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Резюме 
Целью исследования явилось определение уровня экспрес-
сии белков TP, TS, DPYD как предикторов эффективности 
использования  5-фторпиримидинов  при  аденокарциноме 
толстой  кишки.  Исследуемые  белки  определялись  имму-
ногистохимическим методом по стандартной методике. 
При проведении регрессионного анализа влияния экспрес-
сии  исследуемых  маркеров  на  время  до  прогрессирования 
заболевания  оказалось,  что  экспрессия  TP  и  TS  оказы-
вает  статистически  значимое  воздействие  (p = 0,006 
и  р=0,0036  соответственно).  Такой  закономерности 
не  было  выявлено  в  случае  оценки  экспрессии  DPYD.  Та-
ким  образом,  для  оценки  эффективности  предстоящей 
химиотерапии  5-фторпиримидинами  аденокарциномы 
толстой  кишки  может  быть  использована  иммуноги-
стохимическая оценка экспрессии тимидилат синтета-
зы и тимидин фосфорилазы.

ВВеденИе 

В настоящее время химиотерапия при опреде-
ленной нозологии назначается, как правило, по про-
токолам, разработанным после многолетних ис-
следований противоопухолевых препаратов. Надо 
отметить, что при этом не учитываются биологиче-
ские особенности клеток конкретной опухоли и, как 
результат, не очень высокая эффективность проти-
воопухолевых препаратов. Сейчас всё большее раз-
витие получает поиск так называемых предикторов 
эффективности противоопухолевых препаратов.

Тимидилат синтетаза (TS) — мишень для 
5-фторпиримидинов. Тимидин фосфорилаза (ТР) — 
превращает капецитабин (Кселода) из неактив-
ной в активную форму, кроме того, TP стимули-
рует превращение 5-FU (5-фторурацил) в FdUMP 
(5-фтордезоксиуридин монофосфат), который ин-
гибирует TS. Некоторые исследователи показали, 
что высокий уровень TS связан с эффективностью 
5-фторпиримидинов. Однако в большинстве работ 
утверждается, что высокий уровень TS указыва-

ет на резистентность к 5-фторпиримидинам [1, 2]. 
Кроме того, имеются исследования, в которых низ-
кий уровень экспрессии TS был связан с эффектом 
комбинированной химиотерапии перметрекседом 
и карбоплатином при злокачественной мезоте-
лиоме плевры [3]. Высокий уровень экспрессии TS 
является неблагоприятным прогностическим фак-
тором при колоректальном раке, по данным одних 
авторов [4], хотя другие исследования не выявили 
корреляционной связи между экспрессией TS и вы-
живаемостью больных с распространенной адено-
карциномой толстой кишки [5]. По данным других 
авторов, экспрессию TS следует оценивать именно 
в инвазивном фронте опухоли, где низкие уровни 
экспрессии тимидилат синтетазы положительно 
коррелирует с риском рецидива аденокарциномы 
и общей выживаемостью больных [3].

Дигидропиримидин дегидрогеназа (Dihydropy-
rimi dine dehydrogenase [NADP+], DPYD) — это 
фер мент, ответственный за катаболизм 5-фтор-
пиримидинов. Дефицит экспрессии данного гена 
связан с тимидин-урацилурией и повышенным 
риском токсичности препаратов ряда 5-фтор-
пиримидинов у онкологических пациентов [6]. 
По литературным данным, уровни экспрессии DPD 
не коррелируют с риском рецидива опухоли [3].

мАтеРИАлы И метОды 

Был исследован материал первичных опухолей 
от 139 больных раком ободочной кишки, получавших 
лекарственное или комплексное лечение по поводу 
основного заболевания в Санкт-Петербургском го-
родском клиническом онкологическом диспансере 
и 122-й клинической больнице имени Л. Г. Соколова 
(г. Санкт-Петербург) в период с 2007 по 2011 гг.

Иммуногистохимическое исследование. Ма-
териал поступал как в виде парафиновых блоков, 
так и кусочков опухолей, залитых в 10%-й буферный 
формалин. В последнем случае производилась вы-
резка материала, доведение фиксации в формали-
не до 24 часов. Затем проводили материал в деся-
ти порциях изопропилового спирта и 3 парафинах. 
Приготавливались блоки, с которых нарезались сре-
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зы толщиной 4 микрон, которые помещали на стёк-
ла с поли-L-лизиновым покрытием. Срезы подсу-
шивались, депарафинировались и подвергались 
демаскировке антигенов при помощи цитратного 
буфера в условиях водяной бани, t = 95 °C, 30 минут. 
После чего они остывали при комнатной температу-
ре и промывались трис-буфером с твином. Каждый 
срез обводился парафиновым карандашом, после 
чего осуществлялось ингибирование эндогенной 
пероксидазы 3%-й перекисью водорода в течение 
20 минут. Затем на каждый срез наносилось первое 
антитело (табл. 1), экспозиция длилась 1 час на тер-
мостолике в условиях «водяной бани» при темпера-
туре 30 °C.

Для визуализации реакции антиген-антитело 
применялась полимерная система детекции EnVision 
компании DAKO, в качестве хромогена использовал-
ся диаминобензидин. Контр-окрашивание ядер осу-
ществлялось при помощи гематоксилина Майера. 
После каждого из этапов до окрашивания диамино-
бензидином стекла со срезами промывались в трис-
буфере с твином рН 7,1 фирмы BioOptica. Стекла за-
ключались в BioMaunt фирмы BioOptica.

Уровень экспрессии TS, TP, DPYD (рис. 1–3) оце-
нивался при помощи подсчета числа позитивных 
раковых клеток относительно общего количества 
раковых клеток.

При оценке иммуногистохимического окрашива-
ния использовался внутренний контроль в виде нор-
мальных структур, присутствующих в срезах.

Клиническая характеристика исследуемой 
группы. В исследование вошли опухоли с различ-
ной степенью дифференцировки. Преобладающей 
формой была умереннодифференцированная аде-
нокарцинома (табл. 2).

Из 139 больных раком толстой кишки 104 слу-
чая представляли распространенную форму. В ис-
следование были включены больные именно с дис-
семинированной стадией опухолевого процесса 
с преимущественным поражением печени, лёгких, 
лимфатических узлов, костей. Средний показатель 

n Таблица 1. Спецификация антител
№ Название антитела Клон Характер антител Разведение Фирма-производитель

1 DPYD ab54797
Мышиные,  

моноклональные
1 : 100 AbCam

2
Thymidine Phosphorylase 

(TP)
P-GF.44C

Мышиные,  
моноклональные

1 : 400 LabVision

3
Thymidylate synthase 

(TS)
Sc-33679

Мышиные,  
моноклональные

1 : 100 Santa Cruz

n Рисунок 1. Иммуногистохимическое исследование ти-
мидилатсинтетазы (TS) Позитивная ядерная реакция (ко-
ричневое окрашивание) в большинстве раковых клеток, уве-
личение × 400

n Рисунок 2. Иммуногистохимческое исследование DPYD 
Позитивная цитоплазматическая реакция  в  большинстве 
опухолевых клеток, увеличение × 400

n Рисунок 3. Иммуногистохимическое исследование тими-
динфосфорилазы. Позитивная реакция в части опухолевых 
клеток, увеличение × 400

n Таблица 2. Распределения случаев в  зависимости от 
гистологической дифференцировки

Локализация
Количество 

случаев

Степень дифференцировки 
(гистотип)/ 

количество случаев

Аденокарци-
нома толстой 

кишки
139

Низкая 12

Умеренная 110

Высокая 9

Муцинозная  
аденокарцинома

8
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возрастного распределения (медиана возраста) 
больных составил 62,5, средний возраст 58,6 ± 5,7. 
Клиническая характеристика пациентов представ-
лена в таблице 3. Проводилось сопоставление 
клинической картины и результатов иммуногисто-
химического исследования, влияние экспрессии 
изучаемых маркеров на эффективность лекарствен-
ного лечения оценивалось по суррогатным конеч-
ным точкам — времени до прогрессирования забо-
левания.

Все пациенты, включенные в исследование, по-
лучали химиотерапию с применением препаратов 
5-фторпиримидинового ряда по схемам FOLFOX, De 
Gramont, FOLFIRI.

Анализ выживаемости. Химиотерапия призна-
валась эффективной в случаях получения объектив-
ного ответа на лечение: стабилизации процесса, 
полного или частичного регресса опухоли. Лечение 
признавалась безуспешным в случае прогрессиро-
вания основного заболевания. Проводилось не ме-
нее 3 курсов химиотерапии, результаты оценивались 
спустя 2 года после начала противоопухолевого ле-
чения.

Статистический анализ проводили на персональ-
ном компьютере с использованием пакета программ 
Statistica 6.0. Непараметрические данные анализи-
ровались с использованием теста χ2. Различия счи-
тались статистически достоверными при р < 0,05.

Построение моделей вероятности выживания 
(функций продолжительности жизни) в зависимо-
сти от факторов, влияющих на выживание, осущест-
вляли методом регрессионного анализа с предпо-
ложением об экспоненциальном или нормальном 
распределении времени выживания. Для построе-
ния регрессионной модели избран метод пропор-
циональных рисков Кокса [Proportional Нasard (Cox) 
regression] — наиболее общая регрессионная мо-
дель, в которой предполагается, что функция интен-
сивности имеет вид: h (t) = h0 (t)y (z1……… zm).

РезультАты И ОбСужденИе 

При оценке экспрессии TS (рис. 1) оказалось, 
что муцинозные аденокарциномы имеют более вы-
сокий уровень экспрессии TS, что является небла-
гоприятным прогностическим фактором, по дан-
ным одних авторов [4], хотя другие исследования 
не выявили корреляции экспрессии TS и выживае-
мости больных с распространенной аденокарци-
номой толстой кишки [2]. Анализ экспрессии DPYD 
(рис. 2) показал, что в среднем негативная реакция 
наблюдается в 17 % аденокарцином толстой киш-
ки, уровень экспрессии практически не изменял-
ся в зависимости от дифференцировки опухоли 
и от метастатического статуса (p > 0,05). Это может 
быть связано с тем, что уровень экспрессии DPYD 
в первую очередь связывают с токсичностью пре-
паратов ряда 5-фторпиримидинов [2, 6, 7], а не с их 
эффективностью.

В нашем исследовании при проведении ре-
грессионного анализа влияния экспрессии иссле-
дуемых маркеров на время до прогрессирования 
заболевания оказалось, что экспрессия TP и TS 
оказывает статистически значимое воздействие 
(p = 0,006 и р = 0,0036 соответственно). Такой зако-
номерности не было выявлено в случае оценки экс-
прессии DPYD.

При анализе влияния экспрессии маркеров 
на прогрессирование заболевания во время хи-
миотерапии (полное отсутствие эффекта) ста-
тистически достоверное влияние также оказы-
вали экспрессии TS (p = 0,0036 и р = 0,0008) и TP 
(р = 0,006 и р = 0,004).

Таким образом, по данным нашего исследо-
вания, уровни экспрессии тимидилат синтетазы 
и тимидин фосфорилазы в ткани аденокарциномы 
толстой кишки положительно коррелируют с небла-
гоприятным предиктивным прогнозом в отноше-
нии продолжительности времени до прогресси-

n Таблица 3. Клиническая характеристика пациентов с диссеминированной формой аденокарциномы толстой кишки
Критерий Значение

Число больных 104

Средний возраст, лет 62,5 (28–78)

Пол:
Мужчины
Женщины

46,7 % (28)
53,3 % (32)

Общее состояние в момент начала специального лечения —
 функциональное состояние по шкале ECOG-ВОЗ:

0–1
2–3

31,7 % (33)
68,3 (71)

Локализация отдаленных метастазов:
Печень
Легкие
Плевра

Головной мозг
Мягкие ткани

Лимфатические узлы
Кости

Другие висцеральные органы (сердце, органы малого таза, надпочечник)

85 % (88)
26 % (27)
15 % (16)
10 % (10)
20 % (21)
75 % (78)
15 % (15)
26 % (27)
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рования у пациентов с диссеминированным раком 
толстой кишки, получавших в качестве лечения 
основного заболевания противоопухолевые агенты 
5-фторпиримидинового ряда. Иммуногистохими-
ческое исследование ткани опухоли на экспрессию 
вышеуказанных маркеров может быть использована 
для оценки эффективности предстоящей химиоте-
рапии 5-фторпиримидинами аденокарциномы тол-
стой кишки с целью индивидуализации лечения дан-
ной категории больных.
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PrEdiCtivE mArKErS of thE EffiCACy of 
CoLon AdEnoCArCinomA trEAtmEnt By  
5-fLuoroPyrimidinES dEtErminEd By 
mEAnS of immunohiStoChEmiStry mEthod 

G. A. Raskin , R. V. Orlova , A. E. Protasova ,  
S. A. Koshkin, R. I. Glushakov 

5-fluorouracil (5-FU) has remained the   SSuumar:�
treatment of choice in the adjuvant and palliative setting 
of colon cancer (CC).The purpose of this study was to 
evaluate the expression of the thymidine phosphorylase 
(TP),  thymidylate synthase (TS) and dihydropyrimidine 
dehydrogenase (DPYD)in CC patients treated with 5-fluo-
rouracil (5-FU) to determine their predictive and prognos-
tic significance. Immunohistochemistry (IHC) analysis of 
the expression of proteins was performed on tumour tis-
sue of 104 patients with stage IV colon cancer. All patient 
was treated withfluoropyrimidine/antifolate-based therapy 
(FOLFOX, De Gramont, FOLFIRI). Usedmultivariate logis-
tic regression analyses we found the level of expression of 
proteins thymidine phosphorylase (TP), thymidylate syn-
thase (TS) as predictors efficiency 5 — fluoropyrimidine 
with adenocarcinoma of the colon. The value of expression 
of TP and TS has a statistically significant effect (p = 0,006 
and p = 0.0036) on time to disease progression, respec-
tively.Our data demonstrated the efficacy of the 5-fluoro-
pyrimidine chemotherapy colon adenocarcinoma may be 
utilized evaluation of expression of TS and TP.

immunohistochemistry; fluoropyrimidines;   KKr  ward:  �
TP; TS; colon cancer.
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