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МикроРНК: половые гормоны, гормональный канцерогенез, 
гормоночувствительность опухолевой ткани

А. М. Малек1, 2, Л. М. Берштейн1

1ФГБУ «Научно-исследовательский институт онкологии им. Н. Н. Петрова» Минздрава России; Россия, 197758, Санкт-
Петербург, пос. Песочный, ул. Ленинградская, 68; 

2Национальный исследовательский центр «Курчатовский институт» ФГБУ «Петербургский институт ядерной физики  
им. Б. П. Константинова»; Россия, 188300, Ленинградская обл., Гатчина, Орлова роща

Контакты: Анастасия Валерьевна Малек anastasia@malek.com

Половые гормоны, регулируя нормальные физиологические процессы большинства тканей и  органов, традиционно считаются 
одним из ключевых факторов развития и прогрессии опухолей органов репродуктивной системы. В течение последних лет стала 
очевидной значимость системы посттранскрипционного контроля генной экспрессии, опосредуемой короткими одноцепочечными 
молекулами РНК, так называемыми микроРНК, в регуляции нормальных физиологических процессов и в патогенезе многих забо-
леваний, включая онкологические. В представленном обзоре обсуждается взаимосвязь между двумя в определенном смысле само-
стоятельными регуляторными системами – половыми гормонами и микроРНК. Взаимоотношения этих систем рассматрива-
ются в контексте двух онкологических заболеваний – рака молочной железы (РМЖ) и рака предстательной железы (РПЖ).
Кратко освещается история исследований роли половых гормонов в патогенезе РМЖ и РПЖ, более подробно представлены сов-
ременные данные о биогенезе и биологической роли микроРНК. В клетках гормоночувствительных тканей половые гормоны регу-
лируют работу микроРНК-аппарата регуляции генной экспрессии двумя известными путями: специфично, влияя на активность 
отдельных молекул микроРНК, и неспецифично, изменяя эффективность биогенеза микроРНК и активность цитоплазматиче-
ского РНК-белкового комплекса. С учетом работы такой регуляторной сети существенно расширяются представления о биоло-
гических эффектах половых гормонов в физиологических условиях. Злокачественная трансформация приводит к искажению ре-
гуляторных эффектов половых гормонов, что отражается и усиливается регулируемой ими системой посттранскрипционного 
контроля генной экспрессии, опосредуемой микроРНК. К числу наиболее исследованных и клинически значимых примеров этого 
феномена относится утрата чувствительности к влиянию половых гормонов, на фоне чего клетки приобретают способность к ак-
тивной пролиферации без гормональной стимуляции за счет подключения коллатеральных сигнальных путей и ростовых факторов. 
Этот феномен отчасти опосредуется микроРНК, и как следствие, к обсуждению привлекаются современные экспериментальные 
данные, указывающие на причастность микроРНК к формированию феномена гормональной резистентности клеток РМЖ и РПЖ.
Представления о возможной первичной роли нарушений функций микроРНК в процессе опухолевой трансформации и искажения 
механизмов гормональной регуляции основаны на меньшем количестве проведенных и опубликованных исследований. В целом, в со-
ответствии с основной биологической ролью микроРНК, их таргетное воздействие на функции половых гормонов в основном 
опосредуется взаимодействием с различными участками матричной РНК (мРНК) соответствующих гормональных рецепторов 
и ведет к угнетению синтеза последних. В итоге действие многих микроРНК конвергируется на одной молекуле мРНК, что в боль-
шинстве случаев приводит к подавлению сигнальных каскадов, индуцируемых половыми гормонами.
Анализ фундаментальных аспектов дополнен обзором клинически значимых проблем, в решении которых должна учитываться 
взаимосвязь половых гормонов и микроРНК. Коротко обсуждаются перспективы развития и внедрения в клиническую практику 
методов диагностики, прогнозирования и оптимизации терапии опухолевых заболеваний гормоночувствительных тканей на ос-
нове сведений о микроРНК и их связях с обсуждаемыми проблемами.

Ключевые слова: микроРНК, половые гормоны, канцерогенез, эстрогены, прогестерон, андрогены, гормоночувствительность, 
гормональная резистентность, рак, рак предстательной железы, рак молочной железы
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MicroRNA: sex steroids, hormonal carcinogenesis, hormonal sensitivity of tumor tissue
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Sex hormones, regulating normal physiological processes of most tissues and organs, are considered to be one of the key factors in the develop-
ment and progression of the reproductive system cancer. Recently, the importance of the system for post-transcriptional control of gene expression 
mediated by short single-stranded RNA molecules (microRNA) became evident. This system is involved in regulation of normal physiological 
processes and in the pathogenesis of many diseases, including cancer. In review we discuss the relationship between the two regulatory systems – 
sex hormones and microRNAs. The relationship of these systems is considered in the context of two tumors – breast and prostate cancer.
In particular, the history of research on the role of sex hormones in the pathogenesis of breast cancer and prostate cancer is briefly covered. 
Additionally, modern scientific data on the biogenesis and biological role of microRNAs are presented in more detail. In the cells of the hor-
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Введение: половые гормоны и опухолевый рост
Половые гормоны (ПГ) в  той или  иной степени 

регулируют функции большинства тканей и органов, 
оказывая наиболее существенное влияние на клетки 
органов репродуктивной системы. Злокачественная 
трансформация этих клеток сопровождается наруше-
ниями гормональной регуляции ключевых факторов 
клеточного гомеостаза: метаболического статуса, про-
лиферативной активности, генной экспрессии и дру-
гих. Являются  ли сдвиги гормональной регуляции 
независимым канцерогенным фактором или  только 
следствием генетических аномалий в гормонозависи-
мых клетках? Этот вопрос пока не имеет однозначно-
го ответа, а возможно, он просто некорректен. Как ми-
нимум патогенетическая роль ПГ имеет исторические 
доказательства: хирургическая кастрация в  качестве 
средства лечения рака молочной железы (РМЖ) 
(George Beatson, 1890) и рака предстательной железы 
(РПЖ) (Charles Huggins, 1941) практиковалась на про-
тяжении многих лет. На  начальных этапах тактика, 
направленная на устранение стимулирующего эффек-
та эстрогенов на  клетки опухоли молочной железы 
(или  андрогенов на  клетки опухоли предстательной 
железы соответственно) формировалась отчасти эм-
пирически, что объясняет многие исходные неудачи. 
К настоящему времени представления о природе кан-
церогенного действия ПГ существенно расширились 
[1]. Oписание ключевых этапов биосинтеза стероидов 
и молекулярных механизмов их внутриклеточных эф-
фектов определило возможность создания ряда про-
тивоопухолевых фармакологических препаратов, на-
правленно блокирующих стимулирующее действие 
половых стероидов [2].

Тем не менее, с учетом несомненных успехов, гор-
мональная терапия опухолей гормонозависимых ор-
ганов не  всегда приводит к  желаемым результатам. 
В большинстве случаев исходно гормоночувствитель-

ных опухолей постепенное прогрессирование забо-
левания сопровождается развитием резистентности 
к (анти-)гормональной терапии, т. е. формированием 
феномена относительной независимости клеток опу-
холи от  гормональной стимуляции [2–4]. Причины 
и механизмы развития гормональной рефрактерности 
клеток, исходно находившихся под контролем поло-
вых стероидов, активно исследуются. Логичным ка-
жется предположение о вовлечении в процесс других 
регуляторных систем, вторичное гормонозависимое 
или параллельное (гормононезависимое) искажение 
работы которых может имитировать действие гормонов 
и / или обеспечивать независимость клеток от «внеш-
ней» гормональной стимуляции. Накопление данных 
о  биологических функциях некодирующих РНК, 
в частности так называемых микроРНК (microRNA, 
miRNA), подготовило почву для  исследования воз-
можного влияния этой группы регуляторных молекул 
на внутриклеточные эффекты ПГ. Согласно результа-
там недавних исследований, взаимозависимые иска-
жения регуляторных функций ПГ и профиля микроРНК 
играют значимую патогенетическую роль в развитии 
РМЖ и РПЖ [5–7].

МикроРНК: структура, биогенез, функции
МикроРНК – это короткая (20–24 нуклеотида) 

одноцепочечная молекула РНК, участвующая в про-
цессе посттранскрипционной регуляции работы генов. 
В геноме млекопитающих микроРНК транскрибиру-
ются с определенных участков (генов) РНК-полиме-
разой II в виде длинных молекул, формирующих вто-
ричные структуры типа петель или «шпилек». Такая 
молекула называется при-микроРНК (primary, pri-
miRNA), и обычно в ее состав входят последователь-
ности нескольких зрелых микроРНК (т. е. она имеет 
полицистронную структуру). В ядре при-микроРНК 
взаимодействует с так называемым микропроцессор-

mone-sensitive tissues, sex hormones regulate the microRNA-mediated machinery of gene expression control by two known ways: specifical-
ly, affecting the activity of individual microRNA molecules and non-specifically by altering the efficiency of microRNA biogenesis and acti
vity of RNA-induced silencing complex. This downstream regulatory network substantially enhances biological effects of sex hormones at 
physiological conditions. Malignant transformation leads to a distortion of the regulatory effects of sex hormones that crucially influence the 
system of microRNA-regulated post-transcriptional control of gene expression. The most established and clinically significant example  
of such phenomenon is the loss of sensitivity of cells to the regulatory action of these hormones. As a consequence, cancer cells acquire the 
ability to active proliferation without stimulation with sex hormones. This effect is partly mediated by microRNAs. Also, relevant experimen-
tal data indicating the involvement of microRNAs in the phenomenon of breast cancer and prostate cancer cells hormone resistance are dis-
cussed in the review.
Conception of the possible primary role of microRNAs in the process of malignant transformation and distortion of hormonal regulation is 
based on a smaller number of scientific reports. In general, in accordance with the main biological role of microRNAs, latter may affect sex 
hormones function via interaction with the mRNAs of hormone receptors and inhibition of their synthesis. As a result, the effect of many mi-
croRNA is converging on the single mRNA, results in suppression of corresponding protein function and, in the end, leads to inhibition of 
regulatory cascade downstream of sex steroids.
Finally, the analysis of the fundamental aspects of sex hormones – microRNA interplay is supplemented by brief overview of clinically sig-
nificant problems. The prospects for development and introduction into clinical practice innovative methods of diagnosis, prediction and op-
timization of therapy of breast and prostate cancers are discussed as well.

Key words: microRNA, sex hormones, carcinogenesis, estrogens, progesterone, androgens, hormonal sensitivity, hormonal resistance, can-
cer, prostate cancer, breast cancer
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ным комплексом, состоящим как минимум из 20 раз-
личных белковых молекул, включая РНКазу III (Drosha), 
ряд обязательных протеинов (DGCR8) и  вспомога-
тельных факторов. В результате работы этого фермен-
тативного комплекса образуется несколько микро
РНК-предшественников – пре-микроРНК (precursor 
miRNA, pre-miRNA), имеющих длину около 70 нук-
леотидов и 2 комплементарных «плеча», формирующих 
«шпильку» [8]. Пре-микроРНК распознается транс-
портными белками (Exportin-5), которые транспорти-
руют ее из ядра в цитоплазму. Там под действием РН-
Казы III (Dicer) происходит формирование коротких 
двухцепочечных РНК-фрагментов, так называемых 
малых интерферирующих РНК (small interfering RNA, 
siRNA). Эти молекулы обладают определенной устой-
чивостью к ферментативной деградации, и их синте-
тические аналоги часто используются в  эксперимен-
тальных исследованиях процесса РНК-интерференции. 
В естественных условиях двухцепочечная РНК диссо-
циирует на две комплементарные молекулы микроРНК. 
Одна из них, зрелая микроРНК (guide strand), связы-
вается с  протеином из  семейства Argonaute (AGO), 
включается в состав цитоплазматического РНК-бел-
кового комплекса (RNA-induced silencing complex, 
RISC) и  определяет таргетность его воздействия на 
молекулы матричной РНК (мРНК) в цитоплазме клет-
ки [9]. Вторая молекула (passenger strand) обычно дег-
радирует. Механизм формирования активного ком-
плекса RISC привлекает к себе постоянное внимание 
[10]. Считается, что обе комплементарные молекулы 
микроРНК (их обозначают как p3 и p5) теоретически 
могут взаимодействовать с AGO, а основным факто-
ром, определяющим выбор функциональной молеку-
лы (guide strand), является термодинамическая асим-
метричность дуплекса [11].

В  составе RISC зрелые молекулы микроРНК 
обеспечивают его специфическое взаимодействие 
с  комплементарными участками мРНК, что  ведет 
к  блокаде трансляции или  деградации мРНК. При 
этом одна молекула микроРНК может взаимодейст-
вовать с несколькими мРНК, что обеспечивает воз-
можность ко-регуляции функциональных групп генов. 
К настоящему времени описано более 2500 различ-
ных микроРНК (miRBase: www.mirbase.org, версия 21). 
Предполагается, что  под  их  контролем находится 
около 60  % всех протеин-кодирующих генов [12]. 
Искажение работы системы микроРНК-зависимого 
посттранскрипционного контроля генов, определя-
ющих активность пролиферации и апоптотическую 
готовность [13], метаболический статус [14], взаимо-
действие с межклеточным матриксом и адгезивные 
характеристики [15], происходит в процессе злокаче-
ственной трансформации и усугубляется в ходе про-
грессии опухоли.

Существенно при  этом, что  транскрипция при-
микроРНК, многоступенчатый внутриклеточный 
биогенез микроРНК и формирование микроРНК-со-

держащего комплекса (RISC), в свою очередь, регули-
руются многими факторами, включая ПГ [6].

Воздействие эстрогенов на биогенез  
и функции микроРНК применительно  
к проблеме рака молочной железы
Рецепторы ПГ – эстрогенов (ERα, ERβ), андроге-

нов (AR) и прогестерона (PR) входят в группу так на-
зываемых гормональных ядерных рецепторов (наряду 
с  группами ассоциированных с  метаболизмом и  ор-
фанных ядерных рецепторов). Стероидные рецепторы 
способны непосредственно взаимодействовать с опре-
деленными участками геномной ДНК и  активиро-
вать / блокировать транскрипцию таргетных генов [16]. 
Аналогичным образом опосредуется и один из основ-
ных известных путей гормонозависимой регуляции 
транскрипции генов, кодирующих микроРНК [6]. На-
пример, в экспериментальном исследовании было по-
казано, что ERα активируют транскрипцию и биогенез 
ряда микроРНК (miR-18a, miR-19b, miR-20b). В физи-
ологических условиях эти микроРНК ингибируют экс-
прессию ERα, т. е. формируют классическую «петлю» 
отрицательной обратной связи. Судя по тому, что уро-
вень ERα-регулируемых микроРНК в  клетках ERα-
позитивного РМЖ выше, чем в клетках ERα-негативного 
рака [17], регуляторная «петля» более активна при нали-
чии в клетке ERα. Этот феномен может иметь отношение 
к формированию состояния эстрогенной ауто- или па-
растимуляции клеток ERα-негативного РМЖ.

В другой работе была дана оценка эстроген-инду-
цированным параллельным изменениям профилей 
внутриклеточных микроРНК и мРНК в клетках РМЖ 
(линия MCF-7) [18]. Показано, что эстрадиол изменя-
ет транскрипционную активность генов около трех 
десятков микроРНК, что на посттранскрипционном 
уровне потенциально изменяет экспрессию более ты-
сячи протеин-кодирующих генов. В этом исследова-
нии было также отмечено, что эстрадиол стимулирует 
экспрессию как  проонкогенных (miR-21, miR-103, 
miR-107), так и онкосупрессорных (let-7 family, miR-98, 
miR-17-5p, miR-200) молекул, причем конечный био
логический эффект действия эстрадиола на  клетки 
РМЖ отчасти определяется балансом ERα и ERβ. Еще 
одним примером является эстроген-зависимое по
давление микроРНК 515-5p (miR-515-5p), которое 
сопровождается усилением пролиферативной активно-
сти клеток РМЖ [19]. В целом анализ опубликованных 
экспериментальных данных свидетельствует о разно-
направленных изменениях профиля микроРНК, ин-
дуцируемых эстрогенами, в клеточных линиях РМЖ, 
причем конечный эффект этих изменений определя-
ется многими факторами и пока трудно предсказуем.

Влияние эстрогенов прослеживается и на этапах 
посттранскрипционного созревания микроРНК. При 
этом обнаруживаемые изменения обычно касаются 
не  отдельных молекул микроРНК, а  определенных 
этапов биогенеза внутриклеточных микроРНК в це-
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лом. Так, ERα прямо взаимодействует с компонентами 
«микропроцессорного» комплекса в ядре клетки, ин-
гибируя превращение при-микроРНК в  пре-микро
РНК [20]. Экспрессия Exportin-5 – транспортной мо-
лекулы, обеспечивающей перенос пре-микроРНК из 
ядра в цитоплазму, усиливается под действием эстра-
диола и прогестерона [21]. Аналогичный эффект эти 
половые стероиды оказывают на цитоплазматическую 
РНКазу Dicer [21], причем экспрессия данного клю-
чевого для биогенеза микроРНК фермента оказалась 
более высока в  клетках ERα-позитивного РМЖ по 
сравнению с ERα-негативными клетками [22, 23].

Эстрадиол регулирует также экспрессию компо-
нентов RISC, который обеспечивает функциональную 
активность зрелых микроРНК и определяет в целом 
эффективность работы системы посттранскрипцион-
ного контроля экспрессии генов. Наблюдается зави-
симость уровня экспрессии белков, входящих в состав 
RISC, от эстроген-рецепторного статуса клеток РМЖ 
[23, 24]. В целом очевидно наличие связи между эстро-
генной стимуляцией и активностью системы посттранс
крипционного контроля экспрессии генов в  клетках 
РМЖ при участии микроРНК, хотя имеющиеся дан-
ные пока не  позволяют определить направленность 
и конечный биологический эффект этого феномена.

Воздействие андрогенов на биогенез  
и функции микроРНК в рамках проблемы  
рака предстательной железы
В  норме андрогены регулируют экспрессию ми-

кроРНК в  ткани предстательной железы, благодаря 
чему контролируются многие структурные и функци-
ональные особенности клеток простаты [25]. За послед-
ние годы проведен ряд исследований изменения про-
филя экспрессии микроРНК в клетках РПЖ [26–28], 
что позволило продемонстрировать роль микроРНК 
в опосредовании проканцерогенных эффектов андро-
генов [29]. В частности, среди андроген-регулируемых 
микроРНК участие в поддержании опухолевого роста 
в клетках предстательной железы экспериментально 
доказано для miR-21 [30], miR-125b [31], miR-141 [29, 
32], miR-27a [33]. Например, повышенный уровень 
miR-21 приводит к активации пролиферации клеток 
РПЖ как при сохраненной андрогенной стимуляции, 
так и после прекращения таковой [30]. Аналогичный 
эффект имела активация экспрессии miR-125b, при-
чем андроген-независимая стимуляция пролиферации 
клеток РПЖ сопровождалась угнетением экспрессии 
проапоптотического фактора Bak1 [31]. В целом андро
гены в клетках РПЖ стимулируют каскад микроРНК-
опосредованных пробластомогенных реакций, которые 
могут продолжаться после прекращения андрогенной 
стимуляции и иметь непосредственное отношение 
к феномену гормонорезистентности при РПЖ.

Анализ ряда публикаций позволяет, как и в случае 
РМЖ и ER, предположить наличие так называемых 
регуляторных «петель», координирующих экспрессию AR 

и андроген-зависимых микроРНК. Например, в работе 
S. Mishra et al. [34] описано снижение уровня miRNA-21 
после блокады AR и его повышение – после стимуля-
ции AR в нормальных и трансформированных клетках 
эпителия простаты. С другой стороны, введение в AR-
негативные клетки РПЖ (линия PC-3) синтетической 
копии miRNA-21 активировало продукцию клетками 
AR (мРНК и белок) и позволяло наблюдать эффекты 
активации этих рецепторов (усиление синтеза про-
статспецифического антигена). Аналогичный феномен 
«взаимостимуляции» AR и  miRNА-27а был описан 
в исследовании C. E. Fletcher et al. [33]. В обоих случа-
ях исследователи предполагали, что микроРНК сти-
мулирует транскрипцию AR опосредованно – путем 
посттранскрипционного угнетения экспрессии фак-
торов, ингибирующих синтез AR (miRNA-21 / PTEN; 
miRNA-27a / PHB).

Логичным, хотя не подтвержденным клинически-
ми данными предположением является участие опи-
санных регуляторных «петель» в формировании фе-
номена андрогенной аутостимуляции клеток РПЖ 
при снижении уровня циркулирующего гормона. 
Этот феномен, опосредованный кофактором угнете-
ния AR-транскрипции  – прогибитином (prohibitin, 
PHB), исследовался в качестве причины развития так 
называемой гормон-рефрактерной стадии РПЖ в экс-
периментах in vitro и in vivo [35]. Авторы работы не ис-
следовали роль микроРНК, но результаты проведен-
ных ими экспериментов подкрепляют гипотетическую 
связь между AR-регулируемыми микроРНК, микро
РНК-регулируемыми факторами контроля AR-транс-
крипции, ростом концентрации внутриклеточных AR 
и гормональной рефрактерностью РПЖ.

В контексте оценки роли андрогенной стимуляции 
микроРНК в процессе развития РПЖ следует отметить, 
что для формирования определенных опухоль-специ-
фических признаков клеток необходимо совместное 
участие AR и микроРНК. Например, одновременная 
активация AR на  фоне повышения уровня miR-21 
приводит к резкому угнетению экспрессии рецепторов 
TGFBR2 (TGFβ receptor II), тогда как действие лишь 
одного фактора (либо микроРНК, либо андрогена) 
не вызывает этого эффекта. В результате клетки РПЖ 
становятся резистентны к  действию TGFβ, что  спо-
собствует поддержанию активной пролиферации [34]. 
Такой способ «двойного контроля» может и опреде-
лять специфичность действия андрогенов на клетки 
РПЖ, и способствовать формированию опухоль-спе-
цифических характеристик клеток простаты.

Следствием андрогенной стимуляции является 
не только повышение уровня определенных внутри-
клеточных микроРНК, но и их секреция в составе 
экзосом во  внеклеточное пространство. Например, 
андроген вызывает активацию экспрессии miR-141 
в  клетках РПЖ in vitro (LNCaP, VCaP) и  in vivo [29]. 
С другой стороны, в ряде независимых исследований 
повышение уровня этой микроРНК было показано 
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в плазме больных РПЖ [36, 37]. С учетом роли экзо-
сомальной микроРНК в процессе опухолевой диссе-
минации [38], андроген-регулируемые сдвиги профи-
ля экспрессии микроРНК клетками РПЖ могут иметь 
значение в процессе формирования отдаленных мета-
стазов [39].

Углубленная оценка функциональной взаимосвя-
зи андрогенов и микроРНК в клетках РПЖ дана в об-
зорной статье C. E. Fletcher et al. [5], где приведен пе-
речень 13 микроРНК, андроген-зависимость которых 
была показана в двух и более независимых исследова-
ниях. С учетом общего количества известных микро
РНК, относительно малое число достоверно вовлечен-
ных в обсуждаемый процесс молекул говорит о том, 
что стимуляция AR в клетках РПЖ вызывает весьма 
характерные изменения микроРНК-профиля. Инте-
ресным представляется исследование W. Mo et al. [40], 
проследивших динамику изменений микроРНК-про-
филя после стимуляции клеток РПЖ дигидротесто-
стероном, представляющим собой активный мета
болит тестостерона. Оказалось, что  существует два 
отчетливо определяемых «пика» флюктуации профи-
ля микроРНК – через 1 ч и через 8 ч после воздействия 
гормона. Причем ограниченное число микроРНК «от-
вечало» сразу и только сразу, т. е. через 1 ч. МикроРНК, 
имеющие два «пика» стимуляции андрогеном, прео-
бладали как среди активируемых, так и среди ингиби-
руемых микроРНК. В то же время существенное число 
микроРНК реагировало лишь через 8 ч после воздей-
ствия андрогена, причем второй «пик» нередко был 
более отчетливо выраженным, чем первый. Следуя ло
гике авторов, можно предположить, что первый «пик» 
обусловлен непосредственным эффектом AR на транс-
крипцию микроРНК генов. Соответственно, второй 
«пик»  – это результат действия белков, трансляция 
которых была «скорректирована» молекулами микро
РНК – мишенями первичной стимуляции. Экстрапо-
ляция этих наблюдений на  клиническую ситуацию, 
где нет «точки» начала действия гормона, приводит 
к выводу о преобладании не прямых, а опосредован-
ных реакций клеток РПЖ в ответ на действие андро-
генов. То есть андроген-зависимые изменения профи-
ля микроРНК в клетках РПЖ конкретного пациента, 
скорее всего, лишь отчасти определяются непосред-
ственной активностью AR как ядерного рецептора, 
причем даже с учетом существования набора коакти-
ваторов и  корепрессоров AR-опосредуемой транс-
крипции (см. ниже и  [41]). Существенное значение 
могут иметь «вторичные», «третичные» и т. д. регуля-
торные эффекты андрогенов, в значительной степени 
опосредованные микроРНК.

Кроме специфической стимуляции / ингибирова-
ния отдельных молекул микроРНК, андрогены оказы-
вают определенное влияние на биогенез микроРНК 
в целом. Так, активность некоторых компонентов «ми-
кропроцессорного» ядерного комплекса (РНКазы III 
Drosha, p68) регулируется андрогенами [33, 42]. Инте-

ресно, что активность одного из основных ферментов 
микроРНК-процессинга – РНКазы III Drosha – акти-
вируется AR в клетках РПЖ [33], но ингибируется ERα 
в клетках РМЖ [20], что, несмотря на определенное 
сходство [2], свидетельствует и о несомненных разли-
чиях между гормон-опосредованными процессами, 
лежащими в основе этих двух онкологических заболе-
ваний. В целом, как и применительно к роли ER в случае 
РМЖ, представленные в  литературе данные о  гор
мональной регуляции биогенеза микроРНК и актив
ности микроРНК-содержащего комплекса RISC мно-
гочисленны, но  разнородны. Пока трудно точно 
определить, какой конечный функциональный эф-
фект (активация или угнетение) оказывают андрогены 
на аппарат посттранскрипционной регуляции экс-
прессии генов в клетках РПЖ.

Роль микроРНК в регуляции половых гормонов 
и функционирования их рецепторов
Выше рассматривались эффекты, которые оказы-

вают ПГ на профиль экспрессии и биогенез микро
РНК. Как отмечалось, специфическое регуляторное 
воздействие ПГ имеет дивергентный характер, так 
как опосредуется взаимодействием одной рецептор-
ной молекулы (ERα, ERβ или AR) с промоторными 
регионами многих микроРНК генов. Кроме того, та-
кое взаимодействие может как  активировать, так 
и подавлять транскрипцию микроРНК генов. В со-
ответствии с основной биологической ролью микро
РНК их таргетное воздействие на функции ПГ опо-
средуется взаимодействием с различными участками 
мРНК соответствующих гормональных рецепторов 
и  ведет к  угнетению их  синтеза. В  итоге действие 
многих микроРНК конвергируется на одной молеку-
ле мРНК (ERα, ERβ или AR) и в большинстве случа-
ев приводит к подавлению сигнального каскада, ин-
дуцируемого ПГ.

В данном отношении заслуживает внимания ори-
гинальная методика (protein lysate microarray techno
logy), позволившая определить взаимодействующие 
пары микроРНК–мРНК и оценить их функциональ-
ный эффект. С помощью этой технологии, разрабо-
танной сотрудниками Университета Турку под руковод-
ством проф. Olli Kallioniemi, были получены наиболее 
полные данные о спектре молекул микроРНК, непо-
средственно взаимодействующих с мРНК и ингиби-
рующих синтез рецепторов ПГ – ERα [43] и AR [44]. 
Основные результаты были дополнены рядом иссле-
дований, выполненных традиционными методами 
и  сфокусированных на  отдельных молекулах ми-
кроРНК. В табл. 1 перечислены микроРНК, регули-
рующие на посттранскрипционном уровне экспрес-
сию ERα. В  представленном списке лишь одна 
молекула, miR-27a, активирует экспрессию гена ERα. 
Этот эффект не является результатом взаимодействия 
miR-27a с  мРНК, а  опосредуется цепочкой ядерных 
факторов (ZBTB10, Sp1, Sp4) [45, 46].
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Таблица 1. МикроРНК, регулирующие активность ERα

МикроРНК
Изменение  

активности рецептора
Источник

let-7 ↓ [47] 

miR-9 ↓ [43] 

miR-22 ↓ [43, 48] 

pri-miR-17‑92 (miR-18a, 
miR-19b, miR-20b) 

↓ [17, 43] 

miR-27a ↑ [45, 46] 

miR-93 ↓ [43] 

miR-130a / b ↓ [43] 

miR-145 ↓ [49] 

miR-181a / c / d ↓ [43] 

miR-193b ↓ [43] 

miR-206 ↓ [43, 50, 51] 

miR-219 ↓ [43] 

miR-221–222 ↓ [43, 52] 

miR-301 ↓ [43] 

miR-302c ↓ [43] 

miR-372 ↓ [43] 

miR-373 ↓ [43] 

miR-517a / c ↓ [43] 

Согласно многолетним клиническим наблюдени-
ям, активация ERα стимулирует пролиферацию клеток 
РМЖ. Есть основания предполагать, что  конечный 
эффект действия большинства микроРНК, угнетаю-
щих экспрессию ERα, будет иметь противоопухолевый 
характер. Большинство экспериментальных исследо-
ваний подтверждают эту гипотезу, открывая перспек-
тивы разработки новых противоопухолевых средств 
на основе микроРНК. Тем не менее имеются и исклю-
чения из  этого «правила», помимо уже упомянутой 
miR-27a. Как обсуждалось ранее, одна молекула ми-
кроРНК может ингибировать сразу несколько мРНК, 
причем конечный эффект такого мультитаргетного 
воздействия может отличаться от последствий угнете-
ния синтеза лишь ERα. Например, miR-221–222, кроме 
взаимодействия с мРНК ERα, параллельно ингибиру-
ют экспрессию FOXO3 и BIM. С учетом онкосупрес-
сорных функций этих молекул, конечным эффектом 
действия miR-221–222 на  клетки РМЖ оказывается 
усиление пролиферации [53].

Стабильность молекулы мРНК AR также находит-
ся под контролем микроРНК. В табл. 2 перечислены 
микроРНК, непосредственно взаимодействующие 
с AR мРНК, и несколько микроРНК, взаимоотноше-
ния которых с  AR носят опосредованный характер. 
Как и в случае РМЖ, все представленные в табл. 2 ми-

кроРНК (за исключением miR-27a) прямо или косвен-
но угнетают активность AR, что  может указывать 
на  вероятность терапевтического применения этих 
молекул.

Таблица 2. МикроРНК, регулирующие активность AR

МикроРНК
Изменение  

активности рецептора
Источник

let-7c  
(косвенно, через c-Myc) 

↓ [54] 

miR-9 ↓ [44] 

miR-34 ↓ [44, 55] 

miR-17-5p (косвенно,  
через p300 / CBP) 

↓ [56] 

miR-27а (косвенно,  
через PHB) 

↑ [33] 

miR-124 ↓ [57] 

miR-135b ↓ [44] 

miR-141 (косвенно,  
через SHP) 

↓ [32] 

miR-185 ↓ [44, 58] 

miR-205 ↓ [59] 

miR-297 ↓ [44] 

miR-299-3p ↓ [44] 

miR-331-3p  
(косвенно, через ErbB2) 

↓ [60] 

miR-371-3p ↓ [44] 

miR-421 ↓ [44] 

miR-449a / b ↓ [44] 

miR-488 ↓ [61] 

miR-634 ↓ [44] 

miR-654-5p ↓ [44] 

В дополнение к описанным выше механизмам вза-
иморегуляции микроРНК и  ПГ, следует упомянуть 
несколько работ, в  которых исследовались функции 
так называемых РНК-активаторов стероидных рецеп-
торов (steroid receptor RNA activator, SRA) [62, 63]. Это 
класс «не протеин-кодирующих» РНК, которые регу-
лируют транскрипционную активность ядерных ре-
цепторов, в  частности ER и  AR. С  другой стороны, 
недавние исследования показали, что  компоненты 
RISC (PACT, TRBP, Dicer) непосредственно взаимо-
действуют не  только с  микроРНК, но  и  с  регуля-
торными ядерными РНК – SRA [64]. На основе пока 
ограниченных данных можно предполагать, что ком-
поненты RISC в комплексе с микроРНК могут инги-
бировать синтез рецепторов ПГ в цитоплазме клетки, 
но в комплексе с РНК типа SRA способны повышать 
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транскрипционную активность ПГ в ядре. Эти иссле-
дования указывают на многокомпонентный и много-
уровневый характер взаимосвязи двух регуляторных 
систем: стероидных гормонов и  регуляторных РНК, 
что имеет прямое отношение не только к процессам 
физиологического характера, но и к проблеме опухо-
левого роста.

МикроРНК и гормонорезистентность  
карцином молочной и предстательной желез
Естественная история (или natural history, как при-

нято выражаться в последнее десятилетие) этих двух 
заболеваний приводит к  тому, что  в  определенном 
смысле изначально, а чаще в процессе лечебных ме-
роприятий опухолевый процесс переходит в состояние 
нечувствительности (резистентности) к гормонотера-
пии. Современная литература дает немало примеров 
вовлечения микроРНК в  формирование феномена 
резистентности, что  касается как  РМЖ, так и  РПЖ 
[65–68]. Не  приходится сомневаться в  дальнейшем 
развитии этого направления исследований, в том чи-
сле и  в  отношении совершенствования имеющихся 
способов лекарственного воздействия.

Заключение
История гормонотерапии онкологических заболе-

ваний – это десятилетия проб и ошибок, постепенно 
приводивших к  немалым достижениям и  более точ-
ным клиническим рекомендациям. Например, в лече-
нии РМЖ последовательно применялись хирургиче
ская и лучевая кастрация, андрогены, антиэстрогены, 
ингибиторы ароматазы и  т. д. Важным этапом стало 
понимание роли ER, оценка вариантов рецепторного 
статуса РМЖ и определение связи между конкретным 
рецепторным фенотипом и  оптимальной тактикой 
гормонотерапии. Со временем методы гормонотера-
пии становились менее агрессивны, более избиратель-
ны и в итоге более эффективны. Активное исследова-
ние роли микроРНК при РМЖ и РПЖ ведется лишь 
в течение нескольких лет. Накопленные описательные 
и  экспериментальные данные довольно обширны, 
но пока фрагментарны и не формируют ясной карти-

ны взаимодействия микроРНК, ПГ и рецепторов по-
следних. Попытка анализа доступных в  настоящее 
время сведений, предпринятая в  этом обзоре, дает 
основание предположить, что  методы диагностики, 
прогнозирования и лечения опухолей гормонозависи-
мых тканей (включая преодоление резистентности 
к гормонотерапии) на основе микроРНК войдут в кли-
ническую практику в обозримом будущем. В отличие 
от этапа внедрения самых первых методов гормоноте-
рапии, существующая методология анализа, профай-
линга, синтеза соответствующих ингибиторов и ана-
логов (анти-микроРНК и  микроРНК-миметиков) 
создает предпосылки для более быстрого, чем ранее, 
прогресса.

Целью этого краткого заключительного раздела 
обзора является попытка представить основные на-
правления развития и перспективы применения диаг-
ностических и лечебных методов на основе микроРНК 
в столь важной в медицинском и социальном плане 
области, каковой представляется проблема РМЖ 
и РПЖ. В частности, наряду с расширением терапев-
тического потенциала на основе синтетических микро
РНК (анти-микроРНК, микроРНК-миметики) [69], 
микроРНК-подходы дают возможность оптимизиро-
вать и методы гормоно- и химиотерапии [70, 71]. 
Немалое значение исследование микроРНК может 
приобрести в отношении оценки прогноза новообра-
зований гормонозависимых тканей [72]. Наконец, 
важным элементом прикладного рассмотрения данной 
проблемы представляется оценка профиля экспрессии 
микроРНК с  диагностической целью в  биопсийном 
материале, а  также в циркуляции (крови или моче), 
т. е. в составе экзосом, у больных РПЖ и РМЖ [73, 74], 
что может оказаться полезным для раннего разграни-
чения гормоночувствительных и  гормонорезистент-
ных случаев этих заболеваний. Нельзя исключить 
и  перспективность уже частично апробированной 
модификации гормоночувствительности и  гормоно-
резистентности опухолевой ткани под влиянием ан-
тидиабетического бигуанида метформина, что может 
реализоваться и путем вовлечения микроРНК и ассо-
циированных с ними молекул [75, 76].
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Роль транскрипционного фактора Ikaros  
в нормальном гемопоэзе и лейкозогенезе:  

биологические и клинические аспекты

О. С. Вшивкова, А. Н. Мелешко
ГУ «Республиканский научно-практический центр детской онкологии, гематологии и иммунологии»  

Минздрава Республики Беларусь; Беларусь, 223053, Минский район, д. Боровляны, ул. Фрунзенская, 43

Контакты: Ольга Сергеевна Вшивкова vshyukova@gmail.com

Изучение патогенеза, факторов прогрессии и развития рецидивов, причин лекарственной резистентности острых лейкозов (ОЛ) 
остается главной задачей онкогематологии и смежных областей. В патогенезе ОЛ достоверно известна роль более 50 генов и бел-
ков, в числе которых хорошо изученные опухолевые супрессоры (CDKN2A / CDKN2B, RB1, PTEN, p53) и классические химерные 
онкогены (BCR / ABL1, TEL / AML1, E2A / PBX, транслокации с участием MLL). Помимо этого установлена высокая частота 
аберраций в  генах, ответственных за  лимфоидную дифференцировку, таких как  транскрипционные факторы (PAX5, IKZF1 
и EBF1), гены регуляции транскрипции (ETV6, ERG), сигнальных путей и антигенных рецепторов (BTLA, CD200, TOX, BLNK, 
VPREB1), а также гены, участвующие в развитии химиорезистентности лейкозов (NR3C1). Согласно результатам исследований 
последних 5 лет, частым молекулярным событием при лейкозах являются аберрации гена IKZF1 (Ikaros), белковый продукт ко-
торого относится к ДНК-связывающим белкам семейства Кruppel наряду с другими членами семейства IKZF2 (Helios), IKZF3 
(Aiolos), Eos и Pegasus.
В гемопоэтических клетках Ikaros функционирует как транскрипционный фактор, является ключевым белком, контролирующим 
ранние этапы дифференцировки Т- и В-лимфоцитов, натуральных киллеров и дендритных клеток. На ранних стадиях гемопоэза 
регуляторная роль Ikaros как транскрипционного фактора сводится к репрессии генов миелоидной и эритроидной линий диффе-
ренцировки и стимуляции генов, ответственных за лимфоидную дифференцировку.
Ikaros выступает в роли модулятора иммунного ответа и является опухолевым супрессором для лимфоидных опухолей. Данные 
многочисленных клинических исследований подтверждают связь между наличием аберраций IKZF1 и развитием В-клеточных 
и, в меньшей степени, Т-клеточных острых лимфобластных лейкозов. Вместе с тем в публикациях последних лет нарушения 
функций Ikaros связывают с развитием миелопролиферативных заболеваний и острого миелоидного лейкоза у детей. В контек-
сте клинической значимости особая роль отводится внутригенным делециям IKZF1, а также коротким (нефункциональным) 
изоформам белка Ikaros, которые могут появляться в результате внутригенных делеций или аберрантного сплайсинга. Проде-
монстрировано, что перечисленные нарушения гена IKZF1 и его белкового продукта играют ключевую роль в лимфоидной транс-
формации, опухолевой прогрессии и, возможно, в развитии химиорезистентности лейкозных клеток, что может отражаться 
в некорректной стратификации по группам риска, плохом результате лечения и низких показателях выживаемости.
В данном обзоре описаны частота и типы нарушений гена IKZF1 и его белкового продукта Ikaros, целесообразность включения 
этих маркеров в диагностические панели всех типов лейкозов и учета при определении минимальной остаточной болезни.
Несмотря на то, что Ikaros уже находит применение в клинической практике, с развитием интереса к этому молекулярному 
маркеру появляется ряд открытых вопросов. С точки зрения молекулярной биологии недостаточно исследованы механизмы регу-
ляции экспрессии IKZF1 на этапах транскрипции и сплайсинга.
Предстоит определить клиническую роль точечных и субклональных делеций IKZF1, более точно выяснить прогностическое зна-
чение внутригенных делеций и аберрантного сплайсинга для разных групп пациентов с ОЛ и другими гемобластозами в связи с из-
вестными генетическими маркерами и схемой проводимой химиотерапии. Более детального изучения аберрации Ikaros требуют 
в качестве прогностического фактора развития костномозгового рецидива. Следует также решить вопрос о возможности уче-
та статуса Ikaros при стратификации пациентов по группам риска, а также при определении уровня минимальной остаточной 
болезни.

Ключевые слова: Ikaros, IKZF1, альтернативный сплайсинг, гемобластозы, делеции, изоформы, лейкозогенез, опухолевый супрес-
сор, острый лимфобластный лейкоз, прогностический маркер, транскрипционный фактор
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The role of Ikaros transcriptional factor in normal hematopoiesis and leukemogenesis: biological and clinical aspects
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Investigation of the pathogenesis and factors effecting recurrence, progression and drug resistance in acute leukemia (AL) remains a major 
challenge for hematology and other related areas. The role of more than 50 genes and proteins in the AL pathogenesis has been shown, in-
cluding the well-studied tumor suppressor (CDKN2A / CDKN2B, RB1, PTEN, p53), and classical fusion genes (BCR / ABL1, TEL / AML1, 
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Ген IKZF1. Структура и функции доменов  
«цинковых пальцев»
Ген IKZF1 (IKAROS family zinc finger 1; Ikaros; Lyf-1) 

общей протяженностью 120 тыс. пар оснований рас-
положен на хромосоме 7p12.2, состоит из 8 экзонов, 
7  из  которых являются белок-кодирующими. Длина 
полноразмерного транскрипта IKZF1 насчитывает 
6189 пар оснований, протяженность открытой рамки 
считывания (последовательность нуклеотидов, коди-
рующая белок) полноразмерной изоформы составля-
ет 1560 пар оснований, при этом длина белкового про-
дукта Ikaros – 519 аминокислотных остатков [1].

Ikaros – представитель отдельного семейства бел-
ков транскрипционных факторов (ТФ), отличитель-
ной особенностью которых является наличие ДНК-
связывающих доменов, так называемых цинковых 
пальцев (Zn-fingers, ZnFs). «Цинковый палец» – это 
структурный домен, образованный полипептидной 
петлей, стабилизированной ионом цинка, который 
связан координационными связями с аминокислот-
ными остатками двух молекул – цистеина и гистидина, 
что определяет отнесение этого домена к классу C2H2 [2].

Полноразмерная изоформа белка Ikaros содержит 
два отдельных кластера с «цинковыми пальцами»: 
4 ZnFs на N-конце белковой молекулы (F1–4), необ-
ходимые для связывания с ДНК, а также 2 ZnFs на С-
конце (F5, F6), обеспечивающие димеризацию Ikaros 
и его взаимодействие с другими белками (рис. 1). От-
дельно можно выделить регион активации / репрессии, 
расположенный между кластерами «цинковых паль-
цев». В  регионе активации локализована бóльшая 
часть сайтов фосфорилирования для эпигенетическо-

го контроля работы белка – его «включения» или «вы-
ключения» на различных этапах клеточного цикла [2].

Функциональная активность Ikaros напрямую за-
висит от его способности связываться с ДНК при по-
мощи четырех N-концевых «цинковых пальцев». Для 
стабильного связывания с ДНК белки семейства «цин-
ковых пальцев» должны обладать как минимум 2 тан-
демными ZnFs. Потеря 2 и более «цинковых пальцев» 
в результате альтернативного сплайсинга, внутриген-
ных или хромосомных делеций приводит к появлению 
коротких изоформ белка с  низкой аффинностью 
или полной инертностью к ДНК. Такие короткие изо-
формы оказывают доминантно-негативный (DN) эф-
фект, нарушая способность длинных изоформ Ikaros 
и других членов белкового семейства, таких как Aiolos 
и Helios, к связыванию с ДНК (рис. 2в). В эксперимен-
тах in vivo подтвержден факт наличия разных генных 
мишеней для каждого из ZnFs Ikaros [2, 3]. Благодаря 
наличию «цинковых пальцев» на  С-конце белковые 
молекулы Ikaros способны формировать гомо- или ге-
теродимеры. Гомодимеризация происходит за  счет 
взаимодействия аналогичных изоформ белка (рис. 2а). 
Партнерами для  гетеродимеризации могут служить 
как различные изоформы Ikaros, так и другие члены 
этого семейства (Helios, Aiolos и др.), несущие белок-
связывающие «цинковые пальцы» (рис. 2б, г). Суще-
ствует предположение, что гетеродимеры, состоящие 
из  разных изоформ белка, обладают различными 
функциями [3]. Тем не менее основная задача димери-
зации – контроль работы белкового комплекса при ре-
гуляции транскрипции и организации структуры хро-
матина.

E2A / PBX, MLL translocations). In addition, high frequency of aberrations in genes responsible for lymphoid differentiation have been 
identified such as transcription factors (PAX5, IKZF1 and EBF1), transcriptional regulation of the genes (ETV6, ERG), and signaling path-
ways of antigen receptors (BTLA, CD200, TOX, BLNK, VPREB1), as well as genes involved in chemoresistance of leukemia cells (NR3C1).
In recent studies, Ikaros abnormalities have been reported to be frequently associated with AL. Ikaros is a member of a Kruppel-like family 
of zinc finger transcription factors that also includes IKZF2 (Helios), IKZF3 (Aiolos), Eos and Pegasus, and encoded by the IKZF1 gene. 
In hematopoietic cells Ikaros functions as a transcription factor, a key protein controlling T-, B-, NK-, and dendritic cells early differentia-
tion. At the early hematopoiesis stages, it represses the myeloid and erythroid lineages, and stimulates the lymphoid differentiation. Ikaros 
also normally modulates immune response and plays role of a tumor suppressor in lymphoid malignances.
Data from numerous clinical studies confirmed an association between the presence of IKZF1 aberrations and B-cell and, to a lesser extent, 
T-cell acute lymphoblastic leukemia (ALL) development.
Besides, loss of Ikaros function was associated with progression of myeloproliferative diseases to acute myeloid leukemia (AML) in children.
From clinical point of view, particular intragenic IKZF1 deletions and a short (non-functional) protein Ikaros isoforms, which may occur as 
a result of intragenic deletions or aberrant splicing, are the most significant features.
These mutations of IKZF1 gene and Ikaros aberrant expression play a key role in the lymphoid transformation, tumor progression, and may 
cause development of leukemic cells chemoresistance. Therefore, IKZF1 aberrations should be taken into account as a valuable prognostic 
marker for risk groups stratification, poor outcome and low survival rare.
This review compiles currently available data regarding the frequency and variants of the IKZF1 (Ikaros) aberrations, and the use of them 
in diagnostics of all types of leukemia and minimal residual disease detection.
Although Ikaros has already applied in clinical studies, a growing number of questions still remain unanswered. Molecular biology of IKZF1 
expression and splicing regulation is not well understood. Clinical value of point mutations and subclonal deletion in IKZF1 locus should be 
elucidated. Prognostic significance of intragenic deletions and aberrant splicing is necessary to clarify for different groups of ALL patients, in 
connection with other genetic markers and therapy protocol. More detailed clinical analysis required for proving IKZF1 impact on probabi
lity of relapse, improving patients

,
 risk stratification and application of minimal residual disease.

Key words: Ikaros, IKZF1, alternative splicing, hemoblastoses, deletions, isoforms, leukemogenesis, tumor suppressor, acute lymphoblastic 
leukemia, prognostic marker, transcription factor
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Рис. 1. Доменная структура полноразмерного белкового продукта IKZF1. ДНК-связывающие цинковые пальцы F1–4 отмечены красным, белок-
связывающие мотивы F5, F6 – зеленым

Белок-кодирующие экзоны
                               0               1                 2                 3                  4                       5              6                           7 

ДНК-связывающие 
домены

Белок-связывающие 
домены

Регион 
активации  

и репрессии

N-конец 	 С-конец

Рис. 2. Способы димеризации Ikaros: а – образование гомодимера между двумя молекулами Ik1; б – гетеродимеризация двух длинных изоформ 
белка; в – гетеродимеризация Ik1 и короткой изоформы (DN) Ikaros – комплекс не способен к связыванию ДНК и выполнению своих функций 
по причине отсутствия ДНК-связывающих доменов; г – образование гетеродимера между Ik1 и другим белком этого семейства (Helios, Aiolos и др.). 
Адаптировано из [3]

а                                                                                                             б

в                                                                                                          г

Helios/Aiolos

Альтернативный сплайсинг
Семь белок-кодирующих экзонов IKZF1 транскри-

бируются по меньшей мере в 13 различных транскрип-
тов посредством альтернативного сплайсинга (рис. 3). 
В  результате образуются изоформы белка, отличаю-
щиеся между собой размерами и  функциональной 
активностью.

Известные в  настоящее время изоформы имеют 
идентичные белок-связывающие С-концевые домены, 
но  различаются составом ДНК-связывающих ZnFs 
на N-конце. Изоформы белка Ikaros, в которых отсут-
ствует 2 и более ДНК-связывающих «цинковых паль-
ца», называются короткими: они не способны к взаи-

модействию с ДНК и, соответственно, выполнению 
своей основной функции [4]. Полноценно функцио-
нирующие, т. е. длинные изоформы Ikaros (1, 2, 2a, 3, 3a), 
содержат 3 или все 4 ZnFs в ДНК-связывающем до
мене. Длинные изоформы характеризуются внутри
ядерной локализацией в клетке и обладают высокой 
аффинностью к  определенному промотору ДНК, 
функционируют как  ТФ и  участвуют в  организации 
структуры хроматина. Мутационный анализ показал, 
что наличие функциональных ZnF2 и ZnF3 критично 
для высокоаффинного связывания мотива TGGGAAT 
в регуляторных участках контролируемых генов. Два 
соседних домена ZnF1 и ZnF4 моделируют это связы-
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вание. N-концевые домены (ZnF5, ZnF6) определяют 
ядерную локализацию Ikaros [3, 4].

Короткие изоформы Ikaros (4, 4a, 5, 6, 7, 8, 9) 
обладают DN-эффектом: они не только не способны 
к связыванию с ДНК, но и препятствуют функцио-
нированию длинных изоформ, а также других белков 
семейства Ikaros (см. рис. 2в); локализованы в цито-
плазме. Наиболее распространенным вариантом ко-
ротких изоформ белка является Ik6 (80  % от всех DN-
форм Ikaros). Транскрипционный вариант Ik10 описан 
как  нетранслируемый транскрипт матричной РНК. 
В нем отсутствует бóльшая часть кодирующего регио-
на, включая 2‑й геномный экзон, в котором находит-
ся старт-кодон [2, 5].

Разнообразие изоформ, образующихся в результа-
те альтернативного сплайсинга, усложняется допол-
нительными вариациями на уровне «редактирования» 
РНК. Так, в  нормальных гемопоэтических клетках 

человека, а также линиях лейкозных клеток K. J. Payne 
et al. (2001) обнаружили инсерцию 60 пар оснований 
между 1‑м и  2‑м экзонами, характерную для  транс-
крипционных вариантов Ik1, Ik2, Ik4, Ik7, Ik8, а также 
делецию 30 пар оснований для  транскрипционных 
вариантов Ik1, Ik2. Авторы сообщают о необходимости 
дальнейших исследований для установления значения 
этих вариаций [5]. Был идентифицирован новый 
сплайс-вариант – Ik3a (другие используемые обозна-
чения IkH, Ikx, Ik1+), идентичный Ik3, за исключени-
ем транскрибируемого экзона 6. Кроме того, в  Ik3a 
обнаружена инсерция 60 пар оснований между экзо-
нами 2  и 3, которая предположительно является до-
бавочным экзоном. Таким образом, Ik3a является са-
мой длинной из известных изоформ Ikaros у человека, 
за исключением полноразмерного транскрипта Ik1. 
Результаты иммуноблот-анализа продемонстрировали, 
что преобладающим в нормальных гемопоэтических 

Рис. 3. Продукты альтернативного сплайсинга Ikaros (изоформы), описанные в настоящее время. Адаптировано из [12]. Кодирующие экзоны схе-
матично представлены в виде светло-серых прямоугольников, красные и зеленые прямоугольники символизируют домены типа «цинковых пальцев». 
ДНК-связывающие «цинковые пальцы» кодируются 3–5-м экзонами (красные), 7-й экзон кодирует два дополнительных «цинковых пальца» для 
белковых взаимодействий (зеленые). Длинные (1, 2, 2a, 3, 3a) и короткие изоформы Ikaros (4, 4a, 5, 6, 7, 8, 9) выделены блоками
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клетках является Ik3a, в то время как для опухолевого 
клона более характерна экспрессия Ik1, что может сви-
детельствовать о значительной роли Ik3a в контроле 
нормального гемопоэза у человека [5]. Однако, соглас-
но нашим результатам, как в нормальных гемопоэти-
ческих, так и в лейкозных клетках наиболее высокий 
уровень экспрессии имеют изформы Ik2 и Ik3 / 3a, ка-
ждая из которых превосходит Ik1 по уровню экспрес-
сии в 1,5–2 раза [6].

L. Jhanjun et al. (2011) провели оценку функцио-
нальных различий двух наиболее длинных изоформ 
у человека – Ik1 и Ik3a. Исследование впервые позво-
лило предположить, что Ik1 и Ik3a, а возможно и дру-
гие изоформы, могут иметь свои уникальные или даже 
противоположные функции в клетке, локализуясь при 
этом в различных субклеточных регионах [3].

Функционирование Ikaros  
как транскрипционного фактора
Основная функция белков семейства Ikaros – диф-

ференцировка лимфоцитов, их созревание и модуля-
ция иммунного ответа. Функционируя как ТФ, белок 
Ikaros связывается с определенными последователь-
ностями в регуляторных районах генов и осуществля-
ет избирательный контроль экспрессии генов-мише-
ней. Кроме того, Ikaros задействован в  организации 
структуры хроматина, поскольку способен переводить 
ДНК в конденсированное состояние (гетерохроматин) 
и удерживать ее в такой форме. При этом Ikaros рабо-
тает в составе белковых комплексов, контролирующих 
химические модификации гистонов и, следовательно, 
плотность упаковки ДНК в хроматине, ее доступность 
для транскрипции регулируемых генов.

Описано участие Ikaros в трех комплексах такого 
типа. В составе комплекса NuRD (nucleosome remo
deling and deacetylating) белок Ikaros связывает ключе-
вой компонент комплекса, белок Mi-2β, и рекрутирует 
его к промоторам генов-мишеней. Гистон-деацетила-
за (HDAC) в составе комплекса NuRD деацетилирует 
гистоны и сохраняет хроматин в конденсированном 
состоянии, что подавляет экспрессию генов-мишеней 
на протяжении нескольких клеточных делений [7, 8].

Часть белка Ikaros входит в состав комплекса Sin3. 
В этом случае Ikaros связывается с транскрипционно-
активными генами, ассоциирует с  ко-репрессором 
Sin3, что приводит к рекрутированию HDAC, конден-
сированию хроматина и снижению экспрессии генов 
[7, 8].

Наконец, Ikaros может выступать в качестве акти-
ватора экспрессии генов, рекрутируя комплекс Swi / Snf 
к генам-мишеням. Этот комплекс способствует «от-
крытию» структуры хроматина за  счет привлечения 
гистон-ацетилаз (HAC) или другого аденозинтрифос-
фат-зависимого механизма, что способствует актива-
ции транскрипции генов [7, 8]. Ikaros также способен 
кооперироваться с другими активаторами транскрип-
ции, такими как Sp1 и USF1 [9, 10].

В целом на ранних стадиях гемопоэза регулятор-
ная роль Ikaros как  ТФ сводится к  репрессии генов 
миелоидной и эритроидной линий дифференцировки 
и стимуляции генов, ответственных за лимфоидную 
дифференцировку.

Регуляция функциональной активности Ikaros
Существуют немногочисленные данные о  меха-

низмах, регулирующих экспрессию гена IKZF1 на эта-
пе транскрипции, однако механизмы посттранскрип-
ционной регуляции его активности и / или  уровня 
экспрессии белка изучены в большей степени. Функ-
циональная активность Ikaros может определяться 
по крайней мере четырьмя механизмами: 1) альтерна-
тивный сплайсинг длинных изоформ, приводящий 
к изменению сродства Ikaros к ДНК или специфично-
сти этого связывания; 2) альтернативный сплайсинг, 
приводящий к появлению DN-изоформ Ikaros, инги-
бирующих ДНК-связывающую активность других 
изоформ и  белков семейства; 3) фосфорилирование 
белка Ikaros, приводящее к снижению сродства к ДНК 
и изменению его локализации в ядре (например, сайт-
специфическое фосфорилирование казеинкиназой-2); 
4) вызванные фосфорилированием изменения в ста-
бильности белка Ikaros, обеспечивающие его восприим-
чивость к убиквитин-опосредованной деградации [11].

Таким образом, существование многочисленных 
механизмов контроля функциональной активности 
Ikaros позволяет предположить, что  полная картина 
регуляции более сложна и подчеркивает важность ис-
следований Ikaros на уровне белка [11, 12].

Изучение функций Ikaros  
на мышиных knockout-моделях
Первоначально IKZF1 был описан как лимфоид-

специфичный ТФ, отвечающий за регуляцию Т-кле-
точной дифференцировки. Было показано, что белок 
Ikaros выступает как энхансер, связывающийся с ре-
гуляторными последовательностями и усиливающий 
экспрессию ранних маркеров дифференцировки Т-кле-
ток [13, 14]. Позже на нокаутных линиях мышей была 
более детально установлена функция этого гена в гемо
поэзе и формировании иммунной системы.

В  первом in vivo исследовании функций Ikaros 
K. Georgopoulos et al. (1994) получены knockout-мыши 
с гомозиготными и гетерозиготными делециями ДНК-
связывающих доменов IKZF1 (делеция 3‑го и 4‑го эк-
зонов) [15]. Мутация не оказалась летальной in utero. 
Мыши с гомозиготной делецией (фенотип IkarosDN / DN, 
рис. 4а) отставали в росте и погибали от множествен-
ных инфекций до 4 недель. Животные имели рудимен-
тарный тимус, лимфатические узлы отсутствовали, 
селезенка была увеличена и заполнена клетками эри-
троидного и миелоидного происхождения. Наблюда-
лось полное отсутствие зрелых Т- и  В-лимфоцитов, 
γδ-Т-клеток, эпидермальных дендритных клеток (ДК) 
(табл. 1).
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Таблица 1. Основные фенотипические проявления дисфункции Ikaros, установленные в экспериментах на knockout-моделях мышей

Мутация Экспрессия белка Фенотип

Ikarosnull / null Полная дисфункция белка.  
Null-фенотип

Снижение клоногенной активности стволовой клетки крови в 30–40 раз.
Снижение количества В-, Т-клеток, натуральных киллеров (natural killers, NK), ДК. 
Клональная Т-клеточная экспансия.
Смещение баланса CD4 / CD8 Т-лимфоцитов в сторону CD4‑клеток.
Относительное снижение миелоидных клеток

IkarosDN / DN
Все экспрессирующиеся  
изоформы белка являются  
DN-изоформами

Снижение клоногенной активности стволовой клетки крови более чем в 100 раз.
Полное отсутствие всех лимфоцитов, NK, ДК

Ikarosnull / wt Null-мутация в гетерозиготе. 
Экспрессируется одна аллель гена

Нормальное количество и фенотип лимфоцитов. Увеличенная TCR-опосредован-
ная лимфопролиферация. Повышенная частота Т-клеточных лейкозов и лимфом

IkarosDN / wt
DN-мутация в гетерозиготе. 
Экспрессия как длинных, так 
и коротких (DN) изоформ белка

Нормальное количество и фенотип лимфоцитов.
Увеличенная TCR-опосредованная лимфопролиферация.  
Развитие Т-клеточных лейкозов и лимфом с частотой 100 %

Aiolosnull / null Полное отсутствие белка.
Null-фенотип

Повышение пре-В и В-лимфоцитов в костном мозге. Снижение рециркулиру-
ющих, перитонеальных и других периферических В-лимфоцитов. Продукция 
аутоантител.
Увеличенная BCR-опосредованная лимфопролиферация. Переключение изотипа 
иммуноглобулина (Ig) без иммунизации. Развитие В-клеточных опухолей

Aiolosnull / null

Ikarosnull / wt
Усиленный эффект мутации Aiolosnull / null в периферии.  
Повышенная частота Т- и В-клеточных опухолей

Примечание. TCR – Т-клеточный рецептор (T-cell receptor).

Рис. 4. Характеристика нокаутных мышей, использованных в in vivo исследованиях функций Ikaros: у IkarosDN-мышей отсутствуют ДНК-свя-
зывающие домены; у Ikarosnull-мышей из-за отсутствия белок-связывающих доменов Ikaros не способен к взаимодействию с другими белками  
и функционально неактивен. Адаптировано из [16]

ДНК-связывающие 
домены Белок-связывающие 

домены
Регион 

активации  
и репрессии

а                                                                                    б

IkarosDN                                                                                        Ikarosnull  

В последующей работе авторов [16] на knockout-
мышах с гомозиготными и гетерозиготными делеци-
ями ДНК-связывающих доменов IKZF1 установлено 
его влияние на процессы Т-клеточной пролиферации. 
Мыши с  гетерозиготной делецией демонстрировали 
значительную TCR-опосредованную лимфопролифе-
рацию Т-клеток в отсутствие антигенной стимуляции. 
По истечении 3 мес у 100  % мышей развились лимфа-
денопатии, характеризовавшиеся увеличением лим-

фоузлов в 20–50 раз, развитием Т-клеточных лейкозов 
или  лимфом. Аберрантная популяция лимфоцитов 
имела клональную природу и происходила из тимуса. 
При этом в опухолевых клетках наблюдалась потеря 
гетерозиготиности, т. е. инактивация нормальной ал-
лели гена IKZF1.

J. H.  Wang et al. [17] получили knockout-мышей 
с делецией 7‑го экзона, кодирующего белок-связыва-
ющие домены на C-конце Ikaros. Эта мутация в гомо-



У
С

П
Е

Х
И

 М
О

Л
Е

К
У

Л
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  
  

1, 
20

15

ТОМ 2	 ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ 19

зиготном состоянии выражается в Ikarosnull-фенотипе 
(рис. 4б).

Такой белок не способен к димеризации, взаимо-
действию с другими белками и функционально не ак-
тивен. Однако нарушения в  лимфоидной системе 
у null-мышей оказались менее фатальными, чем у жи-
вотных с  DN-фенотипом: полностью отсутствовали 
зрелые В-лимфоциты; тимоциты накапливались в ти-
мусе в количестве в 100–300 раз меньшем, чем у рав-
новозрастных мышей дикого типа. Дальнейшая диф-
ференцировка Т-клеток также была нарушена 
в сторону значительного преобладания CD4+CD8– Т-
клеток. Не обнаруживались γδ-Т-клетки, NK и эпи-
дермальные ДК. При этом эритроидная и миелоидная 
линии дифференцировки существенно не пострадали. 
Гетерозиготные мыши с  генотипом Ikarosnull / wt также 
были склонны к образованию Т-клеточных опухолей, 
но в меньшей степени, чем IkarosDN / wt-мыши (см. табл. 1).

При  сравнении фенотипических эффектов двух 
типов мутаций Ikarosnull, IkarosDN и их гетерозигот при-
влекают внимание более тяжелые нарушения лимфо-
идной дифференцировки DN-генотипа в сравнении 
с null-генотипом. Различия в фенотипе этих двух му-
таций определяются комплементарным действием 
других членов семейства – Helios и Aiolos. Короткие 
изоформы у IkarosDN-мышей не способны к связыва-
нию ДНК, однако сохраняют способность к гетероди-
меризации с другими членами семейства, подавляя их 
активность по доминантно-негативному механизму.

Ikaros – ключевой фактор развития Т-клеток
Согласно современным представлениям, в норме 

развитие клеточных элементов костного мозга начина-
ется от  плюрипотентной гемопоэтической стволовой 
клетки (hematopoietic stem cell, HSC). Лимфомиело-
идный росток подвергается сложной дифференци-
ровке, на  первом этапе которой HSC индуцируется 
в мультипотентную лимфоидную клетку-предшествен-
ника (lymphoid-primed multipotent progenitor, LMPP). 
Она дифференцируется до клетки-предшественника 
миелоцитов (granulocyte-macrophage progenitor, GMP) 
и ранней лимфоидной клетки-предшественника (early 
lymphoid progenitor, ELP) – клетки с широким потен-
циалом дифференцировки, включая миелоидный 
путь. Последняя мигрирует из костного мозга в тимус, 
где в  результате ее праймирования каскад событий 
приводит к  появлению ранних предшественников 
лимфоцитов (earliest thymic precursors, ETP) и общей 
лимфоидной клетки-предшественника (common lymphoid 
progenitor, CLP) [18, 19].

ETP являются наиболее ранними представителями 
Т-клеточного ряда и  имеют фенотип CD4–CD8–, 
в  связи с  чем  их  называют дважды отрицательными 
(ДО, англ. double negative). ETP проходят несколько 
последовательных стадий развития (от ДО1 до ДО3), 
оставляя за собой фенотип CD4–CD8–, претерпевают 
при этом реаранжировку тяжелых цепей иммуногло-

булинов (V(D)J-рекомбинация), что приводит к фор-
мированию антиген-распознающих участков иммуно-
глобулинов (α-, β-, γ- и  δ-цепей) и  TCR. Созревают 
популяции TCRαβ и  TCRγδ (αβ- и  γδ-Т-клетки) 
предшественников Т-клеток, параллельно с этими 
событиями происходит созревание пула NK-клеток 
и  эпидермальных ДК (клеток Лангерганса). Клетки 
с  функциональным TCR переходят на  стадию ДО4 
и подвергаются процессу позитивной селекции, прев-
ращаясь в дважды положительные (ДП, англ. double-
positive) CD4+CD8+-клетки. ДП-тимоциты активно 
делятся, теряют один из  рецепторов CD4 или  CD8 
(негативная селекция), переходят в стадию монополо-
жительных клеток (single-positive) и мигрируют из ти-
муса в  периферические органы иммунной системы 
для осуществления своей функции [18, 20].

Экспрессия белка Ikaros появляется уже на раннем 
этапе дифференцировки (рис. 5), когда стволовая 
клетка крови дифференцируется до общих LMPP, ко-
торые, в свою очередь, дают начало миелоидным и об-
щим лимфоидным предшественникам (GMP, ELP) 
[18]. Выбор дальнейшей дифференцировки между В- 
и Т-лимфоцитами зависит от ряда вне- и внутрикле-
точных сигналов. При обособлении Т-клеточного ряда 
такими триггерами служат белки Gata-3 и  Notch-1, 
экспрессия которых находится под контролем Ikaros 
[21, 22]. Дальнейшие этапы дифференцировки лим-
фоцитов контролируются совместно с другими линей-
но-специфическими ТФ.

Показано участие ТФ Ikaros в контроле этапов ре-
аранжировки генов TCR [23]. В данном случае целе-
выми для Ikaros являются гены α-, β- и δ-цепи TCR, 
субъединицы CD3, CD4, CD2, интерлейкин-2 (IL-2), 
IL-2Rα и др. [24]. При наличии мутаций IKZF1 на по-
верхности клеток снижается плотность функциониру-
ющих TCR, в результате подавляющее большинство 
клеток не  способно воспринимать достаточный для 
последующей дифференцировки уровень сигнала 
извне и  вступать в  фазу позитивной селекции [25]. 
K. W. Tinsley et al. отметили неспособность ДП-клеток 
к  дифференцировке в  зрелый Т-лимфоцит при  экс-
прессии доминантно-негативных изоформ Ikaros. 
Вместо этого клетки приобретали смешанный про-
филь маркеров дифференцировки, характерный как 
для зрелых, так и для незрелых тимоцитов. Такой фе-
нотип не приводил к развитию опухолей, поскольку 
атипичные клетки подвергались аресту и массовому 
апоптозу, однако влек за  собой полное отсутствие 
зрелых форм лимфоцитов, ДК и NK [26].

Таким образом, Ikaros является ключевым факто-
ром как минимум на трех различных стадиях Т-клеточ-
ной дифференцировки: 1) на  стадии деления LMPP; 
2) при обособлении лимфоидных предшественников 
(ELP, а затем и ETP) от общего ствола и 3) на ранних 
этапах Т-клеточной дифференцировки при  реаран
жировке TCR и  переходе ДО3 / ДО4‑клеток в  ДП 
CD4+CD8+ пре-Т-клетки [17, 18, 27, 28].
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Контроль В-клеточной дифференцировки
Параллельно с  созреванием Т-клеток в  костном 

мозге несколько последовательных стадий развития 
проходят В-клетки, предшественником которых яв-
ляется CLP. Дифференцировка CLP в направлении 
про- и  пре-В-клеток (от  англ. progenitor  – предок 
и  precursor  – предшественник) происходит в  случае 
активация поверхностных рецепторов Flt3 и  IL-7 
(IL-7R). На  этом этапе характерна экспрессия ТФ 
EBF1, что делает возможным дальнейшее прогресси-
рование к стадии про-B и индуцирует экспрессию ге-
нов, специфичных для  В-клеток. В  частности, ген 
Pax5, который является ключевым фактором обосо-
бления В-линии, ограничивает возможности развития 
лимфоидных прогениторов только путем развития 
В-клеток [19, 29, 30]. Начиная экспрессироваться в ELP, 
Ikaros стимулирует экспрессию генов Flt3 и IL-7R [20, 
31] на поверхности CLP (рис. 6).

В дальнейшем, на этапе про-B, клетки подверга-
ются V(D)J-рекомбинации, что приводит к экспрес-
сии поверхностного В-клеточного рецептора (B-cell 
receptor, BCR) и  обеспечивает клеткам способность 
воспринимать сигнал к созреванию до пре-В-клеток. 
Далее, после нескольких раундов деления и  реаран
жировки легких цепей Ig, клетки, экспрессирующие 
функциональные BCR, мигрируют в селезенку для за-
ключительных стадий созревания [20]. На данном эта-
пе специфика работы Ikaros заключается в регуляции 
реаранжировки генов Ig, в первую очередь путем ак-
тивации экспрессии генов Rag1 / 2, осуществляющих 

рекомбинацию [19, 32]. На этапе реаранжировки лег-
ких цепей Ig Ikaros принимает участие в контроле про-
цесса аллельного исключения, т. е. обеспечивает спе-
цифичность антигенсвязывающего участка зрелой 
В-клетки. Дисфункция ТФ на данном этапе отражает-
ся в нарушениях сигнальных путей предшественников 
В-клеток и их неспособности к дальнейшей диффе-
ренцировке в зрелые лимфоциты [13]. Исследования 
последних лет демонстрируют вклад Ikaros в динами-
ческое регулирование генов адгезии и миграции кле-
ток: обеспечение репрессии этих генов на стадии про-
В-клеток и более высокой экспрессии на стадиях CLP 
и пре-В-клеток [19].

После дифференцировки клеток из про-В в пре-В 
Ikaros подавляет экспрессию компонента пре-В-кле-
точного рецептора Lambda5 [19, 20].

В периферических отделах Ikaros регулирует порог 
активации B-клеток по отношению к антигену или Т-
клеточной ко-стимуляции; ингибирует пролиферацию 
гиперактивированных В-клеток. Наконец, во  время 
переключения изотипа антител Ikaros контролирует 
выбор изотипа путем ингибирования перехода на IgG2b 
и IgG2a и инициирует переход ко всем другим изоти-
пам [13, 20].

Таким образом, исследования функций Ikaros 
у нокаутных мышей наряду с клиническими данными 
убедительно свидетельствуют о роли этого белка в ка-
честве опухолевого супрессора, однако механизмы 
контроля опухолесупрессорной функции Ikaros до на-
стоящего времени не определены [33]. Данные много-

Рис. 5. Уровень экспрессии Ikaros отражает степень его участия на разных этапах созревания Т-клеток. Адаптировано из [13] 
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численных клинических исследований подтверждают 
связь между наличием аберраций IKZF1 и развитием 
В-клеточных и, в  меньшей степени, Т-клеточных 
острых лимфобластных лейкозов (ОЛЛ). Вместе 
с тем в публикациях последних лет нарушения функ-
ций Ikaros связывают с развитием миелопролифера-
тивных заболеваний [13, 34, 35] и острого миелоидно-
го лейкоза (ОМЛ) у детей [36].

Характеристика структурных  
нарушений IKZF1
При  лейкозах обнаружены следующие варианты 

структурных мутаций гена IKZF1: геномные аберрации 
(моносомия 7‑й хромосомы), хромосомные перестрой-
ки (крупные делеции и транслокации) и внутригенные 
мутации (небольшие делеции и  точечные мутации). 
Также известны нарушения сплайсинга, выраженные 
в сверхэкспрессии коротких изоформ (рис. 7).

В  функциональном отношении все структурные 
аберрации являются loss-of-function, т. е. приводят 
к потере или нарушению функции белка. Моносомия 
7‑й хромосомы, делеция ее короткого плеча и в особен-
ности хромосомные перестройки во всех случаях выра-
жаются серьезными комплексными нарушениями 

физиологических функций не только со стороны си-
стемы гемопоэза. Частота перечисленных аберраций 
не превышает 5  % и всегда ассоциирована с полной 
потерей как минимум одного из аллелей IKZF1.

Наиболее распространенным (45  %) типом абер-
раций IKZF1 при острых лейкозах (ОЛ) являются вну-
тригенные делеции 15–200 тыс. пар оснований, приво-
дящие к потере нескольких экзонов (рис. 8).

Среди внутригенных делеций наиболее часто 
(не менее 30  %) обнаруживается делеция экзонов 3–6 
(ΔEx3–6). Стабильность точек разрыва ДНК можно 
объяснить расположением в этих локусах последова-
тельностей, между которыми происходит ошибочная 
RSS-рекомбинация при V(D)J-реаранжировке про-B-
клеток из‑за  аберрантной активации генов Rag1 / 2 
(контроль над активностью которых, как сказано выше, 
осуществляет Ikaros) [37]. Вторая распространенная 
делеция (15  %) также происходит в результате абер-
рантной RSS-рекомбинации и захватывает экзоны 1–6 
(ΔEx1–6). Мутация, вероятнее всего, приводит к обра-
зованию нефункционального аллеля гена, поскольку 
1‑й экзон включает в себя стоп-кодон ATG. Частота 
встречаемости других известных делеций (ΔEx1–7 
и ΔEx3–7) по разным данным не превышает 4  %.

Рис. 6. Ikaros контролирует клеточную дифференцировку на нескольких этапах развития В-лимфоцитов. Адаптировано из [19]
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Рис. 7. Варианты нарушений, приводящие к дисфункции гена IKZF1
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Логично предположить, что в результате делеций 
такого типа механизм сплайсинга будет нарушен, и это, 
вероятно, приведет к  образованию нефункциональ-
ных, т. е. DN-изоформ белка. Так, наиболее часто 
встречающаяся DN-изоформа Ik6 образуется в резуль-
тате делеции Ex3–6 и последующего сплайсинга меж-
ду экзонами 2 и  7. Однако до  настоящего времени 
вопрос взаимосвязи этих двух молекулярных событий 
остается спорным – в литературе высказаны две гипо-
тезы появления коротких изоформ Ikaros. Согласно 
первой (F.  Klein et al., 2006), такой альтернативный 
сплайсинг является результатом эпигенетического 
воздействия, в том числе вызванного биохимическими 
эффектами химерного онкогена BCR / ABL. Другой точ-
ки зрения придерживаются проф. C.G. Mullighan et al., 
указывая, что наличие делеций в гене является един-
ственной причиной аберрантного сплайсинга [38, 
39]. Сопоставив частоту внутригенных делеций в гене 
IKZF1 и уровень экспрессии коротких изоформ гена 
Ikaros у пациентов с ОЛЛ и здоровых доноров, мы под-
держиваем теорию C. Mullighan и продолжаем даль-
нейшие исследования в этой области [6].

У здоровых доноров может регистрироваться не-
высокий уровень экспрессии коротких изоформ Ikaros 
[40]. Предполагается, что их появление отражает есте-
ственный механизм отрицательной регуляции функ-
ции IKZF1 как ТФ [10].

Таким образом, полная потеря функции гена мо-
жет быть вызвана делецией сразу двух аллелей IKZF1 
(12  % всех IKZF1‑мутаций), а также мутациями, при-
водящими к образованию DN-форм Ikaros (33  % всех 

IKZF1‑мутаций). Частичная потеря функции IKZF1 
может быть связана с  инактивацией одной аллели 
[5, 36, 39]. Аберрации, связанные с потерей функции 
Ikaros, – биаллельные делеции и DN-формы – осо-
бенно характерны для Ph+ ОЛЛ. Другие мутации при-
водят к менее выраженному угнетению функции Ikaros, 
т. е. гаплодефициту, что наблюдается в 55–70 % всех 
мутаций IKZF1 при Ph– ОЛЛ [39].

Открытым остается также вопрос наличия субкло-
нальных делеций IKZF1. Нередко у  пациентов с  ОЛ 
помимо основного лейкемического клона регистри-
руется один или более субклонов, характеризующихся 
собственной кинетикой и молекулярными событиями. 
Исследование близнецов и отслеживание субклональ-
ных нарушений в различных генах позволяет предпо-
ложить, что транслокация BCR / ABL1 является первым 
событием онкогенеза, в то время как мутации IKZF1 
происходят позже, уже на  стадии развития лейкоза. 
Сообщается о случаях «конвергентной» эволюции му-
таций IKZF1, при этом у одного и того же пациента 
могут обнаруживаться несколько субклонов, несущих 
различные мутации IKZF1, однако до сих пор эти дан-
ные не нашли практического применения [41].

Исследования частоты делеций IKZF1 (табл. 2) мо-
гут быть условно разделены на те, которые были про-
ведены до 2008 г., и более поздние, опубликованные 
в  период активного развития геномных технологий 
(что отражается в росте частоты обнаруживаемых му-
таций). В  настоящее время структурные изменения 
IKZF1 регистрируются в более чем 20  % случаев дет-
ских ОЛЛ (из них около 90  % – внутригенные делеции 

Рис. 8. Схемы образования внутригенных делеций IKZF1. Полупрозрачные элементы – участки гена, которые удаляются во время альтернативного 
сплайсинга при образовании разных изоформ белка
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и 10  % – точечные мутации; 70  % случаев приходится 
на BCR / ABL1‑позитивный ОЛЛ); в 30–50  % случаев 
взрослых ОЛЛ, в том числе при de novo ОЛЛ, а также 
при ОМЛ и гораздо реже – при хроническом миело-
идном лейкозе на стадии прогрессирования болезни 
в бластный криз [42].

Точечные мутации, как правило, представляют со-
бой мутации сдвига рамки считывания, ведущие к по-
явлению стоп-кодонов. Их клиническое значение еще 
предстоит установить. Известны точечные мутации 
в локусах ДНК-связывающих доменов «цинковых паль-
цев», приводящие к  дисфункции Ikaros при  Т-ОЛЛ 
у мышей [54]. В более ранних исследованиях больших 
когорт пациентов с В-ОЛЛ точечные мутации выявле-
ны не были. Эти расхождения могут отражать техниче-
ские недостатки методов исследования или же невысо-
кую частоту точечных мутаций IKZF1 при BCR / ABL+ 
ОЛЛ [39, 54, 55]. Тем не менее частота точечных мута-
ций IKZF1 при  ОЛЛ по  результатам полногеномного 
секвенирования, обеспечившего получение более точ-
ных данных, составляет 10  % [56]. Появились данные 
о повышенной частоте некоторых точечных замен (на-
пример, полиморфизм rs4132601) при В-ОЛЛ [57].

Прогностическое значение мутаций IKZF1
Значение аберраций гена IKZF1 при  ОЛЛ было 

установлено относительно недавно ‒ в исследованиях, 
начатых проф. С. G. Mullighan в St. Jude Children,s 
Research Hospital (США). В первом исследовании деле-
ции IKZF1 были охарактеризованы как наиболее часто 
встречающиеся генетические аберрации в BCR / ABL1+-
лейкозах и, таким образом, установлена ассоциация 
между этими двумя структурными нарушениями ДНК. 
Были проанализированы BCR / ABL1+ В-линейные ОЛ 
у детей и взрослых методом SNP-arrays. Из 43 таких слу-
чаев в 36 (83,7  %) были выявлены делеции в IKZF1 (16 
из 21 ребенка и 20 из 22 взрослых) [42].

В следующем исследовании тех же авторов геном-
ный анализ был выполнен на большой группе детей 
с В-линейным ОЛЛ методом SNP-arrays на ДНК, вы-
деленной из  лейкозных клеток костного мозга [47]. 
Была доказана достоверно повышенная частота реци-
дивов в  общей когорте больных: 46,3   % пациентов 
с делецией в гене IKZF1 против 22,5  % без нее (n = 258; 
р = 0,002). Еще бóльшие различия выявлены в стан-
дартизованной когорте пациентов (без  BCR / ABL1, 
младенцев и гиподиплоидных ОЛЛ) – 55,2  % у па-

Таблица 2. Частота встречаемости внутригенных делеций IKZF1 при лейкозах

Авторы, год [источник] 
Диагноз, число пациентов  

в исследовании

Частота делеций, %

ΔEx1–7 ΔEx3–7 ΔEx1–6 ΔEx3–6 все

Mullighan C. G. et al., 2007 [43] B-ОЛЛ (BCR / ABL1+ / – ОЛЛ), n = 242 9

Mullighan C. G. et al., 2008 [39] 
BCR / ABL1+ B-ОЛЛ, n = 43 83,7

Хронический миелоидный лейкоз, n = 23 1,12

Kawamata N. et al., 2008 [44] B-ОЛЛ (BCR / ABL1+ / – ОЛЛ), n = 399 ˂ 2

Paulsson K. et al., 2008 [45] ОЛЛ, n = 45 18

Martinelli G. et al., 2009 [46] BCR / ABL1+ ОЛЛ, n = 83 20 37 63

Mullighan C. G. et al., 2009 [47] BCR / ABL1– B-ОЛЛ, n = 221 28,6

Den Boer M. L. et al., 2009 [48] 
BCR / ABL1+ ОЛЛ 73

BCR / ABL1– ОЛЛ, n = 297 в 2 группах 39

Okamoto R. et al., 2010 [49] 
В-ОЛЛ 15

Т-ОЛЛ; в 2 группах n = 75 (взрослые) + 399 (дети) 0

Iacobucci I. et al., 2012 [50] 
BCR / ABL1+ B-ОЛЛ, n = 106

26 49
75

BCR / ABL1– B-ОЛЛ, n = 38 58

Caye A. et al., 2012 [51] 
BCR / ABL1+ B-ОЛЛ, n = 60 2 4 7 24 75*

BCR / ABL1– B-ОЛЛ, n = 512 1 4 8 34 13,5*

Tocunaqa K. et al., 2013 [52] 
BCR / ABL1+ B-ОЛЛ, n = 24 83,3

BCR / ABL1– B-ОЛЛ, n = 54 38,9

de Rooij J. et al., 2014 [53] ОМЛ, n = 258 4,3

Примечание. * – с учетом субклональных делеций.
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циентов с делецией в гене IKZF1 против 14  % без нее 
(n = 221; р < 0,001). В этом же исследовании продемон-
стрирована ассоциация между наличием делеций в ло-
кусе IKZF1 и уровнем минимальной остаточной болезни 
(МОБ) на 15‑й и 29‑й день терапии. Из 67 пациентов 
с делециями в этом гене 16 (23,9  %) имели высокий 
уровень МОБ (> 1  %) на 29‑й день в сравнении с 6,6  % 
пациентов без этой аберрации (р = 0,001).

Группа европейских исследователей по результа-
там геномного анализа высокого разрешения устано-
вила, что у пациентов с В-линейным ОЛЛ, развивших 
впоследствии рецидив (13 из 34; 38,2  %), частота деле-
ций в гене IKZF1 на 2‑м месте по частоте встречаемо-
сти после аберраций гена ингибитора циклин-зависи-
мых киназ CDKN2A (15 из 34; 44,1  %) [58]. Пациенты 
с делециями IKZF1 имели значительно более низкую 
безрецидивную выживаемость (39  % с делециями про-
тив 89  % wt, р < 0,001) и сниженную общую выживае-
мость (56  % с делециями против 91  % wt, р < 0,001) 
в  общей группе пациентов. Достоверные различия 
сохранялись как для группы высокого риска, так и для 
пациентов без высокого риска.

В  исследованиях китайских авторов на  большой 
группе больных ОЛЛ показана худшая безрецидивная 
выживаемость у пациентов со сверхэкспрессией корот-
кой изоформы Ik6 [59, 60]. Ik6 оказался независимым 
неблагоприятным прогностическим фактором для пока-
зателей общей и безрецидивной выживаемости у детей, 
в том числе при BCR / ABL1‑негативных детских В-линей-
ных ОЛ, но не BCR / ABL1‑негативных взрослых лейкозов.

Необходимость учета делеций гена IKZF1 для стра-
тификации пациентов по группам риска поставлена 
под  сомнение в  исследовании итальянских авторов 
[61]. Делеции в локусе IKZF1 были оценены методом 
мультиплексной лигазозависимой амплификации 
проб (multiplex ligation-dependent probe amplification, 
MLPA) в  группе из  410 детских В-линейных BCR /  
ABL1‑негативных ОЛЛ. В  общей группе пациенты 
с  делециями IKZF1 сохраняли сниженную бессобы-
тийную выживаемость и  повышенную вероятность 
рецидива. Пациенты с делециями IKZF1 неравномер-
но распределились по  группам риска (выделенным 
согласно стратификации, основанной на оценке уров-
ня МОБ): в группе стандартного риска делеции обна-
ружены у 8 (6,8  %) из 117 больных, промежуточного – 
у 42 (15,9  %) из 264 и высокого – у 4 (13,8  %) из 29. 
Ни у одного из 8 пациентов с делецией в группе стан-
дартного риска не развился рецидив. В группе проме-
жуточного риска пациенты с делециями IKZF1 имели 
повышенную частоту рецидивов, но различия не до-
стигли достоверности. Таким образом, прогностиче-
ское значение IKZF1 зависит от применяемого прото-
кола и может не иметь дополнительной ценности для 
стратификации после разделения на принятые группы 
риска. Авторы предполагают, что усиленное примене-
ние L-аспарагиназы в используемом протоколе могло 
снизить прогностическую роль гена IKZF1. Предпо-

лагается, что комбинирование такого классического 
прогностического критерия, как уровень МОБ, с ана-
лизом мутаций IKZF1 может значительно улучшить 
стратификацию пациентов с ОЛЛ по группам риска [62].

Наконец, группа немецких авторов детально изучи-
ла прогностические факторы для первого костномоз-
гового рецидива В-линейного ОЛЛ у детей [63]. С ис-
пользованием метода MLPA была выявлена высокая 
частота делеций IKZF1 (33,3  %). Анализ бессобытийной 
и  общей выживаемости показал достоверно худший 
исход у пациентов с делецией IKZF1. Различия особен-
но велики для пациентов в группе высокого риска, для 
получивших аллотрансплантацию костного мозга, а так-
же для больных с низким уровнем МОБ. Многофакторный 
анализ показал, что независимыми неблагоприятными 
факторами для рецидивов ОЛЛ выступают только делеции 
гена IKZF1 и мутации в гене опухолевого супрессора TP53.

Некоторые факты свидетельствуют о вкладе Ikaros 
в развитие лекарственной устойчивости лейкозов [64]. 
I. Iacobucci et al. (2008) впервые провели анализ связей 
между наличием молекулярных нарушений гена IKZF1 
и устойчивостью к ингибиторам тирозинкиназ (ИТК) 
у пациентов с BCR / ABL1+ ОЛЛ. Короткая изоформа 
Ik6 была обнаружена у 49  % исследуемых пациентов, 
при  этом наблюдалась высокая степень корреляции 
между наличием DN-изоформ Ikaros и уровнем транс-
криптов BCR / ABL1. Для лейкозных клеток пациентов 
экспрессия коротких изоформ Ikaros была характерна 
до лечения ИТК и преимущественно на момент реци-
дива, но не во время ответа на ИТК [65].

Гиперэкспрессия in vitro Ik6 активирует синтез ДНК 
и ингибирует апоптоз в ИТК-чувствительных клетках. 
В  эксперименте на  клеточных линиях F.  Zhou et al. 
(2014) подтвердили гипотезу развития множественной 
химиорезистентности за  счет антиапоптотического 
эффекта, который наблюдался при гиперэкспрессии 
короткой изоформы Ik6 [66].

У BCR / ABL1‑негативных больных B-ОЛЛ в работе 
N. A. Vitanza et al. закономерностей между наличием 
мутаций IKZF1 и развитием лекарственной устойчи-
вости обнаружено не было. Исследователи предпола-
гают, что плохой прогноз заболевания в данном случае 
мог быть обусловлен другими генетическими наруше-
ниями или особенностями микроокружения клеток 
костного мозга [67].

Обобщив данные, можно констатировать, что Ikaros 
является опухолевым супрессором для  лимфоидных 
опухолей. Мутации, приводящие к утрате функций 
белка, ассоциированы с неблагоприятным прогнозом 
заболевания. Анализ структурных аберраций и альтер-
нативного сплайсинга гена IKZF1 целесообразно 
включать в диагностические панели всех типов лейко-
зов и в дальнейшем принимать во внимание при опре-
делении МОБ. Более точное прогностическое значение 
этих признаков еще предстоит выяснить для разных 
групп пациентов с учетом других генетических марке-
ров и схемы проводимой химиотерапии.
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Перспективы терапевтического воздействия  
на сигнальный путь FGFR
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Одними из наиболее исследуемых в онкологии биомаркеров являются рецепторы к фактору роста фибробластов (FGFR), а также 
лиганды к  фактору роста фибробластов (FGF). Молекулярные изменения в  генах различных представителей семейства FGF 
или FGFR – довольно частое событие при злокачественных новообразованиях. Определение значимости комплекса FGF–FGFR в про-
цессах канцерогенеза и в прогрессировании опухолей различной нозологии послужило толчком к появлению работ, посвященных пои-
ску возможностей лекарственного воздействия на данный сигнальный путь. С точки зрения терапевтического воздействия на си
гнальный путь FGFR возможно блокировать не  только лиганды FGF и  FGFR, но  и  нижележащие молекулы сигнальных путей, 
активирующихся под действием FGFR. Число ингибиторов тирозинкиназ, селективно блокирующих FGFR, на данный момент край-
не невелико. Как правило, тирозинкиназные ингибиторы обладают широким спектром мишеней. Некоторые из таких ингибиторов 
уже вошли в клиническую практику лечения диссеминированных опухолей различной локализации, другие еще находятся на стадии 
клинических испытаний. Всего на сайте клинических испытаний clinicaltrials.gov на август 2014 г. зарегистрировано 74 исследования, 
посвященных изучению ингибиторов FGFR. Способностью ингибировать FGFR обладает также ряд существующих препаратов 
в высоких концентрациях – сорафениб, вандетаниб, мотесаниб, однако повышение концентрации этих препаратов ассоциировано 
с выраженной токсичностью лечения. В рекомендованных же терапевтических концентрациях адекватное блокирование тирозин-
киназного домена FGFR сомнительно. В статье уделено внимание таким препаратам, как пазопаниб, нинтеданиб, цедираниб, бри-
ваниб, довитиниб, понатиниб. Рассмотрены результаты терапии ингибиторами FGFR при различных нозологиях: рак молочной 
железы, рак толстой кишки, рак эндометрия, рак желудка, рак щитовидной железы, рак легкого, рак яичников.
Несмотря на то, что анти-FGFR-терапия находится на раннем этапе клинического изучения в онкологии, уже сейчас видны 
определенные трудности в реализации данного лечебного подхода, такие как высокая токсичность, не всегда валидированная 
мишень воздействия, необходимость отбора пациентов в зависимости от активности FGF–FGFR-пути, а также наличия му-
таций в генах молекул нижележащих сигнальных путей. В обзоре рассмотрены молекулярные процессы, возникающие при акти-
вации комплекса FGF–FGFR, а  также пути терапевтического воздействия на  данный комплекс, результаты исследований 
и перспективы применения ингибиторов сигнального пути FGFR.

Ключевые слова: фактор роста фибробластов, рецепторы к фактору роста фибробластов, канцерогенез, моноклональные анти-
тела, ингибиторы тирозинкиназ, клинические исследования, солидные опухоли, пазопаниб, нинтеданиб, понатиниб
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Prospects of therapeutic action on FGFR signaling pathway
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Fibroblast growth factors (FGFs) and their receptors (FGFRs) are involved in key cellular functions and cancerogenesis. Nowadays FGFR 
and their ligands are one of the most investigated markers in oncology and targets for specific therapy. There are a lot of clinical trials in on-
cology include drugs with anti-FGFR activities. The most of these drugs are tyrosine kinase inhibitors and monoclonal antibodies. When we 
say about therapeutic effects on the FGFR signaling pathway, we say about opportunity not only block the ligands and FGFRs, but the under-
lying molecular and signaling pathways activated by FGFRs. Nowadays the number of tyrosine kinase inhibitors selectively blocking FGFRs 
is extremely small. Typically, tyrosine kinase inhibitors can block a wide range of targets. Some of these inhibitors have entered in clinical 
practice in the treatment of metastatic tumors of different localizations, others are in clinical trials. On August 2014, 74 studies investigating 
inhibitors of FGFRs are registered on clinicaltrials.gov. A number of marketed drugs at high concentrations also has the ability to inhibit 
FGFR – sorafenib, vandetanib, motesanib, however, increasing the concentration of these drugs is associated with severe toxicity of treat-
ment. In the recommended therapeutic concentrations, adequate blocking FGFR tyrosine kinase domain is doubtful. The review paid atten-
tion to such drugs as pazopanib, nintedanib, cediranib, brivanib, dovitinib, ponatinib. We showed the results of treatment with inhibitors of 
FGFR in different cancers such as breast cancer, colon cancer, endometrial cancer, gastric cancer, thyroid cancer, lung cancer, ovarian 
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cancer. Despite the fact that anti-FGFR therapy are at an early stage of clinical investigation, some difficulties in implementing this thera-
peutic approach have been seen, such as high toxicity, not validated targets, the need for patient selection, depending on the activity of FGF–
FGFR pathway, as well as mutations in genes of downstream molecular signaling pathways.
In summary in the article we reviewed relevant literature to identify current status, difficulties and future perspectives in development of anti-
FGFR drugs. In this article, we review FGFR signaling and describe the therapeutic intervention in patients with solid tumors.

Key words: solid tumors, fibroblast growth factor receptor, fibroblast growth factors, cancerogenesis, monoclonal antibodies, tyrosine kinase 
inhibitors, clinical trials, pazopanib, nintedanib, ponatinib

Введение
Одними из  наиболее исследуемых в  онкологии 

биомаркеров являются рецепторы к фактору роста фи-
бробластов (fibroblast growth factor receptors, FGFR), 
а также лиганды к нему (fibroblast growth factor, FGF). 
При этом молекулярные изменения в генах различных 
представителей семейства FGF или FGFR могут быть 
обусловлены появлением активирующих мутаций, 
транслокаций или амплификаций. Кроме этого, вы-
являются альтерации в различных изоформах FGFR, 
нарушение экспрессии корецепторов, подавление ак-
тивности негативных регуляторов FGFR. Возможно-
сти терапевтического воздействия на сигнальный путь 
FGFR позволяют блокировать не только FGF и FGFR, 
но и нижележащие молекулы сигнальных путей, ак-
тивирующихся под действием FGFR. В данном обзо-
ре будут рассмотрены молекулярные процессы, воз-
никающие при  активации комплекса FGF–FGFR, 
а также пути терапевтического воздействия на данный 
комплекс, результаты исследований и  перспективы 
применения ингибиторов сигнального пути FGFR.

Факторы роста фибробластов, их рецепторы 
и сигнальные пути
Семейство человеческого FGF включает 22 белко-

вых молекулы. По принципу действия их можно раз-
делить на следующие группы:

–– лиганды к FGFR: FGF1–10, 16–23;
–– лиганды, обладающие ауто- и / или паракринным 
действием: FGF1–10, 16–18, 20, 22;

–– лиганды, функционирующие как гормоны: FGF19, 
21, 23;

–– факторы, не способные связываться с рецептора-
ми, также известные как FGF-гомологичные фак-
торы: FGF11–14. Они действуют внутри клеток. 
Предполагается, что белки этой группы участвуют 
в регуляции работы мембранных натриевых кана-
лов [1, 2].
FGF – многофункциональные белки, играющие 

важнейшую роль как в эмбриогенезе, так и в жизне
деятельности взрослого организма. Они участвуют 
в процессах дифференцировки и пролиферации кле-
ток различных типов, а также в регуляции клеточной 
миграции и выживания, регенерации тканей, в про-
цессах ангиогенеза и нейрогенеза. Множество данных 
также свидетельствует о  том, что  нарушенный сиг-
нальный путь FGF может приводить к развитию опу-
холей [3, 4].

FGF воздействуют на клетки через группу рецеп-
торов (FGFR). У человека описано 4 функционально 
активных рецептора к семейству белков FGF (FGFR1–4). 
У пятого рецептора, FGFR5, отсутствует тирозинки-
назный домен, в  связи с  чем  он, будучи способным 
связывать молекулы FGF, не проводит сигнал внутрь 
клетки, выступая, таким образом, как негативный ре-
гулятор сигнального пути FGF [3, 5].

FGF – это секретируемые гликопротеиды, однако 
их локализация может быть различной: они обнару-
живаются как во внеклеточном матриксе, так и в ци-
топлазме, а также в ядре клетки. Находясь в экстра-
целлюлярном пространстве, FGF образуют комплексы 
с гепаринсульфат-протеогликанами (ГСП) матрикса. 
Взаимодействие с рецептором на поверхности клетки 
возможно только при высвобождении молекулы FGF 
из комплекса с ГСП; этот процесс обеспечивается ге-
париназами и  протеазами внеклеточного матрикса. 
После высвобождения молекула FGF связывается с ГСП 
на мембране клетки, что облегчает дальнейшее обра-
зование лиганд-рецепторного комплекса с FGFR [3].

Обнаружение FGF (а также их рецепторов) в ядре 
клетки позволило предположить, что они также могут 
регулировать процессы жизнедеятельности клеток че-
рез механизмы, отличные от классического тирозин-
киназного сигнального пути [6, 7].

Наиболее изученными представителями описан-
ного семейства факторов роста являются FGF1 и FGF2. 
FGF1 – единственный фактор из всего семейства, ко-
торый с высокой аффинностью способен связываться 
со всеми изоформами FGFR; все остальные FGF про-
являют специфичность к  изоформам FGFR. FGF1 
играет роль в процессах ангиогенеза и адипогенеза [5, 8].

FGF2 вовлечен в регуляцию основных процессов 
существования клетки: пролиферации, дифференци-
ровки, выживания, клеточной адгезии, миграцию, 
подвижности и апоптоза. In vivo FGF2 регулирует про-
цессы формирования конечностей, заживления ран, 
ангиогенеза, васкулогенеза и ремоделирования крове-
носных сосудов, а также участвует в процессах канце-
рогенеза. FGF2 проявляет митогенную и хемоаттрак-
тивную активность в  отношении эндотелиоцитов 
и клеток гладкой мускулатуры сосудов, а также акти-
вирует пролиферацию перицитов. Следует отметить, 
что FGF2 стимулирует образование активатора плаз-
миногена и экспрессию металлопротеиназ, играя важ-
ную роль в процессах сосудистой стабилизации и мо-
делирования экстрацеллюлярного матрикса [5, 8]. 
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Однако его активность проявляется лишь в совокуп-
ности с работой других факторов. Показано, что при 
выключении гена FGF2 у мышей сохраняется способ-
ность к нормальному ангиогенезу, отмечаются незна-
чительные нарушения в формировании скелета и сер-
дечно-сосудистой и нервной систем [9, 10].

Различные эффекты белков семейства FGF на клетку 
определяются лиганд-специфичностью соответству-
ющих рецепторов и  их  изоформ, а  также тканеспе
цифичностью их  экспрессии. Структурно молекула 
рецептора состоит из экстрацеллюлярной части, вклю-
чающей в себя 3 иммуноглобулин-подобных домена, 
способных связываться с FGF, трансмембранного пе-
решейка и  цитоплазматического внутриклеточного 
тирозинкиназного домена. В результате альтернатив-
ного сплайсинга третьего иммуноглобулин-подобного 
домена образуются 2 группы изоформ FGFR: IIIB и IIIC. 

Исключение составляет FGFR4, который экспресси-
руется только в виде изоформы IIIC. Интересно от-
метить, что  экспрессия изоформ рецепторов имеет 
тканеспецифичный характер. Так, изоформы IIIB 
обнаружены преимущественно в эпителиальных тка-
нях, тогда как изоформы IIIC характерны для клеток 
соединительной ткани. Большинство из FGF могут 
активировать несколько рецепторов, за исключением 
FGF7, который способен связываться только с IIIB-
изоформой FGFR2 [3, 5].

FGF осуществляют свои функции в клетке через 
классический сигнальный путь, включающий в себя 
активацию сигнальных каскадов PI3K / AKT, MAPK, 
PLCγ, а также транскрипционных факторов STAT (рис. 1). 
После связывания с лигандом FGFR могут формиро-
вать как гомодимеры, так и гетеродимеры. Димериза-
ция рецептора и интернализация лиганда необходимы 
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GRB2

SOS1GAB1

PIP2

DAG

Ca2+

IP3 PIP3

IP3 receptor
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Рис. 1. Сигнальный путь FGF
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для дальнейшей передачи FGF-сигнала в клетку. В дан-
ных процессах участвуют ГСП, экспрессированные на 
мембране клетки (например, синдеканы и глипиканы) 
[3, 11]. Связывание лиганда с  рецептором приводит 
к димеризации FGFR и последующей активации его 
тирозинкиназного домена. Остатки тирозина в киназ-
ном домене служат местом посадки адаптерных белков, 
главным из которых является FRS2. Связывание FRS2 
с FGFR приводит к фосфорилированию адаптерной 
молекулы за  счет киназной активности рецептора. 
Фосфорилирование FRS2 в  свою очередь приводит 
к активации MAPK-каскада RAS–RAF–MEK1 / 2– 
ERK1 / 2 через дополнительные адаптерные молекулы 
GRB2 и SOS1, а также к активации фосфатидилино-
зитол-3‑киназы (PI3K) через адаптер GAB1. PI3K в свою 
очередь запускает реакцию образования фосфатиди-
линозитол-3‑фосфата (PIP3) из фосфатидилинозитол-
2‑фосфата (PIP2). PIP3 совместно с  киназой PDK 
активирует еще одну киназу – AKT [3, 12, 13]. Акти-
вация пути RAS–RAF–MEK–ERK приводит к усиле-
нию экспрессии циклина D [3, 14–16]. Кроме того, 
активация как пути RAS–ERK, так и пути PI3K–AKT 
ведет к подавлению активности ингибитора циклин-
зависимой киназы р27KIP1 [17, 18]. Это определяет уси-
ление пролиферации клетки. Активация как  пути 
RAS, так и пути PI3K способствует выживанию клетки 
в  стрессовых условиях в  результате ингибирования 
апоптотических белков, таких как BAD и BAX [3, 19, 
20]. Кроме этого, клетка «ускользает» от апоптоза пу-
тем активации антиапоптотических белков MCL-1, 
BCL-2 и BCL‑XL [3, 19, 21].

Адаптер-независимым путем происходит взаимо-
действие между остатками тирозина в киназном до
мене FGFR и  SH2‑доменом фосфолипазы Сγ, что 
приводит к  ее активации [22]. Данная фосфолипаза 
катализирует реакцию превращения PIP2 в инозитол-
3‑фосфат (IP3) и диацилглицерол (DAG). IP3 связы-
вается со своим рецептором в мембране эндоплазма-
тического ретикулума (ЭПР), что  в  итоге приводит 
к открытию кальциевых каналов и выходу ионов каль-
ция из ЭПР в цитоплазму. DAG и кальций необходимы 
для активации протеинкиназы С, которая в свою оче-
редь способствует дополнительной активации MAPK-
пути за счет фосфорилирования RAF [3]. Четвертый 
сигнальный путь, который могут активировать FGFR, – 
STAT (signal transduction and activation of transcription), 
приводящий к экспрессии генов, ответственных за та-
кие клеточные процессы, как рост, дифференцировка, 
апоптоз [3, 23].

В регуляции активности сигналов FGFR участву-
ют различные молекулы:

–– DUSP6 (инактивирует ERK);
–– белок SPROUTY (ингибирует GRB2 и RAF (BRAF 
и / или CRAF), приводя к инактивации пути RAS– 
ERK);

–– SEF (подавляет фосфорилирование FGFR, инги-
бирует ERK) [24–26].

В  норме FGFR отвечают за  развитие костно-
суставной системы у позвоночных, участвуя в регуля-
ции дифференцировки и пролиферации остеобластов 
и хондроцитов. Повышенная активность сигнального 
пути FGF у эмбрионов и детей приводит к развитию 
аномалий скелета, включая карликовость и краниоси-
ностозные синдромы, ахондроплазии. Во  взрослом 
организме FGF вовлечены в  процессы физиологи
ческого и  патологического ангиогенеза. Нарушения 
в системе FGF–FGFR наблюдаются также при болез-
ни Альцгеймера, мышечной дистрофии Дюшена, ди-
абетической ретинопатии, атеросклерозе [27].

В большом количестве работ отмечаются измене-
ния активности лиганд-рецепторного комплекса FGF– 
FGFR в опухолевых клетках. При этом гиперэкспрес-
сия различных представителей семейств FGF и FGFR 
может быть обусловлена появлением активирующих 
мутаций, транслокаций или амплификаций соответ-
ствующих генов. Также выявлены альтерации в раз-
личных изоформах FGFR, нарушения экспрессии 
корецепторов, подавление активности негативных ре-
гуляторов FGFR – например, SPROUTY [28].

Изменения в системе FGF–FGFR наиболее выра-
жены при  таких злокачественных опухолях, как  рак 
мочевого пузыря, рак молочной железы (РМЖ), рак 
толстой кишки. Более подробно об изменениях в си-
стеме FGF–FGFR рассказано в  обзоре [29]. Значи-
мость изменений в комплексе FGF–FGFR в процессе 
канцерогенеза определяет актуальность и необходи-
мость изучения путей терапевтического воздействия 
на данный комплекс. Ниже представлены результаты 
исследований и перспективы применения ингибито-
ров сигнального пути FGFR.

Ингибиторы тирозинкиназ FGFR
В настоящее время основными препаратами тар-

гетной терапии являются моноклональные антитела 
к рецепторам и их лигандам, а также малые молекулы, 
ингибирующие тирозинкиназную активность белков, 
в том числе рецепторов. Число ингибиторов тирозин-
киназ, селективно блокирующих FGFR, на  данный 
момент крайне невелико. Как правило, тирозинки-
назные ингибиторы обладают широким спектром 
мишеней. Некоторые из таких ингибиторов уже во-
шли в клиническую практику лечения диссеминиро-
ванных опухолей различной локализации, другие еще 
находятся на стадии клинических испытаний (табли-
ца, рис. 2). Всего на сайте клинических испытаний 
clinicaltrials.gov на  август 2014  г. зарегистрировано 
74 исследования, посвященных изучению ингибито-
ров FGFR.

Ряд существующих препаратов в высоких концен-
трациях также обладают способностью ингибировать 
FGFR – сорафениб, вандетаниб, мотесаниб, однако 
повышение концентрации этих препаратов ассоции-
ровано с выраженной токсичностью лечения. В реко-
мендованных  же терапевтических концентрациях 
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адекватное блокирование тирозинкиназного домена 
FGFR сомнительно. Большинство ингибиторов тиро-
зинкиназ способны подавлять фосфорилирование 
тирозинкиназ различных молекул. В связи с этим бло-
кируется не только FGFR, но зачастую также VEGFR 
и PDGFR, что обусловлено схожестью тирозинкиназ-
ных доменов данных рецепторов. Это, с одной сторо-
ны, усиливает эффект препаратов, а с другой – расши-
ряет спектр осложнений лечения.

Ряд препаратов был исключен из  исследований 
в связи с неприемлемой токсичностью. Так, препарат 
XL999 в I фазе клинических испытаний показал вы
раженную сердечную токсичность. Другой препарат 
(PD173074), обратимый ингибитор тирозинкиназ 

FGFR1–3, проявил выраженную антипролифератив-
ную активность на FGFR2‑экспрессирующих клеточ-
ных линиях рака эндометрия [30], рака желудка [31, 
32], однако показал неприемлемую токсичность [32]. 
Классический спектр осложнений, характерных 
для  ингибиторов FGFR, хорошо иллюстрируют ре-
зультаты I фазы испытаний препарата TKI-258 (дови-
тиниб – мультитирозинкиназный ингибитор VEGFR, 
PDGFR, FGFR1–3, FLT3 и  KIT). Спектр побочных 
явлений включал слабость, артериальную гипертензию, 
тошноту, рвоту, отсутствие аппетита, диарею. Часть 
осложнений купировались назначением сопроводи-
тельной терапии, другие осложнения удалось скоррек-
тировать за счет снижения дозы препарата [33].

Препараты, одной из мишеней которых является FGFR

Препарат Производитель Спектр рецепторов-мишеней Стадия разработки

Пазопаниб GSK VEGFR1–3, PDGFR, FGFR, CSF1R В клинике

Понатиниб ARIAD Pharmaceuticals BCR–ABL, FGFR В клинике

Цедираниб AstraZeneсa VEGFR1–3, KIT, PDGFR, FGFR, Src, CSF1R III фаза

Бриваниб аланинат BMS VEGFR2, FGFR1–3 III фаза

Нинтеданиб (BIBF1120) Boehringer Ingelheim VEGFR1–3, FGFR1–3, PDGFRα, β, Src, Lck, Lyn III фаза

Довитиниб Chiron / Novartis FGFR, FLT3, KIT, PDGFR, VEGFR III фаза

Маситиниб AB Science KIT, PDGFR, FGFR III фаза

AZD4547 AstraZeneсa FGFR II фаза

CP-547632 OSI / Pfizer VEGFR2, FGFR II фаза

Люцитаниб Clovis Oncology, Inc VEGFR, FGFR, PDGFR II фаза

BGJ398 Novartis Pharmaceuticals FGFR II фаза

Данусертиб NMS Oncology Aurora A / B / C, Abl, TrkA, RET, FGFR1 II фаза

XL999 Symphony Evolution, Inc VEGFR2, PDGFRβ, FLT3, FGFR1,3, RET, KIT II фаза

Orantinib (TSU-68) Taiho Pharmaceutical Co., Ltd. VEGFR, PDGFR, FGFR II фаза

ARQ 087 ArQule FGFR I фаза

XL228 Exelixis IGF1R, Src, FGFR, BCR–ABL I фаза

Sulfatinib (HMPL-012) Hutchison MediPharma, Ltd VEGFR1–3, FGFR I фаза

R-1530 Roche VEGFR, FGFR, PDGFR I фаза

Debio-1347 Debiopharm International SA FGFR I фаза

BAY1163877 Bayer FGFR I фаза

JNJ-42756493
Janssen Research & Development, 

LLC
FGFR I фаза

PD173074 Pfizer FGFR1 I фаза

E7080 (ленватиниб) Eisai FGFR, PDGFR, VEGFR I фаза

FP-1039 Five Prime Therapeutics, Inc FGF (моноклональное антитело) II фаза

BAY1179470 Bayer FGFR2 (моноклональное антитело) I фаза

GSK3052230 GlaxoSmithKline FGFR1 (моноклональное антитело) I фаза
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В ряде случаев исследования, для которых шел от-
бор пациентов по наличию мутации в генах FGFR, за-
крывались досрочно в связи с крайне медленным на-
бором. К примеру, в исследование препарата FP-1039 
предполагалось включать больных раком эндометрия 
с мутациями в гене FGFR2. Из 70 скринированных па-
циенток никого не удалось включить в исследование 
(clinicaltrials.gov).

Рассмотрим эффективность уже зарегистрирован-
ного препарата с анти-FGFR-действием – пазопани-
ба. В  настоящее время пазопаниб зарегистрирован 
для применения в 1‑й линии лечения больных диссе-
минированным раком почки, а также пациентов с ре-
фрактерными к химиотерапии саркомами мягких тка-
ней. В 2010 г. были представлены результаты II фазы 
исследования терапии пазопанибом больных метаста-
тическим РМЖ. Большинство больных (70  %) имели 
гормонопозитивные опухоли. Отметим, что  именно 
при этом подтипе РМЖ чаще всего выявляются изме-
нения в системе FGF–FGFR [29]. Медиана числа ли-
ний химиотерапии до  начала лечения пазопанибом 

составила 2. Препарат показал не впечатляющие резуль-
таты: объективный ответ наблюдался лишь у 5  % боль-
ных, медиана времени до прогрессирования составила 
5,3 мес. Поданализ в зависимости от статуса гена FGFR 
не проводился [34]. Кроме того, опубликованы резуль-
таты рандомизированного исследования II фазы по 
применению комбинации пазопаниба или  плацебо 
с лапатинибом или монотерапии пазопанибом у боль-
ных метастатическим РМЖ с  гиперэкспрессией ре-
цептора HER-2 / neu с прогрессированием после как 
минимум 1 линии химиотерапии. Применение ком-
бинации пазопаниба и лапатиниба было ассоцииро-
вано с  повышением частоты объективных ответов 
опухоли, но не с увеличением времени до прогресси-
рования в  сравнении с  монотерапией лапатинибом. 
Применение комбинированного режима также было 
ассоциировано с увеличением числа осложнений III–
IV степени и, как следствие, более частым снижением 
дозы препаратов [35].

В настоящее время зарегистрировано 16 иссле-
дований пазопаниба при  РМЖ, часть из  которых 

Рис. 2. Перспективные ингибиторы тирозинкиназ и их мишени

Препарат в клинике

Препарат в III фазе клинических исследований

Препарат во II фазе клинических исследований

Препарат в I фазе клинических исследований

Тирозинкиназный рецептор

Тирозинкиназа

Цедираниб Бриваниб Нинтеданиб Довитиниб Маситиниб

Понатиниб Пазопаниб AZD4547 Люцитаниб BGJ398 Ленватиниб PD173074

BCR–ABL CSF1R VEGFR FGFR PDGFR FLT3 KIT

Src Lyn Lck
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уже завершена. При этом ни в одном из них не про-
водился отбор пациентов с гиперэкспрессией белков 
FGFR в опухоли. Только в одном исследовании ста-
вилась задача изучения пациенток с гормонально-
зависимым заболеванием (пазопаниб + экземестан), 
однако оно было закрыто еще до начала включения 
больных. В связи с тем, что таргетная терапия воз-
действует на  опухоль при  наличии в  ней мишени, 
для всей популяции пациентов она может оказаться 
незначимо эффективной. Принимая во  внимание 
распространенность нарушений в  системе FGF–
FGFR, особенно при дольковом РМЖ, а также при 
развитии резистентности к  гормонотерапии [29], 
нам видится, что  именно эта популяция больных 
должна рассматриваться в качестве мишени для раз-
работки препаратов целенаправленного действия 
против FGFR.

При  раке толстой кишки проведено 2 исследо
вания I фазы: комбинации пазопаниба и  FOLFOX /  
XELOX и режима пазопаниб + иринотекан + цетукси-
маб. Доступны результаты первого исследования. До-
казав удовлетворительную переносимость изучаемой 
комбинации, авторы отметили, что частота объектив-
ных ответов для режима пазопаниб + FOLFOX соста-
вила 40   %, для  комбинации пазопаниба с  режимом 
XELOX – 38  % [36]. При этом только 16  % больных 
получали предшествующую химиотерапию. Таким 
образом, добавление пазопаниба к  химиотерапии 
больных раком толстой кишки значимо не улучшило 
результаты лечения. В настоящее время не зарегистри-
ровано других исследований с пазопанибом при ра-
ке толстой кишки. Интересным видится более пер-
сонализированный подход для  отбора пациентов 
в исследование: при прогрессировании после окса-
липлатин-содержащей химиотерапии 1‑й линии в слу-
чае наличия гиперэкспрессии белка FGFR4 вновь 
исследовать эффективность режима FOLFOX / XELOX 
в комбинации с пазопанибом.

Еще одним хорошо изученным препаратом с анти-
FGFR-активностью является препарат бриваниб. Это 
ингибитор тирозинкиназ рецепторов VEGFR, PDGFR, 
FGFR. При  изучении препарата на  ксенографтных 
моделях гормонопозитивного РМЖ схема тамокси-
фен + бриваниб оказывала более выраженное анти-
пролиферативное действие, нежели монотерапия ка-
ждым из препаратов [37]. При этом на группе клеток 
с гиперэкспрессией белка FGFR1 бриваниб был более 
эффективным, оказывая прямой антипролифератив-
ный, а не только антиангиогенный эффект [38]. В на-
стоящее время клинических исследований с бривани-
бом при РМЖ не зарегистрировано. В исследовании 
III фазы у больных с метастатическим рефрактерным 
раком толстой кишки с диким типом гена KRAS про-
ведено сравнение комбинации цетуксимаба с брива-
нибом или плацебо. В исследование были включены 
750 больных. Медиана продолжительности жизни со-
ставила 8,8 мес в группе с бриванибом и 8,1 мес в груп-

пе с  плацебо (относительный риск (ОР) 0,88; 95   % 
доверительный интервал (ДИ) 0,74–1,03; p = 0,12). 
Медиана времени до прогрессирования составила 5,0 
и 3,4 мес соответственно (ОР 0,72; 95  % ДИ 0,62–0,84; 
p < 0,0001). И частичные ответы (13,6 против 7,2  %; 
p = 0,004), и стабилизация (50 против 44  %) наблюда-
лись чаще в группе с бриванибом. Частота осложне-
ний ≥ III степени была выше в  группе комбинации 
цетуксимаба с бриванибом (78 против 53  %). У паци-
ентов, получавших бриваниб, чаще развивались асте-
ния (25  %), артериальная гипертензия (11  %) и сыпь 
(10   %) [39]. Назначение бриваниба всем больным 
не привело к улучшению выживаемости. В 2011 г. бы-
ло инициировано исследование комбинации брива-
ниба и иринотекана у больных метастатическим раком 
толстой кишки с высоким уровнем FGF в плазме кро-
ви. Однако исследование было прекращено спонсо-
ром без объяснения причины (clinicaltrials.gov). Добав-
ление бриваниба к  режимам FOLFOX и  FOLFIRI 
неожиданно для исследователей привело к большому 
числу тромботических осложнений [40].

Цедираниб – это тирозинкиназный ингибитор, 
который наряду с  FGFR, VEGFR1–3 блокирует еще 
и KIT. В исследовании HORIZON II в качестве 1‑й ли-
нии терапии метастатического рака толстой кишки было 
проведено сравнение режимов FOLFOX / XELOX + 
цедираниб и FOLFOX / XELOX + плацебо. Заключи-
тельные результаты исследования не  показали ста
тистически значимых различий между группами 
с цедиранибом и плацебо в отношении показателей 
продолжительности жизни (ОР 0,94; р = 0,571) [41]. 
Однако препарат, возможно, займет свою нишу в ле-
чении больных раком яичников – получены обнаде-
живающие результаты в  III фазе исследования [42], 
хотя, по‑видимому, противоопухолевый эффект при 
раке яичников препарат оказывает за счет своего ан-
тиангиогенного, а не анти-FGFR-действия.

BIBF1120 (нинтеданиб) – мультитаргетный инги-
битор тирозинкиназ, который наряду с  блокирова
нием VEGFR1–3 и  FGFR2 оказывает воздействие 
и на такие мишени, как киназы Lck, Lyn и Src. В ряде 
исследований I фазы при ежедневном приеме препа-
рата в качестве дозолимитирующей токсичности вы-
ступало транзиторное повышение трансаминаз печени. 
Другими наиболее часто встречающимися осложне-
ниями были реакции со стороны желудочно-кишеч-
ного тракта: тошнота, рвота, диарея и астения. Отмечены 
длительные периоды стабилизации при различных опу-
холях – до 4–11 мес [43–47]. Интересные результаты 
были достигнуты и во II фазе исследования в комби-
нации с химиотерапевтическими режимами при не-
мелкоклеточном раке легкого и раке яичников [48, 49]. 
В работах I / II фазы отмечена приемлемая переноси-
мость и эффективность комбинации BIBF1120 с бева-
цизумабом при раке толстой кишки. Однако в ком
бинации с афатинибом при раке толстой кишки или 
в  комбинации с  EGFR-ингибитором (BIBW2992) 
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при раке предстательной железы препарат не показал 
значимых эффектов [50, 51]. В настоящее время в он-
кологии зарегистрировано 4 исследования III фазы 
с препаратом BIBF1120:

–– комбинация с доцетакселом во 2‑й линии терапии 
немелкоклеточного рака легкого;

–– комбинация с пеметрекседом во 2‑й линии тера-
пии немелкоклеточного рака легкого;

–– комбинация с  паклитакселом и  карбоплатином 
в 1‑й линии терапии рака яичников;

–– в монорежиме при химиорефрактерном раке тол-
стой кишки.
В исследовании III фазы при раке яичников до-

бавление исследуемого препарата не привело к уве-
личению выживаемости больных [52]. Между тем 
при применении его в комбинации с доцетакселом 
во  2‑й линии лечения больных немелкоклеточным 
раком легкого время до прогрессирования было ста-
тистически значимо выше, чем в случае комбинации 
доцетаксела с плацебо. Однако риск смерти для всей 
исследуемой популяции больных в группе с BIBF1120 
снизился лишь на 6  % (ОР 0,94; р = 0,2) [53]. При этом 
ни в исследованиях I фазы, ни в 25 проводящихся ис-
следованиях II фазы и  4 исследованиях III фазы 
не применяется дифференцированный отбор пациен-
тов по экспрессии предполагаемых мишеней воздей-
ствия препаратов, в том числе и FGF–FGFR.

Большие надежды возлагались на препарат дови-
тиниб, имеющий другой спектр мишеней,  – наряду 
с FGFR он блокирует FLT3, KIT и CSF1R. Наиболее 
часто встречаемый вариант осложнений терапии до-
витинибом  – слабость и  гастроинтестинальная ток-
сичность [33]. На ESMO 2014 были представлены ре-
зультаты исследования довитиниба у больных раком 
эндометрия во  2‑й линии лечения в  зависимости 
от  наличия мутации в  гене FGFR2. Для  включения 
в  исследование 31 пациентки с  диким типом гена 
FGFR2 и 22 больных с мутацией в гене было скрини-
ровано 248 пациенток. Частота выявления мутаций 
составила 11  %. Статистический дизайн предполагал, 
что имеет смысл продолжать набор больных, если хо-
тя бы у 8 из первых 20 пациенток, включенных в ис-
следование, время до прогрессирования составит бо-
лее 18 нед. Однако только у  5 пациенток в  группе 
без мутации и у 7 в группе с мутацией была достигну-
та выживаемость без прогрессирования 18 нед. В свя-
зи с  этим исследование было прекращено. Однако 
были получены неожиданные результаты: объектив-
ный эффект от применения ингибитора FGFR2 (дови-
тиниба) оказался выше в группе больных без мутации 
в гене FGFR2 (16 против 5  %), время до прогрессиро-
вания не различалось между группами. Тем не менее 
медиана продолжительности жизни была выше в груп-
пе с мутацией (20,2 против 9,3 мес). У 68  % больных 
развившиеся побочные эффекты потребовали переры-
ва в терапии довитинибом или снижения дозы препа-
рата. Основной причиной прекращения лечения в связи 

с токсичностью явились тромбоэмболические ослож-
нения. С одной стороны, препарат показал активность 
у больных раком эндометрия, с другой – роль мишени 
(мутация FGFR2), на которую должен был бы воздей-
ствовать препарат, не подтвердилась [54]. Результаты 
исследования II фазы довитиниба у  больных РМЖ, 
положительным по рецепторам эстрогенов (ER), с ги-
перэкспрессией FGFR оказались не впечатляющими. 
Однако отмечена некоторая тенденция к большей эф-
фективности препарата при амплификации гена FGFR 
[55]. В  настоящее время препарат исследуется при 
РМЖ, раке мочевого пузыря, почки, множественной 
миеломе.

В ходе изучения эффективности тирозинкиназных 
ингибиторов при РМЖ был отмечен выраженный ан-
типролиферативный эффект на клеточных линиях РМЖ 
с амплификацией генов FGFR1 или FGFR2 при приме-
нении препаратов PD173074 и TKI168 [16, 56]. Пер-
спективным видится и комбинированное ингибиро-
вание FGFR и HER-2 / neu, гиперэкспрессия которых 
наблюдается зачастую симультанно при РМЖ. В ряде 
предклинических работ была показана эффективность 
данного воздействия на  клеточные линии опухоли 
[57]. Также в настоящее время продолжается исследо-
вание II фазы препарата люцитаниба (мультитирозин-
киназный ингибитор VEGFR, FGFR, PDGFR) у боль-
ных с  ER-положительным РМЖ в  зависимости от 
экспрессии FGFR1 в опухоли [58].

К ингибиторам FGFR также относится препарат 
понатиниб, показывающий более значимую (в 2–13 раз 
выше) ингибирующую активность в сравнении с бри-
ванибом, цедиранибом, довитинибом и BIBF1120. При 
этом препарат оказывает выраженный антипролифе-
ративный эффект при различных опухолях in vitro [59].

Препарат ленватиниб, относящийся к тирозинки-
назным ингибиторам VEGFR и FGFR, показал обна-
деживающие результаты в  терапии больных раком 
щитовидной железы [60]. В настоящее время прово-
дится изучение препарата в рамках III фазы исследо-
вания при данной патологии. Также препарат прохо-
дит апробацию при меланоме и гепатоцеллюлярном 
раке.

Интересными молекулами, селективно ингиби
рующими FGFR1–4, являются препараты AZD4557 
и BJC398. Эти препараты оказывают выраженный ан-
типролиферативный эффект в  большинстве клеточ-
ных линий опухолей с гиперэкспрессией компонентов 
FGF–FGFR [61]. В настоящее время проводятся ис-
следования I / II фазы с AZD4557 при РМЖ и раке же-
лудка с гиперэкспрессией FGFR1 и 2. Молекула BJC398 
находится на I фазе изучения [61, 62].

Моноклональные антитела
Моноклональные антитела связывают либо ли-

ганд, либо экстрацеллюлярную часть рецептора и дей-
ствуют более селективно, нежели ингибиторы тиро-
зинкиназ. В  связи с  этим предполагается, что  их 
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применение будет ассоциировано с меньшей токсич-
ностью и более высокой эффективностью. В настоящее 
время исследуются как моноклональные антитела к FGF, 
так и антитела к FGFR. Более того, есть возможность 
создать антитела, специфически связывающие опреде-
ленный тип и даже изоформу FGFR. Моноклональные 
антитела к FGFR3 показали антипролиферативную ак-
тивность в отношении клеточных линий уротелиально-
го рака [63] и множественной миеломы с гиперэкспрес-
сией мембранной формы FGFR3. При этом активность 
в  отношении клеток, не  экспрессирующих рецептор 
FGFR3 на мембране, была минимальной [64].

Примером моноклонального антитела к FGF слу-
жит FP1039 – белковая молекула, состоящая из вне-
клеточной части FGFR1‑IIIc и Fc-домена иммуногло-
булина G1. Данный препарат способен предотвращать 
связывание различных FGF с  их  рецепторами. При 
этом FP1039 показывает антипролиферативный и ан-
тиангиогенный эффект на клеточных линиях злока-
чественных опухолей [65].

Интересно отметить, что  в  гематологии зареги-
стрирован препарат, активирующий FGFR, – реком-

бинантный лиганд FGF7. Показанием к его назначе-
нию являются мукозиты, вызванные химиотерапией 
при трансплантации стволовых клеток.

Проблемы селективного ингибирования  
комплекса FGF–FGFR
Разработка лекарственных препаратов, нацелен-

ных на  селективное ингибирование FGFR и  FGF, 
является важной задачей современной онкологии. 
Однако, даже будучи введенными в клиническую пра-
ктику, подобные препараты могут иметь ограничен-
ную эффективность при лечении пациентов с мутаци-
ями в  нижележащих молекулах сигнальных путей, 
активирующихся под действием FGFR. Два важней-
ших сигнальных пути, запускаемых комплексом FGF– 
FGFR,  – это PI3K / AKT и  Ras / Raf / MEK / ERK [3]. 
Согласно базе данных соматических мутаций при раке 
COSMIC (http://cancer.sanger.ac.uk / cancergenome / pro-
jects / cosmic / ), частота встречаемости мутаций в генах 
этих сигнальных путей весьма высока в  различных 
типах злокачественных опухолей (рис. 3). Так, частота 
встречаемости мутаций в гене KRAS может достигать 

Рис. 3. Наиболее часто встречающиеся мутации в генах сигнальных путей EGFR при разных типах рака

Лиганд

Рецептор

Адаптерный белок

Фермент

Белок-ингибитор

KRAS:
Рак поджелудочной железы – 60–70 %
Рак кишечника – 35–55 %
Рак легкого – 15–30 %

NRAS:
Меланома – 20–30 %
Острый лимфобластный лейкоз – 16 %
Плазмоклеточная миелома – 17 %

HRAS:
Рак мочевого пузыря – 10–30 %

FGF

FGFR

FRS2

GRB2

SOS1GAB1

RAS

RAF

MEK1/2

ERK1/2

PI3K

PTEN

ВыживаниеПролиферация

PTEN:
Рак эндометрия – 30–45 %
Рак толстой кишки – 25 %
Меланома – 10–15 %

BRAF:
Меланома – 50–70 %
Рак щитовидной  
железы – 40–50 %
Рак толстой кишки – 
10–15 %
Волосатоклеточный 
лейкоз – 85 %

PIK3CA:
РМЖ – 25–40 %
Рак мочевого пузыря – 15–20 %
Рак толстой кишки – 20 %
Рак эндометрия – 20–50 %
Рак яичника – 20–35 %

PIK3R1:
Рак эндометрия – 20 % AKT
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Л И Т Е Р А Т У Р А

70  % при раке поджелудочной железы и 55  % при раке 
толстой кишки. Частота встречаемости мутаций в гене 
BRAF при  меланоме составляет 50–70   %. Мутации 
в гене PI3K встречаются с достаточно высокой часто-
той при различных типах рака. Кроме того, для раз-
личных опухолей характерны также мутации в  гене 
PTEN, являющемся негативным регулятором пути 
PI3K / AKT. Подобные цифры позволяют предполо-
жить, что, помимо задачи разработки эффективных 
ингибиторов FGF и FGFR для лечения онкологиче-
ских заболеваний, перед исследователями может так-
же встать задача преодоления резистентности к такой 
терапии у пациентов, являющихся носителями мута-
ций в белках нижележащих сигнальных путей.

Заключение
Определение значимости комплекса FGF–FGFR 

в канцерогенезе и прогрессировании опухолей различ-
ной нозологии послужило толчком к появлению работ, 

посвященных поиску возможностей лекарственного 
воздействия на данный сигнальный путь. С точки зре-
ния терапевтического воздействия на сигнальный путь 
FGFR возможно не только блокировать лиганды и ре-
цепторы к FGF, но и нижележащие молекулы сигналь-
ных путей, активирующихся под  действием FGFR. 
Несмотря на  то, что  анти-FGFR-терапия находится 
на раннем этапе клинического изучения в онкологии, 
уже сейчас видны определенные трудности в реализа-
ции данного лечебного подхода, такие как высокая ток-
сичность, не всегда валидированная мишень воздейст-
вия, необходимость отбора пациентов в  зависимости 
от активности FGF–FGFR-пути, а также в зависимо-
сти от наличия мутаций в молекулах нижележащих си
гнальных путей. Однако улучшение фармацевтической 
составляющей в создании препаратов с избирательной 
анти-FGFR-активностью и  развитие методов ранней 
молекулярной диагностики позволит преодолеть все 
сложности.
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Новое в изучении множественной лекарственной 
устойчивости клеток рака молочной железы
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Рак молочной железы (РМЖ) – самое распространенное онкологическое заболевание у женщин в России. Одним из основных видов 
лечения РМЖ является системная химиотерапия. Серьезным препятствием на пути успешного лечения РМЖ остается устой-
чивость опухолей к лекарственным препаратам, в первую очередь – множественная лекарственная устойчивость (МЛУ). В дан-
ном обзоре представлены данные последнего времени о молекулярных механизмах МЛУ, а также о некоторых новых биологических 
прогностических маркерах РМЖ. Разбираются данные, показывающие, что транспортные белки семейства АВС (АВС-транс
портеры) влияют на опухолевую прогрессию не только путем индукции лекарственной устойчивости клеток, но и в связи с их уча-
стием в экспрессии признаков малигнизации. Рассмотрены результаты, свидетельствующие об участии АВС-транспортеров 
в процессах накопления стволовых клеток опухолей под влиянием химиотерапии. Обсуждается проблема участия сигнального 
пути PI3K / AKT / PTEN в регуляции МЛУ путем его влияния на активность АВС-транспортеров. Рассмотрены данные о влиянии 
нарушений регуляции микроРНК на МЛУ РМЖ, а также некоторые эпигенетические механизмы регуляции МЛУ. Среди новых 
прогностических маркеров МЛУ РМЖ обсуждаются серин-треониновая фосфатаза 2А, рецепторная протеинкиназа PTK7, фас-
цин – белок, способствующий связыванию нитей актина в пучки, многофункциональный белок YB-1. Обсуждаются перспективы 
исследований МЛУ при РМЖ.

Ключевые слова: рак молочной железы, прогрессия опухолей, множественная лекарственная устойчивость, биологические мар-
керы опухоли, транспортные белки семейства АВС, стволовые клетки опухолей
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News in the studies of multidrug resistance of breast cancer cells

A. A. Stavrovskaya1, G. P. Guens2
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Breast cancer (BC) is the most common cancer among women in Russia. One of the main treatment methods of BC is systemic chemotherapy. 
Multidrug resistance of tumor cells (MDR) is the important hindrance on the way to successful chemotherapy. The new data concerning mo-
lecular mechanisms of MDR will be presented in this review. The recent data concerning some new biological prognostic markers will be also 
discussed. There are data showing that transporters of ABC family (ABC transporters) influence tumor progression not only by MDR induc-
tion but also by the influence on the traits of malignancy in tumor cells. The results of the studies of ABC transporters

,
 participation in the 

processes of accumulation of tumor stem cells under the influence of chemotherapy will be discussed. The problem of the participation of ABC 
transporters in the phenomenon of influence of PI3K / AKT / PTEN signal transduction pathway on the MDR regulation is discussed. The 
results of the studies of the role of microRNA deregulation in breast cancer drug resistance as well as studies of some epigenetic mechanisms 
of MDR regulation will be considered. Protein phosphatase 2A (PP2A, serine / threonine phosphatase), PTK7 (protein tyrosine kinase 7). 
fascin (an actin bundling cytoskeletal protein) multifunctional YB-1 protein will considered as new BC prognostic markers. The perspectives 
of MDR studies will be discussed as well.

Key words: breast cancer, tumor progression, multidrug resistance, biological tumor markers, transporters of ABC family, tumor stem cells

Введение
Устойчивость новообразований к химиотерапии – 

проблема сложная. Это определяется прежде всего тем, 
что механизмы, определяющие лекарственную устой-
чивость опухолевых клеток, множественны и разно
образны. Схематически основные механизмы ле-
карственной устойчивости представлены на  рис. 1. 

Лекарственная устойчивость может быть связана с по-
вышенной активностью транспортных белков семей-
ства АВС (ATP-binding cassette), выводящих чужерод-
ные вещества из клеток [1–4]. Такой тип лекарственной 
резистентности обычно называют множественной 
лекарственной устойчивостью (МЛУ), так как клетки 
с повышенной активностью АВС-транспортеров могут 
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Увеличение выброса веществ из клеток Снижение поступления веществ в клетки

Активация систем детоксикации Возрастание репарации ДНК

Дефекты систем гибели клеток Дефекты сверочных точек 

Изменения путей передачи сигнала Нарушения регуляции микроРНК

Лекарственная 
устойчивость

Рис. 1. Механизмы лекарственной устойчивости опухолевых клеток

стать устойчивыми к большому количеству веществ, 
разных по механизму действия и структуре. Среди этих 
веществ химиопрепараты, используемые при тера-
пии рака молочной железы (РМЖ), – доксорубицин, 
даунорубицин, винбластин, паклитаксел [4]. Причи-
ной резистентности к цисплатину может являться по-
ниженное энергозависимое поступление препарата 
в клетки [5]. Резистентность к химиопрепаратам мо-
жет быть связана с функционированием систем деток-
сикации, в частности с системой многоцелевых окси-
даз Р450 [6], а также с системами репарации ДНК [7]. 
Важным механизмом лекарственной устойчивости 
являются нарушения программ гибели клеток, напри-
мер апоптоза [8]. Нарушения функционирования сиг-
нальных путей клетки, вовлеченных в  контроль ее 
пролиферации и  выживания, также могут служить 
механизмом лекарственной устойчивости [9]. В  по-
следние годы появились данные о важной роли ми-
кроРНК в прогрессии и лекарственной устойчивости 
РМЖ [10]. Сочетания разных механизмов лекарствен-
ной устойчивости нередко обнаруживаются в клетках 
РМЖ. Лекарственная устойчивость опухолевых клеток 
тесно связана с основными признаками злокачествен-
ной трансформации [11], что  еще  раз подчеркивает 
сложность этой проблемы. В данной статье мы разбе-
рем подробнее новые данные, относящиеся к некото-
рым механизмам лекарственной устойчивости РМЖ, 
как  предсуществующей, так и  приобретенной в  ре-
зультате лечения.

Механизмы лекарственной устойчивости
Транспортные белки семейства АВС
Общая характеристика. Один из важных механиз-

мов лекарственной устойчивости – транспортные бел-
ки семейства АВС (далее  – АВС-транспортеры) [3]. 
Местом их локализации чаще всего является плазма-
тическая мембрана клетки, через которую АВС-тран-
спортеры перемещают свои субстраты. Этот процесс 
энергозависим. Активный транспорт субстратов мо-
жет осуществляться против градиента концентрации 

и зависит от гидролиза аденозинтрифосфата [3]. В ге-
номе человека 48 генов кодируют АВС-транспортеры. 
Их разделяют на 8 подсемейств (ABCA–ABCH). Су-
ществует немало обзоров, посвященных этим белкам 
[1–4 и др.], поэтому здесь мы не будем подробно оста-
навливаться на  их  общей характеристике. В  табл. 1 
представлены сведения относительно участия АВС-
транспортеров в  лекарственной устойчивости РМЖ 
[12–20], а также перечислены их ингибиторы [16, 21–
27]. Как можно видеть, значительное количество раз-
ных транспортных белков влияет на чувствительность 
клеток РМЖ к широкому кругу лекарственных препа
ратов. Особняком в  этом списке стоит транспортер 
ABCC12. Его субстраты до сих пор не найдены. Одна-
ко этот транспортер гиперэкспрессирован в опухолях 
молочной железы [17]. Можно надеяться, что его роль 
при РМЖ будет выяснена в ближайшее время. Интен-
сивные исследования показали, что основными АВС-
транспортерами, определяющими МЛУ различных 
новообразований, являются ABCB1, ABCC1 и ABCG2. 
Это, несомненно, относится и к РМЖ. Поэтому наи-
большее внимание при исследовании МЛУ уделялось 
и уделяется именно этим белкам.

Ингибиторы АВС-транспортеров. Мы остановимся 
подробнее на модуляторах МЛУ, обусловленной АВС-
транспортерами. В  наших предыдущих обзорах мы 
не разбирали проблему преодоления МЛУ. Между тем 
эта область очень важна и интенсивно разрабатывает-
ся. Изучение путей преодоления МЛУ, обусловленной 
активностью АВС-транспортеров, начиналось с работ, 
направленных на наиболее избирательное подавление 
транспортной активности этих белков, в первую оче-
редь ABCB1 – Р-гликопротеина (Pgp). Большинство 
модуляторов были субстратами Pgp или  двух других 
транспортеров (ABCC1, ABCG2) и ингибировали вы-
брос противоопухолевых препаратов в системах in vitro 
и in vivo [21].

Около 30  лет назад T.  Tsuruo et  al. показали, что 
блокатор кальциевых каналов верапамил усиливает 
цитотоксический эффект винкристина и винбластина 
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в  клетках мышиного лейкоза, резистентного к  вин-
кристину [28]. Затем было обнаружено, что иммуно-
супрессор циклоспорин А полностью подавляет ус
тойчивость клеток лейкоза человека к  винкристину 
и  даунорубицину [29]. Эти эффекты были связаны 
с  тем, что  модуляторы взаимодействовали с  сайтом 
связывания субстрата Pgp [30, 31]. Эти модуляторы 
принадлежат к ингибиторам МЛУ первого поколения 
[21], за ними последовали модуляторы более поздних 
поколений и  клинические испытания ингибиторов. 
Клинические исследования ингибиторов выявили их 
высокую токсичность в тех концентрациях, которые 
ревертировали МЛУ [21]. Главными требованиями при 
получении модуляторов третьего поколения были от-
сутствие ингибирования оксидаз Р450 и  отсутствие 
влияния на фармакокинетику лекарственных препа-
ратов [32]. В результате широкого поиска был найден 
модулятор третьего поколения тариквидар (антра
ниламид, XR9576), который в последние годы рассма-
тривался как  наиболее перспективный ингибитор 
МЛУ, определяемой активностью Pgp. В эксперимен-
тальных системах тариквидар в низких концентраци-
ях потенцировал цитотоксический эффект нескольких 
противоопухолевых препаратов, включая доксоруби-
цин, паклитаксел, этопозид и винкристин [32]. Кли-
нические испытания тариквидара пока не дали выра-
женных положительных результатов. Исследование 
влияния тариквидара на химиотерапию антрацикли-
новыми антибиотиками и  таксанами 17 пациенток 
с РМЖ III–IV стадии не выявило существенного вли-
яния модулятора на результаты терапии [33]. Два ис-
следования (III фаза испытаний) по применению та-

риквидара при химиотерапии немелкоклеточного рака 
легкого пришлось прервать, так как больные, получав-
шие тариквидар, страдали от усиления токсического 
эффекта химиотерапии [32]. Хотя исследователи, за-
нимающиеся клиническими эффектами тариквидара, 
продолжают работу и  сохраняют определенные на
дежды на этот препарат, очевидно, что ситуация с при-
менением ингибитора АВС-транспортеров третьего 
поколения достаточно сложная. Сложность эта связа-
на, прежде всего, с физиологическими функциями Pgp 
в организме. Поскольку Pgp экспрессирован и функ-
ционален в эпителии почечных канальцев и в слизи-
стой оболочке кишечника, ингибитор Pgp может вли-
ять на  всасываемость лекарств при  пероральном 
приеме и на выделение препаратов через почки. Не-
смотря на явные неудачи клинических испытаний, эти 
работы продолжаются. Исследователи надеются, что 
удастся объективно оценить эффективность и  без-
опасность сочетанной терапии противоопухолевыми 
препаратами и  ингибиторами АВС-транспортеров 
при изучении влияния ингибиторов на фармакокине-
тику лекарственных средств [32]. Неудачи в примене-
нии ингибиторов АВС-транспортеров в клинике, воз-
можно, связаны также и  с  тем, что  в  резистентных 
клетках может быть экспрессировано несколько (даже 
много) разных АВС-транспортеров, обладающих раз-
ной субстратной специфичностью [34–36].

АВС-транспортеры и  признаки злокачественной 
трансформации. АВС-транспортеры выполняют в клет-
ке не только защитные функции, но могут влиять и на 
основные признаки злокачественной трансформации 
[37]. Так, показано, что ABCC1 (MRP1) участвует в ауто-

Таблица 1. Транспортные белки семейства АВС, определяющие лекарственную устойчивость клеток опухолей молочной железы

Ген (белок) Препараты, выбрасываемые транспортером Источник Ингибиторы активности транспортеров Источник

ABCB1*  
(Pgp, MDR1)**

Доксорубицин, винбластин, этопозид, таксол [12, 13] 
Верапамил, циклоспорин А, валсподар 
(PSC833), элакридар (GF120918),  
ритонавир, хинидин

[21, 22] 

ABCC1 (MRP1) 
Доксорубицин, даунорубицин, винбластин, кол-
хицин, этопозид, камптотецины, метотрексат

[12–14] 
MK571, лейкотриен С4, пробенецид, 
бензбромарон и др.

[21, 22] 

ABCC4 (MRP4) 6‑Меркаптопурин, 6‑тиогуанин, метотрексат [12–14] 
Цифурин 1, цифурин 2 (сeefourin 1, 
сeefourin 2) 

[23] 

ABCC5 (MRP5) 6‑Меркаптопурин, 6‑тиогуанин [12–14] Пробенецид, треквензин, силденафил [22, 24] 

ABCC10 (MRP7) Таксаны, винкаалкалоиды, Aра-C, гемцитабин [14–16] 
Цефарнитин, иматиниб, нилотиниб, 
лапатиниб, эрлотиниб, сорафениб, 
силденафил, варденафил

[16, 25–27] 

ABCC11 (MRP8) 5‑Фторурацил, метотрексат, Ара-С [14–16] MK571 [16, 26, 27] 

ABCC12 (MRP9) Не известно [15–17] Не известно  – 

ABCG2 (BCRP) 
Митоксантрон, топотекан, доксорубицин, 
даунорубицин, иринотекан, иматиниб, 
метотрексат

[18–20] 
Фумитреморгин С, гефитиниб, имати-
ниб, элакридар, тариквидар, бирикодар, 
силимарин, кверцетин, диадзеин

[21, 22] 

Примечание. * – названия транспортеров по современной терминологии; ** – названия транспортеров (предыдущие терминологии), часто 
встречающиеся в литературе.
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кринной регуляции пролиферации через стимуляцию 
выброса из клеток лизофосфолипида лизофосфатиди-
линозитола, который, связываясь с соответствующим 
рецептором на  поверхности клеток, стимулирует их 
размножение [38]. АВС-транспортеры выбрасывают 
из клеток такие биологически активные липиды, как 
простагландины и  лейкотриены, которые способны 
активировать сигнальные каскады, регулирующие про
лиферацию, миграцию, выживаемость клеток [39, 40]. 
АВСС1 в культивируемых клетках нейробластом чело-
века влиял на их выживаемость: нокдаун АВСС1 по-
тенцировал гибель клеток [41]. Выведение в окружа-
ющую опухолевые клетки среду липидов и сигнальных 
молекул может влиять на экспрессию клетками цито-
кинов.

Несколько АВС-транспортеров влияют на движе-
ние клеток. Так, индуцированная миграция перифе-
рических дендритных клеток в  лимфоузлы сильно 
снижена у мышей АBCC1–/– [42]. Если воздейство-
вать на  такие дендритные клетки лейкотриеном С

4 

(субстратом АВСС1 – MRP1), то их движение норма-
лизуется. Можно полагать, что  АВСС1 принимает 
участие в аутокринной регуляции движения дендрит-
ных клеток у  мыши. Было показано, что  у  человека 
АВСВ1 (Pgp) влияет на подвижность нормальных ден-
дритных клеток. Нейтрализующие антитела к  Pgp 
и ингибитор Pgp верапамил подавляли миграцию ден-
дритных клеток [43]. Уменьшение экспрессии гена 
ABCB1 в результате воздействия короткой интерфери-
рующей РНК (siРНК) снижало миграцию клеток куль-
туры РМЖ человека MCF-7 [44], клеток меланомы 
человека [45]. Введение ABCB1 в клетки почки собаки 
линии MDCK повышало подвижность этих клеток, 
увеличивало их миграцию [46]. Таким образом, АВС-
транспортеры могут влиять на опухолевую прогрессию 
не только через увеличение лекарственной устойчиво-
сти, но  и  через усиление злокачественных свойств 
клеток.

АВС-транспортеры и  стволовые клетки опухолей. 
Роль АВС-транспортеров в эволюции опухолей тесно 
связана с их экспрессией в стволовых клетках опухолей 
(СКО). Существование СКО впервые было доказано 
в 1997 г. для острого лейкоза [47]. Под СКО понимают 
клетки, способные к  самообновлению (способность 
делиться и  существовать, не  дифференцируясь при 
этом). Второй особенностью СКО является то, что 
часть дочерних клеток может дифференцироваться, 
образуя специфические для данной ткани элементы [47]. 
С самого начала проблема СКО оказалась тесно свя-
занной с АВС-транспортерами: выяснилось, что не-
которые из АВС-транспортеров гиперэкспрессирова-
ны в нормальных стволовых клетках и в СКО [2, 48]. 
Это прежде всего ABCG2, ABB1 и  АВСС1, а  также 
АВСС5 [2, 49]. Появились данные, показывающие, 
что в нормальных стволовых клетках на определенных 
этапах их существования экспрессируется значитель-
ное число генов, кодирующих АВС-транспортеры [49]. 

Эти АВС-транспортеры могут не только участвовать 
в  защите стволовых клеток, но  и  стимулировать их 
размножение и подвижность. Гиперэкспрессия АВС-
транспортеров стволовыми клетками легла в  основу 
одного из  методов выделения стволовых клеток  – 
метода боковой популяции [50]. ABCG2 (BCRP) вы-
водит из  клеток такие красители, как  родамин 123 
(Rh123) и Hoechst 33342. Способность к выбросу этих 
красителей отличает стволовые клетки от  диффе-
ренцированных, которые после отмывания красителя 
остаются окрашенными. Боковая популяция, выде-
ленная из  культуры клеток РМЖ человека MCF-7, 
составила 2  % клеток культуры и могла образовывать 
опухоли при прививке животным [51].

Стволовые клетки опухолей
Для солидных опухолей существование СКО впер-

вые было продемонстрировано на  материале РМЖ. 
Было показано, что в популяциях РМЖ имеется малая 
фракция с фенотипом CD44high/CD24low

 
[51]. При ле-

чении больных РМЖ лекарственными препаратами 
может нарастать количество клеток, характеризующих-
ся признаками СКО. Так, обнаружено, что после нео-
адъювантной химиотерапии в  опухолях молочной 
железы увеличивается количество клеток с фенотипом 
CD44+/CD24−. Это происходит достаточно быстро – 
примерно через 12 нед лечения [52]. При этом повы-
шалась способность клеток РМЖ формировать мам-
мосферы, возрастала степень их  опухолеродности 
при подкожном введении клеток экспериментальным 
животным [52]. Было показано, что транскрипция ге-
нов, характерных для СКО, возрастала при воздейст-
вии лекарственных препаратов [52]. В клетках больных 
РМЖ после неоадъювантной терапии наблюдалось по
вышение экспрессии транспортеров ABCB3, ABCC7, 
ABCF2, ABCC5, ABCA12 [53].

Экспрессия АВС-транспортеров может способст-
вовать накоплению СКО под влиянием противоопу-
холевых препаратов. В работе A. M. Calcagno et al. бы-
ло показано, что клетки РМЖ человека линии MCF-7, 
выжившие после длительного воздействия доксору
бицина, приобретают лекарственную устойчивость 
(клетки MCF-7 / ADR), в основе которой – гиперэкс-
прессия АВСВ1 [54]. Продолжительная лекарственная 
селекция способствовала также появлению клеток, 
имеющих такой же фенотип, как и стволовые клетки 
РМЖ,  – CD44+ / CD24− [54]. Клетки MCF-7 / ADR 
более инвазивны in vitro (в камерах Бойдена, покрытых 
матригелем), чем родительская линия, обладают спо-
собностью формировать маммосферы и более опухо-
леродны при прививке мышам, что характерно для СКО.

При исследовании больных хроническим миело-
лейкозом нами были обнаружены достоверные разли-
чия в выживаемости пациентов в зависимости от на-
личия или отсутствия выброса Rh123 клетками крови 
и костного мозга. Хорошо известно, что о функцио-
нальной активности Pgp чаще всего судят по скорости 
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выведения клетками Rh123, являющегося субстратом 
Pgp. Таким образом, выживаемость больных была свя-
зана с наличием в лейкозных клетках функционально 
активного Pgp. Мы получили также данные, свидетельст-
вующие о том, что при лечении иматинибом происходит 
накопление стволовых лейкозных клеток, характеризу-
ющихся фенотипом CD34+ / CD38– и экспрессией Pgp 
и других ABC-транспортеров [55]. Все эти данные по-
казывают, что разные препараты могут способствовать 
накоплению СКО в опухолях молочной железы и дру-
гих новообразованиях.

Изменения в путях передачи сигнала  
в клетках рака молочной железы
Благодаря применению методов секвенирования 

нового поколения удалось определить драйверные му-
тации генов и изменения числа копий генов при РМЖ 
[56]. Было исследовано около 900 случаев РМЖ всех 
основных молекулярных подтипов РМЖ (люминаль-
ные А и В, базальный, ErbB2, сходный с нормальным) 
[56–60] и обнаружено много повторяющихся от случая 
к случаю мутаций. Среди наиболее частых – мутации 
генов TP53, PIK3CA, GATA3, PTEN [56]. Изменения 
затрагивают два основных пути сигнальной трансдук-
ции – PI3K / AKT и JUN / MAPK [56–60], при этом путь 
PI3K / AKT обычно активирован, а путь JUN / MAPK – 
подавлен. Изменения компонентов сигнального ка-
скада PI3K / AKT (PIK3CA, PIK3R1, AKTs, PTEN) – 
взаимоисключающие, т. е. не  встречаются в  одном 
образце опухоли. Точно так же взаимоисключающими 
являются амплификация или гиперэкспрессия рецеп-
торных тирозинкиназ (IGF1R, EGFR, ErbB2) и изме-
нения каскада PI3K / AKT. Это позволяет полагать, что 
при РМЖ нарушения рецепторных тирозинкиназ пре-
жде всего необходимы для активации пути PI3K / AKT 
[56]. A. Guille et al. предполагают, что опухоль-ассоци-
ированные генетические изменения приводят к пере-
ключению сигналинга в эпителии молочной железы – 
от активного пути JUN / MAPK к  неактивному и  от 
неактивного пути PI3K / AKT к активному [56]. В СКО 
путь PI3K / AKT может стимулировать их самообнов-
ление и / или пролиферацию, а путь JUN / MAPK мо-
жет определять дифференцировку или остановку кле-
точного цикла. Клетки опухолей люминального 
подтипа размножаются медленнее клеток РМЖ других 
подтипов. Они являются наиболее дифференцирован-
ными. В  люминальных опухолях чаще встречается 
амплификация циклина D1. Сочетание изменений 
циклина D1 и изменений пути PI3K / AKT может опре-
делять особенности фенотипа люминальных опухолей. 
Инактивация TP53 встречается при  всех подтипах 
РМЖ, но частота этого события повышена при более 
агрессивных подтипах, особенно при базальном [56].

Есть немало данных, свидетельствующих о  том, 
что повышение или подавление активности сигналь-
ного пути PI3K / AKT / PTEN влияет на устойчивость 
опухолей к химиотерапевтическим препаратам, таким 

как винкристин, паклитаксел, доксорубицин [61–64]. 
Использование культивируемых клеток РМЖ показало, 
что в популяциях клеток, экспрессирующих рецепто-
ры HER-2 и HER-3, отмечается повышенный уровень 
фосфорилирования AKT (т. е. уровень активированной 
AKT). При этом возрастает резистентность ко многим 
химиотерапевтическим препаратам (паклитакселу, доксо
рубицину, 5‑фторурацилу, этопозиду, камптотекану) 
[65]. Таким образом, сигнальный путь PI3K / AKT / PTEN 
вовлечен в регуляцию не просто лекарственной устой-
чивости, а МЛУ.

Одним из механизмов влияния сигнального каска-
да PI3K / AKT / PTEN на МЛУ является регуляция ак-
тивности АВС-транспортеров отдельными элемента-
ми этого каскада. Так, мы показали, что  введение 
экзогенного PTEN в клетки карциномы простаты 
PC3, так же как и обработка этих клеток ингибито-
ром mTOR рапамицином, приводит к ингибированию 
активности киназ AKT и mTOR и повышает чувстви-
тельность клеток к цитостатикам. При этом введение 
экзогенного PTEN приводит к изменению экспрессии 
генов MRP1 (ABCB1) и BCRP (ABCG2) [62].

Изменения активности сигнального пути PI3K / AKT /  
PTEN в  результате введения гена ST6GAL1 (β-га
лактозидаза α2, 6‑сиалилтрансфераза, модулирующая 
активность фосфоинозитид-3‑киназы) приводили к из
менению активности Рgp (ABCB1) и MRP1 (ABCC1) 
[66]. Хотя активация сигнального пути PI3K / AKT / PTEN 
наблюдается в  клетках разных новообразований, 
в опухолях молочной железы эти изменения особенно 
часты [67]. Активирующие этот путь генетические из-
менения могут выражаться в амплификации или ги-
перэкспрессии рецепторных тирозинкиназ HER-2, 
EGFR или IGF1R. Активирующие мутации в PIK3CA, 
каталитической субъединице PI3K, обнаруживаются 
в 36  % случаев РМЖ. Особенно часты они в опухолях 
люминального типа и  в  опухолях с  амплификацией 
HER-2 (29–45  %) [68]. Встречаются и другие измене-
ния элементов этого каскада, включая PTEN, наруше-
ния которого наиболее характерны для трижды нега-
тивных опухолей.

В связи с такими результатами, применение инги-
биторов тирозинкиназ (ИТК) для влияния на лекар-
ственную устойчивость выступает на  первый план. 
К сожалению, большая часть вновь полученных ИТК 
недостаточно специфичны, т. е. они ингибируют тиро-
зинкиназы недостаточно селективно [21]. Кроме того, 
некоторые ИТК способны взаимодействовать с АВС-
транспортерами, что может изменять фармакокине-
тику лекарственных средств, а также приводить к воз-
никновению лекарственной устойчивости. Тем не менее 
в этой области проводится большая работа, в общих 
чертах отраженная в табл. 2. Очевидно, что дальней-
шие исследования ИТК должны учитывать уже нако-
пленные сведения, особенно в отношении изменений 
элементов сигнального пути PI3K / AKT / PTEN в опу-
холях разных биологических подтипов.
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Нарушения регуляции микроРНК
В последнее десятилетие стало ясно, что важ-

ную роль в злокачественной трансформации клеток 
и в опухолевой прогрессии играют нарушения регуля-
ции микроРНК. МикроРНК – это семейство малых 
одноцепочечных РНК длиной в  21–23 нуклеотида, 
не кодирующих белки. Они регулируют экспрессию 
генов на посттранскрипционном уровне. В большин-
стве случаев микроРНК действуют как  репрессоры 
трансляции за счет связывания с  матричной РНК 
(мРНК) [69]. МикроРНК – большой класс регулятор-
ных РНК, вовлеченных в контроль экспрессии мно-
жества клеточных генов [10]. Сегодня известно более 
5000 микроРНК у 58 видов, включая микроРНК, ко-
дируемые геномами вирусов (miRBase, Release 10.0; 
http://microrna.sanger.ac.uk). МикроРНК участвуют 
в  регуляции различных процессов в  клетках РМЖ 
[70, 71]. В табл. 3 приведены примеры участия ми-
кроРНК в  регуляции некоторых генов, опосредую-
щих лекарственную устойчивость. Из этих примеров 
видно, что микроРНК регулируют гены, вовлеченные 
в МЛУ, в том числе гены, кодирующие элементы сиг-
нального пути PI3K / AKT / PTEN, или  гены АВС-
транспортеров. Недавно появилось сообщение, что 
экспрессия miR-34a может являться фактором про-
гноза при РМЖ [72]. Разработан новый метод имму-
ногистохимического окрашивания срезов опухолей 
и оценки интенсивности окрашивания miR-34a [72]. 
Исследование трех когорт пациенток, включающих 

примерно 1500 человек, показало, что с утратой miR-
34a ассоциировано снижение выживаемости. Сущест-
венно при этом, что это относилось только к па
циенткам, у которых не были поражены регионарные 
лимфоузлы [72]. Таким образом, в относительно бла-
гополучной группе больных РМЖ определение miR-
34a позволило выделить группу повышенного риска. 
Это – первое исследование такого рода, однако каче-
ство работы и  большое количество исследованных 
больных позволяют надеяться на подтверждение по-
лученных результатов.

Метаболические ферменты первой фазы 
детоксикации ксенобиотиков  
(многоцелевые оксидазы)
Первая фаза детоксикации ксенобиотиков внутри 

клетки, или фаза окислительного метаболизма, осу-
ществляется по преимуществу ферментами семейства 
цитохрома Р450 (CYP) и эпоксидгидролазами. Супер-
семейство CYP включает 57 генов. Их классификацию 
и номенклатуру можно найти на сайте: http://drnelson. 
utmem.edu / CytochromeP450.html. Эти ферменты рас-
полагаются в  митохондриях и  эндоплазматическом 
ретикулуме и катализируют монооксигеназную реак-
цию, при которой один атом молекулы кислорода вза-
имодействует с субстратом, а другой восстанавливается 
до Н

2
О [73]. Терапевтические препараты метаболизи-

руются микросомальными CYP (в основном фермен-

Таблица 2. Ингибиторы сигнального пути PI3K / AKT / PTEN (ИТК) (по данным обзора [67])

ИТК Стадия разработки
Воздействие на элемент 

сигнального пути
Применение [69] 

LY294002, вортманнин Первая генерация PI3K Препараты токсичны in vivo

GDC-0941, XL-147, BKM120, GSK1059615 Следующая генерация PI3K Преклинические исследования

GSK690693, A-443654, MK-2206 То же AKT Клинические исследования

Рапамицин, RAD001 (эверолимус), CCI-779 
(темсиролимус) и AP-23573 (деферолимус); 
AZD-8055, OSI-027 и др.

То же mTOR Клинические исследования

Таблица 3. Примеры влияния микроРНК на лекарственную устойчивость опухолевых клеток [71]

Активация микроРНК (upregulation) Мишень микроРНК Подавление микроРНК (downregulation) Мишень микроРНК

miR-10a Н. о. miR-128 ABCC5 (MRP5) 

miR-21 PTEN, PDCD4 miR-137 YB-1 (ABCB1 опосредованно*) 

miR-22 PTEN miR-181a ABCG2 (BCRP) 

miR-222 PTEN miR-298 ABCB1 (MDR1) 

miR-505 AKT3

Примечание. Н. о. – не определяли; * – через влияние YB-1.
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тами семейств CYP3A, 2D6 и  2C), и  продукты этих 
реакций затем выводятся из клетки транспортерами 
подсемейства ABCC (MRP) [74, 75]. Таким образом, 
для  жизнедеятельности клетки необходимо взаимо-
действие между двумя системами – системой много-
целевых оксидаз и АВС-транспортерами. Еще одной 
формой взаимодействия двух защитных систем клетки 
может быть частичная детоксикация ферментами CYP 
лекарственного препарата, что приводит к развитию 
лекарственной устойчивости.

Взаимодействию ферментов CYP, в  первую оче-
редь CYP3A4 (он обеспечивает 60–70  % метаболизма 
лекарств первой фазы), и Рgp (ABCB1) посвящен ис-
черпывающий обзор [75]. Установлено, что  эти две 
системы защиты клетки тесно связаны как на уровне 
организма, так и на клеточном уровне. В настоящее 
время выявляются молекулярные механизмы таких 
связей. Одна из недавних работ убедительно демон-
стрирует, что в культивируемых клетках РМЖ линии 
MCF-7 происходит координированная регуляция экс-
прессии фермента первой фазы уридин-5‑дифосфат 
глюкуронозилтрансферазы 1А4 (UGT1A4) и транспор-
теров семейства ABCC (MRP2, MRP7) [76]. В  этих 
клетках координированная регуляция двух защитных 
систем осуществляется при участии рецептора эстро-
генов α (ERα) и сигнального пути c-Myb. Совместная 
регуляция CYP3A4 и ABCB1 (Рgp) в клетках кишечни-
ка, гепатоцитах человека происходит при участии хо-
рошо известного прегнан-Х-рецептора (PXR), кото-
рый опосредует активацию транскрипции гена CYP3A 
в ответ на лекарственные препараты [77]. Проводится 
интенсивная работа по получению новых эксперимен-
тальных моделей, позволяющих исследовать взаимо-
действие двух защитных систем клетки.

Многофункциональный опухолевый супрессор р53
Хорошо известно, что инактивация функции бел-

ка р53  – наиболее частое молекулярное изменение 
в злокачественных опухолях. В 50–60  % новообразо-
ваний человека (более чем 50 различных типов) обна-
руживаются мутации гена р53 [78]. Более 90  % мутаций 
р53 представляют собой миссенс-мутации, приводя-
щие к замене одной из аминокислот в молекуле белка 
на другую. Характерные для опухолевых клеток мис-
сенс-мутации приводят к  изменению конформации 
молекулы белка р53, что в значительной степени за-
трагивает его активность: происходит потеря или осла-
бление способности связывать и  активировать гены 
с  р53‑респонсивными элементами, репрессировать 
другие специфические гены-мишени, ингибировать 
репликацию ДНК и стимулировать репарацию ДНК. 
Мутации ТР53 часто встречаются в опухолях молоч-
ной железы – примерно в 30  % всех случаев [79]. Их 
частота зависит от биологического подтипа опухоли: 
они обнаружены в 26  % новообразований люминаль-
ного подтипа А, в 41  % – люминального B, в 50  % опу-
холей подтипа с амплификацией HER-2 и в 88  % при 

трижды негативном (базальноподобном) подтипе [79]. 
Таким образом, белки-маркеры, определяющие под-
тип РМЖ, и ТР53 тесно связаны, благодаря чему ответ 
клеток РМЖ на химиотерапию не определяется про-
стой формулой «мутантный р53 приводит к лекарст-
венной устойчивости». Показано, что при РМЖ с му-
тантным р53 наблюдается высокая частота ремиссий 
в  ответ на  химиотерапию доксорубицином–цикло-
фосфамидом, в то время как при опухолях с р53 дико-
го типа полная ремиссия не наблюдается [79]. Авторы 
считают, что под влиянием химиотерапии может про-
исходить не  апоптоз, а  старение клеточной популя-
ции. Кроме того, было показано, что в ER+-опухолях 
молочной железы ERα подавляет р53‑зависимый апо
птоз, индуцированный повреждением ДНК [80, 81]. 
Есть данные, свидетельствующие о том, что ERα мо-
жет регулировать транскрипцию р53 [81]. Это, очевид-
но, относится не только к РМЖ, но и к опухолям яич-
ника [81]. Таким образом, роль ТР53 в лекарственной 
устойчивости РМЖ и  опухолей яичника подлежит 
дальнейшему уточнению и, вероятно, пересмотру.

Новые биологические прогностические маркеры  
рака молочной железы и лекарственная устойчивость 
опухолевых клеток
В литературе периодически появляются сообще-

ния об обнаружении и исследовании новых прогно-
стических маркеров РМЖ. Маркеры принадлежат к раз-
ным компартментам и  к  разным путям сигнальной 
трансдукции клетки и в целом достаточно распростра-
нены в опухолях молочной железы [82].

PP2A (protein phosphatase 2А). Выше уже отмечалась 
важная роль сигнального пути PI3K / AKT / PTEN в ре-
гуляции лекарственной устойчивости РМЖ. В послед-
нее время появились данные, показывающие, что 
еще один участник этого сигнального каскада может 
являться маркером РМЖ и влиять на его чувствитель-
ность к терапии: оказалось, что частым событием, ха-
рактеризующим РМЖ, является нарушение регуляции 
белка PP2A – серин-треониновой фосфатазы 2А [83]. 
PP2A, так  же как  фосфатаза PTEN, снижает актив-
ность сигнального каскада, основным элементом ко-
торого является PI3K [83]. Показано, что  регуляция 
PP2A нарушена почти в 60  % случаев РМЖ базально-
го типа и типа HER-2+, в 52  % опухолей люминаль-
ного В-подтипа [83]. Нарушения PP2A приводят к по-
вышенной чувствительности клеток к  ингибитору 
PP2A FTY720, который предлагается использовать 
для лечения таких новообразований [83].

PP2A является опухолевым супрессором (антион-
когеном), который приводит к подавлению в клетках 
целого ряда процессов, ассоциированных с канцеро-
генезом и опухолевой прогрессией (рис. 2). Недавно 
было показано, что PPP2R3C (регуляторная субъеди-
ница PP2A) связывается с белком МЛУ Pgp и дефо
сфорилирует его [84]. Нокдаун PPP2R3C приводит 
к росту экспрессии Pgp на поверхности клеток и к по-
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Рис. 2. Влияние фосфатазы PP2A на различные процессы клетки [85]
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вышению активности этого транспортера, выводяще-
го из  клеток многие вещества. При  этом возникает 
устойчивость клеток к винкристину и доксорубицину. 
Высказано предположение, что с фосфорилированием 
Pgp связано созревание этого белка и  транслокация 
его внутри клетки [84]. Эти данные – один из немно-
гих примеров прямого участия антионкогена в регуляции 
экспрессии и активности Pgp. Дальнейшее исследо
вание PP2A при  РМЖ представляется перспектив-
ным [85].

PTK7 (protein tyrosine kinase 7). Недавно показано, 
что белок PTK7 может являться маркером РМЖ [86]. 
PTK7 принадлежит к семейству рецепторных проте-
инкиназ. Это высококонсервативный белок, участву-
ющий в определении ряда признаков клетки и, в част-
ности, полярности клеток в  плоскости клеточного 
монослоя (planar cell polarity). PTK7 – трансмембран-
ный белок, содержащий 7 иммуноглобулин-подобных 
петель, трансмембранный домен и каталитический 
тирозинкиназный домен [86]. Лиганд этого рецептора 
пока не идентифицирован.

Показано, что PTK7 активно участвует в сигналь-
ном пути Wnt. Хорошо известно, что Wnt-путь регули-
рует эмбриональное развитие и дифференцировку клеток, 
и  изменения активности Wnt часто ассоциированы 
с  канцерогенезом и  опухолевой прогрессией [87]. 
К рецепторам Wnt относятся трансмембранный белок 
Фрайзлед (Frizzled, Fz) и липопротеиды низкой плот-
ности LRP5 / LRP6, из антагонистов Wnt наиболее из-
вестным является PTK7. Различают канонический 

(β-катенин-зависимый) и неканонические (β-катенин-
независимые) пути воздействия Wnt на  клетку. Ка
нонический путь контролирует программы генной 
экспрессии, связанные с морфогенезом клетки, а не-
канонические пути регулируют полярность клетки, 
стимулируя реорганизацию цитоскелета и метаболизм 
кальция [87]. Было обнаружено, что PTK7 подавляет 
канонический путь Wnt и стимулирует активность не-
канонических [88]. Полагают, что PTK7 играет важную 
роль в миграции опухолевых клеток, их пролифера-
ции, апоптозе, а  также в  ангиогенезе опухолей [86]. 
В  исследовании [86] на 117 больных РМЖ впервые 
получены данные, свидетельствующие о том, что при 
РМЖ наблюдается корреляция между повышенной 
экспрессией PTK7 и агрессивностью РМЖ, а имен-
но – способностью опухолевых клеток мигрировать 
из основного опухолевого узла в лимфоузлы, а также 
давать начало отдаленным метастазам. Сравнение вли-
яния PTK7 на эффективность химиотерапии показа-
ло, что  больные с  повышенной экспрессией PTK7 
резистентны к лечению антрациклинами.

Фасцин (Фн) принадлежит к группе белков, кото-
рые способствуют организации актинового цитоске-
лета. Хорошо известно, что цитоскелет играет важней-
шую роль во многих биологических процессах и его 
организация имеет непосредственное отношение к кле-
точной подвижности, которая определяет процессы 
инвазии и метастазирования опухолевых клеток [89]. 
Показано, что повышение экспрессии Фн приводит 
к активному образованию протрузий мембраны и уве-
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личению клеточной подвижности [90]. В  норме Фн 
экспрессирован лишь в некоторых специализирован-
ных тканях, но  при  малигнизации оказывается, что 
этот белок экспрессируется в  различных опухолях, 
включая опухоли молочной железы [91]. При этом об-
наружена корреляция между экспрессией Фн и агрес-
сивностью и метастазированием опухоли [91]. Недавно 
была выявлена выраженная связь между экспрессией 
Фн и резистентностью РМЖ к химиотерапии [92]. Было 
показано, что у больных РМЖ экспрессия Фн в клет-
ках опухолей ассоциирована с более короткой общей 
и безрецидивной выживаемостью [92]. На модели ксено
трансплантатов у мышей авторы показали, что клетки, 
экспрессирующие Фн, более резистентны к химиоте-
рапии, чем Фн-отрицательные клетки [92]. Гиперэкс-
прессия Фн ассоциирована с увеличенной экспрессией 
PI3K / AKT, IAP и пониженной экспрессией PTEN [92].

YB-1 (Y-бокс-связывающий белок 1). Белок YB-1 
является членом суперсемейства белков клеток мле-
копитающих, обладающих эволюционно консерватив-
ным доменом холодового шока и  связывающихся 
с ДНК и РНК. Этот белок участвует в целом ряде кле-
точных процессов, включая пролиферацию, диффе-
ренцировку и ответ на стрессовые воздействия (рис. 3) 
[93]. Продемонстрирована способность YB-1 усили-
вать или  подавлять транскрипцию различных генов 
не только самостоятельно, но и через взаимодействие 
с другими транскрипционными факторами, например 
YY-1, АР-2, NF-kB / RelA, DbpA, NF-Y, p53, Snail1 [94, 
95]. YB-1 участвует в сплайсинге мРНК, репликации 
и репарации ДНК [93, 94] (см. рис. 3). В цитоплазме 
YB-1, связанный с мРНК, входит в состав рибонук-
леопротеиновых частиц. Участие YB-1 в  регуляции 
трансляции зависит от  его концентрации в  клетке: 
показано, что  низкая концентрация данного белка 
стимулирует трансляцию, а высокая – подавляет [93, 
94]. Под  контролем YB-1 находится синтез многих 
клеточных белков, в том числе белков клеточной за-
щиты, определяющих лекарственную устойчивость 
опухолей (ABCB1, он же Рgp; MVP / LRP), белков, уча-
ствующих в процессах клеточной пролиферации (ци-

клины А и В1, ДНК-полимераза альфа), рецепторов 
факторов роста (EGFR, HER-2), элементов внекле-
точного матрикса (MMP-13, коллагена) и др. [93, 96–98]. 
Эти данные свидетельствуют о том, что YB-1 участву-
ет в регуляции многих жизненно важных процессов 
клеток различных типов дифференцировки, являясь 
потенциальным кандидатом для исследования в каче-
стве предикторного маркера прогрессии различных 
опухолей.

Проблема использования YB-1 в  качестве пре-
дикторного маркера опухолей и  РМЖ в  частности 
обсуждается достаточно давно [99, 100]. Однако до 
последнего времени она оставалась нерешенной. Мы 
проводили систематические исследования данного 
вопроса [2, 101]. Исследования опухолей, взятых у боль-
ных при мастэктомии, показали присутствие YB-1 в ядре 
опухолевых клеток у  26   % больных и  высокую экс-
прессию мРНК гена YB-1 у 65  % пациенток; уровень 
экспрессии мРНК гена YB-1 и локализация белка YB-1 
не коррелировали друг с другом. Ядерная локализация 
белка YB-1 не ассоциирована с размером опухоли, по-
ражением лимфатических узлов, экспрессией ER и ре-
цепторов прогестерона. Мы показали, что  ядерная 
локализация YB-1 не имеет прогностической значи-
мости для больных РМЖ (р = 0,34) [102, 103]. Неоадъ-
ювантная химиотерапия способствует перемещению 
YB-1 в ядра клеток опухоли (р = 0,04). Выдвинута ги-
потеза, что ядерная локализация YB-1 может опреде-
лять адаптацию опухолевых клеток к  неблагоприят-
ным условиям внешней среды, в том числе, вероятно, 
и к химиотерапии.

Уровень экспрессии другого исследованного нами 
показателя, содержания мРНК гена YB-1, не ассоци-
ирован с размером опухоли, поражением лимфатиче-
ских узлов, экспрессией ER и рецепторов прогестерона. 
Между количеством мРНК гена YB-1 и экспрессией 
маркера пролиферации клеток Ki-67 обнаружена по-
ложительная корреляция (r = 0,78; р = 0,05). Это сви-
детельствует в  пользу того, что  белок YB-1 является 
позитивным модулятором пролиферации опухолевых 
клеток. Повышенная экспрессия мРНК гена YB-1 и его 
цитоплазматическая локализация в опухолях молоч-
ной железы связаны с гиперэкспрессией генов МЛУ 
(АВСВ1, АВСС1, АВСG2 и LRP / MVP), что подтвержда-
ет возможное участие YB-1 в регуляции генов МЛУ. 
Высокая экспрессия мРНК гена YB-1 в ткани опухоли 
молочной железы статистически значимо коррелиру-
ет с ранним появлением отдаленных метастазов (от-
носительный риск (ОР) = 0,38; 95  % доверительный 
интервал (ДИ) 0,15–0,96; p = 0,03) и худшей безреци-
дивной выживаемостью (ОР = 1,08; 95   % ДИ 0,42–
2,81; p = 0,6) [102, 103]. Эти данные свидетельствуют 
о том, что высокое содержание мРНК YB-1 в опухоли 
может рассматриваться как неблагоприятный прогно-
стический признак при РМЖ. Определение количе-
ства мРНК YB-1 среди больных с малыми опухолями 
(Т1–2) позволяет выделить группу высокого риска Рис. 3. Функции белка YB-1 в клетке
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регуляция трансляции
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появления отдаленных метастазов в этой обычно бла-
гоприятной группе больных.

TET1 и эпигенетические механизмы регуляции при-
знаков опухолевой клетки. TET1 относится к  группе 
диоксигеназ, катализирующих деметилирование 5‑ме-
тилцитозина в ДНК, в результате которого 5‑метилци-
тозин окисляется до  5‑гидрометилцитозина (5‑hmc). 
Активность всех генов группы TET уменьшается в ря-
де новообразований, включая РМЖ, что коррелирует 
со  снижением количества 5‑hmc в  опухолях [104]. 
Предполагается, что 5‑hmc можно рассматривать как 
биологический маркер, снижение количества которого 
тесно связано с прогрессией опухоли [104]. На культу-
ре клеток РМЖ MCF-7 показано, что ингибитор ги-
стон-деацетилазы повышает экспрессию TET1 и сни-
жает инвазию, а нокдаун TET1 увеличивает инвазию 
клеток [105]. Таким образом, ТЕТ1 выполняет функ-
ции антионкогена, подавляя признак малигнизации.

В целом метилирование генов играет значитель-
ную роль в  прогрессии РМЖ [104]. Обнаружено, 
что подавление метилирования ДНК ассоциировано 
с возникновением лекарственной устойчивости кле-
ток РМЖ [106, 107]. Так, исследование 4 маркеров 
(PITX2, BMP4, FGF4 и C20orf55) показало, что их ме
тилирование позволяет прогнозировать длительность 
периода до появления отдаленных метастазов у боль-
ных с HER-2‑негативным РМЖ, получавших антра-
циклины, и дает возможность выделить группу боль-
ных с высокой общей выживаемостью [108]. Оценка 
степени метилирования промоторов 14 генов показа-
ла, что отсутствие метилирования промоторной обла-
сти гена МЛУ ABCB1 коррелирует с прогрессировани-
ем заболевания в процессе лечения доксорубицином 
[108]. Сопоставление этих данных с общей выживае-
мостью больных РМЖ и их ответом на терапию док-
сорубицином показало, что  метилирование ABCB1 
играет важную роль в ответе больных на доксорубицин 
[109], свидетельствуя об эпигенетической регуляции 
генов МЛУ при РМЖ.

Заключение
Исследования последнего времени подтвердили 

представления о том, что МЛУ опухолевых клеток – 
сложный, многокомпонентный феномен. Интенсив-
ные исследования позволили охарактеризовать неко-
торые из  механизмов МЛУ и  продемонстрировали, 
что разные механизмы МЛУ могут быть взаимосвяза-
ны и сосуществовать в одной клетке. Примеры такого 
сосуществования приведены выше. Для  того чтобы 
представлять себе набор изменений, определяющих 
МЛУ данной клеточной популяции, необходимо иметь 
возможность охарактеризовать геномный ландшафт 
исследуемого сообщества клеток. Современный уровень 
методических подходов позволяет это сделать [110]. Это 
большая, сложная и дорогостоящая работа, однако она 
поможет выявить драйверные генетические изменения 
популяций малигнизированных клеток. Кроме того, 
перспективным на  сегодняшний день представляется 
использование функционального протеомного анализа. 
Протеомный анализ направлен на одновременное из-
учение многих индивидуальных белков, совокупность 
которых характеризует исследуемую популяцию в целом. 
Среди методов протеомного анализа можно выделить 
использование белковых чипов с различными типами 
детекции. Белковые чипы основаны на  связывании 
определенных белков со специфически взаимодейству-
ющими или связывающимися с ними молекулами, на-
пример специфическими антителами. При  функцио-
нальном протеомном анализе используются антитела 
к фосфорилированным и нефосфорилированным фор-
мам белков [111]. В целом подобные подходы позволят 
выработать новые способы прогноза эффективности 
терапии, в том числе опухолей молочной железы.

В настоящем обзоре были подробно проанализиро-
ваны способы преодоления МЛУ, обусловленной ак-
тивностью АВС-транспортеров, свидетельствующие, что 
преодоление МЛУ – непростая задача, к сожалению, 
пока далекая от окончательного решения. Безусловно, 
эти исследования будут и должны активно развиваться.
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Нейроэндокринные опухоли пищеварительной системы: 
морфологические и молекулярные особенности

В.В. Делекторская
Научно-исследовательский институт клинической онкологии ФГБНУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина»;  

Россия, 115478, Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Вера Владимировна Делекторская delektorskaya@yandex.ru

Обзор посвящен анализу современных представлений о нейроэндокринных опухолях (НЭО) пищеварительной системы человека, 
которые представляют собой гетерогенную группу эпителиальных новообразований, возникающих из  клеток диффузной 
нейроэндокринной системы желудочно-кишечного тракта и поджелудочной железы. Обобщены сведения об особенностях последних 
гистологических классификаций и критериях морфологической диагностики различных типов нейроэндокринных новообразований 
с учетом гистологических и иммуногистохимических параметров. В свете этих критериев обсуждаются вопросы номенклатуры, 
а также системы градации и  стадирования. Высокодифференцированные НЭО обычно имеют характерные гистологические 
признаки в виде гнездных, трабекулярных или железистых структур с низкой митотической активностью и индексом мечения 
Ki-67 и классифицируются главным образом как G1 или G2. Напротив, низкодифференцированный нейроэндокринный рак имеет 
диффузный характер роста, высокую степень ядерной атипии и  клеточной пролиферации, некрозы. Эти опухоли всегда 
классифицируются как  G3 и  далее подразделяются на  мелкоклеточный и  крупноклеточный типы на  основе гистологических 
особенностей. Иммуногистохимическое исследование является мощным инструментом для подтверждения нейроэндокринной 
дифференцировки опухолевых клеток с учетом экспрессии хромогранина А и / или синаптофизина. Степень злокачественности 
(Grade, G) основана на  пролиферативной активности опухоли, которая оценивается по  количеству митозов или иммуно
гистохимической экспрессии Ki-67. Обсуждены также отдельные маркеры, которые полезны для определения первичного органа 
НЭО при анализе метастатических поражений. НЭО являются сложными новообразованиями с точки зрения клинического ведения 
и  оценки прогноза. Только морфологическая картина и  иммунофенотипические особенности не  имеют предсказательной 
значимости. Доказано, что  Ki-67 является единственным значимым прогностическим маркером и  может предсказать 
эффективность терапии. В обзоре, кроме того, представлены данные о ключевых сигнальных путях и молекулярных маркерах, 
вовлеченных в  развитие нейроэндокринных новообразований желудочно-кишечного тракта и  поджелудочной железы. Новые 
возможности молекулярно-направленной терапии стали доступны для больных НЭО. Рецепторы соматостатина (SSTR) де
монстрируют экспрессию и высокое сродство к аналогам соматостатина в этих опухолях. Положительное иммуногистохимическое 
окрашивание, особенно выявление подтипа SSTR 2А, как было показано, асссоциировано с хорошим терапевтическим ответов 
на лечение аналогами соматостатина. Выявление экспрессии SSTR помогает предсказать не только эффективность лечения, 
но  и  прогноз течения НЭО. Сигнальный путь PI3K / AKT / mTOR играет важную роль в  развитиии НЭО и  является мишенью 
для специфических ингибиторов. Однако конкретные молекулы, которые могут помочь предсказать ответ на лечение, а также 
уровни их  экспрессии и  прогностическое значение еще  предстоит определить. Выявление специфических прогностических 
и предиктивных молекулярных маркеров в НЭО может значительно улучшить биологическую и морфологическую характеристику 
индивидуальных нейроэндокринных новообразований и выбор пациентов для таргетной терапии.

Ключевые слова: нейроэндокринная опухоль, желудочно-кишечный тракт, поджелудочная железа, классификация, морфологическая 
диагностика, дифференцировка, степень злокачественности, прогноз, иммуногистохимия, молекулярные маркеры
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Neuroendocrine tumors of the digestive system: pathologic and molecular characteristics

V. V. Delektorskaya

Scientific Research Institute of Clinical Oncology, N. N. Blokhin Russian Cancer Research Center; 24 Kashirskoye Highway, Moscow, 
115478, Russia

This review deals with the analysis of up-to-date concepts of the human neuroendocrine tumors (NETs) of the digestive system, which are 
a heterogeneous group of epithelial neoplasms arising from the diffuse neuroendocrine system of the gastrointestinal tract and pancreas. The 
review summarizes the information about the specifics of the recent histological classifications and criteria of diagnosis the different types  
of neuroendocrine neoplasms accounting histological and immunohistochemical parameters. In the light of these criteria, current issues of 
the nomenclature, as well as systems of grading and staging are discussed. Well-differentiated NETs generally present characteristic histo-
pathological features with nests, trabecular or gland-like formations, low mitotic activity and Ki-67 labeling indices and are mostly classified 
as either G1 or G2 NET. In contrast, poorly differentiated neuroendocrine carcinomas have diffuse growth pattern, high-grade nuclear 
atypia and cellular proliferation, necrosis. They are always classified as G3 and further subclassified into small-cell or large-cell types based 
on their histological features. Immunohistochemistry is a powerful tool in confirming neuroendocrine differentiation of tumor cells by the ex-
pression of chromogranin A and / or synaptophysin. The grade (G) is based on the proliferative activity of the tumor assessed by the mitotic 
rate or by Ki-67 immunohistochemistry. Several markers are useful in the identification of a primary organ of NETs in metastatic lesions are 
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also discussed. NETs represent challenging neoplasms in terms of clinical management and prognosis assessment. Morphology alone and 
immunophenotypic features have no specific predictive implications. Ki-67 has been proven the only significant prognostic marker and can 
predict response to therapy. Additionally, data on key signaling pathways and potential predictive molecular markers involved in the devel-
opment of neuroendocrine tumors of the gastrointestinal tract and pancreas are presented in this review. New molecular targeted therapies 
have become available in patients with NETs. Somatostatin receptors (SSTRs) are expressed by these tumors and show high affinity for so-
matostatin analogues. Immunohistochemical positive staining, especially of the subtype SSTR 2А, has been shown to be well associated with 
therapeutic response to somatostatin analogue therapy. Detecting the expression of SSTRs helps to predict not only the efficacy of treatment 
but also the prognosis in NETs. The PI3K / AKT / mTOR signaling pathway plays a crucial role in development of neuroendocrine neoplasms 
and is targeted by specific inhibitors. However, the exact cellular molecules, which may help predict response, their expression levels and 
prognostic values are still to be defined. Determining specific prognostic and predictive molecular markers in NETs can significantly improve 
biological and morphological characterization of individual neuroendocrine neoplasms and identification of patients that may benefit from 
targeted therapy.

Key words: neuroendocrine tumor, gastrointestinal tract, pancreas, classification, morphological diagnosis, differentiation, grade, prognosis, 
immunohistochemistry, molecular markers

Введение
Нейроэндокринные опухоли (НЭО) объединяют 

группу относительно редких эпителиальных новообра
зований из клеток с нейроэндокринным фенотипом 
[1]. Нейроэндокринные клетки содержатся в  значи-
тельном количестве в органах пищеварения и являются 
частью общей диффузной нейроэндокринной систе-
мы. НЭО пищеварительной системы могут возникать 
в любом из органов тубулярного желудочно-кишечного 
тракта (ЖКТ) и поджелудочной железе (ПЖ) и пред-
ставляют собой наиболее распространенную группу 
новообразований, составляющую более 60  % нейро-
эндокринных неоплазий (НЭН) всех анатомических 
локализаций. Эти опухоли обладают общей способно-
стью синтезировать биологически активные вещества 
и пептидные гормоны и в зависимости от уровня гор-
мональной активности и клинической симптоматики 
делятся на  функционирующие и  нефункционирую-
щие новообразования [2–4]. Несмотря на то, что НЭО 
пищеварительной системы относятся к редким опухолям, 
доля которых составляет не более 2  % среди всех но-
вообразований данной локализации, частота их выяв-
ления и распространенность постоянно увеличиваются 
на протяжении нескольких последних десятилетий [5].

С того момента, как в 1907 г. S. Oberndorfer [6] ввел 
термин «карциноид», который долгое время рассма-
тривали в  контексте опухолей «доброкачественного 
поведения», представления о  природе нейроэндо-
кринных новообразований, особенностях их развития 
и течения неоднократно менялись, являясь предметом 
многочисленных дискуссий [2, 7–11].

Важное место в  ряду методов, которые помогли 
дать более глубокую оценку особенностям биологии 
различных вариантов НЭО, заняла электронная ми-
кроскопия, с помощью которой было показано при-
сутствие в цитоплазме нейроэндокринных клеток раз-
личного количества электронно-плотных гранул 
и  мелких везикул, ассоциированных с  целым рядом 
секреторных продуктов и нейротрансмиттеров [12, 13].

Расширить общепринятые взгляды на природу НЭО 
позволило использование достижений современных 

иммуногистохимических (ИГХ) и молекулярно-биоло-
гических исследований, благодаря которым произошла 
значительная эволюция в  подходах к  номенклатуре 
и оценке злокачественного потенциала новообразова-
ний данного типа [14–16].

Несмотря на  сходные гистологические, ИГХ- 
и ультраструктурные особенности, нейроэндокрин-
ные новообразования ЖКТ и ПЖ образуют крайне 
разнородную группу в отношении «биологического 
поведения» и клинических проявлений [3, 17, 18].

Рациональный подход к номенклатуре НЭО пи-
щеварительной системы обеспечила классификация 
Всемирной организации здравоохранения (World Health 
Organization, WHO), опубликованная в 2000 г., в кото-
рой впервые была представлена обоснованная терми-
нология и  прогностическая стратификация данного 
типа неоплазий [19]. Учитывая, что общепризнанный 
термин «карциноид» не мог в полной мере охватить 
весь спектр нейроэндокринных новообразований ЖКТ 
и ПЖ, классификация WHO 2000 г. заменила его более 
общими терминами «эндокринная опухоль» и «эндо-
кринный рак». Предложена единая схема классифи-
кации, выделяющая 3 основные категории опухолей 
независимо от  места их  развития. Кроме того, для 
оценки дифференцировки опухоли были введены две 
основные категории, разделяющие высоко- и низко-
дифференцированные новообразования, которые зна-
чительно различаются по своему клиническому течению 
[20, 21]. Данная классификация разработала критерии 
для практического использования. Однако ее приме-
нение было ограничено необходимостью встраивать 
информацию, относящуюся к стадированию, в систе-
му определения степени злокачественности (Grade, G) 
опухоли.

В дальнейшем Европейское общество по изучению 
НЭО (European Neuroendocrine Tumor Society, ENETS) 
разработало две дополняющие друг друга классифи-
кации: систему определения степени злокачественно-
сти НЭО ЖКТ и  ПЖ (ENETS, 2006, 2007), а  также 
дополнительную систему TNM-стадирования по ло-
кализации [22]. Другой вариант TNM-классификации 
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НЭО ЖКТ и ПЖ был предложен Американским объ-
единенным комитетом по онкологии (American Joint 
Committee on Cancer, AJCC) и включен в 7‑ю редак-
цию Руководства по определению стадий злокачест-
венных опухолей (AJCC, 2009) [23, 24].

Эта концепция основана на том, что клиническое 
поведение нейроэндокринных новообразований, глав-
ным образом, определяют биологические характери-
стики и стадия на момент диагностики [25]. Длитель-
ное клиническое наблюдение свидетельствует, что НЭО 
являются злокачественной категорией. Так же как для 
других эпителиальных опухолей, системы гистологи-
ческой градации и стадирования определяют злокаче-
ственный потенциал НЭО и классифицируют их с уче-
том этих показателей, достоверно коррелирующих 
с выживаемостью данной категории больных.

Таким образом, согласно современным представ-
лениям, все нейроэндокринные новообразования об
ладают потенциалом злокачественности, при этом их 
клиническое течение может варьировать от индолент-
ного до  высокоагрессивного, сопровождающегося 
быстрым развитием метастазов и рецидивов заболева-
ния. Для точной диагностики, оценки прогноза и вы-
бора адекватной терапии НЭО необходимы четкие 
базовые установки для их классификации в процессе 
морфологического исследования, а также внедрение 
новых молекулярных маркеров оценки индивидуаль-
ного прогноза и мишеней для таргетной противоопу-
холевой терапии заболевания.

Современная номенклатура  
и гистологическая классификация
Для практического использования в процессе мор-

фологической диагностики НЭО пищеварительной 
системы в настоящее время применяется классифика-
ция WHO, разработанная в 2010 г., в которую вошли 
установленные ранее критерии определения степени 
злокачественности (ENETS, 2006, 2007) и TNM-ста-
дирования (AJCC, 2009) [26].

Для характеристики широкого морфологического 
и биологического спектра НЭН ЖКТ и ПЖ последняя 
редакция классификации использует стандартные 
определения «нейроэндокринная опухоль» и «нейро-
эндокринный рак». Все высокодифференцированные 
новообразования, независимо от  того, ведут  ли они 
себя «доброкачественно» или дают метастазы, называ
ются термином «нейроэндокринная опухоль» (neuro-
endocrine tumor, NET) и  имеют низкую или  проме
жуточную степень злокачественности (G1 или  G2 
соответственно). Все низкодифференцированные но-
вообразования называются термином «нейроэндо-
кринный рак» или  «нейроэндокринная карцинома» 
(neuroendocrine carcinoma, NEC) и  имеют высокую 
степень злокачественности, соответствующую града-
ции G3. В соответствии с классификацией WHO 2010 г. 
для обозначения всей группы нейроэндокринных но-
вообразований ЖКТ и ПЖ предложен термин «ней-

роэндокринные неоплазии» (neuroendocrine neoplasm, 
NEN), который объединяет опухоли и  карциномы 
всех степеней злокачественности (низкой, промежу-
точной, высокой). Термин «нейроэндокринные» отра-
жает способность опухолевых клеток экспрессировать 
белковые маркеры, общие для нервной и эндокрин-
ной систем. Термин «карциноид», который был ранее 
отменен и употреблялся только в контексте карцино-
идного синдрома, в новой классификации применя-
ется в  отношении всех высокодифференцированных 
НЭО ЖКТ, имеющих низкую степень злокачественно-
сти (NET G1) [26–28]. В табл. 1 представлена совре-
менная номенклатура, применяемая к  различным 
типам нейроэндокринных новообразований пищева-
рительной системы (WHO, 2010).

Таблица 1. Классификации НЭН пищеварительной системы (WHO, 2010)

НЭО G1 / NET G1 (карциноид) 

НЭО G2 / NET G2 

Нейроэндокринный рак (НЭР), G3 (НЭР G3 / NEC G3):
мелкоклеточный тип
крупноклеточный тип

Морфологические особенности. При оценке гистоло-
гического строения НЭН пищеварительной системы 
важным является выявление признаков нейроэндо-
кринной морфологии и разграничение двух основных 
групп: высоко- и  низкодифференцированных ново
образований.

Высокодифференцированные НЭО (G1 и G2) де-
монстрируют типичную, хорошо организованную ги-
стологическую структуру: органоидную, трабекуляр-
ную, альвеолярную или инсулярную модели строения 
с  тонкой фиброваскулярной стромой, разграничи
вающей гнезда опухолевых клеток, которые иногда 
формируют цепочки, структуры типа периферических 
«палисадов» и «розеток». Опухоль построена однотип-
ными клетками округлой или овальной формы с эозино-
фильной, умеренно развитой цитоплазмой и круглы-
ми ядрами с незаметными ядрышками и характерным 
гранулярным хроматином типа salt & pepper (рис. 1а). 
Эти опухоли могут демонстрировать целый спектр ва-
риантов гистологического строения, включая вере
теноклеточный, папиллярный, онкоцитарный, свет-
локлеточный, муцинсекретирующий, пигментный, 
с образованием в строме хряща, кости, гиалина, ами-
лоида и другими вариантами дифференцировки.

Категория низкодифференцированного НЭР (G3) 
включает новообразования, которые классифицируют 
как мелко- и крупноклеточные типы. НЭР мелкокле-
точного типа состоит из мелких однотипных клеток 
округлой, овальной или вытянутой формы со скудной 
цитоплазмой и  нечеткими клеточными границами. 
Ключевым диагностическим признаком является вид 
ядер, содержащих характерный нежный хроматин 
и незаметные ядрышки. Для опухоли характерны об-
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ширные зоны некроза и высокая митотическая актив-
ность. Морфологический диагноз базируется преиму-
щественно на оценке гистологических особенностей 
опухоли. НЭР крупноклеточного типа построен из 
клеток крупного / промежуточного размера с низким 
ядерно-цитоплазматическим соотношением, значи-
тельной ядерной атипией, при  этом опухоль может 
сохранять нейроэндокринную морфологию, содержит 
мультифокальные некрозы, большое число митозов 
и  ядра с  гранулярным хроматином и  отчетливыми 
ядрышками (рис. 1б). Для  подтверждения диагноза, 
как правило, необходимо ИГХ- или электронно-ми-
кроскопическое исследование [29, 30].

Отдельные специфичные по локализациям клас-
сификации НЭО пищеварительной системы (WHO, 
2010) отражают анатомические и  функциональные 
особенности конкретного органа: пищевода, желудка, 
двенадцатиперстной кишки, подвздошной кишки, 
червеобразного отростка, толстой кишки, ПЖ. Важно 
подчеркнуть, что место развития определяет различ-
ные типы НЭО, которые имеют разный прогноз тече-
ния заболевания в зависимости от конкретной первич-
ной локализации новообразования [31–33].

НЭО пищеварительной системы различаются по 
функциональной активности и спектру продуцируе-
мых гормонов; кроме того, они могут быть одним из 
проявлений наследственного синдрома множествен-
ной эндокринной неоплазии (MEN-1). Функциони-
рующие НЭО наиболее часто наблюдаются в ПЖ, при 
этом чаще всего встречаются такие типы, как инсули-
нома и гастринома, а к редким разновидностям отно-
сятся випома, глюкагонома, соматостатинома, опухоль 
из PP-клеток. Эти опухоли сопровождаются развити-
ем гормональных синдромов, что облегчает их диаг-
ностику. Нефункционирующие опухоли обычно обна-
руживаются на  более поздних стадиях заболевания 
и  нередко имеют метастазы на  момент диагностики 
[34–37].

Степень злокачественности. Определение биоло-
гического потенциала злокачественности НЭО счита-
ется наиболее сложной диагностической проблемой. 
В  соответствии с  современными представлениями, 
отраженными в классификациях WHO / ENETS / AJCC 
(2010) [22, 26], различная степень злокачественности 
этих опухолей (G1, G2, G3) основана на оценке гисто-
логии и определении пролиферирующей фракции (уров-
ня митотической активности и индекса Ki-67) (табл. 2).

Ключевым моментом является подсчет количест-
ва митозов в 50 полях зрения при большом увеличении 
микроскопа (× 400) (high power fields, HPF) и  ИГХ-
определение индекса Ki-67 (клон MIB-1) как процен-
та окрашенных ядер при учете 2000 опухолевых клеток 
в областях наибольшей пролиферативной активности. 
Результат выражается как  среднее число митозов 
в 10 HPF (или 2 мм2) и средний процент окрашенных 
ядер опухолевых клеток (индекс Ki-67) (см. табл. 2) 
[38–40].

Таблица 2. Система определения степени злокачественности 
(WHO / ENETS / AJCC)

Grade Количество митозов в 10 HPF (2 мм2) Индекс Ki-67 (%) 

G1 < 2 ≤ 2

G2 2–20 3–20

G3 > 20 > 20

Определение пролиферативной активности опу-
холевых клеток с  помощью подсчета индекса Ki-67 
является необходимым условием современной морфо-
логической диагностики и  служит базой для  даль-
нейшей клинической оценки агрессивности течения 
заболевания и обоснованного назначения соответст-
вующих режимов лекарственного лечения. Данный 
показатель достоверно коррелирует с выживаемостью 

 Рис. 1. НЭН различных отделов пищеварительной системы: а — НЭО ПЖ, высокодифференцированная опухоль построена однотипными клет-
ками с характерными округлыми ядрами, содержащими гранулярный хроматин (× 600); б – НЭР толстой кишки крупноклеточного типа, ядра 
клеток содержат отчетливые ядрышки, видны фигуры митозов (× 600). Окраска гематоксилином и эозином

а б
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больных НЭО и является ключевым при выборе вари-
антов био- и химиотерапии [41–43].

Стадия заболевания. Для того чтобы далее стратифи-
цировать НЭО пищеварительной системы в отношении 
прогноза их течения, новообразования классифици-
руются в соответствии с системами рTNM-стадирова-
ния, которые были разработаны ENETS (2006, 2007) 
и AJCC / UICC (2009) [22–24, 26]. Системы TNM-ста-
дирования ENETS и AJCC / UICC (7‑я редакция, 2009) 
используют общепринятые показатели и  совпадают 
для большинства отделов ЖКТ, но имеют существен-
ные отличия для НЭО ПЖ и аппендикса. Дополни-
тельными критериями оценки прогноза являются 
данные о наличии инвазии кровеносных и лимфати-
ческих сосудов, нейроинвазии, участков некроза.

Таким образом, современная морфологическая 
диагностика широкого спектра НЭН пищеваритель-
ной системы базируется на трех обязательных этапах, 
которые обеспечивают взаимодополняющую инфор-
мацию и включают определение гистологической диф
ференцировки, степени злокачественности и стадии 
заболевания [28, 38].

Клеточный иммунофенотип  
и молекулярные особенности
В настоящее время морфологическая диагностика 

НЭН любого отдела пищеварительной системы невоз-
можна без выполнения ИГХ-анализа, который позво-
ляет подтвердить эпителиальную и  нейроэндокрин-
ную природу опухоли, различить отдельные подтипы 
НЭО, уточнить гормональный статус, а также опреде-
лить место развития первичной опухоли при исследо-
вании метастазов без выявленного первичного очага 
[44–46].

Диагностические маркеры. Для подтверждения ней-
роэндокринной природы опухоли рекомендованы два 
основных маркера: хромогранин А – один из наиболее 
характерных неспецифических маркеров, связанный 
с плотными секреторными гранулами, и синаптофи-

зин  – маркер мелких везикул. Важно отметить, что 
экспрессия хромогранина А  может варьировать или 
отсутствовать в низкодифференцированных формах, 
при этом наличие синаптофизина обязательно для по-
становки диагноза НЭН (рис. 2а).

Мембранный рецептор молекул нейроадгезии 
CD56 (NCAM), а также маркеры цитоплазматических 
протеинов нейронспецифическая энолаза и  PGP9.5 
обладают высокой чувствительностью, но не являют-
ся достаточно специфичными и  не  рекомендованы 
для  рутинного использования в  диагностике НЭО. 
Важно отметить, что CD56 рассматривается как наи-
более чувствительный маркер для  мелкоклеточного 
типа НЭР, однако, учитывая его низкую специфич-
ность, интерпретировать ИГХ-данные всегда следует 
в контексте соответствующей морфологической струк-
туры опухоли [46].

Гормоны, определяющие специфический тип се-
креции клеток опухоли, в  отличие от  хромогранина 
А и синаптофизина не относятся к факторам, которые 
нужно обязательно выявлять при ИГХ-исследовании 
нейроэндокринных новообразований, так как  не-
функционирующие НЭО пищеварительной системы, 
несмотря на отсутствие клинических симптомов гор-
мональной гиперсекреции, могут демонстрировать 
ИГХ-позитивность к различным гормонам [46].

Для подтверждения эпителиальной природы НЭО 
используют ИГХ-окрашивание на  кератины. Боль-
шинство НЭН демонстрируют положительную экс-
прессию при окрашивании антителами к панцитоке-
ратину (AE1 / AE3) и антителами к низкомолекулярным 
цитокератинам (CK8, CK18, CAM 5.2) [44].

При исследовании метастазов высокодифферен-
цированных НЭО без выявленного первичного очага 
с диагностической целью рекомендованы два основ-
ных ИГХ-маркера: CDX2 и TTF1 [47–50]. С помощью 
данных транскрипционных факторов можно разли-
чить наиболее частые первоисточники метастатиче
ских опухолей, а именно ЖКТ, ПЖ и легкое [51, 52]. 

Рис. 2. ИГХ-исследование НЭО ПЖ: а — диффузная цитоплазматическая экспрессия синаптофизина в клетках опухоли (× 400); б – индекс Ki-67 
в клетках НЭО G1 составляет 2,5  % окрашенных ядер (× 400). Ядра клеток докрашены гематоксилином Майера
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В  ряде последних работ представлены диагностиче-
ские маркеры, которые дают возможность дифферен-
цировать первичные опухоли органов ЖКТ и  ПЖ: 
ISL1, PDX1, PAX6 и NESP55 [53, 54]. ИГХ-верифика-
ция отдельных специфических пептидных гормонов 
также может оказаться полезной для определения пер-
вичной локализации опухоли.

Пролиферативная активность. Индекс пролифе-
ративной активности клеток Ki-67 (клон MIB-1), как 
указывалось выше, относится к числу параметров, ко-
торые утверждены международными организациями 
для определения степени злокачественности НЭО 
пищеварительной системы (WHO, 2010) [55–59]. Сле-
дует отметить, что индекс пролиферативной активно-
сти опухолевых клеток значительно различается не 
только между высоко- и низкодифференцированными 
новообразованиями, но и в пределах групп G2 и G3. 
Существенные различия в прогнозе и лечебных под-
ходах к  НЭН пищеварительной системы различной 
степени злокачественности и  локализации требуют 
не только более точного и дифференцированного под-
хода, но и выбора новых пороговых значений для гра-
дации этих опухолей, разработка которых активно 
проводится в настоящее время (рис. 2б).

Таким образом, оптимальная панель ИГХ-окрасок 
для диагностики высокодифференцированных НЭО 
включает хромогранин А, синаптофизин и  Ki-67 
(MIB-1), в то время как диагностика низкодифферен-
цированных вариантов часто требует более широкой 
панели маркеров, в которую входят окраски с помо-
щью антител к кератинам, хромогранину А, синапто-
физину, CD56, CDX-2, TTF-1, ISL1, PDX1 и  Ki-67 
(MIB-1).

Молекулярные особенности. ИГХ-анализ белковых 
маркеров в настоящее время открывает широкие воз-
можности не  только для  точной диагностики НЭО 
ЖКТ и ПЖ, но и для изучения молекулярных особен-
ностей данных новообразований, которые лежат в ос-
нове индивидуального подхода к  оценке прогноза 
заболевания и возможностей лекарственной терапии 
на основе препаратов направленного действия [60–62].

К числу перспективных маркеров, которые являют-
ся предметом современных исследований, направлен-
ных на выявление клинически значимых прогностиче-
ских и  предиктивных факторов, относятся рецепторы 
соматостатина (somatostatin receptor, SSTR) и молеку-
лы путей сигнальной трансдукции РI3К / AKT / mTOR. 
В отдельных работах предпринимаются попытки из-
учить роль определения в опухоли экспрессии таких 
маркеров, как 6‑метилгуанин-ДНК-метилтрансфера-
за (MGMT), р53, фактор роста эндотелия сосудов 
(VEGF) и его рецепторы VEGFR1–3, инсулиноподоб-
ный фактор роста (IGF), рецепторы тирозинкиназы 
(с-Кit, EGFR) и ряд других белков [63–67]. Прово-
дятся также молекулярно-генетические исследования, 
направленные на  поиск амплификаций, транслока-
ций, делеций, изменений экспрессии и мутаций соот-

ветствующих генов в клетках НЭО ЖКТ и ПЖ, которые, 
однако, пока не открыли возможностей использова-
ния генетических маркеров в диагностике спорадиче-
ских случаев развития данных новообразований.

SSTR. Активное изучение экспрессии SSTR в ней-
роэндокринных новообразованиях пищеварительной 
системы связано с широким применением в клиниче-
ской практике синтетических аналогов соматостатина 
для диагностических целей и молекулярно-направ-
ленного лечения [67–70]. SSTR, которые являются 
специфическими мишенями для этих препаратов, во-
влечены в  регуляцию целого ряда важных функций 
в опухолевой клетке, включая подавление гормональ-
ной секреции, пролиферации и ангиогенеза. В настоящее 
время описано 5 подтипов SSTR, которые принадлежат 
к семейству рецепторов, сопряженных с G-белками. 
Показано, что  аналоги соматостатина обладают наи-
большей специфичностью связывания с рецепторами 
2‑го подтипа [71–73]. Поскольку показатели экспрес-
сии рецепторов значительно отличаются в разных опу-
холях, ИГХ-особенности их выявления являются клю-
чевыми параметрами, позволяющими назначить обо-
снованную лекарственную терапию аналогами 
соматостатина и, кроме того, оценить прогноз течения 
заболевания. Выраженный антипролиферативный эф-
фект этих препаратов может быть использован в лече-
нии НЭО различной степени злокачественности [69, 
70]. Незначительное количество литературных данных 
по этой проблеме связано с отсутствием до недавнего 
времени достаточно специфичных коммерческих анти-
тел к SSTR. На сегодняшний день разработаны высо-
коспецифичные кроличьи моноклональные антитела 
к  SSTR2А (клон UMB-1), а  также четкая система 
оценки их ИГХ-экспрессии, которая достоверно де-
монстрирует, что только мембранный тип и высокий 
уровень экспрессии SSTR2А коррелируют с ответом 
на лечение аналогами соматостатина [72, 73].

Таким образом, уровень ИГХ-экспрессии SSTR2 
в  хирургических и  биопсийных образцах НЭО ПЖ 
и ЖКТ является важным молекулярным параметром 
для предсказания эффективности лечения и потенци-
альным прогностическим маркером, который можно 
оценивать в процессе морфологической диагностики 
данных новообразований (рис. 3а).

mTOR (mammalian target of rapamycin, мишень ра
памицина у млекопитающих). Активация пути сигналь-
ной трансдукции PI3K / AKT / mTOR является ключевым 
событием, ассоциированным с  ростом и  пролифе
рацией клеток ряда опухолей человека. Белок mTOR 
относится к классу серин-треониновых протеинкиназ 
и в опухолевых клетках отвечает за активацию транс-
ляции белков [74]. Белок играет в клетке роль цент-
рального регулятора передачи сигналов. Информация 
о значении сигнального пути mTOR в развитии и про-
грессии НЭО ЖКТ и ПЖ присутствует в ограничен-
ном количестве [75, 76]. Вместе с тем активация сиг-
нального пути mTOR является одним из  ключевых 
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событий, влияющих на рост, пролиферацию, ангиоге-
нез и метаболизм нейроэндокринных опухолевых клеток 
[77–79]. В последнее время особое внимание к изуче-
нию экспрессии белка mTOR, а также выше- и ниже-
лежащих молекул данного сигнального пути связано 
с  появлением препаратов из  группы ингибиторов 
mTOR для лечения НЭН ПЖ и других отделов пище-
варительной системы. При этом высокая экспрессия 
p-mTOR в клетках НЭО ПЖ и других отделов ЖКТ 
является важным параметром, определяющим роль 
ингибиторов mTOR как  эффективных терапевтиче-
ских агентов [80, 81]. Кроме того, показано, что ИГХ-
экспрессия mTOR и нижележащих молекул данного 
сигнального пути (RPS6KB1, RPS6 и EIF4EBP1) свя-
зана с высоким индексом пролиферации (Ki-67) и не-
благоприятным прогнозом заболевания [82].

Таким образом, белок mTOR следует рассматри-
вать как  потенциальный прогностический маркер 
и терапевтическую мишень при НЭО пищеваритель-
ной системы, при этом необходимо дальнейшее изучение 
связи его ИГХ-экспрессии с клиническим течением 
и эффективностью лечения заболевания (рис. 3б).

Данные о зависимости между молекулярным про-
филем опухоли и ответом на лечение, а также прогно-
зом течения заболевания в  настоящее время только 

накапливаются. Тем не менее очевидно, что в ближай-
шем будущем будут усовершенствованы методы опре-
деления специфических молекулярно-биологических 
характеристик НЭО пищеварительной системы и эта 
информация приобретет важное практическое значение.

Заключение
В течение последних лет достигнут значительный 

прогресс в  понимании морфологических особенно-
стей и молекулярных механизмов развития НЭО пи-
щеварительной системы. Наряду с  гистологическим 
анализом опухоли в процессе морфологической диаг-
ностики большое значение имеет определение клеточ-
ного иммунофенотипа, пролиферативной активности 
и молекулярных параметров, отражающих особенно-
сти биологического поведения и лекарственной чув-
ствительности новообразования.

Необходимы дальнейшие исследования для совер-
шенствования современной номенклатуры и класси-
фикации НЭО пищеварительной системы, а также раз-
работки более специфичных молекулярных маркеров, 
которые служили бы дополнительными диагностиче-
скими и прогностическими показателями и новыми 
потенциальными мишенями для противоопухолевой 
таргетной терапии.

Рис. 3. ИГХ-выявление маркеров лекарственной чувствительности в НЭО ПЖ: а — высокий уровень мембранной экспрессии SSTR2 (× 600);  
б – выраженная экспрессия p-mTOR в цитоплазме большинства клеток опухоли (× 400). Ядра клеток докрашены гематоксилином Майера
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Биохимические маркеры метастазирования в кости

Н. В. Любимова, Н. Е. Кушлинский
ФГБНУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина»; Россия, 115478, Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Нина Васильевна Любимова biochimia@mtu-net.ru

Метастазирование в кости – одно из наиболее частых и опасных осложнений злокачественных опухолей. Достижения последних 
лет в изучении молекулярных механизмов костного ремоделирования способствовали поиску чувствительных и специфичных кри-
териев, отражающих интенсивность процессов остеолиза и остеосинтеза при метастатическом поражении скелета. В обзоре 
охарактеризованы наиболее информативные и получившие внедрение в клиническую практику биохимические маркеры формиро-
вания и резорбции костной ткани. Приведены данные об их возможном использовании в диагностике, мониторинге и прогнозе 
поражения скелета злокачественными опухолями разной локализации. Интерес к биохимическим маркерам костного ремодели-
рования как неинвазивным методам обследования онкологических больных усиливается по мере внедрения в клиническую практи-
ку современных лабораторных технологий. Работы последних лет свидетельствуют о возможности их применения не только 
в целях мониторинга и прогноза, но и для проведения ранней диагностики метастазов в костях. Представлены результаты соб-
ственных исследований ключевых биохимических маркеров остеолиза (С-концевого телопептида коллагена I типа (СТХ)) и остео
синтеза (костной щелочной фосфатазы (КЩФ)) на основе иммуноферментного анализа в сыворотке крови 238 больных раком 
молочной железы (РМЖ). Установлена зависимость секреции КЩФ и СТХ от клинических проявлений метастазов в костях: 
достоверное увеличение их уровней зависело от степени поражения скелета (р < 0,02–0,00001), наличия патологического пере-
лома (р < 0,005–0,0001) и выраженности болевого синдрома (р < 0,01–0,00002). Усиление интенсивности процессов костного 
ремоделирования было связано с достоверным уменьшением показателей общей выживаемости больных РМЖ. Высокодостовер-
ные различия общей 5‑летней выживаемости, рассчитанной с учетом пороговых уровней СТХ (0,74 нг / мл) и КЩФ (43,7 Ед / л), 
были получены для больных РМЖ как с исходными костными метастазами, так и без поражения скелета. СТХ и КЩФ являют-
ся биохимическими критериями, имеющими самостоятельное значение в мониторинге и прогнозе метастатического поражения 
скелета у больных РМЖ.

Ключевые слова: злокачественные опухоли, метастазы в костях, биохимические маркеры, сыворотка крови, С-концевой тело-
пептид коллагена I типа, костная щелочная фосфатаза, диагностика, мониторинг, прогноз
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Biochemical markers of bone metastasis

N. V. Lyubimova, N. E. Kushlinskiy

N. N. Blokhin Russian Cancer Research Center; 24 Kashirskoye Highway, Moscow, 115478, Russia

Bone metastasis is one of the most frequent and dangerous complications of malignant tumors. The last years, achievements in the study of 
bone remodeling mechanisms promoted the search of sensitive and specific criteria reflecting the intensity of osteolysis and osteosynthesis in 
bone metastatic lesions. The most informative and clinically valid biochemical markers of bone formation and resorption are characterized 
in this review. The data on their possible implications in diagnostics, monitoring and prognosis of skeletal lesions by various malignant tu-
mors are presented. The attention to biochemical markers of bone remodeling as noninvasive methods for oncologic patients examination is 
gradually increasing with adoption of modern laboratory technologies to clinical practice. The last years, publications suggest the possibility 
of their use both for monitoring, prognosis and early diagnostics of bone metastasis. We present the results of our own investigation of serum 
C-telopeptide of type I collagen (СТX) as bone resorption marker and bone-specific alkaline phosphatase (BAP) as formation marker in 
238 breast cancer patients using ELISA methods. The elevation of studied biochemical parameters in breast cancer patients was significantly 
associated with the extent of skeletal metastases (р < 0.02–0.00001), pathological fractures (р < 0.005–0.0001) and the severity of pain  
(р < 0.01–0.00002). Elevated rate of bone turnover was associated with reduced overall survival of breast cancer patients. The significant 
difference of overall survival estimated on a base of cut-off values of CTX (0.74 ng / ml) and BAP (43.7 IU / L) was found both in the groups 
of breast cancer patients with and without bone metastases. Serum СТХ and BAP are of value in monitoring and predicting the status of 
breast cancer bone metastases.

Key words: malignant tumors, bone metastases, biochemical markers, blood serum, C-terminal telopeptide of type I collagen, bone-specific 
alkaline phosphatase, diagnostics, monitoring, prognosis

Введение
Метастазирование в  кости  – частое и  опасное 

осложнение злокачественных опухолей, которое сни-
жает продолжительность и качество жизни пациентов, 

вызывая сильные боли, патологические переломы, 
гиперкальциемию и компрессию спинного мозга. Наи
более часто в кости метастазирует рак простаты (54–
85   %), рак молочной железы (РМЖ; 47–85   %), рак 
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щитовидной железы (РЩЖ; 28–60  %), легкого и по-
чки (32–40  %), мочевого пузыря (40–42  %) [1].

Своевременная диагностика метастазов в  костях 
необходима для правильного планирования лечения 
и оценки прогноза. Используемые в клинической прак
тике инструментальные методы исследования скелета 
обладают недостаточной чувствительностью и специфич
ностью. Так, рентгенография – наиболее распространен-
ный метод диагностики метастазов в костях – позволяет 
выявлять их  поражение только при деминерализации 
костной ткани на 30–40  %. Более чувствительным мето-
дом считают сцинтиграфию, которая обнаруживает де-
структивные процессы на ранних стадиях, однако нако-
пление индикатора в местах со сниженной плотностью 
костной ткани независимо от  характера ее изменения 
делает этот метод весьма неспецифичным.

В последнее время возрос интерес к разработке не
инвазивных методов диагностики поражения скелета 
у онкологических больных, что обусловлено, прежде 
всего, интенсивными исследованиями патогенеза мета
стазирования, а  также появлением новых подходов 
в лечении метастазов в кости [2].

Современные представления о костном 
ремоделировании
Остеокласты. После окончания роста скелет пре-

терпевает процесс обновления костной ткани, который 
называют ремоделированием. Костное ремоделирова-
ние  – непрерывный и  хорошо скоординированный 
процесс, который помогает устранить микроповре-
ждения в костном матриксе, возникающие в течение 
жизни, сохранить архитектуру костей и поддерживать 
их прочность. В норме в скелете взрослого человека 
постоянно протекают два связанных и строго сбалан-
сированных процесса: разрушение старой костной 
ткани остеокластами и формирование нового матрикса 
остеобластами, берущими начало от предшественни-
ков различных клеточных линий: остеобласты – из ме-
зенхимальных стволовых клеток, остеокласты – из ма-
крофагально-моноцитарных клеток костного мозга 
[3, 4]. При этом резорбция костной ткани предшест-
вует костеобразованию. В процессе репарации кости 
происходит обновление (без увеличения или потери 
костной массы) приблизительно 25  % губчатой кости 
и 3  % кортикальной кости ежегодно [5].

Остеокласты – многоядерные клетки, постоянно 
образующиеся из  макрофагов, основной функцией 
которых является разрушение костного матрикса пу-
тем образования характерных лакун [6]. Созревание, 
дифференцировка и апоптоз остеокластов контроли-
руются локально цитокинами и системными гормона-
ми, в  том числе колониестимулирующим фактором 
макрофагов и лигандом рецептора-активатора ядер-
ного транскрипционного фактора NF-κВ (RANKL).

Наиболее выраженное влияние на  активность 
остеокластов оказывают кальцитонин, витамин D 
и локально действующие факторы роста и цитокины 

(TGF-α, TNFα, TNFβ, IL-1, IL-6) [4]. Известно, что 
паратиреоидный гормон (ПТГ), кальцитриол и про-
стагландины не оказывают непосредственного дейст-
вия на  остеокласты, а  влияют на  их  образование 
и дифференцировку именно через увеличение продук-
ции RANKL остеобластами и клетками стромы [7].

Непосредственное действие остеокластов осу-
ществляется за  счет секреции в  межклеточное про-
странство, отграниченное клеточной мембраной с од-
ной стороны и  минеральной частью кости с  другой 
(резорбционную полость), протеолитических фермен-
тов (тартрат-резистентной кислой фосфатазы (ТРКФ), 
катепсина К), расщепляющих белки матрикса и соляной 
кислоты, синтезируемой цитоплазматической карбо-
ангидразой и растворяющей гидроксиапатит. Наибо-
лее важным из ферментов остеокластов, принимаю-
щих непосредственное участие в  процессах костной 
резорбции, является ТРКФ, катализирующая реакции 
гидролиза фосфопротеинов, в частности остеопонти-
на, остеонектина и костного сиалопротеина.

Значительный прогресс в  понимании процессов 
костного ремоделирования был достигнут с открыти-
ем цитокиновой системы RANKL–RANK–OPG, иг-
рающей ключевую роль в формировании, дифферен-
цировке и  регуляции активности остеокластов [8]. 
Открытие этой системы стало краеугольным камнем 
для понимания патогенеза остеопороза, остеокласто-
генеза и регуляции костной резорбции, а также других 
процессов, вовлеченных в локальное ремоделирова-
ние кости [9]. В систему регуляции остеокластогенеза 
входит остеопротегерин (OPG) – растворимый рецеп-
тор-ловушка RANKL, который, связываясь с лиган-
дом, блокирует его взаимодействие с  родственным 
рецептором, вызывая торможение дифференцировки 
и  активации остеокластов. Все три белка относятся 
к суперсемейству TNF, играя ключевую роль в образо-
вании и  активации остеокластов, а  взаимодействие 
между RANKL и OPG определяет интенсивность остео
кластогенеза [4]. Представленные данные подтверж-
дены в экспериментах на животных с нокаутом генов, 
отвечающих за синтез этих белков. Так, при наруше-
нии продукции OPG развивается остеопороз, а при де-
фиците RANKL повышается интенсивность процес-
сов костеобразования [10]. Известно, что  RANKL 
связывается со своим рецептором (RANK) на макро-
фагах и неактивных остеокластах и вызывает актива-
цию и дифференцировку этих клеток, действуя через 
NF-kβ и N-концевую киназу (JNK) [3, 6, 11].

Некоторые факторы при  метастатическом пора-
жении костей могут оказывать двойное влияние на со-
отношение RANKL / OPG. Такие вещества, как ПТГ-
подобный протеин (ПТГпП), IL-1, простагландин Е

2
, 

способны стимулировать активность остеокластов в кост-
ной строме – как путем усиления действия RANKL, 
так и  за  счет снижения уровня OPG [11]. Примеча-
тельно, что воздействие RANKL на некоторые клеточ-
ные линии приводит к активации факторов, ответст-



У
С

П
Е

Х
И

 М
О

Л
Е

К
У

Л
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  
  

1, 
20

15

ТОМ 2	 ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ 63

венных за  миграцию, инвазию и  метастазирование. 
Так, была доказана ключевая роль RANKL в наруше-
нии регуляции EMMPRIN / CD47 матриксных метал-
лопротеиназ, ICAM-1, IL-6, IL-8, а также VEGF, ин-
дуцирующих развитие очагов остеолиза [12].

Выраженное влияние RANKL и  OPG на  диф
ференцировку остеокластов открывает перспективы 
для исследования возможности использования анти-
тел к RANKL и рекомбинантных генов OPG для ле
чения заболеваний скелета, сопровождающихся уси-
лением остеолиза, в том числе его метастатического 
поражения. При этом для оценки действия ингибито-
ров остеокластов полезна оценка фармакодинамики 
маркеров костной резорбции, таких как NTX, повы-
шенные уровни которого ассоциируются с высоким 
риском метастазирования в  кости и  более высоким 
уровнем смертности пациентов [13]. Одним из первых 
антагонистов RANKL является рекомбинантный OPG 
(Fc-OPG, Amgen), эффект которого впервые проде-
монстрирован на пациентах с множественной мие-
ломой и  РМЖ, осложненным поражением костей. 
В ходе терапии отмечали снижение уровней биомар-
керов резорбции (включая uNTX / Cr), однако клини-
ческое использование Fc-OPG так и  не  получило 
развития из‑за сравнительно короткого периода по
лураспада препарата и возможного риска активации 
иммунного ответа на эндогенный OPG [14]. Разработан 
и  апробирован другой препарат OPG  – CEP-37251 
(Cephalon), однако и его исследование также не увен-
чалось успехом [15]. Антитела к RANKL – ALX-0141 
(Ablynx) протестированы в клиническом исследова-
нии I фазы на здоровых женщинах в постменопаузе 
[16]. Генуинные человеческие антитела к RANKL – 
AMG 162 (Denosumab), обладающие высокой селек-
тивностью к человеческому RANKL, в ходе клиниче-
ского исследования I фазы приводили к снижению 
экскреции маркера костной резорбции NTX и не вы-
зывали серьезных побочных эффектов. Исследования 
II фазы препарата Denosumab показали эффектив-
ность и  безопасность его применения у  больных 
РМЖ, осложненным поражением костей, а  также 
при костных метастазах рака простаты и множествен-
ной миеломе [17].

Остеобласты. За стадией резорбции костной тка-
ни в норме всегда следуют процессы костеобразова-
ния, осуществляемые остеобластами, образующимися 
из мезенхимальных стволовых клеток. Основным фак-
тором, от которого зависит дифференцировка остео-
бластов, является транскрипция CBFA1 (core-binding 
factor α1). Механизмы дифференцировки остеобластов 
изучены недостаточно, однако известно, что молодые 
клетки синтезируют главным образом костную щелоч-
ную фосфатазу (КЩФ), в то время как зрелые клетки 
синтезируют остеокальцин и осуществляют процессы 
кальцификации, превращаясь в остеоциты. Рост и диф-
ференцировку остеобластов также способны стимули-
ровать PlGF, FGF-β и TGF-β.

Закономерности биохимических нарушений костного 
метаболизма при метастазировании в кости
Костные метастазы по характеру деструкции ткани 

разделяют на  литические и  пластические. Наличие 
выраженной взаимосвязи между процессами остеоли-
за и костеобразования в норме и при патологических 
процессах в  костях позволяет рассматривать любое 
метастатическое поражение как  смешанное с  пре
обладанием литического или пластического компонен-
та. Наиболее выраженные процессы остеолиза наблю-
даются при  поражении скелета клетками РМЖ и  при 
множественной миеломе, напротив, при метастазирова-
нии рака простаты преобладают пластические процессы.

Существует несколько современных представле-
ний о механизмах костной деструкции при злокачест-
венных процессах. В более ранних работах основное 
внимание уделяли непосредственному разрушающему 
воздействию злокачественных клеток на  костную 
ткань в результате секреции высокоактивных протео-
литических ферментов, включая коллагеназы. Однако 
очевидно, что местное деструктивное действие рако-
вых клеток не может проявляться на ранних стадиях 
развития опухолей, поскольку их  проникновение 
в костную ткань представляет собой многоступенча-
тый, длительный и сложный процесс. Научные дости-
жения последнего десятилетия способствовали пони-
манию механизмов костного ремоделирования в норме 
и возможных путей его нарушения при злокачествен-
ном росте. Так, в настоящее время одним из главных 
механизмов метастатической деструкции костей при-
знается активация остеокластов в результате систем-
ного действия на них паракринных факторов, проду-
цируемых злокачественными клетками (TGF-β, PlGF, 
IGF-I, IGF-II, FGF, VEGF) [18, 19]. Работами разных 
авторов доказано, что стимулирование остеокластоге-
неза осуществляется опухолевыми клетками и зависит 
от вида опухоли [6, 20]. Так, при множественной миело-
ме скопления остеокластов наблюдают только в участ-
ках костной ткани, контактирующих с опухолевыми 
клетками, что сопровождается выраженным преобла-
данием литических процессов. Идентифицированы 
факторы, стимулирующие активацию и дифференци-
ровку остеокластов при множественной миеломе (IL-1, 
IL-6, воспалительный белок макрофагов, RANKL) 
[21]. IL-1 – мощный стимулятор формирования остео-
кластов, однако существенного увеличения его экс-
прессии в  очагах миеломы не  обнаружено. В  то  же 
время IL-6 – мощный стимулятор дифференцировки 
остеокластов, он блокирует апоптоз клеток миеломы 
и присутствует в повышенных количествах в сыворот-
ке крови пациентов. По мнению большинства иссле-
дователей, главным фактором, стимулирующим фор-
мирование и дифференцировку остеокластов, считают 
RANKL, продуцируемый клетками миеломы [22]. Это 
предположение подтверждено R. N. Pearse et al. [23], 
показавшими достоверное снижение OPG и увеличе-
ние RANKL в  микроокружении клеток миеломы. 
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В экспериментах данное наблюдение подтвердилось – 
отмечено повышение интенсивности резорбции костной 
ткани у животных с миеломной болезнью в результате 
блокирования OPG и ее увеличение при нарушении 
взаимодействия RANKL с рецептором RANK. Еще од-
ним мощным индуктором резорбции при множествен-
ной миеломе считают воспалительный белок макро-
фагов, а некоторые исследователи отводят ключевую 
роль именно ему [24]. У больных этот белок синтези-
руют около 70  % клеток миеломы, а в эксперименталь-
ных исследованиях в клетках миеломы наблюдается 
активация гена, ответственного за синтез воспалитель-
ного белка макрофагов [25]. У мышей, лишенных дан-
ного гена, наблюдали выраженное снижение интен-
сивности костной резорбции при  множественной 
миеломе. Воспалительный белок макрофагов также 
усиливает адгезивные взаимодействия опухолевых 
клеток с клетками стромы, способствуя дальнейшему 
увеличению его продукции, а также повышению син-
теза RANKL и IL-6, что приводит к прогрессированию 
остеолиза и опухолевого роста [24, 26].

Столь выраженная активность процессов резорб-
ции и практически полное отсутствие костеобразования 
при  множественной миеломе предполагают продук-
цию клетками белковых факторов, не только стиму-
лирующих остеокласты, но и вызывающих нарушение 
действия остеобластов. Возможно, таким белком яв-
ляется dickkopf-1 (DKK-1) [27]  – один из белковых 
факторов сигнального пути Wnt, отвечающего за диф-
ференцировку остеобластов [28]. Данный сигнальный 
путь включает большую группу белков и ядерных ре-
цепторов, основным из  которых является рецептор 
липопротеина низкой плотности (LRP5). В результате 
взаимодействия с этим рецептором сигнального белка 
Wnt происходит активация β-катенина, стимулирую-
щего остеобластогенез. DKK-1 способен связывать 
рецепторы сигнального пути Wnt и блокировать диф-
ференцировку и  пролиферацию остеобластов. Ис-
пользование антител к DKK-1 у экспериментальных 
животных с множественной миеломой уменьшало ин-
тенсивность резорбции и стимулировало остеосинтез 
[27]. Некоторые исследователи отметили значительное 
увеличение концентрации DKK-1 у больных множе-
ственной миеломой [29], раком легкого, пищевода, 
простаты, РМЖ с метастазами в костях [30, 31]. Пер-
спективы изучения механизмов сигнального пути Wnt 
связаны с поиском новых таргетных препаратов и мар-
керов костного ремоделирования.

Другим важным аспектом патогенеза остеолиза 
при множественной миеломе является снижение функ-
циональной компетенции остеобластов, доказанное 
при  морфометрическом исследовании биопсийного 
материала нормальной костной ткани и  очагов де-
струкции. Аналогичные закономерности отмечены 
при опухолях различного гистогенеза, включая РМЖ, 
РЩЖ, рак легкого и некоторые другие опухоли, спо-
собные продуцировать и секретировать в кровь цито-

кины, факторы роста и  ряд биологически активных 
соединений, которые оказывают стимулирующий эф-
фект на остеокласты. G. R. Mundy et al. на основании 
собственных и  обобщенных литературных данных 
указывают на критическую для развития и прогрессии 
костных метастазов роль таких цитокинов, как IL-1, 
IL-6, а  также факторов роста (EGF, TGF-β, TGF-α, 
PlGF) и простагландинов, которые, с одной стороны, 
проявляют активирующее действие на  остеокласты, 
а с другой – ингибирующее действие на остеобласты 
[32]. Со времени выделения в 1987 г. из клеток рака 
легкого специфического белка, обладающего актив-
ностью ПТГ и получившего название ПТГпП, эктопи-
ческой продукции раковыми клетками этого белка 
придается особое значение в развитии остеолиза и ги-
перкальциемии, сопровождающей деструкцию кост-
ной ткани [33]. При иммуногистохимических иссле-
дованиях установлена экспрессия ПТГпП в  разных 
типах плоскоклеточного рака, рака легкого, почки, 
РМЖ, при этом с максимальной частотой ПТГпП экс-
прессируется именно в  клетках костных метастазов. 
Уровень ПТГпП и выраженность его экспрессии в зло-
качественных клетках предложено использовать в ка-
честве фактора прогноза метастазирования опухолей 
в кости с последующим формированием групп риска 
для проведения профилактического лечения [33]. Таким 
образом, наиболее распространенный остеолитиче-
ский характер поражения скелета реализуется при на-
рушении баланса между процессами резорбции и фор-
мирования костной ткани, которое возникает 
в  результате активации или  увеличения количества 
остеокластов, а  также при  снижении количества 
или функциональной компетенции остеобластов.

В то же время некоторые опухоли могут секрети-
ровать факторы, оказывающие системное действие 
на остеобласты, вызывая их образование или актива-
цию. В клинике эти данные пока не подтверждены, 
однако в эксперименте получены прямые и косвенные 
доказательства способности некоторых типов раковых 
клеток, в частности клеток рака простаты, продуциро-
вать TGF-β и PlGF, фрагменты урокиназы, обладаю-
щие стимулирующим эффектом на  пролиферацию 
и активность остеобластов. Получены данные, свиде-
тельствующие о способности клеток РМЖ секретиро-
вать факторы, стимулирующие остеобласты [32]. Ста-
ло быть, в развитии остеосклероза важную роль могут 
играть паракринные факторы, усиливающие косте-
образование, хотя до последнего времени общеприня-
тым считали механизм усиления формирования кост-
ной ткани в ответ на интенсивную резорбцию.

Гиперкальциемия. Одним из наиболее важных при-
знаков, сопровождающих поражение скелета и суще-
ственно ухудшающих прогноз, является гиперкальци-
емия, обнаруживаемая у  10–30   % онкологических 
больных. Гиперкальциемию можно наблюдать не толь-
ко у больных с клиническими признаками поражения 
скелета, но и при отсутствии таковых, что обознача-
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ется как гуморальная гиперкальциемия злокачествен-
ного роста. Одним из главных механизмов гуморальной 
гиперкальциемии, которую наиболее часто обнаружи-
вают при раке легкого, мочевого пузыря, РМЖ, счи-
тают секрецию злокачественными клетками вышеопи
санных биологически активных факторов, способных 
оказывать прямое или косвенное влияние на костное 
ремоделирование и минеральный гомеостаз. Однако 
гиперкальциемию в редких случаях можно наблюдать 
и у больных с бластическим типом метастазов, что от-
ражает сложность патогенетических механизмов кост-
ной деструкции при злокачественных опухолях.

Бисфосфонаты. В  настоящее время наиболее 
эффективными препаратами, снижающими интен-
сивность резорбции и потерю костной массы при за-
болеваниях скелета различной этиологии, считают 
бисфосфонаты. Механизм действия бисфосфонатов 
основан на их способности ингибировать активность 
остеокластов, а также снижать интенсивность процес-
сов кальцификации при  депонировании препарата, 
обладающего высоким сродством к гидроксиапатиту 
в минеральной части костного матрикса. В настоящее 
время бисфосфонаты (памидронат, клодронат, ибан-
дронат) широко используют в клинической практике 
при заболеваниях скелета метаболического характера, 
а также применяют при лечении костных метастазов [34].

Биохимические маркеры костного ремоделирования
Достижения последних лет в изучении молекулярных 

механизмов костного ремоделирования способствова-
ли поиску чувствительных и специфичных критериев, 
отражающих интенсивность процессов резорбции 
и формирования костной ткани. Наиболее информа-
тивные из них, получившие внедрение в клиническую 
практику в  качестве маркеров формирования и  ре-
зорбции костной ткани при заболеваниях скелета, пред
ставлены в табл. 1.

Маркеры формирования костной ткани
ЩФ (КФ 3.1.3.1) – маркер, широко используемый 

в клинической практике. Функционально активный 
фермент в клетке имеет структуру тетрамера, прикре-
пленного к клеточной мембране С-концевым углевод-
ным фрагментом, содержащим фосфатидилинозитол. 
Специфичность структуры тетрамеров обеспечивает 
связь фермента с наружной поверхностью клеточной 
мембраны, что, в свою очередь, делает их доступными 
для  воздействия фосфолипаз С  и  D.  Полагают, 
что именно благодаря действию этих ферментов ЩФ 
присутствует в сыворотке крови в виде димера. ЩФ 
отщепляет неорганический фосфор от органического 
фосфата, способствуя образованию фосфата кальция 
и последующей минерализации костной ткани, а так-

Таблица 1. Основные биохимические маркеры метаболизма костной ткани

Маркеры Тканевое происхождение Материал Методы определения

Маркеры костеобразования

Общая активность щелочной 
фосфатазы (ЩФ) (AP) 

Костная ткань, печень, почки, кишечник Кровь Колориметрия

Костный изофермент ЩФ (BAP) Костная ткань Кровь
Иммуноферментный анализ (ИФА), пре-
ципитация с лектином, электрофорез

Остеокальцин (BGP) Костная ткань, тромбоциты Кровь ИФА, радиоиммунный анализ (РИА) 

Проколлагеновые пропептиды:
С-концевой пропептид (PICP) 
N-концевой пропептид (PINP) 

Костная ткань, мягкие ткани, кожа
Костная ткань, мягкие ткани, кожа

Кровь ИФА, РИА

Маркеры резорбции костной ткани

Гидроксипролин (OHP) 
Костная ткань, хрящевая ткань, мягкие 
ткани, кожа, кровь

Моча
Колориметрия, РИА, жидкостная хрома-
тография высокого разрешения (ЖХВР) 

Галактозилгидроксилизин Костная ткань, мягкие ткани, кожа Моча ЖХВР

Пиридиновые связи коллагена:
пиридинолин (PYD)
дезоксипиридинолин (DPD) 

Костная и хрящевая ткань, связки, сосуды
Костная ткань, дентин

Моча ЖХВР, ИФА, РИА

Коллагеновые пептиды:
С-концевой телопептид  
(ICTP, СТХ, СrossLaps)
N-концевой телопептид  
(NTP, NTX) 

Костная ткань, кожа

Костная ткань, кожа

Кровь, моча

Моча

РИА, ИФА

ИФА

ТРКФ (TRAP) Костная ткань, кровь Кровь Колориметрия, ИФА

Примечание. В скобках указаны международные аббревиатуры.
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же расщепляет пирофосфат – потенциальный инги-
битор минерализации.

ЩФ представляет собой семейство ферментов, 
отличительным свойством которых является органная 
специфичность. Синтез изоферментов ЩФ кодирует-
ся четырьмя структурными генами с преобладающей 
экспрессией тканево-неспецифического гена, который 
кодирует костный, печеночный и почечный изофермен-
ты одновременно. Синтез кишечной и  плацентарной 
фосфатаз кодируют отдельные гены, экспрессирующиеся 
преимущественно в соответствующих тканях – тонком 
кишечнике и  плаценте. Помимо истинных изофер-
ментов имеются варианты ЩФ, появление которых 
обусловлено разными модификациями. В тканях и со-
ответственно в сыворотке крови при злокачественных 
новообразованиях обнаруживают также изофермен-
ты – продукты экспрессии генов, которые кодируют 
синтез ферментов в эмбриональном периоде [35].

Кодирование печеночного и костного изофермен-
тов одним и тем же геном обеспечивает их сходство, 
тогда как различия в величине заряда, электрофоре-
тической подвижности, термолабильности, чувстви-
тельности к  действию активаторов и  ингибиторов 
изоферменты приобретают в результате модификаций 
на посттрансляционном уровне, в частности вследст-
вие разной степени гликозилирования и сиалирования 
их молекул [35, 36].

Одним из важных научных фактов, способствую-
щих внедрению КЩФ в клиническую практику, было 
доказательство того, что  изофермент синтезируется 
остеобластами и  его активность в  сыворотке крови 
коррелирует с образованием коллагена, т. е. отражает 
интенсивность костеобразования на клеточном уров-
не. В  настоящее время общепринятым механизмом 
фосфатаземии является продукция активированными 
остеобластами КЩФ с  последующей ее секрецией 
в кровь в процессе формирования и дифференциров-
ки костного матрикса [37]. Экспрессия костного изо-
фермента регулируется многими факторами, включая 
ПТГ, витамин D, глюкокортикоиды и факторы роста.

В норме костный и печеночный изоферменты – 
доминирующие фракции, относительное содержание 
костного изофермента в сыворотке крови составляет 
30–50  % от общей активности ЩФ. Несмотря на боль-
шой период полураспада (24–48 ч) в сыворотке крови, 
для костной фракции характерна суточная вариабель-
ность с пиком активности в ночное время. Выводится 
изофермент в основном печенью, нарушение функции 
которой в некоторых случаях (первичный билиарный 
цирроз) приводит к гиперферментемии.

В последние годы в клиническую практику актив-
но внедряют высокочувствительные иммунофермент-
ные методы определения активности КЩФ, приме-
нение которых стало возможным после получения 
высокоспецифичных моноклональных антител.

Остеокальцин – основной неколлагеновый белок 
костного матрикса, состоящий из 49 аминокислотных 

остатков, продуцируется исключительно остеоблас-
тами, его относительное содержание в костной ткани 
составляет 1–2  % от общего белка; идентифицирован 
C. P. Price в 1980 г. [38]. Остеокальцин рассматривают 
в качестве одного из наиболее специфичных маркеров 
активности остеобластов. В молекуле остеокальцина 
присутствуют три остатка глутаминовой кислоты, ко-
торые посредством витамин-К-зависимого процесса 
карбоксилируются и приобретают таким образом вы-
сокое сродство к гидроксиапатиту. В связанной с ги-
дроксиапатитом форме остеокальцин встраивается 
во внеклеточный матрикс костной ткани. Небольшая 
часть белка, не включенного в костный матрикс, по-
ступает в циркуляторное русло и может быть опреде-
лена в сыворотке крови в виде интактной молекулы. 
Однако в сыворотке крови обнаруживают также фраг-
менты остеокальцина, которые представляют собой 
продукт деградации костного матрикса.

Физиологическая роль остеокальцина до  конца 
не определена. Есть предположения об участии белка 
в  процессах минерализации как  мессенджера вита
мина D.  Остеокальцин ингибирует преципитацию 
гидроксиапатита и способен путем хемотаксиса при-
влекать клетки-предшественники остеокластов, спо-
собствуя тем самым замедлению процессов резорбции. 
Установлено, что экспрессия остеокальцина регули-
руется различными гормонами и  факторами роста, 
в частности витаминами К и D, тиреоидными гормо-
нами, инсулином, эстрогенами, активирующими син-
тез белка, тогда как  информация о  влиянии ПТГ 
и кальцитонина неоднозначна.

Несмотря на то, что остеокальцин и КЩФ проду-
цируются остеобластами и  в  определенной степени 
отражают их активность, маркеры различаются по сво-
ей экспрессии, которая проявляется на разных этапах 
развития остеобластов, в  связи с  чем  между ними 
не всегда наблюдается корреляционная зависимость.

Методы определения остеокальцина разработаны 
на основе моно- или поликлональных антител, обла-
дают перекрестной активностью, и в этом отношении 
дифференцированный анализ интактного пептида 
или его фрагментов пока затруднен, что ограничивает 
его использование как маркера остеосинтеза в клини-
ческой практике.

Проколлагеновые пропептиды. Коллаген I типа син-
тезируется остеобластами в виде проколлагена I типа, 
который содержит дополнительные последователь
ности на  обоих концах молекул-предшественников 
(PINP и PICP), характеристика которых представлена 
в табл. 1. Процессу формирования коллагеновых фи-
брилл предшествует отщепление концевых пропепти-
дов под воздействием специфических протеаз, которые 
затем поступают в циркуляторное русло в количествах, 
эквимолярных коллагену, включаемому на последую-
щих этапах костеобразования в  костный матрикс. 
Проколлагеновые пропептиды идентифицированы 
более 30 лет назад с последующим выделением специ-
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фических моноклональных антител к ним, что сдела-
ло доступным их  определение при  использовании 
ИФА или РИА. Выраженная физиологическая вариа-
бельность ограничивает применение PICP в клиниче-
ской практике в  качестве критерия интенсивности 
синтеза коллагена I типа.

Маркеры резорбции костной ткани
Гидроксипролин – незаменимая аминокислота, ко-

торая входит в состав коллагена разных типов. Ее вы-
сокое содержание (около 13  %) обеспечивает в опреде-
ленной степени стабильность коллагеновых фибрилл. 
В  процессе деградации коллагена гидроксипролин 
поступает в кровь в виде свободной формы, на долю 
которой приходится около 90  % от общего гидрокси-
пролина, а также в связанной с поли- и олигопепти-
дами форме. Из-за низкой молекулярной массы сво-
бодный гидроксипролин фильтруется с мочой, затем 
практически полностью (90  %) реабсорбируется в по-
чечных канальцах и в последующем метаболизируется 
в печени, тогда как пептид-связанные формы и не аб-
сорбировавшийся свободный гидроксипролин (10  %) 
экскретируются с мочой.

До последнего времени гидроксипролин мочи на-
ряду с другими биохимическими показателями исполь-
зовали в  клинической практике в  качестве критерия 
резорбции костной ткани. Между тем иммуногисто-
химические исследования костной ткани подтвердили 
отсутствие корреляции между экскрецией гидрокси-
пролина и  объективными признаками костной ре-
зорбции. Низкая специфичность гидроксипролина 
в связи с его распространенностью практически во всех 
типах соединительной ткани, а также способностью 
реутилизироваться в процессе синтеза коллагена об-
условили поиск более специфичных маркеров резорб-
ции костной ткани.

Пиридиновые связи коллагена. При  исследовании 
структуры коллагена показано, что стабильность кол-
лагенового матрикса обеспечивают межмолекулярные 
необратимые связи, образующиеся между незамени-
мыми аминокислотами (лизином и  гидроксилизи-
ном), входящими в  полипептидную цепь коллагена 
I типа. Перекрестные связи возникают между конце-
вой (представленной N- или C-телопептидом) и спи-
ралевидной частями пептидных молекул коллагена 
в процессе формирования коллагеновых фибрилл, а их 
общей особенностью является наличие пиридинового 
кольца, что обусловило их наименования: PYD и DPD. 
Последующий анализ показал, что PYD и DPD при-
сутствуют только во внеклеточных коллагеновых фи-
бриллах, характерны для дифференцированного мат-
рикса прочных типов соединительной ткани – кости, 
дентина, сухожилий, хряща и  не  обнаруживаются 
в коллагене кожи, мягких тканях, чем выгодно отли-
чаются от гидроксипролина.

Костная ткань – основной источник PYD биоло-
гических жидкостей организма. В  количественном 

отношении PYD как межмолекулярная связь коллаге-
новых молекул преобладает в хрящевой ткани, сухо-
жилиях, связках, однако активный метаболизм костной 
ткани по сравнению с другими типами соединитель-
ной ткани давал многим исследователям основание 
считать, что  определяемый в  моче PYD образуется 
преимущественно за счет костной деструкции физио-
логического или патологического характера [39].

DPD более специфичен для  костной ткани, по-
скольку обнаруживается практически исключительно 
в костях. Соотношение PYD: DPD, которое в колла-
гене костной ткани составляет 4:1, сохраняется в моче 
взрослых, в которой на долю DPD приходится около 
20  % от общего уровня экскреции пиридиновых связей 
коллагена, что является еще одним доказательством 
специфичности обоих пиридиновых аналогов для кост-
ной ткани [40].

PYD и DPD – стабильные структуры, не подвер-
женные деградации в процессе резорбции коллагена 
костного матрикса. Они поступают в циркуляторное 
русло в составе пептидных фрагментов и практически 
полностью экскретируются с мочой в виде свободной 
(40  %), а также связанной с пептидами или гликози-
лированной (60  %) форм. В отличие от гидроксипро-
лина, который может реутилизироваться в  процессе 
синтеза коллагена, PYD и DPD не метаболизируются 
в печени и не вовлекаются в эти процессы, что обес-
печивает их высокую специфичность и чувствитель-
ность как критериев костной резорбции.

В количественном отношении PYD и DPD – ми-
норные компоненты коллагена I типа, поэтому их иден-
тификация стала возможной только благодаря при-
родной флуоресценции пиридина, входящего в состав 
обоих аналогов. Измерение флуоресценции с методи-
ческой точки зрения характеризуется высокой чувст-
вительностью, а  важнейшим из  методов уже более 
20 лет остается ЖХВР. Одним из преимуществ метода 
является то, что ЖХВР дает возможность определять 
как свободные, так и гликозилированные и пептид-
связанные фракции PYD и  DPD, что  соответствует 
их  общей экскреции, наиболее полно отражающей 
костную резорбцию [41]. Возможно определение PYD 
и DPD на основе ИФА [41].

При  изучении закономерностей экскреции PYD 
и DPD обнаружена ее возрастная зависимость. Пери-
од роста и увеличения костной массы у детей характе-
ризуется значительным усилением и вариабельностью 
экскреции PYD и DPD, которая постепенно снижается 
до уровня среднестатистической нормы при достиже-
нии индивидуального пика костной массы к 30 годам 
[42]. Наблюдали тенденцию к  повышению уровней 
PYD и DPD в моче после 50–60 лет как у мужчин, так 
и у женщин, у последних она выражена сильнее. Су-
ществует индивидуальная и суточная вариабельность 
экскреции PYD и DPD, выражающаяся, в частности, 
в ее снижении в ночные и усилении в утренние часы, 
однако при исследовании порционной и 24‑часовой 
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мочи установлена высокая корреляционная зависи-
мость результатов при их пересчете на концентрацию 
креатинина мочи [43]. Снижение вариабельности до-
стигается при стандартизации режима сбора и анализа 
мочи, в частности при исследовании второй утренней 
порции мочи (от 8 до 10 ч), а также при нормализации 
измеренных уровней PYD и DPD по отношению к кон-
центрации креатинина анализируемой порции мочи.

Коллагеновые пептиды. Наряду с PYD и DPD в со-
ставе фрагментов коллагена, экскретирующихся с мо-
чой в виде продуктов деградации костного матрикса, 
идентифицированы также пептидные компоненты, 
которые привлекли внимание исследователей как по-
тенциальные критерии костной резорбции.

В табл. 1 представлена информация о СТХ и NTX, 
которые можно обнаруживать в моче как независимо, 
так и  в  комплексе с  PYD или  DPD, что  не  влияет 
на их детекцию. К обоим типам телопептидов выделе-
ны поли- и моноклональные антитела, на основе ко-
торых разработаны тест-системы, и стало возможным 
определение С-концевого телопептида в  сыворотке 
крови (ICTP, СТХ) и моче (CTX, Cross Laps) [44] и N-
телопептида (NTX, NTP) в моче [45].

ТРКФ (КФ 3.1.3.2) относится к гидролазам, прояв-
ляющим свои свойства по отношению к фосфомо-
ноэфирам ортофосфата в  кислой среде. Фермент 
гетерогенен по составу и представлен шестью раз-
личающимися по  своей структуре изоформами, две 
из которых продуцируются остеокластами. В соответ-
ствии с  особенностями внутриклеточного распреде-
ления изофермент с  большей молекулярной массой 
(100 кДа) локализуется в лизосомах, тогда как изофор-
ма с молекулярной массой 34 кДа – в гофрированной 
каемке остеокластов. Этот изофермент отличается 
от других изоформ устойчивостью к ингибирующему 
действию тартрата (см. табл. 1).

В процессе костной резорбции ТРКФ выделяется 
из гофрированной каемки остеокластов в резорбци-
онную полость, где проявляет свои гидролитические 
свойства. В связи с этим представлялось, что высокая 
активность ТРКФ в сыворотке крови должна отражать 
усиление интенсивности резорбции костной ткани. 
Однако в связи со сложностью молекулярных меха-
низмов костного ремоделирования ТРКФ регулируется 
различными факторами, в частности, ПТГ стимули-
рует, а кальцитонин ингибирует продукцию фермента 
остеокластами. Требуются также специфические ус-
ловия для  проявления ферментативной активности, 
регуляция которых сложна. Кроме того, существуют 
методические проблемы, затрудняющие определение 
ТРКФ (в частности нестабильность фермента и при-
сутствие в сыворотке крови его ингибиторов). После 
разработки тест-систем на основе ИФА появилась воз-
можность определения ТРКФ в сыворотке крови, од-
нако однозначных данных по клиническому исполь-
зованию данного фермента как критерия резорбции 
костной ткани не представлено.

Клиническое значение биохимических маркеров 
костной резорбции при заболеваниях скелета 
различной этиологии
PYD и DPD – наиболее информативные маркеры 

костной резорбции, а первые результаты исследования 
PYD в качестве критерия костной резорбции опубли-
кованы S. P. Robins et al. в 1986 г. [39]. В серии после-
дующих клинических работ представлены данные 
о возможном их использовании в диагностике и мо-
ниторинге заболеваний скелета метаболического ха-
рактера [40]. Повышенные уровни PYD и DPD в моче 
по сравнению с их экскрецией в норме обнаружены 
при гиперпаратиреозе, остеомаляции и остеопорозе, 
болезни Педжета.

В последние годы опубликованы результаты коо-
перированных исследований, свидетельствующие об 
усилении экскреции PYD и DPD с возрастом, наибо-
лее выраженном у женщин в постменопаузе, что свя-
зывают с дефицитом половых гормонов [41]. Потеря 
костной массы в  норме составляет у  женщин 0,75–
2,4  %, у мужчин – 0,4–1,2  % в год. Пожилой возраст 
и женский пол являются факторами риска возникно-
вения остеопороза, поскольку у женщин пиковая кост-
ная масса на 30–50  % ниже, чем у мужчин, а ежегод-
ная скорость ее потери выше [46].

При исследованиях маркеров костной резорбции 
у больных остеопорозом установлена зависимость уров-
ней PYD и DPD от степени снижения минеральной 
плотности костной ткани (МПКТ) при ее измерении на 
основе двухэнергетической рентгеновской абсорбци-
ометрии. Представлены убедительные доказательства 
возможности использования PYD и DPD мочи в ка-
честве маркеров эффективности лечения остеопороза, 
основанные на достоверном снижении их уровней при 
положительном эффекте гормональной заместитель-
ной терапии и лечении бисфосфонатами [40, 43].

Ранее предпринимались попытки использования 
показателей экскреции общего и  ионизированного 
кальция с одновременным определением кальция сы-
воротки крови и гидроксипролина мочи в целях диаг-
ностики и  оценки эффективности лечения костных 
метастазов, однако практического применения эти 
биохимические показатели не получили.

Первые клинические исследования PYD и  DPD 
в качестве маркеров костного метастазирования опу-
бликованы до 1993 г., в них высказано предположение 
о возможном использовании этих показателей в мо-
ниторинге поражения скелета у онкологических боль-
ных. Авторы выявили достоверное увеличение общей 
экскреции PYD и DPD у больных раком простаты 
и РМЖ с поражением скелета по сравнению с боль-
ными без клинических признаков костных метастазов 
и контролем. Этот факт позволил исследователям сде-
лать вывод об усилении костной резорбции при бла-
стическом характере поражения скелета.

По данным J. J. Body et al., усиление общей экскре-
ции PYD и DPD наблюдали у всех обследованных 
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больных РМЖ с метастазами в костях по сравнению 
с  практически здоровыми женщинами [47]. В  то  же 
время увеличение в моче таких показателей, как каль-
ций, гидроксипролин, СТХ, обнаруживали не у всех 
пациенток (соответственно в 47, 74 и 83  % наблюде-
ний).

Для  оценки значимости PYD и  DPD в  качестве 
маркеров костных метастазов при различном характе-
ре поражения скелета нами предпринято исследова-
ние их экскреции при использовании ЖХВР и ИФА 
у 271 онкологического больного с метастазами в ко-
стях, из них 180 больных РМЖ, 41 – раком простаты, 
21 – раком легкого и 29 – множественной миеломой, 
а также 94 онкологических больных без клинических 
признаков поражения скелета.

Суммируя полученные данные [48, 49], следует 
отметить одинаковую направленность выявленных 
изменений при первичных опухолях различной лока-
лизации. Общая экскреция с мочой PYD и DPD была 
существенно (более чем в 2,5 раза) повышена у боль-
ных с метастазами в костях при РМЖ, раке легкого, 
простаты, а  также при  множественной миеломе по 
сравнению с  нормой и  онкологическими больными 
без клинических признаков костных метастазов. С на-
ибольшей частотой повышенные по  отношению 
к верхней границе нормы значения PYD и DPD обна-
руживались при раке легкого (92,3  % для обоих мар-
керов), РМЖ (95,5 и 73,6  % соответственно) и множе-
ственной миеломе (100 и 54,6  % соответственно), при 
которых поражение костей имеет, как известно, пре-
имущественно литический характер. Больные раком 
простаты имели повышенные уровни PYD и  DPD 
в 75,6 и 65,9  % наблюдений соответственно. Получен-
ные данные представляют особый интерес с  точки 
зрения общепринятого в клинической практике деле-
ния костных метастазов на литические и бластические 
в соответствии с типом первичной опухоли и свиде-
тельствуют о наличии выраженной резорбции костной 
ткани у онкологических больных с метастазами в ко-
стях независимо от  локализации злокачественного 
процесса.

Следует отметить, что  результаты определения 
PYD и DPD в моче онкологических больных без мета-
статического поражения скелета весьма противоречи-
вы. Так, некоторые авторы отмечают отсутствие до-
стоверных различий в их экскреции у онкологических 
больных без метастазов в кости и практически здоро-
вых людей [50]. В то же время в ряде работ обнаружено 
достоверное усиление экскреции PYD и DPD по срав-
нению с нормой не только при метастазах в костях, 
но и у больных без признаков метастатического пора-
жения скелета [51, 52]. При  этом в  качестве одного 
из предполагаемых механизмов усиления экскреции 
пиридиновых связей коллагена у больных без метаста-
зов в костях авторы рассматривают стимуляцию кост-
ной резорбции в результате локального или системно-
го воздействия факторов, продуцируемых некоторыми 

типами злокачественных опухолей. Однако необходимо 
учитывать тот факт, что, несмотря на отсутствие клини-
ческих признаков метастазов, поражение скелета у таких 
больных исключить нельзя в  связи с  существующими 
трудностями ранней диагностики метастазирования 
в кости при использовании инструментальных методов.

В выполненном нами исследовании подтвержде-
нием этого предположения были больные раком лег-
кого, простаты и  РМЖ (15   %), у  которых первыми 
признаками поражения скелета были высокие уровни 
PYD и  DPD, опережавшие данные рентгенографии 
на 6–12 мес, что позволяет рассматривать эти показа-
тели в  качестве ранних биохимических критериев 
костных метастазов.

В настоящее время имеется значительная теорети-
ческая и методическая база для разработки и испыта-
ния новых подходов в лечении и профилактике кост-
ных метастазов, что требует внедрения в клиническую 
практику неинвазивных чувствительных критериев 
костного метаболизма, позволяющих оценивать со-
стояние скелета и эффективность терапии. Так, анализ 
результатов серийного исследования PYD и DPD в мо-
че больных РМЖ с метастазами в костях, получавших 
лечение памидронатом, показал возможность исполь-
зования этих показателей для оценки эффективности 
лечения бисфосфонатами, поскольку уже через 7 дней 
после первого введения препарата наблюдали сниже-
ние экскреции обоих аналогов [47]. Снижение экскре-
ции PYD и DPD положительно коррелировало с эф-
фективным лечением, в отличие от гидроксипролина 
в моче и кальция в сыворотке крови, и наблюдалось 
в довольно ранние сроки, отражая уменьшение интен-
сивности костной резорбции [53]. Возможность при-
менения экскреции PYD и  DPD для  наблюдения за 
эффективностью лечения подтверждена нами у боль-
ных РМЖ с метастазами в костях, получавших ибан-
дронат. Для больных с положительным эффектом ле-
чения характерно снижение уровней PYD и  DPD 
в моче на 44–64  % уже через 3–6 мес от начала терапии. 
При отрицательной динамике, выражавшейся в появ-
лении новых метастазов и отсутствии данных за репа-
рацию остеолитических очагов, продолжалось повы-
шение экскреции пиридиновых связей коллагена [48].

Среди других современных маркеров костного 
ремоделирования большое внимание исследователей 
привлекают СТХ и NTX, экскретирующиеся, так же 
как PYD и DPD, в составе коллагеновых фрагментов 
при деструкции костного матрикса [2]. В большинст-
ве работ продемонстрирована прямая корреляция ре-
зультатов определения PYD и DPD с телопептидами 
по данным ИФА [50]. При этом PYD и DPD проявляли 
большую чувствительность и специфичность как в ди-
агностике, так и  в  оценке эффективности лечения 
метастазов. Позже появились публикации, которые 
продемонстрировали возможность применения мар-
керов костной резорбции (ТРКФ, DPD, СТХ, NTX) 
не только в диагностике, но и в мониторинге пораже-
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ния скелета [47, 54, 55]. При этом во многих наблюде-
ниях авторы высказали мнение, что CTX характеризу-
ется большей чувствительностью по сравнению с NTX 
как  маркер диагностики и  мониторинга костного 
метастазирования.

Нами выполнено сравнительное исследование СТХ 
на  основе данных ИФА в  сыворотке крови больных 
РМЖ с метастазами в костях и без поражения скелета, 
а также практически здоровых женщин. В контроль-
ной группе максимальные значения СТХ достигали 
0,76 нг / мл и  соответствовали общепринятой норме 
данного маркера костной резорбции (< 0,8 нг / мл) 
(табл. 2). У  большинства женщин этой группы  – 42 
(89,4   %) из  47  – преобладали значения показателя 
в интервале до 0,6 нг / мл. У 5 (10,6  %) из 47 женщин 
значения СТХ были несколько выше (0,6–0,76 нг / мл), 
что  можно связать с  постменопаузой от  3 до  5  лет 
у этих женщин. По результатам определения СТХ в сы-
воротке крови практически здоровых женщин рассчи-
тано пороговое значение маркера, равное 0,74 нг / мл, 
соответствующее 95  % доверительному интервалу.

Таблица 2. Уровни СТХ в сыворотке крови больных РМЖ и практиче-
ски здоровых женщин

Группы
Число 

женщин

Уровень CTX (нг / мл) 

медиана  
(квартили) 

среднее ± SD 
(интервалы) 

Контрольная1 47
0,34

(0,22–0,44) 
0,33 ± 0,15
(0,01–0,76) 

Больные РМЖ 
без метастазов 
в костях2

167
0,41

(0,27–0,52) 
0,43 ± 0,21
(0,11–1,13) 

Больные РМЖ 
с метастазами 
в костях3

71
0,92

(0,65–1,31) 
1,12 ± 0,72
(0,21–3,52) 

Примечание. р
1–2

 = 0,004; р
1–3

 = 0,000001; р
2–3

 = 0,000001.

Результаты определения СТХ в сыворотке крови 
больных РМЖ с метастазами в костях при первичном 
обследовании выявили высокодостоверное (р = 0,000001) 
повышение как медиан (0,92 и 0,41 нг / мл), так и сред-
них уровней (1,12 и  0,43 нг / мл) маркера остеолиза 
по сравнению с больными без метастазов (см. табл. 2). 
При этом для больных анализируемых групп макси-
мальные уровни СТХ существенно превышали пока-
затель нормы [56].

В  последнее время усилился интерес к  прогно-
стической значимости пептидных фрагментов кол-
лагена I типа (ICTP) как маркеров остеолиза при по-
ражении скелета злокачественными опухолями. Так, 
при исследовании ICTP в сыворотке крови 40 боль-
ных раком простаты с поражением скелета наиболее 
выраженное увеличение телопептида обнаружили 
у 17 больных со смешанными метастазами в костях 
с  худшим прогнозом по сравнению с  23 больными 

с  бластическими метастазами, у  которых отмечена 
лучшая выживаемость [57].

Установлена корреляция между исходными уров-
нями NTX и развитием скелетных осложнений у он-
кологических больных [58], а  высокие уровни NTX 
ассоциированы с неблагоприятным прогнозом и ко-
роткой выживаемостью [59].

Показано, что уровень СТХ в моче отражает ин-
тенсивность остеолиза и определяет прогноз у боль-
ных РМЖ с метастазами в костях [60]. Нами проана-
лизирована взаимосвязь результатов определения СТХ 
в  сыворотке крови больных РМЖ с  клиническими 
проявлениями метастазов в костях (табл. 3). Установ-
лено статистически достоверное увеличение уровней 
сывороточного СТХ у  больных при  множественных 
метастазах по сравнению с единичными очагами по-
ражения. Наличие патологического перелома – важная 
клиническая характеристика выраженности остеоли-
за у больных РМЖ при поражении скелета. Получен-
ные нами данные по исследованию СТХ выявили вы-
сокодостоверное повышение уровня маркера в крови 
больных с патологическим переломом по сравнению 
с соответствующим показателем при его отсутствии. 
Обнаружено достоверное увеличение маркера в груп-
пах пациенток с сильной болью, получавших нарко-
тические анальгетики, по сравнению с пациентками 
с  умеренной болью, принимавшими нестероидные 
противовоспалительные соединения.

Таблица 3. Уровни СТХ у больных РМЖ в зависимости от клиниче-
ских характеристик метастатического процесса

Критерий
Медиана  

(квартили) 
Среднее ± SD 

(интервал) 
р

Распространенность поражения скелета

Множественные  
метастазы

1,29 (1,01–1,86) 
1,5 ± 0,79 

(0,67–3,52) 
0,00001

Единичные  
метастазы

0,64 (0,54–0,75) 
0,66 ± 0,2 

(0,21–1,17) 

Патологический перелом

Наличие 1,24 (0,92–1,6) 
1,46 ± 0,79 
(0,67–3,52) 

0,0001

Отсутствие 0,63 (0,54‑0,71) 
0,67 ± 0,21 
(0,21–1,17) 

Болевой синдром

Сильный 1,3 (1,01–1,87) 
1,54 ± 0,8 

(0,69–3,52) 
0,00002

Умеренный 0,65 (0,54–0,76) 
0,69 ± 0,25 
(0,21–1,58) 

Оценку прогностического значения СТХ прово-
дили с учетом порогового уровня маркера, соответ
ствующего 95  % доверительному интервалу, рассчи-
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танному по  результатам определения показателей 
в контрольной группе. Анализ общей выживаемости 
проведен в 3 группах больных: 1) группа больных с ис-
ходными метастазами в костях и постоянным проти-
воопухолевым лечением; 2) группа больных без пора-
жения скелета; 3) группа больных с  развившимися 
в процессе 6‑летнего наблюдения метастазами, не по-
лучавших до обследования противоопухолевой тера-
пии. В  соответствии с  кривыми выживаемости, при 
значениях СТХ выше порогового уровня (0,74 нг / мл) 
в сыворотке крови больных РМЖ с метастазами в ко-
стях 3‑летняя общая выживаемость была нулевой, тог-
да как в подгруппе пациенток с низкими показателями 
она составила 30  % (рис. 1а; р < 0,05). При этом меди-
ана общей выживаемости при повышенных уровнях 
СТХ, отражающих усиленный остеолиз, была досто-
верно ниже по сравнению с группой больных с нор-
мальным уровнем маркера (11,9 и 21,7 мес соответст-
венно; p < 0,03).

Анализ 5‑летней общей выживаемости больных 
РМЖ без признаков поражения скелета выявил ее за-
висимость от уровня СТХ как при первичном опреде-
лении, так и в процессе динамического наблюдения. 
При значениях СТХ выше порогового уровня 5‑летняя 
выживаемость составила 28,5  %, тогда как при пока-
зателях < 0,74 нг / мл она была достоверно выше 
(71,5  %; р = 0,015) (рис. 1б).

Проанализирована выживаемость в  подгруппе 
больных РМЖ с развившимися в период наблюдения 
костными метастазами, у которых в большинстве слу-
чаев уровни маркеров были повышены. При  этом 
оценка общей выживаемости в этой группе больных 
проведена с  учетом результатов определения СТХ 
в ближайшие сроки до выявления метастазов. Пя-
тилетняя общая выживаемость пациенток с высоки-
ми уровнями СТХ была нулевой, тогда как при нор-
мальных значениях показателя она составила 55,5  % 
(рис.  2; р < 0,05). При  этом медиана выживаемости 

пациенток с повышенными уровнями СТХ, отражаю-
щими усиленный остеолиз, была достоверно ниже, 
чем у больных с нормальным уровнем маркера (20,5 
и 40,1 мес соответственно; р < 0,05).

Многофакторный анализ, включавший основные 
клинико-морфологические характеристики РМЖ и уров-
ни биохимических показателей костного метаболизма, 
доказал, что  СТХ является независимым фактором 
прогноза развития костных метастазов наряду с таким 
фактором, как степень злокачественности опухоли.

Клиническое значение биохимических маркеров 
остеосинтеза
Показатели ЩФ коррелируют с активностью ос-

теобластов, что способствовало внедрению общей ак-
тивности ЩФ и ее костной фракции в клиническую 
практику в целях диагностики и мониторинга заболе-
ваний скелета (см. табл. 1). Однако до настоящего вре-

Рис. 2. Общая выживаемость больных РМЖ с развившимися в период 
наблюдения метастазами в зависимости от уровней СТХ
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мени исследователи не  пришли к  единому мнению 
по поводу значения других биохимических показате-
лей, участвующих в процессах формирования костной 
ткани, в качестве маркеров костных метастазов. В еди-
ничных работах продемонстрирована прямая корре-
ляция результатов определения общей активности 
ЩФ, КЩФ, остеокальцина и СТХ [53, 61], хотя КЩФ 
проявляла большую диагностическую чувствитель-
ность. В соответствии с данными различных авторов, 
увеличение концентрации остеокальцина и PICP в сы-
воротке крови онкологических больных с метастазами 
в костях по сравнению с активностью КЩФ, как пра-
вило, выражено в значительно меньшей степени.

Оказалось, что  активность КЩФ повышается 
у больных раком простаты с метастазами в костях, ее 
увеличение было максимальным по степени (1,5–5 
раз) и частоте (68–80  %) [61, 62]. При РМЖ степень 
увеличения активности фермента была несколько 
ниже (1,2–2,5 раза), а  частота соответствовала 53–
68  % [47, 61, 63]. Следует отметить, что при сравни-
тельном анализе результатов определения общей 
и специфической активности фермента у онкологи-
ческих больных с костными метастазами и без тако-
вых большинство авторов отмечают значительно 
более высокие уровни ЩФ при метастатическом по-
ражении скелета [50, 61, 63], а  также указывают на 
отсутствие достоверных различий между группой 
больных без  признаков поражения скелета и  конт
ролем [61, 64]. Однако, по данным некоторых авто-
ров, активность ЩФ и КЩФ у онкологических боль-
ных без  костной деструкции достоверно повышена 
по отношению к соответствующим нормальным зна-
чениям маркера [52, 63].

Согласно нашим данным, полученным при опре-
делении общей активности ЩФ в  сыворотке крови 
271 онкологического больного с поражением скелета, 
наибольшая гиперферментемия отмечена у больных 
раком простаты (1092 ± 191 Ед / л), и она достоверно 
превышала соответствующие показатели при  РМЖ 
(407 ± 28 Ед / л) и раке легкого (517 ± 124 Ед / л) [48]. 
Во  всех группах больных с  поражением скелета, 
за исключением больных множественной миеломой, 
у которых средний уровень фермента оставался в нор-
ме, активность ЩФ достоверно превышала показатель 
контрольной группы (250 Ед / л). С наибольшей часто-
той гиперферментемию выявляли при раке простаты 
(80,5  %), при этом более чем у 50  % больных обнару-
жено резкое (от  2 до  21,5 раза) увеличение ЩФ. 
При РМЖ и раке легкого гиперферментемию выяви-
ли в 58 и 76  % наблюдений, в основном она носила 
умеренный характер. Для КЩФ закономерности бы-
ли аналогичные, что  позволяет нам рассматривать 
данный фермент как самостоятельный диагностический 
критерий костных метастазов при раке простаты.

Активность КЩФ у больных РМЖ с множествен-
ными метастазами в  костях достоверно превышала 
таковую у пациентов с единичными метастазами, при 

патологическом переломе и  выраженном болевом 
синдроме (табл. 4).

Таблица 4. Активность КЩФ у больных РМЖ в зависимости от кли-
нических характеристик метастатического процесса

Критерий КЩФ (Ед / л) р

Распространенность поражения скелета

Множественные метастазы 33,1 (5,4–80,5) 
0,02

Единичные метастазы 0,64 (0,54–0,75) 

Патологический перелом

Наличие 54,5 (9,5–160,6) 
0,005

Отсутствие 29,8 (11,8–93,2) 

Болевой синдром

Сильный 59,8 (11,8–185,3) 
0,01

Умеренный 34,6 (9,5–160,6) 

У больных РМЖ с костными метастазами выявлены 
достоверные различия в зависимости от уровня КЩФ 
по показателю 3‑летней общей выживаемости, который 
был нулевым при  гиперферментемии (> 43,7 Ед / л), 
тогда как при благоприятных (ниже порогового уров-
ня) значениях фермента она составила 39,1  % (рис. 3а). 
В группе без исходных метастазов также установлены 
достоверные различия (р = 0,015) с учетом порогового 
уровня КЩФ (43,7 Ед / л): 5‑летняя выживаемость бы-
ла существенно ниже (23,8  %) при гиперферментемии, 
тогда как при нормальных значениях маркера она до-
стигала 72,2  % (рис. 3б).

Кроме того, выявлены достоверные различия ме-
дианы общей выживаемости пациенток обеих групп. 
При этом медиана общей выживаемости пациенток с ис-
ходными метастазами при показателях КЩФ в преде-
лах нормы составила 24,2 мес, достоверно (р = 0,011) 
превышая таковую при гиперферментемии (13,4 мес). 
Медиана выживаемости у  пациенток без  метастати-
ческого поражения скелета в подгруппе с нормальны-
ми показателями не была достигнута, тогда как при 
повышенных значениях КЩФ по отношению к поро-
говому уровню соответствовала 27 мес.

Заключение
Таким образом, оценка состояния костного ремо

делирования на  основе исследования СТХ и  КЩФ 
в сыворотке крови больных РМЖ имеет прогностиче-
ское значение не  только в  отношении дальнейшего 
клинического течения болезни, но  и  в  отношении 
прогноза жизни. Проведенный многофакторный ана-
лиз установил прогностическую значимость СТХ 
и КЩФ наряду с важными клинико-морфологически-
ми характеристиками РМЖ. Полученные результаты 
с  учетом наибольшей значимости СТХ послужили 
основанием для включения показателя остеолиза в ал-
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горитм обследования больных РМЖ с целью повыше-
ния точности диагностики ранних костных метастазов, 
оценки прогноза и оптимизации тактики применения 
бисфосфонатов.

Интерес к биохимическим маркерам костного ре
моделирования как неинвазивным методам обследо-
вания онкологических больных усиливается по мере 
внедрения в  клиническую практику современных 
лабораторных технологий. Работы последних лет сви-
детельствуют о возможности их применения не толь-
ко в целях мониторинга и прогноза, но и для прове-
дения ранней диагностики метастазов в костях [65]. 

Выполненный K. Jung и M. Lein метаанализ резуль-
татов определения маркеров костного метаболизма 
у пациентов с различными локализациями опухолей 
(рак легкого, почки, простаты, РМЖ) свидетельству-
ет о необходимости разработки количественных кри-
териев для  каждого из  маркеров (NTX, СТХ, ICTP, 
DKK, PYD, DPD, КЩФ) с учетом их специфичности, 
а также особенностей костной деструкции [66]. Стан-
дартизация исследования биохимических маркеров 
костного ремоделирования необходима для оптими-
зации обследования онкологических больных с опу-
холями повышенной остеотропности.
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Иматиниб повышает чувствительность клеток 
гастроинтестинальных стромальных опухолей  

к ингибиторам топоизомераз II типа

С. В. Бойчук1, 2, А. Р. Галембикова1, Б. Р. Рамазанов1, А. Дусинг2

1ГБОУ ВПО «Казанский государственный медицинский университет» Минздрава России;  
Россия, 420012, Казань, ул. Бутлерова, 49; 

2Раковый центр Университета г. Питтсбурга;  
США, 15232, Пенсильвания, Питтсбург, Центральная авеню, 5117

Контакты: Сергей Васильевич Бойчук boichuksergei@mail.ru

Цель исследования – изучить механизмы чувствительности клеточных линий гастроинтестинальных стромальных опухолей 
(ГИСО) к ингибиторам топоизомераз II типа, а также способность иматиниба модулировать чувствительность ГИСО к вы-
шеуказанным химиопрепаратам.
Материалы и методы. Проведено исследование чувствительности некоторых клеточных линий ГИСО к ингибиторам топоизо-
мераз II типа, а также способности таргетного препарата иматиниба моделировать чувствительность клеток ГИСО к данным 
химиопрепаратам. Экспрессию маркеров повреждения и репарации ДНК оценивали методом иммуноблоттинга. Апоптоз клеток 
ГИСО оценивали методом иммуноблоттинга по уровню экспрессии расщепленной формы поли(аденозиндифосфат-рибоза)-поли-
меразы, а также каспазы-3. Кроме того, подсчет апоптозных клеток проводили методом проточной цитометрии по изменению 
интенсивности флюоресценции красителя пропидия йодида и обнаружению гиподиплоидных клеток.
Результаты. Обнаружено, что клетки ГИСО чувствительны к ингибиторам топоизомеразы II типа – этопозиду и доксоруби-
цину. Вышеуказанные химиопрепараты индуцируют образование двунитевых разрывов ДНК в клетках ГИСО и последующую 
их гибель по механизму апоптоза. Иматиниб повышает чувствительность клеток ГИСО к данным химиопрепаратам, что может 
быть обусловлено снижением способности клеток ГИСО справляться с генотоксическим стрессом по причине ослабления процес-
сов гомологичной рекомбинации повреждений ДНК. Иматиниб-индуцированное снижение уровня экспрессии рекомбиназы Rad51 
в клетках ГИСО является следствием ее усиленной протеасом-зависимой деградации.
Выводы. Клеточные линии ГИСО чувствительны к ингибиторам топоизомераз II типа. Иматиниб способен повышать чувстви-
тельность клеток ГИСО к данным химиопрепаратам.

Ключевые слова: гастроинтестинальные стромальные опухоли, иматиниб, химиопрепараты, апоптоз, повреждение и репарация 
ДНК, рекомбиназа Rad51
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Imatinib enchances the sensitivity of gastrointestinal stromal tumors to topoisomerase II inhibitors

S. V. Boichuk1, 2, A. R. Galembikova1, B. R. Ramazanov1, A. Duensing2

1Kazan State Medical University, Ministry of Health of Russia; 49 Butlerova St., Kazan, 420012, Russia; 
2Hillman Cancer Center, University of Pittsburgh;  

5117 Centre Ave, Pittsburgh, PA, 15232, USA

Objective: to study the sensitivity of gastrointestinal stromal tumors (GISTs) to the topoisomerases type II inhibitors and ability of imatinib to 
enhance GISTs sensitivity to the chemotherapeutic drugs indicated above.
Subjects and Methods. We studied the sensitivity of gastrointestinal stromal tumors (GISTs) to the topoisomerases II inhibitors and ability  
of imatinib to enhance GISTs sensitivity to these chemotherapeutic agents. The expression of DNA damage and repair (DDR) markers was 
examined by western-blotting. Cleaved forms of poly (ADP-rybose) polymerase and caspase-3 were served as an apoptotic markers mea-
sured by western blotting. Amount of apoptotic cells was counted by flow cytometry analysis by using a propidium iodide DNA staining proce-
dure and counting the numbers of hypodiploid cells.
Results. We observed the sensitivity of GISTs to topoisomerase II inhibitors – doxorubicine and etoposide inducing DNA double-strand 
breaks and apoptotic cell death. Imatinib enhances GISTs sensitivity to topoisomerase II inhibitors. This might be due to reduced ability  
of GISTs to repair DNA damage by homologous recombination. Imatinib-induced reduction of Rad51 recombinase might be due to in-
creased proteasome-dependent degradation.
Conclusion. GIST cells are sensitive to topoisomerase II inhibitors (etoposide and doxorubicin) in vitro. Imatinib enhances GISTs sensitivity 
to the chemotherapeutic agents indicated above.

Key words: gastrointestinal tumors, imatinib, chemotherapeutic agents, DNA damage and repair, apoptosis, Rad51 recombinase
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Введение
Гастроинтестинальные стромальные опухоли (ГИСО) 

являются гистологически и молекулярно-генетически 
гетерогенными новообразованиями, происходящими 
из  интерстициальных клеток Каяла, регулирующих 
в норме моторику желудочно-кишечного тракта. Уста-
новлено, что  основным патогенетическим механиз-
мом развития большинства ГИСО (до 85 % случаев) 
является активирующая мутация гена тирозинкиназ-
ного рецептора c-KIT, связывающегося в норме со 
стволовым клеточным фактором. В редких случаях 
(до 5 %) мутации происходят в гене, кодирующем ти-
розинкиназный рецептор тромбоцитарного фактора 
роста (например PDGFR-α). Так как результатом ак-
тивирующей мутации гена тирозинкиназного рецеп-
тора с-KIТ в ГИСО является стимуляция их митоти-
ческой активности и пролиферации, вполне логичной 
схемой лечения больных ГИСО считается проведение 
таргетной терапии относительно селективным инги-
битором тирозинкиназ  – иматинибом (Гливеком), 
основной механизм действия которого основан на 
конкурентном взаимодействии с аденозинтрифосфат-
связывающим участком тирозинкиназных рецепторов 
KIT, PDGFR-α и -β и др. На сегодняшний день исполь-
зование данного препарата считается общепринятым 
для лечения рецидивирующих и метастатических опу-
холей, что  позволяет увеличить продолжительность 
жизни больных ГИСО более чем в 2 раза.

Тем не менее, несмотря на впечатляющую эффек-
тивность проведения таргетной терапии иматинибом 
на начальных сроках использования данного препа-
рата, стабилизации опухолевого процесса удается до-
биться не более чем у 30 % пациентов с ГИСО, а опи-
санные в  литературе случаи длительных ремиссий 
после назначения данной схемы лечения являются 
единичными. Кроме того, после 2 лет с момента нача-
ла проведения таргетной терапии иматинибом более 
чем у половины пациентов с ГИСО начинает разви-
ваться резистентность к данному препарату, обуслов-
ленная развитием вторичных мутаций в клетках опу-
холи [1, 2]. Вышеизложенное явилось предпосылкой 
для разработки и внедрения в практическую онкологию 
таргетных препаратов второго и третьего поколения – 
сунитиниба (Сутент) [3] и регорафениба (Стиварга) [4, 
5], воздействующих сразу на несколько типов тиро-
зинкиназ и подавляющих их активность. Например, 
было показано, что  применение сунитиниба после 
иматиниба существенно увеличивает время до  про-
грессирования процесса (27 нед против 6 нед), а ре-
грессия была отмечена у 7–9 % больных [3].

Известно, что проведение химиотерапии больным 
ГИСО в  настоящее время считается нецелесообраз-
ным из‑за существующей точки зрения о химиорези
стентности данных опухолей [6]. Имеются данные 
о том, что даже несмотря на агрессивные схемы сис-
темной химиотерапии средняя выживаемость у боль-
ных с  неоперабельными и  метастатическими ГИСО 

не  превышает 2  лет. Эффективность химиотерапии 
в целом составляет не более 10  %, а общая выживае-
мость при ее проведении – 8–9 мес [7, 8].

Тем не менее результаты проведенных нами ранее 
исследований показали, что некоторые химиопрепа-
раты могут быть эффективными по отношению к кле-
точным линиям ГИСО in vitro [9]. Примечательно, 
что  данный эффект химиопрепаратов был выявлен 
как в отношении иматиниб-чувствительных, так и ре-
зистентных к  иматинибу клеточных линий ГИСО. 
Изучение состояния различных систем репарации по-
вреждений ДНК в  разных клеточных линиях ГИСО 
выявило ряд существенных изменений в  фоновом 
уровне экспрессии ряда белков, участвующих в репа-
рации повреждений ДНК, что свидетельствует о воз-
можной чувствительности опухолевых клеток ГИСО 
к некоторым химиопрепаратам, в частности ингиби-
торам топоизомераз [10].

Исходя из вышеизложенного, представляло инте-
рес изучение противоопухолевой активности ингиби-
торов топоизомераз II типа в отношении клеток ГИСО, 
а также способности таргетного препарата иматиниба 
повышать их чувствительность к вышеуказанным пре-
паратам.

Материалы и методы
В качестве объекта исследования были выбраны 

клеточные линии ГИСО 882 и Т-1, обладающие чув-
ствительностью к  иматинибу. Клетки ГИСО куль
тивировали в стандартных условиях (37 °С, 5  % СО

2
) 

в культуральной среде RPMI-1640 с добавлением эм-
бриональной телячьей сыворотки (15  %), антибиоти-
ков пенициллина-стрептомицина и L-глутамина (все 
реагенты – Invitrogen). Клетки культивировали с има-
тинибом в  течение 24 ч с  последующим внесением 
доксорубицина (Sigma) или этопозида (Calbiochem). 
В качестве контроля клетки инкубировали с каждым 
из  вышеуказанных препаратов в  отдельности. Экс-
прессию белков оценивали методом иммуноблоттинга 
с использованием соответствующих моноклональных 
антител. Анализ клеточного цикла, а  также подсчет 
гиподиплоидных (апоптозных) клеток осуществляли 
методом проточной цитометрии (FACSCanto II, Bec
ton Dickinson). Оценку внутриклеточного распределе-
ния белков проводили методом иммунофлуоресцент-
ной микроскопии. В отдельных случаях клетки ГИСО 
инкубировали с ингибитором протеасом MG-132 (Sigma), 
а также с ингибитором белкового синтеза циклогек-
симидом (Sigma).

Результаты и обсуждение
Выявлена чувствительность клеточных линий ГИСО 

к ингибиторам ДНК-топоизомеразы II – этопозиду 
и доксорубицину (рис. 1). В клетках ГИСО данные 
препараты время- и дозозависимо индуцировали раз-
витие генотоксического стресса, что проявлялось на-
коплением двунитевых разрывов ДНК. В пользу этого 
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свидетельствовало дозозависимое повышение уровня 
экспрессии гистона 2А (Н2АX), фосфорилированного 
по остаткам серина в положении 139, именуемого в даль-
нейшем γ-Н2АX, который является общепризнанным 
маркером двунитевых разрывов ДНК (см. рис. 1). Бы-
ло также выявлено существенное повышение фокаль-
ного распределения данной формы гистона в клетках 
ГИСО после их инкубации с препаратами по сравнению 
с  контролем. Обнаружено, что  уровень экспрессии 
γ-Н2AX в клетках ГИСО после их инкубации с иссле-
дованными соединениями коррелировал с повышен-
ным уровнем экспрессии фосфорилированной (т. е. 
активированной) формы ATM-киназы (pATM Ser1981), 
являющейся, как известно, одним из ключевых фак-
торов, фосфорилирующих Н2АX и запускающих ка-
скад реакций, направленных на репарацию двуните-
вых разрывов ДНК (см. рис. 1). Примечательно, что 
при инкубации клеток ГИСО с  химиопрепаратами 
из группы сравнения (например гидроксимочевиной) 
уровень экспрессии γ-Н2АX был существенно ниже 
по сравнению с клетками ГИСО, инкубированными 
с доксорубицином и этопозидом.

Обнаруженный нами эффект ингибиторов ДНК-
топоизомеразы II типа по отношению к клеткам ГИСО 
линий 882 и Т-1 был также времязависимым (рис. 2). 
В частности, было показано увеличение уровня экспрес-
сии γ-Н2AX и pATM Ser1981 в обеих клеточных лини-
ях после их инкубации с доксорубицином (см. рис. 2). 
Индукция двунитевых разрывов ДНК в клетках ГИСО 
сопровождалась активацией механизмов репарации 
вышеназванных повреждений ДНК, в частности про-
цессов гомологичной рекомбинации. В пользу этого 
свидетельствовало значительное повышение уровня 
экспрессии белка Rad51 (см. рис. 2) и его фокального 

распределения в клетках ГИСО после инкубации с вы-
шеуказанными химиопрепаратами. Об активации ме-
ханизмов репарации повреждений ДНК в  клетках 
ГИСО, инкубированных с химиопрепаратами, также 
свидетельствовало значительное увеличение уровня 
экспрессии фосфорилированной (т. е. активирован-
ной) формы белка р53 (р53 Ser15). Тем не менее, не-
смотря на  активацию в  клетках ГИСО механизмов 
репарации повреждений ДНК, вызываемых ингиби-
торами топоизомеразы II, спустя 48 ч инкубации кле-

Рис. 1. Состояние белков репарации повреждений ДНК в условиях генотоксического стресса, вызванного химиопрепаратами, в клеточных ли-
ниях ГИСО 882 (а) и T-1 (б). Уровень экспрессии поли(аденозиндифосфат-рибоза)-полимеразы (ПАРП), фосфорилированных форм АТМ-киназы 
(рАТМ), с-KIT (pKIT) и гистона 2А (γ-Н2АХ), а также актина. К – контроль; Д – доксорубицин; Э – этопозид; Г – гидроксимочевина; цифрами 
отмечена доза препарата

Рис. 2. Состояние белков репарации повреждений ДНК в  условиях 
генотоксического стресса, вызванного доксорубицином и  иматини-
бом, в  клеточных линиях ГИСО 882 (а) и  T-1 (б). Уровень экспрес-
сии ПАРП, фосфорилированных форм АТМ-киназы (рАТМ), белка р53 
(рР53) и Н2АХ (γ-Н2АХ), а также рекомбиназы Rad51 и актина. К – 
контроль; Д – доксорубицин; И – иматиниб; цифрами отмечено время 
экспозиции каждого препарата (в часах)
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ток с данными соединениями наблюдалась их гибель 
по механизму апоптоза, о чем свидетельствовало дозо- 
и времязависимое увеличение уровня экспрессии рас-
щепленной формы ПАРП (см. рис. 1, 2). Известно, 
что расщепленные фрагменты данного фермента (на-
пример, 86 и 24 кДа) появляются в результате актива-
ции каспазы-3 и каспазы-7, и поэтому они являются 
общепризнанным маркером апоптоза.

Интересным, на наш взгляд, представляется обна-
руженный нами факт накопления γ-Н2АХ в клетках 
ГИСО под влиянием иматиниба (см. рис. 2). Появле-
ние γ-Н2АХ в клетках ГИСО, инкубированных с има-
тинибом, является важным проапоптогенным сиг-
налом и  обуславливает способность таргетного 
препарата индуцировать гибель клеток ГИСО по ме-
ханизму апоптоза [11–13].

Мы обнаружили, что  инкубация клеток ГИСО 
с  иматинибом также приводит к  времязависимому 
снижению уровня экспрессии рекомбиназы Rad51 (см. 
рис. 2). Для изучения возможных механизмов сниже-
ния уровня экспрессии рекомбиназы Rad51 в клетках 
ГИСО под действием иматиниба были проведены сле-
дующие эксперименты. Было показано, что в клетках 
ГИСО линии Т-1 период полужизни рекомбиназы 
Rad51 составляет около 12 ч (рис. 3а), в то время как 
инкубация клеток ГИСО с иматинибом на фоне инги-
битора элонгации мРНК циклогексимида приводила 
к существенному снижению уровня экспрессии дан-
ного белка в аналогичные сроки культивирования 
(рис. 3б). Одним из возможных механизмов снижения 
уровня экспрессии рекомбиназы Rad51 в  клетках 
ГИСО под влиянием иматиниба может быть усиление 
процессов протеасом-зависимой деградации данного 
белка. В  пользу этого свидетельствуют полученные 
нами данные о  способности ингибитора протеасом 
MG-132 препятствовать снижению уровня экспрессии 
белка Rad51 в клетках ГИСО, инкубированных с има-
тинибом (рис. 4).

Ослабление уровня экспрессии белка Rad51 
в клетках ГИСО, инкубированных с иматинибом, мо-
жет свидетельствовать о способности данного таргет-
ного препарата ослаблять эффективность процессов 
гомологичной рекомбинации в клетках ГИСО, а сле-
довательно, увеличивать чувствительность клеток к воз-
действию химиопрепаратов.

Для проверки этой гипотезы клетки ГИСО куль-
тивировали с иматинибом в течение 24 ч с последую-

щим внесением в  культуру клеток ингибиторов то
поизомераз II типа  – доксорубицина (рис. 5) или 
этопозида (рис. 6). Было обнаружено, что культивиро-
вание клеток ГИСО с иматинибом и доксорубицином 
приводит к значимому повышению уровня экспрессии 
γ-Н2AX, а также фосфорилированной формы белка р53 
(см. рис. 5). Аналогичный эффект наблюдался при 
культивировании клеток ГИСО с иматинибом и это-
позидом (см. рис. 6). Важным, на наш взгляд, является 
факт отсутствия повышения уровня экспрессии реком-
биназы Rad51 в клетках ГИСО в данных эксперимен-
тальных условиях, что свидетельствует о несостоятель-
ности процессов гомологичной рекомбинации в клетках 
ГИСО, несмотря на наличие значительных повреждений 
ДНК, а именно двунитевых разрывов. Примечательно, 
что была отмечена обратная зависимость между уровнем 
экспрессии рекомбиназы Rad51 и повреждением ДНК, 
оцениваемым по уровню экспрессии γ-Н2АX, что также 
может свидетельствовать о  снижении эффективности 

Рис. 3. Уровень экспрессии белков Rad51 и актина в клеточной линии 
ГИСО T-1 при 24‑часовой экспозиции с ингибитором белкового синтеза 
циклогексимидом (а) или его комбинацией с иматинибом (б). К – конт-
роль; цифрами обозначено время экспозиции (в часах)

Рис. 4. Уровень экспрессии белков Rad51 и актина в клеточной линии 
ГИСО T-1 при 12‑часовой экспозиции с иматинибом (а) или его комби-
нацией с ингибитором протеасом MG-132 (б). К – контроль; цифрами 
обозначено время экспозиции (в часах)

Рис. 5. Состояние белков репарации повреждений ДНК в клетках ГИСО 
Т-1, инкубированных с иматинибом и доксорубицином. Уровень экспрес-
сии фосфорилированных форм с-KIT (pKIT), белка р53 (pP53), Н2АХ 
(γ-Н2АХ), а также ПАРП, Rad51 и актина. К – контроль; И – имати-
ниб; Д – доксорубицин; цифрами 24, 48, 72 отмечено время экспозиции 
каждого препарата (в часах); цифрами 0,125 и 0,25 – концентрация 
доксорубицина в мкг / мл
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процессов репарации повреждений ДНК по механизму 
гомологичной рекомбинации.

Результатом несостоятельности процессов репара-
ции повреждений ДНК в данных экспериментальных 
условиях явилось значимое усиление экспрессии рас-
щепленной формы ПАРП (по сравнению с клетками 
ГИСО, инкубированными только с  химиопрепара-
том), что свидетельствовало об усилении гибели кле-
ток ГИСО по механизму апоптоза. Усиление гибели 
клеток ГИСО по механизму апоптоза было подтвер-
ждено методом проточной цитометрии, позволившим 
выявить достоверно значимое повышение количества 
гиподиплоидных клеток по сравнению с клетками 
ГИСО, инкубированными только с иматинибом или 
ингибиторами топоизомераз II типа.

Проведенные нами исследования свидетельствуют 
о способности некоторых ингибиторов топоизомераз 
II типа индуцировать гибель клеток ГИСО по механиз-
му апоптоза и, таким образом, ставят под  сомнение 
традиционную точку зрения о химиорезистентности 
клеток ГИСО. Известно, что данная точка зрения ба-

зировалась в  основном на  результатах клинических 
исследований, проведенных задолго до  внедрения 
в практическую онкологию точных методов диагно-
стики ГИСО, позволяющих обнаружить совокупность 
гистологических и иммуногистохимических призна-
ков, отличающих данный тип опухолей от других глад-
комышечных и нейрогенных новообразований (напри-
мер лейомиом, лейомиосарком и шванном). Известно, 
что  последние отличаются устойчивостью к  боль-
шинству современных химиопрепаратов. Поэтому 
присутствие пациентов с вышеуказанными новообра
зованиями могло существенным образом повлиять на 
достоверность результатов проведенных ранее клини-
ческих исследований.

Обнаруженный нами факт иматиниб-индуциро-
ванного снижения уровня рекомбиназы Rad51 в клет-
ках ГИСО свидетельствует об ослаблении механизмов 
гомологичной рекомбинации в этих клетках, что де-
лает их  более чувствительными к  генотоксическому 
стрессу, индуцируемому доксорубицином и этопози-
дом. Данный факт может обуславливать повышенную 
чувствительность клеток ГИСО к ингибиторам топо-
изомераз II типа на фоне проведения таргетной тера-
пии.

Заключение
Некоторые клеточные линии ГИСО обладают чув-

ствительностью к ингибиторам ДНК-топоизомеразы 
II типа, индуцирующим их гибель по механизму апоп-
тоза. Инкубация клеток ГИСО с иматинибом в значи-
тельной степени повышает их чувствительность к ин-
гибиторам ДНК-топоизомеразы II  – доксорубицину 
и этопозиду. Этот феномен может являться следствием 
способности иматиниба снижать эффективность про-
цессов гомологичной рекомбинации в клетках ГИСО. 
Полученные нами экспериментальные данные о спо-
собности иматиниба повышать чувствительность клеток 
ГИСО к некоторым химиопрепаратам свидетельству-
ют о потенциальной возможности и перспективности 
проведения комбинированной (иматиниб + ингиби-
тор ДНК-топоизомеразы II типа) терапии больным 
с неоперабельными формами ГИСО, а также рефрак-
терными к монотерапии таргетным препаратом.
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Рис. 6. Состояние белков репарации повреждений ДНК в клетках ГИСО 
Т-1, инкубированных с иматинибом и этопозидом. Уровень экспрес-
сии фосфорилированных форм с-KIT (pKIT), белка р53 (pP53), Н2АХ 
(γ-Н2АХ), а также ПАРП, Rad51 и актина. К – контроль; И – има-
тиниб; Э – этопозид; цифрами 24, 48, 72 отмечено время экспозиции 
каждого препарата (в часах), цифрами 10 и 20 – концентрация это-
позида в мкМ / мл
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Биохимические критерии токсичности терапии высокими 
дозами метотрексата у детей с остеосаркомой

А. М. Стрижевская1, Е. Г. Головня1, А. З. Дзампаев2, В. Н. Байкова1

1Централизованный клинико-лабораторный отдел НИИ клинической онкологии ФГБНУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина»;  
Россия, 115478, Москва, Каширское шоссе, 23; 
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Контакты: Александра Михайловна Стрижевская Strizhevsky@yandex.ru

Метотрексат (Mtx) – цитостатический препарат из группы антиметаболитов, антагонистов фолиевой кислоты. Высокие 
дозы (ВД) Mtx в детской онкологии применяются для лечения остеосаркомы (ОС) и других типов опухолей и позволяют достичь 
5‑летней безрецидивной выживаемости до 80  %. Однако высокая токсичность Mtx является серьезным ограничением в дости-
жении максимального лечебного действия и в большинстве случаев обусловливает возникновение у больных серьезных побочных 
эффектов со стороны различных органов и систем. Лечение должно проводиться под строгим контролем лабораторных исследо-
ваний, в первую очередь терапевтического лекарственного мониторинга (ТЛМ), концентрации Mtx в сыворотке крови и других 
биохимических показателей.
Обследовано 246 детей (125 мальчиков и 121 девочка) в возрасте от 5 до 16 лет с ОС (средний возраст 12,2 года), которые нахо-
дились на лечении в НИИ ДОГ ФГБНУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина» с 2006 по 2013 г. Больным было проведено от 1 до 8 курсов ВД 
Mtx – 8 или 12 г / м2 за 4 ч инфузии на фоне щелочной прегидратации. Лейковорин назначался внутривенно через каждые 6 ч, на-
чиная с 24 ч от начала инфузии Mtx. Проведено 1137 курсов ТЛМ Mtx методом флуоресцентно-поляризационного иммуноанализа 
на анализаторе TDx / Flx (Abbott, США). Отработана методика мониторинга гомоцистеина (Hcy) в сыворотке крови на анали-
заторе Vitros 5 / 1FS (Johnson & Johnson, США) в течение всего курса ВД Mtx. В группах рассчитаны фармакокинетические пока-
затели Mtx: площадь под фармакокинетической кривой (MtxAUC), клиренс Mtx (Cl

Mtx
), период полувыведения (T

1 / 2
) и общее время 

выведения (T
total  

).
При 1050 курсах ВД Mtx выведение Mtx было нормальным и соответствовало следующим значениям: через 4 ч – 1109 ± 283 мкмоль / л; 
через 24 ч – 4,67 ± 0,95 мкмоль / л; через 42 ч – 0,38 ± 0,16 мкмоль / л; через 48 ч – менее 0,23 ± 0,04 мкмоль / л; через 72 ч – 0,07 ± 
0,03 мкмоль / л; через 96 ч – 0,03 ± 0,01 мкмоль / л. Замедленное выведение Mtx выявлено при 87 курсах, что составляет 7,6  % 
от всех курсов. По всем измеряемым параметрам: концентрации выведения Mtx по часам, T

total
, MtxAUC, Cl

Mtx
, T

1 / 2
 – получены ста-

тистически достоверные различия между нормальным и замедленным выведением Mtx. Для пациентов группы замедленного выведе-
ния было характерно развитие гепатотоксичности, также наблюдались 4 случая возникновения острой почечной недостаточности.
Проведение мониторинга биохимических показателей (аланинаминотрансферазы, аспартатаминотрансферазы, лактатдеги-
дрогеназы) также позволило выявить различия между двумя группами – гепатотоксичность непосредственно зависела от MtxAUC, 
Cl

Mtx
 и T

total
, причем амплитуда изменения активностей ферментов от курса к курсу уменьшалась.

Отработанная нами методика мониторинга Hcy в сыворотке крови в течение курса ВД Mtx позволила выявить, что Hcy мета-
болически взаимосвязан с Mtx – чем выше концентрация Mtx, тем большее количество Hcy выбрасывается в кровь. Hcy может 
служить маркером эффективности подавления трансформации фолатов. При замедленном выведении Mtx уровень Hcy значи-
тельно повышается в крови. Это также свидетельствует о том, что он может служить маркером фармакодинамического 
воздействия ВД Mtx.

Ключевые слова: дети, высокие дозы метотрексата, остеосаркомы, терапевтический лекарственный мониторинг, токсикоки-
нетика, фармакокинетика, гомоцистеин
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Biochemical criteria of toxicity of therapy with high doses of methotrexate in children with osteosarcoma

A. M. Strizhevskaya1, E. G. Golovnya1, A. Z. Dzampaev2, V. N. Baykova1

1Centralized Clinical and Laboratory Department, Research Institute of Clinical Oncology, N. N. Blokhin Russian Cancer Research Center; 
23 Kashirskoye Highway, Moscow, 115478, Russia; 
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Methotrexate (Mtx) is a cytotoxic drug from the group of antimetabolites, folic acid antagonists. High-dose (HD) Mtx in pediatric oncology 
are used for the treatment of osteosarcoma (OS), and other types of tumors. This therapy has allowed to achieve a five-year relapse-free 
survival rates up to 80  % in patients with OS. However, the high toxicity of Mtx is a serious constraint in achieving the maximum therapeutic 
effect, which in most cases poses the occurrence of side effects in patients on various organs and systems. Treatment should be under strict 
laboratory monitoring, primarily therapeutic drug monitoring the concentration of Mtx in serum.
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Введение
Современный подход к лечению онкологических 

больных требует индивидуализации терапии. Каждый 
случай должен рассматриваться с точки зрения не толь-
ко общего протокола, но и личных физиологических 
особенностей пациента. Только такой подход может 
привести к  улучшению качества лечения, уменьше-
нию побочных эффектов при химиотерапии и хирур-
гических вмешательствах и  в  конечном итоге улуч-
шить выживаемость пациентов.

Одним из самых современных направлений в об-
ласти клинической биохимии и  индивидуализации 
терапии онкобольных является терапевтический ле-
карственный мониторинг (ТЛМ). Он основан на опре-
делении концентрации лекарственных препаратов, 
их  метаболитов или  других биологически активных 
веществ в плазме крови или других тканях организма 
в различные промежутки времени после введения в це-
лях установления соответствия ее терапевтическому 
диапазону и  выработки рекомендаций по  коррекции 
режима дозирования [1]. Таким образом, иначе ТЛМ 
можно назвать фармакокинетическим мониторингом. 
Цели ТЛМ – определение правильного режима и дози-
ровки лекарства; выявление наиболее эффективной его 
концентрации для достижения успешного лечения; пре
дупреждение развития токсических эффектов; контроль 
происходящих изменений в  каждый период лечения 
с возможностью менять дозировку препаратов в зави-
симости от состояния пациентов; изучение взаимоза-
висимости различных факторов при назначенной тера-
пии [2]. В связи с вышесказанным дети, страдающие 
злокачественными опухолями и  получающие химио-
терапевтическое лечение, особенно нуждаются в ТЛМ.

Также существует фармакодинамический ТЛМ, 
который используется в тех случаях, когда регистри-

ровать непосредственно эффект препарата, как ток-
сический, так и терапевтический, невозможно [3]. При 
этом измеряют косвенные показатели – биомаркеры. 
Именно поэтому, в связи с возросшей потребностью 
в индивидуализации терапии, сейчас так необходим 
поиск новых биохимических маркеров токсичности 
и эффективности лечения [4].

Высокие дозы (ВД) метотрексата (Mtx) в детской 
онкологии применяются для  лечения остеосаркомы 
(ОС), острого лимфобластного лейкоза, неходжкин-
ской лимфомы и других типов опухолей. У пациентов 
с ОС это позволяет достичь 5‑летней безрецидивной 
выживаемости до 80  % [5]. Однако проблема высокой 
экстра- и интраиндивидуальной изменчивости в фар-
макокинетике Mtx остается нерешенной [6]. В 10  % 
случаев наблюдается угрожающее жизни замедленное 
выведение Mtx, которое индуцирует Mtx-гепатоток-
сичность, острую почечную недостаточность, вызы-
ваемую преципитацией Mtx на  эпителии почечных 
канальцев [7, 8]. Лечение должно проводиться под стро-
гим контролем лабораторных исследований, в первую 
очередь мониторинга концентрации самого препарата. 
Характер и  время проявления побочных реакций, 
а  также скорость их  устранения зависят не  только 
от дозы Mtx, его концентрации и длительности пре-
бывания в организме, но и от состояния ферментных 
систем организма, функциональной полноценности 
выделительных органов [9].

Используемые в  настоящее время лабораторные 
показатели – аланинаминотрансфераза (АЛТ), аспартат
аминотрансфераза (АСТ), лактатдегидрогеназа (ЛДГ) – 
не являются специфичными для ВД Mtx, реагируют 
и на другие виды химиотерапии, не всегда и не полно 
отвечают на  введение Mtx. Оценка воздействия ВД 
Mtx на организм ребенка требует серьезного теорети-

246 children (boys – 125, girls – 121) aged 5 to 16 years with osteosarcoma (mean age 12.2 years) who were treated in N. N. Blokhin Rus-
sian Cancer Research Center from 2006 to 2013. Patients were conducted from 1 to 8 courses HD Mtx at a dose of 8 or 12 g / m2, adminis-
tered within 4 h of infusion on the background of alkaline prehydrate. Leucovorin was administered intravenously, every 6 hours, starting 
24 h from the start of the Mtx infusion. 1137 courses of HD Mtx were conducted with FPIA method (analyzer TDx / Flx, Abbott, USA).
The technique of monitoring of homocysteine (Hcy) in the blood serum by analyzer Vitros 5 / 1FS (Johnson & Johnson, USA) during the en-
tire course of high-dose Mtx was tested. In groups calculated pharmacokinetic parameters Mtx were tested: area under the pharmacokinetic 
curve (MtxAUC), clearance of methotrexate (Cl

Mtx
), the elimination half-life (T

1 / 2
) and the total time of excretion (T

total
). Normal excretion of 

Mtx was revealed at 1050 courses Mtx, corresponding to the following values: 4 h – 1109 ± 283 μmol / l; 24 h – 4,67 ± 0,95 μmol / l; 42 h – 
0,38 ± 0.16 µmol / l; 48 h – less than 0,23 ± 0.04 µmol / l; 72 h of 0.07 ± 0,03 µmol / l; 96 h of 0.03 ± 0.01 µmol / l. At 87 courses identified 
delayed Mtx excretion, accounting for 7.6  % of all courses. In all measured parameters: hourly concentration of Mtx, T

total
, MtxAUC, Cl

mtx
, 

T
1 / 2

, is obtained statistically significant differences between normal and delayed Mtx excretion. Patients in group of delayed excretion of 
methotrexate were characterized by the development of hepatotoxicity, there were also observed 4 cases of the occurrence  
of acute renal failure.
Monitoring of biochemical parameters (alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase, lactate dehydrogenase) also revealed differ-
ences between the two groups – hepatotoxicity directly depended on MtxAUC, Cl

Mtx
 and T

total
, and the amplitude changes in activities of en-

zymes from course to course by increasing the number of course decreased.
Our developed methodology of monitoring of Hcy in serum during the course of HD Mtx revealed that Hcy metabolic interconnected with 
Mtx – the higher the concentration of Mtx, the greater the amount of Hcy released into the blood. Hcy has a close metabolic relationship 
with Mtx – it can serve as a marker of the efficiency of suppression of the transformation of folates. During slow excretion of Mtx Hcy signifi-
cantly increased in the blood, which also suggests that it can serve as a marker of pharmacodynamic effects of HD Mtx.

Key words: children, high-dose methotrexate, cancer, therapeutic drug monitoring, toxicokinetics, toxicity, homocysteine



У
С

П
Е

Х
И

 М
О

Л
Е

К
У

Л
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  
  

1, 
20

15
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ	 ТОМ 284

ческого анализа и  исследования с  помощью новых 
биохимических маркеров, которые могли бы предска-
зать токсичность Mtx ранее других биохимических 
показателей. Для  возможности оценки как  степени 
эффективности подавления Mtx образования фолатов 
(рис. 1), так и степени токсичности Mtx уже давно 
предложен фармакодинамический маркер – уровень 
содержания аминокислоты гомоцистеина (Hcy), ко-
торый является интермедиальным метаболитом в об-
мене фолатов [10–12].

Hcy – природная серосодержащая аминокислота, 
не встречающаяся в белках. Hcy не поступает в орга-
низм с пищей, являясь продуктом трансметилирова-
ния – в каскаде реакций он образуется из метионина 
(Met), алифатической серосодержащей аминокислоты, 
а затем при участии тетрагидрофолата превращается 
обратно в Met. В плазме крови свободный (восстанов-
ленный) Hcy присутствует в небольших количествах 
(1–2  %). Примерно 20 % находится в окисленном 
состоянии, преимущественно в виде смешанного ди-
сульфида цистеинил-Hcy и Hcy. Около 80  % Hcy свя-
зывается с белками плазмы крови, в основном с альбу-
мином, образуя дисульфидную связь с цистеином [13, 14].

Несмотря на  то, что  Hcy впервые описали еще 
в 1932 г., основные публикации о связи его повышен-
ного содержания с  патологическими состояниями 
человека (сердечно-сосудистыми заболеваниями, пато-
логиями беременности) появились только в последние 
десятилетия. Тогда же стали проводиться популяци-

онные исследования, связанные с гипергомоцистеи-
немией [15].

Mtx ингибирует образование тетрагидрофолата, 
ингибируя фермент дигидрофолатредуктазу [11, 12]. 
Дигидрофолат не восстанавливается в тетрагидрофо-
лат, который необходим для превращения Hcy в Met 
(см. рис. 1). Поэтому накопление Hcy при введении 
ВД Mtx – биохимическая основа отражения степени 
подавления синтеза фолатов [16].

В международном опыте отмечено лишь несколь-
ко исследований, посвященных определению концен-
трации Hcy во время терапии ВД Mtx различных опу-
холей, однако в России они ранее не проводились [17].

Материалы и методы
В  настоящую исследовательскую работу были 

включены данные о 246 детях в возрасте от 5 до 16 лет 
(средний возраст 12,2 года) с ОС, которые находились 
на лечении в НИИ ДОГ ФГБНУ «РОНЦ им. Н. Н. Бло-
хина» с 2006 по 2013 г. Они получали лечение согласно 
протоколу комплексной химиотерапии ОС (ОС-2006), 
разработанному и утвержденному в НИИ ДОГ. Соот-
ношение пациентов по полу составило 1,03:1 (мальчи-
ков – 125, девочек – 121). Всего проведено 1137 курсов 
терапии ВД Mtx. Больным проводилось от 1 до 8 кур-
сов терапии ВД Mtx – 8 или 12 г / м2 за 4 ч инфузии 
на фоне щелочной прегидратации. Лейковорин назна-
чался внутривенно через каждые 6 ч, начиная с 24 ч 
от начала инфузии Mtx. При такой скорости выведе-
ния Mtx и  применяемой схеме лечения вероятность 
развития побочных эффектов считается минимальной.

Кровь из вены забиралась в сроки 0; 4; 24; 42; 48; 
72 ч и далее до полного выведения Mtx, в вакуумные 
пробирки марки Sarstedt, тип Monovette® объемом 
7,5  мл. Кровь центрифугировали в  течение 10 мин 
при 3000 оборотах на центрифуге Elmi CM-6M.

Определение Mtx проводили методом флуорес-
центно-поляризационного иммуноанализа (ФПИА) 
на анализаторе Tdx / Flx (Abbott, США). ФПИА – го-
могенный конкурентный метод иммунного анализа, 
основанный на двух принципах: конкурентного свя-
зывания белков и флуоресцентной поляризации. Рас-
считаны фармакокинетические показатели Mtx: пло-
щадь под  фармакокинетической кривой (MtxAUC), 
клиренс (Cl

Mtx
), период полувыведения (T

1 / 2
) и общее 

время выведения (T
total

).
Определение Hcy проводили в те же сроки наблю-

дения на  анализаторе VITROS 5.1FS (Ortho Clinical 
Diagnostics, США). Нормальное содержание Hcy в сы-
воротке здоровых детей составляло 5,1 ± 1,5 мкмоль / л.

Определение биохимических показателей (АЛТ, 
АСТ, ЛДГ) проводили на автоматическом анализаторе 
Pentra 400 (Horiba ABX, Франция) с диапазоном длин 
волн от  190 до  1100 нм. В  качестве биохимических 
критериев использовали пороговые значения АЛТ 
< 40 Ед / л, АСТ < 38 Ед / л, ЛДГ 226–451 Ед / л, установ-
ленные в группе практически здоровых детей.Рис. 1. Метаболизм Hcy в условиях терапии ВД Mtx

     Заблокированный метаболический путь
           Ингибированный фермент

Дигидрофолат

Hcy

Тетрагидрофолат

*накопление

Меt

МtxДигидрофолат- 
        редуктаза 
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Для статистической обработки результатов иссле-
дования использовались процедуры математической 
статистики, реализованные в программе SPSS 11.0 for 
Windows, Origin 6.1, MS Excel 2007. Расчет фармакоки-
нетических параметров (MtxAUC, Cl

Mtx
) проводился 

с помощью программы MedCalc 11.6.10. Определение 
биокинетических параметров восстановления показа-
телей гепатотоксичности осуществляли в программе 
Origin 40.

Результаты и обсуждение
При обработке данных ТЛМ по определению кон-

центрации Mtx при 1050 курсах ВД Mtx она соответ-
ствовала следующим значениям: на сроке 4 ч – 1109 ± 
283 мкмоль / л; 24 ч  – 4,67 ± 0,95 мкмоль / л; 42 ч  – 
0,38 ± 0,16 мкмоль / л; 48 ч – менее 0,23 ± 0,04  мкмоль / л; 
72 ч – 0,07 ± 0,03 мкмоль / л; 96 ч – 0,03 ± 0,01 мкмоль / л. 
Эти пациенты были отнесены к группе с нормальным 
выведением Mtx (табл. 1).

К 4 ч достигалась максимальная концентрация Mtx, 
затем она прогрессивно снижалась и к 24 ч составила 
4,67 ± 0,95 мкмоль / л. Через 24 ч начиналось введение 
антидота Mtx – лейковорина, который обеспечивает 
защиту клеток от токсического воздействия Mtx. Пол-
ное выведение Mtx в неосложненных случаях занима-
ет 96 ± 24 ч (рис. 2).

Как следует из табл. 1, выявлено два типа фарма-
кокинетики Mtx – нормальное и замедленное выведе-
ние, различия между группами статистически досто-
верны. Для  нормального выведения T

1 / 2
 составляет 

7,7  ± 0,7 ч; MtxAUC  – 11 791 ± 500 мкмоль / л–1 × ч–1. 
MtxAUC характеризует общее количество воздейст
вовавшего на  организм препарата и  время контакта 
с ним.

Вторую группу представляли пациенты с  замед-
ленным выведением Mtx (рис. 2, см. табл. 1), у которых 
было отмечено статистически значимое повышение 
концентрации Mtx в среднем на каждом из временных 

Таблица 1. Фармакокинетические характеристики Mtx при примене-
нии его в ВД для лечения ОС

Параметр
Нормальное 
выведение

Замедленное 
выведение

Доза, г / м2 8; 12 8; 12

Площадь поверхности тела, м2 1,58 ± 0,21 1,57 ± 0,22

Общая средняя доза, г 18,96 ± 5,2 19,96 ± 6,2

Концентрация Mtx 
в крови, мкмоль / л

4 ч 1109 ± 283* 1830 ± 450*

24 ч 4,67 ± 0,95* 61,2 ± 53,6*

42 ч 0,38 ± 0,16* 15,3 ± 14,3*

48 ч 0,23 ± 0,04* 7,2 ± 5,7*

72 ч 0,07 ± 0,03* 4,3 ± 4,1*

96 ч 0,03 ± 0,01* 4,3 ± 4,2*

T
total

, ч 96 ± 24* 208 ± 120*

MtxAUC, мкмоль / л–1 × ч–1 11 791 ± 500 16 611 ± 10 231

Cl
Mtx

, л × ч–1 3,7 ± 1,3 2,5 ± 1,5

T
1 / 2

, ч 7,7 ± 0,7* 11,5 ± 10,7*

Примечание. * – статистическая достоверность между группами 
(p < 0,05).

Рис. 2. Кривые выведения Mtx у пациентов с нормальным и замедленным его выведением 

M
tx

, м
км

м
ол

ь/
л

10 000 –

1000 –

100 –

10 –

1 –

0,1 –

0,01 –
4                         54                       104                       154                      204                      254

Время, ч

замедленное выведение Mtx 

нормальное выведение Mtx

промежутков ТЛМ, увеличение T
total 

(до  360 ч), T
1 / 2

 
и MtxAUC, а также снижение Cl

Mtx
. Замедленное выве-

дение выявлено при 87 курсах введения ВД Mtx, что 
составило 7,6  % от всех исследуемых курсов. По всем 
измеряемым параметрам: концентрации выведения 
Mtx по часам, T

total
, MtxAUC, Cl

Mtx
, T

1 / 2
 – получены ста-

тистически достоверные различия между нормальным 
и замедленным выведением Mtx. Для пациентов c за-
медленным выведением Mtx было характерно развитие 
тяжелой гепатотоксичности, а в 4 случаях наблюдалась 
также острая почечная недостаточность.
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Проведение мониторинга биохимических показа-
телей позволило выявить следующие особенности. 
При нормальном выведении Mtx к 24 ч от начала те-
рапии наблюдалось увеличение активности АЛТ до 
500 Ед / л. С этого момента активность АЛТ снижалась, 
к 96 ч значения достигали в среднем 210,1 ± 105,4 Ед / л, 
т. е. восстанавливались, но не во всех случаях. Анало-
гично развивалось изменение активностей АСТ и ЛДГ. 
У пациентов с  замедленным выведением Мtx к 24 ч 
уровень АЛТ достигал в среднем 1581 Ед / л, т. е. пре-
вышал норму в десятки раз. Даже к моменту полного 
выведения Mtx уровень ферментов оставался в  2,5–
7,5 раза выше нормы и возвращался к ней в среднем 
к  12–13-м суткам. Аналогичная ситуация складыва-
лась и  для АСТ и  ЛДГ. Гепатотоксичность в  данном 
случае зависит от концентрации лекарственного пре-
парата в плазме и времени его экспозиции. На рис. 3 
представлены кривые изменения активности АЛТ 
при нормальном и замедленном выведении Mtx.

Нами проведен анализ средних уровней АЛТ, АСТ 
и ЛДГ в зависимости от порядкового номера курса те-
рапии и  времени относительно введения препарата 
(рис. 4). Полученные результаты свидетельствуют, что 
степень изменения активности ферментов после вве-
дения Mtx при увеличении номера курса уменьшается.

Для АЛТ на более поздних курсах активность фер-
мента приближается к состоянию до введения на 4‑й 
день, а на первых курсах на 4‑й день превышает на-
чальный уровень в несколько раз. Для ЛДГ объем вы-
броса фермента в кровь максимальный на 1‑м курсе 
лечения и  в  дальнейшем держится на  уровне 3 / 4 
от максимума 1‑го курса. Содержание ЛДГ до вве

дения токсического агента также остается на  одном 
уровне.

Определены корреляции между активностью фер-
ментов и концентрацией Mtx. Данные представлены 
в табл. 2.

Таблица 2. Корреляционная зависимость между концентрацией Mtx 
и показателями гепатотоксичности

Группа
Коэффициент корреляции

Mtx:АЛТ Mtx:АСТ Mtx:ЛДГ

Нормальное выведение Mtx 0,73 0,94 0,96

Замедленное выведение Mtx 0,79 0,88 0,86

Таким образом, активность АЛТ, АСТ и ЛДГ изме-
няется в связи с введением Mtx, однако с каждым по-
следующим курсом достоверность этих показателей 
уменьшается. К тому же они не являются специфиче-
скими, отражая нарушение функционирования гепа-
тоцитов в целом, которое, в свою очередь, может быть 
вызвано предыдущим лечением или другими факто-
рами, не относящимися к терапии ВД Mtx.

Современный подход к лечению онкологических 
больных и индивидуализации терапии требует поиска 
более точных маркеров, позволяющих оценивать как 
токсичность терапии, так и ее эффективность. Этому 
и способствует определение Hcy при терапии ВД Mtx.

Как следует из табл. 3 и рис. 5, у всех включенных 
в исследование пациентов с нормальным выведением 
Mtx уровень Hcy на  начало терапии соответствовал 
возрастной норме  – 5,4 ± 1,45 мкмоль / л. К  окон

Рис. 3. Изменение активности АЛТ при нормальном и замедленном выведении Mtx

А
ЛТ

,  
Ед

/л

3000 –

2500 –

2000 –

1500 –

1000 –

500,1 –

0 –
0                               50                             100                            150                           200                            250                            300

Время, ч

замедленное выведение Mtx 

нормальное выведение Mtx



У
С

П
Е

Х
И

 М
О

Л
Е

К
У

Л
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  
  

1, 
20

15

ТОМ 2	 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ 87

чанию 4‑часовой инфузии Mtx концентрация сыво
роточного Hcy быстро возрастала с 5,4 ± 1,5 до 9,5 ± 
3,2 мкмоль / л.

После окончания инфузии Mtx концентрация Hcy 
продолжала возрастать, в среднем к началу 24‑го часа 

достигала значений 15,6 ± 5,5 мкмоль / л. После нача-
ла введения лейковорина на сроке 24 ч концентрация 
Hcy начинала снижаться (см. рис. 5). К 42 ч она была 
равна в среднем 11,6 ± 3,4 мкмоль / л, к 48 ч – 8,8 ± 
3,2 мкмоль / л. К 96 ч концентрация Hcy достигала зна-
чений 4,7 ± 1,2 мкмоль / л, т. е. становилась ниже концен-
трации до начала терапии в среднем на 1,5 мкмоль / л.

На рис. 5 представлен график изменения концен-
трации Hcy у пациентов с замедленным выведением 
Mtx. У них были выявлены следующие особенности. 
Концентрация Hcy возрастала больше, чем у больных 
с нормальным выведением Mtx, за первые 24 ч дости-
гая значения 24,7 ± 10 мкмоль / л. После введения лей-
коворина на сроке 24 ч снижение концентрации Hcy 
не наступало, она продолжала расти и к 42 ч достигала 
в среднем значений 20,5 ± 5,1 мкмоль / л. После 42 ч 
концентрация Hcy постепенно снижалась, однако для 
ее восстановления требовалось гораздо больше време-
ни, чем  при  нормальном выведении Mtx. Различие 
в концентрации Hcy между нормальным и замедлен-
ным выведением статистически достоверно (p < 0,034).

При анализе данных об изменении концентрации 
Hcy c 1‑го по 8‑й курс терапии ВД Mtx был выявлен 
ряд особенностей. Наиболее выраженный ответ, ха-
рактеризующийся повышением концентрации Hcy, 
наблюдался в течение 1‑го курса у первичных пациен-
тов – концентрация Hcy к 24 ч достигала в среднем 

Таблица 3. Концентрации Hcy в крови пациентов от 0 до 96 ч после введения ВД Mtx

Группа
Концентрация Hcy, мкмоль / л

0 ч 4 ч 24 ч 42 ч 48 ч 72 ч 96 ч

Нормальное выведение Mtx 5,4 ± 1,5 9,5 ± 3,2 15,6 ± 5,5 11,6 ± 3,4* 8,8 ± 3,2* 5,9 ± 1,3* 4,7 ± 1,3*

Замедленное выведение Mtx 6,7 ± 2,5 10,2 ± 4,4 16,1 ± 3,8 20,5 ± 4,1* 15,4 ± 3,2* 8,3 ± 2,1* 7,1 ± 1,2*

Примечание. * – статистическая достоверность между группами (р < 0,05).

Рис. 4. Изменение активности АЛТ (а), АСТ (б) и ЛДГ (в) по средним 
значениям концентрации в зависимости от курса ВД Mtx
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Рис. 5. Изменение концентрации Hcy в крови пациентов при терапии 
ВД Mtx в случае нормального и замедленного выведения Mtx
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20,3 ± 5,1 мкмоль / л. При последовательном измере-
нии Hcy на разных курсах терапии ВД Mtx было вы-
явлено, что с каждым последующим курсом наблюда-
емые изменения концентрации становятся все менее 
выраженными – концентрация Hcy на каждом сроке 
ТЛМ Mtx ниже, чем в предыдущем курсе (рис. 6); каж-
дый последующий курс начинался с  более низкого 
значения Hcy, чем предыдущий. Причиной этого мо-
жет быть остаточное действие лейковорина, а также 
активация альтернативных путей метаболизма Hcy 
(бетаинового, а также цистатионового пути, который 
преимущественно развит в почках).

Статистически достоверная разница в  образова-
нии Hcy была выявлена между 1‑м и 4‑м, 6‑м, 7‑м, 8‑м 
курсами, а  также между 5‑м и  7‑м, 8‑м курсами ВД 
Mtx. Обнаружено, что в течение первых 4 курсов кон-
центрация Hcy снижалась. Пятый курс имел особен-
ности: характеризовался большими значениями (чем 
на 2–4‑м курсах) концентрации Hcy на  всех сроках 
ТЛМ – в среднем в 1,5 раза, но не достигающими зна-
чений концентрации Hcy 1‑го курса. Шестой, 7‑й 
и 8‑й курсы также характеризовались последователь-
ным снижением концентрации Hcy в ключевые часы 
мониторинга.

Площадь под фармакокинетической кривой изме-
нения концентрации Hcy (HcyAUC) также показала 
тенденцию к снижению от курса к курсу. Это отража-
ет снижение накопления Hcy в  ответ на  последова-
тельное проведение курсов терапии ВД Mtx (табл. 4). 
После перерыва в терапии HcyAUC увеличивалась, не 
достигая изначальных значений, а затем постепенно 
снижалась. При этом MtxAUC от курса к курсу остава-
лась неизменной, т. е. общее воздействие препарата на 
организм количественно не изменялось. Эти данные 
свидетельствуют о  том, что  общее накопление Hcy 
(HcyAUC) является фармакодинамическим показате-
лем, который линейно увеличивается в ответ на вве-
дение Mtx. Коэффициент корреляции (r) между кон
центрациями Mtх и Hcy составил 0,87.

Для АЛТ, АСТ, ЛДГ также были определены ста
тистически значимые корреляции с  концентрацией 
Hcy  – 0,98; 0,86; 0,95 соответственно. Полученные 
нами данные по значимым корреляциям между кон-
центрацией Hcy и  гепатотоксичностью согласуются 
с данными литературы [18]. При этом необходимо от-
метить, что вышеназванное исследование было выпол-
нено у  больных с  острым лимфобластным лейкозом 

и лимфомой Беркитта, которые получали значительно 
меньшие дозировки Mtx (1 и 3 г / м2), количество па-
циентов также было значительно меньше.

Заключение
Таким образом, Hcy метаболически взаимосвязан 

с Mtx – чем выше концентрация Mtx, тем большее ко-
личество Hcy выбрасывается в кровь. Hcy может слу-
жить маркером эффективности подавления трансфор-
мации фолатов. При  замедленном выведении Mtx 

Таблица 4. AUC для Hcy и Mtx на разных курсах терапии ВД Mtx

Показатель
Номер курса

1 2 3 4 5 6 7 8

MtxAUC 12 891 ± 523 11 692 ± 610 12 781 ± 534 11 989 ± 470 12 678 ± 497 11 639 ± 617 11 595 ± 568 11 789 ± 612

HcyAUC 812,2 ± 70,4 689,5 ± 67,6 518,3 ± 53,8 428,3 ± 47,2 718,9 ± 55,1 578,1 ± 45,1 318,7 ± 56,1 228,3 ± 47,2
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Л И Т Е Р А Т У Р А

уровень Hcy в крови значительно повышается, что также 
свидетельствует в пользу того, что он может служить 
маркером фармакодинамического воздействия ВД 
Mtx. С каждым последующим курсом ВД Mtx выброс 
Hcy в  сыворотку снижается. Можно предположить, 
что Hcy начинает утилизироваться по другим метабо-
лическим путям  – бетаиновому, цистатионовому, 
и за счет этого вносит свой вклад в токсичность Mtx.

Из вышесказанного следует, что АЛТ, АСТ, ЛДГ яв-
ляются неспецифическими маркерами токсичности Mtx 
и не отражают его токсичность с точки зрения механиз-
ма действия, а также его эффективность. Hcy является 
избирательным биохимическим маркером токсичности 
Mtx и может служить предиктором развития нарушений 
выведения Mtx, тем самым соответствуя всем критериям 
современного подхода к выбору биомаркеров.
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