механизма взаимо-

действия генетических и эпигенетических изменений, 
приводящего к нарушению регуляции межклеточных 
взаимосвязей и внутриклеточных сигнальных путей. 
Гетерогенный клеточный состав опухоли и изменен-
ное ею микроокружение ограничивают эффектив-
ность стандартной химиотерапии из-за внутренней, 
уже имеющейся или приобретенной, лекарственной 
устойчивости, а также в связи с подавлением апоп-
тоза [1].

Иммунотерапия – одно из приоритетных направ-
лений в лечении онкологических больных, входящее 
в состав комплексной и комбинированной терапии 
рака. Однако эффективность применения иммуноте-
рапевтических препаратов последнего поколения 
не так высока, как ожидалось: в 25 % случаев ответа 
на лечение ингибиторами контрольных точек имму-
нитета не получено, а у некоторых больных эффект 
терапии оказался кратковременным, и причины этого 
до сих пор неизвестны. Факторами, препятствующими 
полноценной реализации противоопухолевого эффек-
та цитостатиков и иммунопрепаратов, возможно, яв-
ляются особенности антигенного состава опухоли, 
а также ее клеточного и стромального микроокруже-
ния. Данные факты способствовали развитию новой 
стратегии, обозначенной как иммуноредактирование 
рака посредством воздействия различных биологиче-
ски активных агентов, способных изменить соотно-
шение организм – опухоль в пользу больного и сделать 
опухоль доступной для реализации противоопухоле-
вого воздействия иммунной системы хозяина [2].

В одном из недавних исследований показано, 
что резистентность к иммунотерапии ингибиторами 
контрольных точек иммунитета объясняется дефекта-
ми в сигнале интерферона гамма (INFγ) [3].

Интерферон гамма составляет семейство интерфе-
ронов 2-го типа и секретируется целым рядом имму-
нокомпетентных клеток. Роль INFγ в модулировании 
иммунных реакций огромна. В большей степени се-
креция INFγ свойственна активированным лимфоци-
там: в основном это CD4+ Т-хелперы 1-го типа (Th1), 
CD8+ цитотоксические Т-клетки, γδ-Т-клетки, естест-
венные киллеры (NK) и, в меньшей степени, Т-клетки 
с киллерной функцией (NKT), В-клетки и антиген-
презентирующие клетки. Экспрессия INFγ индуциру-
ется митогенами и цитокинами, такими как интерлей-
кин 12 (ИЛ-12), интерлейкин 15 (ИЛ-15), интерлейкин 18 
(ИЛ-18) и интерфероны 1-го типа. Плейотропные 
функции INFγ опосредуются клеточно-специфичной 
экспрессией более 250 INFγ-регулируемых генов, 
контролирующих сигнальные воспалительные моле-
кулы, апоптоз, регуляторы клеточного цикла и акти-
ваторы транскрипции [4–19].

Интерферон гамма может считаться одним из клю-
чевых игроков в иммунном контроле рака, стимулиро-
вании противоопухолевого иммунитета и содействии 
в распознавании и элиминации опухолей [20–26].

Кроме активации антигенпрезентирующих кле-
ток, усиления экспрессии ряда цитокинов (ИЛ-12 
и ИЛ-18), приводящих к дифференцировке Th-1 в ци-
тотоксические лимфоциты, индукции каскада сигна-
лов в Т-клетках для обеспечения их эффекторных 
функций и активации экспрессии молекул главного 
комплекса гистосовместимости, т. е. реализации ци-
тотоксичности в отношении опухоли, IFNγ вызывает 
также регрессию сосудистой системы опухоли. Таким 
образом, возможно, что IFNγ замедляет рост опухоли 
за счет индукции ее ишемии [27, 28].

При физиологических условиях содержание ин-
терферонов и 1-го (интерфероны альфа), и 2-го (IFNγ) 
типов жестко контролируется, и их локализация 

strategy, designated as immunoredaction of cancer by exposure to various biologically active agents that can change 
the body – tumor ratio in favor of the patient and make the tumor available for the implementation of antitumor effects 
of the host immune system.
The study objective – experimental substantiation of the development of new immunotherapeutic approaches in the treat-
ment of aggressive forms of cancer.
Materials and methods. An experimental study of the effect of human recombinant interferon-gamma (IFNγ) on the growth 
of Ehrlich’s carcinoma during subcutaneous bilateral transplantation of tumor cells to animals was carried out. Transplan-
tation of Ehrlich’s carcinoma to male F1 hybrids (SWAhC57Bl6) was performed by subcutaneous injection of 2.0 × 106 tumor 
cells (7-day culture) in 0.1 ml of suspension into the lateral surface of the right and left femur with imitation of multi-
centric growth.
Results. A day after the course of drug administration (day 6 of tumor node growth), the effect of suppressing tumor 
growth in relation to growth in the control group was noted. The maximum inhibition effect of 19.8 % (p <0.05) of tumor 
growth was obtained 5 days after the course of the drug (10 days of tumor growth, right node) and 18.5 % (p <0.001) 9 days 
after administration (14 days of tumor growth, left node).
Conclusion. Thus, a distinct, statistically significant antitumor effect of IFNγ was established in relation to a tumor with 
a multicentric growth pattern.

Key words: immunotherapy, cytokines, interferon-gamma, tumors with multicentric growth pattern

For citation: Isaeva V. G., Grivtsova L. Y., Zhovtun L. P. et al. Antitumor effect of recombinant interferon-gamma in an expe-
rimental model of Ehrlich’s bilateral solid carcinoma. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Onco logy 
2022;9(2):111–9. (In Russ.). DOI: 10.10.17650/2313-805X-2022-9-2-111-119.
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ограничена тканями. Постоянные уровни эндогенно-
го IFNγ способствуют гомеостазу иммунной системы, 
сохранению клеточных функций, поддержанию по-
стоянства костно-мозговых ниш стволовых кроветвор-
ных клеток и остеогенеза [29–33].

При злокачественных новообразованиях содержа-
ние IFNγ различно. Так, уровни данного цитокина 
снижены у больных раком легкого, а гиперметилиро-
вание гена-промотора IFNγ в CD4+ Т-клетках пока-
зывает обратную корреляцию с уровнями цитокина 
в плазме крови [34].

К сожалению, IFNγ-индуцированные сигналы мо-
гут оказывать и иммуносупрессивное действие и даже 
индуцировать эпителиально-мезенхимальный переход 
(ЭМП). Данный факт установлен на эксперименталь-
ной модели папиллярного рака щитовидной желе-
зы [35].

Секреция IFNγ клетками опухолевого микроокру-
жения способствует усилению опухолевого ангиоге-
неза, и высокие уровни данного цитокина в циркуля-
ции являются фактором неблагоприятного прогноза, 
в частности при раке яичников. Повышенная продук-
ция IFNγ CD8+ Т-клетками микроокружения может 
вызывать экспрессию синтазы оксида азота (iNOS) 
в моноцитарных миелоидно-супрессорных клетках 
опухолевого микроокружения, тем самым повышая 
их иммуносупрессорную активность и способствуя 
росту опухоли [36, 37].

Интерферон гамма, как и все эндогенные цито-
кины, обладает плейотропностью биологических эф-
фектов, и данные относительно его влияния на про-
цессы канцерогенеза на первый взгляд противоречивы. 
Однако необходимо учитывать, что IFNγ, синтези-
руемый в организме больного, секретируется транс-
формированными клетками опухолевого микроокру-
жения.

Таким образом, исследование противоопухолевой 
активности экзогенного IFNγ представляется пер-
спективным для последующей разработки иммуноте-
рапевтических стратегий для полной эрадикации рака. 
При этом критически важной для дальнейшего при-
менения препаратов интерферона у онкологических 
больных является необходимость изучения его влия-
ния и выявления клеточных мишеней IFNγ, в первую 
очередь в тех опухолях, где этот цитокин может ока-
зывать противоопухолевое воздействие.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Работа проведена в рамках государственного зада-

ния по разработке иммунотерапевтических подходов 
у онкологических больных.

Лабораторные животные. Исследования прове-
дены на 20 половозрелых мышах-самцах гибридах F1 
(СВАхС57Вl6), массой 27–29 г (10 животных – конт-
рольная группа, 10 животных – опытная группа). Жи-
вотные были получены из питомника Научного центра 
биомедицинских технологий Федерального медико-

биологического агентства России, имели ветеринар-
ный сертификат и прошли 20-суточный карантин 
в виварии Медицинского радиологического научного 
центра им. А. Ф. Цыба. Экспериментальные работы 
выполнены в соответствии с требованиями приказа 
Минздрава России № 708н от 08.10.2015 г. Животные 
содержались в пластиковых клетках в условиях есте-
ственного освещения и принудительной 16-кратной 
вентиляции при температуре 18–20 °C и относитель-
ной влажности воздуха 40–70 %, на подстилке из про-
стерилизованных древесных стружек, со свободным 
доступом к питьевой воде и стандартному брикетиро-
ванному корму ПК-120–1 (ООО «Лабораторснаб», 
Россия). Каждая исследованная группа животных со-
стояла из 10 особей.

Работы с лабораторными животными выполнены 
в соответствии с общепринятыми этическими норма-
ми на основе стандартных операционных процедур, 
которые приняты в Медицинском радиологическом 
научном центре им. А. Ф. Цыба и отвечают правилам 
Европейской конвенции о защите позвоночных жи-
вотных, используемых для экспериментов или в иных 
научных целях (ETS № 123).

Опухолевая модель. Исследования проведены на 
перевиваемой мышиной карциноме Эрлиха. Штамм 
поддерживался на аутбредных мышах-самцах в ви-
де асцитной карциномы. Трансплантацию солидной 
карциномы Эрлиха мышам-самцам гибридам F1 
(СВАхС57Вl6), проводили подкожным введением 
2,0 × 106 опухолевых клеток (7-дневная культура) в 0,1 мл 
сус пензии в область латеральной поверхности правого 
и левого бедер с имитацией мультицентричного роста 
(рис. 1).

Интерферон гамма. В данной экспериментальной 
работе использован ингаронR – запатентованный пре-
парат (ООО «НПП «Фармаклон», Россия), представ-
ляющий собой рекомбинантный IFNγ человека, со-
держащий в качестве действующего вещества IFNγ 
человеческий рекомбинантный (100 000 МЕ) и маннит 
в качестве вспомогательного вещества (14,5 мг) (реги-
страционный номер ЛС – 000924; международное не-
патентованное название – интерферон гамма челове-
ческий рекомбинантный).

ИнгаронR получают с помощью микробиологиче-
ского синтеза в рекомбинантном штамме Esherichia 
coli с последующей очисткой колоночной хроматогра-
фией. Интерферон гамма, входящий в состав данного 
препарата, является измененной молекулой с молеку-
лярной массой 16,9 кДа, состоит из 144 аминокислотных 
остатков (а. о.), лишен первых трех а. о. – Cys-Tyr-Cys, 
замененных на Met.

Данный препарат вводили через 3 сут после транс-
плантации опухолевых клеток в дозе 42 860 МЕ / кг массы 
тела трехкратно подкожно в область холки животного 
в объеме 0,1 мл 1 раз в сутки. Контрольным животным 
по аналогичной схеме и в том же объеме вводили 0,9 % 
раствор хлорида натрия (физиологический раствор).
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Доза вводимого препарата соответствует суточной 
терапевтической дозе для человека (500 000 МЕ), пе-
ресчитанной на поверхность тела экспериментально-
го животного [38]. Исходя из расчета, доза ингарона 
на мышь составила 857 МЕ или 1,7 мкл из флакона, 
содержащего 500 000 МЕ. Для введения препарата 
в объеме 0,1 мл эту дозу разводили в 59 раз 0,9 % раст-
вором NaCl. В связи с этим контрольным животным-
опухоленосителям вводили 0,9 % раствор NaCl.

Оценка эффектов. Влияние препаратов на опухо-
левый процесс изучали по динамике роста опухолевых 
узлов солидной формы карциномы Эрлиха. Для этого 
на протяжении всего эксперимента у животных изме-
ряли длину и ширину опухолевых узлов на обеих ла-
пах, вычисляя объем опухоли (V) по формуле:

V = (а* × b2) / 2,

где а – больший; b – меньший размер узла.
Процент торможения роста опухоли (ТРО) на пра-

вой и левой лапах опытных мышей вычисляли по от-
ношению к росту опухоли на правой или левой лапах 
контрольных особей по формуле:

ТРО = (V
к
 – V

о
) / V

к 
×

 
100 %,

где V
к
 – среднестатистический объем опухоли у конт-

рольных особей; V
о
 – среднестатистический объем 

опухоли у опытных животных.
Статистическую обработку полученных результа-

тов проводили с помощью программы Statistika 10.0 
(StatSoft, Inc.) с применением методов вариационной 
статистики. После проверки нормальности распреде-
ления вариационных рядов подсчитывали средний 
показатель и стандартную ошибку среднего (М ± SEM). 
Групповые сравнения количественных показателей 
оценивали с использованием параметрических крите-
риев Фишера и Стьюдента и непараметрического 
U-критерия Манна–Уитни. Различия считались ста-
тистически значимыми при р <0,05.

Достоверность основных полученных данных под-
тверждалась также результатами их воспроизведения 
в 2 независимых сериях экспериментов.

РЕзУЛьТаТы
Результаты исследования показали, что IFNγ (Ин-

гаронR), введенный животным курсом с 3-х по 6-е 

Рис. 1. Трансплантация опухолевых клеток карциномы Эрлиха билатерально в область бедра опытным и контрольным мышам и введение через 
3 сут опытным особям ингарона, а контрольным – 0,9 % NaCl трехкратно подкожно в область холки
Fig. 1. Transplantation of tumor cells of Ehrlich’s carcinoma bilaterally into the thigh area to experimental and control mice and introduction of ingarone 
to experimental individuals three days later, and 0.9 % NaCl to control subjects three times subcutaneously into the withers

0,1 мл карциномы 
Эрлиха /  

0.1 ml Ehrlich’s carcinoma

3 дня / 3 days

0,1 мл карциномы 
Эрлиха /  

0.1 ml Ehrlich’s carcinoma

3 дня / 3 days

10 СВАхС57Вl6 – экспериментальная группа /  
10 СВАхС57Вl6 – experimental group

10 СВАхС57Вl6 – контрольная группа / 
10 СВАхС57Вl6 – control group

0,1 мл ингарона / 0,1 ml Ingaron

0,1 мл 0,9 % NaCl / 0,1 ml 0,9 % NaCl

3 дня / 3 days

3 дня / 3 days
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Влияние препарата ингаронR на динамику роста солидной формы карциномы Эрлиха у мышей-самцов гибридов F1 (CBAxC57BL6)

Effect of IngaronR on the dynamics of growth of the solid form of Ehrlich’s carcinoma in F1 (CBAxC57BL6) hybrid male mice

Время от 1-го 
введения 

препарата, сут 
Time from the first 

injection the drug, days

Рост 
опухоли, 

сут 
Tumor 

growth, 
days

Правый узел 
Right tumor node

Левый узел 
Left tumor node

Объем опухоли 
(M ± m), см3 

Tumor volume  
(M ± m), cm3

Торможение роста 
опухоли, % 

Tumor growth inhibition 
index, %

Объем опухоли 
(M ± m), см3 

Tumor volume  
(M ± m), cm3

Торможение роста 
опухоли, %  

Tumor growth inhibition 
index, %

3-и сутки: 
3rd day:

контрольная группа 
control group
ингарон 
Ingaron

6
0,58 ± 0,02

0,51 ± 0,01*

–

13,4

0,60 ± 0,02

0,52 ± 0,01*

–

13,8

4-е стуки: 
4th day:

контрольная группа 
control group
ингарон 
Ingaron

7 0,85 ± 0,04

0,72 ± 0,01*

–

15,3

0,88 ± 0,05

0,75 ± 0,01*

–

14,8

7-е сутки: 
7th day:

контрольная группа 
control group
ингарон 
Ingaron

10 1,31 ± 0,07

1,05 ± 0,02*

–

19,8*

1,34 ± 0,03

1,22 ± 0,03*

–

9,0

9-е сутки: 
9th day:

контрольная группа 
control group
ингарон 
Ingaron

12 1,80 ± 0,11

1,63 ± 0,03

–

9,4

1,92 ± 0,08

1,74 ± 0,02*

–

9,4

11-е сутки: 
11th day:

контрольная группа 
control group
ингарон 
Ingaron

14 2,63 ± 0,11

2,28 ± 0,05*

–

13,3

2,71 ± 0,11

2,21 ± 0,06*

–

18,5

15-е сутки: 
15th day:

контрольная группа 
control group
ингарон 
Ingaron

18 3,62 ± 0,14

3,17 ± 0,07*

–

12,4

3,71 ± 0,23

3,47 ± 0,14

–

6,5

16-е сутки: 
16th day:

контрольная группа 
control group
ингарон 
Ingaron

19 4,0 ± 0,18

3,71 ± 0,15

–

7,3

4,18 ± 0,19

3,63 ± 0,15*

–

13,2

21-е сутки: 
21st day:

контрольная группа 
control group
ингарон 
Ingaron

24 5,41 ± 0,24

5,22 ± 0,29

–

3,5

5,98 ± 0,28

5,60 ± 0,34

–

6,4

23-и сутки: 
23rd day:

контрольная группа 
control group
ингарон 
Ingaron

26 6,14 ± 0,23

5,64 ± 0,33

–

8,1

6,47 ± 0,29

6,34 ± 0,44

–

2,0

*Статистически значимые различия (р <0,05). 
*Statistically significant differences (p <0.05).
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сутки опухолевого роста, обладает противоопухолевой 
активностью. Торможение роста опухоли отмечено 
с 2-х сторон, однако оно было неравномерным и со-
ставило от 13,4 до 19,8 %. Противоопухолевый эффект 
продолжался с 6-х по 19-е сутки роста опухоли (с 1-х 
по 14-е сутки после окончания курса введения препа-
рата). Максимальный эффект торможения роста пра-
вого опухолевого узла достигнут на 10-е сутки его роста, 
т. е. через 5 сут после окончания введения препарата, 
а левого опухолевого узла – на 14-е сутки роста 
(на 9-е сутки после окончания введения препарата). 
Торможение роста опухоли правого опухолевого уз-
ла составило 19,8 %, а левого – 18,5 % (см. таблицу; 
рис. 2).

Таким образом, человеческий рекомбинантный 
IFNγ (ингаронR) при введении мышам трехкратно 
подкожно в область холки в объеме 0,1 мл 1 раз в сут-
ки в дозе 42 860 МЕ / кг с 3-х по 6-е сутки после транс-
плантации опухолевых клеток карциномы Эрлиха 
билатерально в область бедра обеих лап обладает про-
тивоопухолевой активностью и способен задерживать 
рост опухоли на ранних стадиях процесса.

ОбСУждЕНИЕ
В данном исследовании мы показали, что 3-крат-

ное введение рекомбинантного человеческого IFNγ 
(препарата ингаронR) в дозе 42 860 МЕ / кг замедляет 
рост билатерально привитой солидной формы карци-
номы Эрлиха у мышей гибридов F1 (СВАхС57Вl6). 
Этот эксперимент прямо свидетельствует о противо-
опухолевой активности экзогенного IFNγ (препарата 
ингаронR).

Первые сообщения, указывающие на значимость 
IFNγ в противоопухолевом иммунитете, были полу-
чены более 25 лет назад в результате исследований 
с клетками фибросаркомы линии Мет А, характеризу-
ющейся отсутствием экспрессии рецептора к IFNγ 
(IFNγR1). В ходе этих экспериментов было установ-

лено, что эндогенный IFNγ играет облигатную роль 
в опосредовании LPS-индуцированного отторжения 
опухоли. Этот вывод был дополнительно подтвержден 
исследованиями с использованием 129 / SV мышей, 
нокаутных по рецептору IFNγ (IFNγ R1) или STAT1, 
у которых химически индуцированные саркомы раз-
вивались быстрее и чаще, чем у мышей дикого типа. 
Примечательно, что у этих мышей отсутствует также 
и опухоль-супрессорный белок р53, и скорость обра-
зования спонтанных опухолей у них выше в сравнении 
с IFNγ-чувствительными p53-дефицитными мышами 
[39, 40].

Прямой противоопухолевый эффект IFNγ выяв-
лен в нескольких экспериментальных моделях, однако 
механизмы развития данного эффекта были различ-
ными. Так, в клеточных линиях колоректального рака 
он вызывал ассоциированный с аутофагией апоптоз 
путем индукции митохондриями активных форм кис-
лорода. В T98G-линии глиобластомы индукция апоп-
тоза обусловлена подавлением пути PI3K (фосфоино-
зитид-3-киназа) / AKT (протеинкиназа В), а апоптоз 
другой клеточной линии глиобластомы (U87MG) про-
изошел независимо от сигнального пути PI3K / AKT, 
посредством активации NF-kB. А в клетках карцино-
мы поджелудочной железы человека IFNγ индуцирует 
апоптоз в каспаза-1-зависимой манере [41–43].

Интерферон гамма может индуцировать актива-
цию некоторых микро-РНК, оказывающих противо-
опухолевый эффект. Так, на клеточных линиях мела-
номы показано, что активация miR-29a / b через STAT1 
посредством IFNγ приводит к увеличению скорости 
взаимодействия IFNγ с другими молекулами для ре-
ализации противоопухолевого эффекта. Так, у мышей, 
дефицитных одновременно по генам IFNγ и грануло-
цитарно-макрофагальному колониестимулирующему 
фактору (ГМ-КСФ), развивались лимфомы и солид-
ные опухоли существенно быстрее, чем у животных, 
нокаутных только по ГМ-КСФ или IFNγ [44, 45].

Однако реакции миелоидных и других кроветвор-
ных клеток на IFNγ недостаточно для регрессии опу-
холи, тогда как влияние IFNγ на эндотелиальные клетки 
обеспечивает значимый противоопухолевый эффект. 
То есть для развития противоопухолевого эффекта не-
достаточно воздействия IFNγ непосредственно на 
клетки опухоли и опухоль-инфильтрирующие лим-
фоциты, и необходимо его воздействие и на клетки 
стромы [46–49].

Клинические исследования показали эффектив-
ность IFNγ-терапии в комбинации с циклофосфами-
дом и цисплатином, обеспечившей существенное уве-
личение периода выживаемости без прогрессирования 
при раке яичников [50].

Несмотря на довольно обнадеживающие факты 
относительно противоопухолевого эффекта IFNγ, он 
до настоящего момента не одобрен Управлением по 
санитарному надзору за качеством пищевых продуктов 
и медикаментов (Food and Drug Administration, FDA) 

Рис. 2. Торможение роста (ТРО) левого и правого опухолевых узлов 
у опытных мышей после введения ингарона (14-е сутки роста опухоли)
Fig. 2. Inhibition of growth (TRO) of the left and right tumor nodes in expe-
rimental mice after ingaron introduction (14th day of tumor growth)

11 сут после 1-й инфузии ингарона /  
11 days after first Ingaron infusion

ТРО = 13,3 % / 
TGI = 13,3 %

ТРО = 18,5 % / 
TGI = 18,5 %

Контроль / 
Control

Ингарон+ / 
Ingaron+
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На  следующей после текста странице статьи должен располагаться список 

цитируемой литературы.
Все источники должны быть пронумерованы, нумерация осуществляется стро­

го по  порядку цитирования в  тексте статьи, не  в  алфавитном порядке. Все ссылки 
на источники литературы в тексте статьи обозначаются арабскими цифрами в ква­
дратных скобках начиная с 1 (например, [5]). Количество цитируемых работ: в ориги­
нальных статьях – не более 20–25, в обзорах литературы – не более 60.

Ссылки должны даваться на  первоисточники, цитирование одного автора 
по работе другого недопустимо.

Включение в список литературы тезисов возможно исключительно при ссыл­
ке на иностранные (англоязычные) источники.

Ссылки на диссертации и авторефераты, неопубликованные работы, а также 
на данные, полученные из неофициальных интернет­источников, не допускаются.

Для каждого источника необходимо указать: фамилии и инициалы авторов 
(если авторов более 4, указываются первые 3 автора, затем ставится «и др.» в рус­
ском или ”et al.” в английском в тексте). Авторы цитируемых источников должны 
быть указаны в том же порядке, что и в первоисточнике.

При ссылке на статьи из журналов после авторов указывают название статьи, 
название журнала, год, том, номер выпуска, страницы, DOI статьи (при наличии). При 
ссылке на монографии указывают также полное название книги, место издания, на­
звание издательства, год издания, число страниц. В ссылках на русскоязычные источни­
ки необходимо дополнительно указывать информацию для цитирования на латинице.

Статьи, не соответствующие данным требованиям, к рассмотрению 
не принимаются.

Общие положения:
•	 Рассмотрение статьи на предмет публикации занимает не менее 8 недель.
•	 Все поступающие статьи рецензируются. Рецензия является анонимной.
•	 Редакция оставляет за собой право на редактирование статей, представ­

ленных к публикации.
•	 Редакция не предоставляет авторские экземпляры журнала. Номер жур­

нала можно получить на общих основаниях (см. информацию на сайте).
Материалы для  публикации принимаются по  адресу онлайн на сайте  

http://umo.abvpress.ru/jour. 

Полная версия требований представлена на сайте журнала.




