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Журнал входит в Перечень рецензируемых научных изданий, в которых должны быть опубликованы основные научные 
результаты диссертаций на соискание ученой степени кандидата и доктора наук.
Журнал зарегистрирован в CrossRef, статьи индексируются с помощью цифрового идентификатора DOI.

Основная задача издания  –  публикация  информации  о  современных  дости-
жениях в области изучения патогенеза, диагностики и терапии иммуноопосре-
дованных  и  онкологических  заболеваний,  результатов  научных  исследований, 
национальных и международных доклинических и клинических исследований.

Цели журнала – информирование читателя о результатах изучения новых био-
маркеров онкологических и иммуноопосредованных заболеваний, использова-
ния биомаркеров в диагностике и терапии злокачественных новообразований 
и патологий иммунной системы, исследований в области лекарственной и кле-
точной  терапии,  а  также  по  вопросам  технологии  создания  лекарств,  биоме-
дицинских клеточных продуктов и биоматериалов, проведения доклинических 
и клинических исследований новых препаратов и методов лечения; обобщение 
научных и практических достижений в области диагностики и терапии иммуно-
логических и онкологических заболеваний.



2

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy  1'2023  ТОм 22    vol. 22

Редакционная коллегия | Editorial Board

ГЛАВНЫЙ РЕДАКТОР

Киселевский Михаил Валентинович, д.м.н., профессор, заведующий лабораторией клеточного иммуните-
та ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава 
России (Москва, Россия)

ЗАМЕСТИТЕЛИ ГЛАВНОГО РЕДАКТОРА

Караулов Александр Викторович, академик РАН, д.м.н., профессор, заведующий кафедрой клинической 
иммунологии и аллергологии ФГАОУ ВО Первый Московский государственный медицинский университет 
им. И. М. Сеченова Минздрава России (Сеченовский Университет) (Москва, Россия)

Шпрах Зоя Сергеевна, д.фарм.н., заведующая лабораторией химико-фармацевтического анализа ФГБУ 
«Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России, 
профессор кафедры фармацевтической технологии и фармакологии ИПО ФГАОУ ВО Первый Московский 
государственный медицинский университет им. И. М. Сеченова Минздрава России (Сеченовский Универ-
ситет) (Москва, Россия)

ОТВЕТСТВЕННЫЙ СЕКРЕТАРЬ

Соколова Зинаида Александровна, к.м.н., старший научный сотрудник лаборатории экспериментальной 
диагностики и биотерапии опухолей ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онко-
логии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России (Москва, Россия)

РЕДАКЦИОННАЯ КОЛЛЕГИЯ

Балдуева Ирина Александровна, д.м.н., доцент, заведующая научным отделом онкоиммунологии ФГБУ 
«Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Петрова» Минздрава России 
(Санкт-Петербург, Россия)

Бунятян Наталья Дмитриевна, д.фарм.н., профессор, главный научный сотрудник Центра клинической 
фармакологии ФГБУ «Научный центр экспертизы средств медицинского применения» Минздрава России, 
заведующая кафедрой фармацевтической технологии и фармакологии ИПО ФГАОУ ВО Первый Московский 
государственный медицинский университет им. И. М. Сеченова Минздрава России (Сеченовский Универ-
ситет) (Москва, Россия)

Голенков Анатолий Константинович, д.м.н., профессор, заслуженный врач РФ, профессор кафедры терапии, 
врач-гематолог отделения клинической гематологии и иммунотерапии ГБУЗ МО «Московский областной 
научно-исследовательский клинический институт им. М. Ф. Владимирского» (Москва, Россия)

Евсегнеева Ирина Валентиновна, д.м.н., профессор, профессор кафедры клинической иммунологии и ал-
лергологии ФГАОУ ВО Первый Московский государственный медицинский университет им. И. М. Сечено-
ва Минздрава России (Сеченовский Университет) (Москва, Россия)

Краснов Виктор Павлович, д.х.н., профессор, главный научный сотрудник, заведующий лабораторией 
асимметрического синтеза Института органического синтеза им. И. Я. Постовского Уральского отде-
ления РАН (Екатеринбург, Россия)

Меерович Игорь Геннадьевич, к.б.н., научный сотрудник департамента фармации Eurofins Lancaster 
Laboratories, Inc. (Каламазу, США)

Мисюрин Андрей Витальевич, д.б.н., генеральный директор ООО «Генотехнология» (Москва, Россия)

Набиев Игорь Руфаилович, д.х.н., профессор, профессор лаборатории по исследованиям в области нано-
наук Реймсского университета (Реймс, Франция), ведущий ученый лаборатории нано-биоинженерии 
Национального исследовательского ядерного университета «МИФИ» (Москва, Россия)

Новиков Виктор Владимирович, д.б.н., профессор, профессор кафедры молекулярной биологии и иммуно-
логии Института биологии и биомедицины Нижегородского государственного университета им. Н. И. Ло-
бачевского, заведующий лабораторией иммунохимии ФБУН «Нижегородский Научно-исследовательский 
институт эпидемиологии и микробиологии им. академика И. Н. Блохиной» (Нижний Новгород, Россия)

Оборотова Наталия Александровна, д.фарм.н., профессор, ведущий научный сотрудник лаборатории 
разработки лекарственных форм ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии 
им. Н. Н. Блохина» Минздрава России (Москва, Россия)

Панкратов Андрей Александрович, к.б.н., руководитель отделения модификаторов и протекторов про-
тивоопухолевой терапии Московского научного исследовательского онкологического института  
им. П. А. Герцена – филиала ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр радиологии» 
Минздрава России (Москва, Россия)

Петров Александр Юрьевич, д.фарм.н., профессор, заведующий кафедрой фармации и химии Уральского 
государственного медицинского университета (Екатеринбург, Россия)

Рапопорт Наталья Яковлевна, д.х.н., профессор, почетный профессор департамента биомедицинской 
инженерии Университета Юты (Солт-Лейк-Сити, США)



3

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 1'2023  ТОм 22    vol. 22

Редакционная коллегия | Editorial Board

Соколова Татьяна Михайловна, д.б.н., ведущий научный сотрудник лаборатории клеточной инженерии 
ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии им. Н. Ф. Гамалеи» Мин-
здрава России (Москва, Россия)

Степанова Евгения Владиславовна, д.м.н., советник вице-президента РАН (Москва, Россия)

Титов Константин Сергеевич, д.м.н., профессор кафедры онкологии и рентгенорадиологии Медицинского 
института ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов», президент АНО «Национальный Альянс 
специалистов по опухолям наружных локализаций» (Москва, Россия)

Уласов Илья Валентинович, д.б.н., ведущий научный сотрудник, лидер группы экспериментальной биоте-
рапии и диагностики Института регенеративной медицины ФГАОУ ВО Первый Московский государствен-
ный медицинский университет им. И. М. Сеченова Минздрава России (Сеченовский Университет) (Москва, 
Россия)

Эстрин Юрий Захарович, д.ест.н., почетный доктор РАН, действительный член Австралийской академии 
наук, иностранный член РАН, профессор департамента материаловедения и инжиниринга Университета 
им. Монаша (Клэйтон, Австралия)

РЕДАКЦИОННЫЙ СОВЕТ

Барышникова Мария Анатольевна, к.фарм.н., заведующая лабораторией экспериментальной диагнос-
тики и биотерапии опухолей ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии 
им. Н. Н. Блохина» Минздрава России (Москва, Россия)

Бочарова Ольга Алексеевна, д.б.н., профессор, заведующая лабораторией иммунофармакологии ФГБУ 
«Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России 
(Москва, Россия)

Демидов Лев Вадимович, д.м.н., профессор, заведующий хирургическим отделением № 10 биотерапии 
опухолей ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» 
Минздрава России (Москва, Россия)

Иванов Павел Константинович, д.м.н., заведующий лабораторией медицинской биотехнологии ФГБУ 
«Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России 
(Москва, Россия)

Кадагидзе Заира Григорьевна, д.м.н., профессор, ведущий научный сотрудник централизованного кли-
нико-лабораторного отдела ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии 
им. Н. Н. Блохина» Минздрава России (Москва, Россия)

Косоруков Вячеслав Станиславович, к.б.н., директор НИИ экспериментальной диагностики и терапии 
опухолей ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» 
Минздрава России (Москва, Россия)

Кубасова Ирина Юрьевна, к.м.н., ученый секретарь ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский 
центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России (Москва, Россия)

Тупицын Николай Николаевич, д.м.н., профессор, заведующий лабораторией иммунологии гемопоэза 
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава 
России (Москва, Россия)

Шубина Ирина Жановна, д.б.н., ведущий научный сотрудник лаборатории клеточного иммунитета  ФГБУ 
«Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России 
(Москва, Россия)



Russian Journal  
of Biotherapy

P e e r - r e v i e w e d  t h e o r e t i c a l  a n d  S C I E N T I F I C - A N D - P R A C T I C A L  J O U R N A L

Founder:
N.N. Blokhin National Medical Research 
Center of Oncology of the Ministry 
of Health of the Russian Federation

Founder and editorial office:
Bld. 2, 24 Kashirskoye Shosse,  
Moscow 115522.

Tel.: +7 (499) 324-10-65 
Fax: +7 (499) 324-22-74

e-mail:  biotherapy_rbj@mail.ru 
rbjournal@ronc.ru

Publishing office:
Research Institute of Carcinogenesis,  
Floor 3, Bld. 15, 24 Kashirskoye 
Shosse, Moscow 115478. 
Tel./Fax: +7 (499) 929-96-19
e-mail: abv@abvpress.ru
www.abvpress.ru 

Editor E.M. Pecherskaya
Proofreades: T.N. Pomiluyko,
E.S. Samoylova
Designer E.V. Stepanova
Maker-up О.V. Goncharuk

The journal is registered  
at the Federal Service for Supervision 
of Communications, Information 
Technology, and Mass Media
Registration number: ПИ № 77-11695 
dated 21.01.2002;  
ПИ № ФС77-53039  
dated 04.03.2013

If materials are reprinted in whole  
or in part, reference must necessarily be 
made to the “Rossiysky  
Bioterapevtichesky Zhurnal”.

ISSN 1726-9784 (Print)
ISSN 1726-9792 (Online)

Rossiysky Bioterapevtichesky  
Zhurnal. 2023. Volume 22.  
No 1. 1–84. 
© PH “ABV-Press”, 2023
Rospechat’ catalogue index: 81679.
Printed at the Mail Technology Ltd 
Bld. 16, 13 Perevedenovsky lane, 
Moscow 105082. 
1,000 copies. Free distribution 
http://bioterapevt.elpub.ru

’231 VOL. 22

F O U N D E D  I N  2 0 0 2  b y  P r o f e s s o r  A . Y u .  B a r y s h n i k o v

The “Russian Journal of Biotherapy” is put on the Higher Attestation Commission list of periodicals (the list of leading 
 peer-reviewed scientific journals recommended to publish the basic research results of doctor’s and candidate’s theses).
Journal has been registered with CrossRef; its papers are indexed with the digital object identifier (DOI). 

The main objective of Russian Journal of Biotherapy  is a publication of current 
achievements in the study of pathogenesis, diagnostics, and therapy of immune-me-
diated and oncological diseases, results of the research studies, and results of na-
tional and international pre-clinical and clinical studies.

The publication aim  is  to  present  the  results  of  the  studies  of  new  biomarkers 
of oncological and immune diseases, the use of biomarkers in diagnostics and therapy 
of  tumors  and  disorders  of  the  immune  system,  studies  in  the  field  of  drug  and 
cell  therapy,  studies of drug development technologies, biomedical cell products 
and biomaterials, pre-clinical and clinical studies of new medicines and methods 
of treatment. The main focus of the journal is to summarize scientific and practical 
achievements in the field of immunological and oncological diseases therapy.
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Профиль экспрессии гена и белка GAGE 
у больных онкологическими заболеваниями

А. А. Рудакова, А. Д. Ширин, Н. В. Голубцова, М. В. Пинюгина, В. А. Мисюрин

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России;  
Россия, 115552 Москва, Каширское шоссе, 24

К о н т а к т ы :  Анна Андреевна Рудакова rudakovaan93@yandex.ru

Раково-тестикулярные антигены (РТА) – антигены, экспрессируемые клетками опухолей различных гистологи-
ческих типов, но практически отсутствующие в клетках нормальных тканей, за исключением половых клеток. 
К  РТА  относят  более  100  белков,  большинство  из  которых  объединены  в  большие  семейства.  В  настоящее 
время использование РТА в целях иммунотерапии при лечении онкологических заболеваний было протестиро-
вано во многих исследованиях, и для многих случаев достигнуто увеличение времени выживаемости. Поэтому 
они могут являться перспективными мишенями для создания противоопухолевых препаратов, таргетной тера-
пии опухолей и в качестве диагностических биомаркеров.
Целью настоящего обзора стало изучение семейства антигенов GAGE – одной из групп РTA, распознающихся 
T-клетками. Белки этого семейства, экспрессируясь в клетках опухоли, стимулируют развитие гуморального 
и  клеточного  иммунного  ответа  против  них.  Из  этого  следует,  что  они  вполне  соответствуют  требованиям, 
предъявляемым к мишеням для иммунотерапии опухолей.
В обзоре представлены сведения о структуре и последовательности генов, кодирующих белки семейства GAGE. 
Подробно рассмотрены вопросы о роли GAGE в апоптозе и приведены результаты исследований, доказывающие, 
что GAGE-7C делает клетки устойчивыми к апоптозу, опосредованному интерфероном γ или Fas. Рассмотрены 
результаты клинических исследований экспрессии генов и белков группы GAGE при различных видах опухоле-
вых заболеваний и приведены примеры выявленной корреляции между экспрессией GAGE и плохим прогнозом 
при некоторых видах рака.
Таким  образом,  белки  группы  GAGE  при  детальном исследовании могут  стать  возможным  диагностическим 
и прогностическим маркером раковых заболеваний и в дальнейшем использоваться для оценки злокачествен-
ности и мониторинга опухолей для подбора тактики лечения.

Ключевые слова: GAGE, раково-тестикулярные антигены, экспрессия генов и белков

Для цитирования: Рудакова А. А., Ширин А. Д., Голубцова Н. В. и др. Профиль экспрессии гена и белка GAGE 
у больных онкологическими заболеваниями. Российский биотерапевтический журнал 2023;22(1):10–8.  
DOI: 10.17650/1726-9784-2023-22-1-10-18

GAGE gene and protein expression profile in cancer patients

Anna A. Rudakova, Anton D. Shirin, Natalia V. Golubtsova, Marina V. Pinyugina, Vsevolod A. Misyurin

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

C o n t a c t s :  Anna Andreevna Rudakova rudakovaan93@yandex.ru

Cancer-testis antigens (CTA) are antigens expressed by tumor cells of various histological types, but practically 
absent in cells of normal tissues, with the exception of germ cells. CTA includes more than 100 proteins, most of 
which are grouped into large families. Currently, the use of CTA for immunotherapy in the treatment of oncological 
diseases has been  tested  in many  studies,  and an  increase  in  survival  time has been achieved  for many cases. 
Therefore, they can be promising targets for the creation of antitumor drugs, targeted therapy of tumors and as diagnos-
tic biomarkers.
The purpose of this review was to study the GAGE family of antigens, one of the CTA groups recognized by T cells. 
Proteins of this family, expressed in tumor cells, stimulate the development of a humoral and cellular immune re-
sponse against them. It follows from this that they fully meet the requirements for targets for tumor immunotherapy.

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
mailto:rudakovaan93@yandex.ru
mailto:rudakovaan93@yandex.ru


11

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 1'2023  ТОм 22    vol. 22

Обзоры литературы | Reviews

The review provides information about the structure and sequence of genes encoding proteins of the GAGE family. 
The question of the role of GAGE in apoptosis is considered in detail and the results of studies proving that GAGE-
7C makes cells resistant to apoptosis mediated by interferon γ or Fas are presented. The results of clinical studies 
of the expression of GAGE group genes and proteins in various types of tumor diseases are considered and exam-
ples of the reported correlation between GAGE expression and poor prognosis in some types of cancer are given.
Thus,  the  proteins  of  the  GAGE  group,  with  a  detailed  study,  can  become  a  possible  diagnostic  and  prognostic 
marker of cancer diseases, and in the future be used to assess malignancy and monitor tumors for the selection  
of treatment tactics.

Keywords: GAGE, cancer-testis antigens, gene and protein expression
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Раково-тестикулярные антигены в качестве 
мишени для иммунотерапии
Один из основных механизмов, опосредующих эф-

фективность иммунотерапии, заключается в успеш-
ности привлечения T-клеток к клеткам опухоли. 
Для проведения подобной реакции опухоль должна 
иметь антигены, отличающие ее от нормальных кле-
ток. Подобные антигены известны как опухолеассо-
циированные антигены, частным случаем которых 
являются раково-тестикулярные антигены (РTA).

Первоначально РТА описали на основании ткане-
вой локализации их паттерна экспрессии. В настоящее 
время к РТА относят более 100 белков, большинство 
из которых объединены в большие семейства, и коди-
рующие их гены находятся на хромосоме X. Гены со-
браны в кластеры, претерпевшие быструю эволю-
цию в основном из-за того, что они постоянно 
подвергались положительному отбору [1]. Осталь-
ные, не-X-хромосомные антигены, находятся в ауто-
сомах, зачастую в единственной копии. РTA являют-
ся потенциальными молекулами для разработки 
методов опухольспецифической иммунотерапии, 
направленной против них, поскольку T-клетки 
успешно их распознают.

Раково-тестикулярные антигены экспрессируют-
ся во многих гистологических вариантах опухолей 
и при этом не встречаются в здоровых тканях, за ис-
ключением половых клеток, которые являются им-
мунопривилегированными из-за отсутствия или 
очень низкого уровня экспрессии молекул системы 
HLA [2–5]. Кроме того, против некоторых РТА есте-
ственным образом развивается клеточный и гумо-
ральный иммунный ответ, что указывает на возмож-
ность создания вакцины против них в целях развития 
новых способов иммунотерапии [6–15]. Использо-
вание РТА в целях иммунотерапии при лечении он-
кологических заболеваний было протестировано 
во многих исследованиях, и для многих случаев до-
стигнуто увеличение времени выживаемости [16, 17]. 
Таким образом, РTA являются перспективными ми-
шенями как для создания таргетных противоопухо-

левых препаратов, так и в качестве диагностических 
биомаркеров.

Целью настоящего обзора стало изучение се-
мейства антигенов GAGE – одной из групп РTA, 
которые экспрессируются в клетках опухоли и сти-
мулируют развитие гуморального и клеточного 
иммунного ответа против них. При работе над данным 
обзором был проведен поиск литературы по клю-
чевым словам «GAGE семейство белков», «GAGE 
опухоли», «GAGE иммунотерапия», «GAGE1», «GAGE 
immunotherapy», «GAGE cancer-testis protein» и «GAGE 
cancer» в поисковой системе Google и базе данных 
PubMed. Охва чен период с 1997 по 2022 г. Найдено 
и проанализировано 64 источника литературы, 
часть из которых не включена в настоящий обзор 
ввиду недостаточно глубокого рассмотрения осо-
бенностей белков группы GAGE либо отсутствия 
новых данных.

Гены группы GAGE
Одной из групп РTA, распознающихся T-клет-

ками, является семейство антигенов GAGE. Семей-
ство было первоначально идентифицировано по ре-
акции иммунного распознавания аутологичными 
цитотоксическими Т-лимфоцитами антигенов, пред-
ставленных молекулами HLA-Cw6 и HLA-A29 на по-
верхности клеток меланомы человека [18, 19].

Семейство РТА GAGE включает небольшие бел-
ки, имеющие отрицательный заряд поверхности. 
Для всех этих белков предсказано высокое сходство 
их аминокислотных последовательностей. Кодиру-
емые белки участвуют в развитии половых клеток. 
Экспрессируясь в клетках опухоли, белки GAGE сти-
мулируют развитие гуморального и клеточного им-
мунного ответа против них. Из этого следует, что они 
вполне соответствуют требованиям, предъявляемым 
к мишеням для иммунотерапии опухолей.

Последовательности генов, кодирующие белки 
семейства GAGE, расположены в равном числе тан-
демных повторов на хромосоме X (область p11.2–
p11.4). В этом локусе обнаружено по меньшей мере 
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16 гомологичных друг другу генов. Высокое сходство 
последовательностей генов семейства GAGE, а также 
их равномерное распределение в локусе позволяют 
предположить, что это семейство возникло в резуль-
тате дупликации предкового гена GAGE, причем это 
произошло относительно недавно в истории развития 
приматов. Это подтверждается тем, что не удалось 
найти аналоги GAGE в геноме хомяка или мыши. По-
иск с использованием ресурса BLAST позволяет най-
ти это семейство только у человека и шимпанзе. От-
сюда следует, что только приматы имеют в своем 
геноме информацию о генах семейства GAGE [20].

Отдельные представители данного семейства по-
лучили название и объединены в группы в соответ-
ствии со следующими вариациями: 109_111insTAT, 
112T> C и 136C> G, которые приводят к различиям 
в полипептидных последовательностях Y9del, W11R 
и Q19E и могут быть важны для функции белка. Эта 
аннотация разделяет гены на следующие группы: 
GAGE1 (повтор 1) (без вставки L1, без 109_111insTAT, 
112C, 136G), GAGE2A–E (повторы 2, 9, 10, 12, 13) 
(без 109_111insTAT, 112C, 136G), GAGE10 (повтор 16) 
(нет 109_111insTAT, 112T, 136G), GAGE12C–J (повто-
ры 3, 4, 5, 6, 7, 8, 11 и 15) (109_111insTAT, 112T, 136C) 
и GAGE13 (повтор 14) (109_111insTAT, 112C, 136G). 
Система классифицирует участников по основным 
структурным группам и позволяет аннотировать новых 
членов по мере их открытия. Вероятно, что 2 гена, 
GAGE13 и GAGE10, могли произойти путем дуплика-
ции генов GAGE2 и GAGE12, в то время как GAGE1, 
единственный ген, в котором отсутствует вставка L1, 
скорее всего, является общим предком всей группы 
генов. Три из новых генов GAGE (GAGE10, GAGE12J 
и GAGE13) кодируют варианты ранее идентифициро-
ванных антигенных пептидов HLA-Cw6 и HLAA29 
и могут быть использованы для разработки вакци-
ны [20].

Функции белков группы GAGE
Функции белков GAGE в целом остаются неуста-

новленными, но известно, что они проявляются 
в форме устойчивости клеток к апоптозу [21]. В ис-
следованиях ученых из Иллинойсского университе-
та в Чикаго изучалась роль GAGE-7C в двух аспектах 
онкогенеза, а именно устойчивости к апоптозу и про-
водимой противоопухолевой терапии [21]. Они ис-
следовали роль GAGE в апоптозе, поскольку хорошо 
известно, что апоптоз играет важную роль в прогрес-
сировании при некоторых типах опухолей [22]. Кро-
ме того, повышенная экспрессия антиапоптоти-
ческих генов, таких как Bcl-2, сурвивин и Hsp70, 
связана с онкогенностью [23]. Как было установлено, 
GAGE-7C делает клетки устойчивыми к апоптозу, 
опосредованному интерфероном γ (IFN-γ) или Fas. 
Кроме того, показано, что GAGE делает клетки устой-

чивыми к таксолу и γ-облучению. В целом наблю-
даемая экспрессия GAGE-7C в широком спектре 
опухолей человека по меньшей мере частично обу-
словлена его антиапоптотической активностью, 
и устойчивость к различным лекарственным воздей-
ствиям может объяснить выявленную корреляцию 
между экспрессией GAGE и плохим прогнозом при 
некоторых видах рака.

Для определения роли GAGE в апоптозе, инду-
цированном IFN-γ, были использованы 2 пула транс-
фицированных клеток GAGE-7C, а также контроль-
ных трансфицированных клеток. Все эти клетки 
обрабатывали цитокином в течение 2 нед. Для оцен-
ки выживаемости клеток проводилось определение 
способности образования ими колоний [21]. В то вре-
мя как контрольные трансфицированные клетки 
погибли в присутствии IFN-γ, GAGE-7C-трансфи-
цированные клетки пролиферировали и образовы-
вали видимые колонии. Таким образом, GAGE-7C 
делает клетки HeLa устойчивыми к IFN-γ-индуци-
рованному апоптозу.

Может ли GAGE-7C защищать клетки от апоп-
тоза, опосредованного активацией белка Fas, значи-
мого проапоптотического рецептора? Два пула транс-
фицированных GAGE-7C клеток обрабатывали 
агонистическим анти-Fas-антителом. Апоптоз опре-
деляли путем окрашивания DAPI и подсчета фракции 
клеток, содержащих конденсированные и / или фраг-
ментированные хромосомы. После 90 ч обработки 
99 % контрольных трансфицированных клеток были 
в стадии апоптоза, в то время как трансфицирован-
ные GAGE-7C клетки были значительно более устой-
чивыми к Fas-индуцированному уничтожению, в ре-
зультате чего наблюдалось только 41,5 и 42,3 % 
апоптотических клеток. Таким образом, антиапоп-
тотическая активность GAGE проявляется не только 
при воздействии IFN-γ, но также посредством бло-
кирования сигнального пути Fas.

Устойчивость к Fas-индуцированному апоптозу 
поставила перед исследователями интересный во-
прос: устойчивы ли клетки к апоптозу, но при этом 
замедляют рост, или же они устойчивы к апоптоти-
ческому стимулу и могут размножаться после его 
удаления? Чтобы различить 2 возможности, 2 пула 
клеток GAGE-7C и 2 пула контрольных клеток обра-
батывали антителом против Fas. В тот момент, когда 
каждая из контрольных популяций находилась в стадии 
апоптоза на 95 %, а каждая из популяций GAGE-7C 
была апоптотической только на 34 %, выжившие 
клетки GAGE-7C промывали, трипсинизировали, 
подсчитывали, пересевали и выращивали при отсут-
ствии анти-Fas антитела в течение 5 дней. Необрабо-
танные клетки GAGE-7C высевали с одинаковой 
плотностью. Клетки, трансфицированные GAGE-7C, 
которые выжили после обработки антителом против 
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Fas, демонстрировали сходное количество митозов 
по сравнению с клетками, которые не обрабатывали 
антителом против Fas. Таким образом, клетки GAGE-7C, 
которые выживают после апоптотического стимула, 
не склонны к гибели и способны к устойчивой про-
лиферации.

Данные эксперименты показали, что GAGE-7C 
делает клетки устойчивыми к апоптозу, вызванному 
2 различными рецепторами клеточной поверхно-
сти, – рецепторами IFN-γ и Fas. Поскольку в насто-
ящее время характеристика пути IFN-γ-киллинга 
является неполной, было сделано предположение, 
что антиапоптотическая активность GAGE проявля-
ется «ниже по течению» от точки схождения 2 сиг-
нальных путей. Эта активность не является уникаль-
ной для GAGE-7C, поскольку GAGE-7 / 7B также 
придает устойчивость к апоптозу, вызванному Fas. 
В будущем предстоит определить, является ли это 
свойство общим для всех членов семьи GAGE [21].

Z. M. Cilensek и соавт. задались вопросом, влияет 
ли GAGE-7C на устойчивость клеток к химио-
терапии, проверив чувствительность трансфи-
цированных GAGE-7C клеток к таксолу (паклитак-
селу) – цитотоксическому агенту, стабилизирующему 
микротрубочки. Клетки обрабатывали 5 нг / мл (5,8 нМ) 
или 10 нг / мл (11,7 нМ) таксола. После 30 ч обработ-
ки определяли способность клеток к пролиферации 
методом анализа образования колоний. Как при воз-
действии 5 нг / мл, так и при воздействии 10 нг / мл 
таксола контрольные трансфицированные клетки 
были убиты достаточно эффективно, в то время как 
трансфицированные GAGE-7C клетки образовывали 
видимые колонии. Микроскопическое исследование 
клеток, обработанных 5 нг / мл таксола, выявило боль-
шие, активно пролиферирующие колонии в транс-
фектантах GAGE-7C. При этом практически не 
 обнаруживались клетки с аберрантной морфологией 
[21].

Чтобы исследовать роль GAGE-7C в ответе на ио-
низирующее излучение, клетки, трансфицированные 
GAGE-7C, обрабатывали различными дозами γ-об-
лучения, реплицировали при низкой плотности, и ко-
лонии подсчитывали через 8 дней. Трансфицирован-
ные GAGE клетки демонстрировали повышенную 
радиационную выживаемость, обнаруживаемую при 
дозах 4 Гр и выше, достигая 4-кратной разницы по 
сравнению с контрольными клетками при 10 Гр. Сле-
довательно, GAGE-7C делает клетки устойчивыми 
к γ-облучению, что подтверждается анализом обра-
зования колоний.

Активность GAGE-7C может способствовать про-
грессии опухоли, позволяя опухолевым клеткам из-
бегать апоптоза in vivo, включая опосредованное 
Т-клетками уничтожение через Fas-рецептор. Эта 
гипотеза подтверждается выводами о том, что выжив-

шие клетки GAGE-7C активно пролиферируют и де-
монстрируют повышенную долговременную вы-
живаемость после лечения IFN-γ, γ-облучением или 
таксолом. Поскольку клетки GAGE растут со скоро-
стью, неотличимой от скорости роста контрольных 
клеток, был сделан вывод, что устойчивость к 2 раз-
личным противораковым агентам, а именно γ-излу-
чению и таксолу, не является результатом стимули-
рующей рост активности GAGE-7С. Полученные 
данные указывают на то, что устойчивость к радиации 
или таксолу можно отнести только отчасти к неспо-
собности опухолевых клеток подвергаться апоптозу 
в зависимости от режима лечения, статуса р53 и про-
исхождения опухоли [24, 25]. Поэтому пока не ясно, 
связана ли устойчивость к γ-облучению и таксолу, 
обусловленная GAGE-7C, с наблюдаемой устойчи-
востью к апоптозу, опосредованному рецептором, 
или же GAGE-7C играет роль в клетках различного 
гистологического происхождения.

В целом полученные результаты определяют 
функциональную связь между GAGE-7C и 2 аспек-
тами прогрессирования опухоли человека: устойчи-
востью к Fas-индуцированному апоптозу и устойчи-
востью к химио- и радиотерапевтическим агентам. 
Более того, устойчивость к клинически значимым 
агентам может объяснить корреляцию между экс-
прессией GAGE и плохим прогнозом [12].

Таким образом, GAGE является привлекательной 
мишенью для лечения рака. Его инактивация у людей 
едва ли будет иметь пагубные последствия, в то время 
как он может повышать чувствительность опухолей 
к таксолу и γ-облучению и восстанавливать клеточ-
ный ответ на апоптотические стимулы. Дальнейшее 
выяснение молекулярного механизма, лежащего в ос-
нове антиапоптотической функции белков GAGE, 
ускорит разработку специфических противораковых 
препаратов.

Причины экспрессии генов группы GAGE
Причины экспрессии данных генов в опухоли 

изучены относительно мало. Есть только отрывочные 
сведения о том, что при мезотелиоме экспрессия 
GAGE увеличивалась после использования азацити-
дина.

В исследовании J. A. Tuxhorn и соавт. [26] показа-
на прямая зависимость между активностью GAGEC1 
и воздействием трансформирующего фактора роста 
β1 (TGF-β1) в первичных стромальных и эпителиаль-
ных клетках предстательной железы.

Для исследования опосредованной TGF-β1 ин-
дукции GAGEC1 первичные эпителиальные клетки 
предстательной железы (PrEC), первичные стромаль-
ные фибробласты предстательной железы (PrSC) 
и первичные фибробласты крайней плоти (PFF) сти-
мулировали 1 нг / мл TGF-β1 в течение 24 ч. Все типы 
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клеток подверглись видимым морфологическим из-
менениям при стимуляции TGF-β1, став увеличен-
ными, уплощенными и менее преломляющими свет 
по сравнению с предшествующими результатами, 
полученными для трансдифференцированных PrSCs 
и PrECs [26].

При помощи гнездовой полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) выявили значительную индукцию 
GAGEC1 в PrSC и PrEC по сравнению с контроль-
ными клетками, обработанными bFGF. Хотя морфо-
логия PFF указывала на то, что трансдифференци-
ровка происходила при обработке TGF-β1, не было 
заметной индукции GAGEC1, несмотря на идентич-
ные условия ex vivo, указывающие на то, что индукция 
GAGEC1 в PrECs и PrSCs является клеточно-специ-
фическим ответом на TGF-β1.

Учитывая, что уровень TGF-β1 увеличивается при 
доброкачественной гиперплазии предстательной же-
лезы и раке поджелудочной железы, опосредованная 
TGF-β1 индукция экспрессии GAGEC1 в первичных 
опухолях при данных заболеваниях предполагает воз-
можный механизм, который может частично отвечать 
за активацию экспрессии GAGEC1. Кроме того, ядер-
но-цитоплазматическая локализация белка GAGEC1-E 
сходна с таковой у многих белков GAGE [27], что пред-
полагает регуляцию экспрессии этих белков неким 
общим механизмом.

Результаты свидетельствуют о том, что увеличе-
ние уровня TGF-β1, связанное с заболеванием, может 
объяснить увеличение экспрессии GAGEC1 при до-
брокачественной гиперплазии предстательной желе-
зы и раке предстательной железы.

Экспрессия генов и белков группы 
GAGE при различных видах опухолевых 
заболеваний
Транскрипты гена GAGE были обнаружены при 

многих видах рака, чаще всего при злокачественных 
меланомах (24–42 %) [28], раке легкого (19–54 %) [28], 
карциноме щитовидной железы (30 %) [29], раке мо-
лочной железы (26 %) [30], гепатоцеллюлярном ра-
ке (38 %) [31] и раке яичников (30 %) [32]. Иммуно-
гистохимические исследования также выявили 
активность GAGE при нескольких видах рака, вклю-
чая злокачественную меланому (17 %) и рак легкого 
(16 %), молочной железы (12 %) и щитовидной же-
лезы (10 %), но, как правило, с более низкой часто-
той, чем при исследовании методом ПЦР [33].

Экспрессия GAGE коррелирует с поздними ста-
диями рака легких и постепенно увеличивается по ме-
ре прогрессирования заболевания [34]. Экспрессию 
белка GAGE оценивали методом иммуногистохимии 
в 61 образце карциномы пищевода (40 аденокарци-
ном и 21 образец плоскоклеточного рака), 50 образцах 
карциномы желудка и 141 образце колоректального 

рака. Самая высокая частота экспрессии была обна-
ружена при плоскоклеточном раке пищевода: поло-
жительное окрашивание наблюдалось в 29 % случаев. 
Экспрессия белка GAGE при аденокарциноме пи-
щевода наблюдалась в 2–24 % случаев и существен-
но не отличалась от экспрессии GAGE при разных 
типах аденокарциномы желудка [35].

В другой работе описывается экспрессия GAGE 
при раке щитовидной железы и показано, что она 
не связана с клиническим исходом. Для анализа были 
доступны данные 117 пациентов, перенесших хирур-
гическое лечение по поводу заболевания щитовидной 
железы. Уровни экспрессии GAGE анализировали 
методом иммуногистохимии. Ни в нормальной щи-
товидной железе, ни в зобе GAGE не экспрессиро-
вался. При папиллярной и фолликулярной карцино-
ме белок GAGE присутствовал в 10,8 % случаев, 
при медуллярной карциноме экспрессия антигена 
GAGE составила 92,9 %. В случаях плохо дифферен-
цированной и анапластической карцином экспрессия 
GAGE составляла 66,7 %. Наблюдалась статистиче-
ски значимая связь между экспрессией GAGE и по-
лом (p = 0,043). Однако не было связи между экспрес-
сией и выживаемостью пациентов ни при одном 
из проанализированных опухолевых образований. 
Текущее исследование выявило четкую картину экс-
прессии GAGE в злокачественных опухолях щито-
видной железы, что указывает на то, что он потенци-
ально превосходит существующие биомаркеры рака 
щитовидной железы [36].

Экспрессия генов семейства GAGE была обна-
ружена у 1 / 3 пациентов с множественной миеломой. 
Их экспрессия была идентифицирована как не-
зависимый прогностический фактор [37]. GAGE-4 
и GAGE-8 представляют собой антигены с более вы-
сокой частотой экспрессии у пациентов с рецидивом 
множественной миеломы, чем при недавно диагно-
стированном заболевании [38]. Было показано, 
что GAGE-1 и GAGE-12 сверхэкспрессируются у па-
циентов, у которых гены, участвующие в клеточном 
цикле и пролиферации, были сверхэкспрессированы, 
что подтверждает связь между генами РTA и прогно-
зом [39, 40]. В другом исследовании изучалась связь 
с прогнозом при множественной миеломе. Экспрес-
сия генов семейства GAGE была изучена методом ПЦР 
с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) в 15 нормаль-
ных тканях, пуле из 10 нормальных образцов костно-
го мозга, 3 нормальных миндалин и аспиратов кост-
ного мозга от 6 здоровых доноров, 3 моноклональных 
гаммапатий неопределенной значимости (MGU), 
5 солитарных плазмоцитом, 39 образцов множествен-
ной миеломы (95 % на поздней стадии) и линии кле-
ток ММU266. Выявленная частота экспрессии GAGE 
у пациентов с множественной миеломой составля-
ла 33 %. Регрессионная модель Кокса показала, что 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1399-0039.2007.00997.x#b21
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1399-0039.2007.00997.x#b35
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экспрессия генов семейства GAGE была независимым 
прогностическим фактором при анализе всех паци-
ентов. Обнаружено, что худший прогноз связан с экс-
прессией генов семейства GAGE [37].

Экспрессия мРНК гена GAGE была выявлена у 13 
из 52 исследованных больных раком поджелудочной 
железы и у 1 из 8 больных с хроническим панкреати-
том. Исследовались клетки поджелудочной железы, 
полученные методом биопсии. Наличие GAGE у боль-
ных хроническим панкреатитом позволяет рассмат-
ривать данное состояние как предрак [41].

Также изучалась экспрессия GAGE при опухолях 
желудочно-кишечного тракта. Анализ экспрессии 
GAGE проводили иммуногистохимическими мето-
дами. Из 51 доступного случая мужчин было 30 (59 %), 
а женщин – 21 (41 %); средний возраст 66 ± 15 лет 
(диапазон – 29–87 лет). Первичные очаги опухоли 
были следующими: желудок – 63 % (32 / 51) случаев, 
тонкая кишка – 35 % (18 / 51) случаев, другая лока-
лизация – 2 % (1 / 51) случаев. Все опухоли были им-
муногистохимически положительны на антигены 
стволовых клеток CD117 и CD34. При раке желудка 
экспрессия GAGE связана с большим объемом опу-
холи и большей скоростью пролиферации. Экспрес-
сия GAGE была обнаружена у 6 (12 %) из 51 пациента 
с раком желудка. Гастроинтестинальные стромаль-
ные опухоли с высокой степенью злокачественно-
сти с большей вероятностью экспрессируют GAGE 
(p = 0,002) по сравнению с менее агрессивными опу-
холями. Средний размер отрицательных и положи-
тельных по GAGE опухолей составил 4,0 и 8,0 см 
соответственно. Все пациенты с экспрессией GAGE 
имели умеренный или высокий риск рецидива в со-
ответствии с установленными критериями риска. 
Наличие GAGE коррелирует со скоростью митоза 
(p = 0,001) и размером опухоли (p = 0,02), но не с ло-
кализацией опухоли (p = 0,6) [42].

У пациентов с хроническим панкреатитом РТА 
GAGE-2 экспрессировались в 16 % (4 / 24) случаев, 
но гуморального иммунного ответа не наблюдалось. 
Несмотря на обнаружение мРНК GAGE у 1 из 9 паци-
ентов с хроническим панкреатитом, не наблюдалось 
никакого гуморального иммунного ответа против 
GAGE в 15 образцах сыворотки, полученных от па-
циентов с хроническим панкреатитом [22].

Анализ экспрессии РТА с помощью ОТ-ПЦР 
и иммуногистохимии у больных медуллобластомой 
показал, что GAGE присутствует в 64 % (16 / 25) слу-
чаев [43]. При раке печени экспрессия происходит 
относительно редко. Методом иммуногистохимии 
исследовались образцы, полученные от 146 больных 
с гепатоцеллюлярной карциномой, 13 больных с вну-
трипеченочной холангиокарциномой, 37 больных 
с внепеченочными холангиокарциномами и 32 боль-
ных с карциномой желчного пузыря. Из 146 гепато-

целлюлярных карцином белки группы GAGE обна-
ружены в 11 % случаев. Кроме того, экспрессия GAGE 
коррелировала со снижением общей выживаемос-
ти у пациентов с гепатоцеллюлярной карциномой 
(p = 0,01). Экспрессия белка GAGE обнаружена все-
го в 3 % случаев рака желчного пузыря. У больных 
с внутри- и внепеченочными холангиокарциномами 
экспрессии не выявлено [44].

Проводилась также иммуногистохимическая 
оценка экспрессии GAGE у 210 случайно выбранных 
первичных больных инвазивными видами рака мо-
лочной железы. Полученные данные были сопостав-
лены с клинико-патологическими параметрами и ис-
ходными данными, включая безрецидивную и общую 
выживаемость. Экспрессия GAGE была обнаружена 
в 17 (12,8 %) проанализированных случаях. Локали-
зация GAGE была в основном цитоплазматической 
с некоторым редким участием ядра. Умеренная экс-
прессия была обнаружена в 9 (6,8 %) и сильная экс-
прессия в 8 (6,0 %) случаях [45].

При уротелиальной карциноме из 94 исследован-
ных образцов от пациентов ≈30 % дали положитель-
ное окрашивание как в цитоплазме, так и в ядрах. 
При этом экспрессия белка GAGE не была связана 
с рецидивами и исходами выживания [46].

Экспрессия GAGE упоминается при мезотелиоме. 
Три первичные культуры (MES-CM98, MES-MM98 
и MES-OC99) и 3 долговременные культуры (MPP-89, 
MES-1 и MES-2) клеток мезотелиомы были проана-
лизированы на предмет их конститутивной экспрес-
сии РТА. Анализ ОТ-ПЦР выявил частую экспрессию 
РTA, принадлежащего к семейству генов GAGE [47]. 
Наличие антигенов X-хромосомных РТА в опухолях 
зародышевых клеток было исследовано в 74 семиномах 
яичек, включая 72 классические семиномы и 2 спер-
матоцитарные семиномы: GAGE экспрессировался 
в 63 из 74 случаев [48].

Экспрессию гена GAGE определяли также в об-
разцах клеточных линий меланомы, где она достига-
ла 95,5 % [49]. Кроме того, экспрессия гена GAGE 
встречается при раке головы и шеи и отрицательно 
влияет на прогноз [50].

Интересно, что белки GAGE могут также исполь-
зоваться для определения прогрессирования заболе-
вания, поскольку их экспрессия коррелирует с плохим 
прогнозом при раке желудка, пищевода и нейро-
бластоме [51–53].

Перспективы применения белков группы 
GAGE в качестве мишени для специфической 
иммунотерапии
Анализ экспрессии GAGE у больных онкологичес-

кими заболеваниями показал, что белки GAGE име-
ют более широкий профиль экспрессии в нормальных 
тканях, чем многие РТА. Экспрессия большинства 
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РТА ограничена зародышевыми клетками взрослого 
мужчины и зародышевыми клетками плода обоих 
полов, но экспрессия GAGE также сохраняется в под-
группе ооцитов взрослого яичника [27]. Кроме того, 
белки GAGE играют роль в клетках Лейдига и Сер-
толи, находящихся на стадии эмбрионального раз-
вития. Экспрессия может наблюдаться в течение 
нескольких недель во 2-м триместре беременности 
[54]. Из-за иммунных привилегий зародышевых кле-
ток (низкая или нулевая экспрессия HLA класса I 
и гематоэнцефалический барьер) и незрелого состо-
яния адаптивной иммунной системы плода экспрес-
сия GAGE в половых и других клетках плода вероят-
нее всего не будет препятствовать применению 
методов GAGE-направленной иммунотерапии [2]. 
Соответст венно, клеточные и гуморальные иммунные 
ответы на белки GAGE были обнаружены при мела-
номе [33].

Интересно, что иммуногистохимический анализ 
показал значительные различия в уровне экспрессии 
GAGE в опухолях, и большинство положительных 
опухолей также включают GAGE-отрицательные 
клетки. Это может иметь значимые последствия 
для разработки противораковых вакцин, распозна-
ющих GAGE, поскольку GAGE-отрицательные клет-
ки в GAGE-положительных опухолях могут избежать 
иммунотерапевтического воздействия. Однако про-
блема гетерогенности может быть преодолена путем 
включения ингибиторов ДНК-метилтрансфераз и ги-
стондеацетилаз в терапевтическое лечение, посколь-
ку было показано, что они индуцируют экспрессию 
GAGE в раковых клетках [52, 55].

Важно понимать, что белковые продукты генов 
GAGE имеют более 95 % гомологии, кроме GAGE-1, 
который имеет уникальный С-конец, кодируемый 
дополнительным экзоном, с учетом умеренной го-
мологии 80 % в сравнении с другими генами семей-
ства. Таким образом, специальные антитела, разра-
ботанные против отдельных белков семейства GAGE, 
с высокой вероятностью будут обладать кроссреак-
тивностью среди белков группы GAGE [20].

Заключение
Семейство РТА GAGE представляет собой очень 

интересный объект для дальнейших исследований, 
и их продолжение может сыграть важную роль в развитии 
методов терапии опухолей. Экспрессируясь в раковых 
клетках, белки GAGE провоцируют против них гумо-
ральный и клеточный иммунный ответ. Это подразуме-
вает, что они вполне соответствуют требованиям, предъ-
являемым к мишеням для иммунотерапии опухолей.

Отсутствие экспрессии GAGE в большинстве 
здоровых тканей позволяет рассматривать данные 
белки как возможный диагностический и прогности-
ческий маркер раковых заболеваний, который в даль-
нейшем можно использовать для оценки злокаче-
ственности и мониторинга опухолей для подбора 
тактики лечения. К настоящему моменту в России 
известен опыт успешного создания бактериального 
продуцента белка GAGE1, предназначенного для даль-
нейших разработок противоопухолевых препаратов 
[56], а также оценки экспрессии транскриптов генов 
группы GAGE в клеточных линиях и в опухолях, по-
лученных от больных меланомой [49, 57, 58].
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Рак молочной железы является наиболее частой нозологией в структуре женской онкологической заболева-
емости. Опухолевая структура при раке молочной железы характеризуется не только морфологической гете-
рогенностью опухолевых клеток, но и высокой степенью гетерогенности опухолевого микроокружения, вклю-
чающего  клетки  иммунной  системы,  элементы  клеточного  матрикса  и  другие  компоненты,  которые  могут 
оказывать проонкогенное и противоонкогенное действие. Таким образом, применение персонализированных 
подходов для выбора наиболее эффективных протоколов терапии рака молочной железы невозможно без ком-
плексного исследования целевых онкомаркеров и биомаркеров клеточного микроокружения.
Цель работы – систематизировать данные о биомаркерах опухолевого микроокружения и провести оценку про-
гностической ценности исследования биомаркеров опухолевого микроокружения при раке молочной железы.
Биомаркеры опухолевого микроокружения являются важным прогностическим фактором. Молекулярно-гене-
тический анализ профиля таких биомаркеров, а также иммуногистохимические исследования взаимного рас-
положения клеток опухоли и опухолевого микроокружения могут использоваться для высокоточной онкодиа-
гностики и для подбора эффективной персонализированной терапии при раке молочной железы. Необходимость 
такого широкого комплексного исследования определяется пластичностью клеток микроокружения опухоли, 
которые могут как поддерживать опухолевый рост, блокировать иммунный ответ и обеспечивать резистентность 
к лекарственным препаратам, так и проявлять противоопухолевую активность.
В настоящем обзоре проанализированы ключевые элементы микроокружения опухоли, встречающиеся при раке 
молочной железы, примеры взаимодействия опухолевых клеток с микроокружением, данные прогностической 
и диагностической ценности биомаркеров микроокружения опухоли. Показано, что микроокружение опухоли 
влияет на образование лекарственной устойчивости и эффективность различных методов терапии рака молоч-
ной железы.

Ключевые слова: рак молочной железы, микроокружение опухоли, биомаркеры, детекция
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Breast cancer is the most common malignant tumor in women. The tumor structure in breast cancer is character-
ized not only by morphological heterogeneity of tumor cells, but also by a high degree of heterogeneity of tumor 
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microenvironment, which contains immune cells, cell matrix elements, and other components that may have pro-
carcinogenic  or  anticarcinogenic  effects.  Therefore,  personalized  approaches  to  selecting  the  most  effective 
breast cancer treatment protocols cannot be used without comprehensive analysis of the target cancer markers 
and cellular microenvironment biomarkers.
This review is aimed at systematizing the data on tumor microenvironment biomarkers and evaluating the prog-
nostic value of the analysis of tumor microenvironment biomarkers in breast cancer.
Biomarkers of the tumor microenvironment are important prognostic factors. Molecular genetic analysis of the profile 
of these biomarkers, as well as immunohistochemical studies of the mutual arrangement of tumor cells and tumor 
microenvironment can be used for high-accuracy cancer diagnosis and for the selection of effective personalized 
therapy in breast cancer. This comprehensive research is necessary because of the plasticity of tumor microen-
vironment cells, which can either support tumor growth, block immune response, and provide resistance to drugs, 
or exhibit antitumor activity.
The key elements of the tumor microenvironment in breast cancer have been analyzed, and examples of interac-
tion between tumor cells and the microenvironment, as well as data on the prognostic and diagnostic values of tumor 
microenvironment  biomarkers,  have  been  summarized.  The  tumor  microenvironment  has  been  shown  to  affect 
the formation of drug resistance and the efficiencies of various breast cancer therapies.

Keywords: breast cancer, tumor microenvironment, biomarkers, detection
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Введение
Рак молочной железы (РМЖ) – самое часто ди-

агностируемое онкологическое заболевание в жен-
ской популяции как в России, так и во всем мире [1]. 
Важным условием снижения инвалидизации и смерт-
ности от РМЖ является его ранняя высокоточная 
диагностика, а также выбор эффективной стратегии 
персонализированной терапии. Согласно клиничес-
ким рекомендациям Минздрава России, диагностика 
РМЖ включает гистологическое и иммуногистохи-
мическое исследование биопсийного и / или опера-
ционного материала с указанием гистологического 
варианта, степени дифференцировки, опухольспе-
цифических биомаркеров – HER2, Ki-67, эстрогено-
вого (ЭР) и прогестеронового рецепторов (ПР) [2]. 
Известно, что опухоли молочной железы гетерогенны 
по своей структуре, что обусловливает возможность 
приобретения устойчивости к различным видам те-
рапии, а также их метастатический потенциал [3–5]. 
Рост опухоли определяется активным взаимодейст-
вием опухолевых клеток с иммунной системой паци-
ента. Так, опухолевое микроокружение содержит 
регуляторные, цитотоксические и хелперные Т-лим-
фоциты [6], B-лимфоциты [7], макрофаги [8], ней-
трофилы [9] и дендритные клетки [10] (см. рисунок), 
которые могут взаимодействовать с клетками опухо-
ли с помощью сигнальных молекул (цитокины, ин-
терлейкины (IL), факторы роста) и ферментов (ок-
сидазы, протеиназы и др.). Гетерогенность микро-
окружения опухоли также выражается в локальных 
изменениях pH, уровня кислорода, градиентов кон-
центрации питательных веществ. Таким образом, 
иммунная система пациента играет важную роль как 

в сдерживании канцерогенеза, так и в его прогрессии. 
Анализ данных литературы показывает, что все боль-
ше внимания уделяется детальной характеризации 
опухолевого микроокружения с целью найти новые 
мишени для терапии и разработать высокоспецифи-
ческие методы лечения, снизить устойчивость опу-
холи к традиционным методам лечения, что должно 
обеспечить увеличение периода ремиссии и улучшить 
показатели долгосрочной выживаемости [11]. Кроме 
того, дополнительное исследование биомаркеров 
компонентов микроокружения опухоли в сыворотке 
крови пациентов поможет детализировать клиническую 
картину развития РМЖ [12], а также уточнять вероят-
ные эффективные пути лечения [13].

Биомаркеры иммунного  
микроокружения опухоли и прогноз 
рака молочной железы
Макрофаги и дендритные клетки (ДК) образуют-

ся в процессе дифференцировки моноцитов и явля-
ются компонентами врожденной иммунной системы. 
При этом популяция макрофагов, инфильтрирующих 
опухоль, очень гетерогенна, так как фенотип и функ-
ции макрофагов могут меняться в зависимости от ми-
кроокружения. Макрофаги фенотипа М1, положи-
тельные по таким маркерам, как HLA-DR, CD11c, 
CD86, iNOS и pSTAT1, поддерживают развитие вос-
паления и являются провоспалительными, а макро-
фаги фенотипа М2, положительные по CD163, 
CD204, CD206, VEGF и cMAF, наоборот, оказывают 
противовоспалительный эффект [14]. А. Bobrie и со-
авт. при исследовании образцов опухолей неметаста-
тического трижды негативного РМЖ от 285 пациентов 
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выявили 4 патогномоничных маркера макрофагов – 
CD68, IRF8, CD163 и CD206 [15]. Полученные ре-
зультаты показали, что РМЖ у пациентов, имеющих 
CD206+-фенотип макрофагов, отличается более бла-
гоприятным прогнозом. Другими авторами было 
продемонстрировано, что дифференциация в М2-ма-
крофаги может коррелировать с повышенным ангио-
генезом и агрессивностью опухоли [16].

Дендритные клетки распознают и представляют 
опухолевые антигены в составе главного комплекса 
гистосовместимости и далее активируют Т-лимфо-
циты, являясь связующим звеном между врожденным 
и адаптивным иммунитетом. При этом в зависимости 
от типа, степени созревания ДК могут как усиливать 
эффекторный ответ Т-лимфоцитов, так и снижать 
его, обусловливая прогрессию опухоли [17]. J. Szpor 
и соавт. исследовали популяции ДК с определением 
маркеров CD1a, CD83, CD123, CD208 и CD209 
при различных типах РМЖ [10]. Проведенные иссле-
дования показали, что ДК с фенотипом CD1a+ обна-
руживались преимущественно внутри области опу-
холевого роста, в то время как положительные 

по другим исследованным маркерам ДК обычно ло-
кализовались на краю опухолевого роста. Кроме то-
го, ДК CD123+ преимущественно встречаются в более 
агрессивных опухолях молочной железы с плохим 
прогнозом, а также всего в 15 % случаев базального 
подтипа РМЖ, который также характеризуется вы-
сокой агрессивностью, устойчивостью к терапии 
и плохим прогнозом. ДК CD83+ чаще присутствуют 
в опухолях люминальных подтипов, а выживаемость 
пациентов с метастазами в лимфатические узлы кор-
релирует с уровнем экспрессии CD83+. ДК CD208+ 

чаще встречаются в ЭР- и ПР-отрицательных опухо-
лях, а также в опухолях с высоким уровнем Ki-67 
и HER2, что обычно характеризует более агрессивные 
формы РМЖ с повышенной устойчивостью к тера-
пии.

Цитотоксические, хелперные и Т-лимфоциты 
памяти, В-лимфоциты памяти, плазматические клетки, 
натуральные киллеры (НК) и другие потомки лим-
фоидных прогениторных клеток составляют адаптив-
ную иммунную систему. Наличие в микроокруже-
нии опухоли цитотоксических Т-лимфоцитов CD8+ 

Биомаркеры рака молочной железы и компонентов иммунного микроокружения опухоли. ЭР – эстрогеновые рецепторы; ПР – прогестеро-
новые рецепторы

Biomarkers of breast cancer and components of tumor immune microenvironment. ER – estrogen receptor; PR – progesterone receptor

Люминальный B 
HER2– /  

Luminal B HER2–

ЭР+ / ER2+

HER2–

Ki-67 >30 %
ПР <20 % / PR <20 %

HER2-положительный/
HER2 positive

HER2+

ЭР– / ER2–

ПР– / PR–

Базальноподоб- 
ный / Basal

HER2–

ЭР– / ER2–

ПР– / PR–

Люминальный B  
HER2+ /  

Luminal B HER2+

ЭР+ / ER2+

HER2+

Ki-67 любой / Ki-67 any
ПР любые / PR any

Люминальный А / 
Luminal A
ЭР+ / ER2+

HER2–

Ki-67 <20 %
ПР >20 % / PR >20 %

Опухоль / Tumor Иммунное микроокружение опухоли /  
Tumor immune microenvironment

Т-лимфоциты памяти / 
Memory T cells

Tcm: IL2RA
Tem: HLA-DR, CCR5, 

TBX21, GZMA

Цитотоксические Т-лимфо- 
циты / Cytotoxic T cells

Tc1: TNF-α, IFN-γ, IL-2, CXCR3, 
TBX21

Tc2: IL-4, IL-5, CCR4, GATA3
Tc9, Tc17…

Т-хелперные 
лимфоциты /  
Helper T cells
CRCR3, CCR4,  
CCR6, CCR10,  

CD4

Нейтрофилы / Neutrophils
T–: CD66, CD11b, CD101, 

CD177, CD170, CD54, 
HLA-DR, CD86, CD15

T+: CD66, CD11b, CD170, 
PD-L1

Макрофаги / 
Macrophages

M1: HLA-DR, CD11c, 
CD86, iNOS, pSTAT1
M2: CD163, CD204, 
CD206, VEGF, cMAF

Дендритные  
клетки /  

Dendritic cells
CD206, CD40, 

Clec9a, CD11c, DCIR

Плазматические 
клетки /  

Plasma cells
CD19, CD38, CD138, 

BCMA, MUM1

B-лимфоциты 
памяти / 

Memory B cells
CD19, CD20, 
CD27, IgAGM

Натуральные 
киллеры /  

Natural killer cells
CD56, CD16
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коррелирует с лучшим клиническим исходом и более 
длительным периодом ремиссии пациентов. При этом 
Т-хелперы (CD4+-Т-лимфоциты) являются 2-м по 
распространенности типом Т-лимфоцитов в опухоли 
[18]. Показано, что опухоли, содержащие большее 
количество CD4+- и CD8+-Т-лимфоцитов, лучше от-
вечают на иммунотерапию, чем опухоли с их низким 
содержанием [19]. R. Caparica и соавт. проанализиро-
вали результаты 7 клинических исследований, которые 
включали данные более 3 тыс. пациентов с неинва-
зивным РМЖ, и пришли к выводу, что высокое со-
держание лимфоцитов, инфильтрующих опухоль, 
связано с большей вероятностью рецидива и более 
агрессивными формами РМЖ [20]. Т-лимфоциты 
памяти являются субпопуляцией CD8+-Т-лимфоцитов, 
а также положительны по CD103, CD69 и PD1 [21]. 
P. Savas и соавт. методом профилирования экспрессии 
на единичных клетках установили, что Т-лимфоциты 
памяти отличаются высокими уровнями экспрессии 
молекул иммунных контрольных точек, включая PD-1, 
CTLA4, TIM3, TIGIT, LAG3, а также эффекторных 
белков, включая гранзим В и перфорин. При этом 
их присутствие в опухолевом микроокружении кор-
релирует с лучшей выживаемостью пациентов с ба-
зальноподобным подтипом РМЖ [22]. Эта особен-
ность делает их одними из ключевых мишеней при 
модуляции и ингибировании контрольных точек 
иммунного ответа. Также экспрессия эффекторных 
цитотоксических белков объединяет их еще с одним 
типом клеток опухолевого микроокружения – НК. 
Известно, что НК микроокружения опухоли при 
РМЖ характеризуются высоким уровнем экспрессии 
молекулы адгезии CD56, рецептора CD16, а также 
отсутствием экспресии CD3 [23]. Показано, что НК 
могут вызывать активацию клеточных рецепторов 
смерти, таких как Fas-лиганд и TRAIL (апоптозин-
дуцирующий лиганд, связанный с фактором некроза 
опухолей (TNF)), что приводит к классическому 
апоптозу опухолевых клеток. Кроме того, различные 
популяции НК могут оказывать иммунорегуляторный 
эффект, например путем продукции цитокинов, таких 
как интерферон γ (IFN-γ) и TNF-α [24]. S. Nersesian 
и соавт. провели анализ результатов 8 клинических 
исследований с данными 1631 пациента и установи-
ли, что НК, инфильтрующие опухоли, чаще ассоци-
ированы с лучшей выживаемостью пациентов, хотя 
и с высоким разбросом полученных данных, что объ-
ясняется высокой гетерогенностью РМЖ [25]. Плаз-
матические клетки, положительные по таким мар-
керам, как CD38 и CD138, играют важную роль 
в презентировании антигенов и гуморальном имму-
нитете, а также могут оказывать цитотоксический 
эффект как через продукцию цитокинов IL-12 
и IFN-γ [26], так и через выработку опухольспеци-
фических IgG, проявляющих противоопухолевую ак-

тивность [27]. A. Sakaguchi и соавт., проанализировав 
образцы биоптатов 146 пациентов, получавших нео-
адъювантную химиотерапию, показали, что у паци-
ентов с высоким содержанием плазматических клеток 
до химиотерапии в результате терапии наблюдался 
лучший ответ, а также отмечалось повышенное со-
держание В-лимфоцитов. Кроме того, эта законо-
мерность прослеживалась даже в случае с базально-
подобным подтипом РМЖ [28].

Традиционно для выбора терапии и определения 
прогноза РМЖ применяется исследование образцов 
опухолевой ткани методами иммуногистохимии с де-
текцией таких целевых онкомаркеров, как HER2, ЭР, 
ПР и Ki-67, что позволяет выделить 5 молекуляр-
но-биологических подтипов: тройной негативный, 
люминальный А, люминальный B HER2– , люминаль-
ный B HER2+ и нелюминальный (HER2+). Каждый 
из этих подтипов отличается своим прогнозом и ре-
комендуемыми методами лечения. Так, трижды не-
гативный подтип характеризуется агрессивным кли-
ническим течением и низкими показателями 
ремиссии и выживаемости. РМЖ данного подтипа 
не поддается эндокринной и HER2-направленной 
терапии, но он чаще других подтипов характеризует-
ся более высоким уровнем экспрессии PD-L1, что дает 
надежду на разработку эффективной иммунотерапии, 
нацеленной на PD-L1 [29]. Подтип люминальный А 
имеет хороший прогноз по выживаемости, а срок 
ремиссии составляет более 10 лет [30]. Опухоли дан-
ного подтипа в большинстве случаев хорошо подда-
ются эндокринной терапии и в некоторых случаях 
химиотерапии. Подтип люминальный B характери-
зуется худшим прогнозом по сравнению с люминаль-
ным А, он менее восприимчив к эндокринной тера-
пии, но при этом лучше поддается химиотерапии, 
а срок ремиссии составляет менее 10 лет [31]. HER2+-
подтип имеет прогноз хуже, чем люминальные А и B, 
но несколько лучше, чем базальный подтип, а срок 
ремиссии составляет менее 10 лет. Этот подтип под-
дается HER2-направленной терапии и химиотерапии 
с антрациклинами [32]. Тем не менее вышеизложен-
ные данные литературы показывают, что для полно-
го понимания прогноза РМЖ и выбора персонализи-
рованной стратегии лечения существенное значение 
приобретают дополнительные исследования микро-
окружения опухоли. Анализ пула клеток, инфильтру-
ющих опухоль, их соотношения и степени дифферен-
циации, а также детекция профилей биомаркеров 
микроокружения опухолевых клеток могут оказать 
значительное влияние на оценку прогноза заболевания 
и выбор подходящей линии терапии (см. таблицу). 
Проведение таких дополнительных исследований по-
зволит более эффективно диагностировать, разраба-
тывать новые и выбирать эффективные подходы к те-
рапии РМЖ, включая иммунотерапию.
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Биомаркеры иммунного микроокружения опухоли

Biomarkers of tumor immune microenvironment

Тип клеток 
Cell type

Маркер / группа маркеров 
Marker / group of markers

Прогноз 
Prognosis

Ссылка 
Reference

Макрофаги 
Macrophages

М1 – HLA-DR, CD11c, 
CD86, iNOS, pSTAT1

У пациентов с тройным негативным подтипом 
увеличенное число макрофагов М1 коррелирует 

с лучшим прогнозом 
M1 is correlated with a better prognosis in triple-negative patients

[14] 

М2 – CD163, CD206
Благоприятный в случае тройного негативного 

подтипа 
Good in triple-negative patients

[15] 

М2 – CD206

Неблагоприятный: корреляция с повышенным 
уровнем ангиогенеза и агрессивностью опухоли 

в нелюминальных подгруппах 
Poor: the markers are correlated with enhanced angiogenesis 

and aggressive tumor behavior in nonluminal subgroups

[16] 

Дендритные клетки 
Dendritic cells

CD83

Корреляция с более длительным безрецидивным 
прогнозом и лучшим показателем выживаемости 

The marker is correlated with a longer relapse-free period  
and a higher survival rate

[10] CD123

Преимущественно встречается в более агрессив-
ных опухолях с неблагоприятным прогнозом 

The marker is predominantly found in more aggressive tumors 
with a poor prognosis

CD208

Характерно для агрессивных форм с повышенной 
устойчивостью к терапии тамоксифеном 
The marker is characteristic of aggressive tumors  

with an increased resistance to tamoxifen

Цитотоксические 
Т-лимфоциты 
Cytotoxic T cells

CD8

Корреляция с лучшим клиническим прогнозом 
и более длительным периодом ремиссии пациентов 

The marker is correlated with a better prognosis  
and a longer relapse

[19] 

Хелперные Т-лимфо-
циты 
Helper T cells

CD4

Если также присутствуют CD8+-Т-лимфоциты, 
то опухоль лучше отвечает на иммунотерапию 
If there are also CD8+ T cells, the tumor responds better 

to immunotherapy

Т-лимфоциты памяти 
Memory T cells

PD-1, CTLA4, TIM3, 
TIGIT, LAG3

Корреляция с лучшим показателем выживаемости 
пациентов с тройным негативным подтипом 
The markers are correlated with a higher survival rate  

of triple-negative patients

[22] 

Натуральные киллеры 
Natural killer cells

CD56, CD16
Корреляция с лучшим показателем выживаемости 

пациентов 
The markers are correlated with a higher survival rate

[25] 

Плазматические клетки 
Plasma cells

CD38, CD138
Корреляция с лучшим ответом на химиотерапию 

The markers are correlated with a better response 
to chemotherapy

[28] 

Нейтрофилы 
Neutrophils

CD66, CD11b, CD170, 
PDL1

Большая вероятность метастазирования 
A high probability of metastasizing

[33] 

Оценка микроокружения опухоли 
для анализа роста, метастазирования 
и формирования устойчивости к терапии
Многие исследователи сравнивают опухоль и ее 

микроокружение с отдельным органом, содержащим 

собственную кровеносую, лимфатическую и нервную 
системы, собственные иммунные клетки и внекле-
точный матрикс, что в совокупности с факторами 
роста, гормонами и другими молекулярными компо-
нентами обеспечивает опухолевый рост и уклонение 
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от терапии. Микроокружение опухоли секретирует 
везикулярные структуры (экзосомы), регуляторные 
РНК, которые меняют комплексные свойства опу-
холевых тканей. Аномальные условия гипоксии, не-
типичные для организма концентрации различных 
компонентов, метаболические нарушения – все это 
влияет на эффективность той или иной линии тера-
пии и часто для эффективной терапии недостаточно 
воздействовать только на раковые клетки, а необхо-
дим комплексный подход, затрагивающий изменение 
сигнальных путей, моделирование иммунного отве-
та и многие другие естественные защитные факторы 
организма [34]. На сегодняшний день известны ме-
ханизмы, с помощью которых опухоль может приоб-
ретать множественную лекарственную устойчивость, 
например путем экспрессии аденозинтрифосфат-свя-
зывающих кассет, активации онкогенов, дерегуляции 
генов-супрессоров опухоли и т. д. Раковые клетки, 
которые подвергались воздействию лекарств, приоб-
ретают фенотип, который обеспечивает им устойчи-
вость к последующей терапии, а стромальная ткань 
микроокружения опухоли обеспечивает им защиту 
от терапии, переводя их в состояние, подобное ство-
ловым клеткам [35, 36].

Ангиогенезу в опухоли способствуют как рако-
вые, так и эндотелиальные клетки. Кровеносная 
и лимфатическая системы вовлечены в раннее мета-
стазирование. Так, эндотелиальный фактор роста 
сосудов VEGF-A вызывает пролиферацию сосуди-
стых эндотелиальных клеток, а VEGF-С, VEGF-D 
и рецептор VEGFR3 усиливают пролиферацию лим-
фатических эндотелиальных клеток, что помогает 
питать растущую опухоль. Гипоксия, которая может 
наблюдаться в различных местах опухоли, запускает 
процесс локального роста концентрации VEGF, а по-
следующая активация рецептора VEGFR2 на эндо-
телиальных клетках вызывает продукцию факторов 
1 и 2, индуцируемых гипоксией, что в конечном ито-
ге приводит к пролиферации, росту и созреванию 
эндотелиальных клеток [37]. Это, в свою очередь, 
приводит к появлению устойчивости опухоли к про-
воспалительной стимуляции, например к IFN-γ, IL-1 
и TNF-α. Кроме того, стромальные клетки могут уси-
ливать экспрессию ингибиторов рецепторов Т-лим-
фоцитов, включая PD-L1, PD-L2, а также повышать 
концентрацию ингибирующих молекул, таких как IL-6, 
IL-10 и TNF-α [38], тем самым поддерживая постоян-
ное воспаление в опухолевом микроокружении.

Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) в от-
вет на воспаление начинают перемещаться к месту 
повреждения, чтобы либо дифференцироваться в по-
врежденные клетки, либо секретировать различные 
трофические факторы, необходимые для активации 
местных специфических стволовых клеток, что обу-
словливает их присутствие в опухолевом микроокру-

жении [39]. МСК продуцируют EGF, IL-6, IL-8, хе-
мокины, которые индуцируют пролиферацию клеток, 
а также ингибируют пролиферацию CD4+- и CD8+-
Т-лимфоцитов. Кроме того, МСК также способствуют 
образованию новых сосудов, продуцируя ангиоген-
ные факторы или дифференцируясь в эндотелиаль-
ные клетки [40]. D. Aldinucci и соавт. показали, что 
МСК вовлечены в синтез воспалительного хемокина 
CCL5, который отвечает за потенциал метастазиро-
вания при РМЖ [41].

Опухольассоциированные фибробласты могут 
индуцировать эпителиально-мезенхимальный пере-
ход, что меняет клеточный цитоскелет, активность 
киназ и снижает эффективность иммунного ответа, 
что, в свою очередь, позволяет опухолевым клеткам 
мигрировать и индуцирует образование плюрипо-
тентных опухолевых клеток [42]. Также опухольассо-
циированные фибробласты вызывают репрограмми-
рование макрофагов в фенотип М2, что в конечном 
итоге вызывает дополнительную блокировку проли-
ферации Т-лимфоцитов [43].

Большинство опухолевых клеток образуются из 
опухолевых стволовых клеток (ОСК), которые обла-
дают поверхностными маркерами, сходными с тако-
выми на поверхности стволовых клеток. B-.B. S. Zhou 
и соавт. показали, что при подсадке мышам с имму-
нодефицитом только ОСК приводят к росту роди-
тельских раковых клеток [44]. Так как ОСК обладают 
пластичностью и иммуномодулирующими свойства-
ми, они способны уклоняться от иммунной терапии 
и, следовательно, являются наиболее злокачествен-
ными опухолевыми клетками [45]. В процессе кле-
точного слияния ОСК с фибробластами, макрофагами 
и МСК образуются аберрантные клетки, обладающие 
свойствами стволовых клеток, что тесно коррелиру-
ет с инициацией опухолевого роста и метастатичес-
ким потенциалом [46]. Опухолевые стволовые клет-
ки способствуют высокой неоднородности опухоли 
и обладают сложным и изменчивым про филем био-
маркеров, что способствует устойчивости опухолей 
к радио-, химио- и иммунотерапии.

Клетки иммунной системы, инфильтрующие опу-
холь, оказывают двойной эффект: с одной стороны, 
макрофаги в состоянии М2, Т-хелперы и Т-регуля-
торные клетки поддерживают рост опухоли, а с дру-
гой – НК, антигенпрезентирующие клетки, Т-лим-
фоциты и макрофаги в состоянии М1 защищают 
организм от опухолевого роста. Связанные с опухо-
лью макрофаги происходят из воспалительных моно-
цитов, классифицируются как провоспалительные 
макрофаги (М1) и обладают противораковой актив-
ностью за счет продукции IL-1 и TNF-α, а противо-
воспалительные макрофаги (М2) поддерживают рост 
опухоли за счет выработки иммуносупрессивных ци-
токинов, таких как IL-10 [47]. Связанные с опухолью 
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нейтрофилы также представлены 2 подтипами. Ней-
трофилы подтипа N1 обладают противоопухолевой 
активностью, а N2, наоборот, поддерживают ее рост. 
Трансформирующий фактор роста β (TGF-β), кото-
рый активно экспрессируется в опухоли, индуцирует 
переход нейтрофилов в состояние N2, которые, 
в свою очередь, продуцируют мутагенные факторы – 
активные формы кислорода и монооксид азота, а так-
же ингибируют пролиферацию Т-лимфоцитов, из-
меняя активность PD-1 / PD-L1-сигнального пути [33, 
48]. Т-лимфоциты борются с опухолевым ростом 
благодаря своей литической активности и IFN-γ-
зависимой остановке клеточного цикла. После лизиса 
клеточные компоненты фагоцитируются и экспрес-
сируются на поверхности антигенпрезентирующих 
клеток, и лимфоциты приобретают противоопухоле-
вую активность. При этом из-за присутствия IL-6 
и факторов стимуляции колоний гранулоцитов анти-
генпрезентирующие клетки опухолевого микроокру-
жения лишены костимулирующего рецептора B7 
и не могут стимулировать цитотоксичность Т-лим-
фоцитов [49]. НК разрушают раковые клетки, однако 
их активность ингибируется компонентами микро-
окружения опухоли, такими как TGF-β, противовос-
палительными цитокинами и хемокинами [50]. В-лим-
фоциты не инфильт руют опухоль, а находятся только 
в окружающих тканях, и, как правило, их активность 
направлена против опухоли, однако В-лимфоциты, 
которые продуцируют IL-10, наоборот, усиливают 
метастазирование при РМЖ [51]. ДК по своей сути 
тоже являются антигенпрезентиру ющими клетками, 
однако их противоопухолевая активность также силь-
но снижается из-за того, что опухоль продуцирует 
большое количество PD-L1 [52].

Внеклеточный матрикс, который состоит из кол-
лагена, протеогликанов, гиалуроновой кислоты и ла-
милинов, также является значительной частью 
микро окружения опухоли. Кроме функции поддер-
жания клеток он определяет особенности адгезии 
и ми грации клеток, а также участвует в формиро-
вании градиентов концентрации различных раст-
воримых сигнальных молекул, поддерживающих со-

стояние локального воспаления. Таким образом, 
фенотипирование белковых биомаркеров внеклеточ-
ного матрикса может быть использовано для оценки 
эффективности противоопухолевой иммунотерапии 
[53]. Многопараметрический анализ содержания эк-
зосом, которые образуются как опухолевыми, так 
и стромальными клетами и могут в значительной 
степени влиять на процесс развития опухоли, устой-
чивости к иммунному ответу и терапии, также может 
иметь дополнительное клиническое значение в оцен-
ке развития опухолевого роста [54].

Заключение
В последние годы особенно важным становится 

персонализированный подход к выбору эффективной 
стратегии терапии онкологических заболеваний, 
в частности РМЖ. При этом успешное использование 
современных химиотерапевтических и иммунотера-
певтических средств определяется возможностью 
детальной характеризации опухолевой ткани, вклю-
чающей определение молекулярных подтипов опу-
холи в совокупности с комплексным феноти-
пированием опухолевого микроокружения. Прежде 
всего это связано с высокой гетерогенностью микро-
окружения опухолей, что может обусловливать обра-
зование множественной лекарственной устойчивости 
и рецидивы заболевания. Многопараметрические 
иммуногистохимические методы исследования 
в данном случае более предпочтительны, так как по-
зволяют определить взаимное расположение попу-
ляций различных клеток микроокружения и опухо-
левых клеток, что является важным фактором 
исследования внутриопухолевых взаимодействий, 
особенно на малом количестве опухолевой ткани, 
полученной в ходе биопсии. Таким образом, только 
комплексная детекция как опухолевых целевых био-
маркеров, так и биомаркеров опухолевого микро-
окружения может позволить провести точную харак-
теризацию опухоли, что необходимо для определения 
правильного прогноза и подбора подходящей тера-
пии, а также поиска новых подходов к эффективной 
терапии РМЖ.
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Особенности методов анализа, оценки и контроля 
рисков в фармацевтической разработке

С. В. Тишков, Е. В. Блынская, К. В. Алексеев, В. К. Алексеев

ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фармакологии им. В. В. Закусова»; Россия, 125315 Москва, 
ул. Балтийская, 8

К о н т а к т ы :  Сергей Валерьевич Тишков sergey-tishkov@ya.ru

Управление риском для качества (Quality Risk Management, QRM) представляет собой важный аспект фарма-
цевтической разработки в парадигме «качество путем разработки или проектирования» (Quality-by-Design), 
поскольку определяет проектное поле (design space), критические показатели качества и критические показа-
тели процесса.
Цель настоящего обзора состоит в систематизации и анализе основных аспектов системы QRM применительно 
к каждому элементу фармацевтической разработки. В данной обзорной статье рассматриваются следующие 
ключевые элементы QRM: анализ риска, контроль риска, информирование о рисках, проверка риска. Для ана-
лиза рисков приведены и проанализированы преимущества и недостатки таких инструментов QRM, как пред-
варительный анализ опасностей (Preliminary Hazard Analysis), анализ видов и последствий отказов (Failure Mode 
Effects Analysis), анализ дерева отказов (Fault Tree Analysis), анализ опасностей и эксплуатируемости (Hazard 
Operability Analysis) и анализ опасностей и критические контрольные точки (Hazard Analysis and Critical Control 
Points). Кроме того, приводится описание методов математического планирования и проектирования (плани-
рования) экспериментов (Design of Experiments) для фармацевтической разработки и QRM и определяется их 
значение для данных систем. В качестве инструментов контроля и снижения рисков приведены такие элемен-
ты QRM, как анализ первопричин, мозговой штурм и процедура корректирующих и предупреждающих действий.
В работе рассмотрены ключевые этапы QRM и сформулированы выводы относительно основных преимуществ 
и недостатков методов анализа, контроля, донесения риска и предложены направления дальнейшего совер-
шенствования представленной системы.

Ключевые слова: фармацевтическая разработка, управление рисками для качества, анализ рисков, контроль 
рисков, корректирующие и предупреждающие действия
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Quality Risk Management (QRM) is an important aspect of pharmaceutical development in the Quality-by-Design 
paradigm, since it determines the Design Space, critical quality attributes and critical process attributes.
The purpose of this review is to systematize and analyze the main aspects of the QRM system in relation to each 
element of pharmaceutical development. This review article discusses the following key elements of QRM such as: 
risk analysis, risk control, risk communication, risk verification. For risk analysis, the advantages and disadvantages 
of QRM tools such as Preliminary Hazard Analysis, Failure Mode Effects Analysis, Fault Tree Analysis are presented 
and analyzed, Hazard Operability Analysis and Hazard Analysis and Critical Control Points. In addition, a descrip-
tion of the methods of mathematical planning and design of experiments for pharmaceutical development and 
QRM is given and their significance for these systems is determined. Elements of QRM such as root cause analysis, 
brainstorming, and a corrective and preventive action procedure are given as risk control and mitigation tools.
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In this paper, the main stages of QRM are considered and conclusions are formulated regarding the main advantag-
es and disadvantages of the methods of identification, analysis, control, risk reporting, and the main ways for fur-
ther improvement of the presented system are proposed.
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Введение
В парадигме «качество путем разработки или 

 проектирования» (Quality-by-Design) рабочие харак-
теристики состава, технологического процесса и упа-
ковки заранее определены в целевом профиле качества 
препарата (ЦПКП). В сочетании с предварительно 
полученными данными и наработками разработчиков 
ЦПКП помогает определить критические показатели 
качества (КПК) разрабатываемого лекарственного 
средства (ЛС) и критические показатели процесса 
(КПП) его получения. Первоначальная оценка ри-
сков (или совокупного риска, т. е. результирующего 
риска в целом, полученного на основе оценки инди-
видуальных видов риска и их воздействий), которая 
выявляет возможные опасности для КПК, позволяет 
определить начальные параметры для разработки 
лекарственной формы (ЛФ). Исследования, направ-
ленные на подбор состава ЛФ и технологического 
процесса, предназначены для получения информации 
о представленных рисках, разработки стратегий 
по устранению или смягчению данных рисков и до-
стижения целей, установленных в ЦПКП. В целом 
риск-ориентированный подход позволяет концен-
трировать внимание на событиях более высокой сте-
пени риска, тем самым повышая уровень защиты 
пациента. Научно обоснованный технологический 
процесс увеличивает прозрачность и надежность по-
лучения ЛФ. Ориентация на риск для пациента вме-
сте с гибким подходом к разработке экономит иссле-
довательские и производственные ресурсы, повышает 
уверенность в качестве и снижает риск несоблюдения 
требований разработчика при дальнейшем масшта-
бировании и трансфере производства. Знания, полу-
ченные при анализе рисков для КПК и КПП, позво-
ляют построить осмысленное проектное поле, или, 
по-другому, пространство проектных параметров 
(Design Space). В рамках проектного поля необходи-
мо управлять изменением критических характеристик 
материала и параметров процесса, чтобы получить 
продукт с заданными характеристиками [1–8].

Цель обзора – рассмотреть и проанализировать 
современные подходы к управлению рисками и их 
взаимосвязь с целевыми профилями качества лекар-
ственного препарата (ЛП) и проектного поля фар-
мацевтической разработки оригинальных и воспро-

изведенных ЛП. В статье представлены методы 
анализа, снижения, принятия рисков, информиро-
вания о рисках, а также особенности данных элемен-
тов управления рисками для качества (Quality Risk 
Management, QRM) при разработке готовых ЛФ.

Анализ риска
После оценки риска проводится его анализ с точ-

ки зрения вероятности возникновения и влияния его 
(серьезности) на качество, стоимость, здоровье па-
циента, комплаенс и продолжительность технологи-
ческого процесса [3]. Рискам присваивается балльная 
оценка и строится матрица «вероятность – воздей-
ствие» для установления приоритетов. Впоследствии 
данная матрица используется в процессе QRM для со-
ответствующих действий по снижению рисков.  

Вероятность возникновения рисков выводится 
в основном из данных, полученных другими иссле-
довательскими группами для данного или схожего 
ЛП, и опыта осуществления схожих технологических 
процессов, что подчеркивает необходимость доступ-
ных и надежных источников информации. Ввиду 
отсутствия фиксированных международных стандар-
тов для определения критериев серьезности (тяжести 
вреда) и вероятности возникновения рисков их оце-
нивают, используя качественные, полуколичествен-
ные или количественные шкалы. Качественный ана-
лиз экономичен и прост в выполнении, однако 
количественный анализ более точен и обеспечивает 
четкую дифференциацию и приоритизацию рисков. 
Вероятность возникновения риска оценивают каче-
ственно (по степени – «высокая», «средняя» или «низ-
кая»), полуколичественно (например, «1 раз в день») 
и количественно (например, «каждый 10-й случай»). 
В то время как тяжесть вреда определяют качествен-
но («очень высокая», «высокая», «средняя» или «низ-
кая») и полуколичественно (например, «убыток >5000» 
и т. п.) [9–11]. Критерии оценки могут варьировать 
от одной организации к другой, в одной и той же 
организации критерии должны быть едиными 
и представлены в «плане управления рисками» пред-
приятия. В данном документе отражают обоснова-
ние оценки рисков и указывают критерии для про-
ведения количественного анализа рисков и методы 
анализа.
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Методы анализа рисков хорошо описаны в руко-
водстве, подготовленном на международной конфе-
ренции по гармонизации технических требований к 
регистрации лекарственных средств для использова-
ния человеком (ICH), Q9 и включают предваритель-
ный анализ опасностей (Preliminary Hazard Analysis, 
PHA) [12], анализ видов и последствий/критичности 
отказов (Failure Mode Effects/Criticality Analysis, FMEA/
FMECA) [13, 14], анализ дерева отказов (Fault Tree 
Analysis, FTA) [15], анализ опасностей и эксплуатируе-
мости (Hazard Operability Analysis, HAZOP) [16] и анализ 
опасностей и критические контрольные точки (Hazard 
Analysis and Critical Control Points, HACCP) [17].

Предварительный анализ опасностей является 
широко используемым полуколичественным инстру-
ментом для выявления опасностей на ранних стади-
ях проекта путем ранжирования их в соответствии 
с создаваемым риском. Затем используется матрица 
ранжирования рисков, чтобы классифицировать ри-
ски как высокие, средние и низкие (табл. 1, 2).

Анализ видов и последствий отказов (FMEA /  
FMEСA) представляет собой инструмент для систе-
матической идентификации последствий рисков 
 состава или процесса, определения приоритетов и кор-
ректирующих действий. Методом FMEA осуществля-
ется оценка потенциальных режимов сбоя процессов 

Таблица 2. Матрица уровней риска на основе предварительного анализа опасностей (PHA)

Table 2. Risk ranking matrix based on preliminary hazard analysis (PHA)

Серьезность (тяжесть последствий) 
Severity (severity of consequences) 

Уровень риска по уровням вероятности (1–5) 
Risk ranking by probability levels (1–5)

1 2 3 4 5

Катастрофическая 
Catastrophic

Средний 
Medium

Высокий 
High

Высокий 
High

Высокий 
High

Высокий 
High

Критическая 
Critical

Низкий 
Low

Средний 
Medium

Средний 
Medium

Высокий 
High

Высокий 
High

Основная 
Major

Низкий 
Low

Низкий 
Low

Средний 
Medium

Средний 
Medium

Высокий 
High

Незначительная 
Minor

Низкий 
Low

Низкий 
Low

Низкий 
Low

Средний 
Medium

Средний 
Medium

Таблица 1. Оценка риска на основе предварительного анализа опасностей (PHA)

Table 1. Risk assessment based on preliminary hazard analysis (PHA)

Серьезность (тяжесть последствий) 
Severity (severity of consequences) 

Уровень 
Rank score

Вероятность 
Probability

Уровень 
Rank score

Незначительная (без травм персонала):
не влияет на критические показатели качества 
 лекарственной формы 
Minor (no personal injury): 
does not affect the critical quality attributes of dosage form

1

Очень маловероятно, но возможно: 
1 раз / каждые 100 лет или реже 

Very unlikely, but possible:  
once / every 100 years or less

1

Средняя (низкий уровень травматизма):
отклонение, переделка, потеря доверия клиентов 
Medium (low injury rate): deviation, rework, loss  
of customer confidence

2

Отдаленная (маловероятно, но ожидается): 
1 раз / каждые 10 лет 

Distant (unlikely but expected):  
once / every 10 years

2

Критическая (легкий вред пациенту):
производство останавливается (простой по орга-
низационно-техническим причинам) 
Critical (mild harm to the patient): 
production stopped (downtime for organizational  
and technical reasons) 

3

Иногда (появляется несколько раз): 
1 раз в год 

Sometimes (appears several times):  
once a year

3

Катастрофическая (серьезный вред или смерть 
 пациентов): отзыв продукта, потеря клиента /
 повторный заказ 
Catastrophic (serious harm or death of patients): product 
recall, loss of customer / reorder

4

Вероятно (часто): 1 раз в месяц
Часто (постоянное возникновение): 

>1 раза в месяц 
Probably (often): once a month  

Frequent (constant occurrence): >1 time per month

4
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и их вероятного влияния на исходы и / или поведение 
ЛП. FMEA можно расширить, включив в него изу-
чение степени тяжести последствий, вероятности 
возникновения и их обнаруживаемости, для преоб-
разования этого метода в FMEСA. Данный инстру-
мент используют для определения приоритетности 
рисков, в частности с помощью номера приоритета 
риска (НПР). Указанные методы анализа выполня-
ются путем создания электронной таблицы со столб-
цами, отражающими режим, частоту и степень отказа, 
серьезность, вероятность, способность обнаружения, 
НПР, как показано в табл. 3, 4. НПР является доста-
точно гибким способом оценки общего воздействия 
риска и рассчитывается путем умножения вероятно-
сти, серьезности (тяжести последствий) и обнаружи-
ваемости проблемы [13, 14].

В табл. 3, 4 приведен пример анализа FMEA для 
КПК при приготовлении таблеток диклофенака, дис-
пергируемых в полости рта, в котором для каждого 
риска рассчитан НПР [18].

Метод HAZOP основан на предположении, что 
события риска вызваны отклонениями от проекта 
или эксплуатационных требований. Данный инстру-
мент использует систематизированный подход к моз-
говому штурму для выявления опасностей при помощи 
ключевых слов или слов-ориентиров. Направляющие 
слова (например, «нет», «больше», «отличный от», 

«часть» и т. д.) применяются к соответствующим па-
раметрам (например, расходу воды очищенной, тем-
пературе, давлению) для определения потенциальных 
отклонений от установленных стандартных значений 
использования или проектных назначений.

Анализ дерева отказов (FTA) представляет собой 
дедуктивный метод, который оценивает сбои систе-
мы (или подсистемы) по одному за раз, но может 
выявлять воздействия нескольких причин сбоя путем 
нахождения причинно-следственных цепочек (в ви-
де алгоритма видов сбоев) с желаемыми уровнем де-
тализации или системой. Представленный метод 
можно использовать для анализа опасностей, уже 
выявленных с помощью других методов. С помощью 
FTA можно проводить количественный анализ, если 
доступны данные о частоте сбоев или отказов [15].

Еще одним методом анализа рисков является 
HACCP, который представляет собой систематизи-
рованный упреждающий инструмент управления 
рисками, ориентированный на производственные 
процессы. Процесс основан на идентификации кри-
тических контрольных точек и поддержании контро-
ля, работы в допустимых диапазонах для предотвра-
щения возникновения опасностей.

Кроме того, в качестве инструментов анализа ри-
сков используют ранжирование и фильтрацию ри-
сков, анализ уровня защиты, анализ контрольных 

Таблица 3. Анализ видов и последствий отказов (FMEA) для получения номера приоритета риска (НПР)

Table 3. Failure mode effects analysis (FMEA) to obtain risk priority number (RPN)

Режим отказа 
Failure mode

Причина 
Cause

Следствие 
Consequence

Серьезность 
(тяжесть по‑

следствий) 
Severity (severity 
of consequences) 

Вероят‑
ность 
Proba‑
bility

Обнару‑
жива‑
емость 
Detec‑ 
tability

НПР 
RPN

Время смешивания перед добавлени-
ем смазывающего вспомогательного 
вещества 
Mixing time before addition of lubricating

Время, скорость, 
размер партии 

Time, speed, lot size

Неодно-
родность 

Nonuniform
3 3 4 36

Опудривание смазывающим вспомога-
тельным веществом 
Dusting with a lubricating excipient

Время, скорость 
Time, speed

Неодно-
родность 

Nonuniform
3 5 4 60

Объем серии 
Volume of the series

Масштабирование 
не учитывается 
при разработке 

Scaling is not considered 
in development

Неодно-
родность 

Nonuniform
3 3 4 36

Прочность таблеток 
Tablet strength

Параметры прессо-
вания 

Pressing parameters

Увеличе-
ние 

Increase
3 5 3 45

Скорость таблетирования 
Tableting rate

Вибрации, сила 
сжатия, скорость 

Vibrations, compressive 
force, speed

Неодно-
родность 

Nonuniform
3 2 4 24
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списков, схем, диаграмм, метод Парето и т. д., однако 
зачастую данные методы играют вспомогательную 
роль.

Преимущества, недостатки и принципы основ-
ных методов анализа рисков обобщены в табл. 5.

Оценка риска(ов)
Идентифицированный и проанализированный 

риск сравнивают с заданными критериями на этапе 
его оценки с использованием количественной или ка-
чественной шкалы для определения значимости [3]. 
Последствия выявляют путем оценки воздействия 
риска(ов) и вероятности его возникновения. Резуль-
татом оценки риска(ов) является количественное 
значение или качественное описание диапазона ри-
ска(ов), в случае его количественного выражения 
используется численная вероятность. Информацию, 
полученную в ходе анализа, организуют таким обра-
зом, чтобы отделить неприемлемые риски от допу-
стимых. Риск следует допускать только в том случае, 
если в этом есть явная выгода для пациента, и долж-
но быть показано, что стоимость дальнейшего сни-
жения риска(ов) существенно отразится на конечной 
стоимости ЛП. Риски классифицируют как непри-
емлемые, в целом приемлемые и допустимые. Кри-
тические или неприемлемые риски идентифицируют 
для их снижения, а допустимые (незначительные 
низкие риски), которые хорошо контролируются, 
принимаются в качестве остаточных рисков на осно-
вании уверенности в том, что они должным образом 

контролируются. Неприемлемые риски должны быть 
либо устранены, либо снижены до приемлемого 
или допустимого уровня. Критерии допустимого ри-
ска(ов) определяются нормативными документами, 
стандартами. Подобные критерии согласовывают 
со всеми заинтересованными сторонами. Результаты 
оценки риска(ов) документируются в виде заявлений 
об обосновании безопасности с обоснованием при-
емлемости остаточного риска(ов) и необходимости 
его снижения [19].

Оценка риска(ов) постоянно пересматривается 
по мере накопления данных для поддержания оста-
точного риска(ов) на минимально допустимом 
уровне.

Отношение КПК, выявленных в результате оцен-
ки риска(ов), к критическим характеристикам мате-
риала на единицу операций устанавливается много-
вариантным экспериментальным планом [20]. 
Эксперименты разрабатываются с использованием 
методов проектирования (планирования) экспери-
ментов (Design of Experiments, DOE) для оптимизации 
процесса фармацевтической разработки и увеличения 
объема поступающих данных при сокращении коли-
чества экспериментов. Основные методы DOE или 
математического планирования включают в себя 
факторный дизайн (факторный эксперимент), план 
Плакетта–Бермана и методы композиционного (по-
следовательного) планирования, а также комбинации 
с ними методов математического анализа (дисперси-
онный, регрессионный, корреляционный анализ 

Таблица 4. Ранжирование риска согласно анализу видов и последствий отказов (FMEA)

Table 4. Risk ranking according to failure mode effects analysis (FMEA)

Критерий 
Criteria

Ранжирование риска 
Risk ranking

1 2 3 4 5

Серьезность 
(тяжесть по-
следствий) 
Severity (severity  
of consequences) 

Отклонение от па-
раметров в рамках 

допустимого 
Deviation from 

parameters within 
permissible range

Прохождение по-
вторного испыта-

ния 
Passed the retest

Отклонение партии 
Rejected batch

Остановка про-
изводства (время 

простоя) 
Stop manufacturing 

(downtime) 

Отзыв партии 
Batch recall

Вероятность 
Probability

Не более чем 1 раз 
на 10 000 серий 

No more than once per 
10,000 lots

Не более чем 
1 раз на 1000 серий 

и не менее чем 1 раз 
на 10 000 серий 

No more than once per 
1000 lots and no less 

than once per 10,000 lots

Не более чем 
1 раз на 100 серий 

и не менее чем
1 раз на 1000 серий 
No more than once per  
100 lots and no less than 

once per 1000 lots

Не более чем 
1 раз на 10 серий 
и не менее чем 

1 раз на 100 серий 
No more than once 

for 10 lots and no less 
than once for 100 lots

Не менее 
чем 1 раз 

за 10 серий 
At least once in 

10 lots

Обнаружи-
ваемость 
Detectability

Перед каждой 
операцией 

Before each operation

Во время работы 
During a unit operation

Во время серии еди-
ничных операций 
During series of unit 

operations

Испытание 
конечного 

лекарственного 
препарата 

Test of the final 
product

Может быть 
найдено толь-
ко клиентами 

Found by 
customers
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и т. д.). Влияние факторов и их взаимодействие мож-
но легко оценить с помощью полного факторного 
планирования. Факторы изменяются независимо 
на двух или более уровнях, и эффект, обусловленный 
каждым фактором и взаимодействием, оценивается 
с максимальной эффективностью, не смешиваясь 
с другими экспериментальными данными и случай-
ными факторами [21, 22].

Дробный факторный дизайн и планы Плакетта–
Бермана используются для скрининга на ранних эта-
пах работы, когда основное внимание уделяется толь-
ко основным эффектам, и позволяют тестировать 
большое количество факторов. В данных DOE основ-
ные эффекты смешиваются с их взаимодействием. 
Центральный композиционный план представляет 
собой факторный или дробный факторный план 
с центральными и звездообразными точками для 
оценки кривизны и поверхности отклика [21, 22].

Контроль риска(ов)
Контроль риска(ов) представляет собой деятель-

ность по выработке решений по снижению и / или 
принятию остаточного риска(ов) и осуществляется 
разработчиками или компетентными органами. Дан-
ные решения основываются на приемлемом уровне 
риска(ов), способах его снижения, соответствующем 
балансе между выгодами, ущербом, доступными ре-
сурсами и возможностью идентификации новых ри-
сков во время его контроля. Неидентифицированные 

риски и опасности, не связанные с пациентом, обыч-
но принимаются как остаточный риск. Для QRM 
характерен приоритет в сторону устранения и сни-
жения риска(ов) по сравнению с возможностью его 
принятия. Приемлемость риска(ов) определяется 
нормативными ограничениями, стандартами, техни-
ческой осуществимостью и экспериментальными 
данными. Принятые решения и действия докумен-
тируются, анализируются и утверждаются.

Снижение риска(ов). Снижением риска(ов) явля-
ется упреждающая стратегия контроля риска(ов) 
для уменьшения воздействия (тяжести) и вероятности 
возникновения опасности [3]. Для каждого контро-
лируемого критического риска(ов) должны быть ука-
заны критерии приемлемости. После оценки рисков 
по их критериям приемлемости принимаются соот-
ветствующие меры для устранения или снижения 
высоких рисков с использованием таких инструментов, 
как анализ первопричин (Root Cause Analysis, RCA), 
мозговой штурм и процедура корректирующих и пре-
дупреждающих действий (Corrective Action and Preven-
tive Action, CAPA). Метод RCA помогает в оперативном 
выявлении и устранении первопричин рис ка(ов), а так-
же позволяет проводить мониторинг критических эта-
пов для предотвращения повторного возникновения 

Рис. 1. Этапы проведения анализа первопричин

Fig. 1. Steps for conducting a root cause analysis
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риска(ов) [23, 24]. Этапы осуществления указанного 
вида анализа отражены на рис. 1.

Отчет RCA включает разделы, описывающие от-
ветственность, действия, которые необходимо пред-
принять, графики и цель их выполнения. Данный 
метод часто используется в комбинации с CAPA.

Метод CAPA представляет собой корректиру-
ющие действия, направленные на обеспечение исправ-
ления и оптимизацию процессов, предпринимаемые 
для устранения причин несоответствий или других 
нежелательных ситуаций. Данная система является 
совокупностью решений, нормативных актов, доку-
ментации, процедур или систем для устранения по-
вторяющихся несоответствий. Несоответствие выяв-
ляется после систематической оценки и RCA.

Преимущества использования системы CAPA 
для снижения риска(ов): 1) устранение опасностей, 
вызывающих риск; 2) предотвращение повторения 
и 3) обеспечение постоянного улучшения процесса 
[25]. Элементы CAPA представлены на рис. 2.

После оценки остаточного риска(ов) и его при-
емлемости предлагается стратегия контроля. Страте-
гия контроля остаточного риска(ов) включает в себя 
КПК фармацевтических субстанций и вспомогатель-
ных веществ, условия эксплуатации помещений 
и оборудования, контроль технологического процес-
са, спецификации и связанные методы, а также ча-
стоту мониторинга и контроля [4]. В табл. 6 перечис-
лены возможные факторы риска(ов) для различных 
КПК таблетированных ЛФ.

Принятие риска(ов). Решение о принятии послед-
ствий риска(ов) утверждают разработчики ЛС в слу-
чае невозможности дальнейшего снижения риска(ов). 
Ключевым звеном принятия риска(ов) являются 
средства его контроля [3]. Любые изменения в про-
цессе повлекут за собой пересмотр критериев прием-
лемости риска(ов) и повторную оценку рисков в со-
ответствии с новыми изменениями.

Донесение риска(ов) (информирование 
о рисках)
Обмен информацией о рисках между различны-

ми заинтересованными сторонами лежит в основе 
QRM [3]. Информация передается на всех этапах 
процесса для обеспечения ясности логики, значимос-
ти и ограничений оценки риска(ов). Результат QRM 
должен быть должным образом задокументирован 
и донесен всем заинтересованным сторонам – регу-
лятору, заказчику, участникам разработки – в пределах 
компании, отрасли и т. д. От данной составляющей 
QRM напрямую зависит эффективность и действен-
ность системы. Соответствующие заинтересованные 
стороны оказывают прямое или косвенное влияние 
на процесс управления рисками. Информация, под-
лежащая обмену, определяется этапом QRM, критич-
ностью и сроками реализации проекта.

Проверка риска(ов)
Результаты процесса управления рисками отсле-

живаются и пересматриваются через определенные 
промежутки времени и при внесении изменений 
в систему, поскольку QRM является непрерывной 
частью процесса управления качеством [3]. Несмотря 
на хорошо спланированный анализ риска(ов), кото-
рый приводит к минимизации неизвестных опасно-
стей и выявлению новых переменных, необходима 
периодическая проверка системы QRM. Анализ про-
изводительности, КПК, результатов CAPA и тенденций 
может выполняться как в упреждающем порядке, так 
и реактивно – в ответ на новые выводы, обнаруженные 
в ходе аудита, сбои или отзывы специалистов. Инстру-
менты анализа рисков, такие как показатели произво-
дительности / ключевые показатели эффективности 
и бенчмаркинг (эталонное оценивание, benchmarking), 
дополняют инструменты измерений при анализе ри-
сков. В то время как анализ производительности помо-
гает в оценке успеха процесса QRM, бенчмаркинг 

Рис. 2. Элементы процедуры корректирующих и предупреждающих действий (CAPA)

Fig. 2. Elements of corrective action and preventive action (CAPA)
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Таблица 6. Факторы риска(ов) для различных критических показателей качества таблетированных лекарственных форм

Table 6. Risk factors for various critical quality attributes of tablet dosage forms

Объект анализа 
риска(ов) 

Risk analysis object

КПК и КПП, на которые влияют факторы риска(ов) 
CQAs and CPAs affected by risk factors

Факторы риска(ов) 
Risk factors

Фармацевтическая 
субстанция 
API

Растворимость, однородность содержания, стабиль-
ность, содержание примесей, идентификация 
Solubility, content uniformity, stability, impurity content, 
identification

Размер частиц, влажность, полимор-
физм, растворимость, стабильность, 
остаточный растворитель, солевая форма 
Particle size, humidity, polymorphism, solubility, 
stability, residual solvent, salt form

Наполнитель 
Filler

Испытание «растворение», однородность дозирова-
ния, степень сыпучести 
Dissolution test, uniformity of dosing, degree of looseness

Марка, размер частиц, насыпная
плотность 
Grade, particle size, bulk density

Дезинтегрант 
Disintegrant

Испытание «растворение», время распадаемости, 
твердость 
Dissolution test, disintegration time, hardness

Вид, количество ВВ 
Type, amount of excipients

Смазывающее ВВ 
Lubricating excipients

Испытание «растворение», внешний вид, проч-
ность таблеток на раздавливание, на истираемость, 
 совместимость компонентов 
Dissolution test, appearance, crushing strength of tablets, 
abrasion resistance, compatibility of components

Вид, количество ВВ 
Type, amount of excipients

Смешивание 
Mixing

Однородность дозирования, количественное 
определение 
Uniformity of dosing, quantification

Скорость разделителя, скорость вра-
щения лопастей, усилие сдвига, размер 
частиц лекарственного средства, потеря 
в массе при высушивании 
Separator speed, blade rotation speed, shear force, 
API’s particle size, weight loss during drying

Опудривание 
Lubrication

Испытание «растворение», время распадаемости, 
твердость, внешний вид 
Dissolution test, disintegration time, hardness, appearance

Количество смазывающего ВВ, скорость 
перемешивания, продолжительность 
операции 
Amount of lubricating excipients, mixing rate, 
duration of operation

Прессование 
Tablet compression

Испытание «растворение», время распадаемости, 
внешний вид, прочность таблеток, однородность 
дозирования 
Dissolution test, disintegration time, appearance, tablet 
strength, uniformity of dosing

Усилие прессования, скорость прессо-
вания, скорость подачи, грануломет-
рический состав 
Compaction force, compaction speed, feed speed, 
granulometric composition

Влажная 
грануляция 
Wet granulation

Размер частиц, гидролитическая деструкция, 
прочность гранул, степень сыпучести, прессуемость 
таблеток, время распадаемости, однородность 
дозирования, испытание «растворение», слипание 
частиц, разрушение верхнего слоя прессованной 
таблетки (“capping”) 
Particle size, hydrolytic degradation, granule strength, degree  
of looseness, tablet compressibility, disintegration time, 
uniformity of dosing, dissolution test, particle sticking, fracture 
of the top layer of the compressed tablet (“capping”) 

Выбор связующего, уровень связующего, 
скорость добавления воды, время добав-
ления воды, скорость вращения крыль-
чатки, количество воздуха, скорость 
распыления, давление распыляющего 
воздуха и время сушки 
Binder selection, binder level, water addition rate, 
water addition time, impeller rotation speed, air 
amount, spray rate, spray air pressure and drying 
time

Сухая грануляция / 
брикетирование 
Dry granulation / roller 
compaction

Гранулометрический состав, прочность таблетки, 
растворение, однородность дозирования и т. д. 
Granulometric composition, tablet strength, dissolution, 
uniformity of dosing, etc.

Усилие валка, зазор между валками, 
скорость валка, скорость и объем подачи, 
скорость винта, скорость смешивания, 
размер сита для гранулирования 
Rolling force, roll gap, roll speed, feed speed  
and volume, screw speed, mixing speed, 
granulation screen size

Процесс распыли-
тельной сушки 
Spray-drying process

Размер частиц, выход, влажность, количество 
«пылевой» фракции порошка, индекс прессуемости, 
коэффициент Хауснера, прессуемость и т. д. 
Particle size, yield, humidity, amount of powder dust fraction, 
compressibility index, Hausner coefficient, compressibility, etc.

Температура на входе, скорость пода-
чи и скорость распыления, давление 
 атомизации 
Inlet temperature, feed rate and spray rate, 
atomization pressure

Примечание. КПК – критические показатели качества; КПП – критические показатели процесса; ВВ – вспомогатель-
ные вещества. 
Note. CQAs – critical quality attributes; CPAs – critical process attributes; API – active pharmaceutical ingredient.
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сравнивает производительность процесса с эффектив-
ностью зарекомендовавшего себя процесса [26].

Анализ рисков постоянно выполняется в течение 
жизненного цикла ЛП. Результатом пересмотра мо-
жет стать постоянное улучшение характеристик про-
дукта и развитие процесса регулирования КПК.

Заключение
В руководящих документах ICH Q9 описаны ос-

новные инструменты для идентификации, анализа 
и оценки рисков, которые непосредственно связаны 
с задачами ЦПКП разрабатываемого ЛС. Среди ме-
тодов анализа риска(ов) следует выделить PHA, 
FMEA / FMECA, FTA, HACCP, а также методы, ко-
торые применяются как вспомогательные, например 
диаграммы Парето, Ишикавы («рыбья кость»), име-
ющие достоинства и недостатки, связанные со специ-
фичностью методов для определенных задач. Все 
перечисленные методы оценки риска(ов) дополня-
ются инструментами CAPA, RCA, DOE, математиче-
ского планирования и моделирования и являются 
неотъемлемой частью проектного поля и системы 
фармацевтической разработки. Развитие этих инстру-
ментов, совершенствование подходов к рациональ-
ному планированию и анализу экспериментальных 
данных в сочетании с развитием анализа данных, 
в том числе больших массивов данных, способны 

обеспечить не только сокращение затрат на фарма-
цевтическую разработку, но и надежность фармацев-
тической системы качества и безопасность ЛС на 
протяжении всех этапов жизненного цикла ЛП. Клю-
чевую роль в достижении поставленных целей игра-
ет оценка КПК фармацевтических субстанций 
и вспомогательных веществ, полупродуктов, упако-
вочных материалов с установлением соответствующих 
спецификаций. Оценка КПП помогает определить 
меры управления и корректировки изменчивого про-
цесса в рамках проектного поля.

Однако описанная в ICH Q9 система QRM имеет 
и ряд недостатков, например высокую зависимость 
от субъективных оценок специалистов, необъектив-
ность многих инструментов идентификации и анали-
за рисков (мозговой штурм, интервью). Данные недо-
статки частично исправляются такими приемами, 
как анонимная оценка в методе Дельфи или введение 
НПР для перевода качественных характеристик в ко-
личественные и понимания необходимости снижения 
тех или иных видов опасностей для КПК. Кроме того, 
упомянутые приемы показывают необходимость раз-
вития статистических, независимых от экспертов ко-
личественных методов оценки риска(ов) как для от-
дельной технологической операции или аппарата, так 
и всей технологической цепочки и фармацевтической 
разработки ЛП.
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Введение. В статье представлены данные о соматических мутациях, встречающихся у пациентов с немелкокле-
точным раком легкого (НМРЛ), их частоте, распределении в зависимости от гистологического типа опухоли.
Цель исследования –  изучить  молекулярно-генетический  профиль  пациентов  с  локализованным  НМРЛ   
I–IIIA стадий, частоту встречаемости различных соматических мутаций, варианты комутационного статуса.
Материалы и методы. Проведено генетическое тестирование на панель из 78 генов при помощи метода NGS 
(next generation sequencing) опухолевого материала, полученного после оперативного лечения 65 пациентов 
с локализованным НМРЛ I–IIIA стадий. Обработка полученных данных осуществлялась с помощью методов 
описательной статистики.
Результаты. Мутации в генах EGFR, ALK, ROS1, RET, BRAF, KRAS, MET, HER2 встречались только при аденокарци-
номе. Среди нетаргетных мутаций при аденокарциноме чаще всего встречались мутации TP53, STK11, FGFR3, 
EML4, NF1, RB1, KMTC2. При плоскоклеточном раке легкого чаще всего встречались мутации TP53, KMT2C, TSC1, 
EML4, PTEN, NF1, COL22A1, CDKN2A, RB1, BRCA1. Мутация в гене EGFR наиболее часто сочеталась с мутациями TP53 
(30 % случаев), RB1 (15 % случаев), COL22A1 (15 % случаев); мутация ALK сочеталась с мутациями TP53, NF1, 
WT1 – по 33 % случаев; ROS1 – c DDR2 (33 % случаев); мутация ERBB2 – c мутациями NTRK1, GPC3, HIP1, KIF5B, 
TP53, XPC, COL22A1 – по 14 % случаев; мутация BRAF чаще всего ассоциировалась с мутациями в генах TP53 
(14 %) и COL22A1 (13,8 %); мутация в гене RET ассоциировалась с мутацией TP53; транслокация ROS1 в 50 % 
случаев ассоциировалась с мутациями в генах TRIM33 и TP53.
Заключение. Полученные данные дают представление о частоте встречаемости соматических мутаций у паци-
ентов с НМРЛ, что является важным результатом для подбора диагностических панелей, интерпретации их ре-
зультатов и потенциально для выработки оригинальных кастомных панелей NGS-тестирования.
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Background. The article presents data on somatic mutations  found  in  the Russian population of patients with 
non-small cell lung cancer (NSCLC), their frequency, distribution depending on the histological type of tumor.
Aim. To study the molecular genetic profile of Russian patients with stage I–IIIA localized NSCLC, the frequency  
of occurrence of various somatic mutations, variants of the switching status.
Materials and methods. Genetic testing for a panel of 78 genes using the Next Generation Sequencing method  
of tumor material obtained after surgical treatment of 65 patients with localized stage I–IIIA NSCLC. Processing 
of the received data was carried out by methods of descriptive statistics.
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Results. Mutations in the EGFR, ALK, ROS1, RET, BRAF, KRAS, MET, HER2 genes were found only in adenocarcinoma. 
Among  non-targeted  mutations  in  adenocarcinoma,  TP53, STK11, FGFR3, EML4, NF1, RB1, and  KMTC2  mutations 
were the most common. In squamous cell lung cancer, TP53, KMT2C, TSC1, EML4, PTEN, NF1, COL22A1, CDKN2A, RB1, 
BRCA1 were the most common. Mutations in the EGFR gene were most often associated with mutations in TP53 
(30 % of cases), RB1 (15 % of cases), COL22A1 (15 % of cases); ALK was combined with TP53, NF1, WT1 – in 33 % of cases, 
ROS1  with  DDR2  (33 %  of  cases),  ERBB2  was  combined  with  NTRK1, GPC3, HIP1, KIF5B, TP53, XPC,  COL22A1 – 
in 14 % of cases, BRAF was most often associated with mutations in the TP53 gene (14 %) and COL22A1 (13.8 %); 
a mutation in the RET gene was associated with a TP53 mutation; ROS1 translocation in 50 % of cases was asso-
ciated with mutations in the TRIM33 and TP53 genes.
Conclusion. The data obtained give an idea of the frequency of occurrence of somatic mutations among Russian 
patients  with  NSCLC,  which  is  important  for  the  selection  of  diagnostic  panels,  interpretation  of  their  results, 
and also potentially for the development of original custom Next Generation Sequencing testing panels.
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Введение
Рак легкого – одно из самых распространенных 

злокачественных заболеваний как в России, так 
и в других странах. Наибольшая доля первично вы-
явленных случаев данного заболевания приходится 
на немелкоклеточный рак легкого (НМРЛ) – около 
70–80 %, а 20 % составляют мелкоклеточный рак 
легкого и другие, более редкие подтипы [1]. При НМРЛ, 
особенно при аденокарциноме легкого, очень важной 
частью диагностики является определение генетиче-
ского профиля опухоли, поскольку выявление неко-
торых соматических мутаций предполагает назначе-
ние очень эффективной таргетной терапии [2]. 
Как правило, генетическое тестирование проводится 
на наиболее часто встречающиеся мутации, для ко-
торых существует терапия, – EGFR, ALK, ROS1, BRAF 
(это обязательный объем генетического тестирова-
ния) [3]. Также генетическое тестирование может 
осуществляться и на более редкие варианты сомати-
ческих мутаций – RET, cMET, KRAS, HER2. Доста-
точно долгое время таргетная терапия при НМРЛ 
применялась только при диссеминированных формах 
заболевания. Однако исследование ADAURA пока-
зало значительный выигрыш в безрецидивной выжи-
ваемости у EGFR-мутированных пациентов с лока-
лизованным НМРЛ после хирургического лечения 
при назначении ингибитора EGFR III поколения 
осимертиниба в адъювантном режиме по сравнению 
с плацебо. По окончании периода наблюдения 
в 24 мес 90 % пациентов в группе осимертиниба бы-
ли живы и не имели признаков прогрессирования 
заболевания, тогда как аналогичный показатель 
в группе плацебо составил 44 % [4]. Это исследование 
продемонстрировало, что определение генетическо-
го статуса очень важно и у пациентов с локализован-
ным НМРЛ. Однако мутации, для которых на данный 
момент существует таргетная терапия, составляют 
лишь очень малую часть всех соматических мутаций, 

встречающихся при НМРЛ, как при аденокарциноме, 
так и при плоскоклеточном раке [5]. Их изучение 
также может внести большой вклад в улучшение ди-
агностики и лечения НМРЛ, поскольку многие из них 
являются важными факторами прогноза заболевания, 
для некоторых в скором времени будут зарегистри-
рованы таргетные препараты, а клиническое значе-
ние других только начинает изучаться. Активное 
внедрение и совершенствование методов секвениро-
вания нового поколения (next generation sequencing, 
NGS) способствует укреплению тенденции к более 
углубленному изучению генетического профиля, по-
скольку делает возможным проведение одновремен-
ного и высокоточного тестирования опухолевого 
материала на широкие панели мутаций [6].

Цель исследования – изучить молекулярно-гене-
тический профиль пациентов с локализованным 
НМРЛ I–IIIA стадий, частоту встречаемости различ-
ных соматических мутаций, варианты комутацион-
ного статуса.

В данной работе впервые в России изучены мо-
лекулярно-генетический профиль 65 пациентов с лока-
лизованным НМРЛ I–IIIA стадий, частота встречаемо-
сти обнаруженных соматических мутаций, варианты 
комутационного статуса (одновременное определение 
нескольких соматических мутаций у 1 пациента).

Материалы и методы
В проспективное исследование были включены 

65 пациентов с локализованным НМРЛ I–IIIA ста-
дий, получавших лечение в ФГБУ «НМИЦ онкологии 
им. Н. Н. Блохина» Минздрава России в период с 2020 
по 2021 г. Для генетического тестирования использо-
вали послеоперационный опухолевый материал 
(FFPE-блоки, n = 65), который сравнивали с резуль-
татами генетического тестирования нормальной тка-
ни легкого для выявления истинных соматических 
мутаций (исключения полиморфизмов). ДНК из 
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образцов ткани выделяли с помощью набора QIAamp 
DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN, Польша). Генетичес-
кое тестирование проводили при помощи таргетного 
секвенирования методом NGS на панель из 78 генов: 
KMT2C, STK11, KRAS, TP53, ALK, EML4, ITGA9, 
FGFR1,2,3, SYNE1, MLLT10, WT1, ATM, ERBB2,3, 
LTK, NF1, BRCA1,2, AKT1,2,3, CHEK2, KDM5C, TAF1, 
TRIM33, IKBKE, TCF7L1, LRP1B, PMS1, PIK3CB, 
PIK3CA, KIT, ADAMTS2, NOTCH4, ROS1, ETV1, 
ADGRA2, KAT6A, NBN, TSC1, RB1, CDH5, CDK12, CIC, 
DDR2, BRAF, PTEN, NTRK1,2,3, COL1A1, COL22A1, 
MPL, PTGS2, MSH2,6, PDGFRA, EGFR, GPC3, XPC, 
SLC34A2, NCOA4, HIP1, KIF5B, CDKN2A, NRAS, MET, 
FYCO1, NBPF20, PBX1, ABL2, RNF2, PARP1, GOPC, 
SLC39A8, RET. Далее проводили биоинформатиче-
ский анализ полученных данных – файлы FASTQ 
обрабатывали для удаления адаптеров, с 3’-конца 
удаляли все N и буквы с качеством <15 методом «сколь-
зящего окна» (размер окна – 6 нуклеотидов). Пол-
ностью удаляли все прочтения, содержащие более 
40 % букв с качеством <15, и прочтения длиной <36. 
Затем выполняли картирование на геном с помощью 
алгоритма BWA-MEM и последующее удаление ду-
бликатов. Проводили рекалибровку значений каче-
ства с помощью инструмента BaseRecalibrator, затем 
поиск вариантов с помощью алгоритмов DRAGEN, 
Strelka2 и HaplotypeCaller / Mutect2 из GATK4. Полу-
чившиеся VCF-файлы объединяли с удалением ду-
блирующихся строк. Постобработка вариантов про-
водилась с помощью предобученной нейронной сети 
(CNNScoreVariants, модель 2D) и индивидуальных 
фильтров по качеству. Варианты аннотировались по 
следующим источникам данных: RefSeq, LRG / MANE, 
dbSNP, gnomAD, OMIM, ClinVar, HGMD (публич-
ная), алгоритмы предсказания патогенности SIFT, 
PolyPhen HDIV / HVAR, Mutation Taster, FATHMM, 
CADD, DANN, M–CAP, REVEL, BayesDel, ClinPred, 
LIST-S2. Также выполняли рутинное гистологическое 
исследование для определения морфологического 
типа опухоли (иммуногистохимическое исследование 
при необходимости). Статистическая обработка ма-
териала и расчеты показателей проведены с исполь-
зованием компьютерной программы – электронных 
таблиц Microsoft Excel.

Результаты
По данным морфологического исследования опе-

рационного материала исследуемая группа пациентов 
включала 25 (38,4 %) случаев плоскоклеточного рака 
легкого и 40 (61,6 %) случаев аденокарциномы легко-
го. Соотношение стадий заболевания, установленных 
по данным послеоперационного морфологического 
исследования, составило: IA1 – 1 (1,5 %), IA2 – 9 (13,8 %), 
IA3 – 5 (7,7 %), IB – 10 (15 %), IIA – 5 (7,7 %), IIB – 
21 (32,3 %), IIIA – 14 (21,5 %) (рис. 1).

Рис. 1. Распределение пациентов в зависимости от стадии заболе-
вания

Fig. 1. Distribution of patients depending on stages of disease
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Из 78 соматических мутаций, представленных 
в используемой панели NGS, 75 генов было иденти-
фицировано у исследуемой группы пациентов (мута-
ций в генах AKT2,3 и NBPF20 выявлено не было).

Данные о выявленных соматических мутациях ме-
тодом NGS, а также о частоте встречаемости мутаций 
в исследуемой популяции представлены на рис. 2.

В табл. 1 мутации разделены на 3 группы в зави-
симости от частоты встречаемости при НМРЛ (обоих 
гистологических подтипов).

Далее представлены частоты встречаемости сома-
тических мутаций при плоскоклеточном раке легкого 
(рис. 3, табл. 2) и аденокарциноме (рис. 4, табл. 3).

У 1 пациента в среднем было обнаружено 5 сома-
тических мутаций. Если разделить пациентов по груп-
пам, основываясь на различных морфологических 
типах, то при аденокарциноме среднее количество 
мутаций у пациента составило 4,5, при плоскокле-
точном раке легкого – 5, что говорит о практически 
одинаковом количестве соматических мутаций из из-
учаемой панели как при аденокарциноме, так 
и при плоскоклеточном раке легкого.

Только при аденокарциноме ожидаемо встреча-
лись мутации в генах EGFR, ALK, ROS1, RET, BRAF, 
KRAS, MET, HER2. Среди нетаргетных мутаций 
при аденокарциноме чаще всего встречались мутации 
TP53, STK11, FGFR3, EML4, NF1, RB1, KMTC2. 
При плоскоклеточном раке легкого чаще всего встре-
чались мутации TP53, KMT2C, TSC1, EML4, PTEN, 
NF1, COL22A1, CDKN2A, RB1, BRCA1.

Наиболее клинически значимые соматические 
мутации, такие как EGFR, ALK, ROS1, BRAF, RET, 
имели следующие комутации, встречающиеся одно-
временно с ними: мутация в гене EGFR наиболее ча-
сто сочеталась с мутациями TP53 (30 % случаев), RB1 
(15 % случаев), COL22A1 (15 % случаев); мутация ALK 
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Рис. 2. Частота встречаемости соматических мутаций в исследуемой группе пациентов

Fig. 2. The frequency of occurrence of somatic mutations in the study group of patients
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Выявленные соматические мутации  /  Identified somatic mutations

Таблица 1. Группировка мутаций по частоте встречаемости 
при немелкоклеточном раке легкого (НМРЛ)

Table 1. Grouping mutations by frequency of occurrence in non-small cell 
lung cancer (NSCLC)

Частота 
встречаемости 

мутаций 
при НМРЛ, % 

Mutation 
frequency in 
NSCLC, %

Соматические мутации 
Somatic mutations

1–5

ALK, ITGA9, FGFR1, SYNE1, MLLT10, 
CHEK2, ATM, ERBB3, LTK, KDM5C, 
TAF1, IRIM33, IKBKE, TCF7L1, LRPIB, 
PMS1, PIK3CB, ADAMTS2, NOTCH4, 
ROS1, ETV1, ADGRA, KAT6A, NBN, 
CDH5, CIC, NTRK2, COL1A1, MDL, 
PTGS2, MSH6, MSH2, PDGFRA, 
SLC34A2, NCOA4, NRAS, MET, FYCO1, 
NBPE2D, PBX1, ABL2, RNF2, PARP1, 
GOPC, SLC39A8, RET, BRAF

5,1–10
WT1, ERBB2, BRCA1, BRCA2, AKT, 
PIK3CA, KIT, CDK12, DDR2, NTRK1,3, 
COL22A1, GPC, SPC, HIP1, KIF5B, CDKN2A

>10 KMT2C, TP53, STK11, KRAS, EML4, 
FGFR3, NF1, TSC1, PTEN, EGFR

сочеталась с мутациями TP53, NF1, WT1 – по 33 % слу-
чаев; ROS1 – c DDR2 (33 % случаев); мутация ERBB2 
сочеталась c мутациями NTRK1, GPC3, HIP1, KIF5B, 
TP53, XPC, COL22A1 – по 14 % случаев; мутация BRAF 
чаще всего ассоциировалась с мутациями в генах TP53 
(14 %) и COL22A1 (13,8 %); мутация в гене RET ассо-
циировалась с мутацией в экзоне 8 гена TP53; транс-
локация ROS1 в 50 % случаев ассоциировалась с му-
тациями в генах TRIM33 и TP53.

Обсуждение
При сравнении полученных данных о частоте 

соматических мутаций в исследуемой группе паци-
ентов с общемировыми данными было выявлено, 
что частота встречаемости основных клинически 
значимых мутаций в генах EGFR (16 % в данном ис-
следовании против 12,8 % по общемировым данным), 
ALK (соответственно 4,6 % против ~5 %), ROS1 (со-
ответственно 4,6 % против 2–3 %), BRAF (соответ-
ственно 3 % против 1–5 %) в целом соответствовала 
общемировым данным [7–9]. Анализ наиболее частых 
соматических мутаций, выявленных в данном иссле-
довании, показал следующие результаты. Мутации 
в гене TP53 в нашем исследовании были обнаружены 
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Таблица 2. Группировка мутаций по частоте встречаемости 
при плоскоклеточном раке легкого

Table 2. Grouping mutations by frequency of occurrence in squamous cell 
lung cancer

Частота встре‑
чаемости мута‑
ций при плоско‑
клеточном раке 

легкого, % 
Mutation frequency 

in squamous cell 
lung cancer, %

Соматические мутации 
Somatic mutations

1–10

FGFR2, WT1, IRIM33, BRCA2, IKBKE, 
TCF7L1, LRPIB, PMS1, PIK3CB, KIT, 
ADAMTS2, NOTCH4, ADGRA, KAT6A, 
NBN, CDK12, CIC, DDR2, NTRK1, GPC, 
NCOA4, HIP1, KIF5B, MET, FYCO1

>10

KMT2C, STK11, TP53, EML4, 
FGFR1,3, NF1, BRCA1, PIK3CA, RB1, 
TSC1, PTEN, NTRK3, CAL22A1, XPC, 
CDKN2A

Рис. 3. Частота встречаемости соматических мутаций в исследуемой группе пациентов при плоскоклеточном раке легкого

Fig. 3. The frequency of occurring mutations in squamous cell lung cancer
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и 6,13 % соответственно. Напротив, мутации в ге-
не  KRAS в настоящем исследовании встретились 
в 18,4 % случаев, тогда как по мировым данным ча-
стота их встречаемости – 20–40 % [11]. Мутация в гене 
STK11 в исследуемой группе пациентов встречалась 
практически с той же частотой, что и в Европейской 
и Американской популяциях пациентов с НМРЛ – 
12,3 % против ~11 % (США и Европа) [12]. Мутация 
в гене TSC1 также встречалась чаще, чем в Европейс-
кой популяции пациентов – 16,9 % против 2–7 % [13]. 
Мутации в гене PTEN в нашей работе обнаружены 
в 8,9 % случаев против 3,33 % по мировым данным, 
мутации в гене FGFR3 – в 18,6 % случаев против 
1,11 % согласно мировым данным (My Cancer Ge-
nome). Сравнить частоту встречаемости соматических 
мутаций в гене EML4, выявленную в настоящем ис-
следовании, с общемировыми данными не представ-
ляется возможным ввиду отсутствия соответствующей 
информации в мировой литературе. По результатам 
сравнения полученных данных по наиболее частым 
соматическим мутациям можно отметить, что иссле-
дуемая группа пациентов имела как схожую с обще-
мировыми показателями частоту встречаемости не-
которых соматических мутаций (TP53, STK11), так 
и отличающуюся от них в бо́льшую (KMT2C, NF1, 
TSC1, PTEN, FGFR3) или меньшую сторону (KRAS). 
Частоту более редких мутаций, выявленных в данной 

в 45 % случаев, что полностью соответствует обще-
мировым данным – ~50 % случаев НМРЛ [10]. Му-
тации в генах KMT2C и NF1 в данной работе встре-
чались в 24 и 18,4 % случаев соответственно, эти 
показатели значительно выше, чем представленные, 
например, в базе данных My Cancer Genome – 13,7 
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Рис. 4. Частота встречаемости соматических мутаций в исследуемой группе пациентов при аденокарциноме

Fig. 4. The frequency of occurrence of somatic mutations in the study group of patients with adenocarcinoma
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Таблица 3. Группировка мутаций по частоте встречаемости 
при аденокарциноме легкого

Table 3. Grouping of mutations by frequency of occurrence in lung 
adenocarcinoma

Частота встре‑
чаемости мута‑
ций при адено‑
карциноме, % 

Mutation 
frequency  
in adeno‑

carcinoma, %

Соматические мутации 
Somatic mutations

0,1–5

FGFR1, BRCA1, PIK3CB, PIK3CA, KIT, 
CDK12, PTEN, NTRK1,2, XPC, NCOA4, 
MET, FYCO1, ERBB3, KDM5C, RNF2, 
LTK, TAF1, NRAS, PARP1, BRAF, MDL, 
GOPC1, SYNE1, MSH2,6, NBPF20, 
BRAF, PDGFRA, ABL2, RET, PTGS2

>5

KMT2C, STK11, EML4, TP53, FGFR3, 
WT1, NF1, BRCA2, RB1, DDR2, NTRK3, 
GPC, CAL22A1, HIP1, KIF5B, CDKN2A, 
COL1A1, EGFR, KRAS, ALK, AKT, ROS1, 
ERBB2

работе (1–5 % и 5,1–10 %), сложно достоверно срав-
нить с мировыми данными в связи с их менее частой 
встречаемостью и малым количеством информации 
об их частоте в зарубежной литературе.

Заключение
Полученные данные показывают реальное рас-

пределение соматических мутаций в исследуемой 
группе пациентов с локализованным НМРЛ. Это да-
ет представление о частоте их встречаемости в общей 
популяции и при отдельных гистологических подти-
пах НМРЛ, что является важным для подбора диа-
гностических панелей, интерпретации их результатов, 
а также потенциально для выработки оригинальных 
кастомных панелей NGS-тестирования.

В перспективе углубленные знания о частоте 
встречаемости более редких соматических мутаций 
при локализованном НМРЛ и их связи с клини-
ко-морфологическими параметрами опухоли и про-
гнозом заболевания позволят улучшить его диагно-
стику, прогнозирование и сделать послеоперационное 
ведение пациентов с НМРЛ более прецизионным.
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С. В. Чулкова1, 2, Е. Н. Шолохова1, И. В. Поддубная3, И. С. Стилиди1, 2, А. В. Егорова2,  
Н. А. Козлов1, Н. Н. Тупицын1

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 
115522 Москва, Каширское шоссе, 24; 
2ФГAOУ ВО «Российский национальный медицинский университет им. Н. И. Пирогова» Минздрава России; Россия, 
117997 Москва, ул. Островитянова, 1а; 
3ФГБОУ ДПО «Российская медицинская академия непрерывного профессионального образования» Минздрава России; 
Россия, 125993 Москва, ул. Баррикадная, 2 / 1, стр. 1

К о н т а к т ы :  Светлана Васильевна Чулкова chulkova@mail.ru

Введение. На сегодняшний день иммунотерапия прочно входит в стандарты лечения рака. Базисом для назна-
чения иммунотерапии являются иммунологические маркеры опухоли, в том числе лимфоидная инфильтрация, 
изучению которой в последнее десятилетие уделяется все большее внимание. Несомненный интерес представ-
ляет исследование лимфоидной инфильтрации не только в зависимости от морфо-клинических показателей 
рака молочной железы (РМЖ), но и иммунной системы костного мозга.
Цель исследования – оценить инфильтрацию первичной опухоли лимфоцитами в зависимости от морфо-кли-
нических характеристик РМЖ и иммунных реакций в костном мозге.
Материалы и методы. В исследование включены 125 больных РМЖ, которые получали лечение в ФГБУ «НМИЦ 
онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России. Преобладали больные с РМЖ II стадии, умеренной диффе-
ренцировки (G

2
). Люминальный подтип РМЖ составил 67 %, нелюминальный – 33 %. Выполнено иммунофено-

типирование первичной опухоли (криостатные срезы). Использовали люминесцентный микроскоп ZEISS Axio-
scope (Zeiss AG, Германия). Оценены CD45+-, CD38+-, Т- и В-клеточная инфильтрация. Костный мозг: изучены 
CD3+-, CD4+-, CD8+-, CD19+-, CD16+-, CD56+-популяции. В работе использовали проточный цитометр FACSCanto II 
(США), программу Kaluza Analysis v2.1 (Beckman Coulter, США).
Результаты. СD45+-инфильтрация отмечена в 50,5 % случаев (30 % – выраженная, 26,4 % – умеренная). CD8+-
клетки в 21,4 % случаев выраженно инфильтрировали опухоль. В 40 % случаев установлена CD38+-инфильтрация. 
При нелюминальном РМЖ выраженная CD45-инфильтрация отмечалась чаще, чем при люминальном (33 и 26 % 
соответственно). CD38+-инфильтрация выражена при нелюминальном РМЖ (p = 0,016). Инфильтрация СD45+ 
положительно коррелировала с ранними стадиями заболевания (р = 0,071) и была более выражена при ин-
фильтративно-протоковом, чем при дольковом РМЖ: 59,2 и 20 % соответственно (р = 0,05). В костном мозге 
доля CD45RO+-клеток при люминальном РМЖ была больше, чем при нелюминальном: 37,3 ± 2,3 и 28 ± 2,8 % 
соответственно, р = 0,04. Напротив, доля CD19+CD38+-клеток была меньше: 24,2 ± 2 и 34,8 ± 6 %, р = 0,041. Интра-
туморальные лимфоциты достоверно отрицательно коррелировали с костномозговыми лимфоидными популяци-
ями: CD38+-клетки – с NK-клетками; СD4+-клетки – с В-предшественниками; CD8+-клетки – c В1-лимфоцитами.
Заключение. Лимфоидная инфильтрация РМЖ имеет связь со стадией, размером опухоли, гистологическим 
видом,  биологическим подтипом.  Интратуморальные популяции  СD38+-,  СD4+-,  CD3+-,  CD8+-клеток  находятся 
в отрицательной корреляционной связи с лимфоидными популяциями костного мозга.

Ключевые слова: рак молочной железы, иммунофенотипирование, иммунофлюоресценция, криостатные сре-
зы, костный мозг, лимфоидная инфильтрация, костномозговые лимфоциты
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The relationship of lymphoid populations (infiltration) of the primary tumor with bone 
marrow immune responses in patients with breast cancer
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Backgraund. Currently, immunotherapy is firmly established in the standard of cancer treatment. The basis for the 
appointment of immunotherapy are immunological tumor markers, which include lymphoid infiltration, a detailed 
study of which has received increasing attention in the last decade. An undoubted interest is the study of lym-
phoid infiltration, not only depending on the morpho-clinical parameters of breast cancer (BC), but also on the 
immune system of the bone marrow.
Aim. To evaluate the infiltration of the primary tumor by lymphocytes depending on the morpho-clinical charac-
teristics of BC and immune responses in the bone marrow.
Materials and methods. This study included 125 patients with BC who received treatment at the “N. N. Blokhin 
National Medical Research Center of Oncology” of the Ministry of Health of Russia. Tumor stage II was prevailed, 
а moderate degree of differentiation (G

2
) was more often noted. The luminal BC – 67 %, non-luminal – 33 %. Im-

munophenotyping  of  the  primary  tumor:  cryostat  sections,  ZEISS  Axioscope  luminescent  microscope  (Zeiss  AG, 
Germany).  CD45+,  CD38+,  T-  and  B-cell  infiltration  were  assessed.  Bone  marrow:  CD3+,  CD4+,  CD8+,  CD19+,  CD16+, 
CD56+ lymphocytes and their subpopulations were studied (FACSCanto II flow cytometer, Kaluza Analysis v2.1 pro-
gram (Beckman Coulter, USA)).
Results. CD45+ infiltration was noted in 50.5 % of cases (severe in 30 %, moderate – 26.4 %). CD8+ cells signifi-
cantly infiltrated the tumor in 21.4 % of cases. CD38+ infiltration was observed in 40 %. In the non-luminal BC, 
severe CD45 infiltration was observed more frequently than in the luminal (33 % vs 26 %). CD38+ infiltration is 
expressed in non-luminal BC (p = 0.016). CD45+ infiltration was positively correlated with earlier stages (p = 0.071) 
more pronounced in infiltrative ductal BC, than in lobular BC: 59.2 % vs 20 % (p = 0.05). The content of CD45RO+ 
cells in bone marrow in the luminal BC is higher than in the non-luminal: 37.3 ± 2.3 % vs 28 ± 2.8 % (p = 0.04). 
The number of CD19+CD38+ cells, on the contrary, is less: 24.2 ± 2 % vs 34.8 ± 6 % (p = 0.041). Tumor-infiltrating 
lymphocytes highly correlated with bone marrow lymphoid populations: CD38+ cells with NK-bone marrow cells; 
CD4+ cells with the B-precursors; CD8+ cells with the B1-lymphocytes.
Conclusion. Lymphoid infiltration of BC is associated with stage, tumor size, histological type and biological sub-
type. Intratumoral populations CD38+, CD4+, CD3+, CD8+ cells are in a negative correlation with bone marrow lym-
phoid populations.

Keywords:  breast  cancer,  immunophenotyping,  immunofluorescence,  cryostat  sections,  bone  marrow,  lymphoid 
infiltration, bone marrow lymphocytes
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Введение
Рак молочной железы (РМЖ) является одной 

из самых распространенных онкопатологий у жен-
щин во всем мире. Заболеваемость РМЖ остается 
высокой [1]. Показатели смертности от РМЖ за по-
следние годы снизились [2]. Это обусловлено 
как ранней диагностикой, так и совершенствовани-
ем подходов к лекарственной терапии. Вместе с тем 
лечение РМЖ остается сложной задачей, и еще мно-
гие вопросы ждут своего ответа. Хорошо известно, 
что большинство злокачественных опухолей явля-

ются довольно гетерогенными, что определяет 
их клиническое течение и выбор персональных ле-
чебных подходов [3–5]. Гетерогенность опухолей 
обусловлена многими параметрами, включая экспрес-
сию различных онкогенов, разнообразных маркеров 
клетками первичной и метастатической опухоли – 
стволовых и адгезионных факторов, рецепторов роста 
и стероидных гормонов, и др. [6–9]. Наравне с этим 
важное значение при раке имеет локальный иммун-
ный ответ, изучение которого продолжается по сей 
день [10].

mailto:chulkova@mail.ru
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Фундаментальные исследования в области им-
мунологии рака в последние десятилетия позволили 
прояснить ряд механизмов в системе опухоль–имму-
нитет, благодаря чему стало возможным применение 
иммунотропных препаратов. Следует отметить, 
что РМЖ сравнительно долго считался неиммуно-
генным по своей природе. Однако на сегодняшний 
день иммунологические параметры при РМЖ изуча-
ются довольно широко. Инфильтрация опухоли мо-
нонуклеарными клетками, а именно лимфоцитами 
и макрофагами, является, пожалуй, одним из ведущих 
аспектов, обсуждаемых мировым научным сообще-
ством, поскольку состояние иммунных реакций 
в значительной степени определяет динамику разви-
тия опухоли. Противоопухолевая иммунореактив-
ность складывается из различных клеточных и гумо-
ральных факторов. Клетки как врожденного, так 
и приобретенного иммунитета, созревание и обуче-
ние которых проходит в центральных и перифериче-
ских лимфоидных органах, участвуют в противоопу-
холевых иммунных реакциях [11–13]. В совокупности 
клеточные и гуморальные факторы могут способство-
вать противоопухолевой защите, с одной стороны, 
и сдерживать или вовсе подавлять ее, с другой [14]. 
По данным разных источников, выраженная лимфо-
идная инфильтрация при РМЖ варьирует от 50 
до 70 % [15–17]. Инфильтрирующие опухоль клетки 
экспрессируют широкий набор Т-, В-, миеломоно-
цитарных антигенов. Степень выраженности инфиль-
трации может определяться стадией рака и экспрес-
сией различных рецепторных детерминант [15, 18]. 
Также отмечено, что интратуморальные иммунные 
реакции могут быть связаны с эффективностью лекар-
ственного лечения [19, 20]. Например, это соотносит-
ся с Т-клеточной реакцией и уровнем активации 
Т-лимфоцитов, что показано в работе А. В. Субботи-
ной и соавт. [21]. Эти работы и многие другие иссле-
дования указывают, что при РМЖ важное значение 
имеет направленность иммунных реакций [22]. По-
этому немалая доля научных изысканий посвящена 
изучению роли субпопуляций Т-, В-лимфоцитов 
в реализации противоопухолевого иммунного ответа. 
Так, характер интратуморальных иммунных реакций 
может быть связан с фенотипом опухоли: HLA-DR-
нега тивные опухоли характеризовались сниженным 
содержанием Т-лимфоцитов (СD3+CD25+, СD4+CD25+) 
[23, 24].

Важным аспектом в изучении взаимодействия 
опухоли и иммунной системы становятся исследова-
ния субпопуляций лимфоцитов в костном мозге, ко-
торый является не только центральным, но и пери-
ферическим лимфоидным органом. Публикаций 
на этот счет пока немного, но их результаты свиде-
тельствуют о важной роли как основных, так и малых 
субпопуляций Т-, В-клеток, естественных киллеров 

костного мозга в реализации противоопухолевого 
иммунитета [25, 26]. В ряде работ показано, что в кост-
ном мозге увеличено содержание эффекторов про-
тивоопухолевого иммунитета, и это, в свою очередь, 
связано с распространенностью опухоли и ее клини-
ко-морфологическими характеристиками [27–29].

Изучение интратуморальных реакций при РМЖ 
во взаимосвязи с лимфоидными популяциями кост-
ного мозга ранее не проводилось.

Цель данного исследования – изучить интратумо-
ральную инфильтрацию при РМЖ и оценить взаи-
мосвязь между субпопуляциями лимфоцитов кост-
ного мозга и первичной опухоли.

Материалы и методы
Материалом для данного исследования послужи-

ли образцы опухолевой ткани больных РМЖ. Всего 
включено в работу 125 больных РМЖ, которые об-
следованы и получили лечение в условиях ФГБУ 
«НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава 
России. Возраст больных варьировал от 29 до 79 лет, 
средний возраст составил 54,4 ± 0,9 года. Диагноз 
РМЖ установлен на основании клинических, рент-
генологических и морфологических данных. Всем 
пациенткам выполнено хирургическое лечение: 
в объеме мастэктомии – 38 % (n = 48), радикальной 
резекции молочной железы – 62 % (n = 77). Все боль-
ные получили лекарственную терапию в адъювантном 
режиме. Лучевая терапия проведена в 36 % случаев 
(n = 46), гормонотерапия – в 72 % (n = 92).

Распространенность опухолевого процесса оцени-
вали согласно клинической классификации и между-
народной системе TNM (7-е издание). Распределение 
больных по стадиям было следующим: I стадия – 
27,2 % случаев, IIА стадия – 32,8 %, IIB стадия – 28,8 %, 
IIIA – 7,2 %, IIIB – 1,6 %, IIIС – 2,4 % (табл. 1).

Таблица 1. Распределение больных в зависимости от стадии рака 
молочной железы

Table 1. Distribution of patients depending on the stage of breast cancer

Стадия 
Stage

n %

I 34 27,2

IIA 41 32,8

IIB 36 28,8

IIIA 9 7,2

IIIB 2 1,6

IIIC 3 2,4

Всего 
Total

125 100,0
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В большинстве случаев размер первичной опухо-
ли соответствовал категории Т2 (52,8 %, n = 67) и Т1 
(44,1 %, n = 56), в равном числе случаев выявлены 
стадии Т4 и Т3 (по 1,6 %, n = 2). Метастатическое 
поражение лимфоузлов (N+) наблюдалось в 50 % слу-
чаев (n = 64): N1 – в 39,4 % (n = 50), N2 – в 6,3 %  
(n = 8), N3 – в 4,7 % (n = 6). Чаще всего степень диф-
ференцировки опухоли соответствовала G

2
 (79,5 %,  

n = 101).
В соответствии с данными патоморфологическо-

го исследования в большинстве случаев диагнос- 
тирован инфильтративно-протоковый РМЖ – 71 % 
(n = 89); инфильтративно-дольковый рак выявлен 
в 14 % случаев (n = 17), другие виды – в 15 % (n = 19).

Ввиду рестроспективного характера анализа раз-
деление на молекулярно-биологические подтипы 
РМЖ нами выполнено на основании экспрессии 
рецепторов к эстрогенам. Опухоли, экспрессирующие 
рецепторы к эстрогенам, классифицировали как лю-
минальный РМЖ. При отсутствии экспрессии таковых 
опухоли относили, соответственно, к нелюминальному 
подтипу. Таким образом, РМЖ в 67 % случаев (n = 86) 
классифицирован как люминальный, а в 33 % случа-
ев (n = 41) – как нелюминальный подтип.

Иммунофенотипирование лимфоидных популя-
ций опухоли и костного мозга выполнено в лабора-
тории иммунологии гемопоэза ФГБУ «НМИЦ онко-
логии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России методом 
иммунофлуоресценции.

Исследование лимфоидных популяций на криостат‑
ных срезах опухоли. После приготовления криостат-
ных срезов опухоли их фиксировали на предметных 
стеклах ацетоном: 10 мин при температуре 4 °С. После 
фиксации срезы отмывали в среде 199 (рН 7,2–7,4), 
наносили моноклональные антитела и инкубировали 
в течение 30 мин. После отмывания наносили FITC-
меченные F (аb2) – фрагменты антивидовых IgG1. По 
окончании инкубации препараты отмывали и кон-
сервировали 50 % раствором глицерина. Учет реакции 
выполняли на люминесцентном микроскопе ZEISS 
Axioscope (Zeiss AG, Германия). Оценена общелейко-
цитарная (CD45), плазмоцитарная (СD38), Т-клеточная 
(CD3, СD4, CD8) и В-клеточная (CD20) инфильтрация. 
Моноклональные антитела представлены в табл. 2. По-
ложительными считали клетки, имеющие мембранное 
свечение разной степени интенсивности (от слабой 
до выраженной). Выделяли 3 типа реакции:

1) практически полное отсутствие лимфоидной ин-
фильтрации, слабая инфильтрация – антигенполо-
жительные клетки в срезе не определяются или 
определяется небольшое их количество в пре парате;

2) умеренная инфильтрация – умеренное количество 
антигенположительных клеток в срезе, располо-
женных разрозненно или отдельными группами;

3) выраженная инфильтрация – скопления (оча-
ги)  антигенположительных клеток в срезе, могут 
встречаться крупные группы и инфильтраты из 
этих клеток.

Таблица 2. Панель моноклональных антител для иммунофенотипирования лимфоцитов и клеток опухоли

Table 2. Monoclonal antibodies for immunophenotyping of lymphocytes and tumor cells

Антитело 
Antibody

Клон 
Clone

Флуоресцентная метка 
Fluorescent label

Производитель 
Manufacturer

KL-1  –  – Immunotech, Marseille, Франция 
Immunotech, Marseille, France

CD45 HI30  – Becton Dickinson, США 
Becton Dickinson, USA

CD38 HIT2  – Becton Dickinson, США 
Becton Dickinson, USA

CD3 UCHT1  – Becton Dickinson, США 
Becton Dickinson, USA

CD4 4B12  – Becton Dickinson, США 
Becton Dickinson, USA

CD8 HIT8a  – Becton Dickinson, США 
Becton Dickinson, USA

CD20 2H7  – Becton Dickinson, США 
Becton Dickinson, USA

F (аb2) – фрагменты 
F (аb2) – fragments

М1-14D12 FITC Becton Dickinson, США 
Becton Dickinson, USA
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Иммунофенотипирование лимфоцитов костного 
мозга. Иммунофенотипирование лимфоцитов кост-
ного мозга выполнялось с использованием монокло-
нальных антител, меченных напрямую флюорохро-
мами (табл. 3). Костный мозг для исследования был 
получен при стернальной пункции. После выделения 
клеток костного мозга клеточную суспензию вноси-
ли в пробирки, добавляли антитела и инкубировали 
в течение 30 мин. Отмывали буферным раствором 
дважды. Сбор клеток и запись соответствующих файлов 
проводили на проточном цитометре FACSCanto II 
(США). Для каждой пробы собирали не менее 
100 тыс. событий. Изучены CD3+-, CD4+-, CD8+-, 
CD19+-, CD16+-, CD56+-лимфоциты и их субпопу-
ляции. Оценку экспрессии антигенов выполняли 
с помощью программы Kaluza Analysis v2.1 (Beckman 

Coulter, США). Пример цитометрического анализа лим-
фоцитов костного мозга представлен на рис. 1. Анализ 
проводился в гейте зрелых лимфоцитов на основании 
выраженной экспрессии CD45 в сочетании с низкими 
характеристиками бокового светорассеяния (SSC).

Статистическую обработку данных выполняли 
с использованием пакета IBM-SPSS Statistics v. 21. 
Осуществляли анализ корреляции по Пирсону или 
Спирмену, подсчет распределения частот по катего-
риям с непрерывными и дискретными переменными 
(критерий Фишера и χ2 по Пирсону). Различия счи-
тали значимыми при p <0,05.

Результаты и обсуждение
Выполнена оценка выраженности общелейко-

цитарной инфильтрации на основании количества 

Таблица 3. Моноклональные антитела, использованные при иммунофенотипировании лимфоцитов костного мозга

Table 3. Monoclonal antibodies used in immunophenotyping of bone marrow lymphocytes

Антитело 
Antibody

Клон 
Clone

Флуоресцентная метка 
Fluorescent label

Производитель 
Manufacturer

CD45 HI30 V500-А, V450, PerCP Becton Dickinson, США 
Becton Dickinson, USA

CD3 UCHT1 APC Becton Dickinson, США 
Becton Dickinson, USA

CD4 RPA-T4 V450 Becton Dickinson, США 
Becton Dickinson, USA

CD8 HIT8a APC-H7 Becton Dickinson, США 
Becton Dickinson, USA

CD19 HIB19 FITC, PE Becton Dickinson, США 
Becton Dickinson, USA

CD20 2H7 APC-H7 Becton Dickinson, США 
Becton Dickinson, USA

CD16 CB16 FITC, PE Becton Dickinson, США 
Becton Dickinson, USA

CD56 NCAM16.2 PerCP Becton Dickinson, США 
Becton Dickinson, USA

CD25 M-A251 V450 Becton Dickinson, США 
Becton Dickinson, USA

CD10 HI10a FITC Becton Dickinson, США 
Becton Dickinson, USA

CD38 HIT2 PerCP Becton Dickinson, США 
Becton Dickinson, USA

CD45RO UCHL1 V450 Becton Dickinson, США 
Becton Dickinson, USA

CD5 UCHT2 FITC Becton Dickinson, США 
Becton Dickinson, USA

HLA-DR G46-6 FITC, PE Becton Dickinson, США 
Becton Dickinson, USA
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СD45+-лимфоцитов в опухолевых срезах. Лимфоид-
ная инфильтрация опухоли по группе в целом выявле-
на в 56,4 % случаев, при этом в 30 % образцов отмечена 
выраженная степень инфильтрации, а в 26,4 % – уме-
ренная, что хорошо согласуется с результатами других 
исследователей. Пример выраженной лимфоидной 
инфильтрации представлен на рис. 2, 3. Т-клеточная 
инфильтрация была следующей: CD3+-клетки ин-
фильтрировали опухоль выраженно в 27 % случаев, 
тогда как 20,0 % образцов демонстрировали умерен-
ную степень инфильтрации. В остальных случаях 
в опухоли обнаруживались единичные CD3+-клетки. 
Пропорция цитотоксических CD8+-клеток в опухоли 
была незначительной – лишь в 21,4 и 5,7 % наблю-
дений отмечено выраженное и умеренное их коли-
чество соответственно. Немного более выраженной 
была инфильтрация СD4+-клетками, что отмечено 
в 37 % случаев. CD20+-клетки либо отсутствовали, 
либо незначительно инфильтрировали опухоль. 
В 40 % образцов наблюдалась слабая и умеренная 
плазмоцитарная (CD38+) инфильтрация. Таким об-
разом, полученные нами данные подтверждают, 
что в осуществлении противоопухолевого иммунно-
го ответа ведущую роль играют Т-клетки.

Далее проанализирована лимфоидная инфиль-
трация опухоли при биологических подтипах РМЖ. 
Мы не обнаружили достоверной разницы в степени 
инфильтрации опухоли СD45+-клетками в зависимо-
сти от подтипа РМЖ (p = 0,8). Однако при нелюми-

Рис. 1. Пример цитометрического анализа лимфоидных популяций в костном мозге: а – в координатах CD45 / SSC выделен гейт лимфоцитов 
(CD45+) (зеленый цвет); б – в гейте лимфоцитов в координатах CD16 / CD3 NK-клетки (CD16+CD3–) составляют 12,3 % (синий цвет), 
СD3-клетки – 20,2 % (зеленый цвет)

Fig. 1. An example of a cytometric analysis of bone marrow lymphoid populations: а – CD45 / SSC coordinates, the lymphocyte gate (CD45+) is highlighted 
in green; б – lymphocyte gate: CD16 / CD3 coordinates, NK cells (CD16+CD3–) – 12,3 % (in blue), CD3 cells – 20,2 % (in green)

Рис. 2. Инфильтрация опухоли CD45+-клетками, выраженная сте-
пень (×400): экспрессия панэпителиального антигена KL-1 клетка-
ми рака молочной железы – зеленый цвет, экспрессия панлейкоци-
тарного антигена CD45 мононуклеарными клетками – красный цвет

Fig. 2. Tumor CD45+ infiltration, pronounced degree (×400): panepithelial 
antigen KL-1 expression by breast cancer cells – in green, panleukocyte 
CD45 antigen expression by mononuclear cells – in red
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нальном подтипе выраженная CD45-инфильтрация 
наблюдалась несколько чаще, чем при люминальном 
(33 % против 26 %, р = 0,80) (табл. 4). И действитель-
но, по данным литературы, имеется связь отрица-
тельного рецепторного статуса с более выраженной 

а б
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лимфоидной инфильтрацией [15]. Изучая плазмоци-
тарную инфильтрацию (CD38+), мы установили, 
что она различалась в зависимости от подтипа РМЖ. 
При нелюминальном подтипе РМЖ плазмоцитарная 
инфильтрация была более значительной, что наблю-
далось в виде мозаичной реакции в 50,0 % случаев 
(n = 15), тогда как при люминальном – только 
в 22,0 % (n = 13). Признаки были достоверно взаи-
мосвязаны, р = 0,016 (рис. 4). Это дополнительно 
свидетельствует о наличии корреляции рецепто-
ротрицательного статуса с инфильтрацией опухоли 
плазматическими клетками.

Известно, что выраженная инфильтрация опухо-
ли лимфоцитами наблюдается при тройном негатив-
ном РМЖ, который, по последним научным данным, 
характеризуется более частыми экспрессией PDL-1 
и ответом на иммунотерапию [30]. Иной характер 
иммунных реакций отмечен при люминальном РМЖ, 
который в сравнении с другими подтипами характе-
ризуется более слабой лимфоидной инфильтрацией 

Таблица 4. Инфильтрация CD45+-клетками при люминальном и нелюминальном подтипах рака молочной железы (р = 0,80), n (%)

Table 4. CD45+ cell infiltration in luminal and non-luminal subtypes of breast cancer (р = 0,80), n (%)

Подтип рака молочной железы 
Breast cancer subtypes

Инфильтрация CD45+‑клетками 
CD45+ cell infiltration Всего 

Total
слабая 

weak
умеренная 

moderate
выраженная 

expressed

Люминальный 
Luminal

28 (46,7) 16 (26,7) 16 (26,7) 60 (100) 

Нелюминальный 
Non-luminal

13 (43,3) 7 (23,3) 10 (33,3) 30 (100) 

Всего 
Total

41 (45,6) 23 (25,6) 26 (28,9) 90 (100) 
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Рис. 4. Инфильтрация CD38+-клетками при люминальном и нелюминальном подтипах рака молочной железы (РМЖ)

Fig. 4. CD38+ cells infiltration in luminal and non-luminal subtypes of breast cancer (BC)

Рис. 3. Инвазивный протоковый рак молочной железы. В строме 
опухоли отмечается высокое содержание туморинфильтрирующих 
лимфоцитов. Окраска гематоксилином и эозином, ×100

Fig. 3. Invasive ductal breast cancer. The tumor stroma contains a high con-
tent of tumor-infiltrating lymphocytes. Hematoxylin and eosin staining, ×100

Люминальный РМЖ  /  Luminal BC Нелюминальный РМЖ  /  Non-luminal BC

CD38–

CD38+ /–

CD38+

CD38–

CD38+ /–

CD38+

p = 0,016
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и, кроме того, низкой экспрессией PD-L1, что ассо-
циируется с резистентностью к иммунотерапии [22, 
31, 32]. Принимая во внимание указанные данные 
литературы в отношении лимфоидной инфильтра-
ции, мы предполагаем, что в нашей выборке нелю-
минального подтипа РМЖ, весьма вероятно, присут-
ствовала значительная доля тройного негативного 
рака, который, как известно, хорошо отвечает на хи-
миотерапию. Здесь уместно отметить, что, по резуль-
татам исследований, установлено преимущество 
лимфоидной инфильтрации в случаях экспрессии 
клетками рака молекул HLA I класса: при неоадъ-
вантной химиотерапии в таких опухолях чаще наблю-
дается полный патоморфологический ответ [19].

Следующим шагом стал анализ связи лимфоид-
ной инфильтрации и морфологических параметров 
опухоли. Установлено, что размеры первичной опу-
холи (Т-категория) были взаимосвязаны со степенью 
лимфоидной инфильтрации (CD45+) (р = 0,021). CD4+-, 
а также CD8+-образцы наблюдались достоверно чаще 
при размерах опухоли, соответствующих T1. CD4+-опу-
холи при Т1 составили 54,3 % против 18,8 % при Т2. 
Аналогично для CD8+-образцов: 38,9 % и 13,3 %, 
р = 0,004 (табл. 5). Таким образом, инфильтрация 
опухоли CD3+-клетками и их субпопуляциями до-
стоверно отрицательно коррелировала с величиной 
первичной опухоли.

Таблица 5. CD4+-, CD8+-инфильтрация в зависимости от размера 
первичной опухоли (Т), n (%)

Table 5. CD4+, CD8+ infiltration depending on the size of the primary 
tumor (T), n (%)

Катего‑
рия T 

T categoy

СD4‑клетки (р = 0,031) 
CD4 cells (р = 0,031) Всего 

Total
нет 

absence
есть 

presence

T1 16 (45,7) 19 (54,3) 35 (100) 

T2 26 (81,3) 6 (18,8) 32 (100) 

T3 2 (100) 0 (0) 2 (100) 

СD8-клетки (р = 0,004) 
CD8 cells (р = 0,004) 

T1 22 (61,1) 14 (38,9) 36 (100) 

T2 26 (86,7) 4 (13,3) 30 (100) 

T3 2 (100) 0 (0) 2 (100) 

Также следует отметить, что в целом по мере на-
растания интенсивности общего уровня местных 
иммунных реакций по CD45 доля более ранних ста-
дий РМЖ увеличивалась и, соответственно, умень-
шалась доля более поздних стадий (р = 0,071) (табл. 6). 
Эти результаты хорошо согласуются с данными ли-

тературы и более ранних работ нашей лаборато-
рии [18].

Таблица 6. Инфильтрация CD45+-клетками при раке молочной 
железы в зависимости от стадии, n (%)

Table 6. Infiltration of CD45+ cells in breast cancer depending  
on the stage, n (%)

Стадия 
Stage

CD45+‑клетки 
CD45+ cells Всего 

Total
нет 

absence
есть 

presence

I 5 (25,0) 15 (75,0) 30 (100) 

IIA 13 (44,8) 16 (55,2) 29 (100) 

IIB 20 (69,0) 9 (31,0) 29 (100) 

IIIA 4 (50,0) 4 (50,0) 8 (100) 

IIIB 1 (50,0) 1 (50,0) 2 (100) 

IIIC 2 (66,7) 1 (33,3) 3 (100) 

Всего 
Total

45 (49,5) 46 (50,5) 91 (100) 

Установлено, что при инфильтративно-протоко-
вом РМЖ лимфоидная инфильтрация более выраже-
на, чем при дольковом раке. CD45+-клетки слабо 
или умеренно инфильтрировали опухоль суммарно 
в 59,2 % случаев при протоковом и в 20 % случаев – 
при дольковом раке. Различия близки к достоверным 
(р = 0,05). Скопления CD3+-клеток в опухоли отме-
чены суммарно в 50,0 % образцов при протоковом 
раке, тогда как при дольковом – в 12,5 % (р = 0,065). 
CD8+-клетки, так же как и СD4+-клетки, преоблада-
ли при протоковой карциноме в сравнении с доль-
ковым раком (рис. 5). Так, умеренное количество 
CD4+-клеток отмечено в 46 % (23 / 50) случаев прото-
кового рака и в 18 % (2 / 11) случаев долькового РМЖ 
(р = 0,076) (табл. 7).

Далее проанализировано среднее содержание 
различных субпопуляций лимфоцитов костного моз-
га в зависимости от подтипа РМЖ (t-критерий 
для независимых выборок). Установлены различия 
между биологическими подтипами РМЖ (табл. 8). 
При люминальном подтипе содержание субпопуля-
ций CD45RO+ было больше, чем при нелюминаль-
ном: средние значения составили 37,3 ± 2,3 % против 
28 ± 2,8 % (р = 0,04). В отношении субпопуляции 
В-лимфоцитов наблюдалась иная картина. Количе-
ство CD19+CD38+-клеток при люминальном подти-
пе был меньше, чем при нелюминальном: 24,2 ± 2 % 
против 34,8 ± 6 % (р = 0,041). Привлекла внимание 
еще одна субпопуляция В-лимфоцитов: В1-клетки 
врожденного иммунитета (СD5+). Количество этих 
клеток составило 10,4 ± 2,2 и 7,7 ± 1,7 % при нелю-
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Таблица 7. Инфильтрация CD4+-клетками при инфильтратив-
но-протоковом и инфильтративно-дольковом раке молочной 
железы (р = 0,076), n (%)

Table 7. CD4+-cells infiltration in infiltrative ductal and infiltrative 
lobular breast cancer (р = 0,076) n (%)

Гистологический вид рака 
молочной железы 

Histological type of breast cancer

CD4+‑клетки 
CD4+ cells Всего 

Total
нет 

absence
есть 

presence

Инфильтративно-прото-
ковый 
Infiltrative ductal carcinoma

27 
(54,0) 23 (46,0) 50 (100) 

Инфильтративно-долько-
вый 
Infiltrative lobular carcinoma

9 (81,8) 2 (18,2) 11 (100) 

Всего 
Total

36 
(59,0) 25 (41,0) 61 (100) 

Рис. 5. Инфильтрация CD8+-клетками при инфильтративно-протоковом и инфильтративно-дольковом раке молочной железы (РМЖ)

Fig. 5. CD8+ cells infiltration in infiltrative ductal and infiltrative lobular breast cancer (BC)
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CD8+ /–

CD8+

CD8++

Инфильтративно-протоковый РМЖ  /  Infiltrative ductal BC Инфильтративно-дольковый РМЖ  /  Infiltrative lobular BC

CD8+/–

CD8++

p = 0,09

минальном и люминальном подтипах соответствен-
но. Однако количество больных в группе нелюми-
нального рака невелико, и различия не достигли 
достоверности. Поэтому любые суждения и выводы 
по данному факту весьма затруднительны и прежде-
временны. Тем не менее такое совпадение увеличения 
содержания в костном мозге В-клеток врожденного 
иммунитета СD5+ и популяции плазматических кле-
ток CD38+ позволяет задуматься о возможном напря-
жении противоопухолевого иммунного ответа при 
нелюминальном подтипе. С учетом выраженной 
лимфоидной инфильтрации это расширяет представ-
ления о его особенностях и приближает к пониманию 
иммунного ответа при данном биологическом под-
типе РМЖ. Расшифровка связей между иммунной 

системой костного мозга и локальными иммунными 
процессами в опухоли в дальнейшем может привести 
к формированию группы больных, селективная им-
мунотерапия у которых может иметь наибольшую 
эффективность. Поэтому необходимо накопление 
материала для уточнения обсуждаемого наблюдения.

При корреляционном анализе показателей лим-
фоидных популяций костного мозга и степени ин-
фильтрации опухоли лимфоцитами нами выявлены 
интересные закономерности (табл. 9). Как видно, 
костномозговые лимфоидные популяции находятся 
в отрицательной корреляционной связи с интрату-
моральными лимфоцитами. Это не исключает ре-
гуляторного влияния соответствующих клеток 
с цитотоксическим потенциалом, а также клеток 
врожденного иммунитета на иммунные интрату-
моральные реакции. Установлена отрицательная 
корреляция плазмоцитарной инфильтрации CD38+ 
с популяциями NK-клеток: R = –0,455, р = 0,044. 
Аналогично отрицательная корреляция выявлена 
в отношении инфильтрирующих опухоль СD4+-клеток 
с уровнем В-предшественников: R = –0,420, р = 0,021. 
Отрицательная корреляция для CD8+-клеток выявле-
на с В1 (СD5+) – лимфоцитами: R = –0,520, р = 0,047. 
Также следует отметить корреляционные связи с мар-
гинальной значимостью: отрицательная для CD3+-, 
CD8+-клеток с В-предшественниками (0,05 <р <0,1). 
Эти факты являются новыми, требуют дальнейшего 
осмысления и тщательного анализа по мере накопления 
данных. На наш взгляд, случайность подобного рода 
ассоциаций, вероятно, может быть исключена. Пред-
посылкой может служить наблюдение, демонстриру-
ющее выраженную пропорцию NK-клеток в костном 
мозге больных РМЖ по результатам исследования 
В. А. Мкртчян и соавт. [32]. Авторы установили, что 
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Таблица 8. Средние уровни костномозговых популяций лимфоцитов при раке молочной железы

Table 8. Mean levels of bone marrow lymphocyte populations in breast cancer

Популяции лимфоцитов 
Lymphocyte populations

Биологический подтип 
Biological subtype

n M,  % SD m p

CD16+CD3–, 
CD56+CD3–

Люминальный 
Luminal

26 11,16 15,087 2,95
>0,05

Нелюминальный 
Non-luminal

9 9,23 6,16 2,05

CD3+

Люминальный 
Luminal

39 63,09 11,92 1,90
>0,05

Нелюминальный 
Non-luminal

10 61,50 9,84 3,11

CD45RO+

Люминальный 
Luminal

40 37,32 14,76 2,33
0,04

Нелюминальный 
Non-luminal

12 28,02 9,86 2,84

CD4+

Люминальный 
Luminal

40 39,21 10,25 1,62
>0,05

Нелюминальный 
Non-luminal

13 41,29 13,12 3,64

CD8+

Люминальный 
Luminal

40 43,28 12,90 2,04
>0,05

Нелюминальный 
Non-luminal

13 42,72 11,75 3,26

CD4+ / CD8+

Люминальный 
Luminal

38 1,02 0,40 0,06
>0,05

Нелюминальный 
Non-luminal

13 1,06 0,50 0,14

CD8+HLA-DR+

Люминальный 
Luminal

36 9,07 12,42 2,07
>0,05

Нелюминальный 
Non-luminal

11 8,83 6,24 1,88

CD4+CD25+

Люминальный 
Luminal

35 3,41 2,64 0,44
>0,05

Нелюминальный 
Non-luminal

11 3,38 2,47 0,74

CD19+

Люминальный 
Luminal

36 17,32 11,34 1,89
>0,05

Нелюминальный 
Non-luminal

10 17,63 6,74 2,13

CD19+CD10+

Люминальный 
Luminal

35 15,65 18,03 3,04
>0,05

Нелюминальный 
Non-luminal

11 13,98 15,56 4,69

CD19+CD38+

Люминальный 
Luminal

39 24,27 12,57 2,01
0,041

Нелюминальный 
Non-luminal

12 34,87 22,29 6,43

CD19+CD5+

Люминальный 
Luminal

16 7,75 6,95 1,73

>0,05
Нелюминальный 

Non-luminal
5 10,46 5,02 2,24

Примечание. n – число пациентов; M – среднее значение; SD – стандартное отклонение; m – стандартная ошибка среднего. 
Note. n – number of patients is the quantity; M – mean value; SD –standard deviation; m – standard error of the mean.
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более высокие уровни субпопуляций NK-клеток 
(CD16+СD3 – , CD56+CD3 – ) наблюдались при опухолях 
с низким индексом пролиферативной активности 
(Ki-67+ <20 %). Поэтому целесообразны дальнейшие 
исследования и, возможно, стоит не ограничиваться 
основными популяциями лимфоидных клеток, 
а включить и минорные субпопуляции, которые мало 
изучены. В недавней работе, посвященной изучению 
популяций костного мозга больных раком легкого, 
выявлена связь минорных популяций цитотоксических 
CD4-лимфоцитов и CD27-лимфоцитов, содержащих 
перфорин, с гистологическим типом опухоли [29].

Заключение
Лимфоидная инфильтрация при РМЖ наблюда-

ется в 50,5 % случаев, при этом в 30 % образцов – вы-
раженная, а в 26,4 % – умеренная. Доля цитотоксиче-
ских CD8+-клеток в опухоли была незначительной, 
в 21,4 % наблюдений отмечена выраженная инфильт-
рация. Немногим больше составляла доля CD4+-кле-
ток. При нелюминальном подтипе выраженная сте-
пень CD45-инфильтрации наблюдалась несколько 
чаще, чем при люминальном. В 40 % опухолей отме-

Таблица 9. Корреляционные связи костномозговых лимфоцитов с опухольинфильтрирующими лимфоцитами

Table 9. Correlations between bone marrow lymphocytes and tumor infiltrating lymphocytes

Популяции лимфоцитов костного мозга 
Bone marrow lymphocyte populations

Опухольинфильтрирующие лимфоциты 
Tumor infiltrating lymphocytes

CD45 CD3 CD4 CD8 CD20 CD38

CD16+CD3–, CD56+CD3–

R
p
n

0,216
0,347

21

0,000
1,000

21

0,045
0,832

25

–0,107
0,636

22

–0,344
0,149

19

–0,455
0,044

20

CD19+CD10+

R
p
n

–0,153
0,437

28

–0,323
0,094

28

–0,420
0,021

30

–0,340
0,077

28

0,280
0,166

26

–0,089
0,659

27

CD19+CD5+

R
p
n

–0,271
0,309

16

–0,178
0,510

16

–0,217
0,438

15

–0,520
0,047

15

–0,062
0,827

15

0,023
0,935

15

чена плазмоцитарная (CD38+) инфильтрация, при 
этом она была более выражена при нелюминальном 
подтипе. Размер первичной опухоли (индекс Т), ста-
дия, гистологический вид опухоли были взаимосвя-
заны со степенью лимфоидной инфильтрации. Ин-
тенсивность общего уровня местных иммунных 
реакций по CD45 положительно коррелировала 
с ранними стадиями. При инфильтративно-протоко-
вом РМЖ лимфоидная инфильтрация более выраже-
на, чем при дольковом раке.

Субпопуляции костномозговых лимфоцитов 
были связаны с подтипом РМЖ. Содержание 
CD45RO+-клеток при люминальном подтипе было 
достоверно повышено, тогда как содержание CD19+-
CD38+-клеток – понижено. Иммунокомпетентные 
клетки, инфильтрирующие опухоль, находятся в отри-
цательной корреляционной связи с костномозговыми 
лимфоидными популяциями: CD38+-клетки – с уровнем 
NK-клеток костного мозга, СD4+-клетки – с уровнем 
В-предшественников, CD3+-, CD8+-клетки – с уров-
нем В-предшественников. Отрицательная корреля-
ция CD8+-клеток отмечена c уровнем В1-лимфоци-
тов CD5+.
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Анемический синдром, ассоциированный 
со злокачественными новообразованиями, 
у больных колоректальным раком

В. Н. Блиндарь, М. М. Добровольская, Г. Н. Зубрихина, Т. В. Давыдова

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

К о н т а к т ы :  Валентина Николаевна Блиндарь bld51@list.ru

Введение. Колоректальный рак (КРР) является наиболее часто диагностируемым злокачественным новообра-
зованием.  Это  заболевание  сопровождается  развитием  анемического  синдрома  (АС).  Данное  осложнение 
не  только  ухудшает  результаты  лечения  и,  соответственно,  отрицательно  влияет  на  общую  выживаемость, 
но и снижает качество жизни пациентов, уменьшает приверженность к лечению.
Цель работы – исследовать экспрессию гепсидина 25 (ГП25), прогепсидина (ПРОГП), показатели ферритина 
(ФР), интерлейкина 6 (ИЛ-6) и метаболитов оксида азота (NO

x
) в периферической крови больных КРР, оценить 

их взаимосвязь с клиническим течением заболевания и АС.
Материалы и методы. Исследование проведено среди 41 больного КРР с АС. Содержание ФР, ПРОГП, ГП25, 
ИЛ-6 определяли с помощью иммуноферментного метода. Общее содержание NO

x
 в сыворотке крови определяли 

при помощи реактива Грисса после восстановления нитрата до нитрита гранулами кадмия в присутствии цинка.
Результаты. Выделены 3 типа АС, характерной особенностью которых были микроцитоз (MCV – 74,3 ± 2,1 фл) 
и гипохромия (MCH – 22,9 ± 1,2 пг) эритроцитов. Первый тип АС – железодефицитная анемия (ЖДА), 2-й тип – 
анемия хронических заболеваний (АХЗ) в сочетании с железодефицитным эритропоэзом и 3-й – АХЗ с функ-
циональным дефицитом железа (ФДЖ). Истинная ЖДА была выявлена у 15 (36,6 %) человек и характери-
зовалась классически – низкой концентрацией ФР, ПРОГП, ГП25, ИЛ-6 и NO

x
. У менее значительной группы 

(9 человек, 21,9 %) были выявлены высокие концентрации ФР и низкие ПРОГП, ГП25, ИЛ-6, NO
x
, что свиде-

тельствовало о дефиците железа на фоне АХЗ (железодефицитный эритропоэз). Она отличалась от первой 
группы (с ЖДА) значительной концентрацией ФР, что может свидетельствовать о переходе ЖДА в хрониче-
скую фазу АС. Третья группа – с ФДЖ – оказалась самой многочисленной (17 человек, 41,5 %), отличалась 
вы сокими концентрациями ФР (386,7 ± 41,2 нг / мл), ГП25 (43,2 ± 7,1 нг / мл), ПРОГП (283,3 ± 18,5 нг / мл), ИЛ-6 
(24,8 ± 5,5 пг / мл), NO

x
 (39,7 ± 5,5 мкмоль / л); показатели были достоверно выше (p <0,001), чем у больных 

с ЖДА и АХЗ с железодефицитным эритропоэзом.
Заключение. У больных с распространенным опухолевым процессом чаще всего выявляется АС с ФДЖ. ФДЖ 
сопровождался гиперпродукцией ФР, ИЛ-6, ГП25, ПРОГП и NO

x
. Отмечена тесная корреляционная связь между 

исследуемыми показателями и увеличением Т-стадии КРР, что может свидетельствовать о взаимосвязи этих 
белков с развитием цитокининдуцированной анемии онкологических больных. Полученные данные могут быть 
использованы для оценки состояния метаболических нарушений при анемиях, ассоциированных со злокаче-
ственными новообразованиями, для дифференциальной диагностики вариантов АС и адекватного лечения.

Ключевые слова:  колоректальный  рак,  анемия,  функциональный  дефицит  железа,  ферритин,  гепсидин  25, 
прогепсидин, интерлейкин 6, оксид азота
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Background. Colorectal cancer is the most commonly diagnosed cancer among all malignant neoplasms. This dis-
ease is accompanied by the development of anemic syndrome (AS). This complication not only worsens the results 
of treatment and, as a result, reduces overall survival, but also reduces the quality of life of patients, reduces ad-
herence to treatment.
Aim. To study the expression of hepcidin 25 (HP25), prohepcidin (PROHP), ferritin (FR), interleukin 6 (IL-6) and 
metabolites of nitric oxide (NO

x
) in the peripheral blood of patients colorectal cancer, to assess their relationship 

with the clinical course of the disease and with AS.
Materials and methods. The study was conducted in 41 patients with colorectal cancer and AS. The content of FR, 
PROHP, HP25,  IL-6 was determined using enzyme  immunoassay. The total content of NO

x
  in blood   serum was 

determined using the Griess reagent after the reduction of nitrate to nitrite with cadmium granules in the pre-
sence of zinc.
Results. There are three types of AS. A characteristic feature of which was microcytosis (MCV – 74.3 ± 2.1 fl) and 
hypochromia (MHC – 22.9 ± 1.2 pg) of erythrocytes. Type 1 of AS – iron deficiency anemia (IDA), type 2 – anemia 
of chronic diseases (ACD) in combination with iron deficiency erythropoiesis and type 3 – ACD with functional iron 
deficiency (FID). True IDA was detected in 15 (36.6 %) patients, which was classically characterized by: low con-
centration of FR, PROGP, GP25, IL-6 and NO

x
. A less significant group (9 patients, 21.9 %) had a high concentration 

of FR and low PROHP, GP25, IL-6, NO
x
, which indicated iron deficiency against the background of ACD. It differed 

from the first group with IDA in a significant concentration of FR, which may indicate the transition of IDA to the 
chronic phase of AS. Third group (17 patients, 41.5 %) – with FID – turned out to be the most numerous and char-
acterized by a high concentration of FR (386.7 ± 41.2 ng / ml), GP25 (43.2 ± 7.1 ng / ml), PROHP (283.3 ± 18.5 ng / ml), 
IL-6 (24.8 ± 5.5 pg / ml), NO

x
 (39.7 ± 5.5 µmol / l), the values were significantly higher (p <0.001) than in patients with 

IDA and ACD with iron deficiency erythropoiesis.
Conclusion. In patients with a widespread tumor process, AS with FID is most often detected. FID was accompa-
nied by hyperproduction of FR, IL-6, GP25, PROGP and NO

x
. A close correlation was noted between the studied pa-

rameters with an increase in the T-stage of colorectal cancer. This may indicate the relationship of these proteins 
in the development of cytokine-induced anemia in cancer patients. The data obtained can be widely used to as-
sess the state of metabolic disorders in anemia associated with malignant neoplasms for the differential diagnosis 
of AS variants and adequate treatment.

Keywords: colorectal cancer, anemia, functional iron deficiency, ferritin, hepcidin 25, prohepcidin, interleukin 6, 
nitric oxide
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Введение
Колоректальный рак (КРР) является наиболее 

часто диагностируемым злокачественным новообра-
зованием. Это заболевание сопровождается развити-
ем анемического синдрома (АС). Данное осложнение 
не только ухудшает результаты лечения и, как след-
ствие, отрицательно влияет на общую выживаемость, 
но и снижает качество жизни пациентов, уменьшает 
приверженность к лечению [1, 2]. АС сопровождает-
ся развитием тканевой гипоксии, которая, в свою 
очередь, активизирует процессы окислительного 
стресса и приводит к повышенному высвобождению 
биологически активных соединений, в частности ме-
таболитов оксида азота (NO

х
). Один из наиболее со-

временных подхо дов к диагностике и терапии АС при 
онкологических заболеваниях – оценка уровня гепси-
дина 25 (ГП25) и терапевтическое воздействие на 
него. ГП25 – секретируемый печенью пептидный 
гормон, который регулирует системный и локальный 
гомеостаз железа [2]. Есть данные, свидетельствую-
щие о том, что наряду с ГП25 NO

х
 играет значитель-

ную роль в развитии цитокининдуцированной ане-
мии, обусловленной активацией провоспалительных 
цитокинов, в частности ИЛ-6 [3, 4]. Широкий спектр 
проблем, связанных с АС и осложняющих лечение 
онкологического заболевания, делает вопросы диа-
гностики и эффективного лечения АС чрезвычайно 
востребованными и актуальными.

Цель работы – исследовать экспрессию ГП25, 
прогепсидина (ПРОГП), показатели ферритина (ФР), 
интерлейкина 6 (ИЛ-6) и NO

х
 в периферической кро-

ви больных КРР, оценить их взаимосвязь с клиниче-
ским течением заболевания и АС.

Материалы и методы
Исследование проведено у 41 больного КРР с АС 

до лечения (в том числе 25 мужчин и 16 женщин) 
в возрасте от 34 до 88 лет (средний возраст 61,5 ± 1,7). 
I стадия заболевания выявлена у 2 больных, II ста-
дия – у 9, III стадия – у 21, IV стадия – у 9 больных. 
Контрольная группа состояла из 50 человек соответ-
ствующего возраста без онкопатологии.
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Расширенный клинический анализ крови вы-
полняли на гематологическом анализаторе Sysmex 
XE-2100 (Sysmex, Япония). В плазме крови методом 
иммуноферментного анализа определяли содержание 
ФР и ПРОГП с помощью наборов фирмы Orgentec 
Diagnostika GmbH (Германия), ГП25 – с помощью 
набо ров от Peninsula Laboratories International, Inc. 
(США), ИЛ-6 – с помощью наборов Bender MedSys-
tems (Австрия).

Общее содержание нитрита / нитрата (NO
x
) в сы-

воротке крови определяли при помощи реактива 
Грисса после восстановления нитрата до нитрита 
гранулами кадмия в присутствии цинка и измеряли 
при длине волны 546 нм [5]. Результаты выражали 
в микромолях на 1 л сыворотки. Метод определения 
содержания NO

x
 при помощи реактива Грисса отно-

сительно простой, хорошо воспроизводимый и наи-
более приемлемый как в научных, так и в клиниче-
ских исследованиях. При этом следует иметь в виду, 
что реактив Грисса не позволяет определять концент-
рацию нитрат-иона, поэтому предварительно необ-
ходимо восстановить нитрат до нитрита. Для этого 
в качестве восстановителя используют фермент ни-
трат-редуктазу либо гранулированный кадмий или ва-
надий [6]. Концентрацию нитрита регистрируют 
по азо-красителю, образующемуся в реакции диазоти-
рования нитритом сульфаниламида, входящего в состав 
реактива Грисса. В данной работе при исследовании 
суммарного содержания метаболитов NO

х
 в параллель-

ных опытах были использованы в качестве восстано-
вителя нитрат-редуктаза и гранулированный кадмий. 
Оба метода хорошо воспроизводимы, полученные ре-
зультаты практически полностью сопоставимы и не за-
висят от примененного восстановителя.

Статистическую обработку полученных данных 
проводили с использованием программных пакетов 
MS Excel BioStat, версия 2016 г. Для оценки досто-
верности результатов использовали t-критерий Стью-
дента. Критический уровень значимости при провер-
ке статистических гипотез принимали равным 0,05. 
Исследования выполняли в соответствии с принци-
пами Хельсинкской декларации, разработанной Все-
мирной медицинской ассоциацией [7].

Результаты и обсуждение
В течение длительного времени искали претен-

дента на роль гуморального регулятора метаболизма 
железа. В разное время предполагалось, что возмож-
ными кандидатами могут быть и ФР, и трансферрин, 
и растворимые рецепторы трансферрина [8, 9]. В на-
стоящее время считают, что основную роль в мета-
болизме железа играет ГП25. ГП25 является 25-ами-
нокислотным пептидом, который синтезируется 
в печени. Он образуется из 84-аминокислотного 
предшественника – ПРОГП. ГП25 – ключевой ре-

гуля тор системного гомеостаза железа [8, 9]. ГП25 
играет важную роль в нарушении обмена железа у он-
кологических больных с анемией хронического за-
болевания (АХЗ): он уменьшает всасывание железа 
в двенадцатиперстной кишке и блокирует высвобо-
ждение его макрофагами под воздействием провос-
палительного цитокина ИЛ-6. В результате развива-
ется функциональный дефицит железа (ФДЖ). ФДЖ 
называют ситуацию, когда, несмотря на достаточные 
запасы железа, эритропоэз неадекватно обеспечива-
ется железом [8–10].

В настоящее время разработана и утверждена ме-
тодика сывороточного иммуноферментного анализа 
ГП25. Авторами установлено, что этот метод в сыво-
ротке или в плазме крови дает точные и воспроизво-
димые результаты [9–11]. Исследование содержания 
ГП25 проведено нами у 50 человек без онкопатологии 
с помощью иммуноферментного анализа. Показатели 
ГП25 варьировали в пределах 0,8–7,5 нг / мл, в сред-
нем по группе составили 4,6 ± 0,06 нг / мл как у мужчин, 
так и у женщин, что соответствовало данным лите-
ратуры [9, 10]. Содержание ПРОГП у здоровых людей 
колебалось от 57,3 до 157,1 нг / мл, в среднем по группе 
составило 99,8 ± 9,3 нг / мл, медиана – 115 нг / мл.

Содержание ФР в этой группе составило в среднем 
97,9 ± 16,5 нг / мл с колебаниями от 31 до 187 нг / мл, 
медиана – 78,1 нг / мл. У мужчин значения ФР состави-
ли 102,4 ± 11,9 нг / мл, у женщин – 67,7 ± 10,5 нг / мл.

Величина ИЛ-6 не превышала 4,6 пг / мл, в сред-
нем составив 2,0 ± 0,4 пг / мл, медиана – 1,5 пг / мл. 
Содержание NO

x
 колебалось от 13,6 до 63,6 мкмоль / л 

и составило в среднем 27,8 ± 0,8 мкмоль / л, что пол-
ностью сопоставимо с данными других авторов, опре-
делявших уровень метаболитов NO

x
 при помощи 

реактива Грисса [5, 6].
Анемический синдром определяли на основании 

классификации Всемирной организации здравоох-
ранения. Критериями для диагностики АС считают-
ся: у мужчин – уровень гемоглобина менее 130 г / л, 
гематокрит менее 39 %; у женщин – уровень гемогло-
бина менее 120 г / л, гематокрит менее 36 % [12]. АС 
онкологических больных протекает по типу АХЗ. 
АХЗ – собирательное понятие. Данное состояние 
развивается на фоне длительно протекающих забо-
леваний, поэтому имеет разные этапы формирования 
нарушений эритропоэза и метаболизма железа.

При анализе лабораторных данных обследуемых 
больных КРР были выделены 3 типа АС, характерной 
особенностью которых были микроцитоз и гипо-
хромия эритроцитов (средний объем эритроцитов – 
74 ± 2,1 фл, среднее содержание гемоглобина в эри-
троците – 22,9 ± 1,2 пг), Первый тип АС – же- 
лезодефицитная анемия (ЖДА), 2-й тип – АХЗ в со-
четании с железодефицитным эритропоэзом (ЖДЭ) 
и 3-й – АХЗ с ФДЖ. Истинная ЖДА, которая 
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характеризовалась классически: низкой концентра-
цией ФР (13,2 ± 1,5 нг / мл), ПРОГП, ГП25, ИЛ-6 
и NO

х
 (рис. 1), была выявлена у 15 (36,6 %) человек. 

Менее значительная группа (9 человек, 21,9 %) от-
личалась от первой группы (с ЖДА) значительной 
концентрацией ФР (194,6 ± 12,2 нг / мл), что может 
свидетельствовать о переходе ЖДА в хроническую 
фазу АС. Несмотря на условно «большие запасы же-
леза», ФР, являясь острофазным белком, вероятнее 
всего, необъективно отражал запасы железа.

Самой многочисленной (17 человек, 41,5 %) ока-
залась группа с ФДЖ, результаты которой отличались 
высокими концентрациями ФР (386,7 ± 41,2 нг / мл), 
ГП25 (43,2 ± 7,1 нг / мл), ПРОГП (283,3 ± 18,5 нг / мл), 
ИЛ-6 (24,8 ± 5,5 пг / мл), NO

х
 (39,7 ± 5,5 мкмоль / л). 

Показатели в этой группе были достоверно выше 
(p <0,001), чем у больных с ЖДА и ЖДЭ (см. рис. 1).

При сравнении уровня значений вариационного 
ряда выявлена тесная корреляционная связь между 
ИЛ-6 и ГП25 (r = 0,67, p <0,01), NO

х
 (r = 0,75, p <0,01) 

и, в меньшей степени, с ФР (r = 0,53, p <0,05) и ПРОГП 
(r = 0,59, p <0,05). Такую же закономерность просле-
живали при корреляционной зависимости этих по-
казателей от стадии заболевания. Установлена досто-
верная связь между уровнем ИЛ-6, ГП25, NO

х
, ПРОГП 

и стадией опухоли (r = 0,83, p <0,001) у больных 
КРР с АС.

Полученные результаты не противоречат данным 
литературы. Так, ряд авторов показали, что ФР, ГП25, 

ИЛ-6 выявляются в более высоких концентрациях 
в сыворотке крови многих больных раком, и более 
высокие уровни коррелируют с агрессивным заболе-
ванием и плохим клиническим исходом [13–17]. 
В частности, клинические исследования показали, 
что повышенные концентрации ИЛ-6 в сыворотке 
крови у пациентов связаны с продвинутыми стади ями 
опухоли при различных видах рака (например, КРР, 
почечно-клеточный рак, рак предстательной железы, 
молочной железы и яичников) и короткой выжива-
емостью пациентов. На фоне онкологических забо-
леваний обнаруживают более высокие уровни ФР 
в плазме крови многих больных. Такая же ситуация 
прослеживается, по данным литературы, с ГП25, са-
мые высокие значения которого выявляются у боль-
ных с неблагоприятными прогностическими при-
знаками [14, 17]. Мы продемонстрировали в нашем 
исследовании, что экспрессия ГП25 в плазме крови 
была положительно связана с увеличением Т-стадии 
КРР (p <0,001).

Учитывая важную роль NO
х
 в развитии окисли-

тельного стресса и эндогенной интоксикации при 
опухолевой патологии, необходимо было рассмотреть 
возможность взаимоотношений в системе крове-
творения и активности NO

х
. Как и по предыдущим 

параметрам, прослеживали такую же ситуацию по 
результатам исследования NO

х
 – самые высокие зна-

чения выявлены в группе пациентов с III–IV стади-
ями заболевания. При этом в литературе есть данные, 
свидетельствующие о том, что показатели NO

х
 не за-

висят от стадии злокачественного процесса [13]. Та-
кое разночтение можно объяснить тем, что авторы 
не анализировали группы больных с АС.

Выявлены достоверные различия (p <0,012) по ко-
личеству эритроцитов, уровню гемоглобина, которые 
были значительно ниже в группе больных с III–IV ста-
диями заболевания (рис. 2).

Другую закономерность прослеживали при ана-
лизе значений ФР, ПРОГП, ГП25, ИЛ-6 и NO

х
 – дан-

ные показатели значительно превышали таковые 
у больных с I–II стадиями заболевания (рис. 3). Сле-
дует подчеркнуть, что АС с ФДЖ в большинстве 
случаев выявляли у больных с распространенным 
опухолевым процессом (III–IV стадия). У больных 
с I–II стадиями заболевания чаще встречались ЖДА 
и ЖДЭ.

Заключение
Таким образом, у больных с распространенным 

опухолевым процессом чаще всего выявляют АС 
с ФДЖ. ФДЖ сопровождается гиперпродукцией ФР, 
ИЛ-6, ГП25, ПРОГП и NO

х
. Отмечена тесная кор-

реляционная связь между исследуемыми показате-
лями и увеличением Т-стадии КРР, что может 
свидетельст вовать о взаимосвязи этих белков с раз-

Рис. 1. Показатели гепсидина 25 (ГП25), прогепсидина (ПРОГП), 
интерлейкина 6 (ИЛ-6), оксида азота (NO

х
) у больных колоректаль-

ным раком с разными типами анемического синдрома в сравнении 
с группой контроля без онкопатологии. ЖДА – железодефицитная 
анемия; ЖДЭ – железодефицитный эритропоэз; ФДЖ – функцио-
нальный дефицит железа

Fig. 1. Indicators of hepsidin 25 (GP25), prohepcidin (PROGP), interleukin 
6 (IL-6), nitric oxide (NO

х
) in patients with colorectal cancer and with 

different types of anemic syndrome compared with the control group without 
oncopathology. IDA – iron deficiency anemia; IDE – iron deficiency 
erythropoiesis; FID – functional iron deficiency
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витием цитокин индуцированной анемии онколо-
гических больных. Полученные данные могут быть 
использованы для оценки состояния метаболиче-
ских нарушений при анемиях, ассоциированных со 
злокачественными новообразованиями, для диффе-

Рис. 3. Показатели ферритина (ФР), гепсидина 25 (ГП25), прогепси-
дина (ПРОГП), интерлейкина 6 (ИЛ-6), оксида азота (NOx) в зави-
симости от стадии заболевания у больных колоректальным раком 
c анемическим синдромом

Fig. 3. Indicators of ferritin (FR), hepsilin 25 (GP25), prohepcidin (PROGP), 
interleukin-6 (IL-6), nitric oxide (NO

x
) depending on the stage of the di-

sease in patients with colorectal cancer and anemic syndrome
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Рис. 2. Показатели количества эритроцитов (RBC) и уровня ге-
моглобина (HGB) в зависимости от стадии заболевания у больных 
колоректальным раком с анемическим синдромом

Fig. 2. Indicators of the number of erythrocytes (RBC) and hemoglobin 
(HGB) level depending on the stage of the disease in patients with colorectal 
cancer and anemic syndrome
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ренциальной диагностики вариантов АС и вы бо-
ра адекватного лечения. Модуляция синтеза ГП25 
и NO

х
 – возможная диагностическая и терапевтичес-

кая цель при КРР.
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Нанозонды на основе флуоресцентных 
полупроводниковых нанокристаллов 
и однодоменных антител для высокочувствительной 
детекции рецептора эпидермального фактора 
роста в опухолевых клетках

Г. О. Нифонтова1, Д. В. Калениченко1, М. А. Барышникова2, З. А. Соколова2, П. С. Самохвалов3, 
А. В. Караулов4, А. В. Суханова1, И. Р. Набиев1, 4

1Университет Реймса Шампань-Арденн; Франция, 51100 Реймс, ул. Когнак Жэ, 51; 
2ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 
115522 Москва, Каширское шоссе, 24; 

3ФГАОУ ВО «Национальный исследовательский ядерный университет «МИФИ»; Россия, 115409 Москва, Каширское 
шоссе, 31; 
4ФГАОУ ВО Первый Московский государственный медицинский университет им. И. М. Сеченова Минздрава России 
(Сеченовский Университет); Россия, 119992 Москва, ул. Трубецкая, 8, стр. 2

К о н т а к т ы :  Игорь Руфаилович Набиев igor.nabiev@gmail.com

Введение. Разработка инновационных средств флуоресцентной визуализации, представляющих собой нано-
зонды – конъюгаты квантовых точек (КТ) и однодоменных антител (одАТ), специфически распознающих био-
маркеры опухолей, в частности рецептор эпидермального фактора роста (EGFR), является актуальным направ-
лением усовершенствования подходов к иммуногистохимическому типированию опухолей.
Цель исследования – разработка флуоресцентных нанозондов на основе КТ и одАТ, специфически распозна-
ющих EGFR, а также оценка их функциональных характеристик (размера и оптических свойств) и функциональ-
ной активности.
Материалы и методы. КТ получены методом металлоорганического высокотемпературного синтеза и пере-
ведены  в  водную  фазу  посредством  поэтапной  замены  лигандов  на  поверхности  КТ.  Ориентированную 
конъюгацию КТ и одАТ осуществляли с использованием бифункционального агента для кросс-сшивки. Полу-
ченные конъюгаты комплексно охарактеризованы методами динамического светорассеяния и иммуноанали-
за. Функциональную активность оценивали на модельной линии опухолевых клеток эпидермоидной карци-
номы А431.
Результаты.  Разработанные  конъюгаты  стандартизованы  по  контрольным  параметрам,  обусловливающим 
их функциональную активность, в частности по гидродинамическому диаметру и эффективности связывания 
с опухолевыми клетками-мишенями, и характеризуются высокой дисперсностью, гомогенностью, специфической 
функциональной активностью по отношению к исследованной молекулярной мишени.
Заключение. Полученные результаты демонстрируют потенциальную возможность использования разработан-
ных конъюгатов КТ и одАТ для детекции EGRF при иммуногистохимическом типировании опухолей.

Ключевые слова:  квантовые  точки,  однодоменные  антитела,  конъюгация,  нанозонды  для  флуоресцентной 
детекции, рецептор эпидермального фактора роста
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Nanoprobes based on fluorescent semiconductor nanocrystals and single-domain antibodies 
for highly sensitive detection of epidermal growth factor receptor in tumor cells

Galina O. Nifontova1, Daria V. Kalenichenko1, Maria A. Baryshnikova2, Zinaida A. Sokolova2, Pavel S. Samokhvalov3, 
Alexander V. Karaulov4, Alyona V. Sukhanova1, Igor R. Nabiev1, 4

1University of Reims Champagne-Ardenne; 51 Cognacq Jay, 51100 Reims, France; 
2N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse,  
115522 Moscow, Russia; 
3National Research Nuclear University MEPhI (Moscow Engineering Physics Institute), 31 Kashirskoe Shosse, 115409 Moscow, Russia; 
4I.M. Sechenov First Moscow State Medical University, Ministry of Health of Russia (Sechenov University); Bld. 2, 8 Trubetskaya, 
119992 Moscow, Russia

C o n t a c t s :  Igor Rufailovich Nabiev igor.nabiev@gmail.com

Background. The development of highly oriented conjugates of quantum dots (QDs) and single-domain antibod-
ies (sdAbs) as innovative fluorescence imaging nanoprobes that specifically recognize tumor biomarkers, in par-
ticular, epidermal growth factor receptor (EGFR), is a promising approach to improving immunohistochemical tu-
mor typing.
Aim. The study was aimed at developing fluorescent nanoprobes based on QDs and sdAbs that specifically recognize 
EGFR, as well as evaluating their functional characteristics (size and optical properties) and functional activity.
Materials and methods. QDs were obtained using high-temperature organometallic synthesis and transferred into 
the aqueous phase by means of stepwise replacement of ligands on the QD surface. The QDs and sdAbs were conju-
gated  in an oriented manner using a bifunctional cross-linking agent. Detailed characteristics of  the  resulting 
conjugates were analyzed by the dynamic light scattering and immunoassay methods. Functional activity was as-
sessed on the model human epidermoid carcinoma cells line A431.
Results. The QD–sdAb conjugates have been standardized in terms of control parameters determining their func-
tional activity, in particular, hydrodynamic diameter and efficiency of binding with target tumor cells. They are 
characterized by high dispersity, homogeneity, and specific functional activity towards their molecular target.
Conclusion. The results demonstrate the potential use of the designed QD–sdAb conjugates for EGRF detection 
in immunohistochemical typing of tumor.

Keywords: quantum dots, single-domain antibodies, conjugation, nanoprobes for fluorescent detection, epidermal 
growth factor receptor
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Введение
Ранняя диагностика опухолей является одним 

из факторов, обеспечивающих положительный про-
гноз и улучшение показателя выживаемости пациен-
тов. Секвенирование единичных опухолевых клеток, 
многопараметрический анализ образцов аутопсии 
и жидкостной биопсии представляют собой совре-
менные диагностические инструменты персонали-
зированной терапии опухолей [1]. Рецептор эпидер-
мального фактора роста (epidermal growth factor 
receptor, EGFR) является одним из клинически ре-
левантных маркеров, поскольку экспрессируется 
различными опухолевыми клетками, в частности 
опухолями молочной железы [2], легкого [3, 4] и яич-
ников [5]. Мониторинг экспрессии EGFR в образцах 
биоматериала и определение наличия его мутантных 
форм позволяют предсказать чувствительность опу-
холей к ингибиторам EGFR-тирозинкиназы, что так-
же представляется актуальным при подборе эффек-
тивной стратегии противоопухолевой терапии [6].

Флуоресцентная детекция применяется для мно-
гопараметрического иммуногистохимического ана-
лиза [7], трехмерной визуализации (реконструкции) 
биологических тканей [8] и in vivo визуализации [9], 
биохимических исследований взаимодействий меж-
ду макромолекулами [10]. Флуоресцентные полупро-
водниковые нанокристаллы (квантовые точки, КТ) 
представляют собой перспективные нанометки, ха-
рактеризующиеся высокой яркостью, фотостабиль-
ностью, широким спектром возбуждения и узким 
пиком флуоресценции, а также намного более высо-
ким временем жизни флуоресценции и устойчиво-
стью к фотовыгоранию, выгодно отличающими их 
от органических флуоресцентных красителей [11, 12]. 
Для обеспечения возможности высокоспецифичной 
и высокочувствительной флуоресцентной детекции 
отдельных молекулярных маркеров органические 
флуорофоры или КТ конъюгируют с распознающими 
молекулами – полноразмерными антителами имму-
ноглобулинами класса G (IgG) или их фрагментами, 
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а также однодоменными антителами (одАТ). Малый 
физический размер одАТ (около 2 нм), их конформа-
ционная стабильность, устойчивость к высоким тем-
пературам и присутствию детергентов, гидрофиль-
ность и стабильность в буферных растворах, являются 
ключевыми критериями, обусловливающими их при-
влекательность как инструмента специфичной и вы-
сокочувствительной иммунодетекции [13–15].

Конъюгация распознающих молекул, в частности 
одАТ, с поверхностью КТ позволяет получать флуо-
ресцентные нанозонды малого размера, что улучша-
ет их проникновение в ткани, а также обеспечивает 
возможность связывания с эпитопами биомаркеров, 
которые недоступны для классических полноразмер-
ных антител [16]. Кроме того, высокая стабильность 
одАТ позволяет проводить окрашивание и детекцию 
сигнала в более широком диапазоне физико-хими-
ческих параметров образца, что дает возможность 
оптимизировать протоколы пермеабилизации, фик-
сации и окрашивания срезов опухолевых тканей. 
Таким образом, разработка новых средств флуорес-
центной визуализации, представляющих собой конъю-
гаты КТ и одАТ, специфически распознающих био-
маркеры опухолей, в частности EGFR, является 
актуальным направлением усовершенствования под-
ходов к иммуногистохимическому типированию опу-
холей.

Цель исследования – разработка флуоресцентных 
нанозондов на основе КТ и одАТ, специфически рас-
познающих EGFR, а также оценка их функциональ-
ных характеристик (размера и оптических свойств) 
и функциональной активности.

Материалы и методы
Материалы. Оксид кадмия (99,5 %), 2-этилгекса-

новая кислота (99 %), олеиновая кислота (90 %), 
1-октадецен (ОДЕ, 90 %), селен (порошок, 100 mesh, 
99,5 %), оксид цинка (99–100 %), тиомочевина 
(>99 %), триглим (99 %), три-н-октилфосфин оксид 
(ТОФО, 99 %) приобретены у Sigma-Aldrich (США) 
и использованы без дополнительной очистки. Рас-
творители – метанол, метилацетат, н-гексан марки 
«для спектроскопии» приобретены у АО «ЭКОС-1» 
(Россия). Реактивы для перевода КТ в водную фазу 
хлороформ и метанол марки «для спектроскопии», 
D,L-цистеин, гидроксид натрия получены от Sigma- 
Aldrich (США). Для солюбилизации водорастворимых 
КТ использовали производное полиэтиленгликоля 
(ПЭГ), содержащее концевые тиольную и гидрок-
сильную группы, а также алифатический фрагмент 
длиной (CH

2
)

11
(HS-(CH

2
)

11
-EG

6
-OH), полученный 

от Prochimia Surfaces (Польша). Трис(2-карбоксиэтил)
фосфин гидрохлорид (ТФ), N-[п-малеимидофенил]
изоцианат (МФИ) приобретены у Thermo Fischer Sci-
entific (США). Все остальные используемые реагенты 

были аналитического класса (приобретены у Sigma- 
Aldrich, США). Буферные растворы были приготов-
лены с использованием воды Milli-Q (18,2 мΩ-см), 
полученной с помощью системы очистки воды Di-
rect-Q (Millipore, Франция), и дополнительно про-
фильтрованы через стерильные фильтры с размером 
пор 0,22 мкм.

Рекомбинантные одАТ, специфически распозна-
ющие EGFR, и контрольный неспецифический ана-
лит, содержащие на C-конце аминокислотной после-
довательности белковых молекул дополнительно 
введенный остаток цистеина, любезно предоставле-
ны профессором Софи Эрно (Sophie Hernot, Vrije 
Universiteit Brussel, Бельгия). Клеточная линия эпи-
дермоидной карциномы А431 была получена из Био-
ресурсной коллекции клеточных линий и первичных 
опухолей ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Бло-
хина» Минздрава России.

Синтез 0,4 М прекурсора селена. В двугорлую кол-
бу объемом 25 мл помещали 4 ммоль селена в форме 
порошка и 16 мл ОДЕ. В колбу устанавливали термо-
пару и отвод, через который осуществляли вакууми-
рование и подачу аргона. Взвесь селена в ОДЕ начи-
нали перемешивать на скорости 1000 об / мин 
и нагревать до 120 °С при вакуумировании (остаточ-
ное давление – 20 мбар). Дегазацию проводили в те-
чение 25 мин, после чего проводили аккуратный 
нагрев реакционной смеси до 200 °С в токе аргона. 
Далее проводили перемешивание реакционной сме-
си до полного растворения селена с образованием 
раствора с интенсивной коричневой окраской (око-
ло 1,5 ч), после чего резко нагревали до 250 °С и вы-
держивали раствор при этой температуре в течение 
30 мин. Далее раствор охлаждали в токе аргона до 
комнатной температуры и переносили его в стеклян-
ную банку, где хранили до использования в синтезе. 
При необходимости перед проведением синтеза рас-
твор прогревали до 110 °С при пропускании через 
него аргона.

Синтез квантовых точек CdSe / ZnS. В трехгорлую 
колбу объемом 50 мл помещали 1 ммоль оксида кад-
мия, 16 мл ОДЕ и 3,5 ммоль ОК. В колбу устанавли-
вали термопару, отвод для вакуумирования и подвода 
аргона, а также отвод с прокалываемой силиконовой 
септой. Пропуская через реакционную смесь поток 
аргона, нагревали ее до 250 °С до полного растворе-
ния оксида кадмия с образованием раствора со слабой 
желтой окраской. Далее раствор охлаждали до 120 °С 
и проводили дегазацию в течение 25 мин. Затем в токе 
аргона раствор прекурсора кадмия резко нагревали 
до 270 °С, и при скорости перемешивания 950 об / мин 
осуществляли резкий впрыск 4 мл прекурсора селена. 
После впрыска температуру реакционной смеси снижа-
ли до 250 °С, и в течение 5 мин проводили реакцию син-
теза ядер CdSe. Далее реакционную смесь охлаждали 
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до 50 °С потоком холодного воздуха, добавляли в кол-
бу 20 мл метанола и перемешивали образовавшуюся 
эмульсию в течение 20 мин. Далее эмульсии давали 
отстояться, после чего собирали верхний слой, содер-
жащий остатки прекурсора кадмия. Процедуру обра-
ботки ядер CdSe метанолом проводили еще 2 раза, 
затем удаляли остатки метанола вакуумированием при 
слабом нагреве, после чего смесь повторно дегазиро-
вали при 100 °С в течение 20 мин. Затем смесь быстро 
нагревали до 180 °С, после чего в течение 1 ч в раствор 
вводили 5 мл 0,62 М раствора 2-этилгексаноата цин-
ка в ОДЕ и 3 мл 0,8М раствора тиомочевины в триг-
лиме. По окончании ввода прекурсоров оболочки 
реакционную смесь выдерживали при 180 °С в течение 
20 мин, после чего реактор охлаждали до 50 °С и прово-
дили выделение КТ CdSe / ZnS посредством их осаждения 
избытком метилацетата и центрифугирования. Очищен-
ные КТ растворяли в н-гексане, добавляли в раствор 
250 мг ТОФО и высушивали в кристаллизаторе.

Получение водорастворимых квантовых точек 
CdSe / ZnS. Предварительно осуществляли очистку 
синтезированных КТ от ТОФО методом растворения- 
преципитации в смеси хлороформа и метанола, 
как описано ранее [17, 18]. Отмывку и переосаждение 
повторяли 2 раза, затем растворяли осадок в 800 мкл 
хлороформа. Полученные образцы КТ в хлороформе 
титровали раствором DL-цистеина (10 мг / мл) в ме-
таноле до получения хлопьеобразного осадка. Цисте-
инированные КТ осаждали центрифугированием при 
14 000 об / мин, полученный осадок трижды промы-
вали метанолом, чтобы удалить непрореагировавший 
избыток цистеина, и высушивали под вакуумом. По-
лученный осадок КТ высушивали в вакуум-концен-
траторе при комнатной температуре в течение 2 мин. 
К высушенному остатку КТ добавляли 600 мкл воды 
ультрачистой и 60 мкл 1 М раствора гидроксида нат-
рия. Образец перемешивали на вортексе и озвучива-
ли с помощью ультразвуковой бани в течение 10 мин. 
Подготовленный таким образом образец КТ центри-
фугировали в течение 10 мин со скоростью 8 000 об / мин 
при комнатной температуре. Полученный суперна-
тант, содержащий КТ в водной фазе аккуратно отби-
рали и фильтровали через фильтры Millipore с диаме-
тром отверстий 0,22 мкм. Затем в к водному раствору 
КТ добавляли производное ПЭГ с химической струк-
турой HS-(CH

2
)

11
-EG

6
-OH, при этом рабочее массо-

вое соотношение производное ПЭГ:КТ составляло 
30 мг: 8,7 мг. Полученный образец интенсивно пере-
мешивали и инкубировали при +4 °С в течение 48 ч 
в темноте. После инкубации солюбилизированные 
КТ очищали от избытка лигандов и переводили 
в 0,05 М натрий-фосфатный буфер (рН 7,2) с помощью 
ультрацентрифугирования с использованием центри-
фужных фильтров Amicon 15 Ultra 10K и центрифуж-
ных гель-фильтрационных колонок, заполненных 

носителем Сефадекс-G25. Полученный препарат 
фильтровали с использованием стерильных фильтров 
с диаметром пор 0,1 мкм.

Получение мономерной формы однодоменных ан‑
тител. Мономеры молекул одАТ анти-EGFR полу чали 
путем восстановления дисульфидных связей с ис-
пользованием ТФ. Для проведения редукции образ-
цы одАТ инкубировали с 10-кратным молярным из-
бытком ТФ при комнатной температуре при мягком 
перемешивании в течение 30 мин. После проведения 
реакции восстановления полученные образцы моно-
меров одАТ переводили в буфер для проведения ре-
акции конъюгирования с КТ (0,05 М натрий-фос-
фатный буфер, pH 7,0) с помощью центрифужных 
гель-фильтрационных колонок, заполненных носи-
телем Сефадекс-G25 и уравновешенных 0,05 М на-
трий-фосфатным буфером (pH 7,0).

Получение конъюгатов квантовых точек и однодо‑
менных антител. КТ переводили в буфер для прове-
дения реакции активации поверхности (0,05 М бо-
ратный буфер, рН 8,5) с помощью центрифужных 
гель-фильтрационных колонок, заполненных носи-
телем Сефадекс-G25. Образец КТ с концентрацией 
0,5 мг / мл смешивали с аликвотами стокового рас-
твора МФИ до получения молярного соотношения 
МФИ:КТ – 50:1. После инкубации в темноте в тече-
ние 45 мин при комнатной температуре и постоянном 
мягком встряхивании малеимид-активированные КТ 
переводили в буфер для проведения реакции кова-
лентного связывания с одАТ (0,05 М натрий-фосфат-
ный буфер, pH 7,0) с помощью гель-фильтрационных 
 колонок, заполненных носителем Сефадекс-G25. 
Подготовленные малеимид-активированные КТ сме-
шивали с восстановленными образцами одАТ анти- 
EGFR или контрольных одАТ (молярное соотноше-
ние одАТ: КТ-МФИ – 10:1), инкубировали реакционную 
смесь в темноте в течение 2 ч при комнатной темпе-
ратуре и постоянном мягком встряхивании и прово-
дили очистку с помощью колоночной хроматографии 
на гель-фильтрационной колонке, заполненной но-
сителем Сефадекс-G100.

Характеризация квантовых точек и их конъюгатов 
с однодоменными антителами. Оценку оптических 
свойств водорастворимых КТ осуществляли с помо-
щью спектрофотометра Cary 60 и спектрофлуориме-
тра Cary Eclipse (Agilent Technologies, США). Размер 
КТ и их конъюгатов с одАТ анти-EGFR оценивали 
методом динамического светорассеяния с помощью 
прибора Zetasizer Nano ZS (Malvern Pananalytical, Ве-
ликобритания).

Оценка функциональной активности конъюгатов 
квантовых точек и однодоменных антител. Для харак-
теризации функциональной активности полученных 
конъюгатов применяли анализ с помощью метода 
иммунодетекции in-cell-иммуноферментный анализ 
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с использованием модельных опухолевых клеток, 
экспрессирующих молекулярную мишень – EGFR. 
Клетки эпидермоидной карциномы человека А431 
высаживали в 96-луночный планшет из черного плас-
тика с оптически прозрачным дном и полилизиниро-
ванной поверхностью лунок и доращивали в стандарт-
ных условиях до достижения плотности клеточного 
монослоя 80–90 %. Перед проведением анализа куль-
туральную среду, в которой культивировались клет-
ки, аккуратно отбирали без повреждения клеточно-
го монослоя. В лунки планшета добавляли 100 мкл 
4 % раствора параформальдегида в фосфатно-солевом 
буфере (рН 7,4) и инкубировали при мягком переме-
шивании в течение 15 мин при комнатной темпера-
туре. После инкубации содержимое лунок аккуратно 
отбирали. Фиксированные клетки в лунках 3-кратно 
отмывали фосфатно-солевым буфером (рН 7,4). По-
сле отмывки проводили блокировку поверхности 
лунок 3 % раствором казеина в фосфатно-солевом 
буфере (рН 7,4). В лунки вносили 300 мкл блокиру-
ющего раствора, планшет инкубировали в течение 2 ч 
при мягком перемешивании при комнатной темпе-
ратуре. Затем блокирующий раствор удаляли из лунок 
и вносили исследуемые разведения конъюгатов КТ 
с одАТ анти-EGFR или контрольными одАТ, или кон-
трольный буферный раствор (фосфатно-солевой бу-
фер, рН 7,4) в объеме 100 мкл / лунку в триплетах. 
После инкубации содержимое лунок планшета акку-
ратно отбирали и 3-кратно отмывали, добавляя в лун-
ки 300 мкл 0,05 % раствора Tween-20 в фосфатно-со-
левом буфере (рН 7,4). После финальной отмывки 
в лунки добавляли 300 мкл фосфатно-солевого буфе-
ра (рН 7,4) и измеряли интенсивность флуоресценции 
в лунках при длине волны возбуждения 488 нм и дли-
не волны испускания 592 нм с помощью планшетно-
го ридера Infinite 200 PRO (Tecan, Швейцария). До-
полнительно эффективность связывания полученных 
флуоресцентных нанозондов с модельными клетками 
оценивали с помощью флуоресцентной микроскопии 
с использованием микроскопа Axio Observer 3 (Carl 
Zeiss, Германия).

Результаты
Иммуногистохимическое типирование опухоле-

вых срезов проводится в водной среде или буферных 
растворах, характеризующихся определенными зна-
чениями pH и ионной силы [16]. После синтеза КТ 
нерастворимы в воде и содержат на своей поверхно-
сти большое количество ТОФО, защищающего КТ 
от окисления. Однако наличие органической оболоч-
ки на поверхности КТ является препятствием для вза-
имодействия гидрофильных лигандов с поверхностью 
КТ. Для получения стабильных водорастворимых КТ, 
характеризующихся отсутствием агрегатов, нами был 
использован подход поэтапной замены лигандов на 

поверхности КТ. Для перевода КТ в водную фазу 
на 1-м этапе с поверхности КТ был полностью удален 
органический лиганд (ТОФО), и поверхность КТ хе-
латирована лигандом, содержащим гидрофильные 
группы, совместимые с водными растворами (D,L-цис-
теин). Затем для дальнейшего получения конъюгатов 
поверхность КТ, переведенных в водную фазу, была 
стабилизирована посредством добавления произво-
дного ПЭГ, содержащего концевые тиольную и ги-
дроксильные функциональные группы, необходимые 
для обеспечения коллоидной стабильности и после-
дующей конъюгации КТ с одАТ соответственно. По-
лученные водорастворимые КТ, стабилизированные 
с помощью HS-(CH

2
)

11
-EG

6
-OH, характеризуются 

широким спектром поглощения и узким спектром 
флуоресценции с положением максимума флуорес-
ценции, соответствующим 592 нм (рис. 1, а, б). По-
казано, что солюбилизированные КТ обладают узким 
распределением гидродинамического диаметра и от-
сутствием крупноразмерных агрегатов (рис. 1, в). 
Средний размер (гидродинамический диаметр) полу-
ченных водорастворимых КТ составляет 7,5 ± 0,6 нм. 
Заряд поверхности полученных КТ составляет 
–9,4 ± 3,9 мВ, что свидетельствует об эффективной 
модификации их поверхности с помощью выбран-
ного лиганда. Слабоотрицательный заряд поверхно-
сти КТ в водной среде подтверждает наличие на по-
верхности КТ экспонированных гидроксильных 
групп, необходимых для проведения конъюгации 
с одАТ.

Ориентированные конъюгаты одАТ и КТ полу-
чены путем химического ковалентного связывания 
сульфгидрильной группы остатка цистеина молекул 
одАТ и экспонированных в раствор гидроксильных 
групп КТ. Для этого предварительно проводили вос-
становление одАТ с целью обеспечения отсутствия 
в образцах одАТ их димерных форм вследствие обра-
зования дисульфидной связи между двумя сульфги-
дрил-содержащими молекулами одАТ в процессе 
хранения.

Для проведения реакции химического ковалент-
ного связывания одАТ с поверхностью КТ использо-
вали бифункциональный агент для кросс-сшивки 
сульфгидрильных и гидроксильных групп МФИ, со-
вместимый с составом реакционной смеси. Для прове-
дения реакции конъюгации осуществляли малеимид-
ную активацию поверхности КТ. МФИ содержит 
в своей структуре малеимидную группу, способную 
реагировать с экспонированной сульфгидрильной груп-
пой одАТ, а также изоцианатную группу, реактогенную 
по отношению к гидроксильным группам на поверхнос-
ти КТ, модифицированных производным ПЭГ [17].

Размер конъюгатов является одним из критиче-
ских параметров контроля эффективности проведен-
ной конъюгации. Размер нанозондов определяет 



73

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 1'2023  ТОм 22    vol. 22

Оригинальные статьи | Original reports

проникающую способность и, соответственно, 
эффективность и чувствительность детекции целе-
вых биомаркеров [19]. Полученные конъюгаты ха-
рактеризовались узким распределением по размерам 
и отсутствием крупноразмерных агрегатов (рис. 2). 
При этом средний гидродинамический диаметр конъю-
гатов КТ – анти-EGFR одАТ составляет 9,8 ± 0,8 нм. 
Средний размер контрольного образца конъюгата 
КТ – контрольное одАТ составляет 9,9 ± 0,3 нм.

Прирост среднего гидродинамического диаметра 
полученных конъюгатов по сравнению с таковым 
у исходных КТ, использованных для конъюгации, 
составляет 2,3–2,4 нм, что сопоставимо с размером 
молекул одАТ и свидетельствует о химическом свя-
зывании оптимального количества молекул одАТ 
в ориентированной конфигурации для сохранения 
эффективной функциональной активности получен-
ных образцов конъюгатов. Полученные данные ука-
зывают на то, что используемые молярные соотно-
шения МФИ:КТ – 50:1 и одАТ:КТ – 10:1 являются 
оптимальными для получения гомогенных конъюга-
тов КТ с высокой дисперсностью.

Функциональную активность полученных конъю-
гатов оценивали с помощью in-cell-иммунофер мент-
ного анализа с использованием модельной клеточной 
линии эпидермоидной карциномы человека А431, 
экспрессирующей EGFR. Полученные результаты 
представлены на рис. 3, 4. Для изучаемых конъю гатов 

КТ – анти-EGFR одАТ характерно наличие спе-
цифического связывания с модельными клетками 
линии А431, начиная с разведения 1:500. Наиболее 
выраженный детектируемый сигнал наблюдается 
в случае разведений 1:100, 1:50 и 1:25. При этом свя-
зывание контрольных образцов – КТ, не конъюгиро-
ванных с одАТ, и конъюгата КТ – контрольное 
одАТ – имеет слабовыраженный характер, близкий 
к фоновому сигналу, что указывает на специфическое 
взаимодействие конъюгатов КТ – анти-EGFR одАТ 
с модельными опухолевыми клетками. Таким обра-
зом, разработанные конъюгаты были стандартизова-
ны по контрольным параметрам, обусловливающим 
их функциональную активность, в частности по 

Рис. 1. Результаты характеризации водорастворимых квантовых точек CdSe / ZnS, солюбилизированных с помощью производного полиэти-
ленгликоля: спектр поглощения (а), спектр флуоресценции (б), распределение гидродинамического диаметра (в) полученных образцов

Fig. 1. Characteristics of the prepared samples of water-soluble CdSe / ZnS quantum dots solubilized with a polyethylene glycol derivative: the absorption 
spectrum (а), the fluorescence spectrum (б), and the distribution of the hydrodynamic diameter (в)

Рис. 2. Распределение гидродинамического диаметра конъюгатов 
квантовых точек и однодоменных антител анти-EGFR

Fig. 2. Distribution of the hydrodynamic diameter of the conjugates of anti-
EGFR single-domain antibodies with quantum dots
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Рис. 4. Изображения клеток эпидермоидной карциномы человека А431, обработанных конъюгатами квантовых точек с однодоменными 
антителами анти-EGFR (КТ–анти-EGFR одАТ), квантовых точек с контрольными однодоменными антителами (КТ–контрольное одАТ) 
и неконъюгированных квантовых точек (КТ). Верхняя панель представляет собой снимки, полученные в светлом поле, нижняя панель – флу-
оресцентные изображения той же зоны (фильтр Е506LP). Шкала, представленная на всех изображениях, соответствует 20 мкм

Fig. 4. Images of A431 human epidermoid carcinoma cells treated with the conjugates of quantum dots and anti-EGFR single-domain antibodies (QD– 
anti-EGFR sdAb), conjugates of quantum dots and control single-domain antibodies (QD–control sdAb), and quantum dots not conjugated with antibodies 
(QD). The top panel shows images obtained in the brightfield; the bottom panel shows fluorescence images of the same area (an E506LP filter). Scale 
bars, 20 μm

Рис. 3. Профили связывания полученных образцов конъюгатов квантовых точек с однодоменными антителами анти-EGFR (КТ–анти-EGFR 
одАТ), квантовых точек с контрольными однодоменными антителами (КТ–контрольное одАТ) и квантовых точек, не конъюгированных 
с однодоменными антителами (КТ), с модельными клетками эпидермоидной карциномы человека А431

Fig. 3. The profiles of binding of the model A431 human epidermoid carcinoma cells with the conjugates of quantum dots and anti-EGFR single-domain 
antibodies (QD–anti-EGFR sdAb), conjugates of quantum dots and control single-domain antibodies (QD–control sdAb), and quantum dots not conju-
gated with antibodies (QD)
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 гидродинамическому диаметру и эффективности свя-
зывания с опухолевыми клетками-мишенями.

Заключение
Разработанные конъюгаты КТ и анти-EGFR одАТ 

характеризуются высокой дисперсностью, гомоген-
ностью и функциональной активностью в отношении 

заданной молекулярной мишени, подтвержденной ме-
тодами иммуноанализа с использованием модельных 
опухолевых клеток, экспрессирующих EGFR. Полу-
ченные результаты демонстрируют возможность даль-
нейшего использования разработанных конъюгатов 
в качестве средства иммуногистохимического типиро-
вания биоптатов опухолей.

КТ–анти-EGFR одАТ / QD–anti-EGFR sdAb КТ–контрольное одАТ / QD–control sdAb КТ / QD
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Введение. Сегодняшний день в медицине можно охарактеризовать как активный период борьбы с сердечно-со-
судистыми заболеваниями. Эту группу болезней нельзя считать «устаревшей», и даже с учетом возникшей новой 
патологии – коронавирусной инфекции – сердечно-сосудистые заболевания упрочили свое доминирующее 
положение. Среди лекарственных средств, используемых для соответствующей фармакотерапии, выделяется 
нифедипин  (1,4-дигидро-2,6-диметил-4-(2-нитрофенил)-3,5-пиридиндикарбоновой  кислоты  диметиловый 
эфир) – лекарственный препарат, способный тормозить поступление кальция в кардиомиоциты клеток гладкой 
мускулатуры  сосудов.  Препарат  довольно  давно  присутствует  на  отечественном  фармацевтическом  рынке, 
но по-прежнему востребован. Однако нифедипин имеет достаточно выраженные побочные эффекты, в  том 
числе  связанные  с  его  пероральным  приемом,  –  тошнота,  вызванная  раздражением  желудочно-кишечного 
тракта, редко – гиперплазия десен. В то же время основная современная лекарственная форма нифедипина – 
таблетки. Соответственно, расширение ассортимента лекарственных форм этого препарата – вопрос насущный, 
тем более что удачно подобранные лекарственные формы снижают вероятность развития побочных эффектов 
лекарственного средства (что особенно важно в случае пролонгированных вариантов). Таким образом, фарма-
цевтическая разработка оригинальных лекарственных форм нифедипина вполне целесообразна.
Цель исследования – определение возможности всасывания нифедипина из предложенных лекарственных 
форм – трансдермального пластыря и трансдермального геля.
Материалы и методы. Для определения нифедипина в образцах плазмы крови крыс использовали высокоэф-
фективную жидкостную хроматографию (хроматограф «Милихром А-02» производства ООО Институт хромато-
графии «ЭкоНова», Россия).
Результаты. На хроматограммах образцов плазмы крови всех животных, на кожу которых наносили трансдер-
мальный  гель  или  пластырь, обнаружен пик,  совпадающий по  времени удерживания с  пиком  стандартного 
образца нифедипина.
Заключение. Подтверждена возможность проникновения нифедипина через неповрежденную кожу животных.

Ключевые слова: трансдермальные лекарственные формы, нифедипин, высокоэффективная жидкостная хро-
матография
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Background. Present day in medicine can be assessed as an active period of the fight against cardiovascular dis-
eases. This group of diseases cannot be considered obsolete in any way, and even taking into account the emerg-
ing new pathology – coronavirus infection – cardiovascular diseases have consolidated their dominant position. 
Among  the  drugs  used  for  appropriate  pharmacotherapy,  stands  out  nifedipine  (1,4-dihydro-2,6-dimethyl-4-
(2-nitro phenyl)-3,5-pyridindicarboxylic acid dimethyl ether) – a drug that can inhibit the flow of calcium into the 
cardiomyocytes of vascular smooth muscle cells. The drug has been on the domestic pharmaceutical market for 
quite a long time, but it is still in demand. However, nifedipine has quite pronounced side effects, including those 
associated with its oral administration – nausea caused by irritation of the gastrointestinal tract, rarely gum hy-
perplasia. And at the same time, the main modern dosage form of nifedipine is tablets. Therefore, expanding the 
range of  its dosage forms  is an urgent  issue. Moreover, well-chosen dosage forms reduce the side effect of the 
drug. This is especially true for extended versions. So pharmaceutical development in relation to the creation of 
original dosage forms of nifedipine is quite appropriate.
Aim. Determination of the possibility of absorption of nifedipine from the proposed dosage forms – transdermal 
patch and transdermal gel.
Materials and methods. To determine nifedipine in rat blood plasma samples, high-performance liquid chroma-
tography was used (chromatograph “Millichrome A-02” (Institute of Chromatography “EcoNova”, LLC, Russia).
Results. Chromatograms of blood plasma samples of all animals on whose skin a transdermal gel or patch was ap-
plied revealed a peak coinciding in retention time with the peak of the standard sample of nifedipine.
Conclusion. The possibility of penetration of nifedipine from the patch and transdermal gel through intact animal 
skin has been confirmed.

Keywords: transdermal dosage forms, nifedipine, high-performance liquid chromatography
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Введение
Одна из центральных задач современной фарма-

цевтической технологии – создание оригинальных 
лекарственных форм с высокой терапевтической ак-
тивностью, способных обеспечить контролируемое 
высвобождение лекарственных средств и их направ-
ленную доставку к месту патологического процесса [1]. 
Это чрезвычайно важно, так как существуют группы 
серьезных хронических заболеваний, для преодоле-
ния которых следует учитывать не только действие 
самого лекарственного средства, но и способ его до-
ставки в организм. К таким заболеваниям относятся, 
прежде всего, сердечно-сосудистые патологии, счи-
тающиеся одними из самых распространенных в ми-
ре [2]. Главная их особенность – многопрофильность: 
к ним принадлежат и ишемия, и инфаркт миокарда, 
и артериальная гипертония, и приступы мигрени [3]. 
Соответственно, и фармакотерапия этих заболеваний 
также весьма диапазонна: обеспечивающие ее лекар-
ственные препараты находятся в рамках 15 фармако-
логических групп [4]. Пандемия COVID-19 2019–
2022 гг. лишь усилила проявление сердечно-сосудистых 
патологий и расширила перечень этих болезней. 
Поэтому интерес к фармакотерапии сердечно-сосу-
дистых заболеваний резко возрос, и это касается 
не только лекарственных субстанций, но и их лекар-

ственных форм, в том числе и ряда вопросов техно-
логического совершенствования [5].

Одним из значимых объектов, используемых при 
лечении сердечно-сосудистых заболеваний, является 
нифедипин – 1,4-дигидро-2,6-диметил-4-(2-нитро-
фенил)-3,5-пиридиндикарбоновой кислоты димети-
ловый эфир (рис. 1).

Нифедипин обладает выраженным антигипертен-
зивным эффектом, применяется также при бронхооб-
структивном синдроме, уменьшает периферическое 

Рис. 1. Структурная формула нифедипина

Fig. 1. Structural formula of nifedipine
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сопротивление сосудов, т. е. имеет достаточно широ-
кий фармакологический спектр [6]. Однако при его 
пероральном приеме наблюдаются некоторые неже-
лательные побочные эффекты, которые могут быть 
нивелированы при использовании трансдермально-
го пути введения лекарственного средства [7].

Цель исследования – определение возможности 
всасывания нифедипина из предложенных лекарст-
венных форм – трансдермального пластыря и транс-
дер мального геля.

Материалы и методы
Для подтверждения всасывания нифедипина 

из трансдермального пластыря и трансдермального 
геля образцы исследуемых лекарственных форм на-
носили на неповрежденную кожу лабораторных крыс. 
Через 6 ч проводили отбор крови из хвостовой вены, 
осаждали центрифугированием (при 1000 об / мин 
в течение 15 мин) форменные элементы, декантиро-
вали плазму и регистрировали нифедипин методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ) [3]. Параллельно исследовали плазму крови 
интактных животных.

Методика. К 500 мкл исследуемой плазмы при-
бавляли 700 мкл ацетонитрила сорта «для ВЭЖХ» 
(ГК «Экрос», Россия), встряхивали в течение 30 с 
и центрифугировали в течение 15 мин со скоростью 
14 500 об / мин на лабораторной центрифуге ПЭ-6900 
(ООО «ТрубоСнаб», Россия).

Надосадочную жидкость переносили в виалы, 
которые помещали в автосамплер хроматографа «Ми-
лихром А-02» (ООО Институт хроматографии «Эко-
Нова», Россия) со спектрофотометрическим детек-
тором [8].

В качестве неподвижной фазы использовали ок-
тадецилсиликагель (колонка ProntoSIL-120–5-C18 
2,0 × 75 мм с размером частиц 5 мкм) (ООО Институт 
хроматографии «ЭкоНова», Россия) [5]. Подвижная 

фаза состояла из элюента А – 0,1 % водного раство-
ра муравьиной кислоты и элюента В – 0,1 % раствора 
муравьиной кислоты (PanReac, Испания) в метаноле 
сорта «для ВЭЖХ» (ГК «Экрос», Россия). Хромато-
графическое разделение проводили в градиентном 
режиме элюирования (см. таблицу) при температуре 
колонки 35 °C и скорости подачи элюента 0,2 мл / мин, 
детектирование проводили при длине волны 235 нм 
[4, 9]. Объем вводимой пробы – 2 мкл.

Параллельно хроматографировали раствор стан-
дартного образца, приготовленный следующим об-
разом: 10,00 мг нифедипина (стандарт EP N0750000 
Нифедипин CRS с содержанием нифедипина 99,8 %) 
помещали в мерную колбу вместимостью 100 мл, 
прибавляли 50 мл метанола, встряхивали, доводили 
объем раствора до метки тем же растворителем, пе-
ремешивали и фильтровали через мембранный 
фильтр марки PRECLEANTM с диаметром пор 
0,45 мкм (ООО Институт хроматографии «ЭкоНова», 
Россия) [10].

Проверка пригодности хроматографической си-
стемы показала ее соответствие установленным 

Режим элюирования образцов

Sample elution mode

Время анализа, мин 
Analysis time, min

Объемная доля элюента В, % 
Volume fraction of the eluent B, %

2,5 30

4,0 45

8,5 50

12,0 90

15,0 30

20,0 30

Рис. 2. Хроматограмма рабочего стандартного образца нифедипина

Fig. 2. Chromatogram of a standard sample of nifedipine
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требованиям. На хроматограмме раствора стандарт-
ного образца:

• эффективность хроматографической колонки 
(N), рассчитанная по пику нифедипина, соста-
вила 15 438 теоретических тарелок (должна быть 
не менее 1500 теоретических тарелок);

• фактор асимметрии для пика нифедипина – 
1,32 (должен быть не менее 1,30) (рис. 2).

Валидацию методики проводили по показателю 
«специфичность». С этой целью регистрировали хро-
матограмму раствора образца плацебо (интактной 
плазмы), на которой не обнаружили пиков, совпада-
ющих по времени удерживания с пиком нифедипина. 
Это позволяет говорить об отсутствии в плазме ве-
ществ, искажающих результат анализа (рис. 3) и спец-
ифичности используемой методики.

Рис. 3. Хроматограмма плазмы крови интактных животных

Fig. 3. Chromatogram of blood plasma of intact animals

Рис. 4. Хроматограмма плазмы крови животных, на кожу которых наносили образцы геля с нифедипином

Fig. 4. Chromatogram of blood plasma of animals on whose skin samples of gel with nifedipine were applied

Рис. 5. Хроматограмма плазмы крови животных, на кожу которых наносили образцы пластыря с нифедипином

Fig. 5. Chromatogram of blood plasma of animals on whose skin samples of a patch with nifedipine were applied
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Результаты
На хроматограмме раствора стандартного образ-

ца (см. рис. 2) видно, что пик, соответствующий ни-
федипину, имеет время удерживания 10 мин.

На хроматограммах образцов плазмы крови жи-
вотных, на кожу которых наносили образцы трансдер-
мального геля, обнаруживали пик, по времени удер-
живания совпадающий со временем удерживания 
нифедипина на хроматограмме стандартного образ-
ца (рис. 4).

На хроматограммах образцов плазмы крови крыс, 
на кожу которых наносили трансдермальный пла-

стырь, также регистрировали пик, время удерживания 
которого соответствовало времени удерживания ни-
федипина на хроматограмме стандартного образца 
(рис. 5).

Заключение
В результате проведенного исследования под-

тверждена возможность трансдермального проникно-
вения нифедипина. Полученные данные позволяют 
продолжить исследования по разработке трансдер-
мальных лекарственных форм – геля и пластыря – 
на основе фармацевтической субстанции нифедипина.
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А. А.  Воробьев  – кавалер орденов 
 Отечественной войны I степени, Красной 
Звезды, Трудового Красного Знамени. На­
учные работы Анатолия Андреевича от­
мечены премиями имени И. П.  Павлова, 
имени Н. Ф.  Гамалеи, имени М. П.  Чума­
кова.

А. А. Воробьев являлся заместителем 
академика­секретаря Отделения профи­
лактической медицины РАМН, заместите­
лем председателя экспертного совета ВАК 
РФ, председателем Центральной учебно­ 
методической комиссии по преподаванию 
микробиологии и иммунологии Минздра­
ва РФ, председателем Ученого совета по 
защите докторских диссертаций, прези­
дентом Всероссийского общества биотех­
нологов, первым вице­президентом Рос­
сийской академии медико­технических 
наук, членом Российской академии есте­
ственных наук, Академии информатиза­
ции, Международной академии, членом 
экспертных советов при Минздраве и Ми­
нистерстве промышленности и науки РФ, 
членом редколлегий журналов «Вестник 
РАМН», «Журнал микробиологии, эпиде­
миологии и  иммунологии», «Иммуноло­
гия», «Вирусология», «Вакцинация».

Окончив в  1945  г. Военно­морскую 
медицинскую академию в  Ленинграде, 
А. А. Воробьев служил врачом соединения 
кораблей на  Северном военно­морском 

флоте. В  годы Великой Отечественной 
 войны принимал участие в  обороне Ле­
нинграда, служил на кораблях действующей 
Каспийской флотилии. С  1948 по  1951  г. 
А. А. Воробьев учился в адъюнктуре на ка­
федре физической и  коллоидной химии 
и  кафедре микробиологии Военно­мор­
ской медицинской академии, где затем 
работал в  должности старшего научного 
сотрудника. В 1951 г. Анатолий Андреевич 
защитил кандидатскую диссертацию по 
анатоксинам. В 1956–1978 гг. А. А. Воробь­
ев работал в НИИ Министерства обороны 
СССР начальником научного отдела, заме­
стителем начальника по науке. В 1960 г. за­
щитил докторскую диссертацию, в  1964  г. 
ему было присвоено звание профессора 
по специальности «иммунология».

В  1978–1987  гг. Анатолий Андреевич 
был первым заместителем по  науке на­
чальника Главного управления «Биопре­
парат» при Министерстве медицинской 
и  микробиологической промышленности 
СССР. С 1987 г. заведовал кафедрой микро­
биологии с вирусологией и иммунологи­
ей Московской медицинской академии 
им. И. М. Сеченова. Под его руководством 
защищены 42 кандидатские и 36 доктор­
ских диссертаций.

А.А.  Воробьев опубликовал около 
600  научных работ, включая 25 моно­
графий, посвященных вопросам общей 

иммунологии и  иммунопрофилактики 
 инфекционных болезней; изучению моле­
кулярных механизмов и разработке прин­
ципов модуляции иммунитета, созданию 
на  их  основе молекулярных и  синтетиче­
ских вакцин; современным аспектам био­
технологии микробиологического синтеза, 
разработке профилактических и  лечебных 
препаратов на основе генно­инженерных 
продуцентов. Под  его руководством соз­
даны высокоочищенные сорбированные 
анатоксины и  полианатоксины, применя­
емые для  иммунизации против столбня­
ка, дифтерии, химические вакцины против 
Ку­лихорадки, эпидемического сыпного 
тифа, а также проведены работы по вне­
дрению в  практику иммунизации безы­
гольных инъекторов. А. А.  Воробьевым 
разработаны принципы конструирования 
адъювантных вакцин, изучен механизм 
действия адъювантов. Разработан и  вне­
дрен в  практику первый в  нашей стране 
генно­инженерный продукт  – реаферон­ 
aльфа 2. Значительное внимание он уде­
лял исследованию количественных зако­
номерностей иммуногенеза, проблемам 
стандартизации биопрепаратов.

Большой интерес и  конструктивное 
участие в своей творческой научной дея­
тельности А. А. Воробьев проявлял к онко­
логическому направлению, посвященному 
ключевым аспектам иммуноадгезионных 

К 100-летию академика  
Анатолия Андреевича ВОРОБЬЕВА  
(05.02.1923–23.03.2006)
To the 100th anniversary of the academician 
Anatoliy Andreevich VOROBYOV(05.02.1923–23.03.2006)

5 февраля 2023 г. исполнилось 100 лет со дня рождения академика 
РАМН, профессора, доктора медицинских наук, генерал-майора 
медицинской службы, лауреата Государственных премий СССР 
и РФ, премии Правительства РФ, заслуженного деятеля науки РФ 
Анатолия Андреевича Воробьева – крупного ученого иммунолога 
и микробиолога.
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руководителю лаборатории иммунофармакологии ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» 
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механизмов при  развитии опухолевого 
процесса и  путей их  коррекции с  приме­
нением нетоксичных препаратов, своего 
рода антистрессорных вакцин, или  фито­
адаптогенов­геропротекторов при добро­
качественных, злокачественных процессах, 
а  также при  нейродегенеративных забо­
леваниях. Был убежден, что  подобного 
рода препараты эффективны при исполь­
зовании в сопроводительной терапии и ре­
абилитации онкологических больных.

Вместе с  тем, как  писал Анатолий 
 Андреевич, подобные препараты могут 
использоваться в  условиях техногенных 
катастроф (жителями экологически не­
благоприятных районов, контингентом 
с наследственной предрасположенностью 
к  опухолевым заболеваниям), а  также 
на  предприятиях с  вредными условиями 

труда (Минатома, Минобороны, химиче­
ской промышленности и  т. п.) для  преду­
преждения профзаболеваний. Кроме того, 
он считал перспективным применение 
комплексных фитоадаптогенов для  про­
филактики инфекционной и  общей за­
болеваемости, в  основе которой лежат 
иммунодефицитные состояния. Акаде­
мик А. А. Воробьев активно содействовал 
исследованиям, которые открывают пер­
спективы создания нетоксичных ле­
карств­геропротекторов для  эффектив­
ной профилактики и лечения новообразо­
ваний, возрастных патологий, а  также 
увеличения продолжительности жизни 
человека.

Научные труды А. А.  Воробьева ори­
гинальны и  приоритетны. Они вошли 
в  медицинские руководства и  учебники, 

послужили воспитанию медицинского мы­
шления нескольких поколений ученых 
и  врачей. Ученый внес весомый вклад 
в координацию научных медико­биологи­
ческих исследований и  деятельности на­
учных учреждений, в  прогнозирование 
развития медицинской науки. Труды уче­
ного определили новые направления ме­
дико­биологической науки, способствуя 
ее прорыву в будущее.

Талантливый, искрометный и мудрый, 
врач, военный, ученый, педагог, Анатолий 
Андреевич писал и  удивительные стихи! 
Яркая, творческая личность Анатолия 
 Андреевича, нацеленная на  плодотвор­
ную, конструктивную деятельность, вместе 
с тем неутомимая, смелая и решительная, 
остается в сердцах его учеников, соратни­
ков, коллег и друзей!


