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8 ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ	 ТОМ 6 / VOL. 6

Асцит как микроокружение опухоли при раке яичников: 
взаимосвязь прогноза и химиорезистентности

А. Б. Виллерт1, Л. А. Коломиец1, 2, Н. В. Юнусова1, 2

1НИИ онкологии ФГБНУ «Томский национальный исследовательский медицинский центр РАН»; Россия, 634009 Томск, 
Кооперативный переулок, 5; 

2ФГБОУ ВО «Сибирский государственный медицинский университет» Минздрава России; 
Россия, 634050 Томск, Московский тракт, 2

Контакты: Алиса Борисовна Виллерт avillert@yandex.ru

Выраженная гетерогенность карцином яичника на молекулярно-генетическом уровне сопряжена с отсутствием специфических 
маркеров химиорезистентности. При этом асцит является привлекательной биологической жидкостью для обнаружения био-
маркеров, поскольку она легкодоступна для получения. Данный обзор посвящен последним достижениям в изучении особенностей 
компонентов асцитической жидкости в аспекте их взаимосвязи с химиорезистентностью. Представлены собственные данные, 
касающиеся содержания параметров системы IFR (свободных IGFs, а  также IGFBP-3, IGFBP-4 и  PAPP-A) в  асцитической 
жидкости и опухолевой ткани при диссеминированном раке яичников, которые свидетельствуют о значимости их изучения. По-
казано, что уровень белков системы IGF существенно зависит от объема асцитической жидкости. Изучение особенностей ас-
цитической жидкости при раке яичников напрямую связано с перспективой появления новых возможностей для терапии диссе-
минированного рака яичников.

Ключевые слова: рак яичников, асцит, прогноз, химиорезистентность
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The severe heterogeneity of ovarian carcinomas on the molecular genetic level is associated with the absence of specific markers of chemore-
sistance. At the same time, ascites is an attractive biomarker detection fluid because it is easily obtained. The review is dedicated to the latest 
advances in the study of components characteristics of ascitic fluid in terms of their relationship with chemoresistance. Оwn data are submit-
ted regarding the contents of the IFR system parameters (free IGFs, as well as IGFBP-3, IGFBP-4 and PAPP-A) in ascitic fluids and tumor 
tissue in disseminated ovarian cancer, which show the importance of their study. It is shown that the proteins level of the IGF system substan-
tially depend on the volume of ascitic fluid. Studying the features of ascitic fluid in ovarian cancer is directly related to the prospect of new 
opportunities for disseminated ovarian cancer treatment.
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Рак яичников (РЯ) представляет собой чрезвычай-
но гетерогенное заболевание. На  сегодняшний день 
не существует абсолютных признаков чувствительности 
и резистентности опухоли к лекарственным препаратам. 
Отсутствие очевидных мишеней в терапии РЯ продик-
товано дефицитом четких представлений о патогенезе 
данного заболевания. Поиск маркеров прогнозирования 
течения и эффективности лечения активно продолжа-
ется и сопряжен с исследованием не только опухолевой 
ткани, но и асцитической жидкости.

Асцит и его компоненты как предмет исследований 
при раке яичников
Асцит представляет собой уникальное микроокру-

жение опухоли, обеспечивающее физический субстрат 
для накопления клеточного и бесклеточного компо-
нентов. Стандартным методом изучения клеточного 
компонента асцитической жидкости является цито-
логическое исследование, направленное на выявле-
ние атипичных клеток. Более глубокое изучение 
клеточного состава асцита доступно при применении 
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проточной цитометрии, иммунофлуоресценции и т. д. 
Существующий в настоящее время вопрос, касающий-
ся идентичности молекулярно-генетических характе-
ристик свободно флотирующих в асцитической жид-
кости опухолевых клеток и клеток, представляющих 
массив опухоли, остается пока открытым, хотя нельзя 
не  принимать во  внимание, что  фенотипически эти 
клетки неодинаковы, а согласно представлениям кло-
нальной эволюции должны отражать разные этапы 
опухолевой прогрессии с высокой вероятностью раз-
личий не только в уровнях экспрессии молекул кле-
точной адгезии, таких как Е-кадгерин [1]. Популяции 
клеток выполняют определенные функции и связаны 
друг с другом системой сигналов с помощью «внутрен-
них» растворимых факторов (бесклеточный компонент 
асцита) [2].

Бесклеточный компонент асцита обеспечивает связь 
клеточного компонента посредством растворимых 
факторов (ростовые факторы, цитокины, белки, ме-
таболиты), а также внеклеточных везикул [3].

Цитокиновый профиль асцита при РЯ демонстри-
рует присутствие как  проонкогенных факторов, так 
и антионкогенных [4–7]. Показано значительное уве-
личение проонкогенных цитокинов IL-6, -8, -10, -15, 
IP-10, MCP-1, MIP-1b и VEGF (сосудистый эндоте-
лиальный фактор роста) при значимом снижении уров-
ней IL-2, -5, -7, -17, PDGF-BB (тромбоцитарный фак-
тор роста BB) и  RANTES (цитокин А5, хемокин, 
выделяемый T-клетками при активации). Эти факто-
ры в совокупности способствуют созданию провоспа-
лительного и иммуносупрессивного микроокружения 
опухоли [7]. Среди них IL-6 и -10 привлекают наиболь-
шее внимание из‑за их корреляции с плохими прогно-
зом и  ответом на  терапию [5, 8]. Также показано, 
что IL-6 является независимым прогностическим фак-
тором худшего исхода при РЯ [5].

Целью исследования D. Lane и соавт. была оценка 
6 факторов воспаления в асцитической жидкости: IL-6, 
-10, остеопротегерин, лептин, suPAR (растворимая 
форма рецептора урокиназного плазминогена) и CCL-18 
(СС-хемокина) в качестве диагностических биомар-
керов для предсказания лекарственной устойчивости 
у 52 пациенток с диссеминированным серозным РЯ. 
Установлена взаимосвязь диссеминации процесса и IL-6, 
который может быть использован в комбинации с сы-
вороточным CA125 для  дифференциальной диагно-
стики доброкачественного и злокачественного процес-
сов, а  комбинация сывороточного CA125 и  лептина 
в асците может служить предиктором резистентности 
к терапии 1‑й линии [8].

Ретроспективный анализ цитокинового и хемоки-
нового профилей асцита у больных диссеминирован-
ным РЯ на этапе первичной циторедукции проведен 
во  взаимосвязи с  безрецидивной и  общей выживае
мостью. Показано, что  сочетание высоких уровней 
TNF-α (фактора некроза опухоли α) и IL-6 в асците 
при первичной хирургии предсказывает худшую без-

рецидивную выживаемость, что  позволило авторам 
рассматривать TNF-α и IL-6 в асците в качестве мар-
керов рецидива заболевания [9].

Изучение ряда цитокинов, протеинов и ростовых 
факторов (IL-6,  -8, dickkopf-1 (растворимого белка, 
ингибитора сигнального пути WNT), GDF-15 (росто-
вого фактора дифференцировки 15), TRAIL 10 (фак-
тора некроза опухоли 10), OPG (остеопротегерина), 
остеопонтина, oстеонектина, НЕ4 (человеческого эпи-
дидимального секреторного белка 4), SCF (фактора 
роста стволовых клеток)) проведено во  взаимосвязи 
с клинической стадией, фактом наличия опухолевых 
клеток в  асцитической жидкости [10]. Стадия была 
ассоциирована только с фактором стволовых клеток 
и остеопротегерином: более низкий уровень фактора 
стволовых клеток и более высокий уровень остеопро-
тегерина наблюдали при  диссеминированном РЯ 
по сравнению с локализованными формами. Значи-
тельное снижение уровня фактора стволовых клеток 
и  увеличение остеопротегерина и  IL-6 наблюдалось 
при положительной перитонеальной цитологии. Пе-
ритонеальная диссеминация также была взаимосвяза-
на с более высокими уровнями TRAIL 10, остеонекти-
на и IL-6 [10].

Химический состав, или метаболический профиль 
асцитической жидкости, косвенно отражает биохими-
ческие процессы, происходящие на брюшине и органах 
брюшной полости, однако до настоящего момента 
остается недостаточно изученным. В целом метаболи-
ческое перепрограммирование не входило в круг ин-
тересов онкологических исследований до начала 1990‑х 
годов. Более того, в онкологии отказывались призна-
вать изменения метаболизма как признак рака. Лишь 
в 2011 г. этот фактор был утвержден в качестве отли-
чительной особенности злокачественно трансформи-
рованных клеток.

Результаты исследования метаболического профи-
ля при асцитах разной этиологии отражают характер 
особенностей, лежащих в основе вызвавших и поддер-
живающих их процессов.

Изучение состава метаболитов в асците продемон-
стрировало, что  наиболее важные различия состава 
при эпителиальных карциномах яичника и портальном 
циррозе касаются концентрации жирных кислот, хо-
лестерина, церамидов, глицерол-3‑фосфата и глюкозы. 
Было обнаружено, что 2‑гидроксиизовалерат присут-
ствует в  наименьших концентрациях при  РЯ, тогда 
как глюкозо-1‑фосфат является доминирующим ме-
таболитом в  злокачественном асците. В  настоящее 
время неизвестна причина истощения 2‑гидроксиизо
валерата в асците при РЯ. При этом ясно, что распад 
аминокислот с разветвленной цепью приводит к про-
дукции 2‑гидроксиизовалерата в организме [11], его 
концентрация указывает на увеличение катаболизма 
аминокислот, и его уровень повышается в моче у па-
циентов с лакто- и кетоацидозом [12]. Второй метаболит, 
глюкозо-1‑фосфат, является продуктом анаэробного 
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распада углеводов, и повышение его уровня указывает 
на увеличение использования глюкозы микроокруже-
нием асцитной опухоли [12]. Однако для подтвержде-
ния факта изменения метаболизма клеток карцино-
мы необходимы данные по  измерению параметров 
поглощения глюкозы и  уровню конечного продукта 
анаэробного гликолиза – лактата – в опухоли и ми-
кроокружении асцитной опухоли. Существуют данные 
об эффективном применении позитронно-эмиссион-
ной томографии с использованием 18F-фтордезоксиг-
люкозы для диагностики РЯ [13].

В 2015 г. продемонстрирована потенциальная из-
бирательная цитотоксичность посредством таргетного 
воздействия на различные метаболические характери-
стики клеток карцином яичника: было обнаружено, 
что при РЯ сверхэкспрессирован транспортер глюкозы 
типа 1 (GLUT1) [14]. В данном исследовании описана 
селективная цитотоксичность ресвератрола в клетках 
карцином яичника посредством регуляции метаболиз-
ма глюкозы с помощью модуляции GLUT1. Показано, 
что ресвератрол селективно ингибирует поглощение 
глюкозы и индуцирует апоптоз независимо от статуса 
p53 in vitro, не влияет на экспрессию GLUT1 (уровни 
мРНК и белка), но прерывает внутриклеточный пере-
нос GLUT1 через плазматическую мембрану. Было 
обнаружено, что такая супрессия GLUT1 при РЯ свя-
зана с ингибированием активности Akt. В совокупно-
сти эти данные свидетельствовали о том, что ресвера-
трол индуцирует апоптоз в клетках карцином яичника 
посредством нарушения усвоения глюкозы [14].

Транспортеры глюкозы GLUT1, GLUT3 и глико-
литический фермент гексокиназа II сверхэкспресси-
руются в некоторых опухолевых клетках и являются 
показателем плохого прогноза при различных зло-
качественных новообразованиях, включая и РЯ [15]. 
D. Suh и соавт. по результатам иммуногистохимиче-
ского исследования экспрессии гексокиназы II в 111 об
разцах карцином яичника показали взаимосвязь ее 
гиперэкспрессии с  химиорезистентностью, низкой 
безрецидивной выживаемостью и худшей общей вы-
живаемостью [16].

Результаты эпидемиологических и доклинических 
исследований указывают на ключевое значение метабо-
лизма глюкозы при РЯ. Противоопухолевый механизм 
лекарственного средства 1‑й линии терапии сахарного 
диабета 2‑го типа метформина связан с ингибирова-
нием mTOR, иммуномодулирующим действием пре-
парата на раковые клетки. Согласно доклиническим 
данным метформин может ингибировать апоптоз, 
а также увеличивает популяцию T-клеток эффекторной 
памяти, тем самым усиливая иммунный ответ против 
опухолевых клеток [17]. Строма опухоли пациентов 
при  терапии метформином проявляет более низкую 
экспрессию IL-6, обусловленную подавлением пере-
дачи сигналов нуклеинового фактора κB. Показан но-
вый механизм метформина в  подавлении прогрес
сирования РЯ за  счет уменьшения индуцированной 

химиотерапией стромальной активации, и предложе-
но его включение в схему комбинированной терапии 
для улучшения химиочувствительности при РЯ.

Большая часть исследований по  изучению роли 
метформина касается рака молочной железы и  рака 
эндометрия. В исследовании II фазы при диссемини-
рованном РЯ показано, что  метформин оказывает 
противоопухолевый эффект, опосредованный воздей-
ствием на опухолевые стволовые клетки [18].

С учетом скомпрометированности иммунной си-
стемы у пациентов с резистентностью к инсулину пред-
полагается, что терапия метформином может приводить 
к  различным противоопухолевым эффектам, в  связи 
с  чем  рекомендуется оценивать результаты лечения 
в соответствии со статусом резистентности [19].

Исследование V. O. Shender и соавт. (2014), посвя-
щенное изучению большого количества метаболитов 
и белков в асците в целях исключения компонентов, 
определяемых системным ответом, связанным с обра-
зованием асцита, также было проведено в аспекте срав-
нения с  асцитом цирротического происхождения. 
Из всех изучаемых параметров был выявлен 41 мета-
болит, концентрация которого была значимо выше 
при  раке, чем  при  циррозе. При  этом большинство 
идентифицированных метаболитов было представле-
но важными сигнальными молекулами [20]. Авторы 
показали, что содержание гликолята, глюкозы, фура-
нозы и фруктозы было значительно ниже, тогда как 
глицерин-3‑фосфата, холестерина, церамида и моно-
ацилглицерина – гораздо выше у пациенток с асцитом 
при РЯ [20]. Церамид, производные жирных кислот 
[21] и LPA (лизофосфатидиловая кислота – продукт 
расщепления лецитина) были идентифицированы 
только при злокачественном асците [20].

Метаболический фенотип рака в настоящее время 
рассматривается как важная мишень для противора-
ковой терапии.

Белковый компонент асцита
Асцитическая жидкость содержит большое коли-

чество ростовых факторов. Список ростовых факторов, 
идентифицированных в асците при РЯ, представлен 
в табл. 1.

В  изучении важное место занимают параметры 
системы инсулиноподобных факторов роста (IFR).

Система IFR включает IFR I, II и  рецептор IFR 
1‑го типа [22, 23]. Регуляция этой системы на клеточ-
ном уровне осуществляется 6 белками, связывающими 
IFR (insulin-like growth factor binding proteins, IFRBP) 
и  расщепляющими их  протеиназами. К  их  числу 
относят белок, ассоциированный с  беременностью 
(pregnancy-associated plasma protein, PAPP-A), являю-
щийся металлопротеиназой и принимающий участие 
в гидролизе белков системы IFR. Протеасомы участ-
вуют в регуляции данной системы [24]. При связыва-
нии IFR c рецептором активируются множественные 
сигнальные пути, что ведет к стимуляции клеточной 
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Таблица 1. Цитокины и ростовые факторы, идентифицированные в асците (данные PubMеd за 2014–2018 гг.; ключевые слова: growth factors, 
ascites, ovarian cancer)

Table 1. Cytokines and growth factors identified in ascites (PubMed 2014–2018 data; key words: growth factors, ascites, ovarian cancer)

Фактор роста 
Growth factor

Контекст 
Context

Источник 
литературы 

Source

IL-10, VEGF-A

Уровень IL-10 повышен в асците при диссеминированном РЯ в сравнении с I / II 
стадией и перитонеальным выпотом при доброкачественной патологии. Уровень IL-10 
в асците положительно коррелировал со способностью асцита стимулировать мигра-
цию клеток, но не пролиферацию 
The level of IL-10 in comparison with stage I / II and peritoneal effusion in benign pathology. The level 
of IL-10 in ascites stimulates cell migration, but not proliferation

[25] 

Только одновременная блокада PD-1 и нейтрализация IL-10 приводит к улучшению 
выживаемости и замедлению роста опухоли при РЯ. Компенсаторное высвобождение 
IL-10 приводит к снижению эффективности монотерапии анти-PD-1 
(или анти-PD-L1) 
Only simultaneous blockade of PD-1 and neutralization of IL-10 leads to improved survival and slowed 
tumor growth in OC. Compensatory release of IL-10 reduces the effectiveness of anti-PD-1  
(or anti-PD-L1) monotherapy

[26] 

Более высокие уровни IL-6 и VEGF-A в асцитической жидкости связаны с меньшей 
выживаемостью без прогрессирования 
Higher levels of IL-6 and VEGF-A in ascitic fluid are associated with lower progression-free survival

[27] 

IL-6, TNF-α, 8‑IP

Уровни IL-6, 8‑IP в асците по сравнению с содержанием в плазме выше, а TNF-α – 
ниже. В случае платинорезистентного и платинорефрактерного течения РЯ наблюдает-
ся дисрегуляция между окислителями, антиоксидантами и провоспалительными 
цитокинами 
Levels of IL-6, 8‑IP in ascites compared with plasma levels are higher, and TNF-α levels are lower. In the 
case of platinum-resistant and platinum-refractory OC flow, there is disregulation between oxidants, 
antioxidants and pro-inflammatory cytokines

[28] 

Комбинация высокого уровня TNF-α и IL-6 до лечения коррелирует с диссеминацией 
процесса и худшей выживаемостью без прогрессирования 
The combination of high levels of TNF-α and IL-6 before treatment correlates with dissemination of the 
process and worse progression-free survival

[9] 

IL-6, лептин, 
СА125 
IL-6, leptin, СА125

IL-6 связан с диссеминацией РЯ и может быть использован в дифференциальной 
диагностике объемных образований яичников в сочетании с сывороточным CA125. 
Комбинация сывороточного СА125 и асцитного лептина – предиктор резистентности 
к химиотерапии 1‑й линии 
IL-6 is associated with dissemination of the ovarian cancer and can be used in the differential diagnosis of 
ovarian volume lesions in combination with serum CA125. The combination of serum CA125 and ascitic 
leptin is a predictor of resistance to 1st-line chemotherapy

[8] 

IL-6R

Уровень экспрессии IL-6R на клеточной мембране опухолевых клеток коррелирует 
с индуцированной асцитом инвазией.
Использование нейтрализующих антител к IL-6 подавляет стимулирующее действие 
асцита на опухоль.
Селективное ингибирование с IL-6 /IL-6R подавляет экспрессию белков, связанных 
с эпителиально-мезенхимальным переходом и может быть перспективной терапевтиче-
ской мишенью 
The expression level of IL-6R on the cell membrane of tumor cells correlates with ascites-induced invasion. 
The use of neutralizing antibodies to IL-6 suppresses the stimulating effect of ascites on the tumor. 
Selective inhibition with IL-6 / IL-6R-mediated signaling pathway JAK2‑STAT3 inhibits  
the expression of proteins associated with epithelial-mesenchymal transition, and may be a promising 
therapeutic target

[29] 

IL-10 и PGE2

Содержащиеся в асците IL-10 и PGE2 обладают иммуносупрессивным эффектом 
за счет комплементарного подавляющего влияния на TLR-опосредованную активацию 
дендритных клеток при РЯ 
IL-10 and PGE2 contained in ascites have an immunosuppressive effect due to the complementary 
inhibitory effect on TLR-mediated activation of dendritic cells in OC

[30] 

TRAIL, остеонек-
тин, IL-6 
TRAIL, osteonectin, 
IL-6

Уровни TRAIL, остеонектина и IL-6 связаны с диссеминированным РЯ 
TRAIL, osteonectin and IL-6 levels are associated with disseminated OC

[10] 
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Фактор роста 
Growth factor

Контекст 
Context

Источник 
литературы 

Source

Ang-2

Содержание моноцитов, экспрессирующих Tie2 (TEM), высокое как в опухоли, так 
и в асците и периферической крови.
Ang-2 (лиганд Tie2) и увеличение ТЕМ взаимосвязаны: ТЕМ способствуют ангиогенезу 
посредством IGF I, через стимуляцию Ang-2 (как in vivo, так и in vitro) 
The content of monocytes expressing Tie2 (TEM) is high both in the tumor and in ascites and peripheral 
blood. Ang-2 (Tie2 ligand) and increase in TEM are interrelated: TEM promotes angiogenesis through  
IGF I, through stimulation of Ang-2 (both in vivo and in vitro) 

[31] 

VEGF / VEGFR2, 
Ang / Tie2

Комбинированное ингибирование путей VEGF / VEGFR2 и Ang / Tie2 обеспечивает 
больший эффект антиангиогенной терапии у мышей. Антиангиогенная терапия 
препятствует накоплению асцита 
The combined inhibition of the VEGF / VEGFR2 and Ang / Tie2 pathways provides a greater effect 
of antiangiogenic therapy in mice. Antiangiogenic therapy prevents the accumulation of ascites

[32] 

Клинически агрессивный РЯ может быть связан с ранним нарушением регуляции 
системы ангиогенеза, способствующим образованию асцита. Эти пациенты могут 
получить пользу от терапевтического ингибирования VEGF 
Clinically aggressive OC may be associated with early dysregulation of the system of angiogenesis, 
contributing to the formation of ascites. These patients may benefit from therapeutic inhibition of VEGF

[33] 

VEGF – независимый прогностический фактор для общей выживаемости при любой 
стадии РЯ 
VEGF is an independent prognostic factor for overall survival at any stage of OC

[34] 

Интраперитонеальная химиотерапия цисплатином и бевацизумабом приводит к сни-
жению содержания VEGF в асците по сравнению с исходным уровнем 
Intraperitoneal chemotherapy with cisplatin and bevacizumab leads to a decrease in the content of VEGF 
in ascites compared with the initial level

[35] 

Ангиогенная активность асцита при РЯ является маркером прогрессирования заболева-
ния, взаимосвязана с VEGF и IL-8 
The angiogenic activity of ascites in OC is a marker of disease progression, interconnected with VEGF and IL-8

[36] 

VEGF-C / VEGFR3 способствует прогрессированию РЯ 
VEGF-C / VEGFR3 contribute to the progression of OC

[37] 

IL-17а и IL-21

IL-17а и IL-21 демонстрируют значительное влияние на общую выживаемость, по ре-
зультатам мультивариантного анализа 
IL-17a and IL-21 show a significant effect on overall survival, according to the results of a multivariate 
analysis

[38] 

Периостин 
Periostin

Уровень периостина повышен в асците при РЯ и коррелирует с CD163+ TAMs.
Периостин является важным фактором для привлечения макрофагов в микроокруже-
ние опухоли, участвует во взаимодействии макрофагов и клеток карциномы яичника 
Periostin levels are elevated in ascites with OC and correlated with CD163+ TAMs. 
Periostin is an important factor for the involvement of macrophages in the tumor microenvironment, 
is involved in the interaction of macrophages and ovarian carcinoma cells

[39] 

IGF, IGFBPs

Уровень IGF I в асците является независимым предиктором объективного клиническо-
го ответа в случае назначения неоадъювантной химиотерапии перед циторедуктивным 
вмешательством 
The level of IGF I in ascites is an independent predictor of an objective clinical response in the case  
of the appointment of neoadjuvant chemotherapy before cytoreductive intervention

[40] 

IGF могут ингибировать DC-опосредованный противоопухолевый иммунитет, а инги-
битор IGF IR может его восстанавливать. Блокада IGF является потенциальной 
стратегией иммунотерапии рака 
IGF can inhibit DC-mediated antitumor immunity, and an IGF inhibitor IR can restore it. IGF blockade 
is a potential cancer immunotherapy strategy

[41] 

PAPP-A

Асцит содержит намного более высокие уровни PAPP-A по сравнению с сывороткой.
Как растворимый в асците, так и связанный с тканями, PAPP-A стимулирует 
опосредованный IGF IR рост опухоли 
Ascites contains much higher levels of PAPP-A compared with serum. As soluble in ascites and associated 
with tissues, PAPP-A stimulates IGF-mediated IR tumor growth

[41] 

Продолжение табл. 1

Continuation of table 1
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Фактор роста 
Growth factor

Контекст 
Context

Источник 
литературы 

Source

TGFβ

Модуляция передачи сигналов с TGFβ с использованием ингибитора рецептора типа 1 
SB-431542 блокирует эндогенную активацию EMT у сфероидов, а повторная обработка 
сфероидов SB-431542 после повторного присоединения усиливает эпителиальный 
фенотип клеток, значительно снижая их подвижность и миграцию 
Modulation of TGFβ signaling using the TGFβ type 1 receptor inhibitor SB-431542 blocks endogenous 
EMT activation in spheroids, and repeated treatment of SB-431542 spheroids after reattachment enhances 
the epithelial cell phenotype, significantly reducing their mobility and migration

[42] 

FGF basic, 
PDGF-AB /
PDGF-BB, TSP-2, 
FGF acidic, 
HB-EGF

По результату оценки экспрессии 55 факторов, связанных с ангиогенезом, выделено 25, 
диагностическая точность которых в отношении определения чувствительности 
к антиангиогенным препаратам приближена к 90 %, превышает значимость клиниче-
ских параметров (стадия, гистотип, размер остаточной опухоли) и уровень VEGF 
в асците. Из исследуемых 25 параметров 5 обладают наибольшей точностью 
The evaluation of the expression of 55 factors associated with angiogenesis highlighted 25, the diagnostic 
accuracy of which in relation to determining sensitivity to antiangiogenic drugs is close to 90 %, exceeds 
the significance of clinical parameters (stage, histotype, size of residual tumor) and the level of VEGF in 
ascites. Of the 25 parameters studied, 5 are the most accurate

[43] 

Примечание. IL – интерлейкин; VEGF – сосудистый эндотелиальный фактор роста; РЯ – рак яичников; PD-1 – рецептор 
программируемой клеточной смерти 1; TNF-α – фактор некроза опухоли α; 8‑IP – 8‑изопростан; CA125 – раковый антиген 125; 
PGE2 – простагландин E2; TLR – Тoll-подобный рецептор; TRAIL – цитокин семейства факторов некроза опухоли, лиганд, 
вызывающий апоптоз; Ang-2– ангиопоэтин 2; Tie2 – рецептор ангиопоэтинов 1, 2; CD163+ TAMs – CD163+ опухоль ассоци
ированные макрофаги; IGF – инсулиноподобный фактор роста; IGFВР – протеины, связывающие инсулиноподобные факторы 
роста; DC – дендритные клетки; PAPP-A – ассоциированный с беременностью протеин плазмы A; TGFβ – трансформирую-
щий ростовой фактор β; SB-431542 – таргетный ингибитор TGFβ-сигнального каскада; FGF basic – основной фактор роста 
фибробластов, PDGF-AB / PDGF-BB – тромбоцитарные факторы роста AB / BB; TSP-2 – тромбоспондин 2; FGF acidic – кис-
лый фактор роста фибробластов; HB-EGF – эпидермальный фактор роста. 
Note. IL – interleukin; VEGF – vascular endothelial growth factor; OC – ovarian cancer; PD-1 – programmed cell death 1; TNF-α – tumor necrosis 
factor α; 8‑IP – 8‑isoprostanes; CA125 – cancer antigen 125; PGE2 – prostaglandin E2; TLR – targeting toll-like receptor; TRAIL – tumor necrosis 
factor-related apoptosis-inducing ligand; Ang-2– аngiopoietin-2; Tie2 – angiopoietin receptor; CD163+ TAMs – CD163+ tumor-associated macrophages; 
IGF – insulin-like growth factor; IGFBP – insulin-like growth factor-binding protein; DC – dendritic cells; PAPP-A – pregnancy-associated plasma 
protein A; TGFβ – transforming growth factor β; SB-431542 – transforming growth factor β signaling inhibitor; FGF basic – fibroblast growth factor 2, 
basic; PDGF-AB / PDGF-BB – platelet-derived growth factor AB / BB; TSP-2 – thrombospondin 2; FGF acidic – fibroblast growth factor 1, acidic; 
HB-EGF – heparin-binding epidermal growth factor.

Окончание табл. 1

The end of table 1

пролиферации. Имеются данные, что высокий уровень 
IGFBP-3 до химиотерапии и высокий уровень IGF II 
после химиотерапии в асците у больных РЯ коррели-
руют с низкой общей выживаемостью [44, 45].

По результатам изучения параметров системы IGFs, 
IGFBP-3, IGFBP-4 и  металлопротеиназы PAPP-A 
у 40 больных с карциномами яичников стадии IIIС–IVA 
было показано, что уровни обоих факторов роста и свя-
зывающих белков в асците превышали соответствующие 
показатели в первичной опухоли более чем в 10 раз. Раз-
личий в отношении PAPP-A выявлено не было. В рабо-
те был проведен анализ взаимосвязей уровней компо-
нентов ИФР-системы в  опухоли и  асците. Были 
выявлены множественные корреляции между уровнями 
IGFs и IGFBPs в асците, а также между IGF и IGFBPs 
в  опухолях (табл. 2). Максимальный уровень IGF II 
и PAPP-A выявлен у больных с умеренным количеством 
асцита (от 200 до 1000 мл) (табл. 3). Уровень металло-
протеиназы PAPP-A был значительно выше у пациенток 
с  умеренным и  выраженным асцитом по  сравнению 
с больными со следовыми количествами асцита (p <0,05). 
При  большом количестве асцитической жидкости 

(>1000 мл) при высоком уровне PAPP-A уровень обоих 
ростовых факторов, особенно IGF II, снижался (p <0,05). 
Полученные данные подтверждали наличие множест-
венных взаимосвязей между уровнями IGFs в асците 
и уровнями IGF и IGFBPs в опухоли [40].

Протеомика асцита. Белки клеточной подвижности
Представляет интерес углубленный протеомный 

анализ асцитической жидкости при РЯ, опубликованный 
L. Gortzak-Uzan и соавт. в 2008 г., в котором исследо-
ватели используют несколько алгоритмов получения 
материала из  асцита для  оценки белкового состава, 
а  также данные протеомного исследования плазмы 
и мочи больных РЯ. В итоге в составе асцитической 
жидкости было идентифицировано более 2500 белков 
и определено 80 устойчиво обнаруживаемых. В общей 
сложности исследователи предлагают 18 белков, пер-
спективных для дальнейшего изучения [46]. Данные 
протеины являются представителями различных групп: 
а) ассоциированные с клеточной пролиферацией, 
б) связанные с клеточной дифференцировкой и апопто-
зом, в) участвующие в ремоделировании цитоскелета, 
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г) связанные с клеточной адгезией и подвижностью, 
а также с транспортом, метаболическими и протеоли-
тическими процессами.

Так, экспрессия выделенного белка S10011A 
(Calgizzarin), относящегося к группе белков, связанных 
с клеточной пролиферацией, регулирующей рост кле-
ток путем ингибирования синтеза ДНК, ассоциирова-
лась с агрессивным течением РЯ [47].

Для другой группы белков, связанных с дифферен-
цировкой клеток и апоптозом, представленной глута-
тион-S-трансфаразой-1, кофилином-1 (CFL1), аполи-
попротеином E, лизоцимом C и митохондриальным 
белком теплового шока, было отмечено, что увеличе-
ние глутатион-S-трансфаразы-1 взаимосвязано с хи-
миорезистентностью и неблагоприятным прогнозом; 
для аполипопротеина Е показаны участие в липидном 
гомеостазе и рост при диссеминированном РЯ, кроме 
того, его ингибирование приводит к апоптозу на кле-
точных линиях; белок цитоскелета CFL1 был взаимо
связан с миграцией клеток, агрегацией и дифференци-
ровкой, CFL1 влиял на дифференцировку посредством 
воздействия на реконструкцию актинового цитоске-
лета и инвазивные свойства опухоли.

Среди белков, участвующих в  ремоделирова-
нии цитоскелета, помимо кофилина-1, профилина-1, 
ARHGDIB (ингибитор диссоциации гуанозина), IQGAP1 
(Ras GTPase-activating-like protein-1 / белок активатор 
ГТФазы 1) и  галектина-1, были выделены S100A11, 
аполипопротеин E и митохондриальный белок тепло-
вого шока. Сверхэкспрессия белка IQGAP1, участву-
ющего в перегруппировке цитоскелета путем взаимо-
действия с  различными белками, включая актин, 

кальмодулин, CD44, E-кадгерины, может значительно 
увеличивать потенциал мигрирующих и инвазивных 
раковых клеток. Кроме этого, IQGAP1 синтезируется 
в эндотелиальных клетках и может быть связан с экс-
прессией VEGFR2, способствуя миграции, пролифе-
рации и ангиогенезу, что, по мнению L. Gortzak-Uzan 
и соавт., делает его интересным претендентом на мар-
кер предиктивного значения.

В протеомных исследованиях идентифицированы 
белки, связанные с  клеточной адгезией и  подвиж
ностью, способные передавать онкогенные сигналы, 
стимулирующие изменения цитоскелета и подвижно-
сти. Часть из них вошли в группу выявленных предик-
торов: ARHGDIB, LGALS3BP (галектин-3-связыва
ющий белок), HSPG2 (гепаринсульфат протеогликан 
базальной мембраны) и профилин-1. По результатам 
исследований L. Gortzak-Uzan и соавт., сверхэкспрес-
сия профилина-1 прослеживается при РЯ всех стадий 
и при различной степени дифференцировки.

Группа белков, связанных с транспортом, метабо-
лическими и протеолитическими процессами, пред-
ставлена церулоплазмином, глюкозо-6‑фосфат-изо-
меразой, пероксиредоксином-6 и катепсином D. По 
некоторым данным, церулоплазмин и распространение 
опухоли и метастазирование взаимосвязаны [48]. Его 
уровень транскрипции при РЯ выше, чем при добро-
качественной патологии яичников или норме, а высо-
кий сывороточный уровень коррелирует с опухолевой 
массой. Обнаружение глюкозо-6‑фосфат-изомеразы 
в данном исследовании, ее присутствие в моче чело-
века и увеличение при РЯ согласуются с данными ли-
тературы о  взаимосвязи этого фактора с  инвазией 

Таблица 2. Значение коэффициентов корреляции Спирмена (R) между концентрациями IGF-ассоциированных белков в опухоли (tumor) и асците 
(ascites)

Тable 2. The value of the Spearman correlation coefficients (R) between the concentrations of IGF-associated proteins in the tumor and ascites

IGF I
tumor

IGF II
tumor

IGFBP-3
tumor

IGFBP-4
tumor

PAPP-A
tumor

IGF I
ascites

IGF II
ascites

IGFBP-3
ascites

IGF I
tumor

0,387 0,446 0,683 –0,365 0,646

IGF II
tumor

–0,471

IGFBP-3
tumor

0,387 –0,471 0,394 0,650 –0,469

IGFBP-4
tumor

0,446 0,394 0,356 0,669 –0,687 0,523

PAPP-A
tumor

0,356 0,676 0,785

IGF I
ascites

0,683 0,650 0,669 0,676 0,836

IGF II
ascites

–0,365 –0,469 –0,689

IGFBP-3
ascites

0,636 0,481 0,553 0,785 0,836

IGFBP-4
ascites

0,444

PAPP-A
ascites

–0,483

Примечание. IGF – инсулиновый фактор роста, PAPP-A – ассоциированный с беременностью протеин плазмы A. В таблице 
представлены только статистически значимые коэффициенты с уровнем значимости p <0,05. 
Note. IGF – insulin growth factor, PAPP-A – pregnancy-associated plasma protein A. Only statistically significant coefficients with significance level 
p <0.05 are presented in the table.
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и метастазированием [49]. Протеаза катепсин D свя-
зана с инвазией, метастазированием, пролиферацией 
опухолевых клеток, апоптозом и ангиогенезом, а так-
же ассоциирована с  плохим клиническим исходом. 
Данными представленного и ранее опубликованных 
исследований подтверждено наличие катепсина D 
у больных РЯ в асците и биологических жидкостях – 
моче и плазме.

В целом представленное L. Gortzak-Uzan и соавт. 
исследование, проведенное с целью идентифицировать 
наиболее надежные маркеры РЯ, показало, что проте-
омика асцитической жидкости может служить ценным 
инструментом для изучения механизмов химиорезис-
тентности при РЯ.

Стратегия другого исследования асцитической 
жидкости, позволившая выделить 51 белок-кандидат 
в биомаркеры, предполагала использование комплекс-
ного протеомного анализа с подтверждением данных 
на независимых асцитах и образцах сыворотки. В ре-
зультате было выявлено, что  концентрации изофер-
ментов пируваткиназы M1 / M2, глицеральдегидфос-
фатдегидрогеназы и мезотелина были незначительно, 
но статистически значимо выше в асците у больных 
РЯ по сравнению с группой пациенток с доброкачест-
венными опухолями яичников [50].

Экзосомы. Другой компонент злокачественного 
асцита представлен внеклеточными везикулами, раз-
новидностью которых являются экзосомы – нано
размерные микропузырьки (диаметром 30–100 нм) 
эндосомального происхождения. Экзосомы содержат 
активные молекулы и могут циркулировать по всему 
организму, потенциально перенося информацию, спо-
собную изменять экспрессию генов в других клетках 
[51]. Ранее было обнаружено, что содержимое экзосом 
представлено разными специфичными биомаркерами: 

опухолевыми супрессорами, фосфопротеинами, про-
теазами, факторами роста, биоактивными липидами, 
мутантными онкобелками, онкогенными транскрип-
тами, микроРНК и последовательностями ДНК, вклю-
чая miR-200c, miR-214, CA125, Muc-1 и CD24 [3, 52].

Экзосомы могут нести информацию о канцероге-
незе, риске прогрессирования и прогнозировании вы-
живаемости. Показано, что более высокие уровни CD24 
при РЯ указывают на худший прогноз и более низкую 
выживаемость [53]. Также есть данные о том, что уров-
ни EpCAM и  CD24, присутствующие в  экзосомах, 
коррелируют с агрессивностью РЯ [54]. В этом иссле-
довании экзосомы выделялись из асцита больных РЯ 
и было показано, что цитоплазматическая локализация 
CD24 наблюдается в опухолях с высоким инвазивным 
потенциалом.

«Большие» и «малые» асциты
Интересные данные, касающиеся изучения про-

филей генной экспрессии, получены в 2014 г. у 149 па-
циенток с III–IV стадией High-Grade серозных карци-
ном с большим (>1000 мл) и малым (<200 мл) объемом 
асцита [55]. У  пациенток с  малым объемом асцита 
обнаружено усиление экспрессии генов иммунного 
ответа по сравнению с пациентками с большим объе-
мом асцита. Данные иммуногистохимического иссле-
дования подтвердили более высокую экспрессию белков, 
кодируемых генами иммунных рецепторов, в случаях 
с  небольшим уровнем асцита, при  этом отмечалась 
более выраженная инфильтрация ткани опухоли им-
мунными клетками. Так, гиперэкспрессия CD74 (кла-
стер дифференцировки 74), HLA-DR (человеческий 
лейкоцитарный антиген DR) и TAP-2 (транспортер, 
ассоциированный с процессингом антигенов 2) во фло-
тирующих опухолевых клетках чаще наблюдалась 

Таблица 3. Уровни IGFs, IGFBPs и PAPP-A (нг / мг белка) в асците у больных с диссеминированными формами рака яичников в зависимости 
от его объема, Me (25–75 %)

Тable 3. The levels of IGFs, IGFBPs and PAPP-A (ng / mg protein) in ascites in patients with disseminated ovarian cancer, depending on its volume, 
Me (25–75 %)

Объем асцита 
Ascites volume

IGF I IGF II IGFBP-3 IGFBP-4 PAPP-A

Малый (<200 мл) (n = 10) 
Small (<200 мл) (n = 10) 

1,92 (1,66–2,26) 193 (55,0–378) 96,9 (88,2–166) 5,96 (3,63–12,4) 0,045 (0–0,120) 

Умеренный (n = 12) 
Moderete (n = 12) 

3,95 (0,50–9,50) 165 (84,0–281) 268 (100–404) 3,65 (0,60–5,60) 0,370 (0,130–0,495) 

Выраженный (n = 33) 
Severe (n = 33) 

3,00 (1,32–5,00) 
67,3 (28,7–124)

p
1, 3

 <0,05
p

2, 3
 <0,05

210 (140–266) 62,3 (51,4–77,8) 
0,310 (0,145–0,550)

p
1, 3

 <0,05
p

1, 2
 <0,05

Примечание. p
1, 2

 – разница между уровнем белков в образцах со следовыми количествами асцита и умеренным асцитом; 
p

1, 3
 – разница между уровнем белков в образцах со следовыми количествами асцита и выраженным асцитом; p

2, 3
 – разница 

между уровнем белков в образцах с умеренным и выраженным асцитом. 
Note. p

1, 2
 – the difference between the level of proteins in samples with trace amounts of ascites and moderate ascites; p

1, 3
 – the difference between the 

level of proteins in samples with trace amounts of ascites and marked ascites; p
2, 3

 – the difference between the level of proteins in samples with moderate 
and severe ascites.
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у пациенток с невыраженным асцитом (p = 0,046; 0,006 
и 0,002 соответственно; табл. 4).

Также отмечено, что меньший объем асцита кор-
релирует с лучшим хирургическим результатом и более 
продолжительной общей выживаемостью. Таким обра-
зом, авторы рассматривают карциномы яичников с не-
большим количеством асцита как более благоприятную 
подгруппу, характеризующуюся усиленным иммуно-
реактивным фенотипом и лучшим клиническим исхо-
дом. Результаты также позволили авторам предполагать, 
что количество асцита может определять целесообраз-
ность назначения адъювантной иммунотерапии, что, 
однако, требует дальнейшего изучения [55].

Ангиогенные факторы в асците. Перспективы 
развития антиангиогенной терапии при раке яичников
Особую актуальность имеет направление по изуче-

нию ангиогенеза при РЯ. Бевацизумаб является наи-
более исследованным таргетным препаратом при РЯ, 
хотя не единственным (ингибиторы тирозинкиназных 
доменов рецепторов к сосудистому эндотелиальному, 
тромбоцитарному факторам роста, фактору роста фиб
робластов, а также ингибиторы ангиопоэтина 1, 2).

Известно, что на ранних этапах канцерогенеза VEGF 
и его рецепторы являются основными драйверами ан-
гиогенеза в опухоли, но в процессе опухолевой прогрес-
сии присоединяются другие пути, ведущие впоследствии 
к развитию резистентности к бевацизумабу [56]. В на-
стоящее время подход к  антиангиогенной терапии 
заключается в ингибировании не одного эндотелиаль-
ного фактора (как в случае бевацизумаба), а двух и бо-
лее сигнальных путей, задействованных в этом про-
цессе. Известно также, что наличие асцита может быть 
предиктором большей эффективности терапии бева-
цизумабом [57]. В исследовании S. P. Trachana и соавт. 
2016 г. для изучения факторов ангиогенеза использо-

вали асцитическую жидкость больных с  диссеми
нированными формами низкодифференцированных 
карцином яичников. Авторы предположили, что раз-
работка «ангиогенной сигнатуры» могла бы предска-
зать прогноз и  эффективность антиангиогенной те
рапии [22]. Клинический материал был представлен 
79 образцами асцитической жидкости, полученными 
от 35 больных с платиночувствительным и 36 пациен-
тов с платинорезистентным течением. В анализ вклю-
чили 55 параметров, связанных с ангиогенезом. Забор 
асцита проводили до начала терапии, результаты ана-
лизировали постфактум, в результате чего было ото-
брано 25 факторов, отличавшихся по  уровню своей 
экспрессии, предиктивная значимость которых пре-
вышала значение клинических параметров, включая 
стадию, гистотип, объем остаточной опухоли после ци
торедуктивной операции и уровень VEGF в асцитиче-
ской жидкости. Попытки сократить количество пара-
метров с использованием ELISA (иммуноферментного 
анализа) и математического моделирования привели 
к выделению 5 факторов, обладающих наибольшими 
различиями в экспрессии в химиорезистентной и хи-
миочувствительной группах (FGFacidic, FGF basic, 
HB-EGF, PDGF-AB / PDGF-BB, тромбоспондин 2). 
Однако если прогностическое значение модели с учетом 
25 параметров приближается к 90 %, то использование 
только 5 указанных факторов значительно снижает воз-
можность прогнозировать химиорезистентность. По-
лученные результаты могут учитываться при планиро-
вании клинических исследований [22].

Значительные усилия прилагаются для поиска пу-
тей прогнозирования эффекта назначения ингибито-
ра ангиогенеза бевацизумаба путем внедрения субклас-
сифицирования карцином в  клиническую практику 
[58, 59]. В исследовании ICON7 пациентки распреде-
лены на 4 группы: иммунореактивный (n = 122, 34 %), 

Таблица 4. Данные экспрессии CD74, HLA-DR и TAP-2 в опухолевых клетках при раке яичников со значительным и невыраженным объемными 
асцитами

Table 4. Data on the expression of CD74, HLA-DR and TAP-2 in tumor cells in ovarian cancer with significant and unexpressed bulk ascites

Параметр 
Parameter

Интенсивность 
окрашивания 

Staining intensity

Большой объем асцита (n = 25), n (%) 
High-volume ascites (n = 25), n (%) 

Малый объем асцита (n = 26), n (%) 
Low-volume ascites (n = 26), n (%) 

Критерий 
Вилкоксона р 
Wilcoxon p value

CD-74
0
1
2

5 (20)
7 (28)

13 (52) 

1 (3,8)
5 (19,2)

20 (76,9) 
0,046

HLA-DR
0
1
2

9 (36)
9 (36)
7 (28) 

3 (11,5)
6 (23,1)

17 (65,4) 
0,006

TAP-2
1
2

21 (84)
4 (16) 

11 (42,3)
15 (57,7) 

0,002

Примечание. CD-74 – кластер дифференцировки 74, HLA-DR – человеческий лейкоцитарный антиген DR; TAP-2 – транспор
тер, ассоциированный с процессингом антигенов 2. Оценка исследуемых параметров проводилась иммуногистохимически [56]. 
Note. CD-74 – differentiation cluster 74, HLA-DR – human leukocyte DR antigen; TAP-2 – a transporter associated with antigen processing-2. 
The evaluation of the parameters studied was carried out immunohistochemically [56].
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пролиферативный (n = 96, 27 %), дифференцирован-
ный (n = 73, 20 %) и мезенхимальный (n = 68, 19 %) 
подтипы. Оказалось, что пациентки с опухолями про-
лиферативного подтипа получили наибольшую поль-
зу от назначения бевацизумаба в адъювантном и под-
держивающем режимах (до 12 мес после выполнения 
первичной циторедукции): отмечено улучшение ме-
дианы безрецидивной выживаемости на  10,1 мес. 
У больных с мезенхимальным подтипом было ста
тистически незначимое улучшение безрецидивной 
выживаемости на 8,2 мес. В группе пациенток с им
мунореактивным подтипом безрецидивной выжива
емости – выше на 3,8 мес (р = 0,08), как и в группе 
с дифференцированным подтипом (3,7 мес; р = 0,61). 
Данные многофакторного анализа подтвердили зна-
чительное улучшение безрецидивной выживаемости 
в группе с пролиферативным подтипом (p = 0,0015).

Полученные данные свидетельствуют о том, что 
молекулярные подтипы с худшими показателями вы-
живаемости (пролиферативный и  мезенхимальный) 
получают наибольшую выгоду от лечения, включаю-
щего бевацизумаб [59].

Другой анализ включал оценку экспрессии 63 генов 
и позволил выделить 3 группы опухолей: с гиперэкс-
прессией ангиогенных генов, со сниженной экспрес-
сией ангиогенных генов и с гиперэкспрессией генов 
иммунного ответа [60]. Оказалось, что в ангиогенной 
группе отмечена незначительная тенденция к увели-
чению безрецидивной выживаемости при добавлении 
бевацизумаба (17,4 мес против 12,3 мес только с химио-
терапией). В иммунной группе (41 % случаев), изна-
чально имеющей более высокие показатели выжива-
емости по сравнению с двумя другими подгруппами, 
добавление бевацизумаба приводило даже к ухудше-
нию показателей выживаемости по сравнению с тако-
выми у больных, получавших только химиотерапию [58].

Ожидается, что общее согласие относительно того, 
как  определять молекулярные подгруппы, облегчит 
использование данных экспрессии в  планировании 
клинических исследований и терапии в целом. Иден-
тификация опухолей «определенного» подтипа явля-
ется важным шагом к выделению перспективных те-
рапевтических фенотипов [60].

Составляющие асцита как изменяющиеся параметры. 
При изучении параметров генной экспрессии опухо-
левых клеток асцитической жидкости до  лечения 
и при появлении признаков прогрессирования было 
выявлено, что, с одной стороны, в резистентных опу-
холевых клетках асцита обнаруживается сдвиг глюко-
зозависимой митохондриальной функции в виде уси-
ления экспрессии GLDC, ACC, ASNS, FDFT1, UGDH, 
PYCR2 и т. д. для биосинтеза вторичных метаболитов, 
таких как глицин / серин, жирные кислоты, аспартат, 
холестерин, гиалуроновая кислота, пролин, что может 
быть связано с  обеспечением выживания свободно 
флотирующих и находящихся в условиях гентоксиче-
ского стресса химиорезистентных опухолевых клеток, 

так как в настоящее время нет сомнений, что транс-
формации на  уровне энергообеспечения позволяют 
раковым клеткам выживать в условиях гипоксии, а вы-
сокий уровень липогенеза в опухолях за счет повышен-
ного обмена глюкозы, глутамина и ацетата независимо 
от уровня внеклеточных липидов поддерживает агрес-
сивный рост опухолей, усиление активности компо-
нентов пентозофосфатного пути позволяет синтези-
ровать нуклеиновые кислоты на  высокой скорости, 
что в итоге необходимо как для синтеза жирных кислот, 
так и для выживаемости клеток в условиях окислитель-
ного стресса.

С другой стороны, выявлено сопутствующее обо-
гащение белками, связанными с репарацией ДНК 
(MSH6, TOP2A, CDKN2A, AURKA, AURKB), а также 
ABCC4 (ATP-binding cassette sub-family C member 4), 
известного как МRP 4 (протеин множественной ле-
карственной резистентности 4), что в целом согласу-
ется с химиорезистентным фенотипом этих клеток [61].

Также выявлены изменения в системе иммунного 
надзора, различавшиеся в асците первичных больных 
РЯ (MSH, класс I, адаптивные иммунные молекулы) 
и в асците химиорезистентных больных (MSH, класс II, 
адаптивные иммунные молекулы). Что касается экс-
прессии генов, белковый продукт которых отвечает за 
гемидесмосомы и клеточную адгезию, подобных бел-
кам семейства плакина (PPL, EVPL, Epiplakin, Plectin 
и т. д.), то в случае химиорезистентного фенотипа она 
была снижена, что согласуется с флотирующим состо-
янием данных клеток.

В итоге у больных РЯ до лечения отмечено повы-
шение содержания белков, отвечающих за иммунный 
надзор (HLA-B, IDO1, kynureninase и Ly-75), белков, 
отвечающих за цитоскелет и клеточную адгезию (EVPL, 
Plectin, Periplakin, EPPK1, CIB-1, ITGB8 и  SPTA1) 
и апоптоз – ANXA9. В химиорезистентных опухолевых 
клетках наблюдали 2–19‑кратное превышение содер-
жания иммунных белков (HLA-DRB1), белков, отве-
чающих за  резистентность к  химиотерапии (MSH6, 
CDKN2A, AURKA, AURKB, TOP2A и ABCC4), белков-
онкогенов (MTA1, MIF, DJ-1, Agrin, FDFT1), белков, 
влияющих на  липидный профиль и  синтез липидов 
(PP2A, ACACA, ASNS, UGDH), экстрацеллюлярный 
матрикс (СOL12A, LAMA5, ADAMTS-1), пролифера-
тивных агентов (STAT3, PCNA), а также факторов вос-
паления (CRP, HP, A2M) [61].

В целом по результатам проведенного анализа ли-
тературы наибольшую перспективность для дальней-
ших исследований в плане прогнозирования течения 
РЯ имеет ряд интерлейкинов (IL-6,  -10,  -17а и  21), 
ростовых факторов (VEGF-A, TNF-α), простагландин 
E2, параметры системы IFR (IGF I, IGF II и IGFBP-3), 
протеаза, ассоциированная с беременностью PAPP-A, 
гликолитический фермент гексокиназа II и глутатион-
S-трансфараза-1, белок цитоскелета CFL1 и  другие 
белки клеточной подвижности, протеаза катепсин D, 
иммунные белки (HLA-DRB1), белки, отвечающие за 
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резистентность к  химиотерапии (MSH6, CDKN2A, 
AURKA, AURKB, TOP2A и ABCC4), некоторые белки-
онкогены, белки, влияющие на синтез липидов и экс-
трацеллюлярного матрикса, пролиферативные агенты 
(STAT3, PCNA), факторы воспаления (CRP, HP, A2M). 
Отдельный интерес представляют экзосомы (содержа-
щие CD24 и EpCAM), а также параметры системы ан-
гиогенеза (VEGF-A, VEGF-C и VEGFR3), хотя попыт-
ка создания эффективной «ангиогенной сигнатуры» 
пока не признана успешной. Эти факторы в совокуп-
ности способствуют созданию провоспалительного 
и иммуносупрессивного микроокружения опухоли.

Заключение
Таким образом, карциномы яичника представляют 

собой пока недостаточно четко охарактеризованную 
группу бурно прогрессирующих опухолей, отлича
ющихся выраженной гетерогенностью, отсутствием 
специфических маркеров химиорезистентности. При 
этом асцит является привлекательной биологической 
жидкостью для обнаружения биомаркеров, поскольку 
получение его требует несложных малоинвазивных 
манипуляций. Данный обзор посвящен последним до
стижениям в  понимании молекулярных, клеточных 
и  функциональных изменений, касающихся компо-
нентов асцитической жидкости, с целью поиска взаи-
мосвязи с химиорезистентностью.

Асцитическая жидкость, находящаяся в непосред-
ственной близости с опухолью, может отражать собы-
тия канцерогенеза раньше, чем периферическая кровь: 
концентрация ряда метаболитов обычно значительно 
выше в асците по сравнению с сывороткой, и в неко-
тором смысле состав асцита является уникальным. 
Гетерогенная смесь клеточного компонента асцита 
определяет состав бесклеточного, а бесклеточный ком-
понент представляет собой динамический резервуар 
проонкогенных и антионкогенных факторов, включая 

цитокины, факторы роста, биоактивные липиды, бел-
ки, метаболиты, экзосомы, которые по  отдельности 
и в сочетании влияют на поведение карциномы и осо-
бенности прогрессирования. Асцит инициируется 
и поддерживается за счет физических и биологических 
изменений, обусловленных основным заболеванием, 
и образует систему, способствующую прогрессирова-
нию болезни: большое количество факторов, форми-
рующих микросреду опухолевых клеток, обеспечивает 
их пролиферацию и подвижность, регулирует поведе-
ние клеток, способствуя гетерогенности опухоли, 
и различную эффективность химиотерапии.

Представляя собой значительную клиническую 
проблему, асцит при РЯ открывает широкие возмож-
ности в его изучении. Благодаря доступности асцити-
ческая жидкость становится отличным объектом 
для исследования механизмов опухолевой прогрессии, 
поиска прогностических маркеров, изучения молеку-
лярного профиля. Решение проблемы асцита при РЯ 
напрямую связано с перспективой появления новых 
возможностей для терапии диссеминированного РЯ.

Представленные собственные данные свидетель-
ствуют о  значимости изучения параметров системы 
IFR в асцитической жидкости, указывают на множе-
ственные взаимосвязи между уровнями IGFs в асците 
и  уровнями IGF и  IGFBPs в  опухоли. Кроме этого, 
уровень белков системы IGF существенно зависит 
от  объема асцитической жидкости, что  согласуется 
с представлениями о различном молекулярном про-
филе низкодифференцированных серозных аденокар-
цином c малым (<200 мл) и большим (>1000 мл) объ-
емом асцита.

Каждая из имеющихся составляющих асцита может 
представлять отдельный интерес для  исследований. 
Ключевое результирующее подобных исследований 
может открыть перед нами возможность новых вари-
антов как диагностики, так и лечения РЯ.
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Синдром Линча продолжительное время являлся синонимом наследственного неполипозного колоректального рака, однако после 
картирования генов системы репарации неспаренных оснований ДНК (MMR) и выделения синдрома Линча в самостоятельную 
единицу в группе наследственного неполипозного колоректального рака определился ряд схожих синдромов, фенотипически ми-
микрирующих с наиболее частым наследственным вариантом рака толстой кишки, но генетически представляющих собой ге-
терогенную группу. В настоящей статье описаны современные представления о клинических и генетических характеристиках 
синдрома Линча и подобных ему состояний.

Ключевые слова: синдром Линча, Линч-подобный синдром, наследственный неполипозный колоректальный рак, рак толстой кишки
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Clinical and genetic aspects of differential diagnostics of hereditary non-polyposis colorectal cancer
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Lynch syndrome was synonymous with hereditary non-polyposis colorectal cancer for a long time, however, mapping of the DNA mismatch 
repair (MMR) genes has led to distinguish Lynch syndrome as an independent syndromic unit from a number of Lynch-like syndromes that 
phenotypically mimic with the most frequent hereditary variant of colon cancer but genetically representing quite a heterogeneous group. This 
article presents up to date clinical and genetic characteristics of Lynch syndrome and Lynch-like conditions.

Key words: Lynch syndrome, Lynch-like syndrome, colorectal cancer, hereditary non-polyposis colorectal cancer

For citation: Semyanikhina A. V., Rasulov A. O., Lyubchenko L. N. Clinical and genetic aspects of differential diagnostics of hereditary non-
polyposis colorectal cancer. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2019;6(2):21–7.

В подавляющем большинстве случаев (~70 %) рак 
толстой кишки (РТК) является спорадическим, т. е. об-
условленным чередой молекулярно-генетических изме-
нений в клетках эпителия толстой кишки [1, 2]. Пример-
но у трети больных РТК удается проследить отягощенный 
онкологический семейный анамнез, но лишь у 2–3 % 
диагностируют герминальный дефект, ассоциированный 
с наследственным вариантом колоректального рака, са-
мым частым из которых является синдром Линча (СЛ), 
составляющий 2–4 % всех случаев РТК [2, 3].

В целом наследственный неполипозный колорек-
тальный рак можно условно подразделить на 2 группы: 

вариант с микросателлитной нестабильностью (micro
satellite instability, MSI) и  герминальными мутациями 
в  генах системы репарации неспаренных оснований 
ДНК (MMR) и  наследственный рак с  интактной си
стемой репарации, т. е. с отсутствием MSI [4]. В 1‑ю группу 
входят СЛ и синдром конститутивного дефицита в сис-
теме репарации (биаллельная герминальная инактивация 
генов системы MMR). Вторая группа включает синдром, 
ассоциированный с мутациями в генах POLE, POLD1, 
и семейный колоректальный рак типа X (СКРТX).

Подтверждение генетического диагноза позволяет 
определить стратегию клинического наблюдения 
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и профилактики, лечения и прогнозирования течения 
заболевания у больных наследственным неполипозным 
колоректальным раком и их родственников.

Синдром Линча (OMIM 120435)
Синдром Линча – высокопенетрантный аутосомно-

доминантный наследственный онкологический син-
дром, ассоциированный с повышенным риском раз-
вития злокачественных новообразований (ЗНО) 
желудочно-кишечного тракта, в первую очередь РТК, 
а также рака эндометрия у женщин [5]. Впервые син-
дром описан в 1966 г. Генри Линчем и соавт. [6]. Позднее 
был предложен термин «неполипозный колоректальный 
рак» в целях дифференцирования данного состояния 
и полипозных вариантов РТК. В 1984 г. название «син-
дром Линча» было окончательно закреплено и исполь-
зуется по настоящее время в клинической практике [7]. 
Ежегодно в  мире диагностируется около 36–60 тыс. 
случаев РТК, ассоциированных с СЛ [8]. По данным 
популяционных исследований, СЛ диагностируют 
в 1 из 35 и в 1 из 56 вновь зарегистрированных случаев 
РТК и рака тела матки (РТМ) соответственно [9, 10].

Риск развития РТК в составе СЛ составляет 52–82 % 
по сравнению с общепопуляционным, где данный по-
казатель составляет около 5 % [11, 12]. РТМ является 
2‑й самой частой злокачественной опухолью с 40–60 % 
риском манифестации у женщин [11]. В структуре об-
щей заболеваемости РТМ у женщин на долю Линч-
ассоциированных форм приходится около 2–3 % [10, 
13]. Другие ЗНО, встречающиеся в составе СЛ, а также 
риски их развития представлены в таблице.

С  внедрением в  научную клиническую практику 
технологий секвенирования нового поколения (next 
generation sequencing, NGS) спектр ЗНО, ассоцииро-
ванных с СЛ, продолжает расширяться. Так, в иссле-
довании L. A.  Schwark и  соавт. представлены данные 
о соматическом и герминальном профилях более 15 тыс. 
образцов опухолей различной локализации. Показано, 
что почти половина ЗНО с высоким уровнем MSI и гер-
минальными мутациями в генах системы MMR не от-
носились к РТК или РТМ, но представляли собой ши-
рокий спектр ЗНО, включая опухоли, не относящиеся 
к СЛ. Среди последних выявлены мягкотканные сар-
комы, мезотелиомы, герминогенные опухоли, меланома, 
опухоли центральной нервной системы и др. [14].

Тем  не  менее новообразования толстой кишки 
остаются ведущим клиническим проявлением СЛ. Для 
Линч-ассоциированного РТК характерно классическое 
развитие злокачественной опухоли из  предшеству
ющей аденомы (тубулярной, реже – виллезной или ту-
було-виллезной) с интервалом развития около 5 лет. 
При спорадическом РТК средний временной интервал 
эволюции аденомы в  рак составляет 10  лет [15, 16]. 
В последнее время теория молекулярного патогенеза 
РТК у пациентов с СЛ претерпела изменения в пользу 
феномена dMMR (DNA mismatch repair deficiency) 
как позднего молекулярно-генетического события, в то 

время как на ранних этапах Линч-ассоциированные 
полипы возникают и развиваются аналогично спора-
дическим. Биаллельное выключение генов MMR-си
стемы, происходящее на поздних этапах, как отмечено 
ранее, приводит к накоплению соматических мутаций 
(в том числе MSI), что, в свою очередь, значительно 
ускоряет развитие опухоли до инвазивного рака [17].

Рак толстой кишки как компонент СЛ характери-
зуется рядом клинико-морфологических особенностей 
[1, 4, 5, 18]:

• средний возраст манифестации РТК составляет 
45–50 лет;

• тенденция к правосторонней локализации опухо-
левого очага (в более молодом возрасте – поражение 
дистальных отделов ободочной и прямой кишки);

• повышенный риск развития синхронных и  ме-
тахронных ЗНО толстой кишки (16 и 41 % соот-
ветственно к 10 и 20 годам наблюдения после ди-
агностирования первичной опухоли);

• наличие единичных полипов толстой кишки (для 
СЛ нехарактерно множественное полипозное по-
ражение, однако единичные полипы могут встре-
чаться и появляться на протяжении жизни);

• морфологически Линч-ассоциированный РТК 
характеризуется вариабельной гистологической 
картиной: наряду с классическими аденокарци-
номами кишечного типа наблюдается высокая 
частота муцинозных аденокарцином, медулляр-
ного и перстневидноклеточного рака;

• высокий процент образований с низкой степенью 
дифференцировки;

• наличие муцинозного компонента и перстневид-
ных клеток в опухоли;

• лимфоцитарная инфильтрация опухоли.
В 1993 г. герминальные мутации в гене MSH2 впер-

вые описаны как этиологический фактор развития СЛ 
[19]. В последующем были открыты другие ключевые 
звенья системы MMR: гены MLH1, MSH6, PMS2, на-
следуемые мутации в которых наряду с утратой экс-
прессии гена MSH2 вследствие протяженных делеций 
в  гене EPCAM задействованы в  канцерогенезе ЗНО 
у пациентов с СЛ [1, 20, 21]. Примерно в 80–90 % слу-
чаев патологические изменения затрагивают гены 
MLH1 и  MSH2, в  6–10 % – MSH6, гораздо реже – 
PMS2 и  EPCAM. В  зависимости от  генотипа риски 
развития ЗНО в составе СЛ разнятся. У пациентов-
носителей патологического генотипа MLH1 в подав-
ляющем большинстве случаев доминируют опухоли 
толстой кишки, тогда как MSH2‑генотип характери-
зуется более высокой частотой ЗНО внекишечных 
локализаций [22]. Герминальные мутации в гене MSH6 
ассоциированы с меньшим риском развития РТК и бо-
лее высоким риском РТМ по сравнению с изменени-
ями в генах MLH1 и MSH2. Наиболее показательны 
различия для  носителей патологического генотипа 
в  PMS2, риск РТК в  данном случае не  превышает 
15–20 %, риск РТМ  – 15 %, а  средний возраст 
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манифестации РТК приходится на 6–7‑е десятилетие 
жизни [24].

Совокупность анамнестических, клинических и мор
фологических данных позволяет на первичном этапе иден-
тифицировать пациентов с  формально-генетическим 
диагнозом СЛ. Согласно разработанным международ-
ным критериям «Амстердам II» СЛ можно предпола-
гать у пациентов с РТК или любым другим /другими 
ЗНО в составе СЛ (РТМ, рак тонкой кишки, рак моче-
точника, рак почки), при наличии не менее 3 родст-
венников со ЗНО из спектра СЛ, а также при соответ-
ствии следующим критериям [28]:

• наличие 1 пораженного родственника I степени 
родства;

• накопление ЗНО не менее чем в 2 поколениях;
• наличие не менее 1 родственника со ЗНО из спек-

тра СЛ с манифестацией заболевания в возрасте 
до 50 лет;

• все ЗНО должны быть верифицированы морфоло-
гически;

• семейный аденоматозный полипоз должен быть 
исключен.
Примерно в 50 % случаев у пациентов с подозре-

нием на СЛ при клинико-анамнестическом соответ-
ствии критериям «Амстердам II» будет выявлен гер-
минальный дефект в системе генов MMR. Согласно 
последним представленным статистическим данным 
68 % больных с СЛ будут пропущены на додиагности-
ческом этапе в связи c их несоответствием критериям 
«Амстердам II» [29].

Патологические изменения в системе MMR при-
водят к появлению микросателлитной нестабильности, 
характеризующейся изменением числа микросателлит-
ных повторов в опухолевой ДНК. MSI играет важную 
роль в регуляции клеточного цикла, дифференцировки, 
апоптоза и ответа на специфическое лечение. Более чем 
в 90 % случаев РТК в составе СЛ характеризуется высоким 
уровнем MSI (MSI-High), тогда как в спорадических опу-
холях этот показатель составляет 10–15 % [1]. Диагности-
ческое значение статуса MSI-Low для исключения СЛ 

Риск развития различных ЗНО в составе синдрома Линча (адаптировано из [18])

Risk of development of various MTs in LS (adapted from [18])

ЗНО 
MT

Общепопуля
ционный 
риск, % 

Populational  
risk, %

MLH1 / MSH2 [11, 12] MSH6 [12, 23] PMS2 [24] 

Риск, % 
Risk, %

Средний 
возраст 

манифеста-
ции, лет 
Mean age 

of manifes-
tation, years

Риск, % 
Risk, %

Средний 
возраст 

манифеста-
ции, лет 
Mean age 

of manifes-
tation, years

Риск, % 
Risk, %

Средний 
возраст 

манифеста-
ции, лет 
Mean age  

of manifestation, 
years

Рак толстой кишки 
Colon cancer

4,5 52–82 44–61 10–22 54 15–20 61–66

Рак тела матки 
Uterine cancer

2,7 25–60 48–62 16–26 55 15 49

Рак желудка 
Stomach cancer

<1 8–13 56 ≤3 63 + 70–78

Рак яичников 
Ovarian cancer

1,6
≤24 

[12, 25] 
43–45 1 [12, 25] 46 + 42

ЗНО гепатобилиарной 
системы 
MTs of the hepatobiliary system

<1 1–4 50–57 н / д 
na

н / д 
na

+ н / д 
na

ЗНО мочевыводящей системы 
MTs of the urinary system

<1 1–7 [26] 54–60 <1 65 + н / д 
na

ЗНО тонкой кишки 
MTs of the small intestine

<1 3–6 47–49 н / д 
na

54 + 59

Опухоли головного мозга 
Brain tumors

<1 1–3 ~50 н / д 
na

н / д 
na

+ 45

Опухоли сальных желез 
Tumors of the sebaceous glands

<1 1–9 н / д 
na

н / д 
na

н / д 
na

н / д 
na

н / д 
na

Опухоли поджелудочной 
железы 
Pancreatic tumors

<1 1–6 [27] н / д 
na

н / д 
na

н / д 
na

н / д 
na

н / д 
na

Примечание. ЗНО – злокачественное новообразование; н / д – нет данных; «+» – кумулятивный риск развития рака почки, рака 
желудка, рака яичников, рака тонкой кишки, рака мочеточника и ЗНО головного мозга составляет 6 % к 70‑летнему возрасту [24]. 
Note. MTs – malignant tumor; LS – Lynch syndrome; na – not available; “+” – cumulative risk of renal, stomach, ovarian, intestinal, ureteral cancers 
and brain tumors is 6 % by the age of 70 years [24].



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  
/ 

 A
D

VA
N

C
ES

 I
N

 M
O

LE
C

U
LA

R
 O

N
C

O
LO

G
Y 

  2
, 

2
0

1
9

24 ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ	 ТОМ 6 / VOL. 6

остается неясным, часто этот показатель встречается 
при соматической инактивации гена MSH3 [30].

Иммуногистохимическая (ИГХ) оценка MSI в образ
цах РТК позволяет выявлять отсутствие или снижение 
экспрессии генов системы MMR, при этом часто ди-
агностируют сочетанное «выключение» (отсутствие 
экспрессии) MSH2 с MSH6 либо MLH1 с PMS2. Изоли-
рованная потеря экспрессии одного из генов MSH2, 
MSH6 и PMS2 специфична для СЛ. Изменение экс-
прессии гена MLH1 в 12 % спорадических форм РТК 
может быть обусловлено метилированием его промо-
торной области и ассоциировано с CIMP-фенотипом 
и  соматическими мутациями в  гене BRAF, наличие 
которых ставит под сомнение диагноз СЛ у пациента.

Для более эффективного клинического отбора па-
циентов с подозрением на СЛ были разработаны, а по-
зже пересмотрены и дополнены критерии Бетезда [31]. 
Согласно этим критериям ИГХ-исследование в целях 
оценки экспрессии генов системы MMR или анализ 
статуса MSI при ПЦР-тестировании должны выпол-
няться в случаях:

• РТК, диагностированного в возрасте моложе 50 лет;
• синхронного, метахронного РТК или  сочетания 

РТК с другими ЗНО из спектра СЛ;
• РТК с гистологическими особенностями у пациен-

та в возрасте до 60 лет: с лимфоидной инфильтра-
цией с фолликулами (кроноподобными изменени-
ями), с муцинозной или перстневидноклеточной 
дифференцировкой опухоли, с медуллярным под-
типом РТК;

• если пациент с РТК имеет отягощенный семейный 
анамнез: родственника, страдавшего ЗНО из спек-
тра СЛ в возрасте до 50 лет, либо 1 родственника 
с Линч-ассоциированным заболеванием, незави-
симо от возраста манифестации ЗНО.
Критерии Бетезда чувствительнее Амстердамских, 

однако они не позволят отобрать для дальнейшей ди-
агностики 50 % больных с СЛ [18]. В одном из иссле-
дований герминальные мутации в генах MLH1 и MSH2 
были выявлены только в 65 % случаев РТК, которые 
соответствовали критериям Бетезда [32].

Разработаны также статистические модели, опре-
деляющие риск диагноза СЛ у пациентов. К ним от-
носятся PREMM5 [33], MMRpredict [34] и MMRpro 
[35]. Данные программы эффективны и у здоровых лиц 
из группы риска в случае отягощенного онкологиче-
ского семейного анамнеза и невозможности оценки 
MSI на опухолевом материале ввиду его отсутствия.

В 2016 г. в обновленных рекомендациях NCCN (Na-
tional Comprehensive Cancer Network) предложен универ-
сальный скрининг СЛ для всех вновь диагностированных 
случаев РТК с оценкой статуса MSI либо посредством 
ПЦР-тестирования, либо ИГХ-исследования [18].

Линч-подобный синдром
К  истинному Линч-подобному синдрому (ЛПС) 

принято относить РТК с биаллельной соматической 

инактивацией генов системы MMR при  отсутствии 
герминальных мутаций, метилирования промоторной 
области гена MLH1 и других признаков зубчатого кан-
церогенеза (по аналогии с СЛ при ЛПС опухолям тол-
стой кишки предшествуют классические тубуло-вил-
лезные аденомы с  диким типом гена BRAF) [4]. 
Существует не менее 4 возможных молекулярных ме-
ханизмов ЛПС:

• герминальные мутации в других генах (не MMR), 
приводящие к развитию MSI;

• герминальные мутации в  системе MMR-генов, 
не определяемые стандартными молекулярно-ге-
нетическими методами;

• биаллельные соматические мутации в системе 
MMR-генов;

• мозаицизм, не  выявляемый в  ДНК, выделенной 
из лимфоцитов периферической крови [36].
В среднем на долю ЛПС приходится около 50–60 % 

всех случаев РТК с MSI-High [37–39]. В работе M. An-
telo и соавт. из 14 больных РТК с MSI-High в возрасте 
до 50 лет СЛ подтвержден только у 43 % пациентов, 
а в 57 % случаев диагностирован ЛПС [37].

Синдром конститутивного дефицита в системе 
репарации (синдром биаллельной инактивации 
генов системы репарации неспаренных оснований, 
constitutional (biallelic) mismatch repair deficiencе 
syndrome, C (B)  MMRD) (OMIM 276300)
Данный синдром является редкой наследственной 

патологией, обусловленной биаллельной инактивацией 
генов системы MMR и ассоциированной с повышен-
ным риском развития и манифестацией ЗНО в пара-
доксально раннем возрасте. Заболевание развивается 
при  наследовании от  обоих родителей инактивиру
ющих герминальных мутаций, которые в подавляющем 
большинстве случаев встречаются в генах MSH6 и PMS2. 
При этом сами родители зачастую являются «здоровы-
ми» носителями патологического генотипа без прояв-
ления признаков СЛ вследствие невысокой пенетрант-
ности указанных генов в  гетерозиготном состоянии 
[12, 23, 24]. По данным международного консорциума 
CMMRD, при анализе 20 родословных больных с син-
дромом CMMRD в анамнезе ни у одного из родителей 
пациентов онкологический диагноз за период наблю-
дения не регистрировали [40].

Клинические проявления синдрома CMMRD вклю
чают опухолевые поражения головного мозга, РТК 
и другие ЗНО желудочно-кишечного тракта, гемобла-
стозы (лейкозы и лимфомы – чаще Т-клеточные ва-
рианты) с манифестацией ЗНО в раннем детском воз-
расте при  наиболее агрессивном варианте течения 
указанного синдрома. Другие, реже встречающиеся 
ЗНО – рабдомиосаркомы, опухоли Вильмса и нейро-
бластомы.

В детском возрасте опухоли головного мозга являются 
самыми частыми проявлениями синдрома CMMRD [41]. 
Среди гистологических вариантов доминируют глиомы 
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высокой степени злокачественности, реже нейроэктодер-
мальные опухоли и медуллобластомы.

Аденоматозные полипы толстой и тонкой кишки 
являются характерной чертой данного синдрома. Чи-
сло полипов варьирует от единичных до 50. Описаны 
случаи полипозного поражения желудка [42]. По срав-
нению с синдромом ювенильного полипоза, который 
проявляется достаточно рано эпизодами безболевых 
ректальных кровотечений [43], аденоматозные полипы 
при CMMRD бессимптомны. При этом для таких по-
липов характерна быстрая опухолевая прогрессия, 
закономерная для всех dMMR-опухолей [20, 21].

Примерно в 2 / 3 случаев у пациентов с синдромом 
CMMRD диагностируют РТК, средний возраст мани-
фестации которого составляет 16 лет [40–42]. В отли-
чие от СЛ РТК у больных с CMMRD чаще диагности-
руют в левых отделах толстой кишки [44].

Практически все случаи CMMRD сопровождают-
ся кожными проявлениями в виде пятен цвета «кофе 
с молоком», что может фенотипически имитировать 
нейрофиброматоз I типа. Пятна при CMMRD имеют 
характерные черты, позволяющие отличить их от клас-
сических факоматозных: на  гиперпигментированном 
фоне отмечаются частые малопигментированные участ-
ки, при этом границы пятен нечеткие с диффузным 
распределением пигмента [40].

Спектр опухолевого поражения CMMRD необхо-
димо дифференцировать с синдромом Ли–Фраумени 
и семейным аденоматозным полипозом. Так, сочетание 
опухолевого поражения головного мозга и полипоза 
толстой кишки составляет «ядро» синдрома Тюрко, 
впервые описанного J.  Turcot и  соавт. в  1959  г. [45]. 
В молекулярном патогенезе данного синдрома можно 
условно выделить 2 ведущих механизма. Согласно F. Paraf 
и соавт. синдром Тюрко, или BTP-синдром (Brain Tu-
mour-Poliposis), можно классифицировать как ВТР I 
типа с ранней манифестацией злокачественных глиом 
и полипов толстой кишки без тотального полипозно-
го поражения, обусловленного нарушениями в систе-
ме генов MMR, и ВТР II типа, при котором опухоли 
головного мозга (чаще медуллобластомы) в сочетании 
с классическими кишечными проявлениями у паци-
ентов являются следствием синдрома семейного аде-
номатозного полипоза, ассоциированного с  герми-
нальными мутациями в гене APC [46].

Аналогично СЛ, для CMMRD характерен высокий 
уровень MSI ввиду патологических изменений в системе 
MMR. В ряде исследований было показано, что у паци-
ентов с  первично-множественными ЗНО в  составе 
CMMRD выявляется различный статус MSI в зависимо-
сти от локализации опухоли [41, 42]. Так, стабильный уро-
вень экспрессии генов системы репарации MMR харак-
терен для опухолей головного мозга и гемобластозов [41]. 
В аденомах с низкой степенью дисплазии чаще выявля-
ется MSS, а в аденомах с высокой – MSI-High. Низкая 
информативность оценки MSI с помощью ПЦР-диагно-
стики в качестве скринингового метода для исключения 

CMMRD позволяет рассматривать ИГХ-оценку экспрессии 
генов системы MMR в качестве первичного теста при ве-
рификации генетического диагноза [40, 41]. При  этом 
ДНК-тестирование герминальных мутаций в генах сис-
темы MMR не всегда позволяет выявить этиологический 
молекулярный дефект. Ген PMS2 имеет порядка 20 псев-
догенов, и более чем в 30 % случаев диагностируют вари-
анты с неизвестным клиническим значением или VUS 
(Variants of Uncertain Significance), что усложняет подтвер-
ждение генетического диагноза [14].

Синдром, ассоциированный  
с мутациями в генах POLE, POLD1
Синдром, ассоциированный с мутациями в генах 

POLE, POLD1 (Рolymerase Рroof Reading Associated 
Polyposis Syndrome, PPAP), – редкое заболевание 
с аутосомно-доминантным типом наследования, об-
условленное герминальными мутациями в экзонукле-
азном домене генов POLE или POLD1. Впервые PPAP 
описан как самостоятельная единица в 2013 г., т. е. это 
один из новых синдромов наследственного РТК [47].

Для данного синдрома описаны 2 высокопенетрант-
ные мутации: в  генах POLE (р. Leu424Val) и  POLD1 
(р.Ser478Asn), реже встречаются другие генетические 
изменения [47]. Хромосомная нестабильность с драй-
верными мутациями в генах APC и RAS является пер-
вичным механизмом канцерогенеза при PPAP [47].

У пациентов-носителей герминальных мутаций в ге-
не POLE наблюдаются полипоз толстого кишечника 
(5–70 полипов, с манифестацией заболевания в воз-
расте около 20 лет), РТК, а также аденомы и ЗНО две-
надцатиперстной кишки. Патологический POLE-фено-
тип характеризуется полипозом толстого кишечника 
(3–50 полипов, с манифестацией заболевания в воз-
расте около 20  лет), повышенным риском развития 
РТК, РТМ и опухолей головного мозга.

В целом для гена PPAP характерна высокая пене-
трантность. В работе C. Palles и соавт. в 3 родословных 
удалось проанализировать 23 пораженных члена семьи, 
у 13 из которых был диагностирован РТК, у 19 – по-
липоз толстой кишки [47]. Вариабельность клиниче-
ской картины синдрома, ассоциированного с мутаци-
ями в генах POLE, POLD1, определяет необходимость 
проведения дифференциальной диагностики данного 
состояния в отношении СЛ, семейного аденоматозно-
го полипоза и MUTYH-ассоциированного полипоза.

Несмотря на  гипермутабельный статус опухолей 
при синдроме PPAP, где частота мутаций в 100 раз вы-
ше, чем в спорадических опухолях с MSS, при ЗНО 
в составе PPAP MSI отсутствует [47]. Стабильный ста-
тус системы репарации MSS при PPAP является ос-
новным критерием для исключения СЛ при совпаде-
нии клинических проявлений заболевания.

Семейный колоректальный рак типа X
К СКРТХ относятся случаи РТК, соответствующие 

Амстердамским критериям для  отбора пациентов 
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Л И Т Е Р А Т У Р А / R E F E R E N C E S

с подозрением на СЛ, однако при ДНК-диагностике 
у таких пациентов обнаруживают стабильность систе-
мы репарации (MSS / MSI–L) и отсутствие герминаль-
ных мутаций в генах системы MMR [2, 33]. Согласно 
ряду исследований около 50 % пациентов, отвечающих 
критериям «Амстердам I–II», будут отнесены в после-
дующем в группу СКРТX [48].

Для РТК в составе синдрома СКРТX характерны бо-
лее поздний возраст манифестации по сравнению с СЛ, 
преимущественно левостороннее поражение толстой 
кишки, невысокая частота лимфоцитарной инфильтра-
ции опухоли и  ее окружения, более высокая степень 
опухолевой дифференцировки и медленная по сравнению 
с СЛ опухолевая прогрессия [48]. Риск развития ЗНО тол-
стой кишки у  пациентов с  СКРТX повышен в  2 раза 
по сравнению с общепопуляционным [49].

При СКРТХ частота вторых и последующих пер-
вичных опухолей другой локализации не превышает 
аналогичный показатель при спорадическом РТК [49].

Этиология СКРТX остается пока неясной. Для описа-
ния патогенеза этого генетически гетерогенного синдрома 
предложен ряд локусов и генов: PLA2G2A, EXO1, DUSP10, 

ODC1, TGFBR2, MF12, MYNN, TLR2, PKHD1, EIF3H, POU5F1P1, 
DQ515897, MYC, DQ515897, DQ486513, CB104826, POU5F1, 
TGFBR1, PTCH, XPA, SYK, GALNT12, TLR4, CCND1, COLCA2, 
COLCA1, C11orf53, POU2AAF1, LARP4, DIP2B, ATF1, POLE, 
BRCA2, KLF5, KLF12, LMO7, C12orf17, SPRY2, GPC5, MYCBP2, 
POU4F1, BMP4, GOLGA5, GREM1, SCG5, CRAC1, FMN1, H1C1, 
CDH1, SMAD7, RHPN2, BMP2, LA, MA5, CHEK2 [48].

На 1‑м этапе генетическая диагностика наследствен-
ного неполипозного колоректального рака может вызвать 
затруднения вследствие гетерогенности и перекреста фе-
нотипических проявлений в  этой группе синдромов. 
Определение статуса MSI с помощью ПЦР-диагностики 
и / или  ИГХ-тестирования, исключение соматических 
BRAF-мутаций при подозрении на СЛ и герминальных 
мутаций в генах APC и MUTYH при олигополипозе, ди-
агностика протяженных мутаций, в том числе в гене EP-
CAM, применение мультигенных панелей для таргетного 
секвенирования позволяют верифицировать диагноз 
наследственного рака, а также персонифицировать ди-
агностику, лечение и профилактику РТК у больных с по-
дозрением на наследственный неполипозный колорек-
тальный рак.



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  
/ 

 A
D

VA
N

C
ES

 I
N

 M
O

LE
C

U
LA

R
 O

N
C

O
LO

G
Y 

   
2

, 
2

0
1

9

27ТОМ 6 / VOL. 6 	 ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ

21. Nicolaides N.C., Papadopoulos N., Liu B. 
et al. Mutations of two PMS homologues 
in hereditary nonpolyposis colon cancer. 
Nature 1994;371(6492):75–80. 
DOI: 10.1038/371075a0.

22. Vasen H.F., Stormorken A., Menko F.H. 
et al. MSH2 mutation carriers are at higher 
risk of cancer than MLH1 mutation 
carriers: a study of hereditary nonpolyposis 
colorectal cancer families. J Clin Oncol 
2001;19(20):4074–80. 
DOI: 10.1200/JCO.2001.19.20.4074.

23. Baglietto L., Lindor N.M., Dowty J.G. 
et al. Risks of Lynch syndrome cancers 
for MSH6 mutation carriers. J Natl 
Cancer Inst 2010;102(3):193–201. 
DOI: 10.1093/jnci/djp473. 

24. Senter L., Clendenning M., Sotamaa K. 
et al. The clinical phenotype of Lynch 
syndrome due to germ-line PMS2 
mutations. Gastroenterology 
2008;135(2):419–28. 
DOI: 10.1053/j.gastro.2008.04.026.

25. Møller P., Seppälä T., Bernstein I. et al. 
Cancer incidence and survival in Lynch 
syndrome patients receiving colonoscopic 
and gynaecological surveillance: first 
report from the prospective Lynch syn
drome database. Gut 2017;66(3):464–72. 
DOI: 10.1136/gutjnl-2015-309675. 

26. Joost P., Therkildsen C., Dominguez-
Valentin M. et al. Urinary tract cancer 
in Lynch syndrome; increased risk 
in carriers of MSH2 mutations. 
Urology 2015;86(6):1212–7. 
DOI: 10.1016/j.urology.2015.08.018.

27. Kastrinos F., Mukherjee B., Tayob N. et al. 
Risk of pancreatic cancer in families with 
Lynch syndrome. JAMA 2009;302(16): 
1790–5. DOI: 10.1001/jama.2009.1529.

28. Vasen H.F., Watson P., Mecklin J.P., 
Lynch H.T. New clinical criteria for hereditary 
nonpolyposis colorectal cancer (HNPCC, 
Lynch syndrome) proposed by the Inter
national Collaborative group on HNPCC. 
Gastroenterology 1999;116(6):1453–6. 
DOI: 10.1016/S0016-5085(99)70510-X.

29. Barnetson R.A., Tenesa A., 
Farrington S.M. et al. Identification and 
survival of carriers of mutations in DNA 

mismatch-repair genes in colon cancer. 
N Engl J Med 2006;354(26):2751–63. 
DOI: 10.1056/NEJMoa053493.

30. Haugen A.C., Goel A., Yamada K. et al. 
Genetic instability caused by loss of MutS 
homologue 3 in human colorectal cancer. 
Cancer Res 2008;68(20):8465–72. 
DOI: 10.1158/0008-5472.CAN-08-0002.

31. Umar A., Boland C.R, Terdiman J.P. et al. 
Revised Bethesda Guidelines for here
ditary nonpolyposis colorectal cancer 
(Lynch syndrome) and microsatellite 
instability. J Natl Cancer Inst 2004;96(4): 
261–8. DOI: 10.1093/jnci/djh034.

32. Raedle J., Trojan J., Brieger A. et al. 
Bethesda guidelines: relation to micro
satellite instability and MLH1 promoter 
methylation in patients with colorectal 
cancer. Ann Intern Med 2001; 135(8 Pt 
1):566–76. DOI: 10.7326/0003-4819-135-
8_Part_1-200110160-00007.

33. http://premm.dfci.harvard.edu/.
34. http://hnpccpredict.hgu. mrc.ac.uk/.
35. http://www4.utsouthwestern.edu/

breasthealth/cagene/.
36. Boland C.R. The mystery of mismatch 

repair deficiency: Lynch or Lynch-like? 
Gastroenterology 2013;144(5):868–70. 
DOI: 10.1053/j.gastro.2013.03.014.

37. Antelo M., Golubicki M., Roca E. et al. 
Lynch-like syndrome is as frequent as 
Lynch syndrome in early-onset non-
familial non-polyposis colorectal cancer. 
Int J Cancer 2019. 
DOI: 10.1002/ijc.32160.

38. Haraldsdottir S., Hampel H., Tomsic J. 
et al. Colon and endometrial cancers with 
mismatch repair deficiency can arise from 
somatic, rather than germline, mutations. 
Gastroenterology 2014;147(6):1308–16e1. 
DOI: 10.1053/j.gastro.2014.08.041.

39. Geurts-Giele W.R., Leenen C.H., 
Dubbink H.J. et al. Somatic aberrations 
of mismatch repair genes as a cause of micro
satellite-unstable cancers. J Pathol 2014; 
234(4):548–59. DOI: 10.1002/path.4419.

40. Durno C.A., Sherman P.M., Aronson M. 
et al. Phenotypic and genotypic 
characterisation of biallelic mismatch 
repair deficiency (BMMR-D) syndrome. 

Eur J Cancer 2015;51(8):977–83. 
DOI: 10.1016/j.ejca.2015.02.008.

41. Bakry D., Aronson M., Durno C. Genetic 
and clinical determinants of constitutional 
mismatch repair deficiency syndrome: 
report from the constitutional mismatch 
repair deficiency consortium. Eur J Cancer 
2014;50(5):987–96. 
DOI: 10.1016/j.ejca.2013.12.005. 

42. Durno C.A., Holter S., Sherman P.M., 
Gallinger S. The gastrointestinal 
phenotype of germline biallelic mismatch 
repair gene mutations. Am J Gastroenterol 
2010;105(11):2449–56. 
DOI: 10.1038/ajg.2010.215. 

43. Durno C.A. Colonic polyps in children 
and adolescents. Can J Gastroenterol 2007; 
21(4):233–9. DOI: 10.1155/2007/401674.

44. Herkert J.C., Niessen R.C., Olderode-
Berends M.J. et al. Paediatric intestinal 
cancer and polyposis due to bi-allelic 
PMS2 mutations: case series, review and 
follow-up guidelines. Eur J Cancer 
2011;47(7):965–82. 
DOI: 10.1016/j.ejca.2011.01.013.

45. Turcot J., Despres J.P., Pierre F. Malignant 
tumors of the central nervous system asso
ciated with familial polyposis of the colon: 
report of two cases. Dis Colon Rectum 
1959;2:465–8. DOI: 10.1007/BF02616938.

46. Paraf F., Jothy S., Van Meir E.G. Brain 
tumor-polyposis syndrome: two genetic 
diseases? J Clin Oncol 1997;15:2744–58. 
DOI: 10.1200/JCO.1997.15.7.2744.

47. Palles C., Cazier J.B., Howarth K.M. et al. 
Germline mutations affecting 
the proofreading domains of POLE and 
POLD1 predispose to colorectal adenomas 
and carcinomas. Nat Genet 2013;45(2): 
136–44. DOI: 10.1038/ng.2503.

48. Zetner D.B., Bisgaard M.L. Familial 
colorectal cancer type X. Curr Genomics 
2017;18(4):341–59. DOI: 10.2174/ 
1389202918666170307161643. 

49. Lindor N.M., Rabe K., Petersen G.M. 
et al. Lower cancer incidence in Amster
dam-I criteria families without mismatch 
repair deficiency: familial colorectal cancer 
type X. JAMA 2005;293(16):1979–85. 
DOI: 10.1001/jama.293.16.1979.

Вклад авторов
А.В. Семьянихина: написание текста рукописи;
О.А. Расулов, Л.Н. Любченко: разработка дизайна исследования.
Authors’ contributions
А.V. Semyanikhina: article writing;
A.O. Rasulov, L.N. Lyubchenko: developing the research design.
ORCID авторов / ORCID of authors 
А.В. Семьянихина/A.V. Semyanikhina: https://orcid.org/0000-0001-8783-8874
А.О. Расулов/A.O. Rasulov: https://orcid.org/0000-0002-5565-615Х
Л.Н. Любченко/L.N. Lyubchenko: https://orcid.org/0000-0003-4775-3299

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Conflict of interest. The authors declare no conflict of interest.

Финансирование. Исследование проведено без спонсорской поддержки.
Financing. The study was performed without external funding.

Статья поступила: 25.03.2019. Принята к публикации: 28.05.2019.
Article received: 25.03.2019. Accepted for publication: 28.05.2019.



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  
/ 

 A
D

VA
N

C
ES

 I
N

 M
O

LE
C

U
LA

R
 O

N
C

O
LO

G
Y 

  2
, 

2
0

1
9

28 ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ	 ТОМ 6 / VOL. 6

Перспективы таргетной терапии глиом низкой степени 
злокачественности у детей
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Глиомы низкой степени злокачественности являются преобладающим большинством в структуре опухолей головного мозга у де-
тей. Достичь локального и системного контроля над опухолью возможно при полном удалении образования. Сложная локализация 
глубоко расположенных и диффузно растущих опухолей ограничивает объем оперативного вмешательства и требует поиска, 
а также совершенствования методов консервативного лечения данной нозологической группы. Необходимы более эффективные 
виды лечения как для преодоления рефрактерного течения заболевания, так и для минимизации токсичности, связанной с обычной 
адъювантной химиотерапией и различными видами лучевой терапии. С учетом того, что в основе молекулярного патогенеза боль-
шинства глиом низкой степени злокачественности лежит активация сигнальных путей МАРК (mitogen activated protein kinase) 
и mTOR (мишени рапамицина млекопитающих), наиболее перспективными агентами – таргетными препаратами являются 
BRAF, MEK и mTOR-ингибиторы. Тем не менее целый ряд других соединений был исследован в целях поиска перспективных агентов 
для  таргетной терапии при  опухолях указанного типа. Обзор суммирует новейшие данные литературы, посвященной новым 
препаратам при глиоме низкой степени злокачественности.

Ключевые слова: глиома низкой степени злокачественности, таргетная терапия, слияние BRAF:KIAA1549, мутация BRAFV600, 
субэпендимальная гигантоклеточная астроцитома, mTOR, ингибитор тирозинкиназы
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Promises of targeted therapy for low grade gliomas in children
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Low grade gliomas are the most common brain tumors in children. Total resection for operable lesion helps to achieve local and system control. 
Nevertheless, for inaccessible tumors are required more effective treatment both to overcome the refractory course of the disease, and to minimize 
toxicity with conventional adjuvant chemotherapy and various types of radiation therapy. In recent years, there has been an accelerated under-
standing of the molecular pathogenesis of some tumors in children, including low grade gliomas. Given the fact that the basis of the molecular patho-
genesis of the low grade gliomas is the activation of signaling pathways MARK (mitogen activated protein kinase) and mTOR (mammalian target 
of rapamycin), the most promising targeted agents are BRAF, MEK and mTOR inhibitors. Nevertheless, a number of other agents have been studied 
to find promising targeted therapy for this tumors type. This article summarizes the latest literature evaluating new drugs in low grade glioma.

Key words: low grade gliomas, targeted therapy, BRAF:KIAA1549 fusion, BRAFV600 mutation, subependymal giant cell astrocytoma, 
mTOR, tyrosine kinase inhibitor
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Введение
К глиомам низкой степени злокачественности 

(ГНСЗ) относятся глиальные опухоли I и II степени 
злокачественности с различными гистологическими, 

демографическими и рентгенологическими признака-
ми, которые составляют 30–40 % всех новообразова-
ний головного мозга у детей и являются самой распро-
страненной патологией в этой группе заболеваний [1]. 
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Пилоидные астроцитомы (ПА) составляют самую 
большую гистологическую подгруппу, но диагностика 
даже этого варианта опухоли может быть затруднитель-
ной, особенно когда для анализа доступно небольшое 
количество опухолевой ткани. В  случае смешанных 
глиально-нейрональных опухолей диагностика других 
гистопатологических вариантов может быть еще более 
сложной. В классификации Всемирной организации 
здравоохранения (2016 г.) для опухолей центральной 
нервной системы уже идет стыковка гистологической 
и молекулярно-генетической классификаций для дру-
гих видов опухоли. Что касается ГНСЗ, то все еще оста-
ются опухоли, которые нельзя систематизировать 
в соответствии с действующими критериями [2].

У большинства пациентов с ГНСЗ отмечены вы-
сокие показатели выживаемости, – на это влияют сте-
пень резекции опухоли, наличие диссеминации забо-
левания, а также диэнцефального синдрома [3]. Для 
многих опухолей методом выбора остается хирургиче-
ское удаление. В  случае полного удаления опухоли 
5‑летняя бессобытийная и  общая выживаемость со-
ставляют 80 и 97 % соответственно [3]. Однако при гли-
омах срединных структур (гипоталамуса, зрительного 
пути, ствола головного мозга) полное удаление опухо-
ли редкодостижимо. Для  локального и  системного 
контроля над этими опухолями используются лучевая 
и химиотерапия, последняя из которых стала 1‑й ли-
нией лечения для большинства детей, особенно млад-
шего возраста и детей с нейрофиброматозом 1‑го типа 
(НФ-1), с целью отсрочить лучевую терапию или ее 
избежать [4]. Изучение наследственных, генетически 
детерминированных заболеваний, таких как  НФ-1 
и туберозный склероз, привело к идентификации дис
регуляции сигнальных путей, лежащих в основе фор-
мирования ГНСЗ, а открытие того, что в большинстве 
педиатрических ГНСЗ происходят различные измене-
ния в  гене BRAF, привело к  изменению концепции 
самого заболевания [5, 6]. Эти новые знания уже ста-
вят под сомнение пригодность применяемого в на-
стоящее время подхода единой тактики для  всех 
доброкачественных глиом. Развитие молекулярно-
целевых методов лечения может увеличить эффектив-
ность и уменьшить токсичность на нормальное раз-
витие детского организма.

Цель работы – освещение литературы, посвящен-
ной таргетной терапии при ГНСЗ у детей.

Ингибиторы митогенактивированной протеинкиназы – 
BRAF и MEK-ингибиторы
Наиболее частые генетические изменения, выявлен-

ные в педиатрических ГНСЗ на сегодняшний день, вклю-
чают изменения в гене BRAF (v-raf murine sarcoma viral 
oncogene homolog B1). Это нижележащий член семейст-
ва RAF серин-треониновых киназ и ключевой регулятор 
пути митогенактивированной протеинкиназы (MAPK), 
ответственный за контроль над делением клеток, диф-
ференцировку и инвазию (см. рисунок) [7, 8].

Молекулярно-генетические исследования проде-
монстрировали, что в большинстве случаев ПА у детей 
встречается сегментарное удвоение 7q34 [6], приводя-
щее к слиянию гена BRAF в районе MAPK-активиру-
ющего домена и  гена KIAA1549 [5]. Образующийся 
химерный транскрипт экспрессируется в более высо-
ком количестве, чем BRAF дикого типа, потому что ин-
гибирующий домен, который обычно регулирует ак-
тивность BRAF, теряется. Это слияние является самой 
распространенной молекулярной аномалией (50–90 %) 
[9], зарегистрированной при спорадических ПА у де-
тей, особенно расположенных в задней черепной ям-
ке и при глиомах зрительного пути [9, 10]. Несмотря 
на то что слияние BRAF:KIAA1549 не встречается у па-
циентов с НФ-1 [11], мутированный белок НФ-1 также 
теряет свойственный ему ингибирующий эффект на 
активность BRAF [12], вызывая тем самым лиганд-не-
зависимую активацию MAPK-сигналинга. Все это при-
водит к усилению нисходящего сигналинга (MEK / ERK) 
и последующему увеличению пролиферации клеток. 
В настоящее время оцениваются ингибиторы нисхо-
дящего пути сигнального каскада MAPK – MEK (МАРК-
extracellular regulated kinase).

MEK-ингибиторы
Механизм действия. МЕК-1 и -2 являются белками 

подсемейства МЕК [13]. Ингибирование МЕК-1 / -2 
является перспективным подходом в лечении ГНСЗ. 
Структура молекулы MEK-1 / -2 имеет большое пре
имущество для использования ее как таргетной. Она 
содержит карман, сохранившийся только в  белках 
МЕК, что при связывании с ингибитором приводит 
нефосфорилированный МЕК-1 / -2 в  каталитически 
неактивное состояние. Благодаря уникальному кар-
ману аденозинтрифосфата (АТФ) механизм неконку-
рентного связывания АТФ не вызывает ингибирова-
ния. Это позволяет избежать нежелательных побочных 
эффектов, связанных с необратимым ингибированием 
других протеинкиназ, и не вызывает конкурирование 
с внутриклеточными концентрациями АТФ, что могло 
бы создавать ряд проблем. Иными словами, гидрофоб
ный аллостерический карман, смежный с АТФ-связы-
вающим сайтом, – уникальное отличие МЕК от других 
киназ, позволяет селективно ингибировать другой сайт, 
а не высокоспецифичную АТФ этой зоны. Было раз-
работано несколько соединений с сильной ингибитор-
ной активностью, специфичной для MEK-1 / -2 [14].

Селуметиниб – селективный пероральный неконку
рентный ингибитор АТФ, имеющий высокую специ-
фичность к МЕК-1 / -2. В настоящее время завершена 
I фаза клинического исследования (КИ) селуметини-
ба при рецидивирующих / рефрактерных детских ГНСЗ 
(см. таблицу). В исследовании были зарегистрированы 
38 детей с ГНСЗ – ПА, ганглиоглиомами, олигоден-
дроглиомами, плеоморфными ксантоастроцитомами. 
У 5 детей выявлен НФ-1. Медиана количества циклов 
селуметиниба составила 13 (от 1 до 26). Весь протокол 
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лечения (26 циклов) завершили 14 (34 %) детей, 53 % 
всех пациентов завершили как минимум 1 год (13 цик
лов) терапии.

Оценивали 3 дозы селуметиниба: 33, 43 и 25 мг / м2. 
Дозы 33 и 43 мг / м2 были чрезмерно токсичными. Се-
луметиниб в дозе 25 мг / м2 продемонстрировал удов-
летворительную переносимость и показал свою эффек-
тивность. У  19 пациентов опухолевая ткань была 
исследована на аберрации в гене BRAF: у 10 было обна-
ружено только слияние BRAF:KIAA1549, у 2 была только 
мутация BRAFV600E, у 1 – обе аберрации, у 5 не было 
ни слияния BRAF:KIAA1549, ни мутации BRAFV600E, 
и у 1 не было мутации BRAFV600E, но было недоста-
точно ткани для  оценки слияния BRAF:KIAA1549, 
хотя наличие аномалий в гене BRAF не являлось необ-
ходимым для включения в I фазу этого исследования. 
В КИ первоначальная оценка ответа со стороны опу-
холи основывалась на уменьшении контрастируемой 
части. Оно было зарегистрировано у 11 (44 %) из 25 па-
циентов, принимавших селуметиниб в дозе 25 мг / м2. 
Модифицированные критерии ответа основывались 

главным образом на уменьшении объема опухоли в ре-
жиме T2 / FLAIR. По этим критериям частичный ответ 
со стороны опухоли был у 5 (20 %) пациентов. Из них 
с частичным ответом 2 имели слияние BRAF:KIAA1549, 
у 1 была мутация BRAFV600E, у 1 – обе аберрации, 
и у 1 было недостаточно ткани для исследования. Двух-
летняя безрецидивная выживаемость у 25 пациентов, 
получивших селуметиниб в разовой дозе 25 мг / м2, со-
ставила 69 ± 9,8 % [15].

Недавно завершилась II фаза КИ селуметиниба, ко-
торая охватила более 100 детей. Уникальной частью это-
го исследования была возможность повторного лечения 
пациентов с ГНСЗ, ранее участвовавших в исследовании 
I фазы, у которых отмечен ответ или длительная стаби-
лизация заболевания по меньшей мере в течение 12 мес 
во время терапии, а рецидив произошел уже после за-
вершения лечения (ClinicalTrials.gov идентификатор 
NCT01089101). Полные результаты еще не опубликованы.

Траметиниб – малая молекула, аллостерический не
конкурентный АТФ-ингибитор MEK-1 и MEK-2‑киназ, 
ингибирует пролиферацию клеток, но не индуцирует 

Сигнальные пути, задействованные в патогенезе глиом низкой степени злокачественности, таргетные препараты. ГДФ – гуанозиндифосфат; 
ГТФ – гуанозинтрифосфат
Signal pathways involved in the pathogenesis of low-grade gliomas, targeted agents. GDP – guanosine diphosphate; GTP – guanosine triphosphate
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апоптоз. Имеется успешный опыт лечения трамети-
нибом детей с рецидивирующими / рефрактерными ПА 
с наличием слияния генов BRAF:KIAA1549. С. Miller 
и соавт. описали 2 случая у детей с неоперабельной, 
резистентной к химиотерапии ПА с уменьшением объ-
ема опухоли от 55,9 до 65,5 % после 1,5 года терапии 
[28]. L. Wagner и соавт. описали уменьшение размеров 
опухоли, нормализацию массы тела и  физического 
развития у ребенка с диэнцефальной кахексией и про-
долженным ростом глиомы зрительного пути после 
2 линий цитостатической терапии после 18 мес ле-
чения траметинибом [29]. М. Kondyli и соавт. опуб
ликовали серию наблюдений за состоянием 6 паци-
ентов с глиомами зрительного пути с рефрактерными 
к химиотерапии ПА, – в 5 опухолях обнаружено сли-
яние BRAF:KIAA1549 и в 1 случае – мутации в FGFR1 /  
NF1 / PTPN11. У 5 пациентов зарегистрирован большой 
или малый частичный ответ [30]. T. Knight и соавт. опи-
сали практически полную регрессию рефрактерной 
к химиотерапии диффузной астроцитомы (II степени 
злокачественности) через 3 мес лечения траметинибом 
у пациента с НФ-1 [31].

На данный момент завершено КИ траметиниба как 
в монотерапии у детей c различными опухолями, в том 
числе с ГНСЗ, так и в сочетании с дабрафенибом при 
опухолях с  доказанной мутацией BRAF I и  IIa фазы 
(ClinicalTrials.gov идентификатор NCT02124772). Ре-
зультаты пока не опубликованы.

MEK-ингибиторы в текущих КИ I и II фазы пока-
зали свой потенциал и рассматриваются для примене-
ния в одном из рукавов рандомизации в предстоящем 
КИ III фазы.

Несколько реже при  ГНСЗ у  детей встречаются 
точечные мутации гена BRAF. Наиболее часто сообща-
ется о мутации BRAFV600E, приводящей к замещению 
валина на глутаминовую кислоту в кодоне 600 BRAF. 
В исследовании, посвященном анализу наличия му-
таций BRAFV600E в 1320 опухолях центральной нерв-
ной системы, эта мутация была идентифицирована 
у 9 % пациентов с ПА [32]. Следует отметить, что ча-
стота ее встречаемости выше при  других подтипах 
ГНСЗ, особенно при плеоморфных ксантоастроцитах 
(66–70 %) и ганглиоглиомах (50 %) [32–34].

BRAF-ингибиторы
Механизм действия – селективное ингибирование 

BRAF серин-треониновой киназы. BRAF является 
компонентом MAPK-сигнального пути, параллельно 
с ARAF и CRAF. Подавляющее большинство мутаций 
BRAF обеспечивает конституциональную активацию 
киназы таким образом, что ее активность повышается 
в  несколько сотен раз по  сравнению c BRAF дикого 
типа. Это способствует RAS-независимой клеточной 
пролиферации и клоногенному росту. Терапевтическая 
роль BRAF-ингибиторов была установлена только 
в опухолевых клетках c наличием мутаций в гене BRAF 
V600.

Вемурафениб  – обратимый конкурентный АТФ-
ингибитор киназного домена BRAF с активирующей 
мутацией в кодоне V600E. Вемурафениб в настоящее 
время представляет собой стандарт лечения пациентов 
с метастатической меланомой с мутацией BRAFV600E. 
Опыт применения вемурафениба при  ГНСЗ у  детей 
начался с успешного лечения 13‑летней девочки с ган-
глиоглиомой ствола головного мозга с  мутацией 
BRAFV600E [35]. Положительный опыт лечения вему
рафенибом BRAFV600E-мутированной ганглиоглиомы 
у ребенка был подтвержден другими исследователями 
[36]. Вемурафениб был исследован в  монотерапии 
у 6  детей с глиомами с мутацией BRAFV600E (2 ган-
глиоглиомы, 1 плеоморфная ксантоастроцитома, 1 ган
глионейроцитома и 2 злокачественные глиомы). Ме-
диана возраста при  постановке диагноза составила 
54 мес (от 1 до 108 мес). У обоих пациентов с ганглио-
глиомой, у пациента с плеоморфной ксантоастроци-
томой и  у  1 пациента со  злокачественной глиомой 
зарегистрирован положительный ответ со  стороны 
опухоли в течение первых 6 мес [37]. F. del Bufalo и со-
авт. сообщили об опыте использования вемурафениба 
у 7 детей с ГНСЗ срединной локализации, в том числе 
продолговатого, среднего мозга, цервико-медуллярной 
локализации. Из них 6 пациентам вемурафениб был 
назначен в 1‑й линии. Полного и частичного ответа 
достигли 4 пациента, у 1 зарегистрировано прогресси-
рование заболевания, оставшиеся продолжают лечение 
[38]. При более редких младенческих ГНСЗ вемурафе-
ниб также продемонстрировал свою эффективность. 
Z. Pavelka и соавт. сообщили об опыте лечения вему-
рафенибом 11‑месячной девочки с  метастатической 
десмопластической инфантильной астроцитомой / ган-
глиоглиомой. По завершении 6 мес терапии были 
зафиксированы частичный эффект по  данным маг-
нитно-резонансной томографии (МРТ) и улучшение 
клинической симптоматики [39].

Сочетание винбластина с вемурафенибом показа-
ло свою эффективность у 2‑летнего ребенка с рециди-
вирующей пиломиксоидной астроцитомой после 3 линий 
полихимиотерапии. Лечение винбластином с вемура-
фенибом длилось 12 мес, далее ребенок получал моно-
терапию вемурафенибом. На  15‑м месяце терапии 
по данным МРТ документирован полный ответ со сто-
роны опухоли [40]. Недавно была завершена I фаза КИ 
безопасности и эффективности применения вему
рафениба при рецидивных и рефрактерных ГНСЗ  
с мутацией BRAFV600E у детей (ClinicalTrials.gov, иден-
тификатор NCT01748149). В исследование вошли 19 па-
циентов. Рекомендуемая доза для II фазы КИ для детей 
до 18 лет составила 550 мг / м2 [17]. В настоящее время 
проходит II фаза КИ.

Дабрафениб – обратимый конкурентный АТФ-ин-
гибитор, который избирательно ингибирует киназу 
BRAFV600. В I фазе исследования дабрафениба у детей 
с рецидивирующими или рефрактерными солидными 
опухолями из  15 детей с  ГНСЗ при  применении 
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дабрафениба у 8 зафиксирован частичный ответ, у 6 – 
стабилизация процесса [18]. Эффективность дабрафе-
ниба описана также у 2‑месячного ребенка с ПА с му-
тацией BRAFV600E. По  данным МРТ через 2 мес 
была выявлена 71 % циторедукция опухоли в режиме 
T2 / FLAIR, в процессе лечения зафиксировано даль-
нейшее уменьшение опухоли. Важно отметить, что, 
кроме умеренной экземы, побочных эффектов не на-
блюдалось [41]. На  данный момент проходят I и  IIa 
фазы международного исследования по изучению при-
менения дабрафениба у детей с солидными опухолями 
с наличием мутации BRAFV600E, включая ГНСЗ (Cli
nicalTrials.gov, идентификатор NCT01677741).

Несмотря на впечатляющие результаты лечения, 
к ингибиторам BRAF развивается резистентность [42]. 
На основании этого проводится попытка ингибиро-
вания пути MAPK в двух направлениях, а не в одном, 
что уменьшает риск прогрессирования заболевания и, 
следовательно, замедляет возникновение резистент-
ности. Как уже упоминалось, MEK-ингибитор траме-
тиниб в комбинации с дабрафенибом проходит раз-
личные I и II фазы при глиомах с мутацией BRAF у детей 
(ClinicalTrials.gov, идентификатор NCT02124772).

Ингбиторы мишени рапамицина млекопитающих 
(mammalian target of rapamycin, mTOR)
Другой сигнальный каскад, связанный с тирозин-

киназой, вовлеченной в патогенез ГНСЗ у детей, пред-
ставляет собой PI3K / mTOR, который регулирует рост 
клеток, синтез белков и апоптоз [43]. Одной из ГНСЗ, 
связанных с активацией mTOR, является субэпенди-
мальная гигантоклеточная астроцитома (СЭГА) у па-
циентов с туберозным склерозом, которая развивается 
в  15–20 % случаев, опухоли обычно располагаются 
рядом с отверстием Монро, вызывая обструктивную 
гидроцефалию. Исторически хирургическая резекция 
была единственным методом лечения СЭГА, посколь-
ку эти опухоли были устойчивы к  цитостатической 
терапии, которая применялась для  лечения других 
ГНСЗ, и лучевой терапии [44]. Тем не менее хирурги-
ческая резекция не  могла полностью предотвратить 
риск продолженного роста или  рецидива опухоли. 
Благодаря применению ингибиторов mTOR успешное 
патогенетическое лечение СЭГА стало достижимым. 
Эта эволюция, которая произошла в лечении данных 
опухолей, к настоящему времени представляет собой 
наиболее значительный прогресс молекулярной тар-
гетной терапии в лечении детских ГНСЗ [45, 46].

mTOR-ингибиторы
Рапамицин – натуральный продукт, выделенный из 

экстрактов почвенных бактерий, найденных на остро-
ве Пасхи, который также известен под своим родным 
названием Rapa Nui. В 1964 г. канадская научная экс-
педиция отправилась на остров Пасхи, чтобы собрать 
образцы растений и грунта, из которых они выделили 
и очистили активный метаболит с антибиотически-

ми свойствами, известный как рапамицин-бактерии 
Streptomyces hygroscopicus [47]. Было продемонстриро-
вано, что у рапамицина имеется сильная противогриб-
ковая активность [48]. Спустя 2 года после выделения 
и характеристики рапамицина обнаружили его цито-
статическую активность в  иммунных клетках [49], 
а 5 лет спустя – в опухолевых клетках человека, включая 
медуллобластому и глиому [50]. У рапамицина также 
была определена иммунодепрессивная активность, 
показано, что он эффективен в предотвращении от-
торжения аллотрансплантата [51]. Антипролифера
тивные эффекты у  дрожжей и  лимфоцитов привели 
к исследованиям рапамицина на линиях опухолевых 
клеток детской рабдомиосаркомы [52]. Впоследствии 
начали исследование рапамицина (сиролимуса) и раз-
работку новых агентов (темсиролимуса, эверолимуса 
и ридафоролимуса).

Механизм действия рапамицина до конца не рас-
крыт. Его начали исследовать с использованием Saccha
romyces cerevisiae. Рапамицин связывал иммунофилин 
FK506‑связывающий белок (FKBP) и  останавливал 
дрожжи в G1‑фазе клеточного цикла. Важно отметить, 
что были идентифицированы 2 гена-мишени рапами-
цина – TOR1 и TOR2, и было предположено их взаи-
модействие в комплексе с рапамицином [53]. В клетках 
млекопитающих TOR существует как одна изоформа 
в 289 кДа (mTOR), которая специфически связывает-
ся с FKBP12 [54]. Тройная кристаллическая структура 
была открыта в 1996 г. Было показано, как рапамицин 
опосредует димеризацию FKBP12 с mTOR [55], кото-
рая затем блокирует доступ к активному сайту mTOR-
киназы, расположенному в углублении и гидрофобном 
кармане за FKBP12, связывающим домен рапамицина 
[56]. Таким образом, рапамицин непосредственно не 
связывается с белком mTOR. Скорее это высокоселек-
тивное связывание рапамицина с FKBP12 и последующее 
селективное связывание комплекса FKBP12‑рапамицин 
с mTORC1, который передает высокочувствительное 
и направленное ингибирование mTORC1.

Сиролимус / рапамицин – первый фармакологиче-
ский агент из класса ингибиторов mTORC1, который 
был разработан и  одобрен в  1999  г. управлением по 
контролю за качеством пищевых продуктов и лекар-
ственных препаратов США (FDA) для предотвращения 
отторжения трансплантата у пациентов с трансплан-
тацией почки [57]. Первое сообщение об эффектив-
ности перорального ингибитора mTOR при  СЭГА, 
ассоциированных с  туберозным склерозом, было 
в 2006 г. У 5 пациентов с СЭГА наблюдалась регрессия 
опухоли в среднем на 65 % после введения иммуноде-
прессанта сиролимуса (рапамицина) [45]. Сиролимус, 
хоть и не одобрен у пациентов с туберозным склерозом, 
но  подвергся серьезным исследованиям различных 
аспектов для лечения заболевания [58, 59].

Эверолимус на сегодняшний день является един-
ственным ингибитором mTOR, который одобрен FDA 
для  лечения СЭГА при  туберозном склерозе, после 
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того как  результаты 2 КИ продемонстрировали его 
эффективность и безопасность [19, 20]. Включен в пе-
речень жизненно необходимых и важнейших лекарст-
венных препаратов [60, 61]. Первым было исследование 
28 пациентов старше 3  лет с  туберозным склерозом 
и прогрессирующими СЭГА по данным МРТ до нача-
ла лечения. У всех 28 человек зарегистрировано умень-
шение объема опухоли или  снижение роста. В  целом 
почти у 80 % больных СЭГА уменьшилась на 1 / 3, и более 
чем у 30 % пациентов СЭГА уменьшилась на 50 % в те-
чение 6 мес [20]. Этот эффект был подтвержден в ходе 
рандомизированного двойного слепого плацебо-контро
лируемого исследования 117 пациентов, у которых эве-
ролимус был проанализирован в сравнении с плацебо. 
У трети пациентов, получавших эверолимус, было про-
демонстрировано уменьшение объемов СЭГА на ≥50 % 
по сравнению с группой больных, принимавших плацебо. 
Как и  в  предыдущих исследованиях, повторный рост 
опухоли происходил при прекращении терапии ингиби-
тором mTOR, но повторное лечение показало свою эф-
фективность. Эверолимус также был эффективен при 
других проявлениях туберозного склероза [19].

Ингибиторы mTOR применимы не  только для 
СЭГА, ассоциированных с туберозным склерозом. 
У них имеется потенциальная активность и при других 
детских ГНСЗ. При НФ-1, ассоциированных с ГНСЗ, 
имеются различные уровни активации mTOR [62, 63], 
а ПА, в частности, демонстрируют значительно повы-
шенную передачу сигналов mTOR [62].

В  настоящее время несколько КИ проверяют 
ингибиторы mTOR при  спорадических и  НФ-1‑ас
социированных педиатрических ГНСЗ. Эверолимус 
продемонстрировал обнадеживающие результаты в про-
спективном исследовании II фазы у 23 детей со спо-
радическими рецидивирующими ГНСЗ. Частичный 
ответ зафиксирован у 4 детей, стабилизация заболева-
ния – у 13 [21]. В настоящее время продолжается оцен-
ка эверолимуса НФ-1‑ассоциированных детских ГНСЗ 
(ClinicalTrials.gov, идентификатор NCT01158651). 
В другом исследовании I и II фазы рапамицин исполь-
зовали в комбинации с ингибитором рецептора эпи-
телиального фактора роста (EGFR) эрлотинибом 
у 19 детей с рецидивирующими ГНСЗ, у 8 из которых 
был НФ-1. Несмотря на то что комбинация хорошо 
переносилась, частота ответа оказывалась неудовлет-
ворительной: только у 2 пациентов с НФ-1 отмечена 
стабилизация заболевания >18 мес после завершения 
лечения [22]. Эти результаты показывают, что выявле-
ние молекулярных предикторов ответа на таргетные 
препараты будет не менее важным, чем оценка самих 
агентов. Важно понять, коррелирует  ли увеличение 
экспрессии mTORC1 или mTORC2 с ответом на инги-
биторы mTOR, так как они главным образом ингиби-
руют mTORC1 [64].

Недавно разработано 2‑е поколение ингибиторов 
mTOR (ингибиторы киназы mTOR, или TORKинибы). 
В качестве основного отличия от аналогов рапамицина 

они способны непосредственно ингибировать киназу, 
блокируя каталитический сайт АТФ, вместо связыва-
ния FKBP12, – тем самым происходит ингибирование 
как mTORC1, так и mTORC2 [65, 66]. Двойные инги-
биторы киназы TORС1 / TORС2 могут быть перспек-
тивными препаратами для лечения агрессивных ГНСЗ.

Ингибиторы тирозинкиназы
Тирозинкиназа  – особый фермент из  подкласса 

протеинкиназ, она катализирует транспортировку фос-
фатного остатка от АТФ на тирозиновый остаток спе-
цифических клеточных белков-мишеней.

Рецепторные тирозинкиназы, такие как рецептор 
фактора роста эндотелия сосудов (VEGFR), EGFR 
и рецептор фактора роста тромбоцитов (PDGFR), яв-
ляются восходящими членами как сигнального пути 
BRAF / MAPK, так и PI3K / mTOR (см. рисунок). Они 
функционируют как  трансмембранные регуляторы 
ключевых клеточных процессов – пролиферации, диф-
ференцировки и обмена веществ [67], а также играют 
решающую роль в ангиогенном сигналинге опухоли, 
делая их значимыми терапевтическими мишенями для 
ингибирования. Современные новые агенты, исполь-
зуемые в этом контексте, являются либо моноклональ-
ными антителами, направленными против лигандов 
фактора роста, либо ингибиторами, непосредственно 
направленными на домен тирозинкиназы.

Ингибиторы тирозинкиназных рецепторов 
сосудистого эндотелиального фактора роста
Фактор роста эндотелия сосудов (VEGF) и его ре-

цептор VEGFR играют важную роль не только в фи-
зиологическом, но  и  в  патологическом ангиогенезе. 
VEGF принадлежит семейству супергенов плацентар-
ного фактора роста (PDGF). В настоящее время выде-
ляют 6 типов VEGF: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, 
VEGF-D, VEGF-E и PLGF и 3 типа VEGFR: VEGFR-1, 
VEGFR-2 и VEGFR-3. VEGF-A регулирует ангиогенез 
и сосудистую проницаемость, активируя 2 рецептора: 
VEGFR-1 и -2. С другой стороны, VEGF-C / VEGF-D 
и их рецептор VEGFR-3 главным образом регулируют 
лимфангиогенез. VEGFR отдаленно связаны с семей-
ством PDGFR. Однако они уникальны по  своей 
структуре и системе сигналинга. В отличие от членов 
семейства PDGFR, которые сильно стимулируют путь 
PI3K-Akt к пролиферации клеток, VEGFR-2 – основ-
ной сигнал-преобразователь для ангиогенеза, исполь-
зует путь PLCγ-PKC–MAPK для  передачи сигнала. 
Система VEGF – VEGFR является важной мишенью 
для антиангиогенной терапии опухолей [68].

Бевацизумаб – моноклональное антитело, дейст-
вующее против VEGF. Для рефрактерных ГНСЗ у детей 
он является наиболее изученным препаратом [23]. Во 
многих описанных случаях его использовали в соче-
тании с ингибитором топоизомеразы I иринотеканом. 
Исследование бевацизумаба и иринотекана у 7 детей 
с рефрактерными ГНСЗ показало уменьшение объема 
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опухоли в 6 (86 %) случаях. Профиль токсичности оста-
вался приемлемым, причем наиболее частым нежела-
тельным эффектом была протеинурия I степени [69]. 
В исследовании II фазы у 14 детей с ГНСЗ оценивали 
терапию на основе бевацизумаба при рецидиве и про-
долженном росте опухоли. Медиана лечения состави-
ла 12 мес (1–24 мес). У 12 пациентов зарегистрирован 
объективный ответ, у 2 – стабилизация заболевания. 
Медиана времени до максимального уменьшения опу-
холи составляла 9 нед (7–17 нед). Ни у одного пациен-
та не отмечено прогрессирования заболевания во время 
лечения, хотя 13 из 14 больных имели прогрессирование 
после завершения лечения бевацизумабом в  среднем 
через 5 мес. Четыре пациента вновь получили беваци
зумаб  – у  всех отмечен положительный эффект [23]. 
Сокращенный период наблюдения в упомянутых ис-
следованиях ограничивал какой‑либо анализ безреци-
дивной выживаемости. Для  решения этой проблемы 
была инициирована II фаза исследования бевацизума-
ба и иринотекана у 35 детей с рефрактерными ГНСЗ. 
Несмотря на то что режим относительно хорошо пере-
носился и стабилизация заболевания после 6 мес лече-
ния зафиксирована у 80 % пациентов, только у 2 боль-
ных отмечен объективный ответ на терапию, 2‑летняя 
безрецидивная выживаемость составила 48 %.

Седираниб – ингибитор тирозинкиназных рецеп-
торов VEGF. На сегодняшний день завершена I фаза 
КИ AZD-2171 в лечении детей с рецидивирующими, 
прогрессирующими или рефрактерными первичными 
опухолями центральной нервной системы, в исследо-
вание вошли 5 детей с ПА (ClinicalTrials.gov, иденти-
фикатор NCT00326664) [24].

Ингибиторы тирозинкиназных рецепторов 
тромбоцитарного фактора роста
Тромбоцитарный фактор роста (Platelet-derived growth 

factor, PDGF) – один из митогенных полипептидов, 
который состоит из 2 цепей, объединенных между со-
бой АА, ВВ и АВ. Есть 5 различных субъединиц PDGF: 
PDGFA, PDGFB, PDGFC, PDGFD и гетеродимер АB. 
Только димерные формы PDGF могут связываться 
с рецепторами. Известны 2 типа PDGFR: α и β. PDGFR 
относится к рецепторам с тирозинкиназной активно-
стью. PDGFR (α и β) взаимодействуют с различными 
субъединицами PDGF (A, B и C), образуют аутокринные 
и паракринные стимуляционные петли между опухо-
левыми клетками и кровеносными сосудами, и поэтому 
важны для роста опухоли и ангиогенеза [70]. Блокиро-
вание PDGFR может ингибировать пути PI3K / mTOR 
и MAPK и обладает противоопухолевой активностью.

Иматиниба мезилат – это тирозинкиназный инги-
битор PDGFR, c-KIT и BCR-ABL. Описан значитель-
ный регресс диссеминированной ПА у  ребенка при 
прогрессировании заболевания после лечения имати-
нибом. При иммуногистохимическом анализе в эндо-
телиальных клетках опухолевых капилляров выявлена 
экспрессия PDGFR-α и PDGFR-β [71]. Другие авторы 

описали стабилизацию заболевания у 6 детей с про-
грессирующими ГНСЗ после нескольких операций 
и нескольких линий полихимиотерапии при исполь-
зовании иматиниба. Иммуногистохимия в эндотели-
альных клетках опухолевых капилляров у всех 6 паци-
ентов выявила экспрессию PDGFR-α и PDGFR-β [72].

Нилотиниб – тирозинкиназный ингибитор PDGFR, 
c-KIT и BCR-ABL. Недавно завершилась I фаза КИ 
нилотиниба в сочетании с винбластином. В исследо-
вание вошли 35 детей с ГНСЗ, из них у 10 (29 %) был 
НФ-1. Медиана возраста составила 7 лет (1–19 лет). 
В ходе наблюдений оценивали 4 дозы сочетания вин-
бластина и нилотиниба: 3 мг / м2 + 115 мг / м2, 3 мг / м2 

+ 230 мг / м2, 4 мг / м2 + 230 мг / м2 и 3 мг / м2 + 350 мг / м2. 
Рекомендуемая доза для II фазы КИ составила 3 мг / м2 

+ 230 мг / м2. У 7 пациентов был зарегистрирован ча-
стичный радиологический ответ (ClinicalTrials.gov, 
идентификатор NCT01887522).

Сунитиниб – тирозинкиназный ингибитор, основ-
ной мишенью которого являются PDGFR α и β. Кроме 
того, он ингибирует VEGFR-1, -2 и -3, KIT-рецепторы 
фактора стволовых клеток, рецепторы Fms-подобной 
тирозинкиназы-3 (FLT-3), рецепторы колониести
мулирующего фактора (CSF-1R), рецепторы нейро-
трофического глиального фактора (RET). Сунитиниб 
в дозах 20 мг / м2 и 15 мг / м2 применялся в I фазе КИ 
при солидных опухолях у детей, и, хотя дозозависимая 
сердечная токсичность препятствовала его широкому 
использованию, он привел к стабилизации заболевания 
у  1 ребенка с  ганглиоглиомой [26]. Во  II фазе КИ 
при злокачественных глиомах и эпендимомах у детей 
сунитиниб в дозе 15 мг / м2 1 раз в день в течение 4 нед 
с 2‑недельным перерывом показал хорошую перено-
симость. Для оценки эффективности данного препа-
рата, в том числе при ГНСЗ у детей, необходимы даль-
нейшие КИ [73].

Ингибиторы тирозинкиназных рецепторов 
эпидермального фактора роста
Эпидермальный фактор роста (EGF) – глобуляр-

ный белок с высокой митогенной активностью. Из-
вестны 4 трансмембранных рецептора EGFR, имеющих 
тирозинкиназную активность: ErbB1, ErbB2, ErbB3, 
ErbB4. Эпидермальный фактор роста связывается с ре-
цептором EGF на поверхности клеток, после чего сти-
мулирует активность внутриклеточных тирозинкиназ. 
Далее каскад может пойти разными путями  – через 
Ras / Raf / MEK / ERK, PI3K / Akt / mTOR. В  итоге это 
приводит к  пролиферации, ангиогенезу, снижению 
апопотоза, инвазии.

Эрлотиниб  – ингибитор тирозинкиназы EGFR. 
Как уже указывалось ранее, эрлотиниб был исследован 
вместе с рапамицином в I и II фазах КИ у детей с ре-
цидивирующими ГНСЗ и не продемонстрировал эф-
фективности [22]. Несмотря на удовлетворительную 
переносимость, применение эрлотиниба у  данной 
группы пациентов ограничено.
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Мультикиназные ингибиторы
Сорафениб является низкомолекулярным мульти-

киназным ингибитором. Он подавляет BRAF, VEGFR, 
PDGFR и c-KIT. В исследовании II фазы сорафениба, 
куда вошли 12 детей с рецидивирующими высокодиф-
ференцированными астроцитомами, в  том числе 
со слиянием BRAF:KIAA1549 у 3 пациентов, наблю-
далась высокая частота прогрессирования, указыва
ющая на  парадоксальную активацию сигнального 
пути ERK, из‑за взаимодействий между лекарственным 
средством и димеризацией между мутантным и диким 
типом BRAF / CRAF. Ингибиторы RAF подавляют ERK-
сигналинг в клетках с мутантным BRAF / CRAF, но уси-
ливают сигналинг в  клетках с  BRAF / CRAF дикого 
типа, приводя к росту опухоли [27, 74].

Заключение
За прошедшее десятилетие понимание патогенеза 

ГНСЗ у детей значительно улучшилось. Обязательное 
молекулярно-генетическое исследование ткани опу-
холи, в особенности определение аберраций, связанных 
с геном BRAF, является важной частью диагностиче-
ских мероприятий, позволяющих определить тактику 
терапии пациентов, так как ответ на различные режи-

мы лечения, включая таргетную терапию, в большин-
стве случаев зависит от  результатов проведенного 
анализа. С учетом того, что в основе молекулярного 
патогенеза большинства ГНСЗ лежит активация сиг-
нальных путей MAPK и mTOR, наиболее перспектив-
ными препаратами являются BRAF-ингибиторы с нали-
чием или без МЕК-ингибиторов у пациентов с точечной 
мутацией в гене BRAFV600E, MEK-ингибиторы у па-
циентов со слиянием BRAF:KIAA1549, mTOR-ин
гибиторы у пациентов с мутацией в генах mTORC1 
и mTORC2. У этих гистологически и молекулярно-ге-
нетически гетерогенных опухолей высокие показатели 
общей выживаемости, и, несомненно, при принятии 
решения, касающегося любого вида лечения, следует 
учитывать отдаленные результаты лечения, профили 
токсичности, любое воздействие, включая таргетную 
терапию, на нормальное развитие детского организма. 
Если для  одного гистологического варианта ГНСЗ, 
такого как СЭГА, таргетные препараты уже вошли в ру-
тинную практику, то для остальных гистологических 
вариантов еще предстоит выяснить, следует ли интег-
рировать таргетную терапию для лечения вновь диаг-
ностированных пациентов и может ли она заменить 
стандартную цитостатическую терапию.
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Асинхронная репликация генов AURKA и TP53 у больных 
солитарным раком желудка и больных с полинеоплазиями

В. В. Цепенко, Г. Ф. Михайлова, Т. Г. Шкаврова, Е. В. Голуб, Г. О. Рухадзе, В. Ю. Скоропад
Медицинский радиологический научный центр им. А. Ф. Цыба – филиал ФГБУ «Национальный медицинский  

исследовательский центр радиологии» Минздрава России; Россия, 249031 Обнинск, ул. Королева, 4

Контакты: Виктория Викторовна Цепенко mgp@mrrc.obninsk.ru

Введение. Правильная репликация генома важна для нормального клеточного деления как гарантия неизменности передачи гене-
тической информации. ДНК-репликация является строго регулируемым и синхронизированным процессом, нарушения в котором 
могут приводить к возникновению мутаций. Нарушения во времени ДНК-репликации влияют на экспрессию генов, вызывают 
изменения в эпигенетических модификациях и влияют на увеличение частоты структурных перестроек, что приводит к неста-
бильности генома. Нарушения во времени репликации (асинхронная репликация) часто сопровождают развитие рака.
Цель исследования – изучение встречаемости лимфоцитов периферической крови с асинхронной репликацией генов AURKA и TP53 
у больных раком желудка и больных с полинеоплазиями.
Материалы и методы. Асинхронность репликации генов AURKA и TP53 определяли методом флуоресцентной in situ гибридизации 
(FISH) в лимфоцитах периферической крови. Интерфазный FISH-анализ был выполнен у 37 здоровых доноров, 19 больных с не
опухолевой патологией желудочно-кишечного тракта, 68 больных солитарным раком желудка и 39 пациентов с полинеоплазия-
ми, т. е. с раком желудка и второй синхронной или метахронной опухолью.
Результаты. Доля лимфоцитов с асинхронной репликацией гена AURKA составила 19,8 ± 0,5 % для контрольной группы, 24,7 ± 0,4 % 
для группы с неопухолевой патологией, 32,5 ± 0,5 % для группы больных раком желудка и 39,5 ± 0,6 % для группы с полинеопла-
зиями; для гена TP53 – 17,3 ± 0,5; 19,5 ± 0,7; 26,1 ± 0,7 и 32,5 ± 0,6 % соответственно. Различия между всеми обследованными 
группами были статистически значимы по обоим исследованным генам (p <0,01). Больные раком желудка с метастазами имели 
бόльшую долю лимфоцитов с асинхронной репликацией гена AURKA, чем пациенты без метастазов (34,4 ± 1,0 % против 31,7 ± 0,6; 
p = 0,02).
Заключение. Высокий уровень лимфоцитов с асинхронной репликацией у онкологических больных может быть потенциальным 
маркером второй опухоли или возможного метастатического процесса, в том числе и на начальном уровне.

Ключевые слова: рак желудка, полинеоплазия, асинхронная репликация, ген AURKA, ген TP53, интерфазная флуоресцентная in 
situ гибридизация
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Asynchronous replication of AURKA and TP53 genes in gastric cancer patients and patients with multiple tumors

V. V. Tsepenko, G. F. Mikhailova, T. G. Shkavrova, E. V. Goloub, G. O. Rukhadze, V. Yu. Skoropad

A. F. Tsyb Medical Radiological Research Center – branch of the National Medical Research Radiological Center,  
Ministry of Health of Russia; 4 Koroleva St., Obninsk 249031, Russia

Background. The correct genome replication is essential for normal cell division to guarantee that genetic information comes changeless 
through the next cells generations. DNA replication is a strictly regulated and synchronous process and its disturbances could result to muta-
tions appearances. Aberrant time of DNA replication affects on gene expression causes changes of epigenetic modifications and influences on 
increasing the structural rearrangements leading to enhanced genome disbalance. Replication time failure as asynchronous replication is 
common for cancerogeneses.
The objective of our study was the assessment of asynchronous replication levels in patients with gastric cancer and patients with multiple tu-
mors.
Materials and methods. Fluorescence in situ hybridization (FISH) was used for the asynchronous replication of AURKA and TP53 genes 
analyses. Interphase FISH on lymphocytes of peripheral blood of 37 healthy donors, 19 patients with non-cancer gastrointestinal patholo-
gies, 68 patients with solitary gastric cancer and 39 patients with multiple tumors having gastric cancer and other second synchronous or 
metachronous tumor was carried out.
Results. Values of lymphocytes with asynchronous replication for AURKA were 19.8 ± 0.5 % for control group, 24.7 ± 0.4 % for non-cancer 
patients, 32.5 ± 0.5 % for gastric cancer patients, 39.5 ± 0.6 % for patients with multiple tumors and 17.3 ± 0.5, 19.5 ± 0.7, 26.1 ± 0.7 and 
32.5 ± 0.6 % for TP53 respectively. Differences between cell populations of examined groups had statistical significance with p <0.01 for 
both studied gene. Also there was statistical difference between gastric cancer patients having distant metastases and gastric cancer patients 
without metastases for AURKA (34.4 ± 1.0 % vs. 31.7 ± 0.6 %; p = 0.02).
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Введение
Одна из характеристик злокачественной трансфор-

мации – неконтролируемый клеточный рост, причиной 
которого часто является накопление генетических на-
рушений, вызванных повышенным мутагенезом и не-
стабильностью генома [1]. Поэтому правильная репли-
кация генома важна для  нормального клеточного 
деления как гарантия, что генетическая информация 
в неизменном виде перейдет в следующее клеточное 
поколение. ДНК-репликация является строго регу
лируемым процессом, в результате которого большая 
часть гомологичных локусов в  геноме реплицирует 
в одно время, т. е. синхронно. Нарушения времени ре-
пликации могут приводить к раскоординации процес-
са и репликационному стрессу, т. е. к замедлению, за-
миранию или остановке репликационной вилки, что, 
в свою очередь, приводит к возникновению мутаций 
[2]. Нарушения во времени ДНК-репликации влияют 
на экспрессию генов, вызывают изменения в эпигене-
тических модификациях и влияют на увеличение ча-
стоты структурных перестроек. Это, в свою очередь, 
приводит к повышенной дестабилизации генома [3–5].

Результаты многочисленных исследований указы-
вают на то, что нарушения во времени репликации – 
асинхронная репликация – часто сопровождают раз-
витие рака. В случае солидных опухолей нарушение 
синхронности репликации может наблюдаться не толь-
ко в  клетках опухолевой ткани, но  и  в  нормальных 
клетках, например в  лимфоцитах периферической 
крови [6].

Рак желудка (РЖ) занимает одну из лидирующих 
позиций в  структуре смертности от  онкологических 
заболеваний в мире и в частности в России [7]. Миро-
вые тенденции, направленные на раннее выявление 
и диагностику заболевания, позволяют улучшить эф-
фективность лечения и  увеличить долговременную 
выживаемость. Другая сторона такой эффективности – 
повышающийся риск появления вторых опухолей. 
Приблизительно у 5–7 % пациентов с РЖ развивают-
ся вторые синхронные или метахронные опухоли [8–
10]. Поэтому важно выявлять пациентов, имеющих 
тенденцию к образованию вторых опухолей, которым 
требуются более тщательное наблюдение в последую-
щий после лечения период [8]. Наличие дополнитель-
ных факторов, позволяющих формировать группы 
риска, будет полезным для  клинической практики. 
В этом случае оценка уровня лимфоцитов с асинхрон-
ной репликацией (ЛАР) может быть полезна, предо-
ставляя дополнительную информацию о нестабильно-
сти генома.

Цель исследования – изучение встречаемости в пе-
риферической крови ЛАР генов AURKA и TP53 у боль-
ных солитарным РЖ и больных с полинеоплазиями.

Материалы и методы
Группа обследованных лиц. В  исследование были 

включены больные с неопухолевой патологией желу-
дочно-кишечного тракта (ЖКТ), больные солитарным 
РЖ и больные с полинеоплазиями.

В контрольную группу вошли 37 клинически здо-
ровых доноров (21 мужчина и 16 женщин) в возрасте 
21–70 лет (средний возраст 34 года). В группу больных 
с неопухолевой патологией были включены 19 человек 
(7 мужчин и 12 женщин) в возрасте 24–77 лет (средний 
возраст 51 год) со следующими диагнозами: желчно-
каменная болезнь, холецистит, язва желудка, хрони-
ческий панкреатит, гастрит. В группу больных соли-
тарным РЖ были включены 68 человек (42 мужчины 
и 26 женщин) в возрасте 34–82 лет (средний возраст 
62 года). В группу больных с полинеоплазиями были 
включены 39 человек (22 мужчины и 17 женщин) в воз-
расте 48–85 лет (средний возраст 68 лет), имевшие РЖ 
и вторые синхронные или метахронные опухоли; ста-
дия заболевания варьировала от IA до IV.

Исследованные гены. Протоонкоген AURKA распо-
ложен в локусе 20q13.2. Вырабатываемый этим геном 
белок AuroraA из семейства тирозинкиназ играет кри-
тическую роль в  регуляции митотических событий, 
таких как сборка веретена деления, функционирование 
центросом и цитоскелета, а также процесса цитокине-
за. В дополнение он играет ключевую роль в передаче 
сигналов от поврежденной ДНК к разнообразным эф-
фекторам, включая сигнальный путь p53 / TP53 и ча-
стично сигнальные пути, критические для онкогенной 
трансформации клеток. Сверхэкспрессия AuroraA по-
давляет экспрессию BRCA1 / 2, ATR / CHK1, p53, RAD51 
и  ряда других, тем  самым инактивируя сигнальный 
путь АТМ, при этом не происходит полноценной ак-
тивации чекпойнтов и  остановки клеточного цикла 
в фазах G1, S или G2. В свою очередь, это приводит 
к нарушениям реакций клетки на повреждения ДНК, 
что в том числе может выражаться в химио- и радио
резистентности опухолевых клеток [11].

Ген-супрессор TP53 расположен в локусе 17p13.1. 
Кодируемый им белок p53 отвечает за реакцию на раз-
нообразные клеточные стрессы, такие как повреждение 
ДНК, активация онкогенов, гипоксия, оксидативный 
стресс, вирусная инфекция, гипо- и гипертермия. Воз-
действуя на гены-мишени, связанные с TP53, p53 ин-
дуцирует защитные механизмы, такие как остановка 

Conclusion. High lymphocytes with asynchronous replication level in oncological patients could serve as potential marker of second tumor or 
possible metastatic process including the earliest stage of it.

Key words: gastric cancer, multiple tumor, asynchronous replication, AURKA, TP53, interphase fluorescence in situ hybridization

For citation: Tsepenko V. V., Mikhailova G. F., Shkavrova T. G. et al. Asynchronous replication of AURKA and TP53 genes in gastric cancer 
patients and patients with multiple tumors. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2019;6(2):42–7.
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клеточного цикла, апоптоз, старение, ДНК-репарация 
или изменения метаболизма. Нарушение корректного 
функционирования гена TP53 ведет к нарушению экс-
прессии белка p53. Мутации в гене TP53 наблюдаются 
при  многих онкологических заболеваниях, включая 
наследственные формы рака. В настоящее время об-
щепризнано, что  функциональная недостаточность 
гена TP53 приводит к дестабилизации генома и воз-
никновению рака [12].

Метод интерфазной флуоресцентной in situ гибриди-
зации (I-FISH) на лимфоцитах периферической крови. 
Образцы венозной крови (4–6 мл) забирали с помощью 
вакуумной системы, содержащей Li-гепарин в концен-
трации 12–30 МЕ на 1 мл крови. Цельную кровь разбав-
ляли (1:9) теплым (+37 ºC) раствором KCl (550 мг / 110 мл) 
и помещали в термостат (+37 ºC) на 30 мин. Затем про
водили фиксацию клеток в смеси метанол / уксусная 
кислота (3:1). Клеточную суспензию (20–30 мкл) на-
носили на предварительно замороженные очищенные 
предметные стекла. В работе были использованы ком-
мерческие наборы ДНК-зондов фирм Vysis (США) 
и  Kreatech (Нидерланды) для  генов AURKA и  TP53. 
Пред- и постгибридизационные отмывки проводили 
в соответствии с инструкцией производителя. Для де-
натурации и гибридизации использовали гибридайзер 
Thermobritе (StatSpin, США).

Анализ и статистическая обработка. Анализ препа-
ратов выполняли независимо двумя исследователями 
на флуоресцентном микроскопе AxioImager A-2 (Carl 
Zeiss, Германия) с набором фильтров DAPI, Orange / 
 Green, Gold (Vysis, США). Для каждого образца крови 
анализировали 300–900 интерфазных клеток с четки-
ми сигналами (рис. 1).

Статистическую обработку данных проводили с по-
мощью стандартных методов статистического анализа 
с использованием Microsoft Office Excel (2003). Полу-
ченные данные были объединены в  вариационные 
ряды, для которых рассчитывали среднее арифмети-
ческое, стандартное отклонение, стандартную ошибку 

среднего. Во всех исследованных группах распределения 
показателей были близки к нормальным. Cовокупности 
были однородными. Оценку достоверности различий 
среднегрупповых показателей проводили по  двусто-
роннему t-критерию Стьюдента с поправкой Бонфер-
рони. Различия считали статистически значимыми 
при p <0,05.

Результаты
Асинхронная репликация в контрольной группе и груп-

пе больных с неопухолевой патологией. В качестве конт-
роля в исследование были взяты образцы крови кли-
нически здоровых доноров, было проанализировано 
11 604 клетки для гена AURKA и 11 810 клеток для гена 
TP53. Доля ЛАР в группе варьировала от 13,7 до 23,8 % 
для гена AURKA и от 11,7 до 23,1 % для гена TP53. Средне
групповой показатель доли ЛАР гена AURKA составил 
19,8 ± 0,5 % (σ = 2,8), гена TP53 – 17,3 ± 0,5 % (σ = 2,8). 
Сравнение среднегрупповых величин исследованных 
генов показало, что различие между ними было стати-
стически значимо (p = 7,2 × 10–4): уровень ЛАР для ге-
на AURKA был выше, чем для гена TP53.

В группе больных с неопухолевой патологией бы-
ло проанализировано 5776 клеток для  гена AURKA 
и 5680 клеток для гена TP53. Доля ЛАР гена AURKA 
варьировала от 21,2 до 27,7 % и в среднем по группе 
составила 24,7 ± 0,4 % (σ = 1,9). Для гена TP53 доля 
ЛАР варьировала от 13,0 до 25,3 % и в среднем по груп-
пе составила 19,5 ± 0,7 % (σ = 3). Как и в контрольной 
группе, различие между среднегрупповыми показате-
лями доли ЛАР исследованных генов было статисти-
чески значимо (p = 10–4): доля ЛАР гена AURKA была 
выше доли ЛАР гена TP53. Кроме этого, среднегруп-
повой показатель ЛАР в группе больных с неопухоле-
вой патологией был выше, чем в контрольной группе 
для обоих исследованных генов (p =10–4 и p = 0,01 со-
ответственно).

Асинхронная репликация исследованных генов у боль-
ных солитарным РЖ. В  группе больных солитарным 

Рис. 1. Статус репликации гена AURKA: а – лимфоцит периферической крови с еще не реплицированной ДНК, видны 2 одиночных сигнала (SS-
клетка); б – лимфоцит периферической крови с реплицированной ДНК, видны 2 двойных сигнала (DD-клетка); в – лимфоцит периферической 
крови с асинхронной репликацией, виден 1 одиночный и 1 двойной сигнал (SD-клетка)
Fig. 1. DNA replication status of gene AURKA: а – peripheral blood lymphocyte with non replicated DNA shown two single signals (SS cell); б – lymphocyte 
with replicated DNA shown two double signals (DD cell); в – lymphocyte with asynchronous replication shown one single and one double signal (SD cell)

а б в
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РЖ было проанализировано 21 365 клеток для  гена 
AURKA и 20 071 клетка для гена TP53. Доля ЛАР гена 
AURKA колебалась от 22,0 до 42,0 %, гена TP53 – от 18,3 
до 38,9 %. Среднегрупповой уровень ЛАР гена AURKA 
составил 32,5 ± 0,5 % (σ = 4,2), гена TP53 – 26,1 ± 0,5 % 
(σ = 4,1). Доля ЛАР гена AURKA была выше, чем тако-
вая гена TP53 (p = 10–4). Также наблюдались статисти-
чески значимые различия между среднегрупповыми 
показателями ЛАР у больных солитарным РЖ, больных 
с неопухолевыми патологиями и в контрольной груп-
пе для  обоих исследованных генов. Доля ЛАР гена 
AURKA в группе больных солитарным РЖ была выше 
доли ЛАР как в контрольной группе (p = 10–4) с высо-
ким уровнем значимости, так и у больных с неопухо-
левой патологией (p = 10–4). Аналогичные результаты 
были получены и для гена TP53 (p = 10–4).

В группе больных РЖ была выделена подгруппа 
(n = 16) с клинически установленным наличием мета-
стазов. Данная подгруппа имела среднегрупповой по-
казатель доли ЛАР гена AURKA (34,4 ± 1,0 %; σ = 3,8) 
выше, чем в подгруппе (n = 52) больных РЖ без мета-
стазов (31,7 ± 0,6 %; σ = 4,2). Это превышение было 
статистически значимо (p = 0,024). Для гена TP53 раз-
личий в подгруппах не наблюдалось (p = 0,488).

Асинхронная репликация исследованных генов 
у больных с полинеоплазиями. В группе больных с по-
линеоплазиями было проанализировано 11 804 клетки 
для гена AURKA и 11 396 клеток для гена TP53. Доля 
ЛАР колебалась от  31,3 до  45,6 % для  гена AURKA 
и от 21,0 до 44,4 % для гена TP53. Среднегрупповой 
показатель ЛАР гена AURKA составил 39,5 ± 0,6 %  
(σ = 3,8), гена TP53 – 32,5 ± 0,6 % (σ = 3,9). Доля ЛАР 
гена AURKA была выше, чем доля ЛАР гена TP53 (p = 10–4). 
Статистический анализ показал, что среднегрупповые 
показатели ЛАР обоих исследованных генов были зна-
чимо (p = 10–4) выше по сравнению с таковыми в кон
трольной группе, группе больных с неопухолевой па-
тологией ЖКТ и группе больных солитарным РЖ.

Обсуждение
Анализ данных литературы [6] продемонстрировал, 

что исследования доли ЛАР генов TP53, RB1, AML1, 
C-MYC, HER-2 / neu, проведенные у больных с солид-
ными опухолями, такими как рак предстательной же-
лезы, почечно-клеточная карцинома, рак молочной 
железы, а  также сравнение с  долей ЛАР этих генов 
у  здоровых лиц показали, что  контрольные группы 
характеризуются уровнем ЛАР, не превышающим 20 %, 
в то время как больные с солидными опухолями де-
монстрируют уровни ЛАР, превышающие 30 %. Кроме 
этого, больные с так называемыми предраковыми за-
болеваниями, такими как нейрофиброматоз 1‑го типа, 
цирроз печени или полицитемия, также имеют более 
высокую долю ЛАР по сравнению со здоровыми до-
норами, но этот уровень остается значимо ниже, чем 
у онкологических больных. Полученные нами данные 
хорошо согласуются с  результатами работ других 

исследователей. В нашем исследовании доля ЛАР генов 
AURKA и TP53 была самой низкой в контрольной груп-
пе, повышена в группе больных с неопухолевой пато-
логией ЖКТ и значительно повышена в группах боль-
ных солитарным РЖ и больных с полинеоплазиями 
(рис. 2). Кроме этого, группа пациентов с 2 опухолями 
и более имела статистически значимое (p <0,01) пре-
вышение доли ЛАР по обоим исследованным генам 
по  сравнению с  группой пациентов, имеющих одну 
опухоль. В  группе больных с  полинеоплазиями мы 
не наблюдали различий в уровнях ЛАР у больных с ме-
тахронными и синхронными опухолями. Следует от-
метить, что  больные с  множественными опухолями 
имели высокие уровни ЛАР даже в случаях большого 
промежутка времени между появлением первой и вто-
рой опухоли (10 лет и более). Также больные солитар-
ным РЖ с отдаленными метастазами имели более вы-
сокий уровень ЛАР гена AURKA, чем  больные без 
метастазов.

Вероятно, высокие уровни нарушения синхрон-
ности репликации в  лимфоцитах периферической 
крови являются отражением процессов, приводящих 
к геномной нестабильности в организме онкологиче-
ских больных, проявляющихся в  виде либо второй 
опухоли, либо метастазирования. В нашем исследова-
нии статистически значимые различия между подгруп-
пами с метастазами и без метастазов наблюдались для 
гена AURKA, являющегося протоонкогеном, в то время 
как для гена-супрессора TP53 этих различий не отме-
чалось.

Известно, что AuroraA имеет высокие уровни экс-
прессии при различных солидных раках, таких как рак 
молочной железы, яичников, прямой кишки, РЖ [13]. 
Авторами показано, что высокие уровни экспрессии 
связаны с низкой выживаемостью и плохим прогнозом. 
Кроме этого, сверхэкспрессия AuroraA считается ран-
ним критическим событием при развитии инвазивных 
форм рака молочной железы. В настоящее время связь 
нарушений во времени репликации с канцерогенезом 
остается до  конца не  изученной. Однако известно, 
что  отдельные онкогены могут оказывать влияние 
на время репликации. Например, ген C-MYC вовлечен 
в процесс репликации, и нарушение его работы может 
приводить к преждевременной инициации точек на-
чала репликации, тем  самым приводя к  обширным 
изменениям в программе времени репликации [2].

Таким образом, можно предположить, что оценка 
уровня асинхронности репликации протоонкогенов 
может быть информативна, особенно на ранних этапах 
канцерогенеза. Мы предполагаем, что высокий уровень 
ЛАР у онкологических больных может быть потенци-
альным маркером второй опухоли или  возможного 
метастатического процесса, в том числе на начальном 
этапе. Данное предположение требует подтверждения 
проведением динамического наблюдения онкологи-
ческих больных после лечения. Также не  вызывает 
сомнения, что  больные РЖ, особенно молодого 
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Рис. 2. Среднегрупповые показатели (M ± m) доли лимфоцитов с асинхронной репликацией генов AURKA (а) и TP53 (б) в обследованных группах. 
К – контрольная группа здоровых доноров; НОП – пациенты с неопухолевой патологией желудочно-кишечного тракта; РЖ М– – больные соли-
тарным РЖ без метастазов; РЖ М+ – больные солитарным РЖ с подтвержденным наличием метастазов; П – больные с полинеоплазиями. 
Различия среднегрупповых показателей были достоверны (p <0,05) для всех сравниваемых групп по исследованным генам, кроме отмеченных зве-
здочкой
Fig. 2. Average group values (M ± m) of lymphocytes with asynchronous replication for genes AURKA (а) and TP53 (б) in studied groups: CON – control group 
of healthy donors; NON-C – patients with non-cancer gastrointestinal pathologies; GC MTS– – patients with solitary gastric cancer without metastases; GC 
MTS+ – patients with solitary gastric cancer having distant metastases; MT – patients with multiple tumors having gastric cancer and other second synchronous 
or metachronous tumor. Statistical differences between average group values were significant (p <0.05) for all examined groups except “*” marked
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возраста, нуждаются в последующем наблюдении по-
сле лечения для раннего выявления возможного воз-
никновения вторых опухолей.

Заключение
В группах больных солитарным РЖ и больных с по-

линеоплазиями наблюдаются более высокие уровни 
ЛАР генов AURKA и TP53 по сравнению с группами 
здоровых лиц и больных с неопухолевой патологией 
ЖКТ. Кроме этого, группа больных с полинеоплазиями 
характеризуется более высоким уровнем ЛАР по обоим 
исследованным генам по сравнению с группой больных 
солитарным РЖ. Это свидетельствует о большей ге-

номной нестабильности в группе больных с полинео-
плазиями, которая проявляется в виде второй опухоли.

Группа больных солитарным РЖ, имеющих отда-
ленные метастазы, демонстрирует более высокий уро-
вень ЛАР гена AURKA по сравнению с группой больных 
солитарным РЖ без метастазов. Следовательно, высо-
кая доля ЛАР гена AURKA у больных солитарным РЖ 
может быть потенциальным указателем на  наличие 
процессов метастазирования. Однако данное предпо-
ложение требует проведения дальнейших исследований.

Для гена AURKA, являющегося протоонкогеном, на
блюдалась более высокая встречаемость ЛАР по срав-
нению с геном-супрессором TP53.
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Сравнение молекулярно-генетических методов  
выявления мутаций в гене CALR  

при миелопролиферативных заболеваниях

Л. А. Кесаева1, А. Ю. Буланов2, Ю. П. Финашутина1, В. В. Тихонова1, О. Н. Солопова1,  
Е. Н. Мисюрина2, Н. Н. Касаткина1, Н. А. Лыжко1, В. А. Мисюрин1, А. А. Турба3,  

А. А. Солодовник1, И. Н. Солдатова3, А. В. Мисюрин3

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России;  
Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24; 

2ГБУЗ г. Москвы «Городская клиническая больница № 52 Департамента здравоохранения г. Москвы»;  
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Молекулярно-генетические исследования для определения соматических мутаций в гене кальретикулина (CALR) включены в кли-
нические рекомендации Всемирной организации здравоохранения в качестве одних из основных диагностических критериев мие-
лопролиферативных заболеваний. Примерно в 25–35 % случаев эссенциальной тромбоцитемии и первичного миелофиброза быва-
ют выявлены мутации в гене CALR, наличие которых ассоциировано с благоприятным прогнозом течения заболевания. В нашем 
исследовании выполнено сравнение результатов молекулярно-генетических методов для определения мутаций в гене CALR. Про-
веден анализ образцов периферической крови 379 пациентов с хроническими миелопролиферативными заболеваниями и 17 образ-
цов крови здоровых доноров. Наличие мутаций в гене CALR определяли методом полимеразной цепной реакции с электрофорети-
ческой детекцией и  количественной полимеразной цепной реакции в  реальном времени, методом секвенирования по  Сэнгеру 
и анализом кривых плавления. Мутации в гене CALR определены у 97 (25,5 %) пациентов методом анализа кривых плавления. 
Из них у 87 (23,0 %) пациентов мутации в гене найдены методом секвенирования по Сэнгеру. С помощью полимеразной цепной 
реакции мутации в гене CALR были обнаружены у 84 (22,1 %) пациентов.

Ключевые слова: CALR, истинная полицитемия, эссенциальная тромбоцитемия, первичный миелофиброз

Для цитирования: Кесаева Л. А., Буланов А. Ю., Финашутина Ю. П. и др. Сравнение молекулярно-генетических методов выявления 
мутаций в гене CALR при миелопролиферативных заболеваниях. Успехи молекулярной онкологии 2019;6(2):48–54.

DOI: 10.17650 / 2313-805X-2019‑6‑2‑48‑54

Comparison of molecular genetic methods of detection of mutations  
in the CALR gene in myeloproliferative disorders

L. A. Kesaeva1, A. Yu. Bulanov2, Yu. P. Finashutina1, V. V. Tikhonova1, O. N. Solopova1, E. N. Misyurina2, N. N. Kasatkina1,  
N. A. Lyzhko1, V. A. Misyurin1, A. A. Turba3, A. A. Solodovnik1, I. N. Soldatova3, A. V. Misyurin3

1N.N. Blokhin National Medical Research Centre of Oncology, Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia; 

2City Clinical Hospital No 52 of the Moscow Healthcare Department; 3 Pekhotnaya St., Moscow 123182, Russia; 
3GeneTechnology; 104 Profsoyuznaya St., 117485 Moscow, Russia

Molecular genetic detection of CALR gene somatic mutations is required for myeloproliferative neoplasms diagnosis and treatment according 
to the novel WHO clinical recommendations. CALR mutations are found in approximately 25–35 % cases of essential thrombocythemia and 
primary myelofibrosis and they are associated with benign clinical outcome. In this study we have compared sensitivity and selectivity 
of several different options of CALR mutation molecular genetic detection in blood samples of 379 CMD patients and 17 healthy donors. 
Among methods compared in our study there have been conventional polymerase chain reaction with electrophoretic detection, real-time 
quantitative polymerase chain reaction, direct Sanger sequencing of polymerase chain reaction fragments and polymerase chain reaction 
high resolution melting curve analysis. By means of melting curve analysis CALR mutations have been found in 97 (25.5 %) patients, where-
as in the cases of Sanger sequencing and polymerase chain reaction there have been 87 (23.0 %) and 84 (22.1 %) CALR mutation positive 
patients respectively.

Key words: CALR, polycythemia vera, essential thrombocythemia, primary myelofibrosis

For citation: Kesaeva L. A., Bulanov A. Yu., Finashutina Yu. P. et al. Comparison of molecular genetic methods of detection of mutations 
in the CALR gene in myeloproliferative disorders. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2019;6(2):48–54.
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Введение
Ph-негативные клональные заболевания, возни

кающие на  уровне стволовой кроветворной клетки, 
составляют группу миелопролиферативных (МПЗ). 
Хронические МПЗ характеризуются пролиферацией 
1  или более клеточной линии миелопоэза в  костном 
мозге, сохраняющей способность дифференцироваться 
по всем росткам кроветворения [1, 2]. К самым распро-
страненным МПЗ относятся истинная полицитемия, 
эссенциальная тромбоцитемия (ЭТ) и  первичный 
миелофиброз (ПМФ). Основным диагностическим 
маркером данных заболеваний является мутация JAK2 
V617F, встречающаяся практически в  95 % случаев 
при истинной полицитемии и в 50–60 % случаев при ЭТ 
и ПМФ [3]. Мутации в гене MPL присутствуют в 5–10 % 
случаев у пациентов с ЭТ и ПМФ при отсутствии мута-
ции JAK2. Тем не  менее около 35 % пациентов с  ЭТ 
и ПМФ не имеют мутаций в этих 2 генах, что затрудня-
ет постановку достоверного диагноза. В 2013 г. 2 группы 
исследователей независимо друг от  друга обнаружили 
соматические мутации в 9‑м экзоне гена кальретикулина 
(CALR; идентификационный номер NG_029662.1) в 67 
и 84 % случаев у пациентов с ЭТ, у которых не найдено 
мутации JAK2 V617F и MPL [4, 5].

Мутации в гене CALR являются вторыми по часто-
те встречаемости после мутаций JAK2 V617F, которые 
были включены в  диагностические критерии МПЗ. 
Их выявление свидетельствует о клональном характе-
ре заболевания и помогает в дифференцировании ЭТ 
и ПМФ от ряда других миелоидных неоплазий, а так-
же вторичных эритроцитозов и тромбоцитозов. Мута-
ции CALR были выявлены всего в 8 % случаев при ми-
елодиспластическом синдроме и в единичных случаях 
при  других миелоидных неоплазиях. Важно, что  ни 
в одном случае заболеваний немиелоидной природы 
мутации в данном гене не обнаружены [5].

Кальретикулин представляет собой многофункци-
ональный белок, находящийся преимущественно в эн-
доплазматическом ретикулуме. Ген расположен на ко-
ротком плече хромосомы 19 и состоит из 9 экзонов [6]. 
Выполняет шаперонную функцию, участвует в регу-
лировании кальциевого гемостаза [7].

В гене CALR встречается около 60 типов мутаций, 
но  самые частые из  них – мутации 2 типов: 1‑й – 
с.1092_1143del (p.L367fs*46), при котором происходит 
делеция 52 нуклеотидов, и 2‑й – с.1154_1155insTTGTC 
(p.K385fs*47), при котором происходит инсерция 5 ну
клеотидов. У пациентов, имеющих 1‑й тип мутации, 
при ЭТ происходит более быстрое прогрессирование 
в ПМФ в отличие от пациентов, имеющих 2‑й тип му-
тации. При ЭТ около 50 % CALR-положительных боль-
ных имеют мутацию 1‑го типа, около 40 % – мутацию 
2‑го, и оставшиеся 10 % приходятся на другие типы 
мутаций. При ПМФ у 70 % CALR-положительных боль-
ных обнаруживается 1‑й тип мутаций, у 13 % – мутация 
2‑го типа, и оставшиеся 17 % приходятся на другие типы 
мутаций. Пациенты при ЭТ и ПМФ с мутацией гена 

CALR имели лучшую общую выживаемость по срав
нению с теми, у кого не выявлено данной мутации [8].

Мутации в гене CALR могут быть идентифициро-
ваны с помощью молекулярно-генетических методов 
диагностики: секвенирования по  Сэнгеру, анализа 
кривых плавления (КП), полимеразной цепной реак-
ции в  реальном времени (ПЦР-РВ), оригинальной 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) с электрофоре-
тической детекцией. У каждого из этих методов разные 
чувствительность и эффективность.

Цель исследования – сравнение молекулярно-ге-
нетических методов выявления мутаций в гене CALR.

Материалы и методы
В настоящее исследование включены 379 пациен-

тов с хроническим МПЗ, а также взяты 17 образцов 
крови здоровых доноров. Пробы крови для молекуляр-
но-генетических исследований брали из локтевой ве-
ны утром натощак в пробирку с этилендиаминтетра-
уксусной кислотой. Для  выделения геномной ДНК 
использовали набор реагентов «ДНК-экстракт» (Гено-
Технология, Россия) согласно инструкции производи-
теля. Для поиска последовательности гена CALR, к ко-
торой нужно подобрать праймеры, использовали 
биоинформационную базу данных NCBI (National 
Center for Biotechnological Information, США). Для под-
бора оригинальных праймеров и условий проведения 
ПЦР с ними использовали программу Vector NTI 10.

Полимеразную цепную реакцию в  режиме реаль-
ного времени проводили в амплификаторе DTlite 4lL 
(«ДНК-технология»). Объем реакционной смеси для 
ПЦР – 25 мкл. Состав: 2 × ПЦР-буфер, 0,25 мМ MgCl

2
 

(Promega), 0,25 мМ dNTP, 1 ед. Taq-полимеразы (Sileks), 
200 нМ каждого праймера и зонда. Праймеры и зонды, 
использованные при ПЦР-РВ, представлены в таб-
лице.

Последовательности праймеров и зондов, использованных при поли-
меразной цепной реакции в режиме реального времени

Primer and probe sequences used in real-time polymerase chain reaction

Название 
Name

5’–3’-последовательность 
5’–3’-sequence

prCALR-52bp
R6G-ACGAGGAGCAGTGGACA-
AGGAGGATG-BHQ1

CALR-F-del52 AAG GCC CTGAGGTGTGTG CT

CALR-R-del52 CCT CCTTGTCCTCTG CTC CTA G

prCALR-TTGTC
R6G-CAGAGGACAATTGTCGGAG-
GATGAT-BHQ1

CALR F1TTGTC CTGCAGGCAGCAGAGAAACAAAT

CALRR1‑TTGTC GGGACATCTTCCTCCTCATCTT

Тип флуорофора – R6G (HEX). Реакционная смесь 
была подвергнута первоначальной денатурации при 
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температуре 94 °С в течение 5 мин с последующими 
40 циклами, состоящими из денатурации при 94 °С в те
чение 15 с, отжига при 60 °С в течение 60 с.

В реакцию добавляли 20–100 нг геномной ДНК. 
По окончании ПЦР-амплификации в режиме реаль-
ного времени по значениям положительных контролей 
с известной концентрацией строились калибровочные 
кривые для нормы и для мутации 1‑го или 2‑го типа. 
Исходя из значения порогового цикла (Ct) определяли 
исходное число копий дикого типа гена CALR и гена 
с мутацией в каждом клиническом образце. Для более 
точного определения числа копий гена каждый кли-
нический образец ставили в 2 повторах, для расчетов 
использовали среднее значение числа копий (Q

мутация
 

и  Q
норма

). Определение числа копий гена проводили 
с  помощью компьютерных программ, прилагаемых 
к ПЦР-амплификатору.

В амплификаторе Терцик («ДНК-технология») вы
полняли ПЦР с последующей электрофоретической 
детекцией продуктов амплификации. Объем реакци-
онной смеси для ПЦР – 25 мкл. Состав: 5 × ПЦР-буфер 
(Promega), 0,25 мМ MgCl

2
 (Promega), 0,25 мМ dNTP, 

1 ед. Taq-полимеразы (Sileks), 200 нМ каждого прай-
мера. В определении мутаций 9‑го экзона гена CALR 
использовали праймеры с  прилежащими участками 
интронов (прямой праймер: 5’-TAACAAAGGTGAG-
GCCTGGT-3’; обратный праймер: 5’-GCCTCTCTA-
CAGCTCGTCCTT-3’). Реакционная смесь была под-
вергнута первоначальной денатурации при температуре 
94 °С в течение 5 мин с последующими 30 циклами, 
состоящими из денатурации при 94 °С в течение 20 с, 
отжига при 67 °С в течение 20 с и элонгации при 72° 
в течение 90 с. Финальную элонгацию выполняли при 
температуре 72° в течение 5 мин. Результат амплифи-
кации – фрагмент размером 298bp.

Электрофоретическую детекцию продуктов ампли-
фикации осуществляли в 6 % полиакриламидном геле 
в ТБЭ-буфере (рН 8,3) при 200 В и комнатной темпе-
ратуре. Визуализацию проводили после окраски бро-
мистым этидием в ультрафиолетовом спектре. Специ-
фичность амплификации была подтверждена методом 
прямого секвенирования по Сэнгеру.

Метод прямого секвенирования по  Сэнгеру. При 
определении мутаций 9‑го экзона гена CALR с помо-
щью прямого секвенирования ПЦР продуктов по Сэн-
геру использовали праймеры с прилежащими участками 
интронов (прямой праймер CALR-F: 5’-TAACAAAGGT-
GAGGCCTGGT-3’, обратный праймер CALR-R: 5’-GCC
TCTCTACA-GCTCGTCCTT-3’). Секвенирование фраг
ментов ДНК выполняли с использованием генетического 
анализатора AB310 (Applied BioSystems, США). Резуль-
таты секвенирования предварительно обрабатывали 
с помощью штатных программ, поставляемых вместе 
с генетическим анализатором, а затем изучали в паке-
те программ Vector NTI 11.5.1.

Анализ КП с высокой разрешающей способностью. 
Анализ КП проводили на  приборе Light Cycler 96 

(Roche, Швейцария). Объем реакционной смеси для 
теста – 20 мкл. В качестве флуоресцентного краси-
теля использовали 5 × ПЦР-буфер Sybr Green (Evro-
gen), 1 ед. Taq-полимеразы (Sileks), 200 нМ каждого 
праймера. В исследовании использовали праймеры, 
покрывающие 9‑й экзон гена CALR с прилежащими 
участками интронов (прямой праймер CALR-F1: 
5’-CTGCAGGCAGCAGAGAAACAAAT, обратный прай
мер CALR-R1: 5’-GGGACATCTTCCTCCTCATCTT). 
Реакционная смесь была подвергнута первоначальной 
денатурации при температуре 95 °С в течение 10 мин 
с последующими 45 циклами, состоящими из дена-
турации при 95 °С в течение 10 с, отжига при 58 °С 
в течение 20 с. Программа КП включала денатурацию 
при 95 °С на 1 мин, повторное насыщение при 40 °С 
в течение 1 мин и плавление от 67 до 95 °С. Тип флуо
рофора – Sybr Green.

Проводили сравнение КП образцов пациентов 
с КП образцов здоровых доноров (CALR дикого типа), 
1 положительный контроль с мутацией 1‑го типа и 1 по
ложительный контроль с  мутацией 2‑го типа были 
включены в каждый эксперимент.

Получение рекомбинантной плазмиды. Кодирующую 
последовательность гена CALR образцов получали с по-
мощью ПЦР с праймерами CALR-F1 и CALR-R1 с ДНК, 
выделенной из гранулоцитов периферической крови. 
ПЦР-фрагмент был клонирован в плазмиду pGEM-T 
Easy (Promega) согласно инструкции производителя. 
Каждый из полученных клонированных образцов про-
веряли на  6 % акриламидном геле методом электро
фореза на наличие мутантной полосы. Затем все вы-
бранные клонированные образцы были секвенированы 
методом Сэнгера независимо от наличия или отсутст-
вия мутантной полосы.

Статистический анализ. Для сравнения разных ме-
тодов детекции по  чувствительности применяли 
χ2‑критерий. Для  анализа использовали дискретные 
данные о количестве случаев выявленных и невыяв-
ленных дефектов гена CALR. Обнаруженные различия 
считали статистически значимыми при p <0,05.

Результаты
На  рис. 1 представлены результаты определения 

мутаций 9‑го экзона гена CALR методами стандартной 
ПЦР с электрофорезом и ПЦР-РВ, секвенирования 
по Сэнгеру и КП.

Полимеразная цепная реакция в режиме реального 
времени и ПЦР с электрофоретической детекцией. На 
рис. 2 представлены результаты определения мутаций 
гена CALR 1‑го и 2‑го типа методами ПЦР-РВ и ПЦР 
с электрофоретической детекцией. Результаты ПЦР-РВ 
полностью совпали с результатами ПЦР с электрофоре
тической детекцией. Из 379 клинических образцов бы
ло выявлено 84 (22,1 %) случая с мутациями 1‑го (31 / 84) 
и 2‑го (53 / 84) типа 9‑го экзона гена CALR.

Метод прямого секвенирования по Сэнгеру мутаций 
9‑го экзона гена CALR был выполнен для  всех 
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пациентов. В результате подтверждено наличие мута-
ций 1‑го (33 / 87) и 2‑го (54 / 87) типа у 87 (23 %) образ-
цов из 379.

Анализ КП с высокой разрешающей способностью. 
В группе из 379 пациентов с МПЗ образцы крови 97 
(25,5 %) пациентов четко показали отличие КП от 
группы дикого типа. При сопоставлении данных, пред-
ставленных в нормализованных и производных гра-
фиках, индивидуальный характер КП мутантных 
образцов подтвердился (рис. 3а, б).

Из 97 образцов, определенных по данным анализа 
КП как мутированные, были идентифицированы 87 
с мутациями 1‑го (33 / 87) и 2‑го (54 / 87) типа, что пол-
ностью коррелировало с результатами секвенирования 
по Сэнгеру. Однако оставшиеся 10 образцов были опре-
делены как  отрицательные на  мутации в  гене CALR 
по результатам секвенирования и ПЦР. В дальнейшем 
ПЦР-фрагменты этих образцов были клонированы, и для 
каждого образца проанализировано не менее 150 кло-
нов методом SSCP-электрофореза. На рис. 3в показан 

Рис. 1. Детекция мутаций 9‑го экзона гена CALR различными методами у пациентов с миелопролиферативными заболеваниями
Fig. 1. Detection of 9 th exon mutations in the CALR gene using different methods in patients with myeloproliferative disorders

Рис. 2. Примеры результатов полимеразной цепной реакции в режиме реального времени и электрофореграммы в пробах с разными типами му-
таций в гене CALR: а – график накопления флуоресцентного сигнала: 1 – дикий тип гена CALR; 2 – проба с мутацией в гене CALR 1‑го типа; 
3 – проба с мутацией в гене CALR 2‑го типа; 4 – проба без мутации; б – электрофореграмма: 1 – проба с мутацией в гене CALR 2‑го типа; 2 – 
проба с мутацией в гене CALR 1‑го типа; 3 – проба без мутации
Fig. 2. Examples of results of real-time polymerase chain reaction and electropherogram in samples with different types of mutations in the CALR gene: а – 
accumulation of fluorescent signal: 1 – wild-type CALR gene; 2 – sample with type 1 mutation in the CALR gene; 3 – sample with type 2 mutation in the CALR 
gene; 4 – sample without mutations; б – electropherogram: 1 – sample with type 2 mutation in the CALR gene; 2 – sample with type 1 mutation in the CALR 
gene; 3 – sample without mutations
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образец, несущий нетипичную мутацию c. 1144_1145ins
AGG, который был использован в качестве эталона. 
Серийные разведения начинали с  50 % аллельной 
нагрузки и в итоге обнаружили до 1,5 % мутантных 
аллелей методом анализа КП. Положительные клоны 
были снова проверены методом по Сэнгеру в качест-
ве подтверждающего «золотого стандарта» (рис. 3г). 
В результате у 2 образцов была подтверждена мутация 
2‑го типа, у 1 – мутация 1‑го типа. Один из образцов 

был подтвержден как  отрицательный. Остальные 6 
несли в себе нетипичные инсерции и делеции в гене 
CALR:

c.1135_1144 del – 10
c.1144_1145 ins + 3
c.1133_1151del – 19
c.1100_1145 del – 46
c.1092_1143 del – 52
c.1138_1141del – 4.

Рис. 3. Детекция мутаций 9‑го экзона гена CALR в ДНК пациентов методом анализа кривых плавления на приборе Light Cycler 96 (ROCHE): а – 
нормализованные кривые плавления; б – производные кривых плавления. На рис. а и б изображены: мутации 1‑го (с.1092_1143del (p.L367fs*46)) 
и 2‑го типа (с.1154_1155insTTGTC (p.K385fs*47)) 9‑го экзона гена CALR, нетипичная мутация Ins+ (c.1144_1145insAGG), образец без мутации 
(дикий тип); в – результат анализа кривой плавления серии разведений плазмиды с фрагментом гена CALR с c.1144_1145insAGG; г – результат 
анализа секвенирования по Сэнгеру гена CALR клонированного образца, несущего c.1144_1145insAGG
Fig. 3. Detection of exon 9 mutations in the CALR gene in DNA of patients using analysis of melting curves with the Light Cycler 96 (ROCHE) device: а – 
normalized melting curves; б – melting curves derivatives. Figures а and б: type 1 (с.1092_1143del (p.L367fs*46)) and type 2 (с.1154_1155insTTGTC  
(p.K385fs*47)) mutations of exon 9 in the CALR gene, atypical mutation Ins+ (c.1144_1145insAGG), sample without mutations (wild type); в – result of melting 
curve analysis of a series of dilutions of a plasmid with a fragment of the CALR gene with c.1144_1145insAGG; г – result of Sanger sequencing of a cloned 
sample of the CALR gene containing c.1144_1145insAGG

81,5      82,0      82,5     83,0     83,5      84,0      84,5      85,0     85,5     86,0     86,5

Температура / Temperature
81,0     81,5     82,0     82,5     83,0     83,5      84,0     84,5    85,0    85,5     86,0     86,5

Температура / Temperature

81,5        82,0        82,5       83,0        83,5        84,0        84,5        85,0        85,5        86,0        86,5

Температура / Temperature

Тип 1 / Type 1

Тип 1 / Type 1

Тип 2  /  Type 2

Тип 2  /  Type 2

Дикий тип  / 
 Wild type

Дикий тип  /  Wild type

Ins +

Ins +

а

в

б

г



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  
/ 

 A
D

VA
N

C
ES

 I
N

 M
O

LE
C

U
LA

R
 O

N
C

O
LO

G
Y 

   
2

, 
2

0
1

9

53ТОМ 6 / VOL. 6 	 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

В 17 образцах крови доноров мутации гена CALR 
не  обнаружены ни  одним из  методов, включенных 
в  исследование. Таким образом, метод анализа КП 
выявил мутации гена CALR у 25,5 % (97 / 379) пациентов 
с ЭТ и ПМФ, что выше по сравнению с секвенирова-
нием по Сэнгеру – 23 % (87 / 379; р = 0,0008) и двумя 
методами ПЦР – 22,1 % (84 / 379; р = 0,0002).

По результатам исследования КП является более 
чувствительным методом по сравнению с секвениро-
ванием по Сэнгеру (p = 0,0008), ПЦР-РВ (p = 0,0002) 
и ПЦР с электрофорезом (p = 0,0002).

Обсуждение
Наша работа представляет оценку молекулярно-

генетических методов выявления мутаций в гене CALR 
для использования в диагностике. Наряду с секвени-
рованием по Сэнгеру проводили анализ КП, оценива-
ли ПЦР-РВ, ПЦР с электрофорезом. Однако сопостав-
ление результатов анализа молекулярно-генетических 
методов показало, что у каждого из них есть достоин-
ства и  недостатки. Предел чувствительности метода 
секвенирования по  Сэнгеру – 10–25 %, ПЦР-РВ 
и ПЦР с электрофоретической детекцией – 5–10 %, 
в то время как метод анализа КП имеет предел чувст-
вительности до 5 % [9, 10]. Помимо этого, аллель-спе-
цифическая ПЦР-РВ позволяет определить лишь те 
мутации, на  которые непосредственно отжигается 
праймер. Аллель-специфическая ПЦР с последующей 
электрофоретической детекцией позволяет опреде-
лить мутации всего гена, но при низкой аллельной 
нагрузке повышается вероятность ложноотрицатель-
ных результатов. Секвенирование по Сэнгеру явля-
ется достаточно точным методом, но дорогостоящим 
и требует много времени на подготовку, не говоря уже 
о последующем трудоемком аналитическом этапе.

В данном исследовании ПЦР-РВ выявила пациен-
тов с мутациями 1‑го и 2‑го типа 9‑го экзона гена CALR, 
что коррелировало с результатами ПЦР с последую-
щей электрофоретической детекцией продуктов ам-
плификации, а также с результатами методов прямо-
го секвенирования и КП. Тем не менее 10 образцов, 
определенные методом КП как отличные от нормы, 
были идентифицированы другими методами, пред-
ставленными в  этой работе, как  отрицательные, 

вероятно, из‑за низкой аллельной нагрузки мутации 
в этих образцах.

Анализ КП имеет ряд преимуществ перед сущест-
вующими аналогами, прежде всего выражающихся 
в высокой чувствительности / специфичности (до 100 %) 
и возможности совмещения ПЦР с самим этапом де-
текции мутаций. Принцип метода основан на диффе-
ренциации образцов ДНК, несущих потенциальные 
мутации, по  форме или  сдвигу КП [11]. Благодаря 
чувствительности, низкой стоимости и быстроте ана-
лиз КП широко представлен в клинической лабора-
торной диагностике. Протокол анализа КП может быть 
завершен в течение нескольких часов после выделения 
ДНК из полученного биологического материала. Более 
распространенные типы мутаций можно идентифи-
цировать без дополнительных исследований, посколь-
ку любой дефект гена (точечная мутация, делеция, 
инсерция) имеет свой индивидуальный вид КП. Од-
нако при определении образцов, непохожих на извест-
ные КП, необходимо проводить следующий этап ис-
следования по  уточнению этого дефекта. При  этом 
образцы, показавшие нормальный результат по ана-
лизу КП, могут не исследоваться дальше, так как либо 
не имеют мутаций вообще, либо доля клеток с изме-
нениями настолько мала, что не может быть детекти-
рована.

Наши результаты показывают, что в обычной ла-
бораторной практике метод анализа КП способен об-
наруживать мутации CALR при  достаточно низкой 
аллельной нагрузке и может быть использован в каче-
стве 1‑й линии скрининга. В случае выявления поло-
жительного результата методом анализа КП можно 
либо дополнительно выполнить ПЦР-РВ для монито-
ринга конкретных типов мутаций (1‑го и 2‑го), либо 
провести секвенирование по Сэнгеру в случае обнару-
жения нетипичной мутации.

Заключение
Сравнение молекулярно-генетических методов, 

представленных в данной работе, показало, что техно-
логия анализа КП с  высокой степенью разрешения 
является простым и высокочувствительным методом 
скрининга мутаций в гене CALR, который можно ис-
пользовать в клинической диагностике.
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Прогностическая значимость экспрессии гена BRCA1 
у больных раком молочной железы

М. М. Цыганов, М. К. Ибрагимова, А. М. Певзнер, Е. Ю. Гарбуков, Е. М. Слонимская, Н. В. Литвяков
НИИ онкологии ФГБНУ «Томский национальный исследовательский медицинский центр РАН»;  

Россия, 634009 Томск, Кооперативный переулок, 5

Контакты: Матвей Михайлович Цыганов TsyganovMM@yandex.ru

Введение. В настоящее время при выборе тактики лечения особое положение стал занимать BRCA-ассоциированный рак молоч-
ной железы, хотя изначально лекарственное лечение таких пациентов немногим отличалось от терапии спорадического заболе-
вания. Хорошо известно, что наличие в опухолевых клетках такого явления, как дефицит гомологичной рекомбинации, обуслов-
ленный в основном дефектом генов BRCA1 / 2, связано с эффективностью лечения. В настоящее время активно изучается влияние 
снижения функциональной активности BRCA1 на чувствительность опухоли к ДНК-повреждающим агентам и на прогноз забо-
левания.
Цель исследования – оценка связи экспрессии гена BRCA1 в опухоли молочной железы с прогнозом заболевания.
Материалы и методы. В исследование включены 111 больных раком молочной железы T1–4N0–3M0 (IIA–IIIB стадии) с морфо-
логически верифицированным диагнозом. Оценена начальная и послеоперационная экспрессия гена BRCA1 в опухолевом материа-
ле. Из опухолевого материала до неоадъювантной химиотерапии и после нее выделяли РНК. Уровень экспрессии BRCA1 оценива-
ли с помощью количественной полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией в режиме реального времени.
Результаты. Были оценены отдаленные результаты лечения пациентов в зависимости от уровня экспрессии гена BRCA1. Уста-
новлено, что наличие гипоэкспрессии BRCA1 (уровень менее 1) в опухолевой ткани после неоадъювантной химиотерапии являет-
ся благоприятным прогностическим фактором и  сопряжено с  высокими показателями безметастатической выживаемости 
(p = 0,0002). Кроме этого, аналогичный результат показан для пациентов, пролеченных по схеме неоадъювантной химиотерапии 
FAC (фторурацил, доксорубицин, циклофосфан) (p = 0,005). Несмотря на отсутствие статистически значимых различий, у 8 боль-
ных, пролеченных химиотерапией с включением препаратов платины, наблюдался низкий уровень экспрессии BRCA1 в резидуаль-
ной опухоли и зарегистрирована 100 % безметастатическая и общая выживаемость.
Заключение. На основании полученных данных можно полагать, что аберрантное состояние гена BRCA1 (низкая экспрессия) 
в опухоли молочной железы может являться перспективным потенциальным маркером прогноза заболевания.

Ключевые слова: рак молочной железы, ген BRCA1, экспрессия, безметастатическая выживаемость, прогноз, дефицит гомоло-
гичной рекомбинации

Для цитирования: Цыганов М. М., Ибрагимова М. К., Певзнер А. М. и др. Прогностическая значимость экспрессии гена BRCA1 
у больных раком молочной железы. Успехи молекулярной онкологии 2019;6(2):55–60.

DOI: 10.17650 / 2313-805X-2019‑6‑2‑55‑60

The prognostic significance of BRCA1 gene expression in patients with breast cancer

M. M. Tsyganov, M. K. Ibragimova, A. M. Pevzner, E. Yu. Garbukov, E. M. Slonimskaya, N. V. Litviakov

Cancer Research Institute, Tomsk National Research Medical Center of the Russian Academy of Sciences;  
5 Kooperativny Pereulok, Tomsk 634009, Russia

Background. Nowadays, BRCA-associated breast cancer occupies a special position in the choice of treatment strategy. Although, the drug 
treatment of such patients was almost the same as the treatment of sporadic disease. Of particular interest is the assessment of the deficit of 
homologous recombination, which may include various dysfunctions of the BRCA1 gene. Moreover, it has been shown that a decrease in the 
functional activity of BRCA1 is reflected in the sensitivity of the tumor to DNA damaging agents, and the prognosis of the disease becomes 
more favorable.
Objective: assessment of the association of BRCA1 gene expression in a breast tumor with the prognosis of the disease.
Materials and methods. The study included 111 patients with breast cancer T1–4N0–3M0 (stage IIA–IIIB), with a morphologically veri-
fied diagnosis. Initial and postoperative expression of BRCA1 in tumor material was evaluated. RNA was isolated from the tumor material 
before treatment and after neoadjuvant chemotherapy. The level of BRCA1 expression was assessed using reverse transcriptase quantitative 
real-time polymerase chain reaction.
Results. As a result of the study, long-term results of treatment of patients were evaluated depending on the level of BRCA1 gene expression. 
The presence of BRCA1 hypoexpression (level less than 1) in tumor tissue after neoadjuvant chemotherapy was found to be a favorable prog-
nostic factor and is associated with high rates of metastasis-free survival (p = 0.0002). In addition, a similar result is shown for patients 
treated with the FAC (fluorouracil, doxorubicin, cyclophosphamide) neoadjuvant chemotherapy regimen (p = 0.005). Despite the absence 
of statistically significant differences, in 8 patients who underwent chemotherapy with the inclusion of platinum drugs, there was a low level 
of BRCA1 expression in a residual tumor and 100 % non-metastatic and overall survival.
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Conclusion. Based on the data obtained, it can be assumed that the aberrant state of the BRCA1 gene (low expression) in a breast tumor may 
also be a promising marker for the prognosis of the disease, which confirms the undoubted relevance of the study, but also requires further 
detailed study.

Key words: breast cancer, BRCA1, expression, non-metastatic survival, forecast, lack of homologous recombination

For citation: Tsyganov M. M., Ibragimova M. K., Pevzner A. M. et al. The prognostic significance of BRCA1 gene expression in patients with 
breast cancer. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2019;6(2):55–60.

Введение
В настоящее время определение наличия герми-

нальных мутаций гена BRCA1 у больных раком молоч-
ной железы (РМЖ) и раком яичников является неотъ-
емлемой частью выбора тактики лечения. При  этом 
полученная информация позволяет обеспечить свое
временные мероприятия по диагностике и профилак-
тике заболевания. Кроме этого, установлено, что BRCA1‑
ассоциированный РМЖ в  отличие от  спорадической 
формы заболевания показывает высокую чувствитель-
ность к препаратам платины и PARP-ингибиторам, что 
делает возможным индивидуализацию выбора лекар-
ственной терапии на основе молекулярно-генетиче-
ских характеристик опухоли [1].

Важно отметить, что наличие герминальных мута-
ций определяет не  только схему химиотерапевтиче
ского лечения, но и прогноз заболевания. Так, мета-
анализ 2015  г. показал, что  больные раком яичника 
с  мутацией BRCA1 имели более высокие показатели 
общей выживаемости (ОВ) и безрецидивной выжива-
емости по сравнению с таковыми в контрольной груп-
пе, тогда как при РМЖ был продемонстрирован обрат-
ный результат: носительство мутации ассоциировалось 
с худшим прогнозом заболевания [2]. В одном из по-
следних исследований также было показано, что воз-
никновение реверсивных мутаций генов BRCA1 и BRCA2 
в опухоли после неоадъювантной химиотерапии (НХТ) 
у  пациентов с  РМЖ сопряжено с  плохим ответом на 
химиотерапию, развитием ранних рецидивов и смертью 
[3]. Большой интерес представляет оценка дефицита го-
мологичной рекомбинации, который может включать 
различные дисфункции гена BRCA1, такие как снижение 
экспрессии, развитие аллельного дисбаланса, делеция 
данного гена, потеря гетерозиготности, генетическая 
нестабильность опухоли и т. д. [4]. В результате дефици-
та гомологичной рекомбинации опухоль становится 
чрезвычайно чувствительной к  ДНК-повреждающим 
агентам, а прогноз заболевания становится более благо-
приятным [5]. Таким образом, определение дисфункции 
гена BRCA1 в опухоли молочной железы может быть ис-
пользовано в качестве потенциального биомаркера чув-
ствительности химиотерапии и прогноза заболевания.

Цель исследования – оценка связи экспрессии ге-
на BRCA1 в  опухоли молочной железы с  прогнозом 
заболевания.

Материалы и методы
В исследование были включены 111 больных РМЖ 

T1–4N0–3M0 (IIA–IIIB стадии) с  морфологически 

верифицированным диагнозом в возрасте 25–68 лет 
(средний возраст 48,0 ± 0,87 года), получавшие лечение 
в клинике НИИ онкологии Томского НИМЦ в период 
с 2006 по 2018 г. (табл. 1). В соответствии с Consensus 
Conference on neoadjuvant chemotherapy in carcinoma of 
the breast (26–28 апреля 2003 г., Филадельфия, Пен-
сильвания) [6] все больные получали 2–8 курсов НХТ 
по схемам FAC (фторурацил, доксорубицин, цикло-
фосфан), CAX (циклофосфан, доксорубицин, капеци-
табин), CP (циклофосфан, цисплатин) и монотерапию 
доцетакселом. Через 3–5 нед после НХТ больным 
выполняли операцию, затем – 2 курса адъювантной 
химиотерапии по схеме FAC, лучевую терапию и / или 
гормональное лечение назначали по показаниям. Ис-
следование проводили в соответствии с Хельсинкской 
декларацией 1964 г. (исправленной в 1975 и 1983 гг.) 
и с разрешением локального этического комитета НИИ 
онкологии Томского НИМЦ (протокол № 1 от 14 ян-
варя 2013 г.). Все пациенты подписали информирован-
ное согласие.

В качестве исследуемого материала использовали 
биопсийные опухолевые образцы (~10  мм3), взятые 
до  лечения под  ультразвуковым контролем, а  также 
операционный материал (~60–70  мм3) после НХТ. 
Образцы опухоли помещали в раствор RNAlater (Am-
bion, США) и сохраняли при температуре –80 ºС (по
сле 24‑часовой инкубации при температуре +4 ºС) для 
дальнейшего выделения РНК.

Выделение РНК. Тотальная РНК была выделена 
из 111 парных образцов опухоли до лечения и после 
НХТ с использованием набора RNeasy mini kit Plus, 
содержащего ДНКазу I (Qiagen, Германия), с добавле-
нием в  раствор РНК ингибитора РНКаз Ribolock 
(Fermentas, Литва). Концентрацию и чистоту выделения 
РНК оценивали на спектрофотометре NanoDrop-2000 
(Thermo Scientific, США) (125–210 нг / мкл; А260 / А280 = 
1,85–1,95; А260 / А230

 
= 1,80–2,00). RIN (RNA Integrity 

Number) составил 7,6–8,0. Для получения комплемен-
тарной ДНК на  матрице РНК проводили реакцию 
обратной транскрипции с помощью набора RevertAid™ 
(Thermo Scientific, США) со случайными гексанукле-
отидами.

Количественная полимеразная цепная реакция. Уро-
вень экспрессии гена BRCA1 (PubMed NM_007294.3) 
оценивали с помощью количественной полимеразной 
цепной реакции с обратной транскрипцией в режиме 
реального времени с  оригинальными праймерами 
и  зондами по  технологии TaqMan (прямой праймер 
5’-ACAGCTGTGTGGTGCTTCTGTG-3’; обратный 



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  
/ 

 A
D

VA
N

C
ES

 I
N

 M
O

LE
C

U
LA

R
 O

N
C

O
LO

G
Y 

   
2

, 
2

0
1

9

57ТОМ 6 / VOL. 6 	 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

праймер 5’-CATTGTCCTCTGTCCAGGCATC-3’; зонд 
FAM-5’-CATCATTCACCCTTGGCACAGGTGT-3’  – 
BHQ1; ампликон 107 bp) на  амплификаторе Rotor-
Gene-6000 (CorbettResearch, Австралия). Праймеры 
и  зонды (FAM-BHQ1) были подобраны с  помощью 
программы Vector NTI Advance 11.5 и базы данных NCBI. 
Проверка последовательности ампликона в  базе 

Primer-BLAST показала, что используемые праймеры 
отжигаются на всех представленных изоформах гена 
BRCA1.

Полимеразную цепную реакцию ставили в  3 ре-
пликах в объеме 15 мкл, содержащем 250 мкM dNTPs 
(Sibenzyme, Россия), 300 нM прямого и  обратного 
праймеров, 200 нM зонда, 2,5 мM MgCl

2
, 19 SE buffer 

(67 мM Трис-HCl, pH 8,8 при 25 ºC, 16,6 мM (NH
4
)

2
SO

4
, 

0,01 % Tween-20), 2,5 ед. HotStart Taq polymerase 
(Sibenzyme, Россия) и 50 нг комплементарной ДНК. 
Двухшаговая программа амплификации включала 
1 цикл: 94 ºС, 10 мин – предварительная денатурация; 
40 циклов: 1‑й шаг – 94 ºС 10 с и 2‑й шаг – 60 ºС 20 с.

В качестве генов-рефери использовали GAPDH (glyce
raldehydes-3‑phosphatedehydrogenase) и ACTB (actin beta). 
Уровень экспрессии гена BRCA1 нормализовали по от-
ношению к  экспрессии генов-рефери и  измеряли 
в  условных единицах. Относительную экспрессию 
оценивали с помощью метода Pfaffl [7]. В качестве ка-
либратора использовали РНК от 20 пациентов, выделенную 
из нормальной ткани молочной железы, полученной 
во время операции от больных, которым не проводи-
лась НХТ. Уровень экспрессии в  нормальной ткани 
принимали за единицу.

Статистические методы. Статистическую обработ-
ку данных проводили с использованием пакета при-
кладных программ Statistica 8.0 (StatSoftInc., США). 
Статистическую обработку полученных результатов 
выполняли с помощью принятых методов параметри-
ческой и непараметрической статистики. Определение 
нормальности распределения осуществляли по крите-
рию Шапиро–Уилка. Для проверки гипотезы о значи-
мости различий между исследуемыми группами ис-
пользовали критерий Вилкоксона–Манна–Уитни. 
Вычисляли средние показатели и стандартные ошибки 
относительных величин. Сравнение частот по качест-
венным данным анализировали с помощью двусторон-
него критерия Фишера. Для ОВ и безметастатической 
выживаемости (БМВ) использовали кривые выжива-
емости, построенные по методу Каплана–Майера.

Результаты
В общей группе из 111 обследованных пациентов 

отдаленные метастазы развились у 38 (34 %) больных 
в сроки 4–122 мес от момента постановки диагноза. 
Однолетняя БМВ составила 97,2 %, 2‑летняя – 82,6 %, 
5‑летняя – 68,8 %.

Сравнение показателей экспрессии гена BRCA1 
в опухоли до лечения и после НХТ у больных с нали-
чием гематогенных метастазов по сравнению с группой 
пациентов без метастазов показало статистически зна-
чимые различия в послеоперационном уровне экспрес-
сии данного гена (табл. 2).

Для  выявления связи показателей экспрессии 
BRCA1 с выживаемостью мы воспользовались стати-
стическими характеристиками нашей выборки по уров-
ню экспрессии BRCA1. В  результате были получены 

Таблица 1. Клинико-морфологические параметры обследованных 
больных раком молочной железы

Table 1. Clinical and morphological parameters examined breast cancer patients

Параметр 
Parameter

n (%) 

Возраст, лет: 
Age, years:
≤45
>45

38 (34,2)
73 (65,8) 

Размер опухоли: 
Tumor size:

T1
T2
T3
T4

14 (12,6)
82 (73,9)

7 (6,3)
8 (7,2) 

Лимфогенное метастазирование: 
Lymphogenous metastasis:

N0
N1
N2
N3

44 (39,6)
47 (42,3)
10 (9,0)
10 (9,0) 

Молекулярный подтип: 
Molecular subtype:
люминальный В 
luminal B
трижды негативный 
triple negative
HER2‑положительный 
HER2‑positive

78 (70,3)

12 (10,8)

21 (18,9) 

Схема неоадъювантной химиотерапии: 
Neoadjuvant chemotherapy scheme:

CAX
FAC
доцетаксел 
docetaxel
CP

28 (25,2)
45 (40,9)
30 (27,0)

8 (7,2) 

Ответ на неоадъювантную химиотерапию: 
Response to neoadjuvant chemotherapy:

прогрессирование 
progression
стабилизация 
stabilization
частичная регрессия 
partial regression
полная регрессия 
full regression

12 (10,8)

34 (30,6)

57 (51,4)

8 (7,2) 

Примечание. CAX – циклофосфан, доксорубицин, капеци-
табин; FAC – фторурацил, доксорубицин, циклофосфан; 
CP – циклофосфан, цисплатин. 
Note. CAX – cyclophosphamide, doxorubicin, capecitabine; FAC – fluo-
rouracil, doxorubicin, cyclophosphamide; CP – cyclophosphamide, 
cisplatin
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2 группы анализа: пациенты с гиперэкспрессией гена 
BRCA1 (экспрессия >1) и пациенты с гипоэкспрессией 
(экспрессия <1). Анализ сравнения частот больных 
с гипер- и гипоэкспрессией в зависимости от основных 
клинико-морфологических параметров не  показал 
статистически значимых различий. Далее с использо-
ванием метода Каплана–Майера было продемонстри-
ровано, что  при  гипоэкспрессии BRCA1 в  опухоли 
молочной железы после НХТ показатель БМВ стати-
стически значимо выше (log-rank-тест p = 0,0002) по 
сравнению с таковым у пациентов, у которых наблю-
дался уровень экспрессии >1 (рис. 1).

Статистически значимых различий в показателях 
ОВ у пациентов с гипер- и гипоэкспрессий гена BRCA1 
как до лечения, так и после НХТ не установлено (log-
rank-тест p = 0,131 и p = 0,816 соответственно).

Следующим этапом работы явился анализ показа-
телей ОВ и БМВ в зависимости от уровня экспрессии 
исследуемого гена и схемы НХТ. С начальным уровнем 
экспрессии BRCA1 статистически значимых различий 
в показателях ОВ и БМВ не установлено. Однако бы-
ло показано аналогично предыдущему результату, 
что  наличие гиперэкспрессии в  опухоли молочной 

железы после НХТ сопряжено с низкими показателя-
ми БМВ у пациентов, пролеченных по схеме FAC (log-
rank-тест p = 0,005) и  CAX (на  уровне выраженной 
тенденции; p = 0,08) (рис. 2).

Показатель 5‑летней БМВ у  группы пациентов, 
получавших схему НХТ FAC (2–8 курсов), с уровнем 
экспрессии BRCA1 менее 1, составил 67 % против 34 % 
у пациентов с гиперэкспрессией исследуемого гена.

Наши результаты не показали статистически досто-
верной связи уровня экспрессии гена BRCA1 с показа-
телями ОВ и БМВ у пациентов, получавших доцетаксел 
(log-rank-test p = 0,226 и p = 0,805 соответственно).

Интересный результат был отмечен  для пациентов, 
получавших НХТ с включением препаратов платины. 
Помимо того, что у 7 из 8 больных наблюдался объек-
тивный ответ на НХТ (полная и частичная регрессия), 
все пациенты имели 100 % 2‑летнюю БМВ и ОВ. Из-за 
эффекта малых выборок данный результат не является 
статистически достоверным. Тем не менее полученные 
данные свидетельствуют в  пользу перспективности 
дальнейших исследований в этом направлении и ва-
лидации прогностической значимости на  большей 
выборке больных.

Таблица 2. Уровень экспрессии BRCA1 в опухоли до неоадъювантной химиотерапии и после нее в зависимости от наличия гематогенных мета-
стазов

Table 2. The level of BRCA1 expression in the tumor before and after neoadjuvant chemotherapy, depending on the availability of hematogenous metastases

Экспрессия 
Expression

Наличие гематогенных метастазов и рецидивов 
(n = 38) 

Availability hematogenous metastases  
and relapses (n = 38) 

Отсутствие гематогенных метастазов 
и рецидивов (n = 73) 

Absence hematogenous metastases  
and relapses (n = 73) 

p

BRCA1 до лечения 
BRCA1 before treatment

0,863 ± 0,136 0,980 ± 0,13 0,875

BRCA1 после лечения 
BRCA1 after treatment

1,181 ± 0,213 0,512 ± 0,061 0,011
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Рис. 1. Безметастатическая выживаемость больных раком молочной железы в зависимости от уровня экспрессии гена BRCA1 в опухоли до нео-
адъювантной химиотерапии (а) и после нее (б) 
Fig. 1. Metastasis-free survival of patients with breast cancer, depending on the expression level of the BRCA1 gene in the tumor before (а) and after neoadjuvant 
chemotherapy (б)
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Обсуждение
В недавнем исследовании на нейроэндокринных 

опухолях желудочно-кишечного тракта была показа-
на связь экспрессии BRCA1 с прогнозом заболевания 
[8]. Авторами было установлено, что низкая экспрес-
сия BRCA1 (менее 2) сопряжена с  более высокими 
показателями безрецидивной выживаемости (p <0,05) 
по сравнению с группой больных, у которых экспрес-
сия была выше 2.

Поскольку BRCA-ассоциированные опухоли раз-
виваются за счет различных механизмов, в том числе 
повреждений, связанных с системой репарации, двухце-
почечных разрывов и сшивок ДНК, то противоопухоле-
вые препараты, вызывающие подобные повреждения 
(в  частности, препараты платины), могут оказаться 
высокоэффективными, а следовательно, влиять на от-
даленные результаты лечения. Положительный эффект 
такого лечения был показан в основном для наследст-
венного РМЖ и рака яичников [9]. Некоторые авторы 
указывают, что отсутствие экспрессии BRCA1 является 
независимым предиктором низких показателей безре-
цидивной выживаемости у  пациентов, получавших 
химиотерапию на основе таксанов [10].

Полученные нами результаты согласуются с дан-
ными литературы. В исследовании 2018 г. было уста-
новлено, что  при  раке яичников низкая экспрессия 
BRCA1 является благоприятным прогностическим 
фактором для ОВ пациентов (p = 0,028) [11], при РМЖ 
низкая экспрессия белка BRCA1 также коррелирует 
с благоприятным исходом заболевания [12].

Заключение
Таким образом, в результате проведенного иссле-

дования установлено, что гиперэкспрессия гена BRCA1 
в опухолевой ткани молочной железы после НХТ яв-
ляется неблагоприятным прогностическим фактором 
и может быть использована в качестве маркера про-
гноза заболевания. У 7 (из 8 взятых в анализ) паци-
ентов с дефицитом BRCA1 наблюдались наибольшие 
показатели БМВ среди группы пациентов, получав-
ших в  неоадъювантном режиме химиотерапию по 
схемам FAC и CP. Это свидетельствует о перспектив-
ности дальнейшего изучения возможности исполь-
зования выявления дефицита BRCA1 в качестве мар-
кера чувствительности к химиотерапии и прогноза 
заболевания.

Рис. 2. Безметастатическая выживаемость больных раком молочной железы в зависимости от уровня экспрессии BRCA1 в резидуальной опухо-
ли, пролеченных по схемам CAX (а) и FAC (б). CAX – циклофосфан, доксорубицин, капецитабин; FAC – фторурацил, доксорубицин, циклофосфан
Fig. 2. Metastasis-free survival of patients with breast cancer depending on the level of BRCA1 expression in a residual tumor treated according to the CAX (а) 
and FAC (б) schemes. CAX – cyclophosphamide, doxorubicin, capecitabine; FAC – fluorouracil, doxorubicin, cyclophosphamide
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